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Crohnova choroba a ulcerdzna kolitida -
sucasny pohlad na geneticku determinaciu,
imunopatogenézu a biologicku liecbu

Imunologicky Ustav, Lekarska fakulta UK, Bratislava, Slovenska republika

SUHRN

Crohnova choroba (CD) a ulcerdzna kolitida (UC) patria k chro-
nickym zdpalovym chorobdm (IBD) ¢reva, ktoré nevyvoldvaju
patogénne mikroorganizmy, ale ide o neSpecificky zapalovy
proces ¢reva. CD aj UC su polygénovo podmienené. Pozndme
uzZ viacero génov, resp. genetickych oblasti, o ktorych sa
dokazalo, ze maju urcitu spojitost s ich vyvojom. GWAS-
-Studie doteraz odhalili viac ako 200 génov, niektoré z nich
su Specifické len pre CD, iné iba pre UC, ale az 110 je prekry-
vajucich sa. V patogenéze CD dochadza k aktivacii adaptivnej
imunity mediovanej Tl a T 17- a TH1/TH17 lymfocytmi, a to
v dosledku poruch v mechanizmoch prirodzenej imunity a
autofagocytézy. Naproti tomu pri UC sa ako hlavna porucha
spustenia autoimunitnych procesov povazuje zvyseny pre-
stup komenzalnych baktérii do submukdzy pre nepevnost
interepitelovych spojeni s naslednou aktivaciou ILC2-buniek,
T,9a T 2-lymfocytov a NTK-buniek.

ABSTRACT

Buc M.: Crohn’s disease and ulcerative colitis - current
view on genetic determination, immunopathogenesis and
biologic therapy

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are chronic
inflammatory disorders of the intestine, also called inflamma-
tory bowel diseases (IBD), which are not caused by pathogenic
microorganisms but result from non-specific inflammatory
processes in the bowel. IBD are polygenic diseases, as eviden-
ced by the genome-wide association studies (GWAS), which
have discovered more than 200 genes or genetic regions to
be associated with IBD. Some of them are specific for CD or
UC; however, there are 110 overlapping genes. In the patho-
genesis of CD, activation of adaptive immunity mediated by
T, TJ7,0r T,1/T 17 cells is induced because of disturbances
in the mechanisms of innate immunity and autophagocytosis.
By comparison, the major events that trigger autoimmune
processes in UC are an increased translocation of commensal

Poznanie patogenézy choroby umoznuje aj racionalnu terapiu,
najma pokial ide o biologicku liecbu. Zaujimaveé je, ze liecba
monoklonovymi protildtkami proti hlavnym protagonistom,
ktori rozvijaju zapalové procesy ¢i uz pri CD, alebo pri UC neus-
pela, ¢o poukazuje na zlozitost imunopatologickych procesov,
ktoré pri oboch chorobach prebiehaju. Da sa predpokladat,
ze pri zablokovanf urcitej zapalovej kaskady sa tato da obist
zapojenim ingj, alternativnej. Pri zapalovom procese pri oboch
chorobdach vyznamnu ulohu zohrdva TNF, preto sa zacalo
liecbou monoklonovymi protildatkami proti nemu (infliximab,
adalimumab). Na tuto lie¢bu odpoveda asi polovica pacientov
s CD a tretina s UC.

KLUCOVE SLOVA:

morbus Crohn - ulcerézna kolitida - autofagocytéza
- subpopuldcie T lymfocytov - prirodzené lymfoidné bunky
- autoprotilatky - anti-TNF liecba

bacteria into the submucosa because of loose inter-epithelial
connections with subsequent activation of ILC2, T 9, T, 2, and
NKT cells. Knowledge of the pathogenesis of a disease enables
an effective therapy, which is especially true for biological
therapy. It is noteworthy that monoclonal antibodies directed
against the major protagonists underlying both CD and UC
have failed. It points to the complexity of immunopathologic
processes that run in both diseases. One can suppose that a
blockade of one inflammatory pathway is circumvented by
an alternative pathway. TNF is the principal pro-inflammatory
cytokine that plays a major role in CD and UC as well. It was
therefore decided to treat IBD patients with anti-TNF mono-
clonal antibodies, infliximab or adalimumab. Approximately
one half of the CD patients and one third of the UC patients
respond to this treatment.
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Uuvob génne mikroorganizmy, ale ide o neSpecificky zapalovy

