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Abstrakt

Idiopatické crevné zapaly (IBD) si autoimunitné ochorenie postihujice
gastrointestindlny trakt. Medzi hlavné typy patria ulcerézna kolitida (UC) a Crohnova
choroba (CD). V poslednom obdobi sa s IBD spdja aj primarna sklerotizujuca
cholangitida (PSC), o je chronické ochorenie pecene spojené so sten6zou zl¢ovodov.
Presnd patogenéza a etiologia tychto ochoreni nie je jasna, aj napriek velkej snahe
vedeckej spolo¢nosti. Jedna sa o multifaktoridlne ochorenia, ktoré su spajané s dysbidozou
¢revnej mikrobioty. Diagnostika ochoreni je zalozend na pre pacientov neprijemnych
endoskopickych vysetreniach, a preto snaha hl'adat’ nové sérové biomarkery je dobry ciel’

do budtcna.

V diplomovej praci bola sledovana reaktivita buniek periférnej krvi pacientov
s IBD na 10 vybranych zastupcov typickej mikroflory a to: Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium adolescentis, Blautia coccoides, Roseburia intestinalis, Eubacterium
rectale, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus flavefaciens, Bacteroides
thetaiotaomicron, Prevotella ruminicola a Escherichia coli. Reaktivita pacientov s CD,
UC a PSC-IBD bola zvySena po stimulacii Faecalibacterium, Lactobacillus a Prevotella.
ISlo vSak o nizke percent4 buniek produkujucich cytokiny, preto nie je mozné povedat’,
¢i by mohli byt’ zapojené do patogenézy.

Dalou ¢astou prace bolo testovanie vybranych biomarkerov za pouzitia séra
pacientov. Proteiny viaZuce mastné kyseliny, a to intestinaly [-FABP a pecenovy L-FABP
poukazovali na posSkodenie Crevnej bariéry. ZvySend Kkoncentracia matrix
metaloproteinaz konkrétne MMP-14, a znizenad hodnota MMP-9 jasne determinovala IBD
pacientov od zdravych kontrol. Pri rozdeleni UC a CD by mohol pomdct’ protein viazuici

lipopolysacharid LBP, ktorého hodnoty boli vyssie u CD.

Tieto vysledky poukazuju na reaktivitu na komenzalne baktérie a na dolezitost’
¢revnej bariéry pri IBD. Neinvazivna diagnostika ma mnoho vyhod nie len pre pacientov

ale aj z ekonomického hl'adiska vratane moznosti opakovat’ vySetrenia v kratkom obdobi.

Kruacové slova: IBD, ulcerdzna kolitida, Crohnova choroba, ¢revnéd mikrobiota, periférna

krv, biomarkery




Abstract

Inflammatory bowel diseases (IBD) are an autoimmune illnesses affecting
gastrointestinal tract. The main types include ulcerative colitis and Crohn's disease.
Recently, primary sclerosing cholangitis (PSC) has also been associated with IBD. PSC
is a chronic liver disease associated with bile duct stenosis. The exact pathogenesis and
etiology of these diseases is not clear, despite the great efforts of the scientific community.
They are multifactorial diseases that are associated with dysbiosis of intestinal
microbiota. Their diagnosis is based on for patients unpleasant endoscopic examinations
and therefore the search for new serum biomarkers is needed and appreciated target of

scientific interest.

In the first part of diploma thesis, we focused on the reactivity of peripheral blood
cells of IBD patients to 10 selected representatives of typical intestinal microbiota:
Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium adolescentis, Blautia coccoides, Roseburia
intestinalis, FEubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus
flavefaciens, Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella ruminicola and Escherichia coli.
Reactivity of CD, UC and PSC-IBD patients was increased after stimulation with
Faecalibacterium, Lactobacillus and Prevotella. However, we got low percentage of
cytokine-producing cells, so we cannot confirm whether they could be involved in

pathogenesis or not.

Next part of the work was testing of selected biomarkers using patients' sera. Fatty
acid binding proteins such as intestinal I-FABP and liver L-FABP have shown intestinal
barrier damage. Increased matrix metaloproteinases MMP-14 concentration and
decreased MMP-9 clearly determined IBD patients from healthy controls. A
lipopolysaccharide-binding protein LBP whose values were higher for CD could help to
distinguish UC and CD.

Our results indicate reactivity to commensal bacteria and the importance of the
intestinal barrier in IBD. Non-invasive diagnostics has many benefits not only for patients

but also economically and for the possibility of retesting in a short period of time.

Key words: IBD, ulcerative colitis, Crohn’s disease, gut microbiota, peripheral blood,

biomarkers
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1. Uvod

Idiopatické Crevné zapaly (IBD) su autoimunitné ochorenia gastrointestinalneho
traktu, ktoré postihuji Coraz viac l'udi. Medzi tieto zapaly patria ulcerdzna kolitida
a Crohnova choroba. Novsou formou, ktora je spojend s IBD a to najmi s UC, je primarna
sklerotizujica cholangitida, ¢o je chronické ochorenie pecene. Patogenéza a etioldgia
tychto ochoreni nie je dobre objasnena aj napriek vel'kému usiliu vedeckej spolo¢nosti.
Diagnostika je zalozena na pre pacientov neprijemnych endoskopickych vysetreniach.
Preto hl'adania novych biomarkerov pre diagnostiku, predikciu relapsu alebo zlyhanie
liecby je dobry a zmysluplny ciel’.

Crevo je tvorené obrovskym mnoZstvom mikroorganizmov, bez ktorych by telo
nevedelo stravit’ prijimana potravu, ziskat’ potrebné ziviny a branit’ sa proti patogénom.
Obsahuje rozne virusy, prvoky, huby a najmd obrovské mnoZstvo baktérii, ¢i uz
prospeSnych tak aj potencidlne patogénnych. Tato krehka rovnovéha sa moze I'ahko

narusit,, ¢o vyusti do vzniku zapalovych ochoreni, alergii, pripadne karcindémov.

V mojej diplomovej praci som sa venovala reaktivite buniek pacientov s IBD s 10
zastupcami beznej Crevnej mikrobioty pomocou metdédy prietokovej cytometrie
a testovaniu vybranych biomarkerov ¢revnej bariéry a zapalu prostrednictvom ELISA

metody.
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2. Prehl’ad literatary

2.1.

Slizni¢na imunita

Crevo je miesto styku s obrovskym mnozstvom antigénov z vonkajsieho prostredia

ale aj vnutorného. Slizni¢ny imunitny systém v Creve sa nazyva GALT. Je tvoreny 3

hlavnymi castami: jednovrstvovou epitelidlnou vrstvou zlozenou z intestinalnych

epitelidlnych buniek, laminy propria (LP), ktora obsahuje mnozstvo imunitnych buniek

a lymfatického tkaniva v priprade c¢reva Peyerovych plakov a

izolovanych

mezenterickych lymfatickych uzlin (Obr.1). K obranyschopnosti prispievaju aj mikrdby,

ktoré pokryvaju sliznicu Creva, a brania tak naviazaniu patogénov tym, Ze im bert ziviny

a zabrafiuju ich usadeniu na sliznici (McGhee a Fujihashi, 2012, Van Wijk a Cheroutre,

2009). Tieto mikroby st konStantne monitorované epitelidlnymi bunkami, ktoré

zabezpecuju rovnovahu medzi toleranciou komenzalnych baktérii a odstraiovanim

patogénov (Thaiss et al., 2016).
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Obr. 1: Stavba a zloZenie slizni¢éného imunitného systému v Creve. Prevzaté a upravené

Wu, 2014.
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GALT sa da rozdelit’ na 2 funkéné casti: indukénu a efektorovu. Efektorova cast’ je
lokalizovana v lamina propria a zahfna dendritické bunky (DC), makrofagy, prirozené
lymfoidné bunky a bunky adaptivnej imunity ako lymfocity a plazmatické bunky
produkujuce IgA. Indukcénd Cast’ zahfila mezenterialne lymfatické uzliny a Peyerove
plaky, ktoré nemaju aferentné privody lymfy, cez ktoré by DC zachytavali antigény (Ag).
Namiesto toho DC ziskavaju Ag od M-buniek, ktoré zachytdvaju antigény priamo

v lumene creva (Ohno, 2015).

Imunitnd odpoved’ v cCreve prebieha neustdle ale je regulovand cez T-regulacné
lymfocyty (T-reg), ktoré sa nachadzaji vo vacSom mnozstve v lamina propria,
a prostrednictvom svojich regulacnych mechanizmov tlmia prehnana reakciu. Hlavné
cytokiny, ktoré ovplyvinuju ich funkciu st TGF-f a IL-10, ktoré su produkované cez DC
(Atarashi et al., 2011). Dalsia kIai¢ova zlozka imunity v éreve je sIgA, ktora ma kl'aova
ulohu v lokalnej imunitnej odpovedi, a povazuje sa za prvu liniu obrany proti patogénom
a toxinom. Produkcia sIgA na Specifické Ag nasleduje po ich zachyteni M-bunkami
Creva, transforméciou antigén prezentujucich buniek najmi DC, aktivaciou T-lymfocytov
a najmé class switch-om B-buniek v mezenterickych uzlinach. Komenzélne baktérie
indukuju tvorbu len malého mnozstva sIgA (Lazar et al., 2018). Jeden z vyznamnych
regulatorov imunity v ¢reve je aj molekula NOD2. Expresia molekuly NOD2 v ¢revnej
sliznici je ovplyvnend pritomnostou mikrobioty a expresia NOD2 ovplyviiuje
mikrobiotu. Hostitel cez NOD2 a komenzalne baktérie udrziava homeostazu cez
vzajomnu regulaciu (Petnicki-Ocwieja et al., 2009).

Muciny zohravaju taktieZ nenahradite'nu tlohu v obrane. Zachytavaji patogény
a parazity a koordinuji imunitn odpoved’ na infekciu. Funguji aj ako samotné zachytné
miesto pre mikroorganizmy cez interakciu medzi mikrobidlnymi komponentami. Avsak
zvysena produkcia mucinovych proteinov moze viest’ k tvorbe rakoviny (Pillai, 2015).
Naopak zniZend produkcia mucinov, v désledku poskodenia génu MUC2, vedie k tvorbe
¢revného zépalu (Van Der Sluis ef al., 2005).

Panetové bunky st nenahraditelnou sucastou ¢revnej imunity. Si umiestnené
v kryptach tenkého creva, kde produkuji velké mnozstvo antimikrobialnych latok ako

lyzozym, fospolipaza A2, lektiny a najmé a-defenziny (Salzman et al., 2010).

2.2. Crevna bariéra

Crevna bariéra je tvorena jednovrstvovym epitelom, ktory musi odolavat’ natlaku Ag

z vnutorného a vonkajSieho prostredia. Prave vd’aka tejto bariére nedochédza k aberantne;
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imunitnej odpovedi na komenzalne baktérie. Integrita Crevnej bariéry je zabezpecena cez
transmembranové proteiny tesnych spojov ako klaudiny, okludiny, zona okludiny 1, 2, 3,
adhézne molekuly (JAM) a medzerové spoje, ktoré su nevyhnutné pre udrzanie pevnych
spojov medzi bunkami (Landy et al., 2016). Sa pripojené k cytoskeletu cez F-aktin
a myozin II. Tesné spoje definuji hranicu medzi apikalnou a bazolaterarnou membranou

a zabranuju paraceluldrnemu prechodu latok (Salim a Séderholm, 2010).

Ulohy bariéry st: 1. zabranenie priameho kontaktu medzi hostite’om a mikrobiotou
aby sa zabranilo poskodeniu IEC (Yu et al, 2012). 2. Limituje prechod baktérii
k imunologickym senzorom v LP a napomaha tolerancii komenzalnych baktérii (Belkaid
a Hand, 2014). 3. Chrani komenzalne baktérie pred priamym odstranenim (Kelly et al.,
2005). 4. Umoziuje metabolické interakcie medzi nimi, tak aby boli pre obidve zlozky

vyhodné (Nicholson et al., 2012).

Normalna bariéra Poskodena bariéra

' Bakteridlne produkty
a a potravinové antigény

Lumen ¢reva

Epitelidlne bunky Prozapalové cytokiny

Patogénne baktérie

Occlud.

O

Ko

Lamina propria

%
4+

Tesné spoje

Obr. 2. Stavba normalnej a poruSenej Crevnej bariéry. Pri normalne fungujucej bariére
nedochadza k translokacii antigénov z limenu ¢reva do LP. Pri porusenej bariére sa tieto
antigény dostavaju do styku s zlozkami imunitného systému, ¢o vedie k odpovedi. Prevzaté

a upravené Suzuki, 2011.

Tejto bariére napomdhaju vysSie spominané muciny, antimikrobidlne latky,

imunoglobuliny a cytokiny. Ak do6jde k akymkol'vek abnormalitdim v jednotlivych
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zlozkach crevnej bariéry nastane zvySena permeabilita ¢reva, o mdze viest’ k vstupu
antigénov z c¢revného lumenu do lamina propria, ¢o moze viest k lokalnej alebo
systémovej imunitnej odpovedi (Lin ef al., 2015; Fasano a Shea-Donohue, 2005). Tejto
zvysene] permeabilite Creva sa pripisuje pojem ,leaky gut“. Takéto ¢revo umoznuje
prechod Ag, inak situovanych v limene ¢reva, do LP, kde sa odohravaju lokéalne alebo
systémové imunitné odpovede. S takymto poSkodenim Crevnej bariéry suvisia aj
idiopatické Crevné zéapaly a mnohé d’alSie patogenézy nie len GIT (Fasano, Shea-

Donohue, 2005; Tlaskalova-Hogenova et al., 2011; Lin et al., 2015)

3.1. Idiopatické ¢revné zapaly

Idiopatické Crevné zapaly (IBD) su autoimunitné ochorenia, medzi ktoré patri
ulcerdzna kolitida a Crohnova choroba. Postihuji gastrointestindlny trakt (GIT)
u priblizne 0,3% populécie v mnohych krajinach. Na zéklade genetickych Studii bolo
doposial’ identifikovanych viac ako 200 génov, ktoré sa podielaji na hostitel'skej
odpovedi proti ¢revnej mikrobiote (Liu et al., 2015). Sucasna patogenéza sa priklomnuje
k aberantnej imunitnej odpovedi v geneticky predisponovanych jedincoch na ¢revnu
mikrobiotu, ¢o vedie k tvorbe chronického zapalu. Tieto patologické zmeny v Creve sa
oznacuju ako dysbidza (Hansen a Sartor, 2015). Dysbioza je charakterizovana najmé ako
znizenie abundancie bakterialnych kmenov Firmicutes a Bacteroides. Naopak sa zvySuje
abundancia kmeniu Proteobacteria, medzi ktoré patri aj E.coli (Albenberg et al., 2015).
Nie je v8ak jasné, ¢i tento jav je dosledok ochorenia alebo pri¢inou vzniku samotného

ochorenia (Kverka, Tlaskalova-Hogenova, 2017).
Environmentalne faktory taktieZ ovplyviiuji vznik IBD. Radia sa medzi nich

fajcenie, skord apendektdmia, stres, strava, uZivanie nesteroidnych liekov proti zapalu,
antibiotika a mnohé d’alSie. AvSak Ziadny z tychto faktorov nefunguje v patogenéze sam.
Kombinacia genetickych faktorov, environmentdlnych a interkacie hostitela
s mikrobiotou podporuji vznik IBD. To ma za nésledok poSkodenie bariéry (Strober et

al., 2007; Kiesslich et al., 2012).

3.1.1. Ulcerozna kolitida

Ulcerdzna kolitida (UC) je jeden z typov IBD, ktory postihuje oblast’ kone¢niku
a hrubého ¢reva kontinualnym postupom najmé u dospelych I'udi vo veku 30-40 rokov
(Hoivik et al., 2012). Zapal pri UC sa vyskytuje v oblasti lamina propria a submukoze

a len v ojedinelych pripadoch v oblasti svalov (Le Berre et al., 1995). Vyznacuje sa
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obdobiami remisie, kedy je pacient bez aktivneho prejavu ochorenia a obdobiami

aktivneho ochorenia tzv. relapsu, ktoré sa prejavuje najmé Castymi hnackami.

V aktivnej faze ochorenia je membrana sliznice infiltrovand bunkami
podporujucimi zapal ako lymfocyty, plazmatické bunky a eozinofily, ktoré sa normalne
v zdravom jedincovi nachadzaju izolované v lamina propria. Epitel je v tomto obdobi
vyrazne poskodeny, a k poskodeniu funkcie dochadza u poharikovitych buniek. Dalej sa
vyskytuje hyperpléazia epitelu a akumulécia leukocytov do kryptickych abcesov. V remisii
naopak dochédza k obnoveniu sliznice a obnoveniu funkcie poharikovitych buniek
a vymiznutie abcesov. Mukozna vrstva sa moze obnovit’ uplne ale ak bol zapal prilis
rozsiahly a vazny vznik4 atrofia tkaniva (Morson, 1971, Johansson et al, 2014).
U pacientov s dlho trvajicim ochorenim sa vyskytuje fibréza mukoznej vrstvy.
Predpokladd sa, Zze premena rezidentnych mezenchymalnych buniek na aktivne
myofibroblasty spdsobuje fibrozu tkaniva (Yamagata ef al., 2011).

S ochorenim je spojend aj redukovana expresia peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPAR-y), o je negativny regulator NF-xB zavislej cesty zapalu
(Dubugqouy et al., 2008; Jiang et al., 1998). Z genetickych faktorov sa s UC spaja najmi
defekt génu XBP! v kolonocytoch (Kaser et al., 2008).

Proktiti

_

Pankolitida

=

Symptomy: krvacianie kone¢niku, Symptomy: symptomy proktitidy, Symptomy: vsetky predoslé,

tenezmus hnacky, ki¢e brucha nevolnost’ a teplota

Obr. 3: Rozdelenie a symptomy fenotypov ulcerdznej kolitidy. Prevzaté a upravené Silverberg, 2005

Pri UC je aberantnd mikrobiota spajana so znizenim produkcie kratkych mastnych
kyselin (SCFA), medzi ktoré¢ patria butyraty alebo propionaty (Marchesi et al., 2007;
Huda-Faujan et al., 2010; Tan et al., 2014). Baktérie produkujuce SCFA maju vel'ky
vyznam pri znizovani pro-zapalovej odpovedi v intestinalnych epitelidlnych bunkach,

a maju schopnost produkovat’ butyraty. Ukdazali sa ako UCinny spdsob zlepSenia
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symptomov IBD v modeloch ochorenia (Eeckhaut et al., 2013). V stolici pacientov s UC
je znizena abundancia Faecalibacterium prausnitzi a Roseburia hominis, ktoré produkuju

prave butyraty (Machiels et al., 2014).

UC sa spaja s Th-2 bunkovou odpoved’ou, ¢o potvrdila stadia Fuss a kol. z 1996,
ktory nasli Th-2 polarizované lymfocyty produkujiuce IL-5 v lamina propria u pacientov
s UC (Fuss. 1996). Tato tedria sa potvrdila aj v d’alSej Studii, kde bola zistena zvySena
expresia mRNA pre IL-4 a IL-13. IL-13 je cytokin produkovany NK bunkami, ktoré
patria medzi kl'uicovych medidtorov epitelidlnej cytotoxicity a bariérovej dysfunkcie
(Inoue et al., 1999). V studii z roku 2014 sa skiimala paradigma o Th-1 bunkovej
odpovedi u CD a Th-2 odpovedi u UC. Pri tejto $tudii bola ndjdena nova populacia CD4"
T-lymfocytov produkujucich IL-9, ktoré sa oznacili ako Th-9 lymfocyty. Th-9 lymfocyty
vznikaju po modulacii cez MHC-II komplex s antigénom v pritomnosti IL-4 a TGF-f.
IL-9, produkovany tymito bunkami, negativne vplyva na proliferdciu a opravu buniek
¢reva a ovplyviluje aj Crevnu bariéru. Taktiez zvySuje produkciu pro-zapalového cytokinu
TNF-0, ¢im prispieva k patogenéze ochorenia (Gerlach ef al., 2014). V mukédze hrubého
Creva pacientov boli najdené IL-8" T-reg, ktoré produkovali velké mnozstvo IL-8,
indukovali tvorbu pro-zdpalovych cytkinov a podporovali infiltraciu neutrofilov

(Kryczek et al., 2016).

3.1.2. Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je d’alsi typ IBD. Rovnako ako UC je typické striedanie
obdobi relapsu a remisie. Narozdiel od UC, postihuje aktikol'vek ¢ast” GIT najmi vSak
terminalne ileum a hrubé ¢revo. Zapal je segmentovany a mé diskontinualny postup. Je
charakterizovana granulomatdéznym transmuralnym zépalom a tvorbou fistul a abcesov
(Thia et al., 2010; Matsuoka et al., 2018). Ochorenie sa deli na 3 fenotypy: zapalova CD,
zuzovanie lumenu Creva, tvorba fistul. Ak sa vyskytne zuzovanie lumenu a fibrdza, jediny
spOsob liecby je chirurgickd intervencia. Transmuralny zapal, ktory prechadza vSetkymi
vrstvami Creva, vedie k tvorbe fistul a sinusov, s ¢im stvisi aj tvorba abcesov (Cheifetz,
2013). Podobne ako pri UC je tvorba fibrotickych Struktir spojend s premenou
mezenchymalnych epitelidlnych buniek v pritomnosti TGF-B1, IL-1B a TNF-a na
fibroblasty (Rieder ef al., 2011).
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Rozsirené
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Stendza
Sigmoidna Cast’

Obr. 4: Rozdelenie fenotypov CD. Prevzaté a upravené: https://ghr.nlm.nih.gov/condition/crohn-

disease

S Crohnovou chorobou je spdjanych viacero génov, ktoré su asociované
s vhimanim baktérii a vrodenou imunitou. Patria medzi nich NOD2, ktory je vysoko
exprimovany na Panethovych bunkdch v tenkom creve, kde reguluje imunitu
a poskodenie tohto génu suvisi so znizenou produkciou a-defenzinov (Wehkamp et al.,
2004). Dalsie gény su ATGI6LI, ktory je spajany s autofagiou, ktora je v pripade CD
nespravna a gén suvisiaci s mukézou MUC?2 (Uehara et al., 2007, Jostins ef al., 2012;

McGovern et al., 2015).

CD je spajané s Th-1 bunkovou odpoved’'ou. V lamina propria pacientov sa naslo
vel'ké mnozstvo buniek produkujicich IFN-y a nizke mnozstvo IL-4. Th-1 bunky aktivuju
makrofagy prave prostrednictvom IFN-y, ktoré po aktivacii produkuju IL-1, IL-6,
TNF-a, ktoré patria medzi pro-zépalové cytokiny (Romagnani et al., 1997). Polarizacia
Th-1 buniek prebieha prostrednictvom IL-12 produkovaného cez APC (Hsieh et al.,
1993). Ulcerativne lézie u pacientov vznikaji permanentnou infiltraciou zapalovych
buniek vratane T-lymfocytov, makrofagov a neutrofilov (Wright et al., 1990). S CD sa
spaja aj subpopulacia CD4" y§ T-lymfocytov. Hovori sa o ich protektivnom u¢inku
prostrednictvom regulovania opravy tkaniva a kontroly infiltracie neutrofilov cez typ
V61+ buniek, ktoré st u CD pacientov v menSom mnozstve (Kadivar et al., 2016). Avsak
niektoré Stadie hovoria o type V62+ ako o ppulécii s pro-zapalovym Uc¢inkom, ked’ze
produkuju viac chemokinov a pro-zépalovych cytokinov ako TNF-a a IL-17A (Mann et
al., 2012). Cytokin IL-23 je taktieZ zapojeny do patogenézy ochorenia, tym Ze prispieva
k chronickej ¢revnej patoldgii. IL-23 podporuje populdcie Th-1 a Th-17 T-lymfocytov
v sulade s produkciou IFN-y, IL-22 a IL-17 v chronicky zapalenom creve a zniZuje

expresiu FOXP3" T-reg v lamina propria pacientov s CD (Maloy a Kullberg, 2008).
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3.1.3. Primarna sklerotizujuca cholangitida

Primarna sklerotizujica cholangitida (PSC) je chronické ochorenie pecene
nezndmeho pdévodu. Je charakterizované progresivnou fibrézou zl¢ovych kanalov
a tvorby ulcerov v mukoze zl¢ovodu. Ochorenie sa spaja s IBD (Karlsen et al., 2017).
Patogenéza ochorenia nie je znama ale v minulosti sa navrhovali viaceré teorie. Jednou
znich boli defekty v mechanizme ochrany sliznice pred zI€ovymi kyselinami (Hohenester
et al., 2012). Pri poruche ¢revnej bariéry dochadza k influxu inak oddelenej ¢revnej
mikrobioty do pecene, ¢im sa podporuje a zvySuje Th-17 bunkova odpoved’ (Katt et al.,
2013). Dlhodobo uznavanou tedriou je aj nabor T-lymfocytov z ¢reva do pecene
a poruchy c¢revnej mikrobioty (Grant et al., 2001 ; Rossen et al., 2015). Porusenie
epitelidlnej bariéry zlcovodov, podobne ako poruSenie ¢revnej bariéry u IBD, vedie
k expozicii mnohych substancii ako c¢revnd mikrobiota alebo ZI¢ové kyseliny
cholangiocytom, ¢o vedie k posSkodeniu a zapalu tkaniva. Toto sa potvrdilo aj u modelov
ochorenia, kedy poskodenie bariéry viedlo k uniku kyselin do portidlneho obehu. To
viedlo k zapalovej odpovedi, ktora zahffiala CD8" a CD4" T-lymfocyty, zvySena
produkciu TNF-a, TGF-B1 a IL-1B. Tieto cytokiny podporuju vznik myofibroblastov,
ktoré su zapojené do procesu fibrozy (Fickert ef al., 2004; Fickert ef al., 2006).

_Hepatic Duct

Gallbladder

| Common
Bile Duct
Cystic Duct

Normal Bile Ducts Inflammation Ducts

Obr. 5: Porovnanie zdravych ZI¢ovych kanalov a zapalenych kanalov u pacientov s PSC.

Prevzaté a upravené: https://www.epainassist.com/abdominal-pain/liver/primary-

sclerosing-cholangitis-psc

Vicsina pacientov s PSC trpi aj chronickou UC (PSC-UC). PSC-UC ma rozdielny
fenotyp ako &ista UC. Castejsie sa vyskytuje v kl'udnom $tadiu alebo vo forme pankolitidy
pripadne diskontunuélnej pravo-strannej kolitidy a vyS$$im vyskytom pouchitidy po
kolektomii (Pavlides et al., 2014). Pacienti maju taktiez Skrat vysSie riziko vzniku
kolorektalneho karcindému v porovnani s UC pacientmi a zvySené riziko hepatobiliarnej
malignancie najmi cholangiokarcindmu, adenému a dysplazie pripadne karcinomu

zléniku (Hirschfield ef al., 2013).
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Infiltracia Th-17 T-lymfocytov v pe€eni pacientov s PSC bola popisand ale presny
mechanizmus diferencidcie Th-17 buniek nie je objasneny (Katt et al., 2013). V stadii
z tohto roku bolo preukézané, ze mikrobiota PSC/UC bola schopna indukovat’ Th-17
diferencidciu buniek v peceni. Pri odstraneni patobiontov Klebsiella pneumoiae,
Enterococcus gallinarum, Proteus mirabilis, ktoré boli v §tudii pouzité, doslo k znizeniu
poctu Th-17 buniek. Taktiez potvrdili, ze ¢revom-indukované Th-17 bunky boli zahrnuté

v odpovedi (Nakamoto et al., 2019).

3.1.4. Diagnostika a lieCba

Diagnostika je pri IBD mnohé roky rovnaka. Kedze sa jedna o komplexné
ochorenia ich diagnostika je niekedy zdihavé a neprijemna.

CD je heterogénne ochorenie s viacerymi fenotypmi. Lennard-Jones a kol. preto
definovali makroskopické a mikroskopické kritéria pre diagnostiku. Makroskopické
zahfiaju fyzické vySetrenie, endoskopické vySetrenia, medzi ktoré sa ako prvy
diagnosticky postup pri CD radi ileokolonoskopia alebo flexibilnd sigmoidoskopia,
radiologické vySetrenia a analyza odobratych vzoriek. Odobraté vzorky a biospie sluzia
aj pri urceni mikroskopickych kritérii, kde sa hl'ada diskontinudlny a granulomatozny
zapal Creva (Lennard-Jones a Shivananda, 1997, Carter et al, 2004) . Sérologické
vySetreia patria taktiez k Standardném postupu, kde sa najmi pozera na CRP a ESR ako
ukazovatele zapalu a krvny obraz. Z biomarkerov sa pouziva ASCA ale je to len
orientacny udaj rovnako ako fekalny kalprotektin a laktoferin, ktoré sa uplatiiuji pri
aktivnom zapale (Annese et al, 2013).

UC mé podobné diagnostické postupy ako CD. Zacina sa rodinnou historiou,
fyzickym vySetrenim, endoskopickymi a radiologickymi vySetreniami, histologiou
odobratych vzoriek a serologickymi vySetreniami. Rozdiel pri serologii, je ten, ze sa
sleduji ANCA protilatky, ktoré su u vacsiny pacientov s UC. Z endoskopického hl'adiska
sa rovnako vyuZiva ileokolonoskopia a naviac aj gastroduodenoskopia (Silverberg et al,
2005; Stange et al., 2008). Aj pri UC Lennard-Jones vytvoril kritéria, podl'a ktorych sa
da charakterizovat’ UC. Pri UC sa vyskytuje kontinudlny granulomatdzny zépal mukozy
Creva v Casti alebo v celom kolone (Lennard-Jones, 1989).

Liecba IBD je zaloZend najmd na imunosupresivach a steroidoch, vratane
glukokortikosteroidoch, aminosalicylatov a cyklosporinov. Pri UC sa vyuZzivaji 5-
aminosalicylovd kyselina a u pacientov, ktory na fiu neodpovedaju prednisone

(Lichtenstein et al., 2006). Pacienti, u ktorych je nutna lieCba steroidmi zacinajii na

19



azathioprine alebo 6-merkaptopurine. Z biologickej liecby, ktora sa vel'mi ¢asto vyuziva
pri IBD, sa pouziva anti-TNF-a liecba konkrétne infliximab alebo adalimumab. Pri vel'mi
zavaznych stavoch sa vykonava kolektomia (Baugmart a Sandborn, 2007).

Pri CD je liecba podobna. Pri volbe lieCby sa berie ohl'ad na fenotyp ochorenia.
Pouzivaju sa budesonide 9 alebo sulfasalazin, ktory sa vSak musi obmedzit’ kvoli jeho
toxicite. Pacienti, ktori na tuto liecbu neodpovedaji uzivaju steroidy, a to prednisolone.
Podobne ako pri UC ma velké uplatnenie biologicka lieCba najmé anti-TNF-a vo forme
infliximabu alebo adalimumabu. Taktiez sa pouziva aj azathioprine 2 (Baugmart

a Sandborn, 2007).

Diagnostika PSC je naro¢na, ked’ze ochorenie nema charakteristické priznaky.
Diagnostika je zalozend najmé na kombindcii serologickych vySetreni a zobrazovacich
metéd. ZvySené sérové markery cholestdzy a protilatky v  kombindcii
s cholangiopankreatografiou s magnetickou rezonanciou alebo endoskopickou
retrogradnou cholangiopankreatografiou sa pouzivaju pri zistovani ochorenia. Dolezité
je zistit’ aj historiu pacienta, ked’ze ochorenie moze vzniknut’ ako nasledok napr. zltacky
(Lindor et al., 2015). Liecba je zalozené na na spomaleni progresu ochorenia a zmierneniu
jeho priznakov. Je zaloZzena na podobnych farmakich ako UC a CD. Vyuzivaji sa
glukokortikoidy, azathioprine a 6-merkaptopurine. Rovnako sa pouZziva aj anti-TNF-a
lie¢ba. Pri PSC sa vyuzivaju aj chirurgické intervencie a vyuziva sa aj transplantacia

pec€ene (Chapman et al., 2010, Lindor, 2011).
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3.2. Crevna mikrobiota

Crevna mikrobiota tvori sthrn vietkych baktérii, ktoré sa nachadzaju v GIT.
Okrem baktérii v ¢reve najdeme prvoky, obrovské mnozstvo virusov a huab. NaSa
mikrobiota je zlozend z viac ako triliona bakteridlnych buniek, ¢o je priblizne rovnako
ako vSetky bunky v I'udskom tele (Sender et al., 2016). Baktérie okrem creva osidl'uju
pokozku a slizni¢né povrchy tela ako dychacie cesty, urogenitalny trakt, kde su vhodné
podmienky pre ich rast a proliferaciu (Tlaskalova-Hogenova et al., 2011). Mikrobiota
predstavuje ohromne diverzny ekosystém. Mnozstvo mikrobidlnych génov je 150krat
vyssi ako I'udsky genom (Qin ef al., 2010). Medzi dominantné bakteridlne kmene, ktoré
tvoria asi 90% mikrobioty patria: Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria a Verrucomicrobia (Arumugam et al., 2011). Analyzy
Pudskej mikrobioty v stolici preukézali, Ze kazdy jedinec ma vlastné, unikéatne zlozenie
mikrobioty (Dore ef al., 2010).

Mikrobiota zohrava nenahraditelné ulohy v GIT: posiliiuje integritu creva
a pomaha pri tvarovani epitelu (Natividad a Verdu, 2013), je zapojena do procesu
ziskavania energie a zivin (Den Besten et al., 2013), zapaja sa do ochrany proti
patogénom (Baumler a Sperandio, 2016) a reguluje imunitny systém hostitel'a (Gensollen
et al., 2016). Mikrobiotu ovplyviiuju viaceré faktory. Medzi jeden z nich patri materské
mlieko, ktoré ma klIi¢ovu ulohu pri formovani populécie u kojenca, a to cez prenos
mikrobioty mlieka do ¢reva babitka (Ferndndez et al., 2013), ochranuje pred patogénmi
prostrednictvom protilatok od matky (Rogier ef al., 2014), a poméha pri vybere druhov
baktérii cez mliecne oligosacharidy, ktoré niektoré baktérie ako Bifidobacterium longum
vedia vyuzit’ ako zdroj uhlika, a tym mdzu prerastat’ napr potencidlnych patobiontov ako

E.coli a Clostridium perfringens (Yu a Chen, 2013).

3.2.1. Rozdielna mikrobiota v tenkom a hrubom c¢reve

Tenké ¢revo mé viac kyslé prostredie ako hrubé ¢revo, kvdli privodu ZI¢ovych
kyslin a m4 vysSiu koncentraciu kyslika. Z tychto dévodov tu dominuji druhy baktérii,
ktoré rychlo proliferuju v tomto prostredi, a patria medzi fakultativne anaeroby. Kratsi
prechod potravy a substancii spdsobuje, ze adherencia baktérii a tvorba mucinov su
dolezité faktory pre kolonizaciu tenkého Creva (Zoetendal ef al., 2012). Proximalna Cast’
sluzi ako hlavné miesto travenia a absorpcie makronutrientov. V tenkom c¢reve ma
mikrobiota mensiu diverzitu a abundanciu (10°-107 mikrobialnych buniek na gram) ako

v hrubom &reve, kde je to omnoho vyssia (10'? mikrobialnych buniek na gram) (El Aidy
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et al., 2013; Donaldson et al., 2016). V duodene prevladaju Actinobacteria, Firmicutes,
zatial’ Co Bacteroidetes neboli detekované (Angelakis et al., 2015). Z obsahu ileostomy
bola zistena pritomnost’ Streptococcus a Clostridium spp. a Proteobacterie (Zoetendal et
al., 2012). V hrubom creve sa nachadza takmer 70% vSetkych baktérii tela. Je to
spdsobené tym, ze je to hlavné miesto fermentacie nestravenych zloziek potravy (Hold et

al., 2002).
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Obr. 6: Rozdielne faktory v ¢astiach GIT. Porovnanie pH, funkcie, prevladajtcich tried baktérii a ich

denzite, koncentracia kyslika a antimikrobialnych substancii (prevzaté a upravené Scheithauer, 2016).

3.2.2. Mikrobalne produkty

Crevna mikrobiota syntetizuje, moduluje a degraduje velky repertoar malych
molekul. Bakteridlny metagendém prispieva k produkcii primarnych a modulacii

sekundarnych metabolitov, ktoré ovplyviuji fyzioldgiu hostitel'a (Holmes et al., 2011).

Kratke mastné kyseliny (SFCA) su organickeé kyseliny, ktoré obsahuji 2-6 atomov uhlika.
St produkované v hrubom creve cez baktérie v procese anaerdbnej fermentécie
nestravitelnych zvyskov potravy ako vlaknina, proteiny a glykoproteiny. Su vyuzité
¢revnym epitelom, a to vo forme E pre enterocyty, reguluju génovu expresiu a ovplyviiuji
imunitu. Patria sem butyraty, propionaty a acetaty. Butyraty sa vyuzivaji najmi ako zdroj
E pre kolonocyty, propionaty prispievaju ku glukoneogenéze v peceni, a acetaty sa

dostavaju to periférneho tkaniva najmé tukového, kde prispievaji k lipogenéze alebo st
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oxidované svalmi (den Besten et al., 2013; Morisson a Preston, 2016; Koh et al., 2016).

Ovplyviiuju aj imunitny systém hostitela. Maju vplyv na produkciu
prozapalovych cytokinov, podporuji konverziu k T-reg pri Specifickych podmienkach
a podporuju expresiu Foxp3 na bunkach v hrubom ¢reve cez GPCR 43 aktivaciu. Taktiez
mozu podporit’ polarizaciu naivnych T-buniek na Th-1 alebo Th-17 populéciu v zavislosti
od cytokinového prostredia a aktivity inhibitorov histonovych deacetyldz (Lin et al.,
2015; Haghikia et al., 2015; Smith et al., 2013; Park et al., 2015). Butyraty a acetaty
prispievaju k integrite epitelialnych buniek, ¢im sa posiliiuje ochrana proti infekciam
(Fukuda et al., 2011). Dalsia $tadia preukéazala, ze suplementicia s SCFA podporuje
uchovanie a funkciu slizni¢nej imunity cez zvySovanie exprecie MUC génov
v poharikovitych bunkach ako odpoved na butyraty (Gaudier et al., 2004). Hlavni
producenti butyratov su Faecalibacterium prausnitzi, Clostridium leptum, Eubacterium
rectale a Roseburia spp (Louis, 2009, Louis, 2017). Acetaty su produkované najmi
Bifidobacterium spp. a acetaty a propionaty Akkermansia muciniphila (Reviere et al.,
2016). U pacientov s UC je oxidadcia butyratov nespravna v zapalenej sliznici. Bolo
zistené, Ze u tychto pacientov je znizend abundancia baktérii produkujicich butyraty napr.
Roseburia intestinalis, Roseburia hominis a Faecalibacterium prausnitzi (Kumari et al.,
2013; Machiels et al., 2014). Vo vzorkach stolice pacinetov s CD bol detekovany znizeny
vyskyt mnohych butyrdt produkujucich baktérii ako Faecalibacterium prausnitzi,

Bifidobacterium adolescentis, Dialister invisus, Blautia faecis a mnoho inych (Joossens

et al., 2010; Takahashi et al., 2016).

Metabolit produkovany komenzalnou baktériou Bacteroides fragilis ma vplyv na
vznik zéapalu. Polysacharid A (PSA) potlaca produkciu pro-zapalového cytokinu IL-17
a podporuje expresiu IL-10 cez CD4" T-lymfocyty naviazanim sa na ich TLR2.
Naviazanim na TLR-2 na naivnych T-lymfocytoch, PSA indukoval polarizaciu smerom
k T-reg (Round et al., 2011). V §tudii z tohto roku bolo zistené, ze pacienti s IBD maju
vyrazne niz§ie zastupenie B.fragilis s PSA v porovnani so zdravymi jedincami (Blandford
etal.,2019).

Kyselina retinovd (RA) mé dvojaky vplyv. Ovplyviiuje vznik regulacnych alebo
prozapalovych casti adaptivnej imunity. Podporuje vznik T-reg cez cytokin TGF-j
a potlaca vyvoj Th-17 buniek (Mucida et al., 2007). Na druhej strane pocas zépalu je
nevyhnutna pre indukciu pro-zapalovych CD4" T-buniek (Hall et al., 2011). Zmeneny

metabolizmus RA koreluje so zvySenou pravdepodobnostou vzniku nddorov u pacientov

23



s UC v dosledku inhibicie CD8" cytotoxickych T-lymfocytov, zatial' ¢o normalizéacia
metabolizmu indukovala protektivne aktivity CD8" T-lymfocytov pri obrane proti
nadorom (Bhattacharya et al., 2016).

Vsetky tieto metabolity maju ulohu pri patogenéze zapalovych a metabolickych ochoreni

vratane IBD.

3.2.3. Vzt'ah mikrobioty a hostitela

Z imunologického hladiska su mikroorganizmy videné ako patogény
hostitel'skym imunitnym syst¢émom. Ako je napisané v Casti slizni¢nd imunita, imunitny
systém je tlmeny cez viacero mechanizmov, aby nedoslo k reakcii na komenzalne
baktérie. ViacSina tychto baktérii st nepatogénne, a spolu s bunkami GIT ziju
v symbiotickom vztahu. Komenzaly pomahaji pri metabolizme liekov a zivin, prevencii
kolonizacie patogénov a napomahaju funkcii ¢revnej bariéry (Jandhyala et al., 2015). Zda
sa, ze uzko suvisiace druhy patogénnych baktérii, ktoré st v ¢reve komenzalne, toleruju

kolonizaciu patogénnych baktérii (Stecher ef al., 2010).

Medzi patdégény patria napriklad segmentované filamentozne baktérie (SFB),
ktoré zohravaju tlohu v indukcii Th-17 populacie T-lymfocytov. Kolonizuju najmé mysi
ale u 'udi st obdobné¢ baktérie (Tan ef al., 2016). Maju schopnost’ prichytit’ sa na povrch
sliznice, kde su aktivne ,,vzorkované* cez DC a su schopné vyvolat’ silnit Th-17 odpoved'.
To bolo potvrdené cez zvySenu produkciu IL-17 a IL-22 po kolonizacii ¢reva SFB
(Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov et al., 2009). Mnoho crevnych patogénov
vyuZiva svoje gény virulencie ako konkuren¢ny nastroj na ziskanie pristupu k unikatnym
miestam ako je Crevny epitel, invaziu a preZitie v epitelidlnych buniek a v makrofagoch.
Expresia vSak moze byt energeticky naro¢na, a preto mnoho tychto patogénov vyuziva
chemickeé prostredie ¢reva na rozpoznanie vhodnej chvile. St vel'mi dobré v rozpoznavani
r6znych mikrobidlnych a hostitel'skych signalov a Zivin na koordinaciu expresie (Hughes

a Sperandio, 2008; Kamada ef al., 2012; Pifer a Sperandio, 2015).

Vonkajsie a vnitorné faktory st schopné modifikovat’ ¢revnii mikrobiotu. Tieto
zmeny mozu viest’ k patologickym zmenam a k vzniku dysbidzy, ¢o vedie k viacerym
ochoreniam GIT. Patobionti a oportunisticky patogéni su zndme a docCasne benigne
mikréby alebo komenzalne baktérie, ktort su prave pod environmentalnym tlakom alebo
tlakom zo strany hostitel'a schopné sposobit’ ochorenia (Pitlik a Koren, 2017; Buret et al.,

2019).
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3.2.3. Dysbioza

Dysbidza je charakterizovand ako zvysenie poctu baktérii asociovanych so
sliznicou a zniZenie celkovej biodiverzity mikrobioty v ¢reve. Bola popisand u pacientov
s IBD. Studie s germ-free my$ami naznadili, Ze dysbidza prispieva k patogenéze IBD.
Bola pozorovana zvysSena expresia pro-zapalovych génov u mysi kolonizovanych
mikrobiotou izolovanou z pacientov s IBD (Du et al, 2015). U geneticky
predisponovanych G mysi s néachylnostou na kolitidu, sa vyvinula tazkd kolitida
v porovnani s tymi, ktoré boli kolonizované zdravou mikrobiotou. To naznacuje
obojsmerny vztah medzi IBD a dysbidézou (Nagao-Kitamoto et al., 2016).

CD ma vyrazne znizenu alfa diverzitu. Za pouZitia viacerych technik bola zistena
najmé znizena abundancia Faecalibacterium prausnitzi, Bifidobacterium adolescentis,
Dialister invisus a naopak zvySend Ruminococcus gnavus a u Enterobacteriales ako
E.coli (Joossens et al., 2011; Wright et al., 2015). Medzi takéto baktérie patria tzv.
adherentné E.coli (AIEC), ktoré boli izolované z mukoézy ilea pacientov s CD. Preukéazalo
sa vSak, ze u tychto baktérii neboli detekované skoro ziadne gény pre virulenciu ale maja
schopnost’ napadnut’ IEC a makrofagy, preto boli nazvané adherentné (Boudeau et al.,
1999). Mpycobacterium avium supspecies paratuberculosis je taktieZ spéjana
s patogenézou CD (Naser et al., 2014). Medzi d’alSie adherentné invazivne baktérie patri
Fusobacterium nucleatum, ktora bola detekovana vo zvysenej abundancii v mukdze
hrubého ¢reva pacientov s UC. Tato baktéria sa spaja s vaznost'ou IBD, ¢o poukazuje na
jej mozny podiel v patogenéze (Ohkusa et al., 2009; Strauss et al., 2011). Pri UC sa
preukazala zniZzena abundancia baktérie Akkermansia muciniphila, ktord patri medzi
najviac zastipené baktérie v Creve a jej znizeny vyskyt spolu s Roseburia bola spojena
s PSC a UC (Bajer et al., 2017).

V zapélenej sliznici boli taktieZ najdené rozdiely v mikrobiote u pacientov s CD
a UC. Pri CD prevladal v zapalenej sliznici ¢reva Streptoccocus spp., Bacteroidetes
a Fusobacteria zatial’ ¢o v zapalalenej sliznici hrubého ¢reva pacientov s UC prevladal
Lactobacillus spp., Bacteroides spp (Fyderek et al., 2009; Forbes et al., 2016; Kabeerdoss
et al., 2015). V studii Forbes, 2016 bolo zistené rozdielne zloZenie mikrobioty

v zapalenom a nezapalenom tkanive pacientov s IBD (Forbes et al., 2016).
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4.1. Biomarkery

V poslednych rokoch sa Coarz viac hladaju a skiimaji nové biomarkery pre
ul’ahCenie diagnostiky ochorenia a ulahCenie predikcie vyskytu komplikécii, pripadne
vhodnosti na lieCbu. Novsia definicia charakterizuje biomarkery ako ,,funk¢ny variant
alebo kvantitativny index biologického procesu, ktory predpoveda alebo odraza
preddispoziciu ku chorobe alebo odpoved’ na liecbu* (Fitzgerald, 2016).

Medzi hlavné vyhody pouzitia biomarkerov je ich jednoduché a menej financne
naro¢né spracovanie, a moznost’ opakovaného meriania v kratkom obdobi. Taktiez je to

pre pacientov menej stresujuce ako klasické diagnostické postupy.

4.1.1. Biomarkery v IBD: pouZivané, objavené alebo mozZné nové

Genetické biomarkery by mohli sluzit' na skiimanie predispozicie na IBD
v rodine, ktorej ¢lenovia tymto ochorenim trpia. Ako bolo popisané pri jednotlivych
ochoreniach, bolo najdenych viacero génov spitych s IBD. NOD?2 je spdjany najméa s CD.
Sekvenovanie pre NOD? je napr. dolezité v kaukaz$skej populacii (Ng et al., 2011). Dalsi
geneticky marker je IL23R. V nemeckej Studii poukdzali na to, Ze homozyg6ty pre
variantu /L23R s vy$$im rizikom pre IBD lepSie odpovedaju na anti-TNF terapiu ako
jedinci s viariantou so znizenim rizikom (Jurgens et al., 2010).

Serologické biomarkery boli ndjdené uz v minulom storo¢i. Patria medzi ne
protilatky proti neutrofilnym leukocytom (pANCA) a protilatky proti Saccharomyces
cerevisiae (ASCA). ANCA protilatky st Specifické najma pre UC ale aj u pcientov s CD
s UC podobnou pankolitidou (Rump et al., 1990). Protilatky proti Saccharomyces
cerevisiae boli objavené podobne ako ANCA v minulom storo¢i. ZvySené titry ASCA
protilatky st spajané s CD so Specificitou 95% a senzitivitou 50% (Ruemmele et al.,
1998). Kombinacia tychto 2 biomarkerov je vyhodna. U pediatrickych pacientov, ktory
boli pANCA/ASCA" bola identifikovana UC so 70% senzitivitou a 93% Specificitou.
U pacientov, ktori boli ASCA"/pANCA" ukazovala najvys$iu senzitivitu 54,6% a 92,8%
Specificitu u CD (Reese et al., 2006). Kombinacie moézu sluzit' aj ako prediktivne
markery, ked’Zze u 80% T'udi, ktori mali ASCA"/pANCA" boli neskor diagnostikovani
s CD a 64% l'udi, ktori mali pANCA/ASCA~boli diagnostikovany s UC (Joossens et al.,
2002). Pankreatické protilatky (PAB) su protilatky proti trypsin-senzitivnemu proteinu
v pankreatickej sekrécii. Su senzitivne v 20-40% u CD a 5% u UC, a preto ich klinické

vyuzitie musi byt’ viac preskimané (Lakatos ef al., 2008).
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Dalsie st anti-glykanové protilatky ako IgG protilatky proti karbohydratu
laminarobiosidu (ALCA), IgA protilatky proti karbohydratu chytobiosy (ACCA) a IgG
protilatky proti mannobiosidu (AMCA). Tieto markery mali senzitivitu u 20-40%
pacientov s CD a 10% pri UC. Ich lepsie klinické vyuzitie by malo nastat’ s kombinaciou
ASCA protilatok u CD (Dotan et al., 2006; Seow et al., 2009).

Protilatky proti proteinu vo vonkaj$ej membrane E.coli (anti-OmpC). IgA anti-
OmpC su pozitivne u 55% pacientov s CD a 5-10% pacientov s UC (Joonssen et al., 2006;
Zholudev et al., 2004).

Cbirl su protilatky proti flagelinovému komponentu baktérii. IgG protilatky su
pozitivne u 55% pacientov s CD a 10% pacientov s UC (Lodes et al., 2004; Targan et al.,
2005).

Je zndmych mnoho d’alSich protilatok, ktoré su spajané s IBD ako napriklad: protilatky
proti poharikovitym bunkdm, protilatky proti Mycobacterium avium, Pseudomonas

fluorescens, Ceanorhabditis elegans (Mitsuyama et al., 2016).

Fekalne biomarkery majii mnoho vyhod. Vzorky stolice od pacientov je mozné I'ahko
zohnat'. V porovnani so sérovymi biomarkermi, ktoré moézu odrazat’ aj iné zapalové
a patologické stavy v tele mimo c¢revného zapalu, by mohli mat’ vysSiu Specificitu
(Viennois, 2015).

Patri medzi ne fekalny kalprotektin. Jeho mnozstvo odraza pocet aktivovanych
neutrofilov v zapale. Prave pritomnost’ v stolici poukazuje na infiltraciu neutrofilov do
GIT (Vermeire, 2006). Vie sa vyuzit pri predikcii relapsu. Pacienti s asymptomatickym
priebehom IBD ale zvySenymi hodnotami kalprotektinu v stolici maju s 80% Sancou do
6 tyzdiiov obdobie relapsu (Ferreiro-Iglesias et al., 2016). TaktieZ sa zistilo, Ze by mohol
pomdct’ aj pri fenotypizacii. Jeho hodnoty st vyssie v aktivnej kolonickej forme CD ako
v aktivnej iledlnej CD, lavo-strannd a distdlna forma UC maji vysSie hodnoty ako
pankolitida (Sipponen et al., 2008; Ricanek et al., 2011).

Fekalny laktoferin je d’alSi biomarker, ktory sa zistuje zo stolice. Jeho hodnoty
st signifikantne zvySené v aktivnej faze choroby v porovnani s k'udovym obdobim s 90%

presnostou (Kane ef al., 2003).
Biomarkery integrity ¢revnej bariéry
Systém matrix metaloproteinaz je zndmy svojou zvySenou produkciou u IBD

pacientov. Su vylu€ované stromdlnymi bunkami alebo myofibroblastami ako odpoved

na pro-zapalové cytokiny a rastové faktory. Stiepia extracelularny matrix (ECM) a §tiepia
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bioaktivne proteiny. Ovplyvituju funkciu Crevnej bariéry, angiogenézu a fibrotizaciu
tkaniva (O’Sullivan, 2015). Kolonocyty produkuju pri zépale zvysené mnozstvo MMP-
1,-3,-7,-9,-10, -11 a -12 u IBD pacientov (Pedersen et al., 2009). Zo vzoriek biopsie
mukodzy pacientov s UC boli identifikované vaskularne endotelidlne bunky a infiltrujice
leukocyty ako hlavny zdroj MMP-7 a MMP-13 (Rath ef al., 2010). V modeloch kolitidy
bola zvysena expresia MMP-9 spojend s poklesom poctu poharikovitych buniek, a tym
padom k celkovej znizenej produkcii MUC2 (Liu et al., 2013). Sérové hodnoty MMP-9
korelovali s aktivitou ochorenia u CD a UC a zvySené hodnoty boli spojené najméd s UC
(Matusiewicz et al., 2014). MMP-14 po aktivacii Stiepi komponenty ECM ako kolagén
typu I a II, fibronektin, laminin, fibrin a proteoglykany (Miekus, 2019). Ako d’alsi ¢len
rodiny MMP by mohol byt’ zapojeny do poskodenia ¢revnej bariéry.

Tkanivové inhibitory metaloproteindz (TIMP) st prirodzené inhibitory MMP
najdené v tkanive a telovych tekutinach. Podobne ako MMP zohrdvaju tulohu pri
udrziavani rovnovahy v metabolizme ECM. Su zahrnuté v pocesoch remodelacie tkaniva,
hojenia ran ale aj angiogenézy a bunkovom raste (Lambert ef al., 2004). ZvySené sérové
hodnoty boli detekované u pacientov s IBD a rozdiely boli aj medzi aktivnymi a
inaktivnymi pacientmi (Kapsoritakis et al., 2008). Tieto zvySené sérové hodnoty
korelovali aj s endoskopicky zistenym poskodenim mukozy, aktivitou ochorenia
a koncentraciou CRP u UC pacientov (Wiercinska-Drapalo et al., 2003).

Trefoil factor 3 (TFF-3) ma dolezitti ulohu pri oprave poSkodeného crevného
tkaniva. Ochranuje mukéznu vrstvu cez interakciu s mucinom a podporuje integritu
¢revnej bariéry. Pomaha pri obnove sliznice cez stimulaciu migracie epitelidlnych buniek
a ich proliferaciu (Kjellev, 2009).

Zonulin je protein, ktory je zapojeny do reverzibilnej prestavby tesnych spojov
v Creve je teda zapojeny do regulacie permeability sliznice. Bol identifikovany ako
prekurzor haptoglobinu 2 pre-haptoglobin 2. Ako prekurzor patri do rodiny
haptoglobinov, ktoré sa zarad'uju do proteinov akutnej fazy (Tripathi et al., 2009).
Dysregulacia zonulinu mdZze viest’ k zvySenej permabilite bariéry. V §tadii z tohto roku
sa na kohorte pacientov s ulcerdéznou kolitidou a celiakiou nepodarilo zachytit’ cirkulujice
koncetracie zonulinu na postdenie dysregulacie bariéry (Ajamian, 2019).

Proteiny viazuce mastné kyseliny (FABP) st malé cytoplazmatické proteiny,
ktoré sa vyskytuju v tkanive s aktivnym metabolizmom mastnych kyselin (Storch a
Thumser, 2000). L-FABP je primarne exprimovany v peceni v hepatocytoch ale aj

v enterocytoch tenkého Creva a kolonocytoch. I-FABP je primarne exprimovany v ¢reve
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a v sére zdravych jedincov je nedetekovatelny (Pelsers, 2003). [-FABP a L-FABP su
exprimované najmi v klkoch a nie v kryptach, preto by mohli sluzit’ ako skoré a senzitivne
markery cCrevnej ischémie. Ich zvySené hodnoty boli detekované u pacientov

s ochoreniami ¢reva a L-FABP bol zvySeny v hepatocelularnych ochoreniach (Pelsers,

2005).
Biomarkery suvisiace so zapalom

Medzi bezne pouzivané markery zépalu nie len u IBD su CRP, rychlost’
sedimentacie erytrocytov (ESR) a celkovy krvny obraz.

MBL je manézu viazuci lektin, ktory je dolezity komponent prirodzenej imunity.
Je to maléd molekula produkovand v peceni, ktora sa priamo viaze na mikroorganizmi,
¢im ich opsonizuje a tym podporuje ich fagocytézu a zaroven spusta lektinovi cestu
komplementu (Brouwer et al., 2008). Polymorfizmy boli spojené s UC a CD a jeho niZené
hodnoty boli detekované u pacientov s UC.

Endotoxin alebo lipopolysacharid (LPS) je komponent bunkovej steny G~ baktérit,
a je vylucovany do hostitel'ského prostredia pri poskodeni bunkovej steny. Viaze sa na
protein viazuci lipopolysacharid (LBP) a formuje komplex s CD14, ¢o vedie k aktivacii
toll like receptoru 4 (TLR4). ZvySena abundancia baktériii bohatych na LPS v ¢reve moze
viest’ k tvorbe chronického zapalu a zvySenej produkcii prozapalovych cytokinov (Cani
et al., 2008; Atreya a Neurath, 2008). Zvysené hodnoty su taktieZ spdjané so zvySenym

rizikom vzniku kolorektalneho karcinému (Kang, 2013).

CD14 je multifunkénd molekula. Je to receptor pre LPS a iné bakteridlne Struktary
¢im dokéaze ovplyviiovat imunitny systém, ale solubilna forma je aj protein akutnej fazy
produkovany v pec€eni po indukcii cez I[L-6 (Bas, 2004).

LBP je dalsi kI'icovy komponent prirodzenej imunity proti G baktéridm cez transport
ich produktu LPS na membranovy CD14, ktory reprezentuje 1 ¢ast’ komplexu TLR4. Tak
isto prendsa LPS na sérovy CD14 a aktivuje endotelidlne a epitelalne bunky (Zweigner et
al., 2006). Podobne ako CRP je LBP protein akutnej fazy indukovany cez IL-1, IL-6
a TNF-a. ZvySené hodnoty endotoxinu, LBP a sCD14 boli pozorované u pacientov
s relapsom a ich hodnoty sa zniZovali pri liecbe (Pasternak et al., 2006).

Amyloid A protein je d’al$i protein, ktory patri medzi pretiny akutnej fazy, ked’ze
je primarne syntetizovany v peceni a jeho hodnoty st pocas zapalu zvySené. Serum
amyloid protein A (SAA) a jeho zvySené hodnoty boli zistené v akutnej faze viacerych

ochoreni vratane IBD pri pro-zdpalovom prostredi tvorenym IL-6, IL-1 a TNF-a
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(Hagihara et al., 2004; Vermiere, 2006). V studii z roku 2017 bola zistend aj jeho
korelacia s endoskopickymi zisteniami u aktivnych pacientov s CD. Jeho hodnoty boli
v tomto obdobi vyrazne zvysené a urcité¢ hodnoty by mohli pomoct’ s predikciou relapsu
(Ishihara et al., 2018).

TROY alebo TNFRSF19 (tumor necrosis factor receptor superfamily member
19), je ¢len TNFSR rodiny. Génova expresia je zvySena v mozgu a epitelidlnom tkanive
pocas embryonalneho vyvinu (Kojima et al., 2000). V spojeni s TRAF aktivuju JNK
a NF-kB cestu odpovede. TROY v spojeni s B-kateninom vytvara komplex s markerom
rakoviny LGRS (Fafilek ef al., 2013). Jeho zvySené hodnoty su spajané aj s kolorektalnym
karcinomom (Nishioka et al., 2018).

DAO alebo diamin oxid4za je intraceluldrny enzym s vysokou aktivitou vo
vrchnej vrstve ¢revnych klkov. PovaZzuje sa za marker integrity ¢revného epitelu, kedy st

pri jeho poskodeni hodnoty DAO v sére zvySené (Honzawa et al., 2011)
Biomarkery identifikované cez Array

V predchadzajtce;j $tadii boli na zaklade multiarray identifikované nové potencialne

biomarkery.

Roundabout guidance receptor 4 (ROBO-4) je transmembranovy receptor
exprimovany vo vyvijajicom sa tkanive Specificky v neovaskularnom. Je to endotelovy
Specificky receptor exprimovany v miestach s aktivnhou angiogenézou. ROBO-4
signalizuje indukciu inhibicie migracie endotelidlnych buniek (Seth ef al., 2005; Pircher
et al., 2014).. Jeho hodnoty su zvySené pri vaskularizacii nadorov a jeho hodnoty boli
zachytené aj v endotéliu kolorektalneho karcindmu (Grone et al., 2006).

Rastoveé faktory podobné inzulinu st zahrnuté do proliferacie a diferenciacie
buniek. Maja hlavnt tlohu v regulécii rastu na bunkovej a tkanivovej urovni. Poskodenie
tejto regulacie sa spaja so vznikom viacerych karcindmov (Pollak, 2008). Strata
»~imprintingu* /GF-2 génu na lymfocyty bola asociovana s 3krat vy$$im rizikom vzniku
adenoémov a az 22krét zvysené riziko vzniku kolorektélneho karcindému (Cui et al., 2003).
Jeho zvySena expresia podporuje rast buniek pri kolorektdlnom karcindome a tak isto jeho
zvysené sérové hodnoty by mohli teda zohravat’ tlohu pri vzniku tejto neoplézie (Gao et
al., 2012; Zhong et al., 2017).

Ako d’alsi zaujimavy marker sa ukazal osteoprotegerin (OPG). Patri do TNFR
superrodiny a je zapojeny do viacerych biologickych procesov ako metabolizmus kosti,

zépal, tumorogenéza (De Voogd et al, 2016). Mobze sluzit ako marker
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gastrointestinalnych karcindémov vratane kolorektdlneho (Tsukamoto et al., 2011). Je
produkovany osteoblastami a slazi ako inhibitor osteoklastogenézy a celkovo znizuje
aktivitu osteoklastov, ¢im chrani kosti pred degradaciou. Jeho zvySené sérové hodnoty
boli zistené u pacientov s IBD, a to najmi v mukéze s aktivnym zapalom (Moschen et
al., 2005). IBD je spojena aj s osteopordzou, a preto OPG moze sluzit’ ako marker pri
prebiehajucom zapale a marker pri ochrane kosti (Ali ef al., 2009; De Voogd et al., 2016).

Jeden z najdodlezitejSich cytokinov v ¢revnej imunite je TGF-f. Je to pleiotropny
cytokin produkovany mnohymi bunkami vratane imunitnych a ovplyviiuje viacero
bunkovych fukncii. V ¢reve je hlavny regulator imunitej odpovedi. Potlac¢a prehnant
odpoved’ na komenzalne bakteridlne antigény a prispieva k indukcii tolerancie.
Poskodenie signalizac¢nej dréhy je spdjana s vytvorenim zépalu v ¢reve u IBD pacientov
(D1 Sabatino et al., 2008; lhara ef al., 2017). TGF-B1 je najcastejSie sa vyskytujica
izoforma, a jeho zvySena produkcia bola zistena u izolovanych lymfocytov z LP zo
zapalenej sliznice UC pacientov v porovnani so zdravymi kontolami. ZvySené sérové
hodnoty boli taktieZ detekované u aktivnych UC pacientov (Del Zotto et al., 2003;
Contini et al., 2017).

Angiogenéza je proces vzniku novych ciev a hrd doélezitu Glohu pri hojeni ran,
chronickom zéapale, vyskyte nadorov ich raste a metastdzovani (Alkim et al., 2015).
Pomocou endoskopickej metddy bola zistena zvysena hustota mikrociev v ¢revnom
tkanie pacientov s UC a CD a to najmi v aktivnom obdobi (Danese et al., 2010). Clenovia
rodiny VEGF maju dudlnu ulohu v angiogenéze ale st aj zapojené do zépalu vratane IBD
(Zdravkovic et al., 2014). EG-VEGF dokéze aktivovat’ monocyty, a tym zvysit’ produkciu
TNF-a, IL-12 a znizit’ produkciu IL-10 ako odpoved na LPS (Dorsh et al., 2005). Jeho
zvySené hodnoty by teda mohli suvisiet’ so zapalom pri prestupe antigénov najmi

u pacientov s UC.

Jednou z patologickych charakteristik IBD je masivna infiltracia neutrofilov,
leukocytov a monocytov do zapaleného tkaniva v ¢reve. ZvySené hodnoty prozépalovych
chemokinov a infiltracia je pozorovana v mukdze pacientov, a tieto pozorovania koreluji
so zavaznostou ochorenia (Gijsberg et al., 2006; Wang et al., 2009). CXCRI je
selektivny receptor viazici iba CXCL8 a CXCL6 s vysokou afinitou, a preto sa

predpoklada jeho uloha v regulacii aktivity neutrofilov (Sabroe ef al., 2005).
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3. Ciele prace

V mojej diplomovej praci som sledovala reaktivitu buniek periférnej krvi
pacientov s IBD na vybrané mikrobialne stimuly. Zvolené baktérie predstavuju typickych
zastupcov mikrobioty ¢eskej populacie. Ked'ze sa predpoklada, ze patogenéza ochoreni
je spojend s aberantnou imunitnou odpoved’ou na komenzalne bakteridlne antigény,
zaujimala ma najmé T-bunkova odpoved’ izolovanych PBMC z krvi pacientov v in vitro
podmienkach. Dal§im cielom bolo testovanie moznych novych biomarkerov zéapalu,
poskodenia crevej bariéry a inych, ktoré by pomohli pri diagnostike resp. priebehu
a predpokladani komplikacii ochorenia. Na zaklade predchadzajucej $tadii sme vybrali
potencidlne nové biomarkery a pomocou ELISA metddy som sledovala koncentraciu

jednotlivych biomarkerov v sére pacientov.
Konkrétne ciele:
e Izolacia PBMC z krvi pacientov a zber materidlu

e Analyza reaktivity PBMC pacientov na vybrané mikrobialne stimuly in

vitro pomocou prietokovej cytometrie

e Testovanie potencidlne novych biomarkerov za pouzitia séra pacientov

pomocou ELISA metody
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4. Material a metodika

4.1. Vzorky krvi

Krv bola odobrata pacientom, ktori sthlasili so zapojenim do vyskumu v Institate

klinickej a experimentalnej mediciny na Oddeleni gastroeneterologie. Krv sa odobrala do

9 ml skumaviek BD Vacutainer, ktoré obsahovali antikoagulacnu latku heparin.

Skumavka bola ponechana pri izbovej teplote mimo priameho svetla. Nésledne som

vzorky do 3 hodin zac¢ala spracovavat’ (vid’. izolacia PBMC). Dokopy bolo 76 subjektov.

Ich rozdelenie podla diagnozy, fenotypu ochorenia, pohlavia, aktivity ochorenia a lieCby

je znazornené v kolacovych grafoch.

ROZDELENIE SUBJEKTOV

ECD mUC =mPSC mKontroly

ZASTUPENIE POHLAVIA

mZeny mMuzi

LIECBA

AKTIVITA OCHORENIA

m Zdravy mAktivny ® Remisia

FENOTYP

® Pankolitida Parcialna

® anti-TNF-o mKortikosteroidy # Bez liecby ® Azathioprin M Viac druhov m 5-ASA

Rozdelenie  subjektov  podla
klinickych parametrov. Pri
rozdeleni lieCby nie su zahrnuté

zdravé kontroly.
UC — ulcerozna kolitida
CD - Crohnova choroba

PSC - Primarna sklerotizujica

cholangitida
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4.1.1. Izolacia PBMC

Vo vsetkych experimentoch sa pouzivali PBMC, ktoré predstavuju l'ahko
dostupny materiadl s mnohymi vyhodami a dobrym nahl'adom na fungovanie imunitného

systému. Praca s PBMC prebiehala vo vSetkych krokoch sterilne v tkanivovom boxe.

Vsetci pacienti dali ich informovany suhlas predtym ako boli zaradeny do studie.

Stadia bola vykonana v stilade s Helsinskou deklaraciou a protokol bol schvaleny Etickou
komisiou Institatu klinickej a exprimentalnej mediciny a Thomayerovej nemocnice (G
14-08-45).
Roztoky:

e Sterilné PBS (Ca®", Mg** free) vytemperované na 37°C

e Ficoll-Paque Plus (GE-Healthcare)

e RPMI (FCS, ATB free, Sigma-Aldrich) vytemperované na 37°C

e trypanova modra (0,4% roztok, Sigma-Aldrich)

e Fyziologicky roztok (Ardeapharma, a.s.)

9 ml nezrazenej krvi sa zriedila v pomere 1:1 s PBS v 50 ml skimavke. Nasledne
sa v novej 50 ml skimavke opatrne prevrstvilo 15 ml Ficollu, tak aby nedoslo k zmieSaniu
faz. Po centrifugdacii (700 x g, 30 min, RT) na zédklade zmeny gradientu doslo k oddeleniu
jednotlivych faz krvi. Do novej skiimavky som odobrala PBMC na rozhrani Ficollu
a plazmi, a pridala predhriate PBS do objemu 50 ml na premytie. Po d’alSej centrifugacii
(330 x g, 10 min, RT) som vyliala supernatant a peletu opatrne resuspendovala v 1 ml
RPMI. Potom som spocitala nariedené bunky v Biirkerovej komdrke v pomere 1:4 (20 pl
buniek + 60 ul fyziologického roztoku a 20 pl farbiva trypanova modra). Dalsi krok

predstavuje zamrazenie buniek (vid’ 1.1.2. Zamrazenie PBMC).

4.1.2. Zamrazenie PBMC

Vyizolované PBMC boli nésledne zamrazené v alikvotach. Cez noc boli uloZené
v Mr. Frosty zamrazovacom kontajneri pri teplote -80°C. Druhy defi po minimalne 12h v
-80°C boli kryoskiimavky prenesené do mrazéku s teplotou -150°C.
Roztoky:
e RPMI (FBS, ATB free, Sigma-Aldrich) vytemperované na 37°C
e FCS (Biochrom GmbH, Germany)
e 5% DMSO (Sigma-Aldrich, D2650)
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Po spocitani buniek nasledovala d’alSia centrifugacia (330 x g, 10 min, RT).
V medzicase som podl'a poctu zivych izolovanych PBMC namieSala zamrazovacie média
— M1 a M2. M1 obsahovalo 40% RPMI a 60% FCS. M2 obsahovalo 20% DMSO a 80%
FCS. Po centrifugacii sa supernatant vylial a pridalo sa zamrazovacie médium M1, ¢im
sa bunky nariedili na koncentraciu 20x10%ml. M2 sa pridavalo pomaly po kvapkach,
a zaroven sa bunky v skimavke premiesavali krazivym pohybom. Takto nariedené bunky
v koncentracii 10x10%ml sa rozalikvotovali do vopred popisanych kryoskumaviek

a ulozili do Mr. Frosty zamrazovacieho kontajneru (Thermo Fisher Scientific).

4.1.3. Rozmrazenie PBMC
Alikvoty buniek boli rozmrazené ¢o najrychlejsie od vybratia z -150°C.

Roztoky:
e RPMI (FBS, ATB free, Sigma-Aldrich) vytemperované na 37°C
e RPMI (1% ATB (Sigma-Aldrich), 10% FCS, 1% L-glutamin (Sigma-Aldrich))
vytemperované na 37°C

e trypanova modra (0,4% roztok, Sigma-Aldrich)

Kryoskimavky bol prenesené ¢o najrychlejsie do vopred vyhriateho vodného kupela
(37°C), kde ostali po dobu 8 minut. Nasledne bol cely obsah kryoskimavky preseny do
novej 15 ml skimavky, a po kvapkach bolo pridanych 8 ml RPMI (FCS, ATB free). Par
kvapkami média boli vyplachnuté aj kryoskimavky aby sa zabezpecil prenos celého
obsahu skiimavky. Po centrifugécii sa supernatant vylial a bunky sa premyli d’alSimi 8 ml
RPMI (FCS, ATB free) a centrifugovali (300 x g, 5 min, RT). Supernatant sa vylial
a PBMC sa opatrne resuspendovali v 1 ml RPMI (FCS, ATB free). Rovnako ako pri
izolacii PBMC, sa Zivé bunky spocitali za pouzitia Biirkerovej komorky v pomere 1:4,
a dali sa poslednykrat cenrifugovat’ (300 x g, 5 min, RT). Medzi¢asom sa vypocital objem
RPMI (1% ATB, 10% FCS), ktory bolo potrebné pridat’ aby sa bunky nariedili na
koncentraciu 2x10°. Takto nariedené bunky sa preniesli do sterilnej 96U dosky v objeme

100ul/jamka a nechali sa v inkubatore (37°C, 5% COz) po dobu 2 hodin.

4.2. Stimulacia buniek
Ako stimuly sa pouzivali lyzaty baktérii. Baktérie boli kultivované 24h za pouzitia
prislusného média v Laboratériu anaerobnej mikrobiologie (UZFG). Vybraté baktérie

predstavuju zastupcov zdravého Creva Ceskej populacie. Z baktérii sa pomocou metody
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French press pripravili bakterialne lyzaty. Cerstvé bakterialne kultiry sa po 24h kultivacii

centrifugovali a pelety boli premyté sterilnou vodou (B. Braun) a inaktivané pomocou

French Press (French Pressure Cell Press Model FA-078, SLM Instruments) pri 1500

psig. Tento proces sa opakoval 3krat pri rovnakom tlaku. Nasledne boli inaktivované

bakterialne kultiry lyofilizované v lyofilizatore (Lyovac GT2, Leybold Hareus). Takto

ziskané lyofilizaty baktérii boli ulozené pri -28°C pre d’alSie pouzitie. V tabulke si

uvedené stimuly, ktoré boli pouzivané pocCas vsSetkych experimentov. PouZzivana

koncentracia bola 10ug/ml s vynimkou Stafylokokového enterotoxinu B, ktory sa

pouzival vo vyslednej koncenracii 1pug/ml.

Baktéria GG Kmen Kultivacne
podmienky
Bacteroides thetaitoamicron VPI 5482 G~ | Bacteroides Anaerobne
Escherichia coli K6 Proteobacteria | Aerbbne
Prevotella ruminicola M384 G~ | Bacteroides Anaerobne
Stafylokokovy eneterotoxin B G" | Firmicutes Anaerobne
Bifidobacterium adolescentis ATCC 18363 G" | Actinobacteria | Anaerdbne
Blautia coccoides G" | Firmicutes Anaerobne
Eubacterium rectale ATCC 33656 G" | Firmicutes Anaerobne
Faecalibacterium prausnitzii A2-165 G" | Firmicutes Anaerobne
Lactobacillus plantarum CCDM 182 G" | Firmicutes Anaerobne
Roseburia intestinalis Li S2 G" | Firmicutes Anaerobne
Ruminococcus spp. G" | Firmicutes Anaerobne

Tab. 1: Zoznam stimulov pouZivanych pocas experimentov. Zaradenie medzi G"a G a kmefia a ich kultivaéné

podmienky.
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4.2.1. Stimulacia rozmrazenych PBMC

Ako bolo napisané v ¢asti o rozmrazovani PBMC, po rozmrazeni boli bunky v doske
ulozené na 2 h do termostatu. V tomto medzicase som si pripravila bakteridlne stimuly,

ktoré boli pridavané k bunkam.

Roztoky:
e RPMI (1% ATB, 10%FCS, 1% glutamin) vytemperované na 37°C
e Brefeldin A (eBioscience)

e Monensin (eBioscience)

V riediacom korytku som si postupne nariedila jednotlivé stimuly a pomocou
multikanalovej pipety som ich v objeme 100 pl pridala k bunkam. Ako pozitivna kontrola
sluzil Stafylokokovy eneterotoxin B, ktory sa pridéval ako polyklonalny stimul. Ako
negativna kontrola slizilo RPMI médium, ktoré bolo taktiez pridané v objeme 100 pl
k bunkam. Po pridani vSetkych stimulov som dosku dala do inkubatoru (37°C, 5% CO)
a nechala ju inkubovat’ cez noc. Rano sa po 14 hodinach inkubécie pridal Brefeldin A vo
findlnej koncenracii 3 pg/mL a Monensin v koncentracii 2 pM na zastavenie transportu
cytokinov z buniek. S tymto roztokom sa inkubovali po dobu 4 hodin, a nasledne som

zacala protokol pre FACS pre intracelularne cytokiny.

4.3. FACS pre intracelularne cytokiny

Pre merianie T-bunkovej odpovedi na stimuldcie bola zvolend metdda prietokovej
cytometrie. Praca nemusela byt vykondvand sterilne v tkanivovom boxe ako

v predchadzajtcich krokoch.

Roztoky:
e RPMI (1% ATB, 10%FCS, 1% glutamin) vytemperované na 37°C
e PBS
e Brefeldin A (eBioscience)
e Monensin (eBioscience)
e Monoklonalne protilatky (zoznam uvedeny nizsie)
e PERM/WASH roztok (40,5 ml dH>O + 4,5 ml; Invitrogen)
e FIX/PERM (Invitrogen)
e FACSiroztok (1000x zriedeny Brefeldin A, Monensin v PBS)

e Ludsky Fc-y receptor (FcR) inhibitor (eBioscience)
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Po ukonceni 4 hodinovej inkubacie s Monensinom a Brefeldinom A bola doska
centrifugovana (300 x g, 5 min, 4°C). Nasledne som opatrne odobrala 1001 supernatantu
a vyhodila ho. Zvy$ny obsah som opatrne prepipetovala a preniesla do novej 96 U dosky,
ktort som nasledne dala centrifugovat. Po kazdej centrifugécii som dosku opatrne ale
rychlym pohybom vyklepla a jemne oklepala o papierové obrusky. Na rozliSenie zivych
a mftvych buniek bola pouzitd FVD farba, ktort zivé bunky aktivne vypudzuju tym
padom ostanu mftve bunky nafarbené. Do kazdej jamky, okrem single stainov mimo
FVD, som pridala po 10ul FVD zriedeného s FACS-i a nechala dosku inkubovat’ v tme
ulozent na l'ade po dobu 30 mintt. Po uplynuti 30 minat som pridala 160ul roztoku
FACS-i a doska sa nechala stocit’. Tento krok sa opakoval este raz ale s objemom 170ul
roztoku FACS-i. Dalsi krok bolo pridanie FIX/PERM roztoku k resuspendovanym
bunkam, kde inkubacna doba predstavovala 45 minat v tme pri teplote 4°C. Po
centrifugécii sa bunky premyli 2x PERM/WASH roztokom objemom 170ul pricom sa
rychlost’ centrifugacie zvysila na 350g. Po premyti sa pridalo 20ul Fc bloku a bunky sa
nechali v tme na 'ade po dobu min 20 mintit. Medzitym som si pripravila monoklonélne
protilatky, ktorymi boli bunky a kompenzacné gulicky ofarbené a ulozila ich do tmy na
ad. Jednotlivé oznacené protilatky a ich riedenie v Perm/Wash roztoku su uvedené v
tabulke. Po priprave protilatok a uplynuti inkubaénej doby som pridala 150ul PERM
roztoku dosku centrifugovala a supernatant vyklepla. Bunky som nésledne pomocou
vortexu jemne resuspendovala. Pred pridavanim samotnych protilatok som si pripravila
kompenzacné gulicky a to tak, ze som si 1 kvapku dobre zvortexovanych guliciek kvapla
do 1,5ml ependorfovej skimavky, ktord obsahovala 700ul PERM/WASH roztoku.
Nasledne som ich napipetovala po 100ul do uréenych prazdnych jamiek v doske
s bunkami. Doska sa s gulickami stocila (350 x g, 5 min, 4°C). Nésledne som bunky
farbila mixom monoklonalnych protilatok a single stainy (bunky a kompenzacné gulicky)
jednotlivymi protilatkami s pouzitim objemu 10pul. Tie sluzili ako kontrola pre nastavenie
pristroja. Takto nafarbené bunky som nechala 30 mintt na l'ade a v tme inkubovat’. Po
inkubacii som pridala 160ul PERM roztoku, centrifugovala, vyklepla supernatant
a premyvanie opakovala s objemom 170ul. Ako posledny krok som bunky
resuspendovala v 100ul PBS a tymto krokom boli bunky pripravené k merianiu. Meranie
sa vykonavalo v Stredisku cytometrie a mikroskopie MBU za pouzitia prietokového
cytometru FACS LSRII (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Ziskané¢ data som
analyzovala v programe FlowJo (verzia 7.2.5, Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA).
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Znak Monoklonalna protilatka Riedenie

Zivotnost | Fixable Viability Dye eFlour™ 780 (eBioscience™) 1:200
CD3 FITC anti-human CD3 Antibody (UCHT1) (Biolegend®) 1:200
CD4 CD4 Monoclonal Antibody (S3.5), Qdot® 605 (Invitrogen™) 1:150
CD8 Alexa Flour® 700 anti-human CD8 Antibody (SK1) (Biolegend®) 1:100
IL-2 IL-2 Monoclonal Antibody (MQ1-17H12) PE-Cyanine7 (eBioscience™) 1:50
1L-4 IL-4 Monoclonal Antibody (8DE-8) APC (eBioscience™) 1:50
17 IL-17A° Monoclonal Antibody (eBio64DEC17) PerCP-Cyanine5.5 1:50

(eBioscience™)
IFNy IFN gamma Monoclonal Antibody (4S.B3) PE (eBioscience™) 1:50
TNFa Brilliant Violet 510™ anti-human TNF-a Antibody (Biolegend®) 1:50
CD154 Brilliant Violet 421™ anti human CD154 (Biolegend®) 1:100

Tab. 2: Zoznam pouzitych monoklonalnych protilatok a ich riedenie. Na farbenie buniek sa pouzival

mix uvedenych protilatok. Na negativne kontroly sa pouzivali samostatné protilatky

4.3.1. Optimalizacia protokolu

Pred samotnym testovanim vzoriek bolo potrebné optimalizovat cely protokol.
Testovalo sa viacero veci. Idealna dizka oddychu buniek po rozmrazeni,
koncentracia mikrobidlnych stimulov, zamrazovanie a rozmrazovanie buniek do 2
odliSnych médii, kompenzacné gulicky vs. bunky ako single stainy a rozdielne CD4

monoklonélne protilatky.

Ako prvé som sa zamerala na porovnanie zivotnosti buniek zmrazenych
a rozmrazenych do rovnakych médii alebo v cross-match (zamrazené a rozmrazené
v rozdielnych médiach) za pouzitia FVD. Ako je vidiet’ podla grafu, aj napriek malym
rozdielom sa ako najlepSie preukdzalo rozmrazovanie buniek do RPMI média, ktoré boli
zmrazené v RPMI (ako vidcSina ulozenych vzoriek). Cross-match sa ukéazal ako
najnevhodnejsi sposob kvoli najnizsej Zivotnosti buniek. Takisto 2 hodiny oddychu pri
teplote 37°C bolo najlepSie z hladiska produkcie cytokinov a menSieho percenta
apoptozy. Apoptoza bola testovana za pouzitia farbiva Hoechst 33258-A (Invitrogen)
a Annexin V-FITC (BD Biosciences).
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Obr. 6 : Graf A: Porovnanie Zivotnosti buniek po 1h, 2h alebo 3h po rozmrazeni v rovnakych alebo

rozdielnych médiach ako boli bunky zamrazené.

Graf B: Vysledky testu buniek na apoptdzu. Priklad rozdelenia populacii po farbeni na
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Obr. 7: Graf: Porovanie produkcie cytokinov v rozdielnych ¢asoch — 1h, 2h, 3h. Je vidiet, ze

produkcia cytokinov bola najvyssia po 2 hodinach oddychu buniek po rozmrazeni. Uvedené su len

2 cytokiny ale podobny trend bol aj pri TNFa, IL-2 a IL-17.
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Vzhl'adom na zlozitost panelu o 10 rozdielnych protilatok, muselo byt
testovanych viacero variant protilatok pre dosiahnutie ¢o najmensich presvitov
a dosiahnutie ¢o najlepSich vysledkov. Testovali sa rozdielne CD4 monoklondlne
protilatky. CD4-eV605 (eBioscience), CD4-BV605 (Biolegend) a CD4-Qdot605
(Invitrogen). Na obrazkoch je vidiet’ ako protilatky rozdel'ovali kompenza¢né gulicky na
negativnu a pozitivnu populaciu. CD4-eV605 v nasom protokole nefarbila bunky
dostatocne, a pozitivna a negativna populacia nebola rozliSitel'na. CD4-BV605 sice
rozdelovala populacie, ale v kombinacii s ostatnymi farbami bolo toto rozliSenie
nedostatocné. CD4-Qdot605 dostato¢ne oddelila pozitivnu populaciu, a tiezZ v kombinécii
s ostatnymi protilatkami vykazovala najlepSie vysledky, a preto sa pouzivala pocas

vSetkych experimentov.
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Obr. 8: Porovnanie CD4 monoklonalnych protilatok na kompenzaénych gulickach
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FSC-H

4.3.2. Spracovanie FACS vysledkov

Ukazka gatovacej stratégie, ktord sa pouzivala pri analyze ziskanych dat.
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Obr. 9:  Gatovacia stratégia. 1. Vyber singletov zo vSetkych udalosti
2. Vyber vsetkych buniek zo singletov
3. Vyber zivych buniek na zaklade farbenia s FVD. Ofarbené ostali mftve bunky.
4. Vyber CD3" populacie buniek s pouzitim FITC-A
5. Rozdelenie CD3" populacie na CD4" na zaklade farbenia prostrednictvom

CD4-Qdot605 a CD8" populaciu za pouzitia Alexa Flour 700-A
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4.4. ELISA

Postupovala som podl'a prislusnych protokolov, ktoré boli prilozené v sade pre dany
biomarker. Jednotlivé protilatky sa lisili ale princip procesu sa nemenil. Postupovala som

podl'a pokynov vyrobcu. Vzorky boli pred analyzou nariedené a a nanesené v paroch do

96F reakcnej dosky.

Tab. 3: Prehlad kitov pouzitych na detekciu jednotlivych markerov v sére pacientov spolu

s vyrobcom a detekénym rozsahom .

Biomarker Vyrobca Detekény rozsah
EG-VEGF R&D systems 15,6 - 1000pg/ml
CXCR1 LifeSpan BioScience 0,156 - 10 ng/ml
OPG R&D systems 62,5 - 4000 pg/ml
TMEFF1 LifeSpan BioScience 0,312 - 20 ng/ml
IGF2 R&D systems 23,4 - 1500 pg/ml
TGF-B1 R&D systems 31,3 - 2000 pg/ml
TROY LifeSpan BioScience 65,2 — 4000 pg/ml
ROBO4 RayBiotech 0,6 — 150 ng/ml
MMP-9 R&D systems 31,3 - 2000 pg/ml
MMP-14 R&D systems 0,625 - 20 ng/ml
TIMP-1 R&D systems 31,3 -2000 pg/ml
MBL R&D systems 15,6 - 1000 pg/ml
CDh14 R&D systems 62,5 — 4000 pg/ml
LBP R&D systems 0,781 — 50 ng/ml
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Roztoky:
e PBS (90 g NaCl, 2 g NaH2PO4 * 2 H20, 12 g Na2HPO4 * 12 H20, demi H20)
e Premyvaci pufor (0,5 ml 0,05% Tween 20 v PBS do 1000 ml, pH 7.2-7.4)
e Reagencny pufor (1% BSA v PBS, 1g BSA v 100 ml PBS)
e Substratovy roztok (3,3,5, 5'-tetramethylbenzidin, TMB + H>O» + citratovy
pufor)
e Stop rozok ( 2M H2SOq4)

e Jednotlivé protilatky sa lisili podl'a biomarkeru

ZjednodusSeny popis postupu: Ako prvé som si pripravila 96F dosku, do ktorej
som napipetovala zriedent primarnu protilatku v PBS v objeme 100ul a dosku nechala
cez noc inkubovat pri RT. Nasledujuci den som dosku nechala premyt 3krat
v premyvacke. Dalsi krok bola blokacia za pouZitia 300ul reagenéného riedidla. Po
uplynuti hodiny som dosku nechala opit’ 3krat premyt’ objemom 400ul na jamku. Do
takto pripravenej dosky som si napipetovala 100ul zriedenych vzoriek sér pacientov
podla prislusného riedenia pre dany biomarker vratane Standardu. Vzorky a Standard sa
riedili v reagencnom pufre. Vzorky sa v doske inkubovali 2 hodiny. Potom som dosku
premyla, a pridala 100ul zriedenej detekénej protilatky a nechala 2 hodiny inkubovat’ pri
RT. Nasledne som pridala 100ul Streptavidinu-HRP a nechala 20 minuat inkubovat’ pri
RT. Po premyti dosky som pridala 100ul substratového roztoku a nechala inkubovat
v tme. PriebeZne som kontrolovala farebné zmeny Standardu aby som sa vyhla zafarbeniu
blanku. Po inkubécii bola rekacia ukoncena pridanim stop roztoku a to 50ul

koncentrovanej H>SOg.

Opticka denzita bola merana pri vinovej dizke 450 nm a 650 nm za pouzita
spektrofotometra (Multiskan Ascent 96/384, MTX Lab System, USA). Koncentracia
jednotlivych biomarkerov bola kvantifikovana porovanim s riediacou radou prislusného
Standardu. Vysledne hodnoty su v prislusnych jednotkach. Vyhodnotenie dat bolo

prevedené v excel a data boli Statisticky spracované v GraphPad Prism 5.
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5. Vysledky

5.1. FACS

Na analyzu ziskanych dat z prietokovej cytometrie bol pouzity program GraphPad
Prism (Version 5, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

5.1.1. Produkcia IL-2 vramci skupin ochorenia
IL-2 je pleiotropny cytokin, ktory hra déleziti ulohu v aktivacii CD4 a CD8
buniek. T-reg ho ako jediné vedia vyuzit' v kl'udovom stave, kvoli ich konStantne
exprimovanému receptoru pre IL-2. VSetky 3 skupiny IBD mali zvySenu produkciu IL-2
po stimulécii Faecalibacterium prausnitzi. Pacienti s UC a PSC mali zvySeni mnoZzstvo
IL-2" buniek aj pri stimuldcii Lactobacillom. Zvy$ena produkcia IL-2 by mohla
prispievat’ k patogenéze ochorenia. VyS§ia odpoved na Faecalibacterium bola

pozorovana aj pri kontrolnych vzorkach.
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Graf 1: Porovania stimulovanych buniek a nestimulovanych pri produkcii IL-2 vramci jednotlivych skupin
ochoreni.

A: Produkcia IL-2 pri Ulcerdznej kolitide B: Produkcia IL-2 pri Crohnovej chorove
C: Produkcia IL-2 pri Primarnej sklerotizujtcej cholangitide D: Produkcia IL-2 pri zdravych kontrolach
Na analyzu bol pouzity 1-way Anova test spolu s Dunnett’s Multiple Comparison testom.
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5.1.2. Produkcia IL-4 vramci skupin ochorenia

IL-4 je pleiotropny cytokin, ktory je produkovany najmi Th-2 bunkami, eozinofilmi

a bazofilmi. Podporuje imunitn odpoved’ proti extracelularnym patogénom. Taktiez

podporuje izotypovy preSmyk u B-buniek a polarizuje tvorbu IgE a IgG1 protilatok. Pri

UC je IL-4 detekovatel'ny v aktivnom mieste zapalu.

Podl'a uvedenych vysledkov je viditeI'né, ze produkcia IL-4 nebola nikde vyrazne

vyssia. Pri CD bola produkcia porovnatel'na s nestimulovanymi bunkami a tak isto aj pri

UC. Pri PSC je viditelnd vysSia produkcia IL-

4 pri stimulacii Faecalibacterium,

Bifidobacterium, Lactobacillom a prakticky pri vSetkych stimuloch ale nesignifikantne.

Rovnako pri kontrolnych vzorkach nebola pozorovana odlisna produkcia IL-4.
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Graf 2: Porovania stimulovanych buniek a nestimulovanych pri produkecii IL-4 vramci jednotlivych skupin

ochoreni.
A: Produkcia IL-4 pri Ulcerdznej kolitide
C: Produkcia IL-4 pri Primarnej sklerotizujucej cholangitide

B: Produkcia IL-4 pri Crohnovej chorove
D: Produkcia IL-4 pri zdravych kontrolach

Na analyzu bol pouzity 1-way Anova test spolu s Dunnett’s Multiple Comparison testom.
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5.1.3. Produkcia IL-17 vramci skupin ochorenia

IL-17 patri medzi pro-zapalové cytokiny.

Je produkovany najmé aktivovanymi Th-

17 lymfocytmi ale aj NK bunkami, cytotoxickymi T-lymfocytmi a d’al§imi. Stimuluje

pro-zépalovu odpoved’ a aktivuje neutrofili cez ich atrahovanie prostrednictvom IL-8.

Zvysena hodnota je spajana s viacerymi patogenézami ako psoriaza, reumaticka artritida

ale aj IBD. IL-17 je v GIT podporovany produkciou IL-23.

Produkcia IL-17 bola pri nasSich pokusoch vel'mi nizka. Mohlo to byt spdsobené

kratkou dobou stimulacie. Pri UC nebola pozorovana ziadna signifikantna produkcia pri

jednotlivych stimuloch. Pri CD bola signifikantne zvySena produkcia IL-17 pri stimulacii

baktériou Prevotella, a rovnaky trend je aj pri kontrolach. Zvysend produkcia sa da

pozorovat’ aj pri d’alSich baktériach. Pri PSC bola zvySena koncentracia pri stimule

Faecalibacterium. Su to vsak nizke hodnoty,

zapojené do patogenézy.
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Graf 3: Porovania stimulovanych buniek a nestimulovanych pri produkeii IL-17 vramci jednotlivych skupin ochoreni.

A: Produkcia IL-17 pri Ulcerdznej kolitide

C: Produkcia IL-17 pri Primarnej sklerotizujucej cholangitide

preto je tazké povedat, ¢i by mohli byt

Crohnova choroba
105

0.1

IL-17*/CD3*CD4" bunky %

B: Produkcia IL-17 pri Crohnovej chorove

Na analyzu bol pouzity 1-way Anova test spolu s Dunnett’s Multiple Comparison testom.
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5.1.4. Produkcia TNF-a vramci skupin ochoreni

Dalsi pro-zapalovy cytokin tzv. pyrogén, ktory sme sledovali bol TNF-a. Je

produkovany najmé aktivovanymi makrofagmi, a je zapojeny do zapalovej odpovedi,

indukuje horacku, anémiu a aktivuje koagula¢né drahy a fibrolytické odpovede, ktoré su

dolezité pre atrahovanie neutrofilov na miesto zapalu. Produkuji ho aj neutrofili, NK

bunky, eozinofili. Jeho dysregulécia je spajand s viacerymi patogenézami vratane IBD.

Mnoho biologickych lie€iv je zameranych prave proti TNF-a.

Pri UC bola zvysena produkcia cytokinu pri Faecalibacterium. Pri CD a PSC bola

zvySena produkcia pozorovana najmé pri Lactobacille. Tieto bakteridlne antigény st

zrejme taktiez zapojené do patogenézy, ked’ze stimuluji produkciu pyrogénu najma pocas

aktivnej fazy. U kontrol bola zvySend produkcia pri Faecalibacterium podobne ako pri

UC a Lactobacille podobne ako pri CD.
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Graf 4: Porovania stimulovanych buniek a nestimulovanych pri produkcii TNF-a vramei jednotlivych skupin

ochoreni.

A: Produkcia TNF-a pri Ulcer6znej kolitide
C: Produkcia TNF-a pri Primarnej sklerotizujtcej cholangitide

B: Produkcia TNF-a pri Crohnovej chorove
D: Produkcia TNF-a pri zdravych kontrolach

Na analyzu bol pouzity 1-way Anova test spolu s Dunnett’s Multiple Comparison testom.
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5.1.5. Produkcia IFN-y vramci skupin ochoreni

IFN-y je cytokin nevyhnutny pre adaptivnu a prirodzenu imunitu. Je to cytokin
nevyhnutny pre proti-virusovli obranu a pri bakterialnych infekciach. Je produkovany NK
bunkami, CD4" Th-lymfocytmi a tak isto aj cez cytotoxické lymfocyty. Aktivuje
makrofagy a indukuje expresiu MHC II molekul. Aberantna odpoved’ je spajana

s autoimunitnymi ochoreniami. ZvySena produkcia sa spaja aj s IBD.

Pri stimulécii bola produkcia IFN-y nizka podobne ako pri TNF-a. Signifikantny
rozdiel bol pri CD konkrétne pri Prevotella. Ostatné skupiny ochoreni nemali

signifikantne zvySené hodnoty IFN-y a mali podobné percentd buniek. Pri PSC je

viditeIné delenie pacientov na 2 skupiny podl'a mnoZstva cytokinu.
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Graf 5: Porovania stimulovanych buniek a nestimulovanych pri produkcii IFN-y vramci jednotlivych skupin

ochoreni.
A: Produkcia IFN-y pri Ulcerdznej kolitide

C: Produkcia IFN-y pri Primarnej sklerotizujucej cholangitide
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B: Produkcia IFN-y pri Crohnovej chorove

Na analyzu bol pouzity 1-way Anova test spolu s Dunnett’s Multiple Comparison testom.
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5.1.6. Porovnanie obdobia relapsu a remisie

Podra statistickych vysledkov je vidiet’ rozdiely medzi tymito obdobiami, a to najma

v tom, ze pacienti v obdobi remisie mali vyssie % buniek produkujicich TNF-a a IFN-y,

¢o je zaujimave, ked’ze obidva cytokiny st produkované pri aktivnych zapaloch.V obdobi

relapsu je signifikantne vysSia produkcia IL-4 pri stimuléacii Lactobacillom. Podobny

trend sa da pozorovat’ aj pri IL-2 a IL-17. Je teda zrejmé, ze odpovede pacientov sa

v jednotlivych obdobiach vyrazne nelisia.
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Graf 6: Porovanie foriem ochorenia pankolitidy a parcialne;j
formy (pravo-stranna, l'avo-stranna)

: % buniek produkujtcich IL-2

: % buniek produkujucich TNF-a

: % buniek produkujucich IL-4

: % buniek produkujucich IL-17

: % buniek produkujucich IFN-y

Na analyzu bol pouzity T-test spolu s Mann-Whitney testom.
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5.1.7. Porovnanie rozdielnych foriem ochorenia

Rozdielna lokalizécia ochorenia (pankolitida — zasiahnutie celého creva, parcidlna
forma - lavostrannéd/pravostranna forma) poukdzala na nie prili§ odliSn reaktivitu.
Percenta buniek, ktoré produkovali IL-2 bolo zvySené pri parcidlnej forme okrem
Eubacterium u vSetkych pouzitych stimuloch aj pri médiu, ¢o by mohlo naznacovat, ze
rozdielne baktérie si spojené s lokalizaciou ochorenia. Produkcia ostatnych cytokinov

nevykazovala Ziadne rozdiely medzi lokalizaciou ochorenia.
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5.2. Sérové biomarkery

Dalsim zo spominanych cielov mojej prace bolo testovat’ sérové biomarkery,
ktoré by pomohli pri diagnostike resp. ul'ah¢ili predikciu relapsu alebo zlyhanie liecby.
Na zéaklade Sirokospektrej Array z predchadzajucej stadie boli vybraté markery, ktoré by

k tomuto ciel'u mohli dopomoct’.
Biomarkery som rozdelila do 3 skupin:

e Zapal: MBL, CDI14. LBP, SAA, DAO,
TROY, Endotoxin

e Crevna bariéra: MMP-9, MMP-14, TFF-3.
TIMP-1, Pre-hapto 2, I-FABP, L-FABP

e Identifikované cez array: CXCRI1, OPG,
IGF-2, ROBO-4, TGF-pl, EG-VEGF,
TMEFF-1

5.2.1. Biomarkery ¢revnej bariéry

ZvySené hodnoty MMP-9 boli detekované u zdravych kontrol. Boli signifikantne
zvySené oproti vSetkym skupindm ochoreni. MMP-9 mé protektivhu ulohu pri
kolorektadlnom karcinome, kde sa sprava ako supresor nadoru. Spolu so zvySenymi

hodnotami MMP-14 je mozné oddelit’ zdravé kontroly od pacientov.

PSC-IBD pacienti mali v sére detekovanu signifikantne vySSiu koncentraciu
TIMP-1. Ako inhibitor metaloproteindz by mohol poukazovat’ na zvySeni remodelaciu
tkaniva a aktivitu ochorenia, ked’ze jeho zvySené hodnoty su detekované u aktivnych
pacientoch. Tak isto u nich boli zvySené hodnoty I-FABP proteinu. Ten poukazuje na
posSkodenie ¢revnej bariéry, a tak isto boli detekované zvySené hodnoty L-FABP proteinu,
ktory poukazje na poSkodenie v peceni, s ktorou je PSC spojena a jeho koncentracia by

mohla poukazovat’ na stupent poskodenia.

Kombinéciou vyssie spominanych biomarkerov by sa dala skupina pacientov

s PSC-IBD odlisit’ od UC a CD.
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Graf 8: Koncentracie jednotlivych biomarkerov

v sére pacientov zistena podl'a komerénych ELISA

testov: A: MMP-9 E: I-FABP
B: MMP-14 F: L-FABP
C: Pre-haptoglobin 2 G: TFF-3
D: TIMP-1

Na analyzu bola pouzitda 1-way Anova spolu

s Tukey’s Multiple Comparison podtestom.




5.2.2. Biomarkery zapalu

Bezne pouzivany ukazovatel je protein akttnej fazy CRP. Méze vSak poukazovat’
na zapal aj mimo GIT, preto by bolo lepSie najst’ marker, ktory by poukazoval na zapal
prebiehajuci v GIT.

MBL je produkovany v peceni a jeho zvySené hodnoty boli zistené v sére
pacientov s PSC-IBD, a naopak znizené hodnoty boli u pacientov s UC. Pri PSC-IBD
bola signifikantne zvySena koncentracia CD14 proteinu oproti vSetkym skupindm, ¢o by
mohlo poukazovat’ na vyssiu aktivitu TLR-4 receptoru. S touto skupinou suvisi aj LBP,
ktorého hodnoty boli signifikantne vyssie u CD pacientov najmé od UC.

Ostatné markery nepoukazovali na vyrazne rozdiely medzi skupinami avSak
vyssie hodnoty DAO u pacientov s UC, by mohli poukazovat’ na viac poskodeny ¢revny
epitel. TROY sa nepodarilo detekovat’ v sére.

Kombinaciou MBL, CD14 by bolo mozné oddelit PSC-IBD pacientov od
zdravych kontrol ale aj ostatnych skupin IBD.
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Graf 9: Koncentracie jednotlivych biomarkerov

v sére pacientov zistena podl'a komerénych ELISA

testov: A: MBL E: SAA
B: CD-14 F: DAAO
C:LBP G: TROY

D: Endotoxin

Na analyzu bola pouzita 1-way Anova spolu

s Tukey’s Multiple Comparison podtestom.




5.2.3. Biomarkery identifikované cez Array

Z predchadzajicej Stadie za pouzitia proteinovej array boli spomedzi 507
proteinov identifikované d’alSie proteiny, ktoré boli detekované v sére pacientov s IBD.
Vysoké hodnoty EG-VEGF a CXCRI1 silne korelovali s UC a nizke hodnoty EG-VEGF
a vysoké hodnoty OPG boli typické pre CD. Vysledky ELISI nepoukazovali na vyrazné

rozdiely.

U PSC-IBD st zvysené hodnoty OPG oproti vSetkym skupindm a rovnako
zvySené hodnoty oproti vSetkym skupindm boli aj pri ROBO4. Kombinacia tychto
markerov s vysSie spominanymi by mohli pomoct’ pri diagnostike PSC.

Pri TGF-B1 boli znizené hodnoty spojené s aktivnou formou ochorenia
(relapsom), takze jeho znizené hodnoty by mohli predpovedat’ bliziaci sa relaps. IGF-2
oddel'oval pacientov s IBD od zdravych kontrol jeho zvySenymi hodnotami, ¢o by mohlo

pomoct’ pri prvotnej diagnostike ochorenia.
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Graf 10: Koncentracie jednotlivych biomarkerov
v sére pacientov zistena podla komerénych ELISA
testov: A: CXCRI1 E: Tomoregulin-1

B: EG-VEGF F: IGF-2
C: Osteoprotegerin ~ G: TGF-p1

D: ROBO 4
Na analyzu bola pouzita 1-way Anova spolu

s Tukey’s Multiple Comparison podtestom.
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6. Diskusia

Idiopatické ¢revné ochorenia postihuji Coraz viac I'udi. Je preto dolezité venovat’ sa
ich stadiu a hl'adat’ mozné priciny a zlepSovaniu diagnostiky. Ich patologia a etioldgia nie
su dobre zname, a preto jednym z cielov mojej diplomovej prace bolo skimanie reaktivity
buniek periférnej krvi pacientov na vybrané mikrobidlne stimuly. Reaktivita bola
sledovana na produkcii cytokinov IL-2, IL-4, IL-17, TNF-a a IFN-y. Diagnostika pri IBD
je zaloZena na neprijemnych endokoskopickych vysetreniach a za pouzitia sérologickych

testov s uz dlho zavedenymi biomarkermi.

Pri CD som pozorovala zvySené percentd buniek produkujiacich IL-2 pri stimulacii
Faecalibacterium, co by mohlo naznacovat ze bunky pacientov uz v minulosti reagovali
na tuto baktériu a produkuju rychlejsie IL-2 . Zvysena produkcia IL-2 bola pozorovana aj
pri Studii Hegazy a kol, ktori naviac pozorovali znizentl produkciu IFN-y pri cirkulujticich
CD4" bunkach (Hegazy et al., 2017). Pri IL-4, ktory by neboli pozorované ziadne vyrazné
rozdiely oproti nestimulovanym bunkam pri CD, ¢o by mohlo potvrdit’, Ze CD je spojena
s Th-1 bunkovou odpoved’ou.

Prevotella, ktora patri medzi G~ baktérie, sposobila zvySenu produkciu IL-17 a IFN-y aj
ked’ sa jednalo o malé percentd produkujtcich buniek. Je teda zrejmé, ze tato baktéria by
mohla byt zapojend do patogenézy ochorenia. Baktéria doposial nebola skimana
v suvislosti s T'ud'mi. Jej uloha bola skimand na mySich modeloch, kedy transfer
Prevotelly, spdsobil dysbidzu mikrobioty ¢reva (Levy ef al., 2015). Pri §tadii stvislosti
Prevotelly a novymi pacienti s CD pred ich liecbou, nebola najdend Ziadna suvislost’
(Gevers et al., 2014).

IL-17 bol zvySeny nesignifikantne aj pri ostatnych baktéridach ako Blautia,
Lactobacillus, Faecalibacterium. Jednalo sa vSak o malé percenta produkujicich buniek,
¢o mohlo byt sposobené kratkou dobou stimulacie. Celkové zvySenie buniek
produkujucich IL-17A bolo potvrdené aj v inej Stadii (Hegazy et al., 2017). V stadii
Zhang a kol. sa pozoroval protektivny u¢inok Faecalibacterium, ktory inhiboval 1L-17
a podporoval tvorbu proti-zapalovych cytokinov (Zhang et al., 2014).

Pro-zapalovy cytokin TNF-a bol signifikantne zvys$ny pri Lactobacille. Je to zaujimavé,
ked’Ze Lactobacillus sa pouziva ako probiotikum aj pri IBD pacientoch. Jeho protektivny
ucinok bol potvrdeny aj v §tadii z tohto roku, kedy baktéria ukazovala imunomodulacné
ucinky podporou produkcie IL-10 ako proti-zapalového cytokinu a inhibiciou IL-17
(Zhang et al., 2019).
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Pri UC neboli taktiez pozorované vyrazné rozdiely v produkcii cytokinov oproti
nestimulovanym bunkdm. ZvysSend produkcia IL-2 a TNF-a bola zistend pri stimulacii
Faecalibacterium. Abundancia tejto baktérie je znizena celkovo pri IBD, preto reaktivita
by mohla suvisiet’ prave s jej znizenym vyskytom. Jej znizeny vyskyt pri UC bol
detekovany v $tadii, kde bol skimany vzt'ah medzi Faecalibactrium a Akkermansiou
(Lopez Siles et al., 2018). IL-2 sa mdze spajat’ s patogenézou UC. Jeho zvySené hodnoty
boli potvrdené aj v stadii (Ebrahimpour et al., 2017).

Pri ostatnych cytokinoch neboli pozorované ziadne vyrazné produkcie, ktoré by mohli
prispiet’ k patogenéze ochorenia. Zda sa teda, Ze pri UC sa treba zamerat’ na iné cytokiny

alebo iné bakterialne stimuly.

Pri PSC Lactobacillus sposobil zvysené percento buniek produkujiucich IL-2,
a TNF-a, a teda tato baktéria by mohla byt zapojend do patogenézy PSC-IBD. Jej
korelacia s ochorenim bola potvrdend aj v §tadii, kde sa skiimala mikrobiota pacientov
s UC, PSC-IBD a PSC (Bajer et al., 2017). IL-4 bol nesignifikantne zvySny pri vSetkych
stimuloch, ¢o by mohlo naznacovat’ Th-2 bunkovt odpoved’. IL-17 bol pri niektorych
baktériach nesignifikantne zvySeny a to pri Faecalibacterium, Eubacterium jednalo sa
vSak ako pri ostatnych skupinach ochoreni o malé mnozstvo, preto je obtiazne povedat,
¢1 by mohli byt’ zapojené do patogenézy. V pilotnej $tadii zaoberajlicej sa mikrobiotou
a zICovymi kyselina sa preukdzala zniZzend abundancia Faecalibacterium v porovnani
s kontrolami, o poukazuje na vzt'ah mikrobioty a PSC-IBD (Vaughn et al,, 2019). IL-17
je pri PSC spéjany aj so stratou kostného tkaniva, ktoré sa potvrdilo v myssich modeloch
ochorenia (Schmidt et al.,, 2019), ¢ize pacienti so zvySenymi hodnotami IL-17 mdézu
trpiet’ osteopordzou.

Pri porovndvani remisie a relapsu bolo zaujimavé zistenie. Pri remisii, ¢o je
obdobie kedy choroba nema aktivne prejavy boli zvySené¢ hodnoty pro-zapalovych
cytokinov TNF-a a IFN-y, ktoré su typické pre aktivne obdobie ochorenia relapsu.
Zvysené hodnoty TNF-a boli detekované u aktivnych pacientov s CD (Avdagic et al.,
2013) a zvysené hodnoty IFN-y boli spolu s NO zistené taktiez u aktivnych pacientov
s IBD (Rafa et al., 2010). Mohlo to byt spésobené tym, Ze subor nasich pacientov, ktori
boli v remisii mali bliZiaci sa relaps, a preto ich hodnoty pro-zapalovych cytokinov boli
zvySené. Pri relapse bolo signifikantne zvySené % buniek produkujicich IL-4 pri
stimulacii Lactobacillom, ¢o by mohlo poukazovat na moZny proti-zapalovy ucinok. IL-

4 spolu s IL-10 poukazovali na polarizaciu na Th-2 bunkovi odpoved’, a teda
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napomahanie hojeniu mukézy (Rogy et al., 2000). Podobny trend som sledovala aj pri

IL-2 aIL-17.

Dalej som porovnavala, &i je rozdielna odpoved’ vzhl'adom na fenotyp ochorenia.
Pacienti boli rozdeleny do 2 skupin a to pankolitida a parcidlna forma. Pri parcidlnej
forme boli jediné zvySené hodnoty u IL-2, a to pri vSetkych mikrobidlnych stimuloch
okrem Eubacterium. Vzhl'adom na to, Ze v subore boli zahrnuti pacienti so vSetkymi 3
typmi IBD je t'azké urcit’, ktory z nich by mohol inak reagovat’ pri rozdielnom fenotype.
Pri ostatnych cytokinoch neboli pozorované rozdiely medzi pankolitidou a paricalnou
formou. Sledovanie rozdielnej odpovedi pri odliSnych fenotypoch nebola napliou zatial’
ziadnej stadii.

Z biomarkerov bariéry boli zistené zvySené hodnoty MMP-9 pri kontrolnych
vzorkach a rozdiel bol oproti vSetkym skupindm ochorenia. ZvySené¢ hodnoty naopak
v §tudii Matusiewicz a kol. korelovali s IBD pacientmi a to najmé s UC (Matusiewicz et
al., 2014) a zvySené hodnoty korelovali s aktivitou ochorenia u pediatrickych IBD
pacientov (Kofla-Dlubacz et al., 2012). Znizené hodnoty u skupin pacientov by mohol
poukazovat’ na zvysené riziko vzniku karcindmu. U vSetkych skupin pacientov boli
naopak zvysSené hodnoty MMP-14, ¢o by mohlo suvisiet' s patologickou prestavbou
¢revnej mukozy. Doposial nebola MMP-14 sktimana v suvislosti s IBD. Je spajana
s neurodegenerativnymi ochoreniami kde sa dokéazala stivislost MMP-14 s degenrativnou
neuropatiou (Martins et al., 2017). Kombinéciou tychto 2 markerov by bolo mozné
odlisit’ pacientov s IBD od zdravych.

U PSC-IBD z markerov bariéry boli zistené¢ zvySené¢ hodnoty TIMP-1, ¢o by
mohlo naznafovat’ remodelaciu tkaniva. TIMP-1 by mohol pomdct’ pri rozliSeni Cistej
UC a PSC-IBD, ktor4 je v stvislosti najmi s UC. Tento inhibitor bol vo zvySenej miere
detekovany u IBD pacinetov a rozdiely stviseli aj s aktivitou ochorenia (Kapsoritakis et
al., 2008). U tejto skupiny boli aj zvySené hodnoty ukazovatel'ov poskodenia Crevnej
bariéry I-FABP a pecene L-FABP. ZvySené sérové hodnoty I-FABP boli detekované
u aktivnych pacientov nez u pacientov v remisii (Sarikaya et al., 2015). V stadii Tornai
a kol. poukézali na vztah medzi ¢revom a peceiiou, kde pozorovali markery poukazujice
na poSkodenie ¢revnej bariéry u PSC pacientov a ich predikcii pri ochoreni (Tornai et al.,

2017).

Pri biomarkeroch poukazujicich na zapal bol zisteny rozdiel v produkcii MBL. Je to

produkt pecene a jeho hodnoty boli vysSie u pacientov s PSC-IBD, zatial’ o jeho zniZzené
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hodnoty boli detekované pri UC. To by mohlo pomdct’ pri rozliSeni €istej UC a UC
spojenej s PSC-IBD spolu s vysSie spominanym TIMP-1. Znizené hodnoty MBL pri UC
by mohli naznaCovat’ aj znizenu aktivaciu lektinovej cesty komplementu. Jeho nizke
hodnoty su celkovo spité s pediatrickymi pacientmi s IBD a ukazalo sa, Ze nizke hodnoty
boli asociované so zapojenim ilea u CD (Kovacz et al., 2013).

U skupiny PSC-IBD boli signifikantne zvySené hodnoty CD14, ¢o by mohlo poukazovat’
na zvysSenu aktivaciu TLR4, ktory sluzi na rozpoznanie LPS alebo protektivnu tlohu.
O CD14 sa uvazuje aj ako o protektivnej molekule. V stadii Buchhaister a kol., zisitli, ze
CD14 ma protektivny G€inok v udrzani integrity ¢revnej bariéry. Nedostatok CD 14 viedlo
k zvySenej tvrobe pro-zapalovych cytokinov (Buchheister et al., 2017).

Pomoct pri rozliSeni UC a CD by mohol LBP, ktorého hodnoty su signifikantne vyssie
pri CD. ZvySené¢ hodnoty LBP a CD14 sa pozorovali pri relapse a s liecbou sa ich
koncentracia znizovala. TaktieZ u pacientov s CD mali ich zvySené hodnoty podobnu

presnost’ ako CRP (Lakatos et al., 2010).

Vysoké hodnoty EG-VEGF a nizke hodnonty CXCRI1 silne korelovali s UC a nizke
hodnoty EG-VEGF a zvysené hodnoty OPG s CD (Coufal et al,, 2019). Tieto zistenia by
mohli poukazovat’ na rozdielnej angiogenéze u UC a CD. OPG moze sluzit ako marker
ochrani kosti alebo ako marker zapalu. Jeho zvySené hodnoty boli pozorované aj u PSC-
IBD. Predchadzajtca studia zistila zvysené hodnoty OPG u pacientov s IBD a poukazala
na koreldciu jeho produkcie a koncentracie pro-zépalovych cytokinov (Franchimont et
al., 2004).

Na oddelenie zdravych kontrol od vSetkych skupin IBD poukazovali zvySené hodnoty
IGF-2. Jeho zvySené hodnoty boli spojené s kolorektalnym karcindmom a zvySené sérové

hodnoty by mohli poukazovat’ na vznik tejto neoplazie (Zhong et al., 2017).
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7. Zaver

V diplomovej praci bola sledovana reaktivita PBMC pacientov s IBD s mikrobidlnymi

stimulmi.

Pacienti s CD mali zvySenu reaktivitu na Faecalibacterium vysSou produkciou
IL-2. Taktiez u nich bola pozorovana zvySena produkcia IL-17 a IFN-y po
stimulacii Prevotellou, ¢o naznacuje jej zapojenie do zépalového procesu. IL-17
bol zvyseny aj pri Lactobacille, Blautii, pri¢om Lactobacillus zvysil produkciu
d’alSieho pro-zapalového cytokinu TNF-a. Tieto baktérie by teda mohli byt
zapojené do patogenézy.

Pri UC bola zistend zvySena hladina IL-2 a TNF-a po stimulacii
Faecalibacterium, ¢o naznacuje jej suvis s patogenézou ochorenia. Pri ostatnych
cytokinoch neboli pozorované ziadne rozdiely, preto je mozno potrebné pri UC
sa zamerat’ na iné cytokiny alebo stimuly.

Pri PSC-IBD bola pozorovana nesignifikantne zvysena produkcia IL-4 pri takmer
vSetkych stimuloch, ¢o by mohlo naznacovat’ Th-2 bunkovu odpoved’ alebo
protektivny ucinok baktérii. Po stimulécii Lactobacillom bola zvySené produkcia
IL-2 a TNF-a a zvySena produkcia pro-zapalového IL-17 bola detekovana pri
Faecalibacterium.

Pri relapse a remisii bolo zistené, Ze v obdobi remisie bola zvySena tvorba TNF-

a a IFN-y, ktoré sa radia medzi cytokiny v aktivnej faze.

Je teda zrejmé, Ze vSetky 3 typy ochorenia spolu zdielaju spoloéné znaky rekativity na

urcité baktérie a produkcie cytokinov.

Z testovania biomarkerov boli zistené rozne kombinacie, ktoré by mohli pomdct’ pri

diagnostike ochorenia.

Zvysené hodnoty MMP-9 u zdravych kontrol a znizené¢ hodnoty MMP-14 u IBD
kohorty dobre oddel'ovali tieto 2 skupiny, ¢o by sa dalo vyuzit’ pri diagnostike.
Zvysené hodnoty TIMP-1 u PSC-IBD a zniZené hodnoty MBL u UC by mohli
pomoct’ pri odliSeni tychto skupin ochoreni, ked’ze PSC-IBD silno koreluje s UC.
Zvysené hodnoty EG-VEGF a nizke CXCRI1 silne korelovali s UC, zatial’ ¢o nizke
hodnoty EG-VEGF a zvySené OPG s CD. Tieto markery by mohli pomoct’ pri
rozliseni CD a UC.
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e S PSC-IBD sa este spajali zvySené koncentracie I-FABP a L-FABP spolu
s vysokymi hodnotami CD14.

Kombindcie vysSie spominanych markerov, by mohli pomdct pri diagnostike
a fenotypizacii IBD.

Niektoré vysledky boli tspesné publikované v ¢lanku Coufal ef al., 2019: Inflammatory
Bowel Disease Types Differ in Markers of Inflammation, Gut Barrier and in Specific

Anti-Bacterial Response. Cells. 2019 Jul;8(7):719.

63



8. Zoznam poutzitej literatury

AJAMIAN M, Steer D, Rosella G, Gibson PR. Serum zonulin as a marker of intestinal
mucosal barrier function: May not be what it seems. PloS one. 2019 Jan 14;14(1):e0210728.

ALBENBERG, Lindsey, et al. Correlation between intraluminal oxygen gradient and radial
partitioning of intestinal microbiota. Gastroenterology, 2014, 147.5: 1055-1063. e8.

ALI T, Lam D, Bronze MS, Humphrey MB. Osteoporosis in inflammatory bowel disease.
The American journal of medicine. 2009 Jul 1;122(7):599-604.

ALKIM C, Alkim H, Koksal AR, Boga S, Sen I. Angiogenesis in inflammatory bowel
disease. International journal of inflammation. 2015;2015.

ANGELAKIS, Emmanouil, et al. A metagenomic investigation of the duodenal microbiota
reveals links with obesity. PloS one, 2015, 10.9: e0137784.

ANNESE V, Daperno M, Rutter MD, Amiot A, Bossuyt P, East J, Ferrante M, Gotz M,
Katsanos KH, KieBlich R, Ordéas 1. European evidence based consensus for endoscopy in

inflammatory bowel disease. Journal of Crohn's and Colitis. 2013 Dec 15;7(12):982-1018.

ARUMUGAM, Manimozhiyan, et al. Enterotypes of the human gut microbiome. nature,
2011, 473.7346: 174.

ATARASHI, Koji, et al. Induction of colonic regulatory T cells by indigenous Clostridium
species. Science, 2011, 331.6015: 337-341.

ATREYA, R.; NEURATH, M. F. Signaling molecules: the pathogenic role of the IL-6/STAT-
3 trans signaling pathway in intestinal inflammation and in colonic cancer. Current drug targets,
2008, 9.5: 369-374.

AVDAGIC, Nesina, et al. Tumor necrosis factor-alpha serum level in assessment of disease
activity in inflammatory bowel diseases. Medicinski Glasnik, 2013, 10.2.

BAJER L, Kverka M, Kostovcik M, Macinga P, Dvorak J, Stehlikova Z, Brezina J, Wohl P,
Spicak J, Drastich P. Distinct gut microbiota profiles in patients with primary sclerosing
cholangitis and ulcerative colitis. World journal of gastroenterology. 2017 Jul 7;23(25):4548.

BAIJER, Lukas, et al. Distinct gut microbiota profiles in patients with primary sclerosing
cholangitis and ulcerative colitis. World journal of gastroenterology, 2017, 23.25: 4548.

BAS S, Gauthier BR, Spenato U, Stingelin S, Gabay C. CD14 is an acute-phase protein. The
Journal of Immunology. 2004 Apr 1;172(7):4470-9.

BAUGMART DC, Sandborn WIJ. Inflammatory bowel disease: clinical aspects and
established and evolving therapies. The Lancet. 2007 May 12;369(9573):1641-57.

BAUMLER, Andreas J.; SPERANDIO, Vanessa. Interactions between the microbiota and
pathogenic bacteria in the gut. Nature, 2016, 535.7610: 85.

64



BELKAID, Yasmine; HAND, Timothy W. Role of the microbiota in immunity and
inflammation. Cell, 2014, 157.1: 121-141.

BERG, Rodney D.; GARLINGTON, Alva W. Translocation of certain indigenous bacteria
from the gastrointestinal tract to the mesenteric lymph nodes and other organs in a gnotobiotic

mouse model. Infection and immunity, 1979, 23.2: 403-411.

BHATTACHARYA, Nupur, et al. Normalizing microbiota-induced retinoic acid deficiency
stimulates protective CD8+ T cell-mediated immunity in colorectal cancer. Immunity, 2016, 45.3:

641-655.

BLANDFORD, Lucy E., et al. Promoter orientation of the immunomodulatory Bacteroides
fragilis capsular polysaccharide A (PSA) is off in individuals with inflammatory bowel disease

(IBD). Gut microbes, 2019, 1-9.

BOUDEAU, Jerome, et al. Invasive ability of an Escherichia colistrain isolated from the ileal

mucosa of a patient with Crohn’s disease. Infection and immunity, 1999, 67.9: 4499-45009.

BROUWER, Nannette, et al. Mannose-binding lectin (MBL) facilitates opsonophagocytosis
of yeasts but not of bacteria despite MBL binding. The Journal of Immunology, 2008, 180.6:
4124-4132.

BUCHHEISTER S, Buettner M, Basic M, Noack A, Breves G, Buchen B, Keubler LM,
Becker C, Bleich A. CD14 plays a protective role in experimental inflammatory bowel disease
by enhancing intestinal barrier function. The American journal of pathology. 2017 May
1;187(5):1106-20.

BURET, Andre Gerald, et al. Pathobiont release from dysbiotic gut microbiota biofilms in

intestinal inflammatory diseases: a role for iron?. Journal of biomedical science, 2019, 26.1: 1.

CANI, Patrice D., et al. Changes in gut microbiota control metabolic endotoxemia-induced
inflammation in high-fat diet—induced obesity and diabetes in mice. Diabetes, 2008, 57.6: 1470-
1481.

CARTER MJ, Lobo AJ, Travis SP. Guidelines for the management of inflammatory bowel
disease in adults. Gut. 2004 Sep 1;53(suppl 5):v1-6.

CONTINI, Paola, et al. Granulocytes and monocytes apheresis induces upregulation of
TGFBI in patients with active ulcerative colitis: A possible involvement of soluble HLA-
L. Journal of clinical apheresis, 2017, 32.1: 49-55.

COUFAL S, Galanova N, Bajer L, Gajdarova Z, Schierova D, Jiraskova Zakostelska Z,
Kostovcikova K, Jackova Z, Stehlikova Z, Drastich P, Tlaskalova-Hogenova H. Inflammatory

Bowel Disease Types Differ in Markers of Inflammation, Gut Barrier and in Specific Anti-

Bacterial Response. Cells. 2019 Jul;8(7):719.

65



CUIL, Hengmi, et al. Loss of IGF2 imprinting: a potential marker of colorectal cancer

risk. Science, 2003, 299.5613: 1753-1755.

DANESE, Silvio, et al. Narrow-band imaging endoscopy to assess mucosal angiogenesis in
inflammatory bowel disease: a pilot study. World Journal of Gastroenterology: WJG, 2010,
16.19: 2396.

DE VOOGD FA, Gearry RB, Mulder CJ, Day AS. Osteoprotegerin: A novel biomarker for
inflammatory bowel disease and gastrointestinal carcinoma. Journal of gastroenterology and
hepatology. 2016 Aug;31(8):1386-92.

DEL ZOTTO, B., et al. TGF-B1 production in inflammatory bowel disease: differing
production patterns in Crohn's disease and ulcerative colitis. Clinical & Experimental
Immunology, 2003, 134.1: 120-126.

DEN BESTEN, Gijs, et al. Gut-derived short-chain fatty acids are vividly assimilated into
host carbohydrates and lipids. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver
Physiology, 2013, 305.12: G900-G910.

DEN BESTEN, Gijs, et al. The role of short-chain fatty acids in the interplay between diet,
gut microbiota, and host energy metabolism. Journal of lipid research, 2013, 54.9: 2325-2340.

DERRIEN, Muriel, et al. Akkermansia muciniphila gen. nov., sp. nov., a human intestinal
mucin-degrading bacterium. International journal of systematic and evolutionary microbiology,
2004, 54.5: 1469-1476.

DI SABATINO, Antonio, et al. Blockade of transforming growth factor B upregulates T-box
transcription factor T-bet, and increases T helper cell type 1 cytokine and matrix
metalloproteinase-3 production in the human gut mucosa. Gut, 2008, 57.5: 605-612.

DONALDSON, Gregory P.; LEE, S. Melanie; MAZMANIAN, Sarkis K. Gut biogeography
of the bacterial microbiota. Nature Reviews Microbiology, 2016, 14.1: 20.

DORE, J. O. E. L., et al. The human intestinal microbiota: from phylogenetics to functional
metagenomics. Intestinal Microbiomics: Novel Indicators of Health and Disease. Herborn: Old
Herborn University Foundation, 2010, 15-22.

DORSCH, Marion, et al. PKI1/EG-VEGF induces monocyte differentiation and
activation. Journal of leukocyte biology, 2005, 78.2: 426-434.

DOTAN, Iris, et al. Antibodies against laminaribioside and chitobioside are novel serologic
markers in Crohn’s disease. Gastroenterology, 2006, 131.2: 366-378.

DU Z, Hudcovic T, Mrazek J, Kozakova H, Srutkova D, Schwarzer M, Tlaskalova-Hogenova
H, Kostovcik M, Kverka M. Development of gut inflammation in mice colonized with mucosa-

associated bacteria from patients with ulcerative colitis. Gut pathogens. 2015 Dec;7(1):32.

66



DUBUQUOY, Laurent, et al. Impaired expression of peroxisome proliferator-activated

receptor y in ulcerative colitis. Gastroenterology, 2003, 124.5: 1265-1276.

EBRAHIMPOUR S, Shahbazi M, Khalili A, Tahoori MT, Zavaran AH, Amari A, Aghili B,
Abediankenari S, Mohammadizad H, Mohammadnia-Afrouzi M. Elevated levels of IL-2 and IL-
21 produced by CD4+ T cells in inflammatory bowel disease. Journal of biological regulators
and homeostatic agents. 2017;31(2):279-87.

EECKHAUT, Venessa, et al. Butyricicoccus pullicaecorum in inflammatory bowel

disease. Gut, 2013, 62.12: 1745-1752.

EL AIDY, Sahar, et al. The gut microbiota elicits a profound metabolic reorientation in the

mouse jejunal mucosa during conventionalisation. Gut, 2013, 62.9: 1306-1314.

FAFILEK, Bohumil, et al. Troy, a tumor necrosis factor receptor family member, interacts
with 1gr5 to inhibit wnt signaling in intestinal stem cells. Gastroenterology, 2013, 144.2: 381-
391.

FASANO, Alessio; SHEA-DONOHUE, Terez. Mechanisms of disease: the role of intestinal
barrier function in the pathogenesis of gastrointestinal autoimmune diseases. Nature Reviews

Gastroenterology & Hepatology, 2005, 2.9: 416.

FERNANDEZ, Leénides, et al. The human milk microbiota: origin and potential roles in
health and disease. Pharmacological research, 2013, 69.1: 1-10.

FERREIRO-IGLESIAS R, Barreiro-de Acosta M, Otero Santiago M, Lorenzo Gonzalez A,
Alonso de la Pefia C, Benitez Estevez AJ, Dominguez-Mufioz JE. Fecal calprotectin as predictor
of relapse in patients with inflammatory bowel disease under maintenance infliximab therapy.
Journal of clinical gastroenterology. 2016 Feb 1;50(2):147-51.

FICKERT, Peter, et al. Lithocholic acid feeding induces segmental bile duct obstruction and
destructive cholangitis in mice. The American journal of pathology, 2006, 168.2: 410-422.

FICKERT, Peter, et al. Regurgitation of bile acids from leaky bile ducts causes sclerosing
cholangitis in Mdr2 (Abcb4) knockout mice. Gastroenterology, 2004, 127.1: 261-274.

FITZGERALD, Garret A. Measure for measure: biomarker standards and
transparency. Science translational medicine, 2016, 8.343: 343fs10-343f510.

FORBES, Jessica D.; VAN DOMSELAAR, Gary; BERNSTEIN, Charles N. Microbiome
survey of the inflamed and noninflamed gut at different compartments within the gastrointestinal
tract of inflammatory bowel disease patients. Inflammatory bowel diseases, 2016, 22.4: 817-825.

FRANCHIMONT N, Reenaers C, Lambert C, Belaiche J, Bours V, Malaise M, Delvenne P,
Louis E. Increased expression of receptor activator of NF-kB ligand (RANKL), its receptor

RANK and its decoy receptor osteoprotegerin in the colon of Crohn's disease patients. Clinical &

Experimental Immunology. 2004 Dec;138(3):491-8.

67



FUKUDA, Shinji, et al. Bifidobacteria can protect from enteropathogenic infection through
production of acetate. Nature, 2011, 469.7331: 543.

FUSS, Ivan J., et al. Disparate CD4+ lamina propria (LP) lymphokine secretion profiles in
inflammatory bowel disease. Crohn's disease LP cells manifest increased secretion of IFN-
gamma, whereas ulcerative colitis LP cells manifest increased secretion of IL-5. The Journal of

Immunology, 1996, 157.3: 1261-1270.

FYDEREK, Krzysztof, et al. Mucosal bacterial microflora and mucus layer thickness in
adolescents with inflammatory bowel disease. World journal of gastroenterology: WJG, 2009,
15.42: 5287.

GABORIAU-ROUTHIAU, Valérie, et al. The key role of segmented filamentous bacteria in
the coordinated maturation of gut helper T cell responses. Immunity, 2009, 31.4: 677-689.

GAO Y, Katki H, Graubard B, Pollak M, Martin M, Tao Y, Schoen RE, Church T, Hayes
RB, Greene MH, Berndt SI. Serum IGF1, IGF2 and IGFBP3 and risk of advanced colorectal
adenoma. International journal of cancer. 2012 Jul 15;131(2):E105-13.

GAUDIER, E., et al. Butyrate specifically modulates MUC gene expression in intestinal
epithelial goblet cells deprived of glucose. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and
Liver Physiology, 2004, 287.6: G1168-G1174.

GENSOLLEN, Thomas, et al. How colonization by microbiota in early life shapes the
immune system. Science, 2016, 352.6285: 539-544,

GERLACH, Katharina, et al. T H 9 cells that express the transcription factor PU. 1 drive T
cell-mediated colitis via IL-9 receptor signaling in intestinal epithelial cells. Nature immunology,

2014, 15.7: 676.

GEVERS, Dirk, et al. The treatment-naive microbiome in new-onset Crohn’s disease. Cell
host & microbe, 2014, 15.3: 382-392.

GIJSBERS, Klara; GEBOES, Karel; VAN DAMME, Jozef. Chemokines in gastrointestinal
disorders. Current drug targets, 2006, 7.1: 47-64.

GRANT, Allister J., et al. "MAdCAM-1 expressed in chronic inflammatory liver disease

supports mucosal lymphocyte adhesion to hepatic endothelium (MAdCAM-1 in chronic
inflammatory liver disease)." Hepatology 33.5 (2001): 1065-1072.

GRONE J, Doebler O, Loddenkemper C, Hotz B, Buhr HJ, Bhargava S. Robol/Robo4:
differential expression of angiogenic markers in colorectal cancer. Oncology reports. 2006 Jun
1;15(6):1437-43.

HAGHIKIA, Aiden, et al. Dietary fatty acids directly impact central nervous system
autoimmunity via the small intestine. Immunity, 2015, 43.4: 817-829.

68



HAGIHARA K, Nishikawa T, Isobe T, Song J, Sugamata Y, Yoshizaki K. IL-6 plays a
critical role in the synergistic induction of human serum amyloid A (SAA) gene when stimulated
with proinflammatory cytokines as analyzed with an SAA isoform real-time quantitative RT-PCR
assay system. Biochemical and biophysical research communications. 2004 Feb 6;314(2):363-9.

HALL, Jason A., et al. Essential role for retinoic acid in the promotion of CD4+ T cell effector

responses via retinoic acid receptor alpha. Immunity, 2011, 34.3: 435-447.

HANSEN, Jonathan J.; SARTOR, R. Balfour. Therapeutic manipulation of the microbiome
in IBD: current results and future approaches. Current treatment options in gastroenterology,
2015, 13.1: 105-120.

HEGAZY, Ahmed N., et al. Circulating and tissue-resident CD4+ T cells with reactivity to
intestinal microbiota are abundant in healthy individuals and function is altered during
inflammation. Gastroenterology, 2017, 153.5: 1320-1337. elé.

HIRSCHFIELD, Gideon M., et al. Primary sclerosing cholangitis. The Lancet, 2013,
382.9904: 1587-1599.

HOHENESTER, Simon, et al. "A biliary HCO3— umbrella constitutes a protective
mechanism against bile acid-induced injury in human cholangiocytes." Hepatology 55.1 (2012):
173-183.

HOIVIK, Marte Lie, et al. Work disability in inflammatory bowel disease patients 10 years
after disease onset: results from the IBSEN Study. Gut, 2013, 62.3: 368-375.

HOLD, Georgina L., et al. Assessment of microbial diversity in human colonic samples by
16S rDNA sequence analysis. FEMS microbiology ecology, 2002, 39.1: 33-39.

HOLMES, Elaine, et al. Understanding the role of gut microbiome—host metabolic signal
disruption in health and disease. Trends in microbiology, 2011, 19.7: 349-359.

HONZAWA, Yusuke, et al. Clinical significance of serum diamine oxidase activity in
inflammatory  bowel disease: Importance of evaluation of small intestinal
permeability. Inflammatory bowel diseases, 2011, 17.2: E23-E25.

HSIEH, Chyi-Song, et al. Development of TH1 CD4+ T cells through IL-12 produced by
Listeria-induced macrophages. Science, 1993, 260.5107: 547-549.

HUDA-FAUJAN, N., et al. The impact of the level of the intestinal short chain fatty acids in
inflammatory bowel disease patients versus healthy subjects. The open biochemistry journal,
2010, 4: 53.

HUGHES, David T.; SPERANDIO, Vanessa. Inter-kingdom signalling: communication
between bacteria and their hosts. Nature Reviews Microbiology, 2008, 6.2: 111.

CHAPMAN, Roger, et al. Diagnosis and management of primary sclerosing
cholangitis. Hepatology, 2010, 51.2: 660-678.

69



CHEIFETZ AS. Management of active Crohn disease. Jama. 2013 May 22;309(20):2150-8.

IHARA, Sozaburo; HIRATA, Yoshihiro; KOIKE, Kazuhiko. TGF-B in inflammatory bowel
disease: a key regulator of immune cells, epithelium, and the intestinal microbiota. Journal of
gastroenterology, 2017, 52.7: 777-787.

INOUE, Shigeo, et al. Characterization of cytokine expression in the rectal mucosa of
ulcerative colitis: correlation with disease activity. The American journal of gastroenterology,
1999, 94.9: 2441-2446.

IRAPORDA, Carolina, et al. Lactate and short chain fatty acids produced by microbial
fermentation downregulate proinflammatory responses in intestinal epithelial cells and myeloid
cells. Immunobiology, 2015, 220.10: 1161-1169.

ISHIHARA S, Tada Y, Kawashima K, Kataoka M, Sonoyama H, Yamashita N, Oka A,
Kusunoki R, Fukuba N, Mishima Y, Oshima N. Serum amyloid A level correlated with
endoscopic findings in patients with Crohn’s disease—Possible biomarker for evaluating mucosal
healing. Digestive and Liver Disease. 2018 Jun 1;50(6):553-8.

IVANOV, Ivaylo 1., et al. Induction of intestinal Th17 cells by segmented filamentous
bacteria. Cell, 2009, 139.3: 485-498.

JANDHYALA, Sai Manasa, et al. Role of the normal gut microbiota. World journal of
gastroenterology: WJG, 2015, 21.29: 8787.

JIANG, Chengyu; TING, Adrian T.; SEED, Brian. PPAR-y agonists inhibit production of
monocyte inflammatory cytokines. Nature, 1998, 391.6662: 82.

JOHANSSON, Malin EV, et al. Bacteria penetrate the normally impenetrable inner colon
mucus layer in both murine colitis models and patients with ulcerative colitis. Gut, 2014, 63.2:
281-291.

JOOSSENS, Marie, et al. Dysbiosis of the faecal microbiota in patients with Crohn's disease
and their unaffected relatives. Gut, 2011, 60.5: 631-637.

JOOSSENS, Sofie, et al. Anti-outer membrane of porin C and anti-I2 antibodies in
indeterminate colitis. Gut, 2006, 55.11: 1667-1669.

JOOSSENS, Sofie, et al. The value of serologic markers in indeterminate colitis: a
prospective follow-up study. Gastroenterology, 2002, 122.5: 1242-1247.

JOSTINS, Luke, et al. Host-microbe interactions have shaped the genetic architecture of
inflammatory bowel disease. Nature, 2012, 491.7422: 119.

JURGENS, Matthias, et al. Disease activity, ANCA, and IL23R genotype status determine
early response to infliximab in patients with ulcerative colitis. The American journal of

gastroenterology, 2010, 105.8: 1811.

70



KABEERDOSS, Jayakanthan, et al. Alterations of mucosal microbiota in the colon of
patients with inflammatory bowel disecase revealed by real time polymerase chain reaction
amplification of 16S ribosomal ribonucleic acid. The Indian journal of medical research, 2015,

142.1: 23.

KADIVAR, Mohammad, et al. CD8af+ yd T cells: a novel T cell subset with a potential role
in inflammatory bowel disease. The Journal of Immunology, 2016, 197.12: 4584-4592.

KAMADA, Nobuhiko, et al. Regulated virulence controls the ability of a pathogen to compete
with the gut microbiota. Science, 2012, 336.6086: 1325-1329.

KANE SV, Sandborn WJ, Rufo PA, Zholudev A, Boone J, Lyerly D, Camilleri M, Hanauer
SB. Fecal lactoferrin is a sensitive and specific marker in identifying intestinal inflammation. The
American journal of gastroenterology. 2003 Jun;98(6):1309.

KANG M, Edmundson P, Araujo-Perez F, McCoy AN, Galanko J, Keku TO. Association of
plasma endotoxin, inflammatory cytokines and risk of colorectal adenomas. BMC cancer. 2013
Dec;13(1):91.

KAPSORITAKIS, Andreas N., et al. Imbalance of tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMP)-1 and-4 serum levels, in patients with inflammatory bowel disease. BMC
gastroenterology, 2008, 8.1: 55.

KARLSEN, Tom H., et al. Primary sclerosing cholangitis—a comprehensive review. Journal
of hepatology, 2017, 67.6: 1298-1323

KASER, Arthur, et al. XBP1 links ER stress to intestinal inflammation and confers genetic
risk for human inflammatory bowel disease. Cell, 2008, 134.5: 743-756.

KATT, Janosch, et al. Increased T helper type 17 response to pathogen stimulation in patients
with primary sclerosing cholangitis. Hepatology, 2013, 58.3: 1084-1093.

KELLY, Denise; CONWAY, Shaun; AMINOV, Rustam. Commensal gut bacteria:
mechanisms of immune modulation. Trends in immunology, 2005, 26.6: 326-333.

KIESSLICH, R., et al. Local barrier dysfunction identified by confocal laser endomicroscopy
predicts relapse in inflammatory bowel disease. Gut, 2012, 61.8: 1146-1153.

KJELLEV, S. The trefoil factor family—small peptides with multiple functionalities. Cellular
and Molecular Life Sciences, 2009, 66.8: 1350-1369.

KOFLA-DLUBACZ A, Matusiewicz M, Krzystek-Korpacka M, Iwanczak B. Correlation of
MMP-3 and MMP-9 with Crohn’s disease activity in children. Digestive diseases and sciences.
2012 Mar 1;57(3):706-12.

KOH, Ara, et al. From dietary fiber to host physiology: short-chain fatty acids as key bacterial
metabolites. Cell, 2016, 165.6: 1332-1345.

71



KOJIMA T, Morikawa Y, Copeland NG, Gilbert DJ, Jenkins NA, Senba E, Kitamura T.
TROY, a newly identified member of the tumor necrosis factor receptor superfamily, exhibits a
homology with Edar and is expressed in embryonic skin and hair follicles. Journal of Biological

Chemistry. 2000 Jul 7;275(27):20742-7.

KOVACS M, Papp M, Lakatos PL, Jacobsen S, Nemes E, Polgar M, Solyom E, Bodi P,
Horvath A, Molnar K, Szabo D. Low mannose-binding lectin (MBL) is associated with paediatric
inflammatory bowel diseases and ileal involvement in patients with Crohn disease. Journal of

Crohn's and Colitis. 2013 Mar 1;7(2):134-41.

KRYCZEK, Ilona, et al. Inflammatory regulatory T cells in the microenvironments of

ulcerative colitis and colon carcinoma. Oncoimmunology, 2016, 5.8: e1105430.

KUMARI, Reena; AHUJA, Vineet; PAUL, Jaishree. Fluctuations in butyrate-producing
bacteria in ulcerative colitis patients of North India. World journal of gastroenterology: WJG,

2013, 19.22: 3404.

KVERKA, Miloslav; TLASKALOVA-HOGENOVA, Helena. Intestinal microbiota: facts
and fiction. Digestive Diseases, 2017, 35.1-2: 139-147.

LAKATOS PL, Kiss LS, Palatka K, Altorjay I, Antal-Szalmas P, Palyu E, Udvardy M,
Molnar T, Farkas K, Veres G, Harsfalvi J. Serum lipopolysaccharide-binding protein and soluble
CD14 are markers of disease activity in patients with Crohn's disease. Inflammatory bowel

diseases. 2010 Sep 23;17(3):767-77.

LAKATOS, Peter Laszlo, et al. Pancreatic autoantibodies are associated with reactivity to
microbial antibodies, penetrating disease behavior, perianal disease, and extraintestinal
manifestations, but not with NOD2/CARDI15 or TLR4 genotype in a Hungarian IBD
cohort. Inflammatory bowel diseases, 2008, 15.3: 365-374.

LAMBERT, Elise, et al. TIMPs as multifacial proteins. Critical reviews in
oncology/hematology, 2004, 49.3: 187-198.

LANDY, Jonathan, et al. Tight junctions in inflammatory bowel diseases and inflammatory
bowel disease associated colorectal cancer. World journal of gastroenterology,2016,22.11:3117.

LAZAR, Veronica, et al. Aspects of gut microbiota and immune system interactions in
infectious diseases, immunopathology and cancer. Frontiers in immunology, 2018, 9: 1830.

LE BERRE, N., et al. Histological discrimination of idiopathic inflammatory bowel disease
from other types of colitis. Journal of clinical pathology, 1995, 48.8: 749-753.

LENNARD-JONES JE, Shivananda S. Clinical uniformity of inflammatory bowel disease a
presentation and during the first year of disease in the north and south of Europe. EC-IBD Study
Group. European journal of gastroenterology & hepatology. 1997 Apr;9(4):353-9.

72



LENNARD-JONES, J. E. Classification of inflammatory bowel disease. Scandinavian
Journal of Gastroenterology, 1989, 24.sup170: 2-6.

LEVY, Maayan, et al. Microbiota-modulated metabolites shape the intestinal
microenvironment by regulating NLRP6 inflammasome signaling. Cell, 2015, 163.6: 1428-1443.

LICHTENSTEIN, Gary R., et al. American Gastroenterological Association Institute
technical review on corticosteroids, immunomodulators, and infliximab in inflammatory bowel

disease. Gastroenterology, 2006, 130.3: 940-987.

LIN, May Young, et al. Redirection of epithelial immune responses by short-chain fatty acids
through inhibition of histone deacetylases. Frontiers in immunology, 2015, 6: 554.

LIN, Rui, et al. Abnormal intestinal permeability and microbiota in patients with autoimmune

hepatitis. International journal of clinical and experimental pathology, 2015, 8.5: 5153.

LINDOR, Keith D. New treatment strategies for primary sclerosing cholangitis. Digestive
diseases, 2011, 29.1: 113-116.

LINDOR, Keith D.; KOWDLEY, Kris V.; HARRISON, M. Edwyn. ACG clinical guideline:
primary sclerosing cholangitis. The American journal of gastroenterology, 2015, 110.5: 646.

LIU, Hongchun, et al. Constitutive expression of MMP9 in intestinal epithelium worsens
murine acute colitis and is associated with increased levels of proinflammatory cytokine
Ke. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology, 2013, 304.9: G793-
G803.

LIU, Jimmy Z., et al. Association analyses identify 38 susceptibility loci for inflammatory
bowel disease and highlight shared genetic risk across populations. Nature genetics, 2015, 47.9:
979.

LODES, Michael J., et al. Bacterial flagellin is a dominant antigen in Crohn disease. The
Journal of clinical investigation, 2004, 113.9: 1296-1306.

LOPEZ SILES M, Enrich-Capé N, Aldeguer X, Sabat-Mir M, Duncan S, Garcia-Gil J,
Martinez-Medina M. Alterations in the abundance and co-occurrence of Akkermansia
muciniphila and Faecalibacterium prausnitzii in the colonic mucosa of inflammatory bowel

disease subjects. Frontiers in cellular and infection microbiology. 2018;8:281.
LOUIS, Petra; FLINT, Harry J. Diversity, metabolism and microbial ecology of butyrate-
producing bacteria from the human large intestine. FEMS microbiology letters, 2009, 294.1: 1-8.
LOUIS, Petra; FLINT, Harry J. Formation of propionate and butyrate by the human colonic

microbiota. Environmental microbiology, 2017, 19.1: 29-41.

MACHIELS, Kathleen, et al. A decrease of the butyrate-producing species Roseburia
hominis and Faecalibacterium prausnitzii defines dysbiosis in patients with ulcerative colitis. Gut,

2014, 63.8: 1275-1283.

73



MALOY, K. J; KULLBERG, M. C. IL-23 and Thl7 cytokines in intestinal
homeostasis. Mucosal immunology, 2008, 1.5: 339.

MANN, E. R, et al. Skin-and gut-homing molecules on human circulating yo T cells and their
dysregulation in inflammatory bowel disease. Clinical & Experimental Immunology,2012,170.2:
122-130.

MARCOBAL, Angela, et al. Bacteroides in the infant gut consume milk oligosaccharides via
mucus-utilization pathways. Cell host & microbe, 2011, 10.5: 507-514.

MARCHES]I, Julian R., et al. Rapid and noninvasive metabonomic characterization of
inflammatory bowel disease. Journal of proteome research, 2007, 6.2: 546-551.

MARTINS D, Moreira J, Gongalves NP, Saraiva MJ. MMP-14 overexpression correlates
with the neurodegenerative process in familial amyloidotic polyneuropathy. Disease models &
mechanisms. 2017 Oct 1;10(10):1253-60.

MATSUOKA, Katsuyoshi, et al. Evidence-based clinical practice guidelines for
inflammatory bowel disease. Journal of gastroenterology, 2018, 53.3: 305-353.

MATUSIEWICZ, Malgorzata, et al. Matrix metalloproteinase-9: its interplay with
angiogenic factors in inflammatory bowel diseases. Disease markers, 2014, 2014.

McGHEE JR, Fujihashi K (2012) Inside the Mucosal Immune System. PLoS Biol 10(9):
€1001397. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1001397

MCGOVERN, Dermot PB; KUGATHASAN, Subra; CHO, Judy H. Genetics of
inflammatory bowel diseases. Gastroenterology, 2015, 149.5: 1163-1176. e2.

MIEKUS N, Luise C, Sippl W, Baczek T, Schmelzer CE, Heinz A. MMP-14 degrades
tropoelastin and elastin. Biochimie. 2019 Jul 3.

MITSUYAMA K, Niwa M, Takedatsu H, Yamasaki H, Kuwaki K, Yoshioka S, Yamauchi
R, Fukunaga S, Torimura T. Antibody markers in the diagnosis of inflammatory bowel disease.
World journal of gastroenterology. 2016 Jan 21;22(3):1304.

MORRISON, Douglas J.; PRESTON, Tom. Formation of short chain fatty acids by the gut

microbiota and their impact on human metabolism. Gut microbes, 2016, 7.3: 189-200.
MORSON, B. C. Ulcerative Colitis: Pathology of Ulcerative Colitis. 1971.

MOSCHEN AR, Kaser A, Enrich B, Ludwiczek O, Gabriel M, Obrist P, Wolf AM, Tilg H.
The RANKL/OPG system is activated in inflammatory bowel disease and relates to the state of
bone loss. Gut. 2005 Apr 1;54(4):479-87.

MUCIDA, Daniel, et al. Reciprocal TH17 and regulatory T cell differentiation mediated by
retinoic acid. Science, 2007, 317.5835: 256-260.

74



NAGAO-KITAMOTO, Hiroko, et al. Functional characterization of inflammatory bowel
disease—associated gut dysbiosis in gnotobiotic mice. Cellular and molecular gastroenterology

and hepatology, 2016, 2.4: 468-481.

NAKAMOTO, Nobubhiro, et al. Gut pathobionts underlie intestinal barrier dysfunction and
liver T helper 17 cell immune response in primary sclerosing cholangitis. Nature microbiology,

2019, 4.3: 492.

NASER, Saleh A., et al. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis causes Crohn's
disease in some inflammatory bowel disease patients. World Journal of Gastroenterology: WJG,

2014, 20.23: 7403.

NATIVIDAD, Jane MM; VERDU, Elena F. Modulation of intestinal barrier by intestinal
microbiota: pathological and therapeutic implications. Pharmacological research,2013, 69.1: 42-

51.

NG, Siew C., et al. Genetics of inflammatory bowel disease in Asia: systematic review and

meta-analysis. Inflammatory bowel diseases, 2011, 18.6: 1164-1176.

NICHOLSON, Jeremy K., et al. Host-gut microbiota metabolic interactions. Science, 2012,
336.6086: 1262-1267.

NISHIOKA M, Suehiro Y, Sakai K, Matsumoto T, Okayama N, Mizuno H, Ueno K, Suzuki
N, Hashimoto S, Takami T, Hazama S. TROY is a promising prognostic biomarker in patients

with colorectal cancer. Oncology letters. 2018 Apr 1;15(4):5989-94.

O’SULLIVAN, Gilmer JF, Medina C. Matrix metalloproteinases in inflammatory bowel
disease: an update. Mediators of inflammation. 2015;2015.

OHKUSA, Toshifumi, et al. Commensal bacteria can enter colonic epithelial cells and induce
proinflammatory cytokine secretion: a possible pathogenic mechanism of ulcerative

colitis. Journal of medical microbiology, 2009, 58.Pt 5: 535.
OHNO H. Intestinal M cells. The Journal of Biochemistry. 2015 Dec 3;159(2):151-60.

PARK, Jeongho, et al. Short-chain fatty acids induce both effector and regulatory T cells by
suppression of histone deacetylases and regulation of the mTOR-S6K pathway. Mucosal
immunology, 2015, 8.1: 80.

PASTERNAK BA, D'Mello S, Jurickova II, Han X, Willson T, Flick L, Petiniot L, Uozumi
N, Divanovic S, Traurnicht A, Bonkowski E. Lipopolysaccharide exposure is linked to activation

of the acute phase response and growth failure in pediatric Crohn's disease and murine colitis.

Inflammatory bowel diseases. 2009 Nov 18;16(5):856-69.

PAVLIDES, Michael, et al. Outcomes after ileal pouch anal anastomosis in patients with

primary sclerosing cholangitis. Journal of Crohn's and Colitis, 2014, 8.7: 662-670.

75



PEDERSEN, G., et al. Spontaneous and cytokine induced expression and activity of matrix
metalloproteinases in human colonic epithelium. Clinical & Experimental Immunology, 2009,

155.2: 257-265.

PELSERS MM, Hermens WT, Glatz JF. Fatty acid-binding proteins as plasma markers of
tissue injury. Clinica chimica acta. 2005 Feb 1;352(1-2):15-35.

PELSERS MM, Namiot Z, Kisielewski W, Namiot A, Januszkiewicz M, Hermens WT, Glatz
JF. Intestinal-type and liver-type fatty acid-binding protein in the intestine. Tissue distribution

and clinical utility. Clinical biochemistry. 2003 Oct 1;36(7):529-35.

PETNICKI-OCWIEJA, Tanja, et al. Nod2 is required for the regulation of commensal
microbiota in the intestine. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009, 106.37:
15813-15818.

PIFER, Reed; SPERANDIO, Vanessa. The interplay between the microbiota and
enterohemorrhagic Escherichia coli. In: Enterohemorrhagic Escherichia coli and Other Shiga

Toxin-Producing E. coli. American Society of Microbiology, 2015. p. 421-436.

PILLAI, Krishna, et al. MUCI as a potential target in anticancer therapies. American journal

of clinical oncology, 2015, 38.1: 108-118.

PIRCHER, Andreas, et al. New antiangiogenic strategies beyond inhibition of vascular
endothelial growth factor with special focus on axon guidance molecules. Oncology, 2014, 86.1:

46-52.
PITLIK, Silvio D.; KOREN, Omry. How holobionts get sick—toward a unifying scheme of
disease. Microbiome, 2017, 5.1: 64.

POLLAK, Michael. Insulin and insulin-like growth factor signalling in neoplasia. Nature

Reviews Cancer, 2008, 8.12: 915.

QIN, Junjie, et al. A human gut microbial gene catalogue established by metagenomic
sequencing. nature, 2010, 464.7285: 59.

RAFA H, Amri M, Saoula H, Belkhelfa M, Medjeber O, Boutaleb A, Aftis S, Nakmouche
MH, Touil-Boukoftfa C. Involvement of interferon-y in bowel disease pathogenesis by nitric oxide
pathway: a study in algerian patients. Journal of Interferon & Cytokine Research. 2010 Sep
1;30(9):691-7.

RATH, Timo, et al. Cellular sources of MMP-7, MMP-13 and MMP-28 in ulcerative
colitis. Scandinavian journal of gastroenterology, 2010, 45.10: 1186-1196.

REESE, George E., et al. Diagnostic precision of anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies
and perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies in inflammatory bowel disease. The

American journal of gastroenterology, 2006, 101.10: 2410.

76



RICANEK, Petr, et al. Evaluation of disease activity in IBD at the time of diagnosis by the
use of clinical, biochemical, and fecal markers. Scandinavian journal of gastroenterology, 2011,

46.9: 1081-1091.

RIEDER, Florian, et al. Inflammation-induced endothelial-to-mesenchymal transition: a
novel mechanism of intestinal fibrosis. The American journal of pathology, 2011, 179.5: 2660-
2673.

RIVIERE, Audrey, et al. Bifidobacteria and butyrate-producing colon bacteria: importance

and strategies for their stimulation in the human gut. Frontiers in microbiology, 2016, 7: 979.

ROGIER, Eric W., et al. Secretory antibodies in breast milk promote long-term intestinal
homeostasis by regulating the gut microbiota and host gene expression. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 2014, 111.8: 3074-3079.

ROGY, Michael A, et al. Transfer of interleukin-4 and interleukin-10 in patients with severe
inflammatory bowel disease of the rectum. Human gene therapy, 2000, 11.12: 1731-1741.

ROMAGNANI, Paola, et al. T cells and cytokines in Crohn's disease. Current opinion in
immunology, 1997, 9.6: 793-799.

ROSSEN, Noortje G., et al. "The mucosa-associated microbiota of PSC patients is
characterized by low diversity and low abundance of uncultured Clostridiales II." Journal of
Crohn's and Colitis 9.4 (2014): 342-348.

ROUND, June L., et al. The Toll-like receptor 2 pathway establishes colonization by a
commensal of the human microbiota. Science, 2011, 332.6032: 974-977.

RUEMMELE, Frank M., et al. Diagnostic accuracy of serological assays in pediatric
inflammatory bowel disease. Gastroenterology, 1998, 115.4: 822-829.

RUMP, Jorg A., et al. A new type of perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibody (p-
ANCA) in active ulcerative colitis but not in Crohn's disease. Immunobiology, 1990, 181.4-5:
406-413.

SABROE I, Jones EC, Whyte MK, Dower SK. Regulation of human neutrophil chemokine
receptor expression and function by activation of Toll-like receptors 2 and 4. Immunology. 2005
May;115(1):90-8.

SALIM, Sa'ad Y.; SODERHOLM, Johan D. Importance of disrupted intestinal barrier in
inflammatory bowel diseases. Inflammatory bowel diseases, 2010, 17.1: 362-381.

SALZMAN, Nita H., et al. Enteric defensins are essential regulators of intestinal microbial
ecology. Nature immunology, 2010, 11.1: 76.

SARIKAYA M, Ergiil B, Dogan Z, Filik L, Can M, Arslan L. Intestinal fatty acid binding

protein (I-FABP) as a promising test for Crohn’s disease: a preliminary study. Clin Lab. 2015 Jan
1;61(1-2):87-91.

71



SENDER R, Fuchs S, Milo R. Revised estimates for the number of human and bacteria cells
in the body. PLoS biology. 2016 Aug 19;14(8):¢1002533.

SEOW, Cynthia H., et al. Novel anti-glycan antibodies related to inflammatory bowel disease
diagnosis and phenotype. The American journal of gastroenterology, 2009, 104.6: 1426.

SETH, Pankaj, et al. Magic roundabout, a tumor endothelial marker: expression and

signaling. Biochemical and biophysical research communications, 2005, 332.2: 533-541.

SCHEITHAUER, Torsten PM, et al. Causality of small and large intestinal microbiota in

weight regulation and insulin resistance. Molecular metabolism, 2016, 5.9: 759-770.

SCHMIDT T, Schwinge D, Rolvien T, Jeschke A, Schmidt C, Neven M, Butscheidt S, Kriz
M, Kunzmann L, Mussawy H, Hubert J. Th17 cell frequency is associated with low bone mass in

primary sclerosing cholangitis. Journal of hepatology. 2019 May 1;70(5):941-53.

SILVERBERG, Mark S., et al. Toward an integrated clinical, molecular and serological
classification of inflammatory bowel disease: report of a Working Party of the 2005 Montreal
World Congress of Gastroenterology. Canadian Journal of Gastroenterology and Hepatology,
2005, 19.Suppl A: SA-36A.

SIPPONEN, Taina, et al. Crohn's disease activity assessed by fecal calprotectin and
lactoferrin: correlation with Crohn's disease activity index and endoscopic findings. Inflammatory

bowel diseases, 2008, 14.1: 40-46.

SMITH, Patrick M., et al. The microbial metabolites, short-chain fatty acids, regulate colonic
Treg cell homeostasis. Science, 2013, 341.6145: 569-573.

STANGE, E. F., et al. European evidence-based consensus on the diagnosis and management

of ulcerative colitis: definitions and diagnosis. Journal of Crohn's and Colitis, 2008, 2.1: 1-23.

STECHER, Birbel, et al. Like will to like: abundances of closely related species can predict
susceptibility to intestinal colonization by pathogenic and commensal bacteria. PLoS pathogens,

2010, 6.1: e1000711.

STORCH J, Thumser AE. The fatty acid transport function of fatty acid-binding proteins.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular and Cell Biology of Lipids. 2000 Jun
26;1486(1):28-44.

STRAUSS, Jaclyn, et al. Invasive potential of gut mucosa-derived Fusobacterium nucleatum

positively correlates with IBD status of the host. Inflammatory bowel diseases, 2011, 17.9: 1971-
1978.

STROBER, Warren; FUSS, Ivan, MANNON, Peter. The fundamental basis of inflammatory
bowel disease. The Journal of clinical investigation, 2007, 117.3: 514-521.

TAKAHASHI, Kenichiro, et al. Reduced abundance of butyrate-producing bacteria species

in the fecal microbial community in Crohn's disease. Digestion, 2016, 93.1: 59-65.

78



TAN, Jian, et al. The role of short-chain fatty acids in health and disease. In: Advances in
immunology. Academic Press, 2014. p. 91-119.

TAN TG, Sefik E, Geva-Zatorsky N, Kua L, Naskar D, Teng F, Pasman L, Ortiz-Lopez A,
Jupp R, Wu HIJ, Kasper DL. Identifying species of symbiont bacteria from the human gut that,
alone, can induce intestinal Th17 cells in mice. Proceedings of the National Academy of Sciences.

2016 Dec 13;113(50):E8141-50.

TARGAN, Stephan R., et al. Antibodies to CBirl flagellin define a unique response that is
associated independently with complicated Crohn’s disease. Gastroenterology, 2005, 128.7:
2020-2028.

TERJUNG, Birgit, et al. "p-ANCAs in autoimmune liver disorders recognise human -tubulin
isotype 5 and cross-react with microbial protein FtsZ." Gut 59.6 (2010): 808-816.

THALISS, Christoph A., et al. The microbiome and innate immunity. Nature, 2016, 535.7610:
65.

THIA, Kelvin T., et al. Risk factors associated with progression to intestinal complications

of Crohn's disease in a population-based cohort. Gastroenterology, 2010, 139.4: 1147-1155.
TLASKALOVA-HOGENOVA, Helena, et al. The role of gut microbiota (commensal

bacteria) and the mucosal barrier in the pathogenesis of inflammatory and autoimmune diseases
and cancer: contribution of germ-free and gnotobiotic animal models of human diseases. Cellular

& molecular immunology, 2011, 8.2: 110.
TORNAI T, Palyu E, Vitalis Z, Tornai [, Tornai D, Antal-Szalmas P, Norman GL, Shums Z,

Veres G, Dezsofi A, Par G. Gut barrier failure biomarkers are associated with poor disease
outcome in patients with primary sclerosing cholangitis. World journal of gastroenterology. 2017
Aug 7;23(29):5412.

TRIPATHI, Amit, et al. Identification of human zonulin, a physiological modulator of tight
junctions, as prehaptoglobin-2. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009, 106.39:
16799-16804.

TSUKAMOTO S8, Ishikawa T, lida S, Ishiguro M, Mogushi K, Mizushima H, Uetake H,
Tanaka H, Sugihara K. Clinical significance of osteoprotegerin expression in human colorectal
cancer. Clinical cancer research. 2011 Apr 15;17(8):2444-50.

UEHARA, Akiko, et al. Various human epithelial cells express functional Toll-like receptors,
NOD1 and NOD2 to produce anti-microbial peptides, but not proinflammatory
cytokines. Molecular immunology, 2007, 44.12: 3100-3111.

VAN DER SLUIS, Maria, et al. Muc2-deficient mice spontaneously develop colitis,
indicating that MUC2 is critical for colonic protection. Gastroenterology, 2006, 131.1: 117-129.

79



VAN WIJK, Femke; CHEROUTRE, Hilde. Intestinal T cells: facing the mucosal immune
dilemma with synergy and diversity. In: Seminars in immunology. Academic Press, 2009. p. 130-

138.

VAUGHN BP, Kaiser T, Staley C, Hamilton MJ, Reich J, Graiziger C, Singroy S, Kabage
AlJ, Sadowsky MJ, Khoruts A. A pilot study of fecal bile acid and microbiota profiles in
inflammatory bowel disease and primary sclerosing cholangitis. Clinical and experimental
gastroenterology. 2019;12:9.

VERMEIRE S, Van Assche G, Rutgeerts P. Laboratory markers in IBD: useful, magic, or
unnecessary toys?. Gut. 2006 Mar 1;55(3):426-31.

VIENNOIS E, Zhao Y, Merlin D. Biomarkers of inflammatory bowel disease: from classical
laboratory tools to personalized medicine. Inflammatory bowel diseases. 2015 May
11;21(10):2467-74.

WANG D, DuBois RN, Richmond A. The role of chemokines in intestinal inflammation and
cancer. Current opinion in pharmacology. 2009 Dec 1;9(6):688-96.

WEHKAMP, Jan, et al. NOD2 (CARD15) mutations in Crohn’s disease are associated with
diminished mucosal a-defensin expression. Gut, 2004, 53.11: 1658-1664.

WIERCINSKA-DRAPALO, Alicja, et al. Plasma matrix metalloproteinase-1 and tissue
inhibitor of metalloproteinases-1 as biomarkers of ulcerative colitis activity. World journal of
gastroenterology: WJG, 2003, 9.12: 2843,

WRIGHT, Emily K., et al. Recent advances in characterizing the gastrointestinal microbiome
in Crohn's disease: a systematic review. Inflammatory bowel diseases, 2015, 21.6: 1219-1228.

WRIGHT, Samuel D., et al. CD14, a receptor for complexes of lipopolysaccharide (LPS) and
LPS binding protein. Science, 1990, 249.4975: 1431-1433.

YAMAGATA, Masaru, et al. Submucosal fibrosis and basic-fibroblast growth factor-positive
neutrophils correlate with colonic stenosis in cases of ulcerative colitis. Digestion, 2011, 84.1:
12-21.

YU, Linda Chia-Hui, et al. Host-microbial interactions and regulation of intestinal epithelial
barrier function: From physiology to pathology. World journal of gastrointestinal
pathophysiology, 2012, 3.1: 27.

YU, Zhuo-Teng; CHEN, Ceng; NEWBURG, David S. Utilization of major fucosylated and
sialylated human milk oligosaccharides by isolated human gut microbes. Glycobiology, 2013,
23.11: 1281-1292.

ZDRAVKOVIC, Natasa D., et al. Potential dual immunomodulatory role of VEGF in

ulcerative colitis and colorectal carcinoma. International journal of medical sciences, 2014, 11.9:

936.

80



ZHANGF, Li Y, Wang X, Wang S, Bi D. The impact of lactobacillus plantarum on the gut

microbiota of mice with DSS-induced colitis. BioMed research international. 2019;2019.
ZHANG, Mingming, et al. Faecalibacterium prausnitzii inhibits interleukin-17 to ameliorate

colorectal colitis in rats. PloS one, 2014, 9.10: €109146.

ZHOLUDEV, Anna, et al. Serologic testing with ANCA, ASCA, and anti-OmpC in children
and young adults with Crohn's disease and ulcerative colitis: diagnostic value and correlation with

disease phenotype. The American journal of gastroenterology, 2004, 99.11: 2235.

ZHONG H, Fazenbaker C, Chen C, Breen S, Huang J, Yao X, Ren P, Yao Y, Herbst R,
Hollingsworth RE. Overproduction of IGF-2 drives a subset of colorectal cancer cells, which

specifically respond to an anti-IGF therapeutic antibody and combination therapies. Oncogene.
2017 Feb;36(6):797.

ZOETENDAL, Erwin G., et al. The human small intestinal microbiota is driven by rapid
uptake and conversion of simple carbohydrates. The ISME journal, 2012, 6.7: 1415.

ZWEIGNER J, Schumann RR, Weber JR. The role of lipopolysaccharide-binding protein in
modulating the innate immune response. Microbes and Infection. 2006 Mar 1;8(3):946-52.

Iné zdroje

https://www.epainassist.com/abdominal-pain/liver/primary-sclerosing-cholangitis-psc

https://ghr.nlm.nih.gov/condition/crohn-disease

81


https://www.epainassist.com/abdominal-pain/liver/primary-sclerosing-cholangitis-psc
https://ghr.nlm.nih.gov/condition/crohn-disease

