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1 UvVOoD

Intestinalna bariéra je Struktura, ktora plni funkciu ochrannej a imunologicke;j
bariéry. Pre jej spravne fungovanie st nevyhnutné medzibunkové spoje, ktoré zabezpecuju
jej integritu a zamedzuju vstupu patogénov. NaruSenie obrannych mechanizmov vedie
k nadmernému vystaveniu luminalnej mikroflore, ¢o spusta imunitni odpoved a dojde
k uvol'neniu zapalovych mediatorov do ¢revnej sliznice. Medzi zapalové mediatori patria
cytokiny tumor nekrotizujuci faktor o, interleukiny IL-1B, IL-6 a IL-8, interferony IFN-y,
histaminy a prostaglandiny a iné. Tieto zapalové mediatori posobia na epitelové bunky
bariéry a sposobuju rozpad medzibunkovych spojov ¢im urychluju zéapal sliznice. Prave
posobenie zapalovych faktorov na epitel Crevnej sliznice modze byt jednou z pricin
idiopatickych &revnych zapalov, ktoré sa stavaju celosvetovym problémom. Studium
vplyvu zapalovych faktorov na expresiu génov kédujucich medzibunkové spoje, by mohlo
viest k pochopeniu procesu spustenia tychto ochoreni akvyvoju ucinnejSich

terapeutickych metdd.



CIEL, PRACE

Spracovanie literarnej reSerSe na tému idiopatické crevné zapaly.

Nastavenie podmienok pre vyvolanie zapalu v ¢revnej linii Caco-2 s pouzitim
zapalovych faktorov.

Stanovenie expresie bariérovych génov na trovni RNA po pdsobeni zapalovych
faktorov.

Stanovenie expresie bariérovych génov na urovni proteinu po pdsobeni zapalovych
faktorov.

Osvojenie prace s bunkovymi kulturami v sterilnych podmienkach.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Hrubé ¢revo

Hrubé &revo je poslednou &astou traviaceho traktu, ktora ma dizku priblizne 1,5 m.
Pozostava z niekol'kych casti, ktorymi su slepé Crevo, Cervovity privesok, vzostupny
traCnik, prie¢ny tracnik, zostupny tracnik, esovita kl'ucka a kone¢nik (Obrazok 1) (Azzouz

a Sharma, 2023).

Slepé Crevo je proximalny slepy vak vzostupného tracniku, ktory lezi na arovni
ileocekalneho spojenia. Cervovity privesok tzv. apendix je valcovity organ so slepym
pripojenim k slepému Crevu. Slepé Crevo priamo prechadza vo vzostupny tracnik, ktory je
vedeny v pravej Casti brucha od pravej bedrovej kibovej jamky po pravy lalok pedene,
kde sa staa do Tava. PrieCny traCnik je tretou, najpohyblivejSou a najdlhSou castou
hrubého creva. Nachadza sa medzi pravym peceflovym ohybom a lavym slezinovym
ohybom. Prie¢ny tra¢nik pokracuje ako zostupny tranik. Zostupny trac¢nik je
retroperitonealny organ vyustujuci do esovite] kl'ucky. Esovitd klucka spéja zostupny

tracnik s kone¢nikom (Kahai, a kol., 2023).

Crevna stena sa sklada z niekolkych vrstiev. Luminalne je to seréza, svalova
vrstva, podsliznica asliznica (Obrazok 1). Serdza je peritonedlny povlak tvoreny
2 vrstvami medzi ktorymi sa nachadza malé mnozstvo seroznej tekutiny (Cihak, 1988).
Svalova vrstva hrubého creva sa sklada zvnuatornej cirkularnej vrstvy a vonkajSej
pozdiznej vrstvy hladkej svaloviny. Pod svalovou vrstvou je fibroadipozne tkanivo, krvné
cievy, lymfatické cievy anervy podsliznice. Sliznica hrubého creva sa sklada
z jednobunkovej vrstvy epitelu, ktora pokryva limen a vystiela krypty, podpornej lamina
propria amalého pruhu hladkej svaloviny nazyvaného muscularis mucosae (Petras
a Frankel, 2009). Sliznica hrubého Creva oproti sliznici tenkého Creva nie je pokrytad
viloznymi vybezkami, ale obsahuje hlboké tubularne jamky, ktoré sa smerom
ku konecniku zvacsuju a siahaja az po muscularis mucosa. Medzi epitelové bunky sliznice
patria absorp&né bunky, poharikové hlienové bunky, nediferencované stipcovité kryptové
bunky, kaveolizované bunky, Panethove bunky a M-bunky (Rao a Wang 2010). Lamina
propria obsahuje malé mnozstvo roznych zapalovych buniek vratane plazmatickych
buniek, lymfocytov, eozinofilov, mastocytov a makrofagov (Petras a Frankel, 2009).

Zapalové bunky su zdrojom cytokinov a rastovych faktorov, ktoré mozu interagovat



s endotelovymi bunkami a prispiet k vzniku Strukturdlnych a funkénych abnormalit

(Roisin a Barbera, 2009).

Medzi funkcie hrubého creva patri absorbcia vody a elektrolytov, produkcia
a absorbcia vitaminov atvorba a posun vykalov smerom ku konecniku na vylucenie.
Absorbcia vody sa deje prostrednictvom osmoézy. Voda difunduje v smere osmotického
gradientu, ktory je tvoreny absorpciou elektrolytov. Sodik sa v hrubom creve aktivne
absorbuje prostrednictvom sodikovych kanalov, o vytvara elektrochemicky gradient,
ktory umoziiuje absorpciu alebo vylucenie draslika na zdklade jeho koncentracie v limene.
V hrubom creve su miliardy baktérii, ktoré prostrednictvom fermentacie produkuju
vitamin K a vitaminy skupiny B vratane biotinu, tieto vitaminy sa potom vstrebavaju do

krvi (Azzouz a Sharma, 2023).

Slezinovy ohyb

Pecenovy ohyb \

0 PrieCny tracnik
=Vzostupny tracnik *

Povrchové vybezky
Zostupny tracnik —=
} Haustra !
Slepé Crevo
~— Jleum I .
) Esovita klI'ucka
E” Rektum
) Otvory krypt
- Ileocekalna Taénia 1
chlopna l AL /l_
/ 223 o L Sliznica
Cervovity vybezok ‘
Vnutorny a vonkajsi —/ } iﬁy
ritny zvierac
Anus
Poharikové bunky
Krypty
Muscularis mucosae ————-—*-‘— i Serdza
Podsliznica X
/’- % .
Cirkularna \ PozdlZna svalova
© 2013 Enoyclopdia Brivennios, inc svalova vrstva vrstva

Obrazok 1: Anatémia hrubého ¢reva (upravené, Encyclopedia Britannica, 2013)
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3.1.1 Intestinalna bariéra

Intestinalna bariéra je semipermeabilna S§truktura, ktord umoziiuje prijem
zakladnych zivin a zaroveni obmedzuje pristup patogénnych molekul a baktérii. Sklada sa
z viacerych prvkov, ktoré jej umoziuju plnit funkciu fyzickej a imunologickej ochrannej
bariéry. Patria k nim vonkajsia vrstva hlienu s vrstvou komenzalnej crevnej mikroflory,
antimikrobialne proteiny (AMP) a sekre¢né molekuly imunoglobuliny A (sIgA), centralna
jednobunkova vrstva so §pecializovanymi epitelovymi bunkami a vnutorna lamina propria,
kde sa nachadzaju bunky vrodenej a adaptivnej imunity, ako su T-bunky, B-bunky,
makrofagy a dendritické bunky (Obrazok 2) (Turner, 2009, Muniz, a kol. 2012).

Vrstva hlienu zabranuje priamemu kontaktu baktérii s epitelovymi bunkami
(Turner, 2009). Hlavnymi stavebnymi prvkami vrstvy hlienu su vysoko glykozylované
mucinové proteiny, ktoré vytvaraja gélova Strukturu pokryvajucu Crevny epitel
(Pelaseyed, a kol. 2014). Najviac zastipenym hlienovym proteinom v hrubom creve je
mucin 2 (MUC2), ktory je vylu€ovany poharikovymi bunkami. Expresia tohto proteinu je
kI'aicova na ochranu pred ochoreniami (Van der Sluis, a kol. 2006). Oproti tenkému Crevu
ma hrubé ¢revo dve vrstvy hlienového gélu, vonkajsiu a vnatorni. Vonkajsia, vol'na vrstva
umoziuje dlhodobu kolonizaciu komenzalnymi baktériami, vo vnutornej vrstve sa baktérie
nenachadzaju. Pod vrstvou hlienu su epitelové bunky (IEC), ktoré vznikaju z rezervoarov
pluripotentnych kmeriovych buniek ulozenych v kryptach. RozliSujeme pat druhov
takto vznikajucich epitelovych buniek ato su absorpcné enterocyty, poharikové bunky,
enteroendokrinné bunky, Panethové bunky a mikroskopické bunky (Salim a Soderholm,
2011). Tieto bunky spolu tvoria suvislu polarizovani monovstrtvu, ktord oddeluje lumen
od lamina propria. Prechod hydrofilnych rozpustnych latok cez IEC je velmi obmedzeny
bez pritomnosti $pecifickych transportérov (Turner, 2009). Regulaciu prechodu takychto
latok sprostredkovavaju medzibunkové spojenia. Rozozndvame tri najddlezitejSie
komplexy medzibunkovych spojeni, tesné spoje (TJs), adherentné spoje (Als)
a desmozomy (Groschwitz a Hogan, 2009). IEC su Specializované na rozpoznavanie
molekul pochadzajucich z baktérii pomocou Toll-like receptorov (TLR) na povrchu buniek
areceptorov podobnych nukleotidovej vézobnej oligomeracnej doméne (NOD)
v cytoplazme, ktoré aktivuju obranné mechanizmy vylu€ovanim antimikrobialnych
peptidov (Artis, 2008). Dalsou funkciou IEC je udrziavanie obojsmernej komunikéacie
so zéakladnymi imunitnymi bunkami, aby regulovali zapalovi odpoved’ proti bakterialnym

toxinom (Rescigno, 2011).



3.1.2 Medzibunkové spojenia

Celistvost’ intestinalnej bariéry, ako uz bolo vysSie zmienené, sprostredkovavaju
medzibunkové spojenia. TJs su apikalne adhézne komplexy, ktoré sa skladaju z viacerych
transmembranovych a cytozolovych proteinov vratane okludinu, klaudinov, zonula
okludinov (ZOs), tricelulinu, cingulinu a spojovacich adhéznych molekul (JAM), ktoré
interaguju navzajom ale aj scytoskeletom avytvaraju tak komplexnu Struktiru

(Obrazok 2) (Gunzel a Yu, 2013).

Cingulin aZOs su cytoskeletarne spojovacie proteiny, ktoré zasahuju
do medzibunkovych  priestorov ~ ainteraguju s cytoplazmatickymi  periférnymi
membranovymi proteinmi, okludinom, klaudinom a JAM, aby vytvorili silné krizové
vazby ainteragovali s membranovym cytoskeletom zlozenym =z F-aktinu a myozinu
(Careijido, akol., 2007). Okludin zabezpeCuje S§trukturdlnu intergritu tesného spojenia
(Feldman, a kol., 2005). Klaudiny st zodpovedné za regulaciu medzibunkového priestoru
(Gunzel a Yu, 2013, Mrsny, a kol., 2008, Tsukita, a Furuse, 1999). Klaudiny maja
niekol'ko izoforiem, zktorych kazda ma potencidlne odlisné ulohy a k spravnemu
fungovaniu bariéry je potrebna jemna rovnovaha medzi nimi (Furuse, a kol., 2001, Tsukita
a Furuse, 1998). VSetky proteiny TJs su prisne regulované, mechanizmus regulécie tychto
proteinov je komplikovany a stale trochu nejasny. Do ich regulacie sa pri mnohych
patologickych stavoch zapajaju cytokiny ako TNF-a, interferon-y (IFN-y) a interleukiny
(Capaldo a Nusrat, 2009). TNF-o taktiez spusta regulacny mechanizmus stimuléciou
signalnej transdukénej drahy NF-xB. Dal§im vyznamnym regulatorom TJs je kindza
l'ahkych retazcov myozinu (MLCK) (Capaldo a Nusrat, 2009, Graham, a kol. 2006,
Su,akol, 2013), ktora narGSa interakciu medzi proteinmi tesnych spojov
a aktin-myozinovym cytoskeletom, ¢im nasledne poskodzuje kostru TJs, ktord je kli¢ova
pre zachovanie integrity bariéry. V neposlednom rade je vyznamnym mechanizmom
regulacie TJs aj posttranslacna fosforylacia, ktord vyrazne ovplyviiuje ich distribuciu

(Farshori a Kachan, 1999).