proces creva (inflammatory bowel diseases - IBD). Crohnova
Crohnova choroba (CD - Crohn disease) a ulcerézna koliti- choroba a ulcerézna kolitida sa povazuju za relativne
da (UC - ulcerative colitis) patria k chronickym zapalovym nové choroby, hoci o ich existencii mame zaznamy uz
chorobam ¢reva, ktoré nevyvolavaju Specifické pato- 150 rokov. Dévodom tohto nazoru je, Ze IBD st choroby
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civilizicie, vyskytuju sa CastejSie v industrializovanych
(prevalencia v zdpadnej Eurépe je 1 : 1 000) ako v menej
vyvinutych krajinach a Ze ich vyskyt sa znacne zvysil
najma v ostatnych 50 rokoch. Typicky to ukazuje situdcia
v Hong Kongu, kde incidencia vr. 1985 bola 1 pacient na
1 milién obyvatelov, kym v r. 2014 uz viac ako 30.
Odhaduje sa, Ze Azia dohoni Eurépu, USA a Kanadu za
20-30 rokov. Predpoklada sa, Ze pri¢ina toho narastu
spociva na zmene Crevnej mikrofléry v désledku zmeny
v stravovacich navykov, ked Iudia jedia malo vlaknitej
potravy a vela komercne upravenych potravin (1, 2].
Pri¢inu CD a UC zatial nepozname; sii¢asné poznatky
vS§ak naznacujua, Ze obe choroby maju autoimunitny
zaklad, ktory sa rozvija sa na genetickom pozadi v in-
terakcii s faktormi prostredia, najmad s dysbalanciou
Crevnej fléry. Riziko ziskania choroby je vicSie u deti,
ktorych obaja rodicia trpia bud na UC, alebo CD. Pri CD
sa prevalencia choroby medzi prvostupriovymi pribuzny-
mi pohybuje medzi 13,4-36 %, pri UC tieto ¢isla variruja
medzi 4,2-17,9 %. Silnt rodinnu predispoziciu najlepsie
odraza rizikovy index stirodencov As, ktory pri CD dosa-
huje hodnotu 15-42 a pri UC7 az 17.(Index As sa vypocita,
ked riziko choroby stirodencov sa vydeli rizikom choroby
v populdcii; ¢islo 1,0 vyjadruje hodnotu pre choroby,
ktoré rodinnu zataZz nemaju).

Koexistencia inych autoimunitnych choréb je pri CD
chorobe zriedkava (2 %), pozoruje sa najma autoimunitna
hemolytickd anémia, celiakia a autoimunitné zapaly
Stitnej zlazy. Pomer Zenského a muzského pohlavia je
1,5:11[3, 4].

GENETICKA DETERMINACIA CROHNOVEJ
CHOROBY A ULCEROZNEJ KOLITIDY

Crohnova choroba aj ulcerézna kolitida, podobne ako
iné autoimunitné choroby, st polygénovo podmienené.
Pozname uz viacero génov, resp. genetickych oblasti,
o ktorych sa dokazalo, Ze maju urcita spojitost s ich vy-
vojom. GWAS-§ttdie (genomewide associated studies) doteraz
odhalili viac ako 200 génov ¢i genetickych oblasti, nie-
ktoré z nich st Specifické len pre CD, iné iba pre UC, ale
az110 je prekryvajucich sa [5, 6]. Asociované gény st bud
tie, ktoré podporuja T,1 (STAT1, IL-12B, IFNG a IL-18RAP)
alebo T,,17 (IL-23R, STAT3,RORC a CCR6) imunitni odpoved.
Niektoré z nich (IL-12B, IFNG, IL-23R, RORC) sa podielaji aj
na diferencidcii a funkcii ILC-buniek (innate lymphoid cells)
[7]. Pre CD st charakteristické predovsetkym gény NOD2
(kéduje intracelularny vzorkovy receptor), IRGM, ATGI6LI
(reguluju procesy autofagocytézy) a XBPI (determinuje
transkripcny faktor regulujuci skupinu génov zodpo-
vednych za spravnu funkciu endoplazmového retikula);
pre UC gény HNF4A (transkrip¢ny faktor, ktory reguluje
expresiu apikalnych interepitelovych proteinov), LAMBI
(kéduje laminin v bazalnej membrane ¢revného epitelu),
CDHI (kéduje E-kadherin) a GNAI2 (k6duje GTP-azu, ktora
sa podiela na vzniku pevnych interepitelovych spojeni),
ktoré zodpovedaju za funk¢nost intestinilnej bariéry,
ktora je pri UC porusena [5, 6].

Ako najvyznamnejsie sa ukazuji gény pre HLA-molekuly,
NOD2, HDAC3 a FOXO3. Asocidcia HLA-molekul
s Crohnovou chorobou sa prejavuje mierne zvySenou
frekvenciou alely HLA-DRBI1*07, ulcerézna kolitida zase
s HLA-DRB1*01:03; pacienti, ktori si nositelmi tejto su
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viac nachylnejsi na vyvoj pankolitidy [8, 9]. Uvedené
gény kéduji molekuly, ktoré viazu cudzorodé antigény,
preto mozno usudzovat, Ze inicia¢ny faktor bude nejaky
mikrobidlny alebo environmentalny antigén, ktory tieto
molekuly preferencne prezentuji T-lymfocytom [2, 4].
Ako jeden z najdolezitejSich génov pre vznik morbus
Crohn sa vSak ukazuje NOD2. Homozygoti s mutaciou
v NOD2-géne maju vacsiu pravdepodobnost vyvoja cho-
roby ako heterozygoti, riziko je priblizne 20- az 40-na-
sobne vysSie oproti zdravym osobam; pri heterozygotnej
mutdcii riziko klesd na hodnotu 2-4 (adaje platia pre
kaukazoidnt populdciu, v aziatickej a africkej populacii
sa asocidcia NOD2 s m. Crohn nepozoruje). Mutacie sa
spajaju so zniZzenou funkciu tohto vzorkového receptora,
ktord vyustuje k nedostatocnej tvorbe transkripného
faktora NFkB, ktory je potrebny pre aktivaciu pocetnych
génov imunitnej odpovede a v nedostato¢nej inhibicii
dalsieho vzorkového receptora - TLR2 (pozri dalej) [10].
DalSou poruchou, ktora sa pri mutacii NOD2 pozoruje, je
porucha tvorby autofagozému v désledku nedostatocnej
interakcie NOD2 s inicia¢nym autofagozémovym pro-
telnom ATGLI [11]. Pri autofagozéme ide o tvorbu dvoj-
membranovych vezikil okolo ivadujtcich intracelularne
parazitujucich baktérii alebo cytoplazmového materialu
obsahujuceho poskodené organely alebo proteiny a pod.
Autofagozém splyva s lyzozémami na definitivnu degra-
daciu svojho obsahu, ide teda o hruby degradacny proces.
Crohnova choroba sa spdja aj s mutaciami v samotnych
génoch, ktoré kéduju zlozky autofagozému, konkrétne
ATGL1 a IRGM, ¢o opdt podciarkuje vyznam autofagocy-
tézy na iniciacii zapalovych procesov [11, 12].

U pacientov s CD aj s UC sa pozorovala zniZena expresia
deacetylazy histénov 3 [HDAC3], enzymu, ktora sa po-
diela na epigenetickej modifikacii génov. (Deacetylacia
histénov sposobuje represiu transkripcie génov). Tato
skuto¢nost naznacuje, ze HDAC3 sa bude spolupodielat
na rozvoji oboch choréb. Pri mysiach, ktorym sa ten-
to gén znefunk¢nil, sa pozoroval ibytok Panethovych
buniek, zvysila sa proliferacia intestinalnych epitelovych
buniek (IEC) a znizila ich antimikrobidlna aktivita, ¢o
spdsobilo dysmikrébiu. Stcasne sa zistila poskodena
bariérova funkcia ¢reva a jeho zvySenad vnimavost na
poskodenie a zdpal. Zaujimavou skutoc¢nostou v§ak bolo
pozorovanie, Ze fyziologicka funkcia HDCA3 zavisela od
pritomnosti komenzalnych baktérii, ktoré zatial eSte
neznadmym sposobom ovplyviiovali jeho aktivitu [13].
HDCA3 v pritomnosti komenzalnych baktérii svojou ak-
tivitou teda zodpoveda za koordinovanui expresiu génov,
ktoré ovplyviiuju funkciu IEC a intestindlnu homeo-
stazu; porucha v tejto vzdjomnej interakcii prispieva
k rozvoju choroby [13, 14].

Doteraz sa vzdy hladali gény, ktoré podmierniuji vznik
autoimunitnej choroby, menej sa venovala pozornost
génom, ktoré maji na jej priebeh pozitivny ucinok,
ktoré zmierniuju jej priebeh. Nedavno sa objavila sprava
o0 existencii takého génu prave pri m. Crohn; ide o gén
pre transkripény faktor FOXOP3. V jeho intrénovej oblasti
sa identifikoval polymorfizmus jednotlivého nukleotidu
(SNP; 1s12212067; T — G); T-alela je Castejsia, kym G-alela
naopak. Ak sa G-alela nachadza v homozygotnom stave,
podmieniuje mierny priebeh choroby. Vysvetlenie aso-
ciacie sa zaklada na existencii nukleovej obnovy (nuclear
recovery), ktora je u jedincov s G-alelou v homozygotnom
stave rychlejsia. Pri zapalovom procese sa FOXOP3 pre-



miestriuje z cytoplazmy do jadra bunky a nasledne sa zase
dostava von do cytoplazmy. Translokacia FOXOP3z jadra
von sa v monocytoch a makrofagoch spaja so zvySenou
syntézou prozapalovych cytokinov (TNF, IL-1B3, IL-6, IL-8).
Pri navrate spat do jadra indukuje v§ak zvySenie syntézy
IL-10, TGF-B a utlm tvorby prozapalovych cytokinov.
Autori prace dokazali, Zze FOXOP3 sa priamo viaze na
promoétorovii oblast génu kédujiceho TGF-B, a navodi
tak jeho zvysSenu syntézu [15, 16] a tym aj potlacenie
zapalovych procesov.

Patogenéza Crohnovej choroby

Stucasné poznatky naznacuji, ze Crohnova choroba sa
vyvija trojstupriovo. Prvy stupen charakterizuje pene-
tracia luminalneho obsahu creva do steny Creva pre zvy-
Senu intestindlnu permeabilitu [17, 18]. Tato predstavu
podporuje asocidcia CD a génmi MUC19 (mucin 19) [19]
a PTGE4R (prostaglandin E4 receptor) [20], ktoré zod-
povedaju za permeabilitu ¢reva. Penetracia fekalneho
obsahu za fyziologickych okolnosti navodi adekvatnu
akutnu zapalovii odpoved. Pri CD je vsak tato porusena,
v dosledku znizeného influxu neutrofilov pre nizsiu
produkciu prozapalovych cytokinov ako st IL-8 a IL-1B;
neutrofily st plne funkéné [21]. Vysledkom je prechod
zapalového procesu do tretej fazy, kde primarnu tlohu uz
zohravaju bunky adaptivnej imunity, ktoré v konecnom
désledku vedu k vytvoreniu typickych zapalovych zmien
v Crevach a vyvoju klinického obrazu. Tretia faza imuno-
patologického procesu zac¢ina akumulaciou lymfocytov
a plazmocytov v blizkosti slizni¢nych krypt; nasleduje
influx makrofagov, z ktorych niektoré sa neskor menia
na velké epiteloidné bunky, a tak prispievaju k vzniku
granulému. Nahromadenie buniek na spodine krypt sa
napokon prejavi pri tvorbe abscesov, zatial ¢o podobny
proces na povrchu krypt sposobi skér vznik vredov [22, 23].
Zrelé 1ézie v Creve charakterizuje zmieSany celularny
infiltrat - nachadzaju sa tu lymfocyty T, B a makro-
fagy. B-lymfocyty, resp. plazmocyty, produkuja pro-
tilatky triedy IgG (IgG2), IgM, menej IgA, aj to skor
IgAl ako IgA2. Tvorba J-retazca je zniZena, takze IgA je
skor monomérového ako dimérového charakteru [24].
T-lymfocyty v Creve st aktivované, comu naznacuje sku-
to¢nost, Ze exprimuji molekuly HLA-DR, IL-2R (receptor
pre IL-2; mozno ho vo zvySenych koncentracidch dokazat
aj v plazme pacientov) a CD45RO. Pomer lymfocytov
CD4*a CD8* ostava nezmeneny. O vyzname T-lymfocytov
v patogenéze choroby sved(i aj pozorovanie pacientov,
ktori mali sticasne Crohnovu chorobu a AIDS; Crohnova
choroba sa dostala do tplnej remisie [25]. Pre Crohnovu
chorobu je typicka predovSetkym zvySena aktivita T, 1-
-subpopulacie, ako to dokazuje aj vysoka expresia tran-
skripéného faktora T-BET (Transkripcny faktor T-BET
polarizuje naivné T-lymfocyty do diferenciacie v smere
T,1-subpopuldcie, naopak transkripény faktor GATA3
polarizuje vyvoj T-lymfocytov do T, 2-subpopulacie [12]).
V T-lymfocytoch lamina propria ¢reva, kym pri ulceréznej
kolitide rovnako lokalizované T-lymfocyty tento tran-
skripény faktor nemaji. Lymfocyty izolované z lamina
propria produkuju in vitro vela IL-12, IFN-y a TNF [26].
ZvySenu aktivitu T, 1-lymfocytov podmienuje dysregu-
lacia ich aktivacie spésobenej nefunkénostou proteinu
NOD-2v désledku mutacie jeho génu (pribuzny receptor,
NOD-1, zostava neposkodeny). NOD-2 patri k intracelu-
larnym vzorkovym receptorom; po nadviazani ligandu
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aktivuje IkB-aktiva¢ny komplex, vysledkom ktorého je
presun transkripcného faktora NFkBk do jadra bunky.
Tento sa podiela na transkripcii viacerych génov, o. i.
aj pre cytokiny a adhezivne molekuly [27].
Peptidoglykdany (PGN) bez ohladu na to ¢i obsahuju
muramyl-dipetid (MDP, ligand receptora NOD-2) alebo
g-D-glutamyl-meso-diaminopimelovi kyselinu (iE-DAP;
ligand receptora NOD-1), rozpoznavaju aj receptory TLR2.
PGN-indukovana signalizacia cez TLR2 prostrednictvom
podpory tvorby NFkB vedie k produkcii IL-12 a tym pola-
rizacii imunitnej odpovede do T, 1-smeru. KedZe TLR2
rozpoznava PGN a receptory NOD zase jeho zloZky, usud-
zovalo sa, Ze obe signaliza¢né drahy by mohli byt prepo-
jené a navzajom sa ovplyviiovat. Tento predpoklad sa
potvrdil; zistilo sa, Ze signalizacia cez NOD-2 inhibuje
signalizaciu cez TLR2 [28, 29]. Pri m. Crohn dochadza
v désledku muticie génu NOD-2 k vypadku negativnej
kontroly aktivity TLR2, a tym premrstenej aktivacii T, 1-
-imunitnej odpovede tak typickej pre imunopatogenézu
tejto choroby (obr. 1).

a) Peptidoglykan

b) Peptidoglykan

Nijaky zapal
Crohnova choroba

Obr. 1. Vplyv mutacie NOD-2 na signalizdciu cez receptor TLR-2
Peptidoglykanmi indukovana signalizacia cez TLR2 vedie
aktivaciou transkripéného faktora NF-kB (cRel - p50) k produkcii
IL-12 a tym k polarizacii imunitnej odpovede do T, 1-smeru.
Signalizacia cez NOD-2, ktory rozpoznava muramyldipeptid,
inhibuje signalizaciu cez TLR2 (lava ¢ast obrazku). Pri mutdcii génu
NOD-2 dochddza k vypadku negativnej kontroly aktivity TLR2

a tym premrstenej aktivacii T, I-imunitnej odpovede (prava Cast
obrazku).

Figure 1. Effect of the NOD-2 mutation on signalling through the
TLR-2 receptor

Peptidoglycan induced signalling through TLR2 leads to activation
of the transcription factor, NF-kB (cRel - p50), and consequently
to the production of IL-12, thus polarizing the immune respon-

se toward the T 1 direction. Signalling through NOD-2, which
recognizes muramyl dipeptide, inhibits signalling through TLR2
(see the left part of the picture). Mutation of the NOD-2 gene
results in the lack of negative control of TLR2 activity and thus in
an enhanced activation of the T, immune response (see the right
part of the picture).

Panethove bunky exprimuji NOD?2 tiez a jeho zniZena
aktivita sa prejavi aj zniZenou syntézou antibaktériovych
1atok (beta-defenzinov HBD2, HBD3 a HBD4), ktoré pro-
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dukuju, ¢o opdt naznacuje na nedostatocnu likvidaciu
baktérii a ich zvySenu translokaciu z limenu do sub-
mukdzy [30].

Za fyziologickych okolnosti zapalové a imunitné procesy
v Creve udrzuje pod svojou kontrolou imunosupresivny
cytokin TGF-B. Zistilo sa, Zze pri m. Crohn je aktivita
tohto cytokinu zniZena. Pri skimani, preco nedochadza
k presadeniu jeho fyziologickej funkcie sa doslo k pozna-
niu, Ze za nu zodpoveda zvysena aktivita SMAD-7, Co je
negativny regulator signaliza¢nych procesov indukova-
nych TGF-B (inhibicia SMAD? je perspektivnym terapeu-
tickym zasahom pri liecbe tejto choroby) [31]. Receptor
pre TGF-B sa sklada z dvoch retazcov - I a II. TGF-B sa
viaZe na receptor II, ktory sa autofosforyluje a nasledne
fosforyluje receptor I. Aktivovany TGF-BRI v dalSom
fosforyluje, a tym aktivuje, proteiny SMAD-2 a SMAD-3.
Oba sa potom spdajaju a vytvaraju heterodimér, ktory
viaze SMAD-4. Takto vytvoreny oligomér SMAD-2, -3,
-4 sa napokon presiiva do jadra bunky na prométorovi

Zdravé ¢revo

Zapalové
podnety

P
Smad2/3 g
Smad2/3 Smad7
QP 5.'“:"14 p50Eg| P65 Smadd
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C\\.t
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Zapalovy proces
v creve

Zapalové
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p50§ pb5

oblast pre inhibitor transkripéného faktora NFkB (IkB)
a indukuje jeho transkripciu. IxkB sa v cytoplazme via-
Ze na NFkB a blokuje jeho aktivitu (obr. 2). Aktivaciu
SMAD-2 a SMAD-3 kontroluje SMAD-7, ktory sa viaze
na TGFBRI a zabranuje fosforylacii SMAD-1 ¢i SMAD-2.
Takto sa zabrani vytvoreniu heterotriméru SMAD-2,
-3, -4 a nasledne transkripcii IkB-génu, vysledkom co-
ho je nekontrolovany zapalovy proces. Navyse opit je
tu aj nedostatoéna kontrola aktivity T,1-lymfocytov,
pretoze TGF-B za fyziologickych okolnosti inhibuje syn-
tézu dvoch principidlnych molekil, transkripcného
faktora T-BET a receptora pre IL-12 a ked tito svoju
aktivitu nemo6ze uplatnit, polarizacia T-lymfocytov do
T,l-subpopulacie pokracuje dalej. Polarizacii napomaha
aj zvysSena tvorba substancie P, ktora podporuje aj ich
syntézu IFN-y [32, 33].

Predstava o rozvoji imunopatologického procesu je ta-
k&, Ze T-lymfocyty za¢nu reagovat proti nejakym an-
tigénom crevnych baktérii, aktivuju sa a zacnu synte-
tizovat cytokiny, najma IL-12, ktoré
vedu k polarizacii imunitnej odpove-
de v smere T,1-typu. O akumuldaciu
T-lymfocytov do zapalového loziska
sa stard chemokin CCL25 (TECK), kto-
ry produkuju epitelové bunky creva.
Cytokiny T, 1-typu indukuju expresiu
HLA-molekil na epitelovych bunkach,
ktoré nasledne za¢na plnit funkciu
buniek prezentujicich antigén a pre-
zentovat pocetné autoantigény a tak
rozvijat autoimunitny proces v celom
jeho rozsahu. Cytokiny, najmad IL-2,
IL-6 a IL-15 zase indukuju rezistenciu
T-lymfocytov na apoptotické podnety,
¢o spbsobuje, neprimerani akumu-
laciu T-lymfocytov v loZisku a rozvoj
chronického zapalu (obr. 3). NovSie
sa vsak zistilo, Ze v lamina propria sa
vyskytuju vo zvysenej miere aj T17-
-lymfocyty (produkuji prozapalovy
IL-7) a T 1/T,17-lymfocyty (syntetizuji
aj IL-17 aj IFN-y), Co naznacuje, Ze tieto
bunky by tieZ mohli podstatne prispie-

Zapalove
molekuly
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Obr. 2. Transkripcné faktory SMAD pri aktivdcii a represii génov - fyziologicky stav
Receptor pre TGF-(3 sa sklada z dvoch retazcov | a Il. TGF-B sa viaze na receptor II, ktory sa
autofosforyluje a nasledne fosforyluje receptor I. Aktivovany TGF-BRI v dalsom fosforyluje
a tym aktivuje proteiny SMAD-2 a SMAD-3. Tieto sa potom spolu spdjaju a vytvdraju
heterodimér, ktory sa spdja so SMAD-4. Takto vytvoreny oligomér sa napokon presuva

do jadra bunky na promdétorovu oblast pre inhibitor transkripéného faktora NFkB [IkB]

a indukuje jeho transkripciu. IkB sa v cytoplazme viaze na NFkB a blokuje jeho aktivitu.
Aktivaciu SMAD-2 a SMAD-3 kontroluje SMAD-7, ktory sa viaze na TGFBRI a zabranuje
fosforyldcii SMAD-1 ¢i SMAD-2. Takto sa zabrani vytvorenie heterotriméru SMAD-2, -3, -4
a nasledne transkripcia /kB-génu, vysledkom ¢oho je nekontrolovany zdpalovy proces.
(podla Monteleone et al. Trends Immunol 2004; 25(10): 513-7, modifikované).

Figure 2. SMAD transcription factors in gene activation and repression - physiological
state

The TGF-( receptor consists of two chains designated | and Il. TGF-( binds to receptor

II, which autophosphorylates and then phosphorylates receptor I. Activated TGF-BRI
phosphorylates, thus activating SMAD-2 and SMAD-3 proteins. They bind to each other
to form a heterodimer, which binds to SMAD-4. The resultant oligomer translocates to the
cell nucleus, to the promotor region for the NFKB transcription factor inhibitor [IkB], indu-
cing its transcription. In the cytoplasm, IkB binds to NFkB and blocks its activity. SMAD-2
and SMAD-3 activation is controlled by SMAD-7, which binds to TGFBRI and inhibits
SMAD-1 or SMAD-2 phosphorylation. Consequently, heterotrimer formation by SMAD-2,
SMAD-3, and SMAD-4 and subsequent transcription of the /kB gene are inhibited, which
results in an uncontrolled inflammatory process.

(adapted from Monteleone et al. Trends Immunol 2004; 25(10): 513-517)
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vat k zapalovému procesu [7, 34-36].
S tymito nalezmi s vsak v protiklade
experimentalne tidaje o pozitivnej tilo-
he IL-17, ktory signalizaciou cez svoj
receptor brani zvySeniu permeabili-
ty a prestupu baktérii do submukézy
[37]. Potvrdzovali by to aj netspesné
vysledky liecby pacientov s m. Crohn
monoklonovymi protildtkami anti-
-IL-17 (secukinumab) [38], resp. proti
jeho receptoru (brodalumab) [37].

IL-23, ktory sa spolu s IL-6 a IL-1B
podiela na polarizacii naivnych T, -
-lymfocytov do T, 17-subopopulicie,
stiéasne potlaca pozitivnu aktivitu
IL-33. Tento cytokin posobi ako alar-
min a produkuju ho epitelové bun-
ky creva, kde podporuje proliferaciu
a akumulaciu nTreg-lymfocytov. Ich
pozitivne, t. j. imunosupresivne po-
sobenie v8ak rusi nadmernd syntéza
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Obr. 3. