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Molekuliarné geneticka vysSetieni predispozic Crohnovy choroby a
ulcerozni kolitidy

Abstrakt

Tato bakalafska prace je zaméfena na idiopatické stfevni zanéty, do kterych fadime
Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu. Jedna se o chronicka zanétliva onemocnéni stiev,
u kterych je zaznamenano nékolik pfic¢in. Dle studii lze fici, ze nejcasteji k rozvoji
dochazi diky genetické predispozici, vn€j§im vlivim jako je napfiklad stres a koufeni,
také diky infekci a v nékterych piipadech i1 diky odchylné reaktivité imunitniho systému

vuci soucastem vlastnimu stfevnimu mikrobiomu.

Genetika téchto nemoci neni dodnes presné objasnéna, ale je jisté, ze genetické
faktory jsou vice patrné u Crohnovy choroby nez u ulcer6zni kolitidy. Nejcastéj§imi geny,
které jsou spojovany srozvojem idiopatickych stfevnich zanétd jsou geny
NOD2/CARDI15, NODI/CARD4 a ICAM-1. Je znamo, Ze ztéchto genl se gen
NOD2/CARDI5 podili spiSe na rozvoji Crohnovy choroby a gen ICAM-1 na rozvoji

ulcerdzni kolitidy.

V metodické Casti se ma bakalafska prace zabyva prokézanim alespont jedné
pfislusné mutace genu u 12 probandi, z nichz Sest trpélo Crohnovou chorobou, tii
ulcerdzni kolitidou a u tfi se jednalo o zdravé jedince, ktefi byli v pfibuzenském vztahu
s nemocnymi. U pfislu§ného rozboru vzorkt doslo k vyizolovani Cisté genomové DNA,
ktera byla vyuzita k metodé PCR, diky které doslo k amplifikaci specifického useku genu.
PCR produkty byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy, nasledné enzymaticky

precistény a osekvenovany firmou GenSeq.

Nakonec doslo k ovéteni a vyhodnoceni pfislusnych sekvenci pomoci internetového
nastroje BLAST, internetové databaze GenBank a programu Geneious Prime. Diky tomu
byla prokazana mutace genu ve dvou ptipadech — NODI1/CARD4 (D372N) a ICAM-1
(K469E).

Kli¢ova slova
Idiopatické stfevni zanéty; Crohnova choroba; ulcer6zni kolitida; genetické predispozice;

izolace DNA; PCR; elektroforéza; sekvenace DNA



Molecular analysis of genetic predispositions to Crohn’s disease and
ulcerative colitis

Abstract

This bachelor thesis focuses on idiopathic inflammatory bowel diseases, which
include Crohn's disease and ulcerative colitis. These are chronic inflammatory diseases
of the intestines caused by several causes. Studies have shown that the development of
these diseases is most commonly due to genetic predisposition, external factors such as
stress and smoking, infection, and in some cases, an abnormal immune system reactivity

to components of the gut microbiome.

The genetics of these diseases have not yet been fully elucidated, but it is clear that
genetic factors are more apparent in Crohn's disease than in ulcerative colitis. The most
common genes associated with the development of idiopathic inflammatory bowel
diseases are NOD2/CARD15, NOD1/CARD4, and ICAM-1. It is known that the
NOD2/CARDI15 gene is more involved in the development of Crohn's disease, while the

ICAM-1 gene is more involved in the development of ulcerative colitis.

In the methodological part, this thesis aims to demonstrate at least one relevant gene
mutation in 12 probands, of whom six suffered from Crohn's disease, three from
ulcerative colitis, and three were healthy individuals who were related to the affected
individuals. The relevant genomic DNA was isolated from the samples and used in the
PCR method to amplify a specific gene segment. The PCR products were visualized using

gel electrophoresis, then enzymatically purified and sequenced by the GenSeq company.

Finally, the relevant sequences were verified and evaluated using the BLAST
internet tool, the GenBank internet database, and the Geneious Prime program. As a result,
a gene mutation was demonstrated in two cases - NOD1/CARD4 (D372N) and ICAM-1
(K469E).

Key words
Idiopathic inflammatory bowel diseases; Crohn's disease; ulcerative colitis; genetic

predisposition; DNA isolation; PCR; electrophoresis; DNA sequencing
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1 Uvod

Crohnova choroba a ulcerozni kolitida jsou chronické autoimunitni zanéty traviciho
traktu, které se dohromady nazyvaji jako idiopatické stfevni zanéty. Jejich prubéh
je charakterizovan remisemi a recidivami po celou dobu trvani nemoci. Mezi témito
chorobami je hlavni rozdil v rozsahu postizeni traviciho traktu. U Crohnovy choroby
dochazi k postizeni kterékoliv Casti travici trubice a u ulcerozni kolitidy je postizena
pouze posledni ¢ast tlustého stfeva a konecnik. Jedna se o onemocnéni, u kterych neni
zcela jasna pricina. Dle studii Ize potvrdit, Ze nejCastéji hraje roli geneticka predispozice,
vnéj$i vlivy jako naptiklad stres a koufeni, dale je mozny vliv infekce a v nékterych
pfipadech mohou tato onemocnéni vzniknout diky odchylné reaktivit€é imunitniho

systému vuci soucastem vlastniho stfevniho mikrobiomu.

Z genetického hlediska se jedna o onemocneéni, ktera se mohou rozvijet diky genim
NOD2/CARD15, NODI/CARD4 a ICAM-1. Gen NOD2/CARDI5 ma vice jak
60 sekvenc¢nich variant, ale pouze 3 hlavni jsou spojovany s rozvojem onemocnéni —
R702W, G908R a 1007fs. Tyto varianty jsou spojovany s Crohnovou chorobou, nikoliv
s ulcerdzni kolitidou. U ulcerdzni kolitidy je spojovan s rozvojem spiSe gen ICAM-1,
respektive jeho varianty G241R a K469E. U genu NODI/CARD4 se s rozvojem spojuji
varianty D372N a E266K. Existuje ale také moznost, ze se u pacienta trpiciho jednim

z idiopatickych stfevnich zanétt nemusi ani jedna z mutaci gena objevit.

Cilem této prace je na vybraném vzorku pacientu s jiz propuknutou Crohnovou
chorobou a ulcer6zni kolitidou a n€kolika jejich zdravych rodinnych pfislusnicich ovéfit,
zda je mozné zminénou mutaci gent pozorovat, piipadné zda zdravi rodinni pfislusnici

pacienti danou mutaci nesou také.



2 Anatomie tenkého a tlustého strreva

2.1 Tenké stievo

Tenké stievo (intestinum tenue) je nejdelsi Cast travici trubice, kterd navazuje
na zaludek (Obrazek 1). Jeho délka je pfiblizn€ 3—5 m a jeho Sitka 3—4 cm (Lukas et al.,
2005). Déli se na tfi ¢asti — dvanactnik (duodenum), laénik (jejunum), kycCelnik (ileum)

(Ktivankova a Hradova, 2009).
2.1.1 Dvandctnik (duodenum)

Jedna se o prvni a zaroven nejkratsi ¢ast tenkého stieva, jeho délka je asi 25-30 cm
nebo také 12 palct — odtud jeho nazev (Lukas et al., 2005). Narozdil od jejuna a ilea jde
o nepohyblivou Cast tenkého stieva (Hina, 2013). Ma velmi variabilni tvar, mtze vypadat
jako nepravidelna podkova, v jehoz vyklenuti je ulozena hlava slinivky bfisni, nebo jako
pismeno U, V nebo L (Dylevsky, 2009; Kiivankova a Hradova, 2009) (Obrazek 1).
Sliznice duodena je pokryta jednovrstevnym cylindrickym epitelem, ktery ma resorpcni
schopnost. Predstavuje Cetné a vysoké cirkularni fasy, které jsou pokryty klky (Lukas
a Hoch, 2018). Hlavni funkci duodena je fizeni travicich d&ji pomoci tvorby a vyluCovani
mistnich hormont. Tyto hormony ovliviiuji pohyblivost stén a vyméSovani zlazek
zaludku a sttev, funkci vratnikové pumpy, ktera umoziiuje presun traveniny ze zaludku

do dvanactniku a vyméSovani slinivkové §t'avy a zluci z jater (Kachlik, 2018).
2.1.2 Lacnik (jejunum)

Lac¢nik navazuje na dvanactnik, vytvafi klicky a jeho délka je pfiblizn€ 2 m, coz jsou
asi 2/3 tenkého stfeva (Kiivankova a Hradova, 2009, Fiala et al., 2015). Nachazi
se v dutin€ brisni vlevo nahore (Obrazek 1). Dochazi zde k intenzivnimu traveni a ke
vstiebavani zivin (Kfivankova a Hradova, 2009). Jeho sliznice je slozena v ¢etné piicné
fasy a ztéch vybihaji drobné klky (Fiala et al., 2015). Diky takovému usporadani
se vyrazné zvétSuje vnitini vystelka stfeva a dochazi ke vzniku rozsahlé vstfebavajici
neboli resorpéni plochy (Celedova et al., 2017). Jedna se o pohyblivou &ast tenkého stieva

a jeho nazev je odvozen od poznatku, Ze pfi pitvé byva obvykle prazdny (Hiina, 2013).
2.1.3 Kycelnik (ileum)

Kycelnik je navazan na la¢nik, nachéazi se v dutiné bfisni vpravo dole a tvori

1/3 tenkého stfeva (Kfivankova a Hradova, 2009) (Obrazek 1). Kycelnik je kratsi a uzsi
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nez lacnik a jeho klicky se nachéazeji v pravé jamé kycelni (Lukas et al., 2005). Jeho nazev
je tedy odvozen od jeho polohy (Hiina, 2013). Kyc¢elnik z jamy kycCelni Gsti do prvni ¢asti
tlustého stieva, kterou je slepé stievo (Lukas et al., 2005). Pred ustim do tlustého stifeva
se nachazi chlopen, ktera oddé€luje a uzavira prichod tenkého stieva do tlustého. Chlopen
se otevira jen tehdy, kdy dojde k dokonalému natraveni strevniho obsahu a dale také
zabrafiuje navratu stfevniho obsahu po prichodu zilea do slepého stfeva (Kfivankova
a Hradové, 2009). Lacnik i kycCelnik jsou zavéseny na okruzi, tzv. mezenteriu v némz

probihaji krevni a mizni cévy (Fiala et al., 2015; Celedova et al., 2017).

Duodenum i & - \_}/ .

Small 4§
Jejunum

intestine

[leum

© Healthwise, Incorporated

Obrazek 1: Popis tenkého stFeva (zdroj: www.myhealth.alberta.ca)

2.2  Tluste stievo

Tlusté stfevo (intestinum crasum) nebo také nazyvané jako tracnik (colon)
je posledni ¢asti travici trubice (Kiivankova a Hradova, 2009; Falt et al., 2015) (Obrazek
2). Jeho délka je priblizn€ 1,5 m a ma prusvit 5—-8 cm (Lukas et al., 2005; Dylevsky, 2009).
Od tenkého stieva se tlusté stievo lisi hlavné stavbou, po kratkych usecich se objevuje
pravidelné zazeni stfidajici se s vydutémi, tzv. haustry (Kfivankova a Hradova, 2009).
Na rozdil od lacniku a tracniku je jeho sliznice bez klka a je pokryta jednovrstevnym
cylindrickym epitelem (Orel, 2019). Sténa tlustého stieva je slozena z nékolika vrstev,
které jsou charakteristické pro travici trubici — slizniéni vrstva, podslizniéni vrstva

a svalova vrstva (Cihak, 2013).

Sliznice tlustého stfeva je bleda, pokryta jednovrstevnym cylindrickym epitelem a je
bez kiku (Lukas§ a Hoch, 2018). Tvoii ji ploché vybézky, které obsahuji Cetné sekrecni

zlazy produkujici slizni€ni substance (Vigué, 2015).
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Podslizniéni vrstva je fidka a obsahuje cévni a nervovou pletei. Zasahuji

do ni shluky lymfocytd ze sliznice (Cihak, 2013).

Svalova vrstva (tunica muscularis) tlustého stfeva ma dvé vrstvy — vnitni cirkularni
a vnéjs$i podélnou (Lukas a Hoch, 2018). Cirkularni svalovina je mimotradné tenka
a podélna svalovina je naopak zahusténa do tii pruha (ténii), mezi kterymi je svalova

vrstva opét tenka (Dylevsky, 2009).

Tlusté stfevo je slozeno z nekolika ¢asti — slepé stfevo, vzestupny tracnik, pficny

tracnik, sestupny tracnik, esovity tracnik a konecnik (Kachlik, 2018).
2.2.1 Slepé stievo (caecum)

Jedna se o vakovitou rozsifenou cast tlustého stieva, do niz usti kycelnik (Dylevsky,
2009). Nachazi se v pravé jame kycelni a na své spodin€ prechazi v Cervovity privések
neboli appendix (Lukas et al., 2005; Kiivankova a Hradova, 2009) (Obrazek 2). Délka
appendixu se pohybuje v rozmezi 5-10 cm. Nachazi se v ném lymfaticka tkan, a tudiz

byva pfi¢inou Castych zanéta (Kfivankova a Hradova, 2009).
2.2.2 Tracnik (colon)

Na slepé stfevo se napojuje vzestupny tracnik (colon ascendens), ktery smétuje
od slepého stfeva nahoru ke spodni casti spodniho jaterniho laloku (Lukas et al., 2005;
Dylevsky, 2009) (Obrazek 2). Je pfisedly zadni plochou k zadni bfis$ni stén€, tudiz
je nepohyblivy (Kachlik, 2018). Pod jatry dochazi k pohybu doleva a prechazi v pticny
tracnik (Fiala et al., 2015).

Pfi¢ny tracnik (colon transversum) je ptiblizné 50 cm dlouha ¢ast tlustého stieva,
které je rozepjata v provéSeném oblouku mezi pravym (jaternim) a levym (slezinnym)
ohbim (Dylevsky, 2009) (Obrazek 2). Na rozdil od vzestupného tra¢niku je tento
pohyblivy a ma tvar pismene U nebo V. U sleziny prechazi levym traénikovym ohbim
do sestupného tracniku (Kachlik, 2018).

Sestupny tracnik (colon descendens) ma délku pfiblizné 25-30 cm a jedna
se o nejuzsi ¢ast celého tracniku (Dylevsky, 2009). Je piisedly zadni plochou na zadni
bfisni sténu, tudiz je stejn€ jako pfi¢ny tracnik nepohyblivy. V levé kycelni jamé pak

prechazi v esovity tracnik (Kachlik, 2018) (Obrazek 2).
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Esovity tracnik (colon sigmoideum) nazyvany také jako esovita klicka je rtzné
dlouhy tsek tlustého stieva, ktery se nachazi v levé kycelni jamé a mize byt rozsifeny
az k pupku (Fiala et al., 2015) (Obrazek 2). Jeho tvar pfipomina pfiblizné pismeno N, kdy
nejprve mifi nahoru a pak se ohyba dold k malé panvi, kde vstupuje do posledni ¢asti

tlustého stieva kone¢niku (Luka$§ a Hoch, 2018).
2.2.3 Konecnik (rectum)

Konec¢nik je pfiblizn€ 12—-15 cm dlouhy a nachazi se tésné pied kiizovou kosti.
(Lukas et al., 2005) (Obrazek 2). Je rozdélen na dvé Casti, na vétsi Cast panevni a mensi
Cast fitni a ta je zakoncena fitnim otvorem (anus), kterym konec¢nik tsti ven (Lukas et al.,
2005; Orel, 2019). Mezi témito Castmi se nachazi prechod epitelové vystelky, kdy
jednovrstevny dlazdicovy epitel konecniku prechazi v mnohovrstevny dlazdicovy epitel
fitniho otvoru (Orel, 2019). Konec¢nik uz opousti bfisni sténu a z vétSiny se nachazi pod

trovni pobiisnice (Celedova et al., 2017).

pricni travnik
on transversur

vzestupny

tracnik sestupny

trainik
colon

appendix

konecnik

fitni
otvor esovita
anu klicka

Obrazek 2: Popis tlustého streva (zdroj: www.lepsipece.cz)
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3 Stievni mikrobiom

Strevni mikrobiom, ktery je také oznacovan jako stfevni mikrobiota je souhrnny
nazev pro velké mnozstvi mikrobu, které osidluji stfevo. Patii k nim bakterie, viry, plisng,

parazité a prvoci (Rihova a Stastny, 2021).

Odhaduje se, ze kolektivni genom stievnich mikrobti obsahuje pfiblizné stokrat vice
gentl nez lidsky genom. Béhem celogenomovych asociacnich studii bylo identifikovano
vice jak 200 gent, které jsou asociovany s idiopatickymi stfevnimi zanéty (dale jako IBD).
Nékteré z nich se podileji na zprostiedkovani reakci hostitele na stfevni mikrofloru
(Nishida et al., 2018). Fyziologické funkce téchto gent jsou kategorizovany do né€kolika
skupin tykajicich se:

e Ziskané imunity (IL23R, ILI2B, JAK2, STAT3)

e Rozpoznani a zpracovani bakterii (NOD2/CARD15)
e Autofagie (ATGI6L, IRGM, ATGS)

e Slizni¢ni bariéry (ECM1, CDHI, LAMBI)

Mnoho predispozi¢nich genti na Crohnovu chorobu (dale jako CD) je spojeno
s rozpoznavanim a zpracovanim bakterii a mnoho predispozi¢nich genli na ulcer6zni
kolitidu (dale jako UC) souvisi s funkci slizni¢ni bariéry. To naznacuje, ze zhorSené
zachazeni s bakteriemi nebo naruSeni slizni€ni bariérové funkce vede k poruseni

tolerance proti komenzalnim bakteriim ve stievé u CD a UC (Matsuoka a Kanai, 2015).

Stfevni mikrobiom plni velmi podstatné funkce, které jsou dulezité pro zdravi
lidského téla. Tyto funkce zahrnuji syntézu vitamind, rozklad chemickych latek a zivin,
podporu metabolismu tukl, boj s patogeny a rovnovahu a rozvoj imunitniho systému
(Simpson, 2022). Za urcitych okolnosti mohou stfevni bakterie zptisobovat rizné stievni
i celkové choroby (Necas et al., 2021). Stfevni mikrobiom je z jedné tietiny u vSech lidi

stejny, ze dvou tretin je pak striktné individualni (Rihova a Stastny, 2021).

Slozeni stfevniho mikrobiomu se béhem zivota kazdého cloveka velmi vyrazné méni.
Jeho vyvoj probiha priblizné do tieti dekady lidského zivota, kdy postupné dochézi
k ustanoveni jeho slozeni (Lukas a Hoch, 2018). U pacientd sIBD slozeni stfevni
mikroflory kolisa vyrazné vice nez u zdravych jedincti (Qui et al., 2022). Slozeni zavisi

na fyzickém stavu jedince, na jeho genotypu, imunitnim fenotypu i na faktorech zevniho
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prostiedi jako je naptiklad vyziva, zivotni styl a eventuelné€ podavani antibiotik (dale jako
ATB) (Frihauf, 2017). Vice nez 90 % pfirozené lidské stfevni mikroflory se sklada
ze Ctyt hlavnich kment. Dominuji kmeny Firmicutes (49-76 %) a Bacteroidetes (16—
23 %), v mnohem mensi mife jsou pak pfitomny kmeny Proteobacteria a Actinobacteria
(Matsuoka a Kanai, 2015). Naopak u pacienti s IBD se méné objevuji bakterie kmene
Firmicutes a Bacteroidetes a znacné zvySené jsou kmeny Proteobacteria a Actinobacteria

(Becker et al., 2015).

Lidské stfevo patii mezi jedno z nejhustgji osidlenych mist bakteriemi na zemi. Zije
v ném piiblizn€ 10 biliont bakterii, které dohromady vazi pfiblizn€ 2 kg, a to je vice nez
lidsky mozek (Lukas a Hoch, 2018). Nizky pocet a malo druhti obyva zaludek a horni
cast tenkého stfeva a jejich pocet se postupné zvysuje od jejuna po tlusté stievo (Nishida
etal., 2018). Jedna se o komenzalni neSkodné, ale i Skodlivé mikroby, které jsou nazyvané
jako patobionty (Rihova a Stastny, 2021). V piipadé zvySené stfevni propustnosti
se zneCist'ujici, Skodlivé latky a bakterie dostavaji do krevniho ob&hu. Poté dochazi
k ovliviiovani bunék skodlivymi bakteriemi a tato reakce v téle zptisobuje zanét (Simpson,

2022).

CD a UC jsou zplsobeny odchylnou reaktivitou imunitniho systému vici soucastem
vlastni stievni mikrobioty (Spi¢ak et al., 2017). U pacientd s IBD je ve srovnani
se zdravymi jedinci pozorovan pokles bakterii s protizanétlivymi schopnostmi a narust
bakterii se zanétlivymi schopnostmi (Nishida et al., 2018). Z kmene Firmicutes je to
zejména druh Faecalibacterium prausnitzii, ktery je snizen v umérném mnoZzstvi
ve stolici u pacientl s CD. Clenové kmene Proteobacteria, jako jsou Enterobacteriaceae,
do kterého zahrnujeme bakterii Escherichia coli jsou u pacientt s IBD bé&zné zvySené (Ni

et al., 2017).
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4 Idiopatické stievni zanéty

Za IBD povazujeme chronické zanéty tenkého a tlustého stfeva. Radi se mezi n& CD
a UC (Cervenkova, 2009). Jejich priib&h je protrahovany a charakterizovany remisemi
arecidivami v prub&hu jejich pfirozené historie (Ananthakrishnan et al., 2017).
V nékterych ptipadech jsou také oznacovany jako nespecifické sttevni zanéty (Vranova,
2013). Soucek et al. (2011) naopak uvadi, ze tento nazev je ze starSiho ¢eského nazvoslovi
a prestal se pouzivat kvali skuteCnosti, Ze tyto zan€ty neznamenaji protiklad k zanétim
specifickym. Mohou se objevit v jakémkoliv véku, CD ma nejvyssi vyskyt ve véku
20 az 30 let, zatimco UC postihuje lidi mezi 30 az 40 lety. Co se tyCe pohlavi, UC
je o néco Cast€jsi u muzl, kdezto CD je naopak Cast€jsi u zen (Zonetti de Arruda Leite

a Andrade, 2016).

Etiologie obou onemocnéni je velmi podobna, ale také nejasnd. Proto se tato
onemocnéni oznacuji jako idiopatickd. (Macak a Macakova, 2004). Charakteristicky
se od sebe odliuji klinicky a morfologicky a také se lisi 1é€bou (Stiitesky, 2001). Presnéji
se tato onemocnéni lisi lokalizaci a postizenim vrstev stieva, ale také ne dosud zcela
objasnénou patogenezi (Zonetti de Arruda Leite a Andrade, 2016). Pfesto je ale mozné
fici, ze mezi nejcastéj§i priiny se fadi genetické vlivy. Déle jsou to vlivy vnéjsiho
prostiedi a zvazovany jsou i imunologické a infekéni vlivy. Z tohoto divodu je pfi¢ina

vzniku a rozvoje IBD oznacovana jako multifaktorialni (Vranova, 2013).

Jedna se o relabujici onemocnéni, coz znamen4, ze dochazi k opakujicim se fazim
klidového a akutniho stadia po celou dobu trvani nemoci (Vranova, 2013; Lukas a Hoch,
2018). Projevuji se hlavné chronickym prijmem, ktery byva s pifimési krve nebo
je vodnaty (Luka$ a Hoch, 2018). Intenzita projevujicich se problému zalezi hlavné
na forme zanétu a s riistem rozsahu postizeného streva stoupa tize onemocnéni (Bortlik,

2014).
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5 Crohnova choroba

U CD se jedna o chronicky idiopaticky zanét, ktery mize postihnout kteroukoliv ¢ast
traviciho trubice od jicnu po fit' (Zvonikova et al., 2010; Rimola, 2019) (Obrazek 3).
Onemocnéni probiha s obdobimi relapst a remisi a neni mozné to medikamentozné ani
chirurgicky definitivné vylécit (Pavelka et al., 2014). Nej¢asteji byva zanétem postizena
oblast tenkého a tlustého stieva. Dochazi k poskozeni celé stfevni stény a mize nastat
i tvorba pistéli a abscesu. (Vranova, 2013). Jako typicky projev se vyskytuje aftozni vied
s bélavym stiedem a zarudlym lemem (Safrankova a Nejedla, 2006). Na rozdil od UC
neni postizeni stfeva souvislé, ale segmentalni. To znamena ze useky postizené sliznice

stfidaji useky zdravé sliznice (Navratil et al., 2017).

Crohnova choroba

Obrazek 3: PostiZeni stiev u CD (zdroj: wikiskripta.cz)

Etiologie je dodnes jesté z velké Casti neznama, ale pravdépodobné muze byt CD
disledkem slozité souhry mezi genetickou nachylnosti, enviromentalnimi faktory
a zmeénénou stfevni mikroflorou, coz vede k dysregulovanym vrozenym a adaptivnim
imunitnim reakcim (Rajesh a Sinha, 2014; Torres et al., 2017). Identifikace expozic, které
ovlivilyji riziko vzniku této choroby, je dulezita zejména kvili prevenci tohoto
onemocnéni. Disledky CD jsou napiiklad celozivotni morbidita, zhorSena kvalita zivota
pacienta a zvySené riziko kolorektalniho karcinomu (dale jako KR-CA) (Rajesh a Sinha,
2014).

5.1 Symptomy

Symptomy jsou u CD velmi rozdilné a lisi se podle toho, jaka ¢ast traviciho ustroji

avjaké mife je postizena (Cervenkova, 2009). Na za¢atku se nemoc projevi velmi
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vyrazn€¢ a muze napodobit i nahlou pfihodu bfisni (Vodicka, 2014). V piipadé
terminalniho ilea, coz je nejtypict&jsi vyskyt postizeni, se onemocnéni projevi podobné
jako akutni nebo chronicka apendicitida. Bolesti bficha jsou kfeCovité a objevuyji
se hlavné po jidle, piiblizné do 30 az 60 minut (Navratil et al., 2008; Cervenkova, 2009).
Dale jsou hlavnimi symptomy prijmy, které se objevuji zejména po jidle a tim
je zpusobeny Ubytek na vaze (Pavelka et al., 2014). Pacienti, ktefi maji pfevazné
postizené tlusté stfevo, mohou vykazovat pfiznaky, které jsou totozné s UC, tj. prijmy
s ptimé&si krve a hlenu, ¢asto jsou ptitomny pistéle a abscesy nebo postizeni fitniho kanalu

v podobé nehojici se analni fisury nebo viedu (Pavelka et al., 2014; Rimola, 2019).

Existuji jesté mimostievni symptomy, které se objevuji pouze u 30-40 % pacientd,
a to zvlasté u téch, ktefi trpi postizenim tlustého stfeva. Jde zeyména o kozni projevy,
kloubni zmény nebo recidivujici ocni zanéty (Pavelka et al., 2014). RozliSuji se dvé
skupiny mimostfevnich projevi, kdy bud’ nejsou vazany na aktivitu a tizi onemocnéni

anebo s aktivitou stfevniho zanétu uzce souvisi (Vranova, 2013).
5.2  Prubéh onemocnéni

U onemocnéni rozliSujeme: prvni ataku, remisi, relaps, recidivu a reaktivaci (Soucek
et al., 2005). Jako prvni ataku oznacujeme uplny pocatek onemocnéni, jakmile dojde
k nastoleni klidové faze, hovofime o remisi, a naopak jakmile dojde k opakovanému
vzplanuti onemocnéni, nazyvame to jako relaps. Pojem recidiva se uziva pfi projevu
onemocnéni na dosud nepostizeném useku stfeva a pokud dojde ke vzplanuti na misté,
které bylo predtim zcela zdravé je to oznaCovano jako reaktivace (Soucek et al., 2011).
Na zacatku ma vétSina nemocnych pouze zanétlivé zmény na stievni sliznici, ale v dal§ich
letech jsou zmény takové, které vedou ke vzniku ziizenin a pistéli (Cervenkova, 2009).
Jako pistel se rozumi kanalek komunikujici mezi dutinou a jejim povrchem, vznika jako
nasledek zanétu, nadoru nebo urazu. Odchazi jim hnis nebo jiny obsah dutiny (Slezakova

et al., 2012).

Podle Greensteinovy klasifikace se pacienti s CD rozdé€luji podle prubéhu
onemocnéni do dvou typu — typ agresivni a typ indolentni. Typ agresivni, nebo také
nazyvan jako perforujici, probiha agresivnim zpisobem. Dochazi pfi ném ke tvorbé
pisStéli a abscest, a nakonec je charakterizovan nutnosti Castych chirurgickych intervenci.
U typu indolentniho dochazi k atakam velmi ziidka, objevuje se tvorba stendz a nutnost

chirurgické 1éCby je mala (Soucet et al., 2019).
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6 Ulcerozni kolitida

Colitis znamena zanét traniku a slovo ,,ulcer6zni znaci tendenci k rozvoji vieda,
a to zejména na mistech postizenych zanétem (Nair a Peate, 2015). Zanétu podléha rizné
dlouha ¢ast tlustého streva a §ifeni postupuje vétSinou od konecniku vyse (Vranova, 2013)

(Obrazek 4).

Na rozdil od CD se jedna o zanét sliznice tlustého stieva, ktery se objevuje v rektu
a §ifi se kontinualné€ na proximalni Cast stfeva nebo celé tlusté stievo. (Pavelka et al.,
2014). Onemocnéni muze byt ohrani¢eno pouze na rektum, pokud tomu tak je, oznacuje
se to jako ulcerdzni proktitida (Kasper, 2015). Ackoliv existuje ne€kolik vrstev, které tvori
tlusté stfevo, zanét postihuje pouze nejvnitingjsi vystelku zvanou sliznice (Farraye, 2017).
Mohou byt postizeny i hlubs§i vrstvy tracniku, ale pouze pifi komplikacich typu
fulminantni kolitidy a toxického megakolon (dale jako TM) (Soucek et al., 2019).

Etiologie dodnes objasnénda neni, ale dominujici postaveni v otazkach

etiopatogeneze UC maji teorie imunologické a genetické (Navratil et al., 2008).

Ulcerozni kolitida

Obrazek 4: PostiZeni tlustého stieva u UC (zdroj: www.wikiskripta.cz)

6.1 Symptomy

U vice nez 90 % vSech pacientt s aktivni UC se objevuje rektalni krvaceni (Sturm
a White, 2019). Mezi dalsi symptomy patii také bolesti bficha, prijem s pfimeési krve

a/nebo hlenu a anémie (Nair a Peate, 2015). Jak se onemocnéni zhorSuje, muze
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se u pacienta objevit unava, horecka, zimnice, ztrata chuti k jidlu a ztrata hmotnosti.
Pomoci téchto priznakt l1ékaifi mohou posoudit, zda se jedna o kolitidu lehkou, stiedni

nebo té€zkou (Farraye, 2017).

Podle montrealské klasifikace tize UC se v pfipade lehké UC objevuji méne nez
4 stolice za den a pacient nevykazuje systémové priznaky. V pfipadé stredni UC
se vyskytuji vice nez 4 stolice za den s minimalnimi systémovymi pfiznaky a u t€zké UC
uz je vice nez 6 stolic za den, puls pacienta je vyssi nez 90/minutu, pacient ma zvysenou

teplotu a hemoglobin je nizsi nez 105 g/l (Vranova, 2013).

Extraintestinalni pfiznaky se vyskytuji €asto a zahrnuji projevy kozni, stni, kloubni,
ocni a jaterni (Gabalec, 2009a). Mezi nejCastejSi mimostievni projevy se fadi napriklad
polyartritida, vaskulitida nebo spondylitida (Sramkova, 2013). Zda se, ze vyvoj jednoho
extraintestinalniho pfiznaku zvysSuje nachylnost k vyvoji dalSich takovychto pfiznaku

(Rothfuss et al., 2006).
6.2 Prubéh onemocnéni

Pocatek onemocnéni nazyvame jako prvni ataku nemoci. Nastoleni klidové faze pak
nazyvame remisi a dalSi vzplanuti oznacujeme jako relaps (Soucek et al.,2019). Podle
zkuSenosti 1ékart se fika, Ze prvni tfi roky od stanoveni diagnézy jsou pro chovani a vyvoj
nemoci zasadni. Pokud se pfiznaky od pocatku vraceji nékolikrat do roka navzdory
udrzovaci 1é¢bée, tak se takto onemocnéni bude chovat nadale a naopak dojde-li po ivodni
atace ke dlouhodobému zklidnéni, nebudou relapsy ani v budoucnu &astgjsi (Cervenkova,

2009).

Pribéh UC muze byt chronicky, kontinualni nebo chronicky intermitentni, coz
znamena s remisemi a relapsy nebo muiize byt také fulminantni, ktery mize skoncit
az fatalng (Svab et al., 2008). Lukas a Hoch (2018) uvadi, ze UC muze prob&hnout asi
v 1 % jen jako jedna ataka akutni kolitidy s okamzitym prechodem do remise, ale u tohoto
ptipadu je otazkou, zda se jedna o UC nebo pouze o infekct, alergii ¢i 1ékové poSkozeni

s viedy v travicim traktu, které organismus zvladne ,,vlastnimi silami.

Po 15 letech trvani nemoci se zvySuje riziko vzniku KR-CA apo 20 letech
je incidence 5-10 %, po 30 letech 12-20 %. Tim padem je nutné koukat na UC jako

na rizikové onemocnéni z hlediska mozné karcinogeneze (Soucek et al., 2011).
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7 Etiologické faktory vzniku idiopatickych stievnich zanétu
7.1 Genetické faktory

Genetické faktory jsou u téchto nemoci patrné, ale dodnes nejsou piesné definovany
(Soucek et al., 2011). Jsou vice patrné spise u CD nez u UC, ale i pfesto znamenaji
nezbytny predpoklad vzniku a rozvoje klinickych pfiznakd IBD u obou nemoci (Vranova,

2013).

Rodinna anamnéza je nejdilezitéjsim rizikovym faktorem pro rozvoj onemocnéni,
coz naznacuje genetickou predispozici k IBD (Hugot et al., 1999). Déti, které maji oba
rodiCe trpici IBD maji 33% riziko rozvoje onemocnéni do 30 let véku (Stépanov
a Studnicka, 2021). Relativni moznost ziskat onemocnéni od pfibuznych prvniho stupné
je 8—10krat vétsi nez v celkové populaci. Velikou roli hraje i etnicky pivod, kdy naptiklad
7idé z vychodu Evropy maji riziko rozvoje IBD 2—4krat vy§si nez ostatni (Lukas a Hoch,
2018).

7.2 Geny pro Crohnovu chorobu a ulcerozni kolitidu

Podle studii je znamo, ze piibuzni prvniho stupné (déti, rodiCe, sourozenci) pacientd
trpicich CD maji priblizné 10-20 % celozivotni riziko rozvoje onemocnéni ve srovnani
s obecnou populaci. Pomoci celogenomovych studii bylo rozpoznano nejméné
70 chromozomalnich lokusu, které maji spojitost s rozvojem CD (Kupka et al., 2014;
Hosak et al. 2015). Tyto lokusy jsou soucasti gent, které fidi nékteré z homeostatickych

mechanismu:

e Vrozené receptory rozpoznavani vzori (NOD2/CARD15, TLR4, CARD?Y),

e Diferenciace Th17-lymfocyta (IL-23R, JAK2, STAT3, CCR6, ICOSLG),

e Autofagie neboli ,,pojidani sebe sama“ (ATG16L1, IRGM, LRRK?),

e Udrzovani integrity epitelialni bariéry (IBD5, DLGS5, PTGER4, ITLNI,
DMBTI1, XBPI),

e Rizeni sekundarni imunitni odpoveédi (HLA-region, TNFSF15/TLIA, IRFYS,
PTPN2, PTPN22, NKX2-3, IL-12B, IL-18RAP, MST1) (Van Limbergen et al.,
2009; Balvan et al., 2021).

Nejcastéjsim genem, ktery se vyskytuje v souvislosti s IBD je gen NOD2

(nucleotide-binding oligomerization domain 2) oznacovan také jako CARDIS5 (caspase
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recruit-ment domain 15) (Kupka et al., 2014; Luka§ a Hoch, 2018). Jedna se o gen, ktery
se nachazi na chromozomu 16 (16ql2) (Obrazek 5) a kdéduje protein ucastnici
se bakterialniho rozpoznavani butikami zapojenymi do pfirozené imunity (Hugot, 2006;
Kupka et al. 2014). Oblast na chromozomu 16 poprvé identifikoval Jean-Pierre Hugot,
francouzsky détsky gastroenterolog, v roce 1996. Zmapovani tohoto lokusu vedlo
k identifikaci genu NOD2/CARDI5 (Van Limbergen et al., 2007). Protein, ktery
je kodovan timto genem, slouzi jako intracelularni receptor a je prezentovan hlavné
v monocytech, makrofazich, dendritickych burikach, Panethovych burikach
a intestinalnich epitelialnich bunkach. Hraje dulezitou roli v imunitni odpovédi
na bakterialni infekci (Kupka et al., 2014). Dle Heli6 et al. (2003) bylo v tomto genu
identifikovano vice nez 60 sekvencnich variant, pficemz tvrdi, ze tfi hlavni varianty
(R702W, G908R a 1007fs) jsou spojeny s nachylnosti kinfekci. U variant R702W
a G90SR dochézi vlivem mutace k zameén€ aminokyselin a u varianty 1007fs dochazi
k posunu cteciho ramce a pak k pfedCasnému ukonceni translace a tvorbé zkraceného
proteinu. VSechny tyto varianty jsou spojovany pouze s CD, nikoliv s UC (Lukas a Hoch,

2018).

16912
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Chromosome (T[T TI I}
A
[ )

Gene W 39.5Kb
Nod2 Exon 1 2 3 4 0 11

SNPS8 (r2066844), SNP12 (sr2066845), SNP13 (sr41450053)

Obrazek 5: Lokace genu NOD2/CARD15 na chromozomu 16 (zdroj: www.mediagraphic.com)

Témér po 20 letech od objeveni NOD2 se stale nepodafilo plné objasnit presné
mechanismy, kterymi tento gen pfispiva k patogenezi onemocnéni (Geremia a Satsangi,
2018). Dalsimi variantami genu, které se podileji na rozvoji IBD jsou NOD1/CARD4
aICAM1. V genu NODI/CARDI5 se na rozvoji podileji hlavné polymorfismy E266K
a D372N, u genu ICAM-1 se jedna o polymorfismy G241R a K469E (Ozen et al., 2006)

Mezibunécnd adhezni molekula ICAM-1 je kli¢ova pro pfiliv neutrofilnich
granulocyti do sliznice tlustého stfeva. Genové analyzy nalezly polymorfismy v genu

koédujicim ICAM-1, coz naznacuje, ze zmény ve funkci této molekuly se mohou podilet
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na patogenezi UC (Vainer, 2005). ICAM-1 je glykoprotein, ktery se nachazi na
chromozomu 19p13 (Cheng a Liang, 2015) (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Umisténi ICAM-1 na chromozomu 19 (zdroj: Low et al., 2006)

ICAM-1 ma dvé ruzné formy, které jsou syntetizovany endotelialnimi burikami.
Jednd se o membranové vazanou formu a rozpustnou formu. Rozpustnd forma
je vysledkem jednonukleotidového polymorfismu v ICAM-1 a je vytvoren alternativnim
sesttthem na urovni mRNA. Tim vznikd protein, ktery postrada membranové

a intracelularni domény. S obéma formami se setkdvame u UC (Vainer, 2015).

U UC vykazuje migrace neutrofila epiteliotropismus, coz znamena, ze neutrofily
maji tendenci specificky migrovat smérem k epitelu. Divod zdstava nejasny, ale testy
poskytly dikaz, ze samotna epitelialni butika maze hrat roli v regulaci pohybu neutrofilt
do subepitelialniho prostoru a napfic epitelem. Po dosazeni epitelu piekracuji neutrofily
epitelialni bariéru uvolnénim proteolytickych enzymi. Tento proces vede k destrukci
mikroprostiedi, a nakonec zpusobuje charakteristické zmény pozorované histologicky
v tlustém stfevé béhem tézké UC, jako jsou abscesy, Sifeni neutrofild ve sliznici

a ulcerace (Vainer, 2015).

Dle studii lze fict, ze je zde pfitomna i moznost, kterd nasvédcuje, ze mezi IBD
a NOD2/CARD15, NOD1/CARD4 nebo ICAM-1 nemusi byt zadna souvislost. Genetické
predispozi¢ni faktory u IBD se mohou u riznych populaci lisit, protoze je znamo, ze IBD
je onemocnéni s mnoha pric¢inami, véetne velkého poctu riznych genetickych abnormalit

(Ozen et al., 2006).
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7.3  Faktory vnéjsiho prostiedi

Faktory vnéjsiho prostfedi maji na vznik a pribéh IBD vyznamny vliv. Nejcasteji
se jedna o bakterialni slozeni gastrointestinalniho traktu (dale jako GIT), psychicky stres,

koufeni a také uzivani neékterych 1é¢iv (Lukas, 2014).

Na prvnim misté faktorti vnéjsiho prostiedi je obviniovano koufeni, aktualni kutaci
maji 2x vyS§i riziko vzniku Crohnovy choroby nez kufaci byvali. Naopak lidé, ktefi
koufili v minulosti, maji vyssi riziko vzniku UC na rozdil od lidi, ktefi kouii stale (Lukas
a Hoch, 2018). Nikotin totiz muze ptimo ovliviiovat slizni¢ni imunitni odpoveéd’, stievni

propustnost a mikrocirkulaci (Stépanov a Studnicka, 2021).

Dalsim vngjsim faktorem je psychicka zat€z, zejména dlouhodoba, ta muze byt
startovacim faktorem pro vzplanuti nebo pro relaps onemocnéni (Vranova, 2013). UC
byla dokonce od 30. let minulého stoleti brana jako tzv. psychosomatické onemocnéni.
Pacienti s UC, ktefi maji onemocnéni v remisi, maji vyrazné vyssi riziko zhor§eni nemoci,
pokud jsou vystaveni psychickému stresu nebo pokud trpi depresivni poruchou.
Je dokazéano, ze nepiijemné zivotni udalosti, kterymi jsou naptiklad ztrata blizkého

Clovéka nebo ztrata zaméstnani mohou vyvolat IBD (Lukas, 2014).
7.4 Infekce

Presto, ze zadné mikroby onemocnéni nevyvolavaji, jsou vedeny jako piicina vzniku
onemocnéni, a to z divodu, ze slouzi jako spoustéci mechanismus (Macak a Macakova,
2004). Konkrétni bakterie nebyla nikdy nalezena, ale i pfesto mlze byt mikrobialni
osidleni stfeva podminkou chronického zanétu. Za vznik Crohnovy choroby odpovidaji
predev§im anaerobni bakterie a nékteré kmeny Escherichia Coli, produkujici cytokiny,
které poskozuji stievni buiiky. Naopak u UC se uplatiiuji bakterie aerobni (Safrankova

a Nejedla, 2000).

IBD vznikaji v disledku nespravné reakce imunitniho systému, ktery S$patné
rozeznava fyziologické mikroby v tlustém a tenkém stfevé a chybné je interpretuje jako

patogeny (Pavelka et al., 2014).
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8 Komplikace idiopatickych stirevnich zanéta

Jako témer u kazdého onemocnéni jsou i IBD doprovazeny riznymi komplikacemi,
mezi které patii pistéle, stendzy a abscesy, ale mohou byt i zivot ohrozyjici, jako naptiklad
megakolon (Lukas a Hoch, 2018). Jsou zptusobeny zejména tézkym zanétem ve stieve,
imunitni reakci anebo naruSenim vstfebavani nékterych zivin a zluCovych kyselin

(Cervenkova, 2009).
8.1 Stifevni komplikace

Mezi nejCastéjsi stievni komplikace se fadi stendza, perforace, abscesy, pistéle,
septicky pribéh stfevniho zanétu a masivni krvaceni. Mezi ty horsi komplikace se pak

fadi TM a KR-CA (Cervenkova, 2009).

Stenoza stieva vznika zajizvenim stfeva, tim dochazi k jeho zuzeni a poté je nutné
chirurgické feSeni (Sramkova, 2013). Perforace znadi prodéravéni stieva, které
ve vzacném piipade€ pokraCuje az do dutiny bfisni a zptusobuje peritonitidu. Velmi Casto
kong&i slepé ve tkanich, kde tvoii abscesy, coZ je dutina naplnéna hnisem (Burda a Solcova,
2016; Navratil et al., 2017). Jak jiz bylo zminéno, IBD jsou komplikovany pistélemi,
zejména rektovaginalnimi pistélemi, coz je patologicka komunikace mezi GIT a poSevni
dutinou. U UC se tyto piStéle nachazeji ve 22 %, ale byvaji uspé$ne zaléeny pomoci
analniho pouchu. U CD tento pistél byva ¢asto prvnim ptiznakem nemoci. (Horak et al.,
2013). Pokud dochazi ke komplikaci, ktera ma septicky prub€h, potom se jedna o pacienta
s oslabenou imunitou, protoze takovy prubéh se nachazi pouze u té€chto pacientti (Kasper,

2015).

TM predstavuje obavanou komplikaci predevsim zanétlivych ¢i infekcnich stava
tlustého stieva (Autenrieth a Baumgart, 2012). Tato komplikace se rozviji spise u UC nez
u CD a vyskytuje se kolem 3-5 % (Soucek et al., 2005). Diive se vyskytoval pouze u UC,
ale CD byla poté rozpoznana téz jako piicina a postupné se ukazalo, ze témért jakykoli
zanétlivy stav tlustého stfeva muze pacienty predisponovat k TM (Gan a Beck, 2003).
TM je charakterizovan celkovou nebo Caste€nou neobstrukeni dilataci tlustého stieva
a systémovou toxicitou. Je spojovan s vysokou morbiditou a mortalitou a ve vét§iné
piipadu je nutna 1écba (Desai et al., 2022). Nékolik autori zaznamenalo neoficialni
zpravy o kolonoskopii jako spoustéci TM a navzdory ojedinélym zpravam o jeji

bezpecnosti jako diagnostické a prognostické techniky je u UC obecné odsuzovana.
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Existuji kazuistiky chemoterapie jako mozného indikujiciho faktoru TM (Gan a Beck,
2003). Neni dano, v jakém veku ani u jakého pohlavi se tato komplikace rozvine.
U pacientt s IBD je nejvyssi riziko rozvoje TM v Casném stadiu onemocnéni, az u 30 %
piipadu dojde k rozvoji do 3 mésict od diagnozy. Dle studii je TM prvnim klinickym

projevem diive nediagnostikované UC u 13 % pacienti (Autenrieth a Baumgart, 2012).

KR-CA je zavaznou komplikaci IBD a pfedstavuje piiblizné 15 % vSech tmrti
souvisejicich s IBD. Pravdépodobnost rozvoje KR-CA u pacientt trpicimi CD nebo UC
je vyssi nez, kdyby doslo k rozvoji tohoto karcinomu bez jakychkoliv pficin (Averboukh
et al.,, 2011). KR-CA je tfeti nejCastéj§i maligni onemocnéni a Ctvrtd hlavni pficina
umrtnosti souvisejici s rakovinou na celém svété (Hnatyszyn et al., 2019). U kazdého
pacienta s UC se riziko rozvoje karcinomu odhaduje na 2 % po 10 letech, 8 % po 20 letech
a 18 % po 30 letech od diagnozy (Eaden, 2004). U pacienti s CD je riziko rozvoje 4-20x
vys$si nez u bézné populace (Averboukh et al., 2011). Délka onemocnéni neni jedinym
rizikovym faktorem pro KR-CA. Dal§imi faktory jsou rozsah a zdvaznost onemocneéni,

pfitomnost zanétlivych pseudopolypt a rodinna anamnéza (Stidham a Higgins, 2018).

KR-CA se rozdéluje na stadia 0—IV. Ve stadiu 0 nenalezneme zadny primarni tumor,
ve stadiu I tumor prochazi submukédzou, ve stadiu II tumor prochazi muscularis propria,
ve stadiu IIT tumor prochazi skrz muscularis propria do subserozy a ve stadiu IV tumor

pronika ptimo do okolnich organti a struktur (Holubec et al., 2004) (Obrazek 7).

Spread to other organs

Obrazek 7: Klasifikace kolorektalniho karcinomu (zdroj: https://www.priznaky-projevy.cz)
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8.2 Mimostievni komplikace

Vzhledem k imunitnimu mechanismu a komplexnimu piasobeni IBD na cely
organismus mohou byt rizné€ postizeny i jiné systémové organy nez jen GIT. Tato
postizeni nazyvame jako mimostievni nebo také extraintestinalni komplikace. Mohou
zavazné ovliviiovat progndzu pacienta a snizovat kvalitu jeho zivota (Navratil et al.,
2021). IBD mohou byt komplikovany extraintestinalnimi projevy az u 40 % pacientd.
Jsou vyznamnou pfi¢inou morbidity a mohou byt pro pacienta zvlaste stresujici (Williams
et al., 2008). Projevy, které vznikaji jinym mechanismem se nazyvaji extraintestinalni
komplikace, které se objevuji jako disledek néjakych metabolickych, anatomickych nebo
jinych zmén v ramci IBD. Mohou se objevit napt. jako nezadouci ucinek 1écby (Navratil

et al., 2021).

Extraintestinalni komplikace jsou zptusobeny hlavné nemoci samotnou a zahrnuji
napiiklad stavy jako je malabsorpce s naslednym nedostatkem mikrozivin, osteoporoza,
periferni neuropatie, ledvinové kameny, zlu€ové kameny a vedlejsi ucinky IBD

souvisejici s 1éky (Vavricka et al., 2015).

Nejcastejsi komplikaci jsou kloubni projevy jako periferni artritida. Tato artritida
postihuje 5-20 % pacientd s IBD a je klasifikovana do dvou typu, kdy typ 1 postihuje
vice jak 5 velkych kloub a typ 2 postihuje predevsim malé klouby (Williams et al., 2008).
Periferni artritida na rozdil od revmatoidni artritidy vykazuje malou nebo zadnou
destrukci (Vavricka et al., 2015). Lécba periferni artritidy je zaméfena na lécbu
zakladniho onemocnéni stfev a také na dosazeni tlev od symptomu (Levine a Burakoff,

2011).

Mezi metabolické komplikace se fadi osteopordza. IBD jsou spojovany se zvySenym
rizikem rozvoje osteoporozy. Mira prevalence se pohybuje od 2 % do 30 % a u osteopenie
od 40 % do 50 % (Larsen et al., 2009). Rozvoj osteopordzy u pacientd s IBD ma mnoho
rizikovych faktorti, které souvisi s vékem, se snizenou aktivitou a také zahrnuji 1écbu
kortikosteroidy (Levine a Burakoff, 2011). Williams et al. (2008) uvadi, ze existuje
domnénka, ze ubytek kostni hmoty u IBD souvisi spiSe se zdkladnim onemocnénim

nez s kortikosteroidy.

Dal§imi komplikacemi jsou dermatologické projevy. Zavazné dermatologické

projevy byly hlaseny u 2-34 % pacientd s IBD. Objevuje se Siroké spektrum koznich
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onemocnéni a béhem pfirozeného onemocnéni se mize projevit vice koznich komplikaci
soucasné (Levine a Burakoff, 2011). Mezi nejcastéji vyskytujici se kozni komplikace IBD
se fadi erythema nodosum (déale jako EN) a pyoderma gangrenosum (dale jako PG).
EN se projevuje jako jeden nebo vice citlivych ¢ervenych uzliki objevujicich se typicky
na povrchu extensoru dolnich koncetin (Obrazek 8). Je Castéjsi u CD nez u UC (Jose
a Heyman, 2008). PG je mnohem vzacnéjsi nez EN. Na pocatku se objevu;ji pustuly, které
se vyvinou do ulcerujicich 1ézi s podkopanymi, fialovymi okraji a okolnim erytémem
(Obrazek 9). Bézné se vyskytuji na holenich nebo v blizkosti stomii, ale mohou se objevit

kdekoliv na téle (Williams et al., 2008).

Obrazek 8: Erythema nodosum (zdroj: Vavricka et al., 2015)

Obrazek 9: Pyoderma gangrenosum (zdroj: Vavricka et al., 2015)
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Jednou z nejzavaznéj§ich komplikaci IBD je primarni sklerozujici cholangitida (dale
jako PSC). Jedna se o chronické, progresivni onemocnéni neznamé etiologie, které
se projevuje zanétem a fibrozou stiednich a velkych intra- a extrahepatalnich Zlu¢ovoda
(Levine a Burakoff, 2011) (Obrazek 10). PSC muze byt zivot ohrozujici komplikace
a Castéji se vyskytuje u muzi a také u pacienta trpicich UC nez u téch, ktefi trpi CD
(Vavricka et al., 2015; Harbord et al., 2016). PSC vyznamn¢ zvysSuje kumulativni riziko
KR-CA (Larsen et al., 2009). Je to nejCastéjSi onemocnéni jater specifické pro IBD
a v nékterych zemépisnych oblastech mize postihnout az 4-5 pacienti. V populacich
severoevropského ptivodu ma dokonce 70-80 % pacientti s IBD soucasné i PSC (Harbord
etal., 2016). Vavricka et al. (2015) uvadi, ze je mozné, ze diagndza PSC ovliviiuje pribéh
IBD, protoze u pacienti s PSC i UC se predpoklada mirnéjsi prabeh kolitidy s mensim

histologickym zanétem tlustého stfeva nez u pacient bez PSC.

Jatraa
Zlucoveé
cesty

Normalni
Zlucové
cesty

Zanicena a
jizevnata
tkan
Zlucovych
cest

Obrazek 10: Primarni sklerozujici cholangitida (zdroj: https://www.priznaky-projevy.cz)

Mezi o¢ni komplikace se fadi hlavné episkleritida a uveitida (Jose a Heyman, 2008).
Prevalence o¢niho zanétu u IBD je méné nez 10 %, ale jeho rychlé rozpoznani je zivotné
dilezité. Muize vést k vyznamné morbidité a akutni ztraté zraku (Williams et al., 2008).
Episkleritida je charakterizovana jako nebolestiva hyperémie spojivky a skléry,
je ptitomno podrazdéni, paleni, zaCervenani a citlivost (Obrazek 11). Je ¢astejsi u CD nez
u UC a nevyzaduje jinou specifickou 1é¢bu nez 1é¢bu zakladniho onemocnéni (Vavricka
et al., 2015). Uveitida se projevuje jako akutni nebo subakutni bolest o¢i s rozmazanym

vidénim, fotofobii a bolesti hlavy (Jose a Heyman, 2008) (Obrazek 12). Na rozdil
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od episkleritidy je Casova korelace uveitidy s IBD méné predvidatelna a jeji vyskyt mize

predchazet diagnoze IBD (Vavricka et al., 2015).

Obrazek 12: Uveitida (zdroj: Vavricka et al., 2015)

Posledni z nejcastéjSich extraintestinalnich komplikaci IBD je anémie, piesnéji
anémie z nedostatku zeleza — sideropenicka anémie. Jednad se o béznou komplikaci
u pacienti s IBD a je casto jako komplikace prehlizena (Kaitha et al., 2015). Mezi
primarni projevy anémie se fadi Unava, nevykonnost, slabost, duSnost nebo pocit
palpitace. Intenzita téchto projevi zavisi na poklesu hemoglobinu, ktery je u CD a UC
pozvolny a tim padem je fada pacient( na tento stav pfipravena a klinické projevy jsou
u nich postradany (Navratil et al., 2021). Z tohoto divodu musi byt u pacientu s IBD
pravidelné sledovana hladina hemoglobinu, aby bylo mozné anémii detekovat vcas.
Zelezo je souasti hemoglobinu, myoglobinu, cytochromd a mnoha dalsich enzymd,
anémie tedy negativné ovliviiuje téméf kazdy aspekt kazdodenniho zivota pacienti s IBD
(Kaitha et al., 2015). Lécba zahrnuje hlavné utlum vyvolavajici pficiny, tedy lécbu IBD
a sideropenie se 1€¢i pomoci preparat zeleza nebo pomoci vitaminu B12 (Navratil et al.,

2021).
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9 Diagnostika a 1écba idiopatickych stievnich zanétu
9.1 Diagnostika IBD

Diagnostika IBD nema dodnes presné stanovené vySetfovaci postupy, které by mely
byt nutné dodrzeny (Vranova, 2013). Diagnézy CD a UC jsou stanoveny na klinickych
podkladech doplnénych objektivnimi néalezy radiologického, endoskopického
a histologického vysetieni. V nékterych pfipadech musi byt diagnostické hodnoceni
po uplynuti ur&ité doby opakovano (Baumgart, 2009). Cervenkova (2009) navic uvadi,

ze je dulezité jesté téz laboratorni vySetieni.

Laboratorni vysetfeni ma nékolik ucell, vCetné diagnostiky, sledovani aktivity
onemocnéni a sledovani nezadoucich ucinku a ucinnosti 1€kt (Veauthier a Hornecker,
2018). Laboratorni abnormality jsou pozorovany Castéji s del§im trvanim a zavaznéjSim
onemocnénim (Feuerstein a Cheifetz, 2017). U krevnich testd se pozoruje piitomnost
imunoglobulini — ASCA, pANCA. ASCA protilatky jsou namifené vici béznym
kvasinkam pekafskych kvasnic, nachazeji se pfiblizn€ u 60 % pacientd s CD. Mohou
se nachazet i u 2 % zdravych jedinct, proto plati, Ze pozitivni vysledek znaci s velkou
pravdépodobnosti CD, ale nemusi tomu tak byt. ANCA protilatky jsou namifené vuci
bilym krvinkam a vyskytuji se u 60—70 % pacientd s UC (Cervenkova, 2009). Dalsim
rozumnym testem je vySetfeni stolice, kdy se pozoruje koncentrace fekalniho
kalprotektinu. Kdyz je jeho koncentrace zvySena potvrzuje se tim, ze se jedna o stievni
infekci nebo zanétlivy stav, ale opé€t to nepotvrzuje, ze se ptimo jedna o IBD (Feuerstein

a Cheifetz, 2017).

Endoskopie a zobrazovaci metody jsou zakladnimi ndastroji pro diagnostiku
a sledovani IBD. Endoskopické postupy umoziuji ptimou vizualizaci a pfistup do lumen
stteva. Pfima vizualizace umoznuje identifikaci charakteristickych 1ézi, sledovani
uspéchu ¢i selhani terapie a screening KR-CA (Veauthier a Hornecker, 2018). Pokud
endoskopie neni snadno dostupna nebo kdyz struktury tlustého stfeva brani dukladnému
vyhodnoceni mize baryovy klystyr s dvojitym kontrastem a baryova kontrola tenkého
stfeva prokazat jemné detaily sliznice. Souvisly, povrchovy, zanétlivy proces naznacuje
UC, zatimco nesouvisly zanét postihujici tenké stfevo naznacuje CD (Langan et al., 2007).
Nektefi odbornici obhajuji pouziti chromoendoskopie, ktera zahrnuje postiik sliznice

tlustého stfeva indigokarminem nebo methylenovou modfi. V mnoha studiich bylo
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popsano, ze chromoendoskopie je pii detekci dysplazie u€inngjsi nez kolonoskopie bilym

svétlem s nahodnymi biopsiemi (Feuerstein a Cheifetz, 2014).

Odliseni CD od UC mize byt naro¢né, zvlasté v raném stadiu onemocnéni, ale je to
dilezity krok, protoze 1é¢ba se u téchto onemocnéni lisi. Pro stanoveni kone¢né diagnozy

je rozhodujici kontrola biopsii zkuSenym patologem (Langan et al. 2007).
9.2 Lécba IBD

Rozhodnuti o 1é¢bé se fidi vékem, symptomy, stavem zanétu, lokalizaci a rozsahem
onemocnéni a celkovym rizikem zavaznéjSich a komplikovanéjSich onemocnéni
(Veauthier a Hornecker, 2018). Cilem lécby obou typi chronického zanétlivého
onemocnéni stfev je rychlé navozeni bezsteroidni remise a prevence komplikaci

samotného onemocnéni (Baumgart, 2009).

Prvnim krokem v 1é¢bé IBD je farmaceuticka lécba. Lékati obvykle predepisuji 1éky
postupné. Prvné se predepisuji méné Skodlivé 1éky, a pokud tyto léky neposkytnou
pozadovanou ulevu, jsou predepsany nekteré jiné Iéky (Seyedian et al., 2019). Mezi tyto
léky se tradi hlavné kortikosteroidy, aminosalicylaty imunosupresiva, biologicka 1é¢iva
a peroralni malé molekuly (Cai et al., 2021). V né€kterych piipadech pomahaji i dalsi 1éky
jako je metronidazol a Sirokospektra ATB (Pithadia a Jain, 2011). Mezi aminosalycilaty
se tfadi kyselina 5-aminosalycilova (dale jako 5-ASA) (Cai et al., 2021). 5-ASA jsou
zakladem 1éCby mirného az stfedné té€zkého onemocnéni. U pacientt, u kterych selhala
l1écba témito aminosalycilaty, nebo ktefi maji zavazny priabéh onemocnéni, je typicky
volena 1écba kortikosteroidy (Feuerstein a Cheifetz, 2014). Kortikosteroidy jsou lékem
volby pfi stredné tézkych az tézkych vzplanutich, ale pro dlouhodobé uzivani jsou
nevhodné kvili svym vedlejsim ucinkiim a neschopnosti udrzet remisi. Preferovanym
steroidem je prednisolon, ktery je podavany peroraln€, rektalné nebo parenteralné

v naléhavych situacich (Pithadia a Jain, 2011).

I kdyz je cilem 1écby dostat pod kontrolu zanét a navodit klinickou remisi
farmakologickou terapii, u vétSiny pacientd bude nakonec vyzadovan chirurgicky zakrok.
Bohuzel operace neni kurativni a pacienti stale vyzaduji pokracujici terapii 1 po operaci
pro recidivu onemocnéni (Feuerstein a Cheifetz, 2017). Chirurgicka 1écba je indikovana
u pacientll s TM, perforaci, masivnim krvacenim, netspé$nou lécbou, dysplazii tlustého

stfeva nebo rakovinou (Feuerstein a Cheifetz, 2014). U UC je tplnym fesenim kolektomie
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s pouchem, ale i tato metoda vystavuje pacienta riziku, jelikoz muze dojit k zanétu
tzv. pouchitidé, ktera nasledné predstavuje specificky lécebny problém (Soucek et al.,

2019) (Obrazek 13).

Jloop”
ileostomie

Obrazek 13: Kolektomie s pouchem (zdroj:Lukas a Hoch, 2018)

Chirurgicka lécba CD zahrnuje bypass, resekci a strikturoplastiku. Cil chirurgie CD
se posunul od radikalni operace k minimalni operaci, kterd ma odstranit jen silné
zanicenou tkan nebo provést strikturoplastiku. Chirurg musi posoudit, ktery postup
je v kazdé oblasti onemocnéni nejvhodnéj§i (Yamamoto a Watanabe, 2014). Pomoci
resekce se odstraiuje postizeny usek stfeva, kterému se fika primarni postizeni.
Strikturoplastika je neresek¢ni vykon, pii kterém se odstrafniuje prepazka prachodnosti
a musi se zachovat délka stieva. Pokud maji pacienti s CD postiZeni, které je nefeSitelné

resekci ani strikturoplastikou dochazi k vykonu zvanému bypass. (Lukas a Hoch, 2018).
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10 Cile prace

1. VySetieni Casti geni NOD2/CARDI15, NODI/CARD4 a ICAM-I u souboru
pacientt s Crohnovou chorobou a ulcer6zni kolitidou, vySeteni souboru jedinct

bez téchto diagnoz

2. Klasifikace nalezenych SNP
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11 Metodika

Metodika mé bakalaiské prace probihala pod vedenim Ing. Anety Zlamalové
v laboratofi na Zdravotné socialni fakulté Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&ovicich.
Provadeéla jsem zde izolaci DNA z bukalniho stéru, amplifikaci specifického useku genu
pomoci PCR, dale bylo potfeba vizualizovat PCR produkty pomoci gelové elektroforézy,
a nakonec jsem tyto PCR produkty enzymaticky precistila a poslala na sekvenaci DNA.
Toto vSechno jsem provadéla u vzorka od 12 probandi (Tabulka 1), které jsem si sama
odebrala. Jednalo se o probandy trpici CD, UC nebo o ty, ktefi jsou zdravi a jsou

s nemocnymi v piibuzenském vztahu.

Tabulka 1: Prehled probandii

Cislo \ Pohlavi Nemoc

Vzorek ¢.1 Zena CD

Vzorek ¢.2 Muz UC

Vzorek ¢.3 Zena Zdrava — matka (muze vz.¢.2)
Vzorek ¢.4 Muz CD

Vzorek ¢.5 Muz CD

Vzorek ¢.6 Zena CD

Vzorek ¢.7 Zena CD

Vzorek ¢.8 Zena CD

Vzorek ¢.9 Muz Zdrav — syn nemocného otce
Vzorek ¢.10 Muz UC

Vzorek ¢.11 Muz UC

Vzorek ¢.12 Zena Zdrava — dcera (muze vz.€.11)

(Zdroj: Vlastni)

11.1 Izolace DNA

Izolace DNA se provadi prfed nékterymi genetickymi metodami. NejcCastéji

je provadéna z bukélniho stéru nebo z periferni krve.

V mém piipad€ jsem izolovala DNA z bukalnich stérii od 12 probandi. Tato Cast
prace je velmi dulezita, diky izolaci se snazime ziskat Cistou a nepoSkozenou DNA

probanda bez pfimeési necistot.

Pred samotnym zaCatkem prace jsem si pfipravila pomucky, které jsem k izolaci
potiebovala. Jednalo se o kit pro izolaci DNA od firmy Generi biotech, ktery obsahoval
pytlik se sbérnymi zkumavkami, pytlik s kolonkami a reagencie — Buffer BL1, Buffer
BL2, Wash Buffer BL3, Elution Buffer BL4, Proteinase K a Proteinase K Buffer (dale
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PKB). Jednalo se o jesté nerozbaleny kit, ktery tedy obsahoval nepfipravené reagencie

Wash Buffer BL3 a Proteinase K, a které jsem si musela podle navodu pfipravit.

Do lahvicky Wash Buffer BL3 jsem ptidala 48 ml ethanolu (96%), promichala
a oznacila vicko lahvicky kfizkem, aby bylo jasné, Ze uz je ptipraveny k pouziti. Takto

piipraveny roztok je stabilni minimalné 1 rok pfi laboratorni teplotée.

Lahvicka Proteinase K obsahovala tabletu, kterou bylo nutné rozpustit, aby vznikl
roztok vhodny k pouziti. Pro jeji rozpusteéni jsem do lahvicky ptidala 1,35 ml pufru PKB
a fadné jsem promichala. Opét bylo nutné oznacit na lahvicce, ze byl pfidan PKB. Takto

vznikly roztok je stabilni minimalné 6 mésict pii -20 °C.

Dale jsem si pfipravila stojan na zkumavky a pro kazdy vzorek jsem si pfipravila
3 mikrozkumavky (které nebyly soucasti kitu), 2 sbérné zkumavky a 1 kolonku. Lihovym
fixem jsem je vSechny fadné oznacila Cisly 1-12. Zapnula jsem si termostat a nastavila
jeho teplotu na 70 °C. Vlozila jsem do n€j Elution Buffer BL4, protoze je nutné, aby jeho
teplota pii pouziti méla 70 °C.

Nejprve jsem provadéla lyzu vzorku. Material se vzorkem stéru z bukalni sliznice
(1-12) jsem pomoci ntizek odstfihla a umistila do mikrozkumavek. Dale jsem do stejnych
mikrozkumavek pridala 200 pl deionizované vody, 200 ul Buffer BL1 a 25 pl
Proteinasy K. Radné jsem vzorky promichala na vortexu (cca 20 s) a dala inkubovat
do blokového termostatu na 15 minut pfi 70 °C. Po inkubaci jsem vzorky jesté pred
otevienim kratce stoCila na centrifuze a poté jsem jejich obsah pfenesla pomoci
mikropipety do nové mikrozkumavky. Mikrozkumavku se stérovym materialem jsem

vyhodila.

Déle jsem pridala 96% ethanol. Do kazdého vzorku jsem napipetovala 210 pl,

promichala na vortexu a dala do centrifugy kratce stocit.

V dalsim kroku probihalo navdzani DNA. Na kazdou kolonku umisténou
ve sbérnych zkumavkach jsem z mikrozkumavek piepipetovala 600 pl vzorku. Dale jsem
vzorky centrifugovala jednu minutu pfi 11 000 rpm/min. Po centrifugaci jsem sbérnou
zkumavku s filtratem vyhodila a kolonku jsem vlozila do druhé piipravené sbérné

zkumavky.
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Nasledoval promyvaci krok. Na kolonky jsem napipetovala 500 pl Buffer BL2
a centrifugovala jsem vzorky po dobu jedné minuty pii 11 000 rpm/min. Tekutinu
ze sbérnych zkumavek jsem vylila a kolonky jsem vlozila zpét do téch samych sbérnych
zkumavek. Dale jsem na kolonky napipetovala 600 ul Wash Buffer BL3 a centrifugovala
jsem vzorky dvé minuty pii 11 000 rpm/min. Po centrifugaci jsem sbérné zkumavky

s filtratem odstranila a kolonky vlozila do mych pfipravenych tfetich mikrozkumavek.

Posledni krok byl krok elucni, kdy jsem na stfed vSech kolonek napipetovala 100 ul
Buffer BL4 predehiatého na 70 °C. Nasledovala inkubace vzorkli po dobu jedné minuty
pii laboratorni teploté. Poté jsem vlozila kolonky 1 s mikrozkumavkami do centrifugy
a centrifugovala 1 minutu pfi 11 000 rpm/min. Nakonec jsem odstranila kolonku

a v mikrozkumavce byla ¢ista genomova DNA pfipravena pro dalsi pouziti.

Takto pfipravené vzorky s cCistou genomovou DNA jsem dale méfila
na spektrofotometru znacky Colibri a tim zjiStovala koncentraci vyizolované DNA

(Tabulka 2).

Tabulka 2: Vysledky koncentraci vyizolované DNA

Cislo ‘ Vysledek
Vzorek ¢.1 22,30 ng/ml
Vzorek ¢.2 31,32 ng/ml
Vzorek ¢.3 36,75 ng/ml
Vzorek ¢.4 44,79 ng/ml
Vzorek ¢.5 41,28 ng/ml
Vzorek ¢.6 47,89 ng/ml
Vzorek ¢.7 30,00 ng/ml
Vzorek ¢.8 54,68 ng/ml
Vzorek ¢.9 29,25 ng/ml
Vzorek ¢.10 17,73 ng/ml
Vzorek ¢.11 56,55 ng/ml
Vzorek ¢.12 48,82 ng/ml

(Zdroj: Vlastni)
11.2 Polymerdzova retézova reakce (PCR)
Jedna se o metodu, ktera slouzi k namnozeni neboli amplifikaci urcitého tiseku DNA.
Pro zahajeni syntézy DNA jsou nezbytné dva oligonukleotidy, tzv. primery, které jsou

priblizn€ 15-25 bazi dlouhé. (Passarge, 2019). PCR je automatizovany proces, ktery

probiha v pfistroji oznaCovaném thermocycler (Otova et al., 2020). V mém piipade jsem

36



pracovala se 7 pary primeru, které jsou specifické pro useky vysetfovaného genu — D372N,

G24IR, K469E, R702W, E266K, G90SR a 1007fs (Ozen et al., 2006) (Tabulka 3).

Tabulka 3: Primery pouZité pro PCR a sekvenovdni

Primery Forward Reverse

R702W |5'-AGATCACAGCAGCCTTCCTG-3' 5'-CACGCTCTTGGCCTCACC-3'
G908R |5-CTCTTTTGGCCTTTTCAGATTCTG-3' |5'-CAGCTCCTCCCTCTTCACCT-3'
1007fs | 5-GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC-3' |5'-CCTCAAAATTCTGCCATTCC-3'
E266K |5'-TGAGACCATCTTCATCCTGG-3' 5'-CTTCCCACTGAGCAGGTTG-3'
D372N | 5-GTGCCTGACAGCTCCTGC-3' 5'-CAGGGTCATCGTGCAGTCG-3'
G241IR |5-CGTGGTCTGTTCCCTGT-3' 5'-CTCCTGGCTCTGGTTCC-3'
K469E |5'-TTCCCAGCAGACTCCATTGT-3' 5'-GGATACAACAGGCGGTGAGG-3'

(Zdroj: Viastni)

Nez jsem zacala pracovat, bylo nutné si pfipravit primery nafedit podle pokynu

vyrobce. Nové objednané primery totiz do laboratore vzdy pfijdou v lyofilizované formé.

Mnozstvi deionizované vody, kterou jsem pipetovala do primert bylo dano na dodacich

listech od dodavatele, kterym byl KRD. Na dodacich listech je vzdy napsano, do jakého

primeru a kolik demineralizované vody mame pridat (Tabulka 4).

Tabulka 4: MnoZstvi pFidavané deionizované vody

Primery  Forward
R702W add 275 ul

Reverse
add 406 pl

G908R add 260 pl

add 223 pl

1007fs add 328 pl

add 359 pl

E266K add 284 pl

add 443 pl

D372N  |add 242 pl

add 313 pl

G24IR  |add 327 pl

add 348 pl

K469E add 192 pl

add 384 pl

(Zdroj: Vlastni)

Jakmile jsem si pfipravila primery, dlouze jsem je zvortexovala a dala je kratce stocit

do centrifugy.

Dale jsem si musela primery natedit pro dalsi pouziti. Vzdy jsem napipetovala 10 pl

prislu§ného primeru a 90 ul injekéni vody (PCR vody). Opét jsem zvortexovala a dala

kratce stocit.

Takto uz jsem meéla vSechno pfipravené a mohla jsem zacit pfipravovat PCR mix.

Pracovala jsem v laminarnim boxu. Pfipravila jsem si do stojanku PCR mikrozkumavky

o objemu 0,2 ml a fadné je popsala. Déle jsem do kazdé popsané zkumavky napipetovala
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12,5 pl Master Mixu, 0,5 ul forward i reverse primeru, 1,5 pl vyizolované DNA a nakonec

10 pl PCR vody. VSechny mikrozkumavky jsem potom zvortexovala a dala kratce stocit.

Nakonec bylo nutné vzorky vlozit do thermocycleru, aby doslo k amplifikaci DNA.
V thermocycleru dochéazi nejdiive k denaturaci, nasleduje annealing a posledni fazi
reakce je elongace. Toto se opakuje v kazdém cyklu. PCR se v pruméru sklada z 25-30

cykll. U jednotlivych primert, se kterymi jsem pracovala, je to rozdilné.

U denaturace se jedna o tepelnou reakci pii 95 °C, kdy dochézi k rozdéleni DNA
na dva jednoduché fetézce. Déle nastava ochlazeni vzorku na cca 50-60 °C, tato faze
se nazyva annealing a dochazi k nasedani primerti na komplementarni 3° konce cilové
DNA (Bartunkova et al., 2011). Posledni fazi je elongace, kdy se zdvojuje pocet
pritomnych fetézci (Beranek, 2016) (Obrazek 14).

I e I
| primer
 —
double-stranded
DNA ] I I
Denaturing Annealing Extending
stage stage stage
94-95°C 50-56°C 72°C

Obrazek 14: Polymerdzova retézova reakce (zdroj: www.yourgenome.org)

U pfislusnych primerd, se kterymi jsem pracovala se lehce lisila teplota ve fazi

annealingu (Tabulka 5). Bylo tedy nutné nastavit vhodné programy do thermocycleru.

Tabulka 5: Teploty fazi PCR dle pFislusnych primerii

Faze PCR | G241R GI908R+1007fs+D372N+K469E | R702W+E266K
Pocatecni | 95°C (5°) 95 °C (59 95 °C (59
denaturace

Denaturace | 95 °C (1°) 95°C (19 95°C (19
Annealing | 52 °C (1) 60 °C (1°) 58 °C (19
Elongace 72°C (29 72°C (29 72°C (29
Konec¢na 72°C (79 72°C (79 72°C (7%
Elongace

(Zdroj: Vlastni)
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Nasledovala kontrola pomoci elektroforézy, aby se zjistilo, zda byla amplifikace

uspésna.
11.3 Elektroforéza

Jednad se o metodu, kterd slouzi k separaci, identifikaci a purifikaci nukleovych
kyselin (dale jako NK), a to na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli
(Beranek, 2016) (Obrazek 15). Elektroforéza vzdy probiha za ptitomnosti vhodného
pufru a na vhodném nosici (Bartinikova et al., 2011). Elektronegativitu DNA i RNA
zpusobuji zbytky kyseliny fosforecné, ty spolecné s pétiuhlikatymi cukry tvori patef
polynukleotidovych vlaken (Beranek, 2016). Molekuly NK se po aplikaci do separacniho
gelu a po zapnuti elektrického proudu pohybuji ke kladné elektrodé (anodé). V disledku
fosfatovych skupin maji NK za neutralniho pH zaporny naboj (Cibula a Petruzelka, 2009;
Beranek, 2016). Jako vhodné médium muzou byt vyuzity gely ze Skrobu, agarézy nebo

akrylamidu (Passarge, 2019).

velikostni marker

katoda (-)

smeér pohybu
fragmentd
DNA v gelu

v

e 21 0da (+)

elektroforetickd vana s pufrem

Obrazek 15 - Schéma elektroforézy NK (zdroj: Cibula a PetruzZelka, 2009)

Zacatek elektroforézy spocival v navazeni 2,50 g agardzy na laboratornich
predvazkach. Toto mnozstvi bylo dilezité, abych ziskala 2.5% gel. Nasledné jsem
ji presypala do Erlenmeyerovy batiky a dale jsem ptidala 100 ml pufru. Radné jsem batku
promichala avlozila do mikrovinky pfiblizné¢ na 2 minuty, dokud nedoslo k varu
a tekutina nebyla uplné ¢ira. Takto piipraveny horky gel jsem nasledné zchladila. Bariku
jsem vlozila pod proud tekouci ledové vody a lehce s ni krouzila. Do zchladlého gelu

jsem jesSté napipetovala 7 pl ethidium bromidu.
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V dal§im kroku jsem si slozila formu na gel, kterou bylo nutné pevné uzavfit a vlozit
do ni 2 hiebinky, které v gelu vytvoti jamky na vlozeni vzorkt. Dale jsem do ni vlozila
vodovéhu, protoze je nutné, aby aparatura byla uplné rovna, aby nedoslo
k nerovnomérnému rozliti gelu. Pfipraveny jesté tekuty gel jsem nalila do aparatury
anechala pofadné ztuhnout. Po =ztuhnuti jsem gel 1 saparaturou vlozila
do elektroforetické vany a zacala pipetoval vzorky. Do prvni a posledni jamky jsem vzdy
pipetovala DNA ladder (100 bp) a dal jsem pipetovala vzorky jednotlivé podle Cisel.

Po napipetovani vzorkil jsem vanu uzaviela, zapnula a nastavila na 130 V na 30 minut.

Po probéhnuti elektroforézy jsem vyndala gel z vany a vlozila na UV lampu,
vyfotografovala a ulozila si fotku do pocitace. Nasledn€ jsem si vSechny fotky popsala

Cisly piislusnych vzork.
11.4 Enzymatické precisténi PCR produktu

Zacala jsem tim, ze jsem si piipravila ke kazdému primeru 12 mikrozkumavek, které
jsem postupné polepila prisluSnymi c¢arovymi koédy (barcode) a 12 mikrozkumavek
oobjemu 0,2 ml. Mikrozkumavky (0,2 ml) jsem si fadné popsala lihovym fixem
a pipetovala do nich 5 pl PCR produktu, 0,5 pl Exo 1 (Exonuclease 1 od BioLabs) a 1 pul
rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase od BioLabs). Nasledovala inkubace 15 minut pfi
37 °C a hned poté inkubace 15 minut pfi 80 °C, kvuli inaktivaci enzymu. Po inkubaci
jsem méla PCR produkty precisténé, ale bylo nutné je jesté kratce stocit, aby se obsah

zkumavek dostal z vicka. Nakonec jsem je pfipravila na sekvenaci.
11.5 Sekvenace DNA

Sekvenovani DNA nam umoziuje stanovit poradi nukleotidi v ur¢itém useku DNA

(Otova et al., 2020).

Do mikrozkumavek polepenych ¢arovymi kody jsem napipetovala 17,5 ul PCR vody,
5 ul libovolného primeru (v mém piipade jsem pracovala s Forward primerem) a 5 pl

precisténého PCR produktu.

Takto pfipravené vzorky jsem vlozila do igelitového pytliku, a jesté do obalky,
kterou jsem odvezla na Biologické centrum Jihoceské univerzity, kde je k dispozici

schranka na odesilani vzorkt na sekvenovani do firmy GenSeq s.r.0.
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12 Vysledky

Cilem bakalaiské prace bylo vySetfeni Casti geni NOD2/CARD15, NOD1/CARD4
a ICAM-1 u souboru pacientd s CD a UC a vySetfeni souboru jedincti bez téchto diagnoz.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 6)

Tabulka 6: Amplifikace variant vysetFovanych genii

Gen NOD2/CARDI5 ICAM-1 NODI1/CARD4
Varianty | R702W G90SR 1007fs | K469E | G241R
1 A A
2 A A A A
3 A A A A A A
4 A A A A A A
5 A A A A A A A
6 A A A A A A A
7 A A A A
8 A A A A A A
9 A A A A A A
0 A A
A A A
A A A
GenBank | AF385090.1 | AF385088.1| AF385086.1| NM_000201.3 NM_006092

(Zdroj: Viastni)
Vysvétlivky: N — nezdarila amplifikace, A — zdarila amplifikace

12.1 NOD2/CARDI5

U kazdého zprimerd byla provedena PCR reakce a nasledné elektroforéza

ptislusnych PCR produktu.
12.1.1 R702W

Na obrazku (Obrazek 16) je zobrazena vizualizace PCR produkti 1-12 varianty
R702W pomoci gelové elektroforézy. Z obrazku vyplyva, ze pozitivni vysledek vySel
ucislal1,3,4,5,6,7,8,9a12. Vzorky Cislo 2, 10 a 11 vysly s negativnim vysledkem.
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Obrazek 16: Elektroforeogram PCR produktit R702W: L — ladder (100 bp), 1 — vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek & 5 (CD, muz), 6
—vzorek ¢ 6 (CD, Zena), 7 — vzorek & 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢ 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasti)

U vzorku Cislo 3, 4, 5, 6, 7, 8 a 9 se podafilo amplifikovat usek pomoci pouzitych
primert. Osekvenovany usek jsem si oteviela a zkontrolovala v programu BioEdit
avlozila do nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), kde jsem tusek
porovnala s dostupnymi sekvencemi. Ta potvrdila, ze amplifikovany usek souhlasi

s genem NOD2/CARD15 z 90-98 % (Query cover).

Dale jsem pomoci internetové databaze GenBank nasla odpovidajici sekvenci
exonu 4 (AF385090.1), na kterém se hledany polymorfismus (2104C—T) nachazi
na pozici 462bp. Do programu Geneious Prime jsem vlozila vSechny sekvence vzorki,
sekvenci exonu 4 a porovnala je. Na zéakladé¢ Alignmentu vytvofeného v programu
Geneious Prime sekvence nelze vyhodnotit. Cteci ramec amplifikovaného useku

je posunut za misto hledaného polymorfismu (Obrazek 17).

Alignment View  Distances  TextView  Lineage  Info

< Extract @ RC. (@ Translate (*) Add/Edit Annotation (restricted) Allow Editing (restricted) (2> Annotate & Predict v Save

4

a0 5 a7 a0 i 500 s10 520 520
Consensus CTGAGAAGGEEETGETETGGEGEEAR GECT GTGECE GETG GTGTETG GEECCEAGECTEC GEAAGEATTT - ECACTECATECE GECAG
Identity & ________________________ N |

0+ 1. FGA299_R702W_3....

0+ 2. FGA300_R702W _4....

0+ 3. FGA301_R702W_5....

0+ 4. FGA302_R702W_6....

0+ 5. FGA303_R702W_7....

0+ 6. FGA304_R702W_8....

..mm el
0+ 7.FGA305_R702W_9.... CTGTGCCCGCTGGTGTCTGGCCCGCAGCCTCCGCAAGCACTT CCACTCCATCCCGCCAG
C« 8. Exon 4 CTGAGAAGGCCCTGCTICTGGCGCCAGGCCTGTGCCCGCTGGTGTCTGGCCCGCAGCCTCCGCAAGCACTT-CCACTCCATCCCGCCAG

Obrazek 17: Vysledny Alignment sekvenci varianty R702W genu NOD2/CARDI5 (zdroj: viastni)
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12.1.2 G90SR

Z ptislusného obrazku (Obrazek 18), ktery znaci vizualizaci PCR produkta 1-12
varianty G908R pomoci gelové elektroforézy lze vidét, ze pozitivné vysly vSechny vzorky.

Zadny vzorek nevysel s negativnim vysledkem.

gl ———

Obrazek 18: Elektroforeogram PCR produktit G90SR: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek & 5 (CD, muz), 6
—vzorek ¢ 6 (CD, Zena), 7 — vzorek & 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢ 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)

U vzorku ¢islo 2, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11 a 12 se podafilo amplifikovat tisek pomoci
pouzitych primerd. Nasledné jsem pokraCovala stejn€ jako v pfedchozim bodé. Nastroj

BLAST potvrdil, ze amplifikovany usek souhlasi s genem NOD2/CARD15 z 97-100 %
(Query cover).

Pomoci stejné internetové databaze jsem nasla odpovidajici sekvenci exonu
8 (AF385088.1), na kterém se hledany polymorfismus (2722G—C) nachazi na pozici

59bp. Nasledné jsem pokracovala stejnym zptusobem jako u pfedchoziho bodu. Vysledek
je stejny jako u R702W (Obrazek 19).

Alignment View = Distances  TextView  Lineage 1‘

€« Ex 1 @ RC @& Translate 23 Annotate & Predict ~
Consensus WCTCTTTT GOTGARGAGGGGGS BEA G GEBET - GGETG - AGEETTGE - G G- ATEABEAG -AGETTGAGGT G GETEAG GTAAGETTEA G-
ety —— — — — ——— T 1T T 11 1T 1

Cw 1. EPI390_GOOAR_2.3b...

T 7Y Ul T AT Pl gty

L .
GGGBCCAGGLCCT-GOCTG-AGCCT TGCMGT GBATCACCAG -AGC TTGAGGT GGC T CAGGTARGETTCAG-

m@mumm )

G-ATCACCAGEAGCT TGAGGT GGC T CAGGT ARGLT T CAG-

(e 2. EP1392_GS08R_4.ab...

Ao
O+ 3 EPI393_G908R S.ab...

C» 4. EPI394_GOO0BR 6.ab...

TEECTE-AGECTTEE P T

iy r
o M_'u o' ,\m iy
[ 5. EPI1395_GS08R_7.ab...

CTG-AGCCTTGG - BT G- ATCACCAG -AGCT Tt

e 6. EPI396_GI08R_8.ab..
[+ 7. EPI397_GIO0BR_9.ab...

J‘“’LﬂLJh |
O+ 8 EPI398_GIO8R_10.a.. A

AGCTTCAG-

D+ 9. EPI399_GSO08R_11.3...

[# 10. EPI40D_GHOSR_12....

BGGCTG- GAGGT GG
0e 11 exon 8 WCTCTTTTGGCCTTTTCAGATTCTGACGCAACAGAGT GGG TGACGAGGGGGICCAGGCCCT - GGCTGRAGCCT uTc ATCACCAG- cUT.,n..cmucTcms..Tu..cTTc G-
¢

Obrazek 19: Vysledny Alignment sekvenci varianty G9OSR genu NOD2/CARD15 (zdroj: viastni)
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12.1.3 1007fs

Na obrazku (Obrazek 20) ukazujicim vizualizaci PCR produktt 1-12 varianty 1007fs
pomoci gelové elektroforézy lze opét vidét, ze pozitivné vysly vSechny vzorky. Tim

padem zadny vzorek nevySel negativng.

Obrazek 20: Elektroforeogram PCR produktii 1007fs: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2 —
vzorek & 2 (UC, muz), 3 — vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 — vzorek ¢ 5 (CD, muz), 6 —
vzorek & 6 (CD, Zena), 7 — vzorek ¢. 7 (CD, Zena), 8 —vzorek & 8 (CD, Zena), 9 —vzorek ¢. 9 (zdrav), 10
—vzorek & 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢. 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)
U vzorkl Cislo 1, 2, 3, 5, 6, 8,9, 11 a 12 se podafrilo amplifikovat isek pomoci
pouzitych primerti. Dale jsem pokraCovala stejné jako u ptfedchozich bodd. Pomoci
nastroje BLAST se potvrdilo, ze amplifikovany usek souhlasi s genem NOD2/CARD15

7 95-100 % (Query cover).

Opét jsem vyuzila stejnou internetovou databazi, pomoci které jsem nasla
odpovidajici exon 11 (AF385086.1). Na tomto exonu se hledana inserce (3020insC)
nachazi na pozici 187bp. Nasledovaly stejné kroky jako u predchozich bodi. Vysledek
opét stejny jako u R702W a G908R (Obrazek 21).

140 150 160 m 10 w 1w 20 210 2 0 0 20 2
Cansensus iTCCAATAACT GEATCACCTACETAGG GGEAGAA GECETEETGOA GGOMECTTGAAAGGAAT GACACCATEET GG GAAGTETGE GTAAGGEEEET 6GGEAG GECTGTTTTAGCTCTEC GAA!
Identity H H
et ell

0# 2. EPI401_1007fs_1.a..

O+ 3 EPI402_1007f5_2.4..

e 4. EPI403_1007f5_3.a...

C= 5, EPI405_1007fs_5.a...

[+ 6. EPI406_1007fs_6.a...

C+ 7.EPI408_1007fs B.a..
0+ 8 EPI409_1007fs 9.a...
Ce 9. EPI411_100765_11....

Oe 10, EPI412_1007fs_12...

Obrazek 21: Vysledny Alignment sekvenci varianty 1007fs genu NOD2/CARDI15 (zdroj: viastni)
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12.2 ICAM-1
12.2.1 K469E

Podle obrazku gelové elektroforézy (Obrazek 22), na kterém je zndzornéna
vizualizace PCR produktt 1-12 varianty K469F lze poznat, ze pozitivné vysly vSechny

ptislusné vzorky. Zadny vzorek nevysel negativné.

Obrazek 22: Elektroforeogram PCR produktii K469E: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek ¢ 5 (CD, muz), 6
—vzorek ¢ 6 (CD, Zena), 7 — vzorek & 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢ 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)

U vsech vzorki se podatilo amplifikovat usek pomoci pouzitych primera. Stejné jako
u predchozich bodi jsem osekvenovany usek vlozila a zkontrolovala v pfislusném
programu. Pomoci nastroje BLAST se potvrdilo, ze amplifikovany usek souhlasi s genem

ICAM-1 7 99-100 % (Query cover).

Pomoci pfislu§né databaze jsem nasla odpovidajici exon 6 (NM_000201.3),

na kterém se hledany polymorfismus (1462A—GQG) nachazi na pozici 1462bp.

Jednonukleotidovy polymorfismus (dale jako SNP) K469E (rs5498) se nachazi
v exonu 6 a spoc¢iva ve vyméné nukleotidu A za G na kodonu 469, coz podporuje aktivaci
lysinu (AAG) za kyselinu glutamovou (GAG). Zména aminokyseliny méni patou
Ig doménu a ovliviluje vazbu adhezivni molekuly 1 (CD54) slymfocyty LFA-1
(CDS8/CD11a), tak i Mac-1 makrofagii (CD8/CD11b). To znemoziiuje transepitelialni

migraci leukocytl k pfislusnému zanétu (Bessa et al., 2016).

Prostiednictvim Alignmentu jsem nalezla tento SNP na daném misté (Obrazek 23)

(Obrazek 24).
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Alignment View

& Extract

Consensus
Identity

O+ 1. EPI425_K469E_1.ab1
O+ 2. EPI426_K469E_2.ab1
D¢ 3. EPI427_K469E_3.ab1
D¢ 4. EPI428_K469E_4.ab1
e 5. EPI429_K469E_5.ab1
O+ 6. EPI430_K469E_6.ab1
O+ 7. EPI431_K469E_7.ab1
D¢ 8. EPI432_K469E_8.ab1

D¢ 9. EPI433_K469E_S.ab1

Obrazek 23: Vysledny Alignment sekvenci varianty K469E genu ICAM-1 1. ast (zdroj: viastni)

D+ 10. EPI434_K469E_10... GGGCACCTACCTCTGTCGGGCCAGGAGCACTCAAGGGGAGGTCACCCG AAGCTGACCGTGAATGTGCTCTGT-—

D+ 11. EPI435_K469E_11....

Ce 12. EPI436_K469E_12....

C= 13. exon 6

Obrazek 24: Vysledny Alignment sekvenci varianty K469E genu ICAM-1 2. ast (zdroj: viastni)
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GGGCACCTACCTCTGTCGGGCCAGGAGCACTCAAGGGGAGGTCACCCG .AG TGACCGTGAATGTGCTCTGT* -
TGACCGTGAATGTGCTCT i

Vzorky cislo 1,2, 3, 4, 6, 9 a 10 vySly jako dominantni homozygoti s variantou K/K,

vzorky 7 a 8 jako heterozygoti K/E a vzorky 5, 11 a 12 jako recesivni homozygoti E/E

(Tabulka 7).

Tabulka 7: Pocetni zastoupeni vySetrovanych probandii s variantou K469E

K469E |CD UC Zdrav
K/K 3 2 2
K/E 2 0 0
E/E 1 1 1

(Zdroj: Vastni)
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12.2.2 G24IR

Na obrazku gelové elektroforézy (Obrazek 25), pomoci které jsem provedla
vizualizaci PCR produktt 1-12 varianty G241R lze vidét, ze pozitivn€ vySly vzorky Cislo
3,4,5,6,7,8,9, 10 a 12. Negativné vysly vzorky ¢islo 1,2 a 11.

Obrazek 25: Elektroforeogram PCR produktit G241R: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek ¢ 5 (CD, muz), 6
—vzorek ¢ 6 (CD, Zena), 7 — vzorek & 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢ 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)
Vzorky ¢€islo 3,4, 5, 6, 8 a 10 se podafilo amplifikovat pomoci PCR. Avsak sekvence
dle nastroje BLAST neodpovida ICAM-1 genu, nybrz genu ADCY1 (adenylate cyclase 1).

Z tohoto divodu nelze sekvenci vyhodnotit pro hledany polymorfismus.
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12.3 NODI1/CARD4

12.3.1 D372N

Dle piislusného obrazku (Obrazek 26), na kterém jsou vyobrazeny vysledky gelové
elektroforézy, ktera slouzi k vizualizaci PCR produktii 1-12 varianty D372N lze fict,
ze pozitivné vysly vzorky ¢islo 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 a 12. S negativnim vysledkem
vySly vzorky Cislo 1 a 11.

Obrazek 26: Elektroforeogram PCR produktit D372N: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek & 5 (CD, muz), 6
—vzorek ¢ 6 (CD, Zena), 7 — vzorek & 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢ 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)

U vzorku Cislo 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 a 12 se podafilo amplifikovat usek pomoci
pouzitych primert. Opét jsem pokracovala aplné stejné a pomoci BLASTU se potvrdilo,

ze amplifikovany tsek souhlasi s genem NODI1/CARD4 z 99-100 % (Query cover).

Pomoci internetové databaze GenBank jsem nasSla odpovidajici exon
3 (NM_006092), na kterém se hledany polymorfismus (1114G—A) nachazi na pozici
1114bp. Do piislusného programu jsem vlozila v§echny sekvence vzorki, sekvenci exonu

3 aporovnala je. Na zakladé Alignmentu jsem nalezla hledany SNP na daném misté
(Obrazek 27).
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1070 1,080 1.090 1160 1164

GEEAGET GGAGGH

W A T TYWIVININVTTW W T

GGATGTTCCCCGAGCGGGCCCTGCAGGACCGCCTGCTGAGCCAGCTGGAGG(

Consensus
Identity

D 1. EPI414_D372N_2.ab1

e 2, EPI415_D372N_3.ab1

D+ 3. EPI416_D372N_4.ab1 AGGA

I
AGGA

o T

AGGAGGATGT TCCCCGAGCGGGLCCTGCAGGACCGCCTGCTGAGCCAGCTGGAGGC

[GGATGTTCCCCGAGCGGGCCCTGCAGGACCGCCTGCTGAGCCAGCTGGAGGC

Ce 4, EPI417_D372N_5.ab1

D& 5. EPI418_D372N_6.ab1

D+ 6. EPI419_D372N_7.ab1

D+ 7. EPI420_D372N_8.ab1

Ce 8. EPI421_D372N_9.ab...

Ce 9. EPI422_D372N_10.a...

J A (Y AY VAAYAS ( /
[ 10. EPI424_D372N_12.... zGAAGAAGGTGCTTCTCCGGGGCTTCTCCCCCAGCCACCTGCGCGCCTATGC AWCPGGATGT TCCCCGAGCGGGLCC TGCAGGACCGCCTGLT GAGCCAGCTGGAGGE
De 11, New nucleotide se.. 3GAAGAAGGTGCTTCTCCGGGGCTTCTCCCCCAGCCACCTGCGCGCCTATGCCRGPAGGATGT TCCCCGAGCGGGCCCTGCAGGACCGCCTGCTGAGCCAGCTGGAGG
< >

Obrazek 27: Vysledny Alignment sekvenci varianty D372N genu NOD1/CARD4 (zdroj: viastni)

Vzorky cislo 3,4, 5, 6, 8, 9 a 10 vysly jako dominantni homozygoti s variantou G/G,
vzorky 2, 7 a 12 jako heterozygoti G/A a jako recesivni homozygot nevysel zadny vzorek

(Tabulka 8).

Tabulka 8: Pocetni zastoupeni vySetirovanych probandii s variantou D372N

D372N |CD UC Zdrav
G/G 4 1 2
G/A

A/A 0 0 0
(Zdroj: Vastni)

[S—y
[S—y
[S—y
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12.3.2 E266K

Podle obrazku (Obrazek 28), na kterém jsou vizualizovany PCR produkty 1-12
varianty E266K pomoci gelové elektroforézy Ize vidét pozitivni vysledky u vzorku Cislo

2,3,4,5,6,7,8, 9 al10. Negativné vysly vzorky ¢islo 1, 11 a 12.

Obrazek 28: Elektroforeogram PCR produktii E266K: L — ladder (100 bp), 1 —vzorek ¢. 1 (CD, Zena), 2
—vzorek ¢. 2 (UC, muz), 3 —vzorek ¢ 3 (zdrava), 4 —vzorek ¢ 4 (CD, muz), 5 —vzorek ¢ 5 (CD, muz), 6
—vzorek & 6 (CD, Zena), 7 —vzorek ¢. 7 (CD, Zena), 8 — vzorek ¢. 8 (CD, Zena), 9 — vzorek ¢. 9 (zdrav),
10 —vzorek ¢. 10 (UC, muz), 11 —vzorek ¢ 11 (UC, muz), 12 —vzorek ¢. 12 (zdrava), NK — negativni
kontrola (zdroj: viasmi)

U vzorku Cislo 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 a 10 se podafilo amplifikovat tsek pomoci
pouzitych primerd. Nasledovaly stejné kroky jako v predchozich bodech a pomoci
nastroje BLAST se potvrdilo, ze amplifikovany usek souhlasi s genem NODI1/CARD4
z 88—100 % (Query cover).

Pomoci piislu§né internetové databaze jsem nasla odpovidajici exon 3 (NM_006092),
na kterém se hledany polymorfismus (796G—A) nachazi na pozici 796bp. Stejné jako
v predchozich bodech jsem do pfislusného programu vlozila vSechny sekvence vzorku,

sekvenci exonu 3 a porovnala je. Opét jsem na zakladé Alignmentu nalezla hledany SNP

na daném misté€ (Obrazek 29).
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Obrazek 29: Vysledna sekvenace E266K (zdroj: viastni)

Vzorky cCislo 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 a 10 vysly jako dominantni homozygoti s variantou
G/G a jako heterozygot a recesivni homozygot nevysel zadny vzorek pozitivné (Tabulka

9).

Tabulka 9: Pocetni zastoupeni vysetFovanych probandii s variantou E266K

E266K |CD UC Zdrav
G/G 5 2 2
G/A 0 0 0
A/A 0 0 0

(Zdroj: Vastni)

Tabulka 10: Prehled vysledkii

Gen NOD2/CARDI5 ICAM-1 NODI1/CARD4

Varianty | R702W | G90SR | 1007fs | K469E | G24IR | D372N | E266K
1 N N N K/K N N N
2 N N N K/K N G/A | GIG
3 N N N K/K N G/G | GIG
4 N N N K/K N G/G | GIG
5 N N N |[TEBET| N G/G G/G
6 N N N K/K N G/G | GIG
7 N N N K/E N G/A | GIG
8 N N N K/E N G/G | GIG
9 N N N K/K N G/G | GIG
10 N N N K/K N G/G | GIG
11 N N N N N N
12 N N N N G/A N

(Zdroj: Viastni)

Vysvétlivky: N — Nelze vyhodnotit; K/K — dominantni homozygot; K/E — heterozygot; E/E — recesivni
homozygot; G/G — dominantni homozygot; G/A — heterozygot
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13 Diskuze

Crohnova choroba a ulcerozni kolitida jsou choroby, které se fadi mezi idiopatické
sttevni zanéty. Pribéh téchto onemocnéni je charakterizovan remisemi a recidivami
po celou dobu trvani nemoci a hlavnim rozdilem mezi témito chorobami je lokace
postizeni stfev. Jejich presna etiologie je dodnes zatim neznama, z toho davodu jsou

oznacovana jako idiopaticka. Jedna z nejCastéjSich pficin je geneticka predispozice.

Luka§ a Hoch (2018) uvadi, ze incidence UC je v Evropé 24,3 novych pfipada
na 100 000 obyvatel za rok. Celkové je UC postizeno 800 000 lidi v USA a 1,4 miliont
lidi v Evropé. Cast&ji se UC vyskytuje v Evropé a Severni Americe nez v Asii a Oceanii
(Lukas a Hoch, 2018). V Ceské republice je incidence 3—5 novych piipadi na 100 000
obyvatel (Gabalec, 2009a). U CD je ro¢ni incidence v Evrop€ 12,7 novych piipada
na 100 000 obyvatel (Luka§ a Hoch, 2018). V Ceské republice je dle Gabalce (2009b)
incidence CD piiblizné 4—6 novych pfipadd na 100 000 obyvatel za rok.

V metodické casti bylo mym hlavnim cilem prokézat, zda se u neékterého z mych
probanda nachazi alespon jedna z mutaci genu, ktera je s rozvojem IBD spojovana. Jedna
se o geny NOD2/CARDI15, NODI/CARD4 a ICAM-1. Abych tento cil splnila, tak bylo
nutné si sehnat osoby, které trpi alespori jednim z IBD a odebrala jim vzorek — bukalni
stér. Sehnala jsem 12 probandi, z nichz 6 trpélo onemocnénim CD, 3 UC a 3 byli zdravi
v piibuzenském vztahu s nemocnymi. U téchto vzorkd jsem provedla izolaci DNA
a nasledné bylo nutné amplifikovat specificky usek genu pomoci PCR. PCR produkty
jsem v dalsSim kroku vizualizovala pomoci gelové elektroforézy, poté jsem
je enzymaticky precistila a poté je poslala na sekvenaci. Nasledné¢ jsem pouzila
internetovou databazi GenBank, pomoci které jsem vzdy nasla odpovidajici sekvenci
exonu, na kterém se nachazel hledany polymorfismus. Nakonec jsem pouzila program
Geneious Prime, do kterého jsem vzdy vlozila sekvence vsSech vzorkl, sekvenci

prislusného exonu a porovnavala je.

Gen NOD2/CARDI5 je nejCastéjSim genem, ktery je spojovan s IBD (Lukas a Hoch,
2018). Helio et al. (2003) uvadi, ze v genu NOD2/CARDI5 je identifikovano vice nez
60 sekvencnich variant, z nichz 3 hlavni (R702W, G908R, 1007fs) jsou spojovany
srozvojem CD. V mém piipadé jsem tyto mutace genu neprokazala ani u jednoho
z probandi. Hlavnim divodem, proc se u zadného probanda mutace neprokazala bylo, Ze

pomoci internetové databaze GenBank nedoslo ke spravnému zhodnoceni. U vSech tii
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variant Cteci ramec sekvence nesouhlasil stémi sekvencemi, které jsem nasla
na GenBanku. Z tohoto divodu jsem ani nemohla vyhodnotit, zda probandi danou mutaci

maji nebo ne.

U genu NODI/CARD4 jsou srozvojem IBD spojovany 2 hlavni polymorfismy
E266K a D372N. Ozen et al. (2006) uvadi, Ze tento gen byl povazovan za kandidatni gen
kvali jeho strukturalnim a funkénim podobnostem genu NOD2/CARDIS. U varianty
E266K se mutace genu projevi zménou G za A na pozici 796bp. V mém piipade
se u zadného z probandi tato zména neprojevila. U varianty D372N se mutace genu
projevi stejnou zménou G za A, ale na pozici 1114 bp. V mém piipadée doslo k této zméne
u vzorku ¢islo 1 (CD), 6 (CD) a 10 (UC). U téchto probandu se tedy projevila piitomnost
mutace genu NODI/CARD4 s variantou D372N.

Gen ICAM-1 obsahuje dva polymorfismy, K469E a G241R. U varianty K469E
se mutace projevuje zmeénou A za G na pozici 1462bp. V mém ptipadé k této zméne doslo
u vzorku ¢islo 5 (CD), 7 (CD), 8 (CD), 11 (UC) a 12 (zdrava dcera vzorku ¢. 11). Tim
padem se u téchto probandi v tomto pfipad€ projevila mutace genu s variantou K469E.
Vainer (2005) uvadi, ze tento gen je spojovan spiSe s rozvojem UC, coz se dle mého

vyzkumu nepotvrdilo, naopak se tato mutace projevila u vice probandu s CD.

Variantu G24IR se bohuzel nepodafilo vyhodnotit vibec, a to pravdépodobné
z divodu $patnych primert. Prestoze velikost PCR produktu odpovidala spravné velikosti
a vzorek se tak jevil jako pozitivni amplifikovany usek, diky sekvenovani jsem zjistila,
ze tomu tak neni. Po zadani pfislusnych sekvenci do nastroje BLAST a srovnani
s databazi GenBank byly vSechny vzorky vyhodnoceny jako gen ADCY1 nikoliv ICAM-
1.

Z financ¢nich a ¢asovych divodi nebylo mozné na stanoveni této varianty navazat,
ale navrh vlastnich primerd podle sekvenci genu v databazi GenBank a jejich

optimalizace by mohly byt jednou z metod pro uspésné stanoveni této varianty.

Metodiku mého vyzkumu jsem zaloZila na publikaci Ozen et al. (2006) v némz autofi
vySetfovali polymorfismy v pfislusnych genech, které jsou asociovany s rozvojem IBD.
Dana studie se zaméfovala na turecké pacienty, autofi pracovali s o dost vétSim poctem
probandi nez ja a provadéli navic metodu RFLP neboli $tépeni izolované DNA

restrik¢nimi endonukleazami, kterou z divodu Casové a finan¢ni naroCnosti nebylo
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mozné vmé praci pouzit. Vmém piipadé jsem porovnavala piislusné sekvence

se sekvencemi v GenBanku.

Vysledkem zminéné studie bylo, Ze se ani u jednoho z prislusnych genti neprokazala
souvislost s rozvojem IBD. V mé praci, 1 kdyz jsem oproti dané studii pracovala s velmi
malym poc¢tem probandi, se souvislost gent s rozvojem IBD objevila. To vSak muze

souviset se zminénym odlisSnym etnikem probandt (Turci — Cesi).

Kdybych méla v budoucnu tuto praci opakovat a méla na to dostatek financi a Casu,
tak vim, ze bych se urcité rozhodla pro praci s vice probandy a v metodické Casti bych
ucinila urc¢ité zmény. Vyuzila bych napiiklad metodu RFLP stejné jako autofi zminéné

studie, aby bylo mozné genetické predispozice prozkoumat z vétsi ¢asti.
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14 Zavér

V této bakalarské préaci s nazvem , Molekularné genetickd vySetfeni predispozic
Crohnovy choroby a ulcerozni kolitidy* jsem se v teoretické ¢asti zabyvala prevazné
témito dvéma chorobami, které nesou spoleCny nazev idiopatické stievni zanéty.
Popisovala jsem jednotliva onemocnéni, jejich priznaky, komplikace, etiologii, ve které

jsem se zabyvala zejména genetickou predispozici, dale jsem popsala diagnostiku a 1écbu.

Cilem mé bakalarské prace bylo zjistit, zda se u nékterého z probandt vyskytovala
alespont jedna z mutaci genu, které jsou zodpovédné za wvznik IBD. Jednalo
se o 12 probandd, ktefi trp€li CD, UC nebo o zdravé jedince v piibuzenském vztahu
s nemocnymi. NejCastéj§i mutace genu, které jsou spojované s rozvojem IBD jsou

NOD2/CARDI15, NOD1/CARD4 a ICAM-1.

Na zaklad¢ vysledkii mé prace jsem prokazala mutaci genu pouze ve dvou pripadech.
U genu NOD1/CARD4 u varianty D372N se projevila tato mutace u tii probandd, z toho
dva trpéli CD a jeden UC. Druhym ptipadem byla mutace genu ICAM-1 u varianty K469E,
tato mutace se projevila celkem u péti probandu, z nichz tfi trpéli CD, jeden UC
a u jednoho se jednalo o zdravou dceru pacienta s UC. Jak jiz bylo zminéno v diskuzi,
v mém piipad€ jsem pracovala s malym poctem vzorkd, tudiz nelze vysledky povazovat

za zobecnitelné, ale 1 presto doslo ke splnéni cile mé prace.

Diky této praci jsem se naucila spoustu novych molekularne genetickych metod jako
je izolace DNA, PCR, elektroforéza vcetn€ jeji kompletni pfipravy, fadné€ jsem
si procvicila pipetovani a naucila se praci s odbornou literaturou, ale také s internetovymi

genetickymi databazemi a programy.

Téma mé prace jsem zvolila vzhledem k jeho pfesahu i do mého osobniho zivota.
Onemocnéni UC mame v blizké rodin€, diky ¢emuz vim, jak nepiijemnou komplikaci
muze pro nemocného (i jeho rodinu) byt. Do budoucna doufam, ze se ob& nemoci podari
1épe prozkoumat, coz by mohlo mit za nasledek zlepSeni kvality zivota u lidi, u nichz
se jedna ¢i druha nemoc jiz projevila. Téz by mohlo dojit ke zlepSeni moznosti v prevenci

téchto onemocnéni.

55



15

10.

Seznam literatury

ANANTHAKRISHNAN, AN., XAVIER, RJ., PODOLSKY, DK,
2017. Inflammatory Bowel Diseases: A Clinician's Guide. West Sussex, UK: John
Wiley. ISBN 1119077605.

AUTENRIETH, D., BAUMGART, D., 2012. Toxic Megacolon. Inflammatory
Bowel Diseases [online]. 18(3), 584-591 [cit. 2023-4-7]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/ibd.21847

AVERBOUKH, F. et al., 2011. Colorectal carcinoma in inflammatory bowel disease:
a comparison between Crohn’s and ulcerative colitis. Colorectal Disease [online].
13(11), 1230-1235 [cit. 2023-4-9]. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/j.1463-
1318.2011.02639.x

BALVAN, J., RAUDENSKA, M., MASARIK, M., 2021. Bunécnd smrt: Jeji vyznam
ve fyziologii a patologické fyziologii. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-271-
4155-5.

BARTUNKOVA, J. et al., 2011. VySetiovaci metody v imunologii. 2., ptepracované
a doplnéné vydani. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-3533-7.
BAUMGART, D.C., 2009. The Diagnosis and Treatment of Crohn’s Disease and
Ulcerative Colitis. Deutsches Arzteblatt International [online]. 106(8), 123—133 [cit.
2023-4-12]. Dostupné z: 10.3238/arztebl.2009.0123

BECKER, C., NEURATH, M.F., WIRTZ, S., 2015. The Intestinal Microbiota in
Inflammatory Bowel Disease. ILAR Journal [online]. 56(2), 192-204 [cit. 2023-4-
11]. Dostupné z: https://doi.org/10.1093/ilar/ilv030

BERANEK, M., 2016. Molekuldrni genetika pro bioanalytiky. Praha: Karolinum.
ISBN 9788024632247.

BESSA, N.Z. et al., 2016. Polymorphisms of ICAM-1 and IL-6 genes related to
endometriosis in a sample of Brazilian women. Journal of Assisted Reproduction and
Genetics [online]. 33(11), 1487-1492 [cit. 2023-4-22]. Dostupné z: 10.1007/s10815-
016-0796-z

BORTLIK, M., 2014. Idiopatické stfevni zandty. Kardiologickd revue — interni
medicina [online].  16(3), 240-243  [cit.  2022-11-19]. Dostupné z:
https://www kardiologickarevue.cz/casopisy/kardiologicka-revue/2014-

3/idiopaticke-strevni-zanety-49245

56


https://doi.org/10.1002/ibd.21847
https://doi.0rg/lO.llll/j
https://doi.org/10.1093/ilar/ilv030
https://www.kardiologickarevue.cz/casopisy/kardiologicka-revue/2014-

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

BURDA, P., SOLCOVA, L., 2016. Osetiovatelskd péce 2. dil: pro obor oetiovatel.
Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-5334-8.

CAIL Z., WANG, S., LI, J., 2021. Treatment of Inflammatory Bowel Disease: A
Comprehensive Review. Frontiers in Medicine [online]. 8(2021) [cit. 2023-4-12].
Dostupné z: https://doi.org/10.3389/fmed.2021.765474

CIBULA, D., PETRUZELKA, L., 2009. Onkogynekologie. Praha: Grada. ISBN 978-
80-247-2665-6.

CELEDOVA, L. etal., 2017. Clovék ve zdravi i v nemoci: Podpora zdravi a prevence
nemoci ve stari. Univerzita Karlova v Praze: Karolinum. ISBN 978-80-246-3829-4.
CERVENKOVA, R., 2009. Crohnova nemoc a ulcerozni kolitida. Praha: Galén.
ISBN 978-80-7262-600-7.

CIHAK, R., 2013. Anatomie 2: Teti, upravené a doplnéné vydani. 3. vyd. Praha:
Grada Publishing. ISBN 978-80-247-9210-1.

DESAI J., ELNAGGAR, M., HANFY, A., DOSTI, R., 2022. Toxic Megacolon:
Background, Pathophysiology, Management Challenges and Solutions. Clinical and
Experimental Gastroenterology [online]. 13(2020), 203-210 [cit. 2023-4-7].
Dostupné z: https://www.tandfonline.com/doi/full/10.2147/CEG.S200760
DYLEVSKY, 1, 2009. Funkcni anatomie. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-
247-7030-7.

EADEN, J.,, 2004. Colorectal carcinoma and inflammatory bowel
disease. Alimentary Pharmacology and Therapeutics [online]. 20(4), 24-30 [cit.
2023-4-9]. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/j.1365-2036.2004.02046.x

FALT, P. etal., 2015. Koloskopie. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-5284-
6.

FARRAYE, F.A., 2017. Questions and Answers about Ulcerative Colitis. Second
Edition. Burlington: Jones & Bartlett Learning. ISBN 978-1-284-12372-2.
FEUERSTEIN, J.D., CHEIFETZ, A.S., 2014. Ulcerative Colitis: Epidemiology,
Diagnosis, and Management. Mayo Clinic Proceedings [online]. 89(11), 1553-1563
[cit. 2023-4-12]. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2014.07.002
FEUERSTEIN, J.D., CHEIFETZ, A.S., 2017. Crohn Disease: Epidemiology,
Diagnosis, and Management. Mayo Clinic Proceedings [online]. 92(7), 1088-1103
[cit. 2023-4-12]. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2017.04.010
FIALA, P., VALENTA, J, EBERLOVA, L., 2015. Strucnd anatomie clovéka.
Univerzita Karlova v Praze: Karolinum. ISBN 978-80-246-2705-2.

57


https://doi.org/10.3389/fmed.2021.765474
https://www.tandfonline.com/doi/fuiyi0.2147/CEG.S200760
https://doi.Org/10.llll/j.1365-2036.2004.02046.x
https://doi.Org/10.1016/j.mayocp.2014.07.002
https://doi.Org/10.1016/j.mayocp.2017.04.010

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

FRUHAUF, P., 2017. Stfevni mikrobiota a moznosti ovlivnéni. Farmacie pro praxi:
Praktické [ékarenstvi[online]. 18(4), 239-242 [cit. 2023-4-2]. Dostupné z:
https://farmaciepropraxi.cz/pdfs/lek/2018/02/06.pdf

GABALEC, L., 2009. Crohnova nemoc — klasifikace, diagnostika, 1écba a kvalita
zivota. Interni medicina pro praxi [online]. 11(1), 16-20 [cit. 2023-4-26]. Dostupné
z: https://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2009/01/03.pdf

GABALEC, L., 2009. Ulcerozni kolitida — klasifikace, diagnostika, 1écba a kvalita
zivota. Interni medicina pro praxi[online]. 11(6), 276-281 [cit. 2022-12-17].
Dostupné z: https://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2009/06/06.pdf

GAN, S.-1., BACK, P.L., 2003. A new look at toxic megacolon: an update and review
of incidence, etiology, pathogenesis, and management. The American Journal of
Gastroenterology [online]. 98(11), 2363-2371 [cit. 2023-4-8]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/S0002-9270(03)00702-0

GEREMIA, A, SATSANGI, J., 2018. The role of genetics in Crohn’s disease: how
could it influence future therapies? Expert Review of Gastroenterology &
Hepatology [online]. 12(11), 1075-1077 [cit. 2023-1-7]. DOL
10.1080/17474124.2018.1513323. Dostupné z:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/17474124.2018.1513323
HARBORD, M. et al., 2016. The First European Evidence-based Consensus on
Extra-intestinal Manifestations in Inflammatory Bowel Disease. Journal of Crohn's
and  Colitis [online].  10(3), 239-254 [cit. 2023-4-10]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1093/ecco-jcc/jjv213

HELIO, T. et al., 2003. CARD15/NOD2 gene variants are associated with familially
occurring and complicated forms of Crohn’s disease. Gut [online]. 52(4), 558-562
[cit. 2023-1-7]. DOI: 10.1136/gut.52.4.558. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1773614/

HNATYSZYN, A. et al., 2019. Colorectal carcinoma in the course of inflammatory
bowel diseases. Hereditary Cancer in Clinical Practice [online]. 17(18), 1-9 [cit.
2023-4-9]. Dostupné z: https://doi.org/10.1186/s13053-019-0118-4

HOLUBEC, L. et al., 2004. Kolorektalni karcinom: soucasné moznosti diagnostiky
a léchy. Praha: Grada. ISBN 80-247-0636-9.

HORAK, L. et al., 2013. Praktickd proktologie. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-
80-247-3595-5.

58


https://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2009/01/03.pdf
https://www.internimedicina.cz/pdfs/int/2009/06/06.pdf
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/17474124.2018.1513323
https://doi.org/10.1093/ecco-jcc/jjv213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1773614/
https://doi.org/10.1186/sl3053-019-0118-4

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

HOSAK, L., HRDLICKA, M., LIBIGER, J., 2015. Psychiatrie a pedopsychiatrie.
Praha: Univerzita Karlova v Praze, Nakladatelstvi Karolinum. ISBN 978-80-246-
2998-8.

HUGOT, J.-P., 2006. CARD15/NOD2 Mutations in Crohn's
Disease. INFLAMMATORY BOWEL DISEASE Genetics, Barrier Function,
Immunologic Mechanisms, and Microbial Pathways [online]. 1072(1), 9-18 [cit.
2023-1-8]. DOI: 10.1196/annals.1326.011. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1196/annals.1326.011

HUGOT, J.P., ZOUALI, H., LESAGE, S., THOMAS, G., 1999. Etiology of the
inflammatory bowel diseases. International journal of colorectal disease [online].
14(1), 29 [cit. 2022-12-18]. DOI:. 10.1007/s003840050175. Dostupné z:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10207723/

CHENG, D., LIANG, B., 2015. Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)
Polymorphisms and Cancer Risk: A Meta-Analysis. Iranian Journal of public
Health [online]. 44(5), 615-624 [cit. 2023-4-18]. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4537618/

JOSE, F.A., HEYMAN, M.B., 2008. Extraintestinal Manifestations of Inflammatory
Bowel Disease. Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition [online]. 46(2),
124-133 [cit. 2023-4-9]. Dostupné z: 10.1097/MPG.0b013e318093f4b0
KACHLIK, D., 2018. Anatomie pro nelékaiské zdravotnické obory. Univerzita
Karlova v Praze: Karolinum. ISBN 978-80-246-4058-7. KRIVANKOVA, M,
HRADOVA, M., 2009. Somatologie: Ucebnice pro stiedni zdravotnické obory.
Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-6899-1.

KAITHA, S., BASHIR, M., ALI, T., 2015. Tron deficiency anemia in inflammatory
bowel disease. World Journal of Gastrointestinal Pathophysiology [online]. 6(3),
6272 [cit. 2023-4-11]. Dostupné z: 10.4291/wjgp.v6.13.62

KASPER, H., 2015. VyZiva v mediciné a dietetika: Preklad 11. vyddani. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-247-4533-6.

KUPKA, T. et al.,, 2014. Crohnova nemoc - genetické faktory z pohledu
etiopatogeneze. Vnitini lékarstvi [online]. 60(7-8), 635-639 [cit. 2023-1-7].
Dostupné z: https://casopisvnitrnilekarstvi.cz/pdfs/vnl/2014/07/18.pdf

59


https://doi.org/10.1196/annals.1326.011
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10207723/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4537618/
https://casopisvnitrnilekarstvi.ez/pdfs/vnl/2014/07/l

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

LANGAN, R.C., GOTSCH, P.B., KRAFCZYK, M.A., SKILLINGE, D.D., 2007.
Ulcerative Colitis: Diagnosis and Treatment. American Family Physician [online].
76(9), 1323-1330 [cit. 2023-4-12]. Dostupné z:
https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2007/1101/p1323.html

LARSEN, S., BENDTZEN, K., NIELSEN, O.H., 2009. Extraintestinal
manifestations of inflammatory bowel disease: Epidemiology, diagnosis, and
management. Annals of Medicine [online]. 42(2), 97-114 [cit. 2023-4-9]. Dostupné
z: https://doi.org/10.3109/07853890903559724

LEVINE, J.S., BURAKOFF, R., 2011. Extraintestinal Manifestations of
Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology & Hepatology [online]. 7(4), 235—
241 [cit. 2023-4-9]. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3127025/

LOW, J.H. et al., 2006. Inflammatory Bowel Disease Is Linked to 19pl13 and
Associated with ICAM-1. Inflammatory Bowel Diseases [online]. 10(3), 173-181
[cit. 2023-4-18]. Dostupné z: https://doi.org/10.1097/00054725-200405000-00001
LUKAS, K. etal., 2005. Gastroenterologie a hepatologie pro zdravotni sestry. Praha:
Grada Publishing. ISBN 80-247-1283-0.

LUKAS, K. et al., 2007. Gastroenterologie a hepatologie. Praha: Grada Publishing.
ISBN 978-80-247-6720-8.

LUKAg, K., HOCH, J,, ed., 2018. Nemoci strev. Praha: Grada Publishing. ISBN
978-80-271-0353-9.

LUKAS, M., 2014. Etiologie a patogeneze idiopatickych stievnich zanétd. Vnitini
lékarstvi [online].  60(7-8), 640-644  [cit. 2022-11-9]. Dostupné z:
https://casopisvnitrnilekarstvi.cz/pdfs/vnl/2014/07/19.pdf

MACAK, J., MACAKOVA, J., 2004. Patologie. Praha: Grada Publishing. ISBN
9788024707853.

MATSUOKA, K., KANAI, T., 2015. The gut microbiota and inflammatory bowel
disease. Seminars in Immunopathology [online]. 37(1), 47-55 [cit. 2023-4-11].
Dostupné z: 10.1007/s00281-014-0454-4

NAIR, M., PEATE, L., 2015. Patofyziologie: pro zdravotnické obory. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-271-0229-7.

NAVRATIL, L. et al., 2008. Vnitini lékarstvi: pro nelékaiské zdravotnické obory.
Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-6990-5.

60


https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2007/1101/pl323.html
https://doi.org/10.3109/07853890903559724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3127025/
https://doi.org/10.1097/00054725-200405000-00001
https://casopisvnitrnilekarstvi.cz/pdfs/vnl/2014/07/19.pdf

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

NAVRATIL, L. et al., 2017. Vnitini lékarstvi pro nelékar'ské zdravotnické obory: 2.,
zcela prepracované a doplnéné vyddni. Praha: Grada Publishing. ISBN
9788027191826.

NAVRATIL, V. et al., 2021. Mimostievni komplikace idiopatickych stfevnich
zanéth. Vnitrni lékarstvi [online]. 67(2), 92-96 [cit. 2023-4-9]. Dostupné z:
10.36290/vnl.2021.020

NECAS, E. et al., 2021. Obecnd patologickd fyziologie. Vydani paté. Praha:
Karolinum. ISBN 978-80-246-4633-6.

NL J., WU, G.D., ALBENBERG, L., TOMOV, V.T., 2017. Gut microbiota and IBD:
causation or correlation?. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology [online].
14(10), 573-584 [cit. 2023-4-11]. Dostupné z: 10.1038/nrgastro.2017.88

NISHIDA, A. et al., 2018. Gut microbiota in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease. Clinical Journal of Gastroenterology [online]. 11(1), 1-10 [cit. 2023-4-2].
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12328-017-0813-5

OREL, M., 2019. Anatomie a fyziologie lidského téla: Pro humanitni obory. Praha:
Grada Publishing. ISBN 978-80-271-1179-4.

OTOVA, B., MIHALOVA, R., BOBKOVA, K., 2020. Zdklady biologie a genetiky
clovéka. Vydani druhé. Univerzita Karlova, Praha: Karolinum. ISBN 978-80-246-
4583-4.

OZEN, S.C. et al,, 2006. NOD2/CARD15, NOD1/CARD4, and ICAM-1 gene
polymorphisms in Turkish patients with inflammatory bowel disease. Journal of
Gastroenterology [online]. 41(4), 304-310 [cit. 2023-4-17]. Dostupné z:
10.1007/s00535-005-1780-z

PASSARGE, E., 2019. Barevny atlas genetiky. Pteklad 5. vydani. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-247-3099-8.

PAVELKA, K. et al, 2014. Biologicka [écba zanétlivych autoimunitnich
onemocnéni: v revmatologii, gastroenterologii a dermatologii. Praha: Grada
Publishing. ISBN 8024750481.

PITHADIA, A.B., JAIN, S., 2011. Treatment of inflammatory bowel disease
(IBD). Pharmacological Reports volume[online]. 63(3), 629-642 [cit. 2023-4-12].
Dostupné z: https://link.springer.com/article/10.1016/S1734-1140(11)70575-8

QIU, P. et al., 2022. The Gut Microbiota in Inflammatory Bowel Disease. Frontiers
in Cellular and Infection Microbiology [online]. 2022(12), 1-14 [cit. 2023-4-2].
Dostupné z: 10.3389/fcimb.2022.733992

61


https://doi.org/10.1007/sl2328-017-0813-5
https://link.springer.com/article/10.1016/S1734-l

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

RAJESH, A., SINHA, R., ed., 2014. Crohn's Disease: Current Concepts. London:
Springer. ISBN 978-3-319-01912-3.

RIMOLA, J., ed., 2019. In: ZIMMERMANN, E.M. Cross-Sectional Imaging in
Crohn’s Disease. Switzerland: Springer, s. 2. ISBN 9783319965864.

ROTHFUSS, K.S., STANGE, E.F., HERRLINGER, K.R., 2006. Extraintestinal
manifestations and complications in inflammatory bowel diseases. World Journal of
Gastroenterology [online]. 12(30), 48194831 [cit. 2022-12-17]. Dostupné z:
10.3748/wjg.v12.i130.4819

RIHOVA, B., STASTNY, M., 2021. Jak se déld imunita. Brno: CPRESS. ISBN 978-
80-264-3571-6.

SEYEDIAN, S.S., NOKHOSTIN, F., MALAMIR, M.D., 2019. A review of the
diagnosis, prevention, and treatment methods of inflammatory bowel
disease. Journal of Medicine and Life [online]. 12(2), 113-122 [cit. 2023-4-12].
Dostupné z: 10.25122/jml1-2018-0075

SIMPSON, P., 2022. Uzitecné bakterie pro zdravou pokozku: Jak nam pomohou pre-
a probiotika?. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-271-1304-0.

SLEZAKOVA, L. et al., 2012. Osetiovatelstvi pro stiedni zdravotické skoly I —
Interna. 2., doplnéné vydani. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-3601-3.
SOUCEK, M. et al., 2005. Vnitini lékaistvi pro stomatology. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-247-7001-7.

SOUCEK, M. et al., 201 1. Vnitini lékarstvi. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-
247-2110-1.

SOUCEK, M. et al., 2019. Vnitini lékarstvi v kostce. Praha: Grada Publishing. ISBN
978-80-271-1095-7.

STEPANOV, A., STUDNICKA, J., 2021. Ocni projevy systémovych onemocnéni.
Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-271-1683-6.

STIDHAM, R.W., HIGGINS, P.D.R., 2018. Colorectal Cancer in Inflammatory
Bowel Disease. Clinics in Colon and Rectal Surgery [online]. 31(03), 168-178 [cit.
2023-4-9]. Dostupné z: https://doi.org/ 10.1055/s-0037-1602237.

STRITESKY, J., 2001. Patologie. Olomouc: Epava. ISBN 80-86297-06-3.
STURM, A., WHITE, L., ed., 2019. Inflammatory Bowel Disease Nursing Manual.
Switzerland: Springer. ISBN 9783319750224.

éAFRANKOVA, A, NEJEDLA, M., 2006. Interni oSetrovatelstvi I. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-247-6915-8.

62


https://doi.org/

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

SPICAK, J. et al., 2017. Novinky v gastroenterologii a hepatologii 1I. Praha: Grada
Publishing. ISBN 978-80-271-0318-8.

SRAMKOVA, T., 2013. Poruchy sexuality u somaticky nemocnych a jejich lécha.
Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-4453-7.

SVAB, J. et al., 2008. Chirurgie vyssiho véku. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-
80-247-6219-7.

TORRES, J., MEHANDRU, S., COLOMBEL, J.-F., PEYRIN-BIROULET, L., 2017.
Crohn's disease. The Lancet [online]. 389(10080), 1741-1755 [cit. 2022-12-14].
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)31711-1

VAINER, B., 2005. Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) in ulcerative colitis:
Presence, visualization, and significance. Inflammation Research [online]. 54(2005),
313-327 [cit. 2023-4-18]. Dostupné z: 10.1007/s00011-005-1363-8

VAN LIMBERGEN, J., RUSSELL, R.K., NIMMO, E.R., SATSANG]I, J., 2007. The
Genetics  of  Inflammatory = Bowel  Disease. American  Journal  of
Gastroenterology [online]. 102(12), 2820-2831 [cit. 2023-4-11]. Dostupné z:
10.1111/5.1572-0241.2007.01527.x

VAN LIMBERGEN, J., WILSON, D.C., SATSANGI, J., 2009. The Genetics of
Crohn's Disease. Annual Review of Genomics and Human Genetics [online].
10(2009), 89-116 [cit. 2023-1-8]. DOI: 10.1146/annurev-genom-082908-150013.
Dostupné z: https://doi.org/10.1146/annurev-genom-082908-150013

VAVRICKA, S.R. et al., 2015. Extraintestinal Manifestations of Inflammatory
Bowel Disease. Inflammatory Bowel Diseases [online]. 21(8), 1982—-1992 [cit. 2023-
4-9]. Dostupné z: https://doi.org/10.1097/MIB.0000000000000392

VEAUTHIER, B., HORNECKER, J.R., 2018. Crohn's Disease: Diagnosis and
Management. American Family Physician[online]. 98(11), 661-669 [cit. 2023-4-12].
Dostupné zZ:
https://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2018/1201/p661.html?utm_medium=email&u
tm_source=transaction

VIGUE, J., ed., 2015. Atlas lidského téla. 13. vyd. Cestlice: Rebo International CZ.
ISBN 978-80-255-0976-0.

VODICKA, I., 2014. Specidlni chirurgie. Praha: Karolinum Press. ISBN
8024625121.

VRANOVA, D., 2013. Chronickd onemocnéni a doporucend vyzivova opatien.

Olomouc: ANAG. ISBN 978-80-7263-788-1.

63


https://doi.org/10
https://doi.org/10.1146/annurev-genom-082908-150013
https://doi.org/10.1097/MIB.0000000000000392
http://www.aafp.org/pubs/afp/issues/2018/120

95.

96.

97.

98.

WILLIAMS, H., WALKER, D., ORCHARD, T.R., 2008. Extraintestinal
manifestations of inflammatory bowel disease. Current Gastroenterology
Reports [online]. 10(6), 597-605 [cit. 2023-4-9]. Dostupné z:
https://link.springer.com/article/10.1007/s11894-008-0108-6

YAMAMOTO, T., WATANABE, T., 2014. Surgery for luminal Crohn’s
disease. World Journal of Gastroenterology|online]. 20(1), 78-90 [cit. 2023-4-12].
Dostupné z: 10.3748/wjg.v20.11.78

ZONETTI DE ARRUDA LEITE, A., ANDRADE, G.M., 2016. Epidemiology of
inflammatory bowel disease. In: SCHMIDT CARDOZO, W., WALTER SOBRADO,
C. Inflammatory bowel disease. 2nd edition. Denmark, The Netherlands: River
Publishers, s. 11-16. ISBN 978-87-93379-18-3.

ZVONIKOVA, A., CELEDOVA, L., CEVELA, R., 2010. Zdklady posuzovdni
invalidity. Praha: Grada Publishing. ISBN 978-80-247-3535-1.

64



16 Seznam obrazku

Obrazek 1: Popis tenkého stieva (zdroj: www.myhealth.alberta.ca)...........cccceevenennne. 10
Obrazek 2: Popis tlustého stieva (zdroj: Www.1epsipece.Cz)........cocevvevviiiviiiiiiinnnnnnne. 12
Obrazek 3: Postizeni stiev u CD (zdroj: wWikiSKIipta.Cz) .....coceevueeieniiniinniinecieiieiieene 16
Obrazek 4: Postizeni tlustého stfeva u UC (zdroj: www.wikiskripta.cz) .........cceceeeuennes 18

Obrazek 5: Lokace genu NOD2/CARD15 na chromozomu 16 (zdroj:

WWW.MEdIaZraphiC.COM) ....eiiiiiiiiiieiiiie ettt eaae s 21
Obrazek 6: Umisténi ICAM-1 na chromozomu 19 (zdroj: Low et al., 2006) ................ 22
Obrazek 7: Klasifikace kolorektalniho karcinomu (zdroj: https://www.priznaky-
PLOJEVY.CZ) wetuteeuiteiteeeteeeeteeeie et et saaesete et saaesaae e sae s eess s saaeesae s et e e saaeeaaeeanssensseesseeaseeas 25
Obrazek 8: Erythema nodosum (zdroj: Vavricka et al., 2015) ......cccoivviiininininnnnnne. 27
Obrazek 9: Pyoderma gangrenosum (zdroj: Vavricka et al., 2015).......ccccecvviiininnnnn. 27
Obrazek 10: Primamni sklerozujici cholangitida (zdroj: https://www.priznaky-
PIOJEVY.CZ) etteuitireeetteeuie et eetee st eeae ettt e e sae et e st e st saaessas e s e saaesabesaas s enseesbaeeabeennesensees 28
Obrazek 11: Episkleritida (zdroj: Vavricka et al., 2015) ....cccccociiiiiiniiniiiiiiiiiiiiinens 29
Obrazek 12: Uveitida (zdroj: Vavricka et al., 2015)....c..ccccciviiininiiiiiiiiiiiiniiceee 29
Obrazek 13: Kolektomie s pouchem (zdroj:Lukas a Hoch, 2018) ........cccccecviviiiinnennn. 32
Obrazek 14: Polymerazova fetézova reakce (zdroj: www.yourgenome.org)................. 38
Obrazek 15 - Schéma elektroforézy NK (zdroj: Cibula a Petruzelka, 2009) ................. 39
Obrazek 16: Elektroforeogram PCR produktti R702W (zdroj: vlastni) .......ccccceeeueneee. 42
Obrazek 17: Vysledny Alignment sekvenci varianty R702W genu NOD2/CARD15
(ZATOJ: VIASTNL) .ttt s sa e s e 42
Obrazek 18: Elektroforeogram PCR produktti G908R (zdroj: vlastni) ......c.ccceeuveuennnee. 43
Obrazek 19: Vysledny Alignment sekvenci varianty G908R genu NOD2/CARD15
(ZATOJ: VIASINL) ettt st e s s ea 43
Obrazek 20: Elektroforeogram PCR produktti 1007fs (zdroj: vlastni)........ccccuevvevennenee. 44
Obrazek 21: Vysledny Alignment sekvenci varianty 1007fs genu NOD2/CARD15
(ZATOJ: VIASTNL) .ttt et s st s e 44
Obrazek 22: Elektroforeogram PCR produktti K469E (zdroj: vlastni) ......cc.cccceeeueenenee. 45

Obrazek 23: Vysledny Alignment sekvenci varianty K469E genu ICAM-1 1. Cast
(ZATOJ: VIASIL) .ttt st s sa e s e ea 46
Obrazek 24: Vysledny Alignment sekvenci varianty K469E genu ICAM-1 2. Cast
(ZATOJ: VIASTNL) vttt s sa e sa e neea 46


http://www.myhealth.alberta.ca
http://www.lepsipece.cz
http://wikiskripta.cz
http://www.wikiskripta.cz
http://www.mediagraphic.com
https://www
http://projevy.cz
https://www.priznaky-
http://projevy.cz
http://www.yourgenome.org

Obrazek 25: Elektroforeogram PCR produkti G241R (zdroj: vlastni) ........ccceieieinin. 47

Obrazek 26: Elektroforeogram PCR produkti D372N (zdroj: vlastni)........cccccoveennie. 48
Obrazek 27: Vysledny Alignment sekvenci varianty D372N genu NOD1/CARD4

(ZATOJ: VIASTNL) vttt ettt bbb e 49
Obrazek 28: Elektroforeogram PCR produkti E266K (zdroj: vlastni) ........ccccccoeeninin. 50
Obrazek 29: Vysledna sekvenace E266K (zdroj: vlastni) ........cccooevviiiniiininiiinnnnnne, 51

66



17 Seznam tabulek

Tabulka 1: Prehled probanduli...........cccouevieiieiiniiiiniiiiiiiiiiiccce e 34
Tabulka 2: Vysledky koncentraci vyizolované DNA ...........c.ccooiiiiiiiiiiiie 36
Tabulka 3: Primery pouzité pro PCR a sekvenovani..........ccccocoeveviiiniiininiiiiene, 37
Tabulka 4: Mnozstvi pfidavané deionizovane vody ..........cccceeeviiiiiiiiinicienicieene. 37
Tabulka 5: Teploty fazi PCR dle pfislusnych primerti ........ccccocevvveeniniviieniniiiieee, 38
Tabulka 6: Amplifikace variant vySetfovanych genl..........ccoccovviiiniiinininicnciiiecinn, 41
Tabulka 7: Pocetni zastoupeni vySetfovanych probandu s variantou K469E................. 46
Tabulka 8: Pocetni zastoupeni vySetfovanych probandt s variantou D372N ................ 49
Tabulka 9: PoCetni zastoupeni vySetfovanych probandl s variantou E266K.................. 51
Tabulka 10: Piehled vySIedKu.......c.cooeeiiiiiiiiicieiceciiiccie e 51

67



18 Seznam pouzitych zkratek

5-ASA — kyselina 5-aminosalycilova
A —adenin
ADCY 1 — adenalyte cyclase 1

ASCA — anti sacharomyces cerevisiae antibodies (protilatky proti sacharomyces
cerevisiae)

ATB — antibiotika

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool
C — cytosin

CD - Crohn’s disease (Crohnova choroba)
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EN — erythema nodosum

EXO 1 —exonuclease 1

G — guanin

GIT — gastrointestinalni trakt

IBD - inflammatory bowel disease (idiopaticky stfevni zanét)
KR-CA - kolorektalni karcinom

mRNA — mitochondrialni ribonukleova kyselina
NK — nukleova kyselina

NODI1/CARD4 — nucleotide-binding oligomerization domain 1/caspase recruit-ment
domain 4

NOD2/CARDI15 — nucleotide-binding oligomerization domain 2/caspase recruit-ment
domain 15

pANCA — perinuclear antineutrophil cytoplasmatic antibodies (perinuklearni
cytoplazmatické protilatky proti neutrofilim)

PCR - polymerase chain reaction (polymerazova fet€zova reakce)
PG — pyoderma gangrenosum

PSC — primarni sklerozujici cholangitida
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RNA - ribonukleova kyselina

rSAP — Shrimp Alkaline Phosphatase

SNP - single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
T — tymin

TM - toxické megakolon

UC — ulcerative colitis (ulcerozni kolitida)
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