Pod TJs sa nachadzaju adherentné spoje, ktoré su potrebné pre zostavenie tesnych
spojov. Spolu s desmozomami poskytuja AlJs silné adhézne vizby, ktoré zabezpecuju
celistvost’ epitelu. TJs a AJs su prepojené spojovacim prstencom aktinu a myozinu, ktory

umoziuje regulaciu spojov prostrednictvom cytoskeletu (Turner, 2009, Groschwitz 2009).
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Obrazok 2: Anatomia intestinalnej bariéry (upravené, Anim, 2020)
3.1.3 Intestinalna bariéra a zapal

Zapal je fyziologicky proces, ktory zohrava klti¢ovu tlohu pri obrane organizmu
(Hancock, akol., 2016). Je spuStany exogénnymi faktormi, ako je infekcia
alebo vystavenim konzervovanej ¢asti mikroorganizmu znamej aj ako molekularne vzory
spojené s patogénom (PAMPs), drazdivymi chemickymi latkami ainymi cudzorodymi
molekulami. Mo6ze byt taktiez vyvolany endogénnymi faktormi syntetizovanymi bunkami
v dosledku poskodenia tkaniva, umrtia buniek, nekrozy alebo poruchy bunkového
metabolizmu (Carlberg, a kol., 2016). Kombinované narusSenie bunkovych a sekre¢nych
obrannych mechanizmov méa za nasledok nadmerné vystavenie luminalnej mikroflore,
¢o vedie k aktivacii imunitnej odpovede auvolneniu réznych zéapalovych mediatorov
v ¢revnej sliznici (Laukoetter, a kol., 2006, Fasano 2020, Sugita, a kol., 2020, Abraham,
a kol., 2022). Medzi zapalové mediatori patria cytokiny TNF-a, interleukiny IL-1p a IL6,
interferony IFN-y, histaminy a prostaglandiny. Tieto latky vedu k vazodilatacii, naboru
roznych leukocytov a fagocytujucich buniek, ako su neutrofily a monocyty (Murphy
a Weaver, 2016). Zapalové faktory podsobia na IEC aspdsobuju rozpad TJs a Als,
¢im zvySuju priepustnost membrany a urychluji zapal sliznice (Obrazok 3) (Abraham,
a kol.,, 2022, Andrews, akol., 2018, Capaldo a Nusrat 2009, Kaminsky, a kol., 2021,
Ruder, a kol., 2019).



A Luminalne patogény B

Luminalne patogény

Aktinové Myosin II
filamenty

Jadro Jadro Jadro

. o B
<% Okludin “®Klaudiny# JAM-A e “
TNFa IL-17A IL-6  IFNy
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3.2 Idiopatické ¢revné zapaly

Idiopatické crevné zapalové choroby (IBD) su skupinou ochoreni, ktorych priciny
nie s uplne pochopené. S najvacsou pravdepodobnostou hraji pri tychto ochoreniach
hlavna ulohu faktory genetiky, imunitného systému a faktory environmentalneho
prostredia. Dve hlavné formy IBD st ulcerdzna kolitida a Crohnova choroba. Medzi
d’alsie, vzacnejSie, formy IBD patria nedeterminovana kolitida, mikroskopicka kolitida,

eosinofilna kolitida, segmentalna kolitida a Bahcetova choroba.
3.2.1 Ulcerozna kolitida

Ulcerozna kolitida (UC) je typ chronického ochorenia Criev postihujuci Casti
hrubého cCreva akoneCniku, vedie k zapalom a vzniku vredov v tychto oblastiach
gastrointestinalneho traktu (NIDDK, 2014). Ide o autoimunitné ochorenie chrakterizované
infiltraciou T-buniek do hrubého creva (Ko, a kol. 2010). U pacientov trpiacich UC
savyskytuju priznaky ako hnaCka zmieSana s krvou s postupnym nastupom, ktora
pretrvava aj niekol'ko tyzdiov (Ungaro, a kol. 2017). U90 % pacientov sa vyskytuje
krvacanie zkoneCnika rdznej intenzity, vodnatd alebo riedka stolica a pocit nutkania
na Casté vyprazdiovanie (Gros a Kaplan, 2023). Medzi dalSie priznaky moéze patrit

inkontinencia stolice, hlienovity vytok z kone¢nika a nocné defekacie (Ungaro, a kol.,



2017). Priznaky sa casto objavuji pomaly azvyCajne sa vyskytuji prerusovane

s obdobiami bez priznakov medzi vzplanutiami (NIDKK, 2014).

Prvotna diagnostika UC pozostava z kompletnej anamnézy a fyzického vysetrenia,
posudenia priznakov a symptomov, laboratornych testov a endoskopie. Pri zavaznej forme
UC sa moze vyskytnat vysoka sedimentacia erytrocytov, znizena hladina albuminu a r6zne
zmeny elektrolytov. Pacienti trpiaci UC casto vykazuju aj zvySenu hladinu alkalicke;
fosfatazy. Zapal v Creve taktiez moze spOsobit’ aj vyssie hladiny fekalneho kalprotektinu
alebo laktoferinu (Nikolaus a Schreiber, 2007). V roku 1998 bol vytvoreny jednoduchy
klinicky index aktivity kolitidy, ktory sa pouziva na posudenie zavaznosti priznakov
a aktivity UC. Zahfria parametre a kritéria pre hodnotenie pacientov trpiacich UC, medzi
tieto parametre patri frekvencia stolice, krvacanie, bolestivé pocity, celkovy stav pacienta,

laboratorne testy a endoskopické vysetrenie (Walmsley, a kol., 1998).
3.2.2 Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je typ zapalového ochorenia Criev, ktoré mdze postihnat
ktorykol'vek segment GIT (NIDDK, 2019). Priznakmi st bolesti brucha, hnacka, horticka,
nafuknutie brucha a ubytok hmotnosti. Okrem priznakov tykajucich sa GIT sa ochorenie
moze prejavovat aj anémiou, koznymi vyrazkami a artritidou (Baugmart a Sandborn,
2012). Pacienti s tymto ochorenim maju priznaky Casto roky pred stanovenim samotne]
diagnézy (Pimentel, a kol. 2000). Zvyc¢ajne sa ochorenie zacne prejavovat v detskom
a adolescentnom veku, ale moze sa prejavit’ kedykol'vek. Hibka poskodenia tkaniva moze
byt nerovnomerna na roznych miestach GIT, apreto mdézu byt pociatocné priznaky
nenapadnejsie ako pri ulcerdznej kolitide. Avsak podobne ako pri UC aj pacienti trpiaci
CD zazivaju chronicky sa opakujuce obdobia vzplanuti a remisii (NRC, 2003). CD je
mozné delit’ na zaklade oblasti traktu, ktoru postihuje. Jednou z foriem je gastroduodenalna
Crohnova choroba, ktora sposobuje zapal zaludku a prvej Casti tenkého Creva nazyvane]
dvanastnik a d’alSou formou je jejunoiletida, ktora sposobuje bodové Skvrny zéapalu

v hornej polovici tenkého Creva, nazyvanej jejunum (Tan a Allan, 1993).

Diagnostika CD je naroCna aje Casto potrebné vykonat niekol'ko testov ako je
napriklad vySetrenie krvného obrazu, CRP, peceriové testy a kultivacia stolice. Pri CD je
potrebné rozliSovat' aktivitu a tiaz ochorenia. Aktivita je hodnotena pomocou Bestovho
indexu, ktory sice kvantifikuje symptomy, ale nezahfila skusenosti s ochorenim.

Do aktivity patria klinické priznaky ako hnacka, horticka, tachykardia a kozné prejavy,



laboratorne ako sedimenticia erytrocytov, anémia, C-reaktivny protein, endoskopické
a histologické. Tiaz predstavuje priznaky, ktoré obmedzuju pracovné schopnosti, rodinny

a spolocensky zivot (Gabralec, 2009).
3.2.3 Incidencia IBD

IBD boli v 20. storo¢i povazované za problém zapadnych krajin ako je Severna
Amerika, Eurdpa a Oceania (Molodecky, a kol., 2012). AvSak na prelome 21. storocia
sa stali IBD globalnym ochorenim, ktoré ma stale vacsi vyskyt v novo industrializovanych
krajinach Azie, Juznej Ameriky a Afriky (Kaplan, 2015, Kaplan a Ng, 2017). Prevalencia
zapalovych ochoreni Criev v tychto krajinach je nizka, ale oCakava sa, ze porastie (Kaplan,
2015). Od roku 1990 sa vyskyt IBD v zdpadnom svete stabilizoval, ale prevalencia ostala
vysoka. V novo industrializovanych krajinach je rastiica incidencia analogicka k trendom,
ktoré boli v zdpadnom svete v druhej polovici 20. storocia (Ng, a kol., 2017). GBD 2017
Inflamamatory Bowel Disease Collaborators (2020) uviedli celosvetovy pocet pripadov
na 6,8 miliona v roku 2017 a narast prevalencie od roku 1990 z 79,5/100 000 obyvatel'ov
na 84,3/100 000 obyvatelov.

V Ceskej republike (CR) sa narast prevalencie tyka najma pediatrickych pacientov.
Posledné predpoklady boli, ze incidencia v roku 2022 dosiahne 18,9/100 000 za rok s tym,
ze sa budu zvySovat pocty pripadov CD, zatial’ ¢o pripady UC a menej Castych IBD ostani
konstantné (Jabandziev, akol., 2020). Vyskyt IBD v CR teda stupa, najmi v detskej
populécii, ale celkovy vyskyt je stale relativne nizky v porovnani sinymi eurdpskymi
krajinami.

3.2.4 IBD genetika a signalizacia

ZvysSeny vyskyt IBD medzi rodinnymi prislu§nikmi bol prvykrat zaznamenany
uz v 30. rokoch 20. storocia (Russel a Satsangi, 2004). Vyskyt v rodine je stdle jednym
z najvacsich nezavislych rizikovych faktorov. Najpresvedcivejsie dokazy o genetickych
faktoroch prispievajucich k rozvoju IBD poskytuju Stadie dvojiCiek, ktoré dokazali
konkordaciu u jednovajecnych dvojciat 37,3 % pre CD a 10 % pre UC. U dvojvajecnych
dvojciat je konkordacia pre CD 7 % a pre UC 3 % (Tysk, a kol., 1988, Thompson, a kol.,
1996, Orholm, a kol., 2000).

Ulcerézna kolitida aj Crohnova choroba su polygénne ochorenia. Bolo vykonanych

niekol’ko celogénovych vysetreni, ktoré identifikovali oblasti nachylnosti na dvanastich
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chromozémoch. Nakol'ko su zapalové Crevné ochorenia geneticky heterogénne, nebol
zaznamenany ziaden lokus, ktory by sa konzistentne vyskytoval vo vSetkych genomovych
skenoch (Gaya, akol., 2006). V niektorych pripadoch boli identifikované gény, ktoré
sa vyskytuju v réznych chromozomoch a su spgjané s IBD. Jednym ztychto génov je
CARDI5 (NOD2), ktory je na chromozéme 16 abolo identifikovanych jeho 30
nekonzervativnych polymorfizmov. Dalsi gén, ktory je spojeny s IBD vo vsetkych
populaciach, je podla dvoch velkych meta-analyz lokalizovany na chromozome 6 tzv.
IBD3. Tento gén koduje hlavny histokompatibilny komplex (Duerr, a kol., 2000, van Heel,
a kol., 1957, Williams, a kol., 2002). Niektoré mutacie v tychto lokusoch su spajané
s fenotypmi alebo sréznym priebehom ochorenia. CARDI5/NOD2, napriklad je
asociovany s formou CD, pri ktorej ddjde k zizeniu tenkého c¢reva. HLA haplotyp
DRB*0103 bol zase spojeny s agresivnou formou UC, ktora vedie az k operacii (Gaya,

a kol., 2006, Cummings, a kol. 2005).

V ramci odpovede hostitela na mikroby v ¢revnom trakte rozoznavame dva druhy
PRR. Ide o toll-like receptory (TLR) a NOD proteiny, kam patri NODI avySssie
spominany NOD?2, ktoré st sucastou NLR proteinovej rodiny (Martinon a Tschopp, 2005,
Inohara a Nunez 2003). Proteiny tejto rodiny pozostavaju ztroch domén, ato zLLR
opakujuce; sa domény, ktord sa podiela na rozoznavani ligandov, z centralnej NOD
domény, ktord zabezpeCuje samo-oligomerizaciu a ma ATPazova aktivitu az CARD
domény, ktora interaguje s adaptérovymi molekulami, €o vedie k aktivacii NF-xB a/alebo
kaspaz, ktoré sa podiel’aju na apoptéoze. NOD1 a NOD2 sa odliSuju poctom CARD domén.
Prave LLR opakovania zabezpecuju, ze NODI aNOD2 dokazu rozpoznat
zlozky bunkovej steny baktérii, ako su peptidy peptidoglykanu,
y-D-glutamylmesodiaminopimelicka kyselina a muramyl dipeptid (Girardin, a kol., 2003,
Chamaillard, akol. 2003). TLR si membranové receptory, ktoré sa vyskytuju
ako monoméry, homodiméry alebo heterodiméry, kedy sa TLR2 kombinuje s TLRI1
alebo s TLR6. Oproti NOD proteinom, TLR vyuzivaju pre dalSiu signalizaciu TIR
doménu. (Akira a Takeda, 2004) Peptidoglykan potencionalne aktivuje TLR2 aj NOD2
prostrednictvom muramyl dipeptidu (MDP) (Strober, akol. 2006). Stimulacia TLR2
vyvolava spojenie s adaptorovym proteinom MyD88 a naborom IRAK proteinov. Sti¢asna
aktivacia NOD2 MDP vedie k aktivacii RICK a k negativnej alebo pozitivnej regulécii
TLR2 signalizacnej drahy. V zavislosti od zapojenia TLR, trvania asily signalizacie,

vysledku signalizanych interakcii medzi TLR a NOD a typom bunky, v ktorej sa tieto
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deje odohravaju sa cytokiny a faktory produkované ako vysledok aktivacie PRR méozu
podielat’ na iniciacii alebo udrzani reakcii hostitela, ktoré st protizapalové, alebo

prozapalové (Hugot, a kol. 1996).
3.2.5 IBD a environmentalne faktory

Ako uz bolo vyssie uvedené incidencia IBD narastd v novo industrializovanych
krajinach, nesuvisi to vsak s geografickymi faktormi, ale s environmentalnymi, kam patria
industrializacia, sanitacia, hygiena arozdiel pristupu k §pecializovane] zdravotnej

starostlivosti (Baumgat a Sandborn, 2007).

Nizsie riziko vzniku zépalovych ¢revnym ochoreni, najma CD, bolo zaznamenané
pri absencii vody zvodovodu, absencii teplej vody, vo velkych alebo chudobnych
rodindch s viacerymi det'mi, stiesnenych zivotnych podmienkach alebo pri konzumécii
kontaminovanych potravin (Hampe, akol., 2003, Gent, akol. 1994, McCormick
a Manning, 2001). Nadmerna hygiena moéze obmedzit expoziciu environmentalnym
antigénom a narus$it’ tak funk¢ne dozrievanie sliznicného imunitného systému, ¢o vedie
k nepriamym imunitnym reakciam pri opédtovne] expozicii tymto antigénom v neskor§om
veku. Nepriamo sa uvadza, ze aj psychicky stres zvySuje aktivitu zapalového ochorenia
Criev, z ¢oho vyplyva, Ze nepriaznivé zivotné udalosti, chronicky stres a depresia mozu
zvysit pravdepodobnost’ relapsu u pacientov s pokojnym priebehom ochorenia (Mawdsley

a Rampton, 2005).

Zaujimavé vysledky boli zaznamenané pri pozorovani vplyvu fajcenia na priebeh
IBD. FajCenie cigariet bolo spojené s menej Castymi vzplanutiami ulcerdznej kolitidy.
Naopak, priebeh Crohnovej choroby sa zhorsil a fajcenie sposobilo tvorbu fistil a striktur,
zvySeny pocet vzplanuti a potrebu chirurgického zakroku po navodenej remisii (Cosnes,
2004). Odvykanie od fajcenia je ucinnou terapeutickou intervenciou pri CD, ale snaha
nahradit’ faj¢enie cigariet nikotinovymi naplastami alebo klystirmi nepreukazala u€innost
pri liecbe UC (McGrath, a kol., 2004, Ingram, a kol., 2005). Priaznivé ucinky nikotinu pri
priebehu UC st pravdepodobne sposobené zvySenou produkciou hlienu, znizenou
produkciou proinflamaénych cytokinov a oxidu dusnatého a zlepSenim funkcie Crevnej
bariéry, zatial Co Skodlivé ucinky nikotinu pri CD asi savisia so zvySenym tokom

neutrofilov do ¢revnej sliznice (Cosnes, 2004).

Co sa tyka vplyvov vyzivy alebo diétnych intervencii, tak nie je mozné vyvodit

ziadne konecné vysledky. Neexistuju ani jednozna¢né dokazy o tom, ze by incidenciu IBD
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sposoboval nejaky konkrétny mikrob. Taktiez sa nepotvrdilo, ze by zapalové ochorenia
Criev boli spOsobené vakcinou proti osypkam alebo inym kombinovanym ockovanim

(Baumgart a Sandborn, 2007, Robertson a Sandler, 2001, Davis, a kol., 2001).
3.2.6 IBD a imunobiolégia

Hoci nie je znama presna pri¢ina vzniku IBD, tak sa vo vSeobecnosti uznava,
ze zapalové ochorenia Criev su vysledkom neprimeranej reakcie poskodeného slizni¢ného
imunitného systému na pdvodna mikrofloru a iné luminalne antigény. Klinicky nastup IBD

ma niekol’ko imunologickych pri¢in (Baumgart a Sandborn, 2007).

Medzi primarne pri¢iny vzniku IBD patri zvySeny vznik defektov priepustnosti
epitelu, ¢o vedie k znizeniu odolnosti ¢revnej bariéry, (Soderholm, a kol., 2002) narusenie
vrodenych imunitnych mechanizmov epitelovej vrstvy, o vedie k zmene vzoru expresie
TLR. Zdravé epitelové bunky creva exprimujui TLR3 a TLRS bazolaterdlne, TLR2
a TLR4, exprimované apikalne, su ledva detekovatelné. Expresia TLR3 je pri CD
signifikantne znizena, ¢o neplati pre UC, avSak expresia TLR4 je pri oboch ochoreniach
silne zvySena. V epitelovych bunkach sa zvysuje aj expresia NOD2, expresia sa moze este
zvySovat' spatnou vizbou, ked je aktivovanda NF-«xB kaskada, co mdze ovplyvnit
schopnost’ organizmu eliminovat’ invazivne a patogénne mikroby, o vedie k chronickému
zapalu (Rosentiel, a kol., 2003, Berrebi, a kol., 2003). Jednou z pri¢in je, ze u pacientov
sIBD je naruSené rozpoznavanie a spracovanie antigénov APCs, ktoré nerozoznaju
komenzalne baktérie a vyvolaji proinflama¢né imunitné reakcie, ktoré maju byt
za normalnych podmienok zamerané na patogény, ¢o mdze byt sposobené nefunkénymi
alebo prehnanymi reakciami TLR receptorov (Franchimont, akol., 2004). Dalgimi
pri¢inami klinického nastupu IBD si, APCs sa stana silnymi aktivatormi efektorovych
T-buniek, naruSenie centralnej a periférnej tolerancie, Co brani T-bunkadm v apoptoze,
nerovnovaha medzi efektorovymi a regulacnymi T-bunkami a psychicky stres, ktory moze
spustat’ alebo zvySovat zapalovu kaskadu prostrednictvom neuroimunologickej interakcie
(van de Wal, a kol., 2003, Ina, a kol., 1999, Van den Brande, a kol., 2003, Martin, a kol.,
2004, Wang, a kol., 2003).

Primérne pri¢iny vedi ku spoloénym sekundarnym pri¢indm, medzi ktoré patria
rozpoznanie antigénu profesiondlnymi a neprofesiondlnymi antigén-prezentujucimi
bunkami, ¢o ma za nasledok ich migraciu zo systémovej cirkulacie do Crevnej sliznice,

zarovenn proinflamacné cytokiny zvySuju expresiu ligandov adhezivnych molekul
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na endoteli slizni¢nych ciev, ktoré podporuji adhéziu leukocytov aich extravazaciu
do tkaniva (Charo a Ransohoff, 2006, Goebel, a kol., 2006). Dalej sa v sliznici hromadi
mnozstvo Skodlivych metabolitov a mediatorov, ¢o vedie k poSkodeniu tkaniva. Oxid
dusnaty, kyslikové radikaly, prostaglandiny, histamin a proteazy podporuju rast
fibroblastov so sekréciou kolagénu a tvorbu striktur (Keshavarzian, a kol., 2003, Leeb,

a kol., 2003, Theiss, a kol., 2005, Kirkegaard, a kol., 2004).
3.2.7 IBD a terapia

Pristup k liecbe a terapii IBD sa vzt'ahuje k individualnemu priebehu ochorenia,
rozsahu postihnutia a komplikaciam. Zakladnym cielom liecby je odstranenie symptémov

a udrzanie remisie (Peyrin-Biroulet a Lémann, 2011, Prantera a Scribano, 2008).

Aminosalicylaty (ASA) su vicSinou prvym liekom, ktory sa pacientom podava,
ich vyhoda je v tom, ze si minimalne toxické, bezpecné a maju nizky vyskyt vedlajSich
ucinkov. Ak su ASA bez ucinku, prechadza sa v ramci lieCby na kortikosteroidy (KS)
(Engel a Neurath, 2010). Kortikosteroidy vyrazne zmenia priebeh ochorenia a rychlo
navodia remisiu. Nevyhodou je, Ze nie su vhodné pre udrzovaciu liecbu a ich dlhodobé
uzivanie méze mat vedlajSie ucinky (Etchevers, akol., 2007). Ku KS je potrebné
aj zavCasu nasadit imunosupresiva, pretoze priblizne po 12 mesiacoch vznika
kortikodependecia (Wolters, a kol., 2006). Pre pacientov, ktori neodpovedaju na lie¢nu KS
a imunosupresivami, su v sucasnosti kl'iCovym liekom anti-TNFa, pretoze zasahuju
do proinflamacnej kaskady (Etchevers, a kol., 2007). Liec¢ba anti-TNF-o vedie k hojeniu
sliznice, uzatvaraniu fistul, znizeniu potreby hospitalizacie a k udrzaniu resmisie, ¢o vedie

k zlepsSeniu kvality zivota pacientov (Peyrin-Biroulet, 2010).

Nové poznatky o imunologi IBD a v bioinzZenierstve vedu stale k novym
terapeutickym konceptom, ktoré sa zameriavaju na takmer vSetky aspekty inflamaéného
procesu, okrem snahy vytvarat dalSie anti-TNF stratégie, prebiehaja aj pokusy
o modulaciu dalSich klucovych cytokinov, blokddu T-buniek ¢i blokadu migracie

a adhézie zapalovych buniek (Baumgat a Sandborn, 2007).
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4  MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Adherentna bunkova linia Caco-2 odvodena od l'udského kolorektalneho adenokarcindmu

(ECACC, 86010202)
4.2 Pouzité chemikalie

e Deionizovana voda bez nukleaz

e Deoxynukleosidtrifosfaty: dATP (TaKaRa, 4026)

e Deoxynukleosidtrifosfaty: dGTP (TaKaRa, 4027)

e Deoxynukleosidtrifosfaty: dCTP (TaKaRa, 4028)

e Deoxynukleosidtrifosfaty: dTTP (TaKaRa. 4029)

e Dublecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (Sigma Aldrich, D6546)

e Dublecco’s PBS (BioConcept, 3-05F29-I)

e Ethanol (Sigma Aldrich, 459844)

e Fetalne bovinné sérum (Sigma Aldrich, F6178)

e Chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

e Interleukin-1pB (Sigma Aldrich, H6291)

e Interleukin-8, CXCL8 GE Assay (ThermoFisher Scientific, 4331182)

e Isopropanol (Lachner, 20037-ATO)

e KiCqStart Probe qPCR ReadyMix (Sigma Aldrich)

e [-glutamin (Serana, RGL-001)

e Lipopolysacharid (Sigma Aldrich, L7895)

e MEM roztok neesencialnych aminokyselin (100x) (Sigma Aldrich, M7145)

e M-MuLV reverzna transkriptaza (New England BioLabs, M0253L)

e Tumor nekrotizujuci faktor-a (Sigma Aldrich, T6674)

e Primery ACTB (Sigma Aldrich)
Forward: 5'- CAAGATGAGATTGGCATGGC - 3" (SY230219387-093)
Reverse: 5'- CACATTGTGAACTTTGGGGG - 3" (SY230219387-094)

e Primery TJPI (Sigma Aldrich)
Forward: 5'- GACCTATGAACCCCAACTCC - 3" (SY210626287-047)
Reverse: 5'- CTGGTCCGTATAGCTTGAGG - 3" (SY210626287-023)
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e Primery OCLN (Sigma Aldrich)
Forward: 5'- TGGCAAAGTGAATGACAAGC - 3'(SY210626287-043)
Reverse: 5'- CAGGCGAAGTTAATGGAAGC - 3" (SY210626287-044)
e Primery CDHI1 (Sigma Aldrich)
Forward: 5'- CTGCTCTTGCTGTTTCTTCG - 3" (SY210626287-041)
Reverse: 5'- TCAAGTCAAAGTCCTGGTCC - 3" (SY210626287-042)
e Proba ACTB (Sigma Aldrich, HA17151510-002)
5'- [EBFAM]TGACAGCAGTCGGTTGGAGCGAGCA[OQA] - 3’
e Proba TJP1 (Sigma Aldrich, HA17444162-006)
5- [EBFAM]JAGCAGAGACCTCGAGCAGCCCACATI[OQA] -3’
e Proba OCLN (Sigma Aldrich, HA17444165-002)
5- [BFAM]TCCACGCCGGTTCCTGAAGTGGTT[OQA] -3’
e Proba CDHI (Sigma Aldrich, HA17444159-006)
5'- [EBFAM]AGGAGAGCGGTGGTCAAAGAGCCCT[OQA] -3’
e Random Primers 6 (New England BioLabs, S1230S)
e Reakény pufer M-MuLV 10x (New England BioLabs, B0253S)
e RNase Inhibitor, Human Placenta (Nex England BioLabs, M0O307L)
e TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc., TR 118)
e Trypanova modra: 0,4% roztok v PBS (Sigma Aldrich, T6146)
e Trypsin: 0,25% roztok v EDTA (Sigma Aldrich, T4049)

4.3 Pouzité laboratérne pomocky

e 12jamkové kultivacné dosky (TPP)

e Automatické pipety 100 — 1000 pl, 20 — 200 pl, 2 — 20 pl, 0,5 — 10 ul, 0,1 — 2,5 pl
(Eppendorf)

e Bunicina (Tork)

e Birkerova komorka (Assistent)

e Davkovacia automaticka pipeta Xstream (Eppendorf)

e Jednorazové sérologicke sterilné pipety: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP)

e Kirycie sklicka (Menzel Glaser)

e Kultivacné flase: 25 cm2 , 75 cm2 , 150 cm?2 (TPP)

e Liehovy kahan

e Nitrilové rukacie (Mercator Medical)
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e PCR 96jamkova dosticka (Roche)

e PCR folia (Roche)

e Pipetor Fastpette plus (Labnet)

e Plastové mikroskumavky: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (BIOplastics)

e Plastové Spicky k automatickym pipetam: 0,1 — 10 ul, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl
(Eppendorf)

e Plastové sterilné skumavky: 15 ml, 50 ml (TPP)

e Sterilné skrabka na bunkové kultary (TPP)

e Stojan na mikroskamavky (TPP)

e Spicky na davkovaciu pipetu 0,2 ml (Eppendorf)

4.4 Pouzité pristroje

e Centriftiga 5415 R (Eppendorf)

e Centrifuga 5810 R; rotory F-34-6-38, A-4-61 (Eppendorf)
e Hlbokomraziaci box MDF-U53V (Sanyo)

e Chladnicka s mrazni¢kou (Whitlpool)

e Inkubator Co2 NB-203XL (N-Biotec)

e Laminarny box Labculture Class II Type A2 (ESCO)

® Mikrocentrifuga (Spectrafuge)

e Mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

® (Odsavacka Flask-Trap 1 (Biosan)

e gPCR termocykler LightCycler 480 II (Roche) s programom LightCycler 480 SW
1.5

e Spektrofotometer NanoDrop Lite (Thermo Fisher)

e Termoblok Genius Dry Bath Incubator Md-02n (Major Science)
® Vodna lazen LCB11D (Daihan LabTech)

e Vortex Reax top (Heidolph)

e Vyrobnik l'adu F100 Compact (Icematic)
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4.5 Experimentilne metody
4.5.1 Priprava kultiva¢ného média

Bunkova linia Caco-2 bola kultivovana v médiu DMEM. Do 0,5 I média bolo
pridanych 50 ml 10% fetalneho bovinného séra (FBS), 5 ml neesencialnych aminokyselin,
5 ml L-glutaminu a antibiotikd penicilin - streptomycin. Priprava média prebehla

v lamindrnom boxe.
4.5.2 Rozmrazenie bunkovej linie

Bunkov4 linia Caco-2 bola uchovavana v kryoskimavkach v mraziacom boxe
(-80 °C) v zmesi FBS a DMSO, ktoré sluzi ako kryoprotektivum. V laminarnom boxe
bolo do kultivaénej fTase 25 cm? pridanych 5 ml DMEM. Kryoskumavka s bunkovou
liniou bola prenesena do vodnej lazne vyhriatej] na 37 °C na dobu 3 min. V boxe bol
k suspenzii pridany 1 ml média, obsah bol prepipetovany a preneseny do kultivacnej fTase,
ktora bola vlozena do inkubatoru, v ktorom bola udrziavana teplota 37 °C a 5% atmosféra
COz. Na druhy deni bolo vo fTasi vymenené médium, aby sa odstranili zvySky DMSO

a nepril'ahnuté bunky.
4.5.3 Pasazovanie buniek

Pri pasazovani buniek dochadza k redukcii buniek v kultivacnej fl'asi, je tym taktiez
zaistené, ze bunky ostavaju v jednej vrstve, netvoria zhluky a neuvoltiuji sa do média.
Bunky boli pasazované, kazdy treti alebo §tvrty den, kedy dosahovali takmer uplnu

konfluenciu. Bunky boli po cely ¢as uchovavané v inkubatore.

Prvym krokom bolo zohriatie média DMEM a PBS na 37 °C vo vodnej lazni, aby
mali roztoky rovnaku teplotu ako je nastavena v inkubatore a nedo$lo tak k teplotnému
Soku buniek. Pri izbovej teplote bola rozmrazena alikvota roztoku trypsinu. Vsetky latky
boli prenesené do luminarneho boxu, kde doslo k opaleniu hrdiel flias, aby sa zaistila
sterilita. Do boxu bola prenesend aj kultivacna flasa s pasazovanou liniou a pomocou
sérologickej pipety pripojenej na odsavacku bolo =z flaSe odstranené médium.
Pre kultivaént fTasu s velkostou 75 cm? bol dal§i postup nasledovny. K bunkam bolo
pridanych 5 ml PBS na premytie buniek a odstranenie zvySku média, ktoré obsahuje latky
zabrafiujuce posobeniu trypsinu. PBS bolo potom opédt’ pomocou odsavacky odstranené.
Do kultivacnej flase bol pridany 1 ml roztoku trypsinu a kultivana fTasa bola

premiestnena do inkubatoru priblizne na 5 min, pocas tejto doby doslo k uvol'neniu buniek
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od dna fTase. Po kratkej inkubacii bola fl'asa opat’ prenesena do boxu a k suspenzii buniek
s trypsinom bolo pridanych 9 ml DMEM, v ktorom boli bunky resuspendované do podoby
homogénneho roztoku a prenesené¢ do 15ml skiamavky. Podl'a koncentracie buniek bola
zo skimavky vratena suspenzia buniek do kultivacnej fTase a doplnend médiom na celkovy
objem 20 ml. Flasa bola umiestnena do inkubatoru. V jednej kultivacnej fT'asi bola linia

uchovéavana 3 pasaze, pri Stvrtej bola fl'aSa vymenena za novu.
4.5.4 Stanovenie koncentracie buniek v bunkovej suspenzii

Aby nedochadzalo k ovplyviiovaniu vysledkov nerovnomernym obsahom buniek
vo vzorke, bol mikroskopicky stanovovany obsah buniek pomocou Biirkerovej komorky.
Z resuspendovanej zmesi zpasazovanych buniek (postup vid kapitola 4.5.3) bolo
do plastovej mikroskimavky odobranych 10 pl. K tomuto objemu bolo nasledne mimo
laminarny box pridanych 90 pl roztoku trypanovej modrej acela zmes bola
prepipetovanim zhomogenizovana. Na Biirkerova komorku bolo polozené krycie sklicko
apod neho bola napipetovand ofarbend bunkova suspenzia. Pomocou mikroskopu
pri zvacSeni 100x boli spocitané bunky v 10 Stvorcoch komérky. Z tychto hodndt bol
vypocitany aritmeticky priemer, ktory bol nasobeny faktorom riedenia = 10 a 10* (tato
hodnota predstavuje prepocet zobsahu jedného Stvorca komorky). Vysledkom bola

koncentrécia buniek v suspenzii, ktora sa udava v jednotkach milion buniek na 1 ml.
4.5.5 Vysievanie buniek do 12jamkovej dosky

Do potrebného mnozstva jamiek bol napipetovany 1 ml nariedenej bunkovej
suspenzie. Bunkova suspenzia bola nariedena tak aby v 1 ml bolo priblizne 0,5 miliona
buniek. Toto platilo pre vSetky experimenty, okrem pripravy diferencovanych buniek
Caco-2 potrebnych pre testovanie zmesi zapalovych faktorov, kde bola koncentracia 0,1
miliéna na 1 ml. Po rozpipetovani suspenzie do jamiek bola doska vlozena do inkubétora,

kde bola ponechané do druhého dna.
4.5.6 Priprava a aplikacia roztokov testovanych zapalovych faktorov

Po 24 hodinovej inkubacii bunkovej suspenzie v 12jamkovych doskach boli
pripravené roztoky testovanych zapalovych faktorov. Testovanymi faktormi boli LPS,
TNF-q, IL-1pB a mix tychto troch. VSetky experimenty boli urobené v troch opakovaniach
na roznych pasazach. Zo zasobného roztoku LPS s koncentraciou 5 mg/ml boli pripravené

roztoky na testovanie s koncentraciami 100 ng/ml, 10 ng/ml a 1 ng/ml. Zo zasobného
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roztoku TNF-a s koncentraciou 20 pg/ml boli pripravené roztoky s koncentraciami
50 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml a 1 ng/ml. Zo zasobného roztoko IL-1B s koncentraciou
100 pg/ml boli pripravené roztoky s koncentraciou 50 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml
a 1 ng/ml. Mix bol pripraveny tak, aby v nom bola koncentracia LPS 100 ng/ml, TNF-a
50 ng/ml aIL-1B 50 ng/ml. VSetky testované roztoky boli pripravované do DMEM a ich
priprava prebiehala vlaminarnom boxe. Z 12jamkovej dosky bolo odsat¢é médium
a do prislusnych jamiek bol napipetovany 1 ml testovanych roztokov. Dosky boli vlozené

do inkubatoru a boli vystavené posobeniu roztokov po dobu 48 alebo 72 hodin.
4.5.7 1zolacia RNA pomocou TRI Reagent

Samotne] izolacii predchadzalo ukoncenie inkubacie buniek v roztokoch
zapalovych faktorov, ato tak ze zjamiek bolo vyklepnuté médium a do kazdej jamky
bol napipetovany 1 ml PBS na premytie, ktoré bolo nasledne tiez vyklepnuté. Do
premytych jamiek bolo nasledne napipetovanych 0,5 ml TRI Reagent a dosky boli do

zah4jenia izolacie RNA ulozené pri teplote -80 °C.

Vzorky s TRI Reagent sa nechali rozmrazit’ pri izbovej teplote. Pomocou Skrabky
boli bunky uvolnené od dna jamiek do suspenzie, ktord bola prepipetovanim
homogenizovana a prenesena do 1,5ml mikroskimavky. Vzorky boli 10 min inkubované
pri izbovej teplote. Do kazdej vzorky bolo pridanych 0,1 ml vychladeného chloroformu.
Vzorky boli uzavreté a minatu pretrepavané medzi dvoma stojanmi na skumavky. Opat
boli vzorky inkubované 10 minat pri izbove] teplote. Nasledovala centrifugacia
pri 13 000 rpm, teplote 4 °C po dobu 15 min. Po centrifugécii bola vrchnd vodna faza
prenesena do novej mikroskimavky a bolo k nej pridanych 0,25 ml izopropanolu. Obsah
mikroskimaviek bol 'ahko premieSany pomocou vortexu. Vzorky boli 10 min inkubované
pri izbovej teplote a potom opét prebehla centrifugacia pri 13 000 rpm, teplote 4 °C
po dobu 15 min. Supernatant bol vyliaty apelet premyty 0,5 ml vychladeného 75%
ethanolu a centrifugovany 8 minut. Premytie ethanolom a nasledna cetrifugacia bola vzdy
robena 2krat. Potom bol pelet vysuseny na stole abolo knemu pridanych 50 pl
deionizovanej vody bez nukleaz. Vzorky boli presunuté do termobloku a boli inkubované
pri teplote 65 °C, po 5 minutach boli ithned presunuté do l'adovej trieSte. Bola zmerana
koncentracia jednotlivych vzoriek. Zo spektrofotometru NanoDrop bola odcitana
nie len koncentracia vyizolovanej RNA, ale aj pomer absorbancii pri vlnovej dizke
260 a 280 nm, ktory odraza cistotu vyizolovanej nukleovej kyseliny. Roztoky RNA boli

uchovavané pri teplote -80 °C.
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4.5.8 Reverzna transkripcia

Aby mohlo prebiehat’ meranie expresie génov prostrednictvom PCR bolo potreba
vyizolovani RNA prepisat do DNA oznaCovanej ako cDNA prostrednictvom reverznej

transkripcie.

Najprv bolo potreba nariedit vzorky RNA vodou tak, aby bolo ziskanych 5 ul
roztoku s obahom RNA 1000 ng. Objemy RNA a deionizovanej vody potrebné k takémuto
nariedeniu boli vypocitané z koncentracie roztokov, ktord bola namerana po ukonceni
izolacie, vid kapitola 4.5.7. K nariedenym vzorkam RNA bol pridany 1 pl roztoku random
primerov a boli prenesené do termobloku, kde boli inkubované 5 min pri teplote 65 °C.
Pocas inkubacie bola pripravena reakéna zmes, ktorej zlozenie je uvedené v tabulke 1. Po
inkubacii boli vzorky prelozené do l'adovej trieSte a nasledne boli kratko zcentrifugované.
Ku vzorkam bolo pridanych 6 pl reakénej zmesi, boli opédt kratko zcentrifugované
a umiestnené do termobloku na 1 h pri teplote 42 °C. Po hodine boli vzorky premiestnené
eSte na 10 min do termobloku s teplotou 65 °C. Po uplynuti €asu boli vzorky s novo
syntetizovanou cDNA prenesené do I'adu na priblizne 2 min a boli 5x nariedené pridanim

48 ul deionizovanej vody. Takto pripravena cDNA bola uchovavana pri teplote -20 °C.

Roztok dNTPs, ktory je sti¢astou reakénej zmesi bol pripraveny z 100 mmol.l"! roztokov
jednotlivych dNTPs. Vysledny roztok dNTPs je pripraveny z 100 pl roztokov dTTP,
dATP, dGTP, dCTP a doplneny 600 pl deionizovanej vody na objem 1 ml.

Tabul’ka 1: Zlozenie reak¢nej zmesi pre reverznu transkripciu na jednu vzorku

Zlozka reakcnej zmesi Koncentracia Objem (ul)
M-MuLV - reverzn4 transkriptaza 200 000 U-ml! 0,6
Inhibitor RNaz 40 000 U-ml™! 0.3
Zmes dNTPs 10 mmol 1! 0,6
Reakény pufer 10x 1,2
Deionizovana voda - 3,3

4.5.9 qRT-PCR

Bola sledovana expresia génov TJP1, OCLN, CDHI, okrem nich bol sledovany aj
gén ACTB, ktory sluzil ako housekeeping gén. Od houskeeping génu sa oCakava, ze bude

vo vSetkych bunkach exprimovany v rovnake] miere nezavisle na posobeni testovanych
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latok, cez mieru expresie takéhoto génu je mozné objektivne porovnavat rozdiely
v expresii sledovanych génov. Taktiez bola sledovana expresia génu IL8, ale len zo
vzoriek, ktoré¢ vznikli z bunkovej suspenzie, na ktoru vybrané zapalové faktory posobili

v najvyssich pripravenych koncentraciach po dobu 72h.

Vsetky gény okrem IL8 boli detekované pomocou KiCqStart Probe Assays mixu.
Gén IL8 bol detekovany pomocou TagMan™ Gene Expression Assay mixu. Okrem IL8
boli pre vSetky gény pripravené zasobné roztoky primerov, v ktorych mal F aj R primer
koncentraciu 10 pmol-1"!. Podl'a poétu vzoriek boli pripravené reakéné zmesi pre jednotlivé

gény, ktorych zlozenie je uvedené v tabul'ke 2 a 3.

Samotna PCR prebiehala v 96 jamkovej dosticke. Do jednej jamky bolo
pipetovanych 8 pl reak¢nej zmesi a 2 pl roztoku cDNA danej vzorky. Pre kazda vzorku
bola PCR robena v triplikate. V priebehu pripravy PCR boli vSetky reakéné zmesi aj

samotna dostiCka uchovavané na I'adovej triesti, aby nedochadzalo k aktivacii enzymov.

Tabul’ka 2: Zlozenie RT-qPCR reakcnej zmesi na jednu jamku pri pouziti KiCqStart

Probe Assays

Zlozka reakcnej zmesi koncentracie Objem (ul)
KiCgStart ReadyMix " - 5,0
Forward a reverse primery 10 pmol-1 ! 0,3

Proba 10 pmol-1! 0,2

voda - 2.5

Tabul’ka 3: Zlozenie RT-qPCR reak¢nej zmesi na jednu jamku pri pouziti TagMan ™

Gene Expression Assay

Zlozka reakcnej zmesi koncentracie Objem (ul)
Master mix - 5,0
TagMan™ Gene Expression Assay - 0,5
Voda - 3,5
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Po napipetovani celej dosticky bola jej vrchna cast prekryta PCR foliou.
Nasledovala centrifugacia pri 1 500 rpm, 4 °C, po dobu 3 min. Dosticka bola potom
prenesena do qPCR termocykleru, v programe LightCycler480 SW 1.5 bol nastaveny
profil priebehu PCR reakcie, vid’ tabulka 4.

Tabul’ka 4: Teplotny a Casovy profil priebehu qRT-PCR

Teplota (°C) cas Pocet cyklusov
Preinkubacia 95 10 min 1

95 10s
Amplifikacia 45

60 30s
chladenie 40 30s 1

Po ukonceni PCR bola v software LightCycler 480 SW 1.5 urobena analyza
nameranych dat. Analyzou boli ziskané Ciselné vyjadrenia Ct hodnot pre jednotlivé jamky,
a teda tri hodnoty Ct pre jeden gén kazdej vzorky, ktorych priemer bol potom vyhodnoteny
pomocou delta-delta Ct metddy. Ide o relativnu kvantifikdciu qPCR, kedy boli cez
priemery Ct hodndt houskeeping génu (ACTB) porovnané priemery Ct hodndt
sledovanych génov (TJP1, OCLN, CDHI alL-8) pre konkrétnu vzorku a negativnu
kontrolu (UT). Vysledkom tak bola ¢iselna hodnota vyjadrujuca kol'kokrat bola vo vzorke
zvySena C1 znizend expresia Studovaného génu v porovnani s expresiou v negativnej
kontrole. Signifikancia tychto rozdielov medzi experimentami bola nésledne overena
pomocou T-testu s prametrami — obojstranné rozdelenie, vybery s rdoznym rozptylom

a hladina vyznamnosti 5 %.
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5 VYSLEDKY

Prostrednictvom analyzy Ct hodnoét jednotlivych bariérovych génov (TJP1, OCLN,
CDHI1), génu IL-8 ahouskeeping génu (ACTB), bola vyhodnotena ich expresia po
pdsobeni zapalovych faktorov (LPS, TNF-a, IL-1p a mix) vo vybranych koncentraciach po
dobu 48 a 72 hod.

Po pdsobeni lipopolysacharidu dochadzalo k zvySeniu expresie TIP1 génu priCom
najvacsi vplyv na expresiu bol zaznamenany po pdsobeni LPS s koncentraciou 100 ng/ml
pocas 48 hodin. Ku znizeniu expresie doslo pri pdsobeni LPS s koncentraciou 10 ng/ml po
dobu 48 h a koncentraciou 1 ng/ml pocas 72 h. Po $tatistickej analyze prostrednictvom
T-testu bolo zistené, ze zmeny v expresii génu TJP1 vyvolané pdsobenim LPS po 48 a 72

hodinach nie su $tatisticky signifikantné (graf 1).

Expresia génu TJP1 po pdsobeni LPS na bunkovu liniu
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Graf 1: Expresia génu TJP1 po pdsobeni LPS na bunkovi liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu TJP1 po posobeni LPS. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou LPS (1 ng/ml — 100 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Po posobeni tumor nekrotizujiceho faktoru alfa v ramci 48 hodin doslo k znizeniu
expresie TJP1 génu, okrem pdsobenia s koncentraciou 20 ng/ml, kedy doslo k miernemu
zvySeniu expresie. K Statisticky vyznamnej zmene nedoslo. 72 hodinova doba pdsobenia
sposobila vo vSetkych testovanych koncentraciach vyrazny narast expresie génu TJPI,

Statisticky signifaktny bol v pripade posobenia s koncentraciou 20 ng/ml (graf 2).
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Expresia génu TJP1 po pdsobeni TNF-a na bunkovi lintu
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Graf 2: Expresia génu TJP1 po pdsobeni TNF-a na bunkovi liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu TJP1 po posobeni TNF-a. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastiicou koncentrdciou TNF-a (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Po posobeni interleukinu-1B pocas 48 hodin doslo k zvySeniu expresie pri vSetkych
testovanych koncentraciach. 72 hodinové posobenie taktiez vyvolalo zvySenie expresie,
okrem koncentracie 50 ng/ml, pri ktorej oproti 48 h posobeniu doslo k miernemu poklesu
expresie oproti negativnej kontrole (Graf 3). Statisticky signifikantnd zmenu nevyvolala

ziadna z testovanych koncentracii.
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Expresia génu TJP1 po pdsobeni IL-1f na bunkovi lintu
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Graf 3: Expresia génu TJP1 po posobeni IL-1B na bunkovu liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu TJP1 po pdsobeni IL-1B. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou IL-1f (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Dalej bola pozorovana expresia génov v diferencovanych a nediferencovanych
bunkach linie Caco-2, na ktoré bolo pdsobené zmesou zapalovych faktorov LPS, TNF-a
a IL-1PB. Diferenciacia buniek prebiehala po dobu 21 dni v inkubéatore (pri teplote 37 °C
a atmosfére 5% CO») s vymenou média kazdé 3 az 4 dni, diferencované bunky boli vyuzité
iba pre testovanie vplyvu zmesi zapalovych faktorov na expresiu jednotlivych génov. Po

21 diioch boli na diferencované bunky aplikované testované latky.

Expresia génu TJP1 v diferencovany a nediferencovanych bunkach po pdsobeni
zmesi zapalovych faktorov vo vybranych koncentraciach, LPS 100 ng/ml,
TNF-o 50 ng/ml, IL-1B 50 ng/ml, a dobach pdsobenia 48 a 72 h, bola takmer rovnaka
(graf 4 a 5). V oboch pripadoch dochadzalo so zvysujucou sa dobou pdsobenia k zvySeniu
expresic TIP1 génu. Statisticky viak toto zvySenie ani vjednom pripade nebolo

signifikantné.
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Expresia génu TJP1 po pdsobeni MIXU na diferencované
bunky linie Caco-2
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Graf 4: Expresia génu TJP1 po pdsobeni MIXU na diferencované bunky linie Caco-2 po 48 a72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu TJP1
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov

vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Expresia génu TJP1 po pdsobeni MIXU na nediferencované
bunky linie Caco-2
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Graf 5: Expresia génu TJP1 po pdsobeni MIXU na nediferencované bunky linie Caco-2 po 48 a 72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu TJP1
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov

vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.
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Po pdsobeni LPS, v expresii OCLN po 48 hodinach doslo k priblizne rovnakému
zvySeniu expresie pri vSetkych testovanych koncentraciach. Toto zvySenie nebolo
Statisticky signifikantné. Po 72 hodinach doslo k nesignifikantnému znizeniu expresie po
posobeni LPS s koncentraciou 1 a 10 ng/ml. Koncentarcia 100 ng/ml zase spdsobila

Statisticky nesignifikantné zvySenie expresie (graf 6).
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Graf 6: Expresia génu OCLN po pdsobeni LPS na bunkovi liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu OCLN po pdsobeni LPS. Bunky boli vysiate v koncentrdcii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou LPS (1 ng/ml — 100 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Pdsobenie TNF-a, v expresii génu OCLN, po 48 hodinach vo vSetkych testovanych
koncentraciach, vyvolalo Statisticky nesignifikantné znizenie expresie génu OCLN, okrem
koncentracie 50 ng/ml, pri ktorej doslo k Statisticky vyznamnej zmene. Po 72 hodinach
doslo oproti 48 h k zvySeniu expresie a to aj voCi negativnej kontrole, jedine koncentracia
10 ng/ml nevyvolala zvySenie az nad hodnotu negativnej kontroly. Statisticky

signifikantni zmenu nenavodila po 72 hodinéch ziadna z testovanych koncentracii (graf 7).
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Expresia génu OCLN po posobeni TNF-a na bunky linie
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Graf 7: Expresia génu OCLN po pdsobeni TNF-a na bunkovil liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu OCLN po posobeni TNF-a. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rasticou koncentridciou TNF-a (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Po podsobeni zapalového faktoru IL-1f po 48 h najvacSie zvySenie vyvolala
koncentracia 20 ng/ml, no ziadna zmena v expresii génu OCLN navodena IL-1p nebola
Statisticky signifikantnd. Po 72 hodinach doSlo k zvySeniu expresie oproti negativne;j
kontrole po pdsobeni vietkych testovanych koncentracii. Statisticky signifikantné zvy3enie

navodila len koncentracia 20 ng/ml (graf 8).

29



Expresia génu OCLN po pdsobeni IL-1p na bunky linie
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Graf 8: Expresia génu OCLN po posobeni IL-1p na bunkovu liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu OCLN po pdsobeni IL-1B. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou IL-1f (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Expresia génu OCLN v diferencovanych a nediferencovanych bunkach po pdsobeni
zmesi zapalovych faktorov nebola Statisticky signifikantne zmenenda. V diferencovanych
bunkach navodila zmes po 48 hodinach posobenia zvysenie expresie OCLN génu a po 72
hodinach doslo k znizeniu oproti negativnej kontrole. V nediferencovanych bunkach

po 48 h doslo k znizeniu a po 72 h zase k zvySeniu expresie oproti negativnej kontrole

(graf 9 a 10).
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Expresia génu OCLN po pdsobeni MIXU na diferencované
bunky linie Caco-2
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Graf 9: Expresia génu OCLN po podsobeni MIXU na diferencované bunky linie Caco-2 po 48 a 72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu OCLN
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov

vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.
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Graf 10: Expresia génu OCLN po pdsobeni MIXU na nediferencované bunky linie Caco-2 po 48 a 72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu OCLN
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov

vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.
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Expresia génu CDH1 po pdsobeni LPS po dobu 48 hodin bola vyrazne zvysena,
Statisticky bolo toto zvySenie nesignifikantné pre vSetky testované koncentracie. Posobenie
koncentrécii 1 ng/ml a 10 ng/ml po 72 hodinach vyvolalo znizenie expresie CDH1 génu
oproti negativnej kontrole. Posobenie LPS s koncentraciou 100 ng/ml poc€as 72 h spdsobilo
mierne zvySenie expresie oproti negativnej kontrole, Statisticky signifikatné znizenie,

0 18 %, vyvolala koncentracia 10 ng/ml. (graf 11).
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Graf 11: Expresia génu CDHI po pdsobeni LPS na bunkovu liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu CDH1 po podsobeni LPS. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou LPS (1 ng/ml — 100 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Pdsobenie TNF-a po 48 hodinach vyvolalo vo vSetkych testovanych koncentraciach
znizenie expresie génu CDHI, k Statisticky signifikantnému znizeniu, o 38 %, doslo po
posobeni koncentracie 10 ng/ml. Po 72 h doslo oproti negativnej kontrole k zvySeniu

expresie CDHI, Statisticky signifikantnii zmenu vyvolala koncentracia 50 ng/ml (graf 12).
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Graf 12: Expresia génu CDHI1 po posobeni TNF-a na bunkovii liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu CDH1 po pdsobeni TNF-a. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastiicou koncentrdciou TNF-a (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole
(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

Po pdsobeni IL-1P, s koncentraciami 20 a 50 ng/ml, na expresiu CDHI, doslo k
Statisticky nesignifikantnému znizeniu expresie po 48 h. Vsetky koncentracie pocas 72
hodinového posobenia akoncentracie 1 a 10 ng/ml pocas 48 hodinového pdsobenia
vyvolali zvySenie expresie oproti negativnej kontrole, z coho signifikantné zvySenie

vyvolalo posobenie IL-1 s koncentraciou 20 ng/ml po 72 h.
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Expresia génu CDHI po posobeni IL-1f na bunky linie
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Graf 13: Expresia génu CDHI1 po posobeni IL-1B na bunkovu liniu Caco-2 po 48 a 72 h. Graf vyjadruje
expresiu génu CDHI1 po poésobeni IL-1p. Bunky boli vysiate v koncentracii 500 000 buniek na jamku
a inkubované s rastucou koncentraciou IL-1f (1 ng/ml — 50 ng/ml) po dobu 48 a 72 hod. Vysledky su
priemerom hodnét relativnej indukcie expresie troch nezavislych experimentov voCi negativnej kontrole

(untreated, UT). * = Statisticky signifikantnd zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.

V diferencovanych bunkach doslo po 48 h pdsobenia zmesi zapalovych faktorov
k statisticky signifikantnému zvySeniu expresie génu CDHI1. Nesignifikantné zvySenie
expresie navodila zmes zapalovych faktorov v diferencovanych bunkach po 72 hodinovom

posobeni a taktiez v nediferencovanych bunkach v oboch dobach pdsobenia (Graf 14 a 15).
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Graf 14: Expresia génu CDHI po posobeni MIXU na diferencované bunky linie Caco-2 po 48 a 72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu CDH1
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov

vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.
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Expresia génu CDHI po posobeni MIXU na nediferencované
bunky linie Caco-2
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Graf 15: Expresia génu CDH1 po pdsobeni MIXU na nediferencované bunky linie Caco-2 po 48 a 72 h.
Zlozenie MIXU - LPS 100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml a IL-1B 50 ng/ml. Graf vyjadruje expresiu génu CDH1
po posobeni MIXU. Bunky boli vysiate v koncentracii 100 000 buniek na jamku a inkubované po dobu
48 a 72 hod. Vysledky su priemerom hodndt relativnej indukcie expresie troch nezdvislych experimentov
vo&i negativnej kontrole (untreated, UT). * = Statisticky signifikantna zmena, hladina vyznamnosti p = 0,05.
Pre overenie, ze sa skuto¢ne podarilo navodit v bunkach Caco-2 posobenim
zapalovych faktorov zépal, bola merana expresia génu IL-8. Pre toto meranie boli pouzité
vzorky vytvorené z buniek, ztroch nezavislych experimentov, na ktoré bolo pdsobené
zapalovymi faktormi po dobu 72 h v najvysSich pripravenych koncentraciach (LPS
100 ng/ml, TNF-a 50 ng/ml, IL-1p 50 ng/ml). Expresia génu IL-8 bola zvysend pre
posobenie vsetkymi zapalovymi faktormi, z ¢oho vyplyva, ze v bunkach bol navodeny

zapal, pricom IL-1B zvysSila expresiu IL-8 najvyraznejSie (graf 16).
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Expresia génu IL8 po pdsobeni zapalovych faktorov na bunky
linie Caco-2
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Graf 16: Expresia génu IL-8 po pdsobeni zapalovych faktorov (LPS 100 ng/ml, TNF-o 50 ng/ml,
IL-1p 50 ng/ml) na bunky Caco-2 po dobu 72 h. Vysledky st priemerom hodndt relativnej indukcie expresie

troch nezavislych experimentov voci negativnej kontrole (untreated, UT).
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6 DISKUSIA

V ramci tejto diplomovej prace bola sledovana expresia bariérovych génov TJP1,
OCLN a CDHI, v bunkach adherentnej bunkovej linie Caco-2 odvodenej od l'udského
kolorektalneho adenokarcindmu, na ktoré bolo pdsobené zapalovymi faktormi v roznych

koncentraciach a dobach pdsobenia 48 a 72 h.

Pri testovani vplyvu zapalového faktoru LPS, ktory je sucastou vonkajSej
membrany gram-negativnych baktérii, v koncentraciach 1 ng/ml, 10 ng/ml a 100 ng/ml,
bol predpoklad, ze dojde k znizeniu expresie bariérovych génov. Tento predpoklad sa
ani u jedného zo sledovanych génov nepotvrdil, v sledovanych koncentraciach a ¢asoch
posobenia doslo k zvySeniu expresie oproti negativnej kontrole. Statisticky signifikantnt
zmenu posobenie LPS nevyvolalo. V praci Huang a kol. (2020) bol merany vplyv LPS
na expresiu génov TJP1 a OCLN, kde doslo k signifikantnému poklesu v expresii tychto
génov po 24 h, v praci vSak nebolo uvedené aka koncentracia roztoku LPS bola pouzita.
V studii Gori a kol., (2020) boli bunky vystavené posobeniu LPS s koncentraciou 0,001
ng/ml po dobu 24 h, v praci bola sledovana expresia génov TJP1 a CDHI, pre gén CDH1
doslo k zvySeniu expresie, avSak tato zmena nebola signifikantna, expresia génu TJP1

nebola ovplyvnena.

Predpoklad znizenia expresie pozorovanych génov bol aj pri testovani zapalového
faktoru TNF-0, cytokin zapojeny do regulacie zapalu, v koncentraciach 1 ng/ml, 10 ng/ml,
20 ng/ml a 50 ng/ml. Po 48 hodinach doslo pri vSetkych testovanych koncentraciach
k zniZeniu expresie pozorovanych génov. Po 72 hodinach doslo vo vsetkych pripadoch
k zvySeniu expresie oproti 48 hodinovému posobeniu avo vécSine pripadov doslo
k zvySeniu expresie aj voci negativne] kontrole. V praci Cui a kol., (2010) bola pomocou
qRT-PCR merana expresia OCLN génu po vystaveni TNF-o v koncentraciach 10 a 100
ng/ml po dobru 4, 8, 16 a 24 h a vysledkom bolo, ze TNF-a nemal na expresiu okludinu
vplyv. Vopraci Yi akol, (2009) bolo zistené pomocou metody western blot, Zze

koncentracia TNF-a 10 ng/ml, spdsobuje znizenie expresie génu CDHI.

Pdsobenie IL-1B, pro-zapalovy cytokin, taktiez nepotvrdilo oCakavané znizenie
expresie sledovanych génov. Vo vicSine pripadov opiat doSlo k zvySeniu expresie
oproti negativnej kontrole, alebo ostala nezmenena. Zmeny expresie vyvolané tymto

zapalovym faktorom boli vo véac¢sine pripadov nesignifikantné, V praci Zhai a kol., (2019)
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merali expresiu génov TJP1 a OCLN po aplikacii IL-1p s koncentraciou 10 ng/ml na 36 h

a vysledky ukazali, ze nedoslo k signifikantnej zmene.

Vyuzitie zmesi zéapalovych faktorov nevyvolalo Zziadne signifikantné zmeny
expresie pozorovanych génov ani v pripade diferencovanych ani v pripade
nediferencovanych buniek, okrem 48 hodinového posobenia zmesi na diferencované bunky
vramci génu CDHI, uktorého doslo k Statisticky signifikantnému zvySeniu expresie.
V tejto diplomovej praci bola pouzitd zmes zapalovych faktorov LPS, TNF-o a IL-1p.
Vicsina $tadii bola zamerana na vplyv kombinacie cytokinov TNF-o a IFN-y na expresiu
bariérovych génov (Lechunga, akol.,, 2023). V praci Xu akol., 2021 bola testovana
kombinacia zapalovych faktorov IFN-y, TNF-o, alL-1B skoncentraciou 20 ng/ml
pre kazdy znich, abol zaznamenany pokles expresie CDHI génu, toto meranie vsSak
prebehlo na ¢revnych organoidoch (CD 3-D colonoids), a preto nie je mozné s urcitost'ou

potvrdit, ze by doslo k rovnakému efektu aj v tradi¢nych bunkovych liniach.

Vzhl'adom na to, ze spominané studie merali expresiu génov zvacsa po 24 hodinach
od vystavenia zapalovému faktoru, nie je mozné objektivne porovnat aky efekt maju
zapalové faktory na expresiu sledovanych génov po 48 a 72 hodinach. Nenaplnil sa ani
predpoklad znizenia expresie génov po pdsobeni jednotlivych zapalovych faktorov. To,
pre¢o nedochadzalo k znizeniu, ale naopak zvySeniu, hoci véac¢Sinou nesignifikantnému,
zostalo neobjasnené. Dovodov moze byt niekolko, a preto aby bolo mozné objektivne
posudit’ vplyv zapalovych faktorov na expresiu bariérovych génov, by bol vhodny d’alsi
experiment s upravenymi parametrami, podla vysSie spominanych S$tudii. Vhodnymi
upravami by mohlo byt, pre pripravu roznych koncentracii zapalovych faktorov pouzit
neobohatené DMEM médium (Zhai, a kol, 2019), meranie expresie bariérovych génov
aj po 24 h, opakovanie experimentu aj na inej bunkovej linii, napr. T84 (Lechunga, a kol.,
2023), do zmesi zapalovych faktorov namiesto LPS pouzit’ IFN-y a v neposlednej rade
otestovat’ posobenie jednotlivych zapalovych faktorov na diferencovanych bunkach, ktoré

su pre Stadium expresie génov vyuzivanejsie.
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7 ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo zistit vplyv zapalovych faktorov na expresiu
bariérovych génov v Crevnej bunkovej linii Caco-2. Hlavnou detekénou metddou bola
gRT-PCR, v ramci ktorej, bola okrem expresie génov TIP1, OCLN a CDHI1 sledovana aj
expresia génu ACTB, ktory sluzil ako housekeeping gén. Vyuzivanymi zapalovymi
faktormi boli LPS, TNF-a a IL-1B v roznych koncentraciach, z ktorych vac¢sina nevyvolala
signifikantnti zmenu. Statisticky signifikantné zvysenie expresie vietkych sledovanych
génov bolo navodené iba po pdsobeni zapalovymi faktormi TNF-a s koncentraciou 20
ng/ml pocas 48 h a IL-1B s koncentraciou 10 ng/ml pocas 72 h. PreCo nedochadzalo k
signifikantnym zmendm v expresii bariérovych génov po navodeni zapalu ostalo

neobjasnené a malo by byt predmetom d’alSieho Studia.

39



8 LITERATURA

Abraham, C., Abreu, M. T., a Turner, J. R. (2022). Pattern Recognition Receptor Signaling
and Cytokine Networks in Microbial Defenses and Regulation of Intestinal Barriers:

Implications for Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology, 162(6), 1602-1616.e6.

Andrews, C., McLean, M. H., a Durum, S. K. (2018). Cytokine Tuning of Intestinal

Epithelial Function. Frontiers in immunology, 9, 1270.

Anim, S. J. (2020) Regulation of the intestinal barrier by nutriens: The role of tight

junctions. Animal science journal = Nihon chikusan Gakkaiho, 91(1), e13357.
Akira, S., Takeda, K. (2004). Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol. 4: 499-511.

Artis, D. (2008). Epithelial-cell recognition of commensal bacteria and maintenance of

immune homeostasis in the gut. Nature reviews. Immunology, 8(6), 411-420.

Azzouz, L. L, Sharma, S. (2023). Physiology, Large Intestine. StatPearls Publishing
[online] [navstivené 15.3. 2024]
Dostupné z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK507857/

Baumgart, D. C., a Sandborn, W. J. (2007). Inflammatory bowel disease: clinical aspects
and established and evolving therapies. The Lancet, 369(9573), 1641-1657.

Baumgart, D. C., a Sandborn W. J. (2012). Crohn's disease. Lancet. 380 (9853): 1590-605.

Berrebi, D., Maudinas, R., Hugot, J. P. (2003). Card15 gene overexpression in

mononuclear and epithelial cells of the infl amed Crohn’s disease colon. Gut. 52, 840—46.

Capaldo, C. T., a Nusrat, A. (2009). Cytokine regulation of tight junctions. Biochimica et
biophysica acta, 1788(4), 864—871.

Careijido, M., Contreras, R. G., Flores-Benitez, D., Flores-Maldonado, C., Larre, 1., Ruiz,
A., Shoshani, L. (2007). New Diseases Derived or Associated with the Tight Junction.
Archives of Medical Research. 38(5), 465-478. ISSN 0188-4409

Carlberg, C., Ulven, S. M., a Molnar, F. (2016). Nutrigenomics. Berlin, Germany:
Springer.

40


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK507857/

Cosnes, J. (2004). Tobacco and IBD: relevance in the understanding of disease

mechanisms and clinical practice. Best Pract Res Clin Gastroenterol. 18, 481-96.

Cui, W, Li, L. X., Sun, C. M., Wen, Y., Zhou, Y., Dong, Y. L., a Liu, P. (2010). Tumor
necrosis factor alpha increases epithelial barrier permeability by disrupting tight junctions
in Caco-2 cells. Brazilian journal of medical and biological research = Revista brasileira de

pesquisas medicas e biologicas, 43(4), 330-337.

Cummings, J. R., Jewell, D. P. (2005). Clinical implications of infl ammatory bowel

disease genetics on phenotype. Infl amm Bowel Dis. 11, 56-61.
Cihak, R., (1988). Anatomie 2. 1. vydanie. Praha: Avicenum. ISBN 80-060-88.

Davis, R.L., Kramarz, P., Bohlke, K., (2001). Measles-mumps-rubella and other measles-
containing vaccines do not increase the risk for infl ammatory bowel disease: a case-
control study from the Vaccine Safety Datalink project. Arch Pediatr Adolesc Med. 155,
354-59.

Duerr, R. H., Taylor, K. D., Brant, S. R., Rioux, J.D., Silverberg, M. S., Daly, M. J.,
Steinhart, A. H., Abraham, C., Regueiro, M., Griffiths, A., Dassopoulos, T., Bitton, A.,
Yang, H., Targan, S., Datta, L. W., Kistner, E. O., Schumm, L. P, Lee, A. T., Gregersen,
P. K., Barmada, M. M., Cho, J. H. (2006). A genome-wide association study identifies
IL23R as an inflammatory bowel disease gene. Science. 314(5804), 1461-1463.

Encyclopedia Britannica. (2013). Structure of the human large intestine, rectum, and anus.
[online] [navstivené 15.3. 2024] Dostupné z https://www.britannica.com/science/large-

intestine/images-videos

Engel, M. A., Neurath, M. F. (2010). New pathophysiological insights and modern
treatment of IBD. J. Gastroenterol. 2010; 45: 571-583.

Etchevers, M. J, Ordas, L., Ricart, E. (2010). Optimizing the us of tumour necrosis factor
inhibitors in Crohn‘s disease: a practical approach. Drugs. 70(2), 109-120.

Farshori, P. a Kachar, B. (1999). Redistribution and phosphorylation of occludin during
opening and resealing of tight junctions in cultured epithelial cells. The Journal of

membrane biology, 170(2), 147-156.

41


https://www.britannica.com/science/large-

Fasano A. (2020). All disease begins in the (leaky) gut: role of zonulin-mediated gut
permeability in the pathogenesis of some chronic inflammatory diseases, F1000Research,

0.

Feldman, G. J., Mullin, J. M., a Ryan, M. P. (2005). Occludin: structure, function and
regulation. Advanced drug delivery reviews, 57(6), 883-917.

Franchimont, D., Vermeire, S., El, H. H. (2004). Defi cient host-bacteria interactions in
infl ammatory bowel disease? The toll-like receptor (TLR)-4 Asp299¢gly polymorphism is

associated with Crohn’s disease and ulcerative colitis. Gut. 53, 987-92.

Furuse, M., Furuse, K., Sasaki, H., a Tsukita, S. (2001). Conversion of zonulae occludentes
from tight to leaky strand type by introducing claudin-2 into Madin-Darby canine kidney I
cells. The Journal of cell biology, 153(2), 263-272.

Gabralec, L. (2009). Crohnova nemoc — klasifikace, diagnostika, 1écba a kvalita zivota.

Interni medicina pro praxi. 11(1), 16-20.

Gaya, D. R., Russell, R. K., Nimmo, E. R., Satsangi, J. (2006). New genes in inflammatory

bowel disease: lessons for complex diseases? Lancet. 367, 1271-84.

GBD 2017 Inflammatory Bowel Disease Collaborators (2020). The global, regional, and
national burden of inflammatory bowel disease in 195 countries and territories, 1990-2017:
asystematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2017. The lancet.
Gastroenterology & hepatology, 5(1), 17-30.

Gent, A. E., Hellier, M. D., Grace, R. H., Swarbrick, E. T., Coggon, D. (1994). Infl

ammatory bowel disease and domestic hygiene in infancy. Lancet. 343, 766—67.

Girardin, S. E., Boneca, I. G., Carneiro, L. A. (2003) Nod1 detects a unique muropeptide
from gram negative bacterial peptidoglycan. Science. 300, 1584-87.

Girardin, S. E., Boneca, I. G., Viala, J. (2003). Nod?2 is a general sensor of peptidoglycan
through muramyl dipeptide (MDP) detection. J Biol Chem. 278, 8869-72.

Goebel, S., Huang, M., Davis, W. C. (2006). VEGF-A stimulation of leukocyte adhesion to
colonic microvascular endothelium: implications for infl ammatory bowel disease. Am J

Physiol Gastrointest Liver Physiol. 290, G648-54.

42



Gori, M., Altomare, A., Cocca, S., Solida, E., Ribolsi, M., Carotti, S., Rainer, A.,
Francesconi, M., Morini, S., Cicala, M., a Guarino, M. P. L. (2020). Palmitic Acid Affects
Intestinal Epithelial Barrier Integrity and Permeability In Vitro. Antioxidants (Basel,
Switzerland), 9(5), 417.

Graham, W. V., Wang, F., Clayburgh, D. R., Cheng, J. X., Yoon, B., Wang, Y., Lin, A., a
Turner, J. R. (2006). Tumor necrosis factor-induced long myosin light chain kinase
transcription is regulated by differentiation-dependent signaling events. Characterization of
the human long myosin light chain kinase promoter. The Journal of biological

chemistry, 281(36), 26205-26215.

Gros, B., Kaplan, G.G. (2023). Ulcerative colitis in Adults: A Review. JAMA 330
(10), 951-965.

Groschwitz, K. R., a Hogan, S. P. (2009). Intestinal barrier function: molecular regulation

and disease pathogenesis. The Journal of allergy and clinical immunology, 124(1), 3-22.

Guinzel, D., a Yu, A. S. (2013). Claudins and the modulation of tight junction
permeability. Physiological reviews, 93(2), 525-569.

Hampe, J., Heymann, K., Krawczak, M., a Schreiber S. (2003) Association of infl
ammatory bowel disease with indicators for childhood antigen and infection exposure. Int J

Colorectal Dis;, 18, 413-17.

Hancock, R. E., Haney, E. F., Gill, E. E. (2016). The immunology of host defence

peptides: beyond antimicrobial activity. Nature reviews. Immunology, 16(5), 321-334.

Huang, L., Cui, K., Mao, W., Du, Y., Yao, N., Li, Z., Zhao, H., a Ma, W. (2020). Weissella
cibaria Attenuated LPS-Induced Dysfunction of Intestinal Epithelial Barrier in a Caco-2

Cell Monolayer Model. Frontiers in microbiology, 11, 2039.

Hugot, J. P., Laurent-Puig, P., Gower-Rousseau, C. (1996). Mapping of a susceptibility

locus for Crohn’s disease on chromosome 16. Nature. 379, 821-23.

Chamaillard, M., Hashimoto, M., Horie, Y. (2003). An essential role for NOD1 in host
recognition of bacterial peptidoglycan containing diaminopimelic acid. Nat Immunol.

4,702-07.

43



Charo, 1. F, Ransohoff, R. M. (2006).The many roles of chemokines and chemokine
receptors in infl ammation. N Engl J Med. 354, 610-21.

Ina, K., Ttoh, J., Fukushima, K., (1999). Resistance of Crohn’s disease T cells to multiple
apoptotic signals is associated with a Bcl-2/Bax mucosal imbalance. J Immunol. 163,

1081-90.

Ingram, J.R., Thomas, G.A., Rhodes, J. (2005). A randomized trial of nicotine enemas for

active ulcerative colitis. Clin Gastroenterol Hepatol. 3, 1107-14.

Inohara, N., Nunez, G. (2003). NODs: intracellular proteins involved in inflammation and

apoptosis. Nat Rev Immunol. 3, 371-82.

Jabandziev, P., Pinkasova, T., Kunovsky, L., Papez, J., Jouza, M., Karlinova, B.,
Novackova, M., Urik, M., Aulicka, S., Slaby, O., Bohosova, J., Bajerova, K., Bajer, M., &
Goel, A. (2020). Regional Incidence of Inflammatory Bowel Disease in a Czech Pediatric
Population: 16 Years of Experience (2002-2017). Journal of pediatric gastroenterology and
nutrition, 70(5), 586-592.

Kahai, P., Mandiga, P., Wehrle, C. J. a spol. Anatomy, Abdomen and Pelvis: Large
Intestine. StatPearls Publishing [online] [navstivené 15.3. 2024] Dostupné z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470577/

Kaminsky, L. W., Al-Sadi, R., aMa, T. Y. (2021). IL-1P and the Intestinal Epithelial Tight

Junction Barrier. Frontiers in immunology, 12, 767456.

Kaplan G. G. (2015). The global burden of IBD: from 2015 to 2025. Nature reviews.
Gastroenterology & hepatology, 12(12), 720-727.

Kaplan, G. G., & Ng, S. C. (2017). Understanding and Preventing the Global Increase of
Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology, 152(2), 313-321.

Keshavarzian, A., Banan, A., Farhadi, A. (2003). Increases in free radicals and cytoskeletal
protein oxidation and nitration in the colon of patients with infl ammatory bowel disease.

Gut. 52, 720-28.

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470577/

Kirkegaard, T., Hansen, A., Bruun, E., Brynskov, J. (2004). Expression and localisation of
matrix metalloproteinases and their natural inhibitors in fi stulae of patients with Crohn’s

disease. Gut. 53, 701-09.

Ko, I. K., Kim, B. G., Awadallah, A., Mikulan, J., Lin, P., Letterio, J. J., & Dennis, J. E.
(2010). Targeting improves MSC treatment of inflammatory bowel disease. Molecular

therapy: the journal of the American Society of Gene Therapy, 18(7), 1365-1372.

Laukoetter, M. G., Bruewer, M., a Nusrat, A. (2006). Regulation of the intestinal epithelial
barrier by the apical junctional complex. Current opinion in gastroenterology, 22(2), 85—

89.

Leeb, S. N., Vogl, D., Gunckel, M. (2003). Reduced migration of fi broblasts in infl
ammatory bowel disease: role of infl ammatory mediators and focal adhesion kinase.

Gastroenterology. 125, 1341-54.

Lechuga, S., Braga-Neto, M. B., Naydenov, N. G., Rieder, F., a Ivanov, A. L. (2023).
Understanding disruption of the gut barrier during inflammation: Should we abandon
traditional epithelial cell lines and switch to intestinal organoids?. Frontiers in

immunology, 14, 1108289.

Martin, B., Banz, A., Bienvenu, B. (2004). Suppression of CD4+ T lymphocyte eff ector
functions by CD4+CD25+ cells in vivo. J Immunol. 172, 3391-98.

Martinon, F., Tschopp, J. (2005) NLRs join TLRs as innate sensors of pathogens. Trends
Immunol. 26, 447-54.

Mawdsley, J. E., Rampton, D. S. (2005). Psychological stress in IBD: new insights into
pathogenic and therapeutic implications. Gut. 54, 1481-91.

McCormick, P., Manning, D. (2001). Chronic infl ammatory bowel disease and the ‘over-

clean’ environment: rarity in the Irish ‘traveller’ community. Ir Med J. 94, 203—-04

McGrath, J., McDonald, J. W., Macdonald, J. K. (2004). Transdermal nicotine for

induction of remission in ulcerative colitis. Cochrane Database Syst Rev. 4, CD004722.

Molodecky, N. A., Soon, L. S., Rabi, D. M., Ghali, W. A., Ferris, M., Chernoff, G.,
Benchimol, E. L., Panaccione, R., Ghosh, S., Barkema, H.W., Kaplan, G.G. (2012).

45



Increasing incidence and prevalence of the inflammatory bowel diseases with time, based

on systematic review. Gastroenterology, 142(1), 46—30.

Mrsny, R. J., Brown, G. T., Gerner-Smidt, K., Buret, A. G., Meddings, J. B., Quan, C.,
Koval, M., a Nusrat, A. (2008). A key claudin extracellular loop domain is critical for

epithelial barrier integrity. The American journal of pathology, 172(4), 905-915.

Muniz, L. R., Knops, C., a Yeretssian, G. (2012). Intestinal antimicrbial peptides during

homeostasis, infection, and disease. Frontiers in imunology, 3, 310.
Murphy, K. a Weaver, C. (2016). Janeway's immunobiology. Garland Science. 9, 1-924.

National Research Council, (2003). Diagnosis and Control of Johne's Disease. National

Academies Press 6.

Ng, S. C., Shi, H. Y., Hamidi, N., Underwood, F. E., Tang, W., Benchimol, E. I.,
Panaccione, R., Ghosh, S., Wu, J. C. Y., Chan, F. K. L., Sung, J. J. Y., Kaplan, G. G.
(2017). Worldwide incidence and prevalence of inflammatory bowel disease in the 21st

century: a systematic review of population-based studies. Lancet. 390(10114), 2769-2778.

NIDDK, 2014 [online] [navstivené 28.1. 2024] Dostupné z

https://www.niddk.nih.gov/healthinformation/digestive-diseases/ulcerative-colitis

NIDDK, 2019 [online] [navstivené 31.1. 2024] Dostupné z
https://www .niddk.nih.gov/health-information/digestive-diseases/crohns-disease/all-

content

Nikolaus, S., Schreiber, S. (2007). Diagnostics od inflammatory bowel disease.
Gastroenerology 133 (5), 1670-1689.

Orholm, M., Binder V., Sorensen, T. ., Rasmussen, L. P., Kyvik, K. O. (2000).
Concordance of inflammatory bowel disease among Danish twins: results of a nationwide

study. Scand J Gastroenterol. 35, 1075-81.

Pelaseyed, T., Bergstrom, J. H., Gustafsson, J K., Ermund, A., Birchenough, G.M.,
Schitte, A., van der Post, S., Svensson, F., Rodriguez-Pifieiro, A. M., Nystrom, E. E.,
Wising, C., Johansson, M. E., a Hansson, G. C. (2014). The mucus and mucins of the

46


https://www.niddk.nih.gov/healthinformation/digestive-diseases/ulcerative-colitis
https://www.niddk.nih.gov/health-information/digestive-diseases/crohns-disease/all-

goblet cells and enterocytes provide the first defense line of the gastrointestinal tract and

interact with the immune system. Immunological reviews, 260(1), 8-20.

Pimentel, M., Chang, M., Chow, E. J., Tabibzadeh, S., Kirit-Kiriak, V., Targan, S. R., Lin,
H. C. (2000). Identification of a prodromal period in Crohn's disease but not ulcerative

colitis. The American Journal of Gastroenterology. 95 (12), 3458—62.

Petras, R. E., a Frankel, W. L. (2009). Large Intestine (Colon). Modern Surgical
Pathology, 755-836.

Peyrin-Biroulet, L., Lémann, M. (2011). Review article: remission rates achievable by
current therapies for infl ammatory bowel disease. Aliment Pharmacol Ther. 33(8), 870—

879.1

Prantera, C., Scribano, M. L. (2008). Which type of treatment is advisable in the

prevention of recurrence after surgery in Crohn‘s disease? Infl amm Bowel Dis. S277-278.

Rao, J. N., Wang, J. Y. (2010). Regulation of Gastrointestinal Mucosal Growth. Morgan &
Claypool Life Sciences. [online] [navstivené 15.3. 2024] Dostupné z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54098/

Rescigno M. (2011). The intestinal epithelial barrier in the control of homeostasis and

immunity. Trends in immunology, 32(6), 256-264.

Robertson, D. J., Sandler, R. S. (2001). Measles virus and Crohn’s disease: a critical

appraisal of the current literature. Infl amm Bowel Dis. 7, 51-57.

Roisin, R. R., Barbera, A. J. (2009). Asthma and COPD, 2. vydanie, Academic Press. s.
249-256, ISBN 9780123740014.

Rosenstiel, P., Fantini, M., Brautigam, K. (2003). TNF-alpha and IFNgamma regulate the
expression of the NOD2 (CARD15) gene in human intestinal epithelial cells.
Gastroenterology 124, 1001-09.

Ruder, B., Atreya, R., a Becker, C. (2019). Tumour Necrosis Factor Alpha in Intestinal
Homeostasis and Gut Related Diseases. International journal of molecular sciences, 20(8),

1887.

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54098/

Russell, R. K., Satsangi, J. (2004). IBD: a family aff air. Best Pract Res Clin Gastroenterol
18, 525-39.

Salim, S. Y., a Soderholm, J. D. (2011). Importance of disrupted intestinal barrier in

inflammatory bowel diseases. Inflammatory bowel diseases, 17(1), 362-381.

Soderholm, J. D., Olaison, G., Peterson, K. H. (2002). Augmented increase in tight
junction permeability by luminal stimuli in the noninfl amed ileum of Crohn’s disease.

Gut. 50, 307-13.

Strober, W., Murray, P. J., Kitani, A., Watanabe, F. (2006) Signalling pathways and
molecular interactions of NOD1 and NOD2. Nat Rev Immunol. 6, 9-19.

Su, L., Nalle, S. C., Shen, L., Turner, E. S., Singh, G., Breskin, L. A., Khramtsova, E. A.,
Khramstova, G., Tsai, P., Fu, Y., Abraham, C., Turner, J. R. 2013. TNFR2 Activates

MLCK-Dependent Tight Junction Dysregulation to Cause Apoptosis-Mediated Barrier
Loss and Experimental Colitis. Gastroenterelogy. 145(2), 407-415. ISSN 0016-5085.

Sugita, K., a Kabashima, K. (2020). Tight junctions in the development of asthma, chronic
rhinosinusitis, atopic dermatitis, eosinophilic esophagitis, and inflammatory bowel

diseases. Journal of leukocyte biology, 107(5), 749-762.

Tan, W. C., Allan, R. N. (1993). Diffuse jejunoileitis of Crohn's disease. Gut. 34 (10),
1374-8.

Theiss, A. L., Simmons, J. G., Jobin, C., Lund, P. K. (2005). Tumor necrosis factor (TNF)
alpha increases collagen accumulation and proliferation in intestinal myofi broblasts via

TNF receptor 2. J Biol Chem. 280, 36 099—-109.

Thompson, N. P., Driscoll, R., Pounder, R. E., Wakefield, A. J. (1996). Genetics versus
environment in inflammatory bowel disease: results of a British twin study. BMJ. 312, 95—

96.

Tsukita, S., & Furuse, M. (1998). Overcoming barriers in the study of tight junction
functions: from occludin to claudin. Genes to cells : devoted to molecular & cellular

mechanisms, 3(9), 569-573.

48



Tsukita, S., a Furuse, M. (1999). Occludin and claudins in tight-junction strands: leading or
supporting players?. Trends in cell biology, 9(7), 268-273.

Tysk, C., Lindberg, E., Jarnerot, G., Floderus-Myrhed, B. (1988). Ulcerative colitis and
Crohn’s disease in an unselected population of monozygotic and dizygotic twins. A study

of heritability and the influence of smoking. Gut. 29, 990-96.

Turner, J. R. (2009). Intestinal ucosal barrier function in health and disease. Nature

reviews. Immunology. 9 (11), 799-809.

Ungaro, R., Mehandru, S., Allen, P. B., Peyrin-Biroulet, L., Colombel, J. F. (2017).
Ulcerative colitis. Lancet 38, 1756-1770.

van de Wal, Y., Corazza, N., Allez, M., Mayer, L. F., lijima, H., Ryan, M., Cornwall, S.,
Kaiserlian, D., Hershberg, R., Koezuka, Y., Colgan, S. P., & Blumberg, R. S. (2003).
Delineation of a CD1d-restricted antigen presentation pathway associated with human and

mouse intestinal epithelial cells. Gastroenterology, 124(5), 1420-1431.

Van den Brande, J. M., Braat, H., van den Brink, G. R. (2003). Infl iximab but not
etanercept induces apoptosis in lamina propria T-lymphocytes from patients with Crohn’s

disease. Gastroenterology. 124, 1774-85.

van der Sluis, M., De Koning, B. A., De Bruijn, A. C., Velcich, A., Meijerink, J. P., Van
Goudoever, J. B, Biiller, H. A, Dekker, J., Van Seuningen, 1., Renes, I. B., a Einerhand,
A. W. (2006). Muc2-deficient mice spontaneously develop colitis, indicating that MUC?2 is

critical for colonic protection. Gastroenterology, 131(1), 117-129.

van Heel, D. A., Fisher, S. A., Kirby, A., Daly, M. J., Rioux, J. D., Lewis, C. M. (2004).
Infl ammatory bowel disease susceptibility loci defi ned by genome scan meta-analysis of

1952 aff ected relative pairs. Hum Mol Genet. 13, 763-70.

Walmsley, R. S., Ayres, R. C., Pounder, R. E., Allan, R. N. (1998). A simple clinical
colitis activity index. Gut. 43 (1), 29-32.

Wang, H., Yu, M., Ochani, M. (2003). Nicotinic acetylcholine receptor alpha7 subunit is

an essential regulator of infl ammation. Nature. 421, 384—88.

49



Williams, C. N., Kocher, K., Lander, E. S., Daly, M. J., Rioux, J. D. (2002). Using a
genome-wide scan and meta-analysis to identify a novel IBD locus and confi rm

previously identifi ed IBD loci. Inflamm Bowel Dis. 8: 375-8]1.

Wolters, F. L., Russel, M. G. (2006). Sijbrandij J, et al. Phenotype a diagnosis predicts

recurrence rates in Crohn‘s disease. Gut. 55, 1124-1130.

Xu, P., Elizalde, M., Masclee, A., Pierik, M., a Jonkers, D. (2021). Corticosteroid enhances
epithelial barrier function in intestinal organoids derived from patients with Crohn's

disease. Journal of molecular medicine (Berlin, Germany), 99(6), 805-815.

Yi,J. Y., Jung, Y.J., Choi, S. S., a Chung, E. (2009). TNF-alpha downregulates E-
cadherin and sensitizes response to y-irradiation in Caco-2 cells. Cancer research and

treatment, 41(3), 164—170.

Zhai, Z., Wang, J., Huang, B., a Yin, S. (2019). Low-fat yogurt alleviates the pro-
inflammatory cytokine IL-1B-induced intestinal epithelial barrier dysfunction. Journal of

dairy science, 102(2), 976-984.

50



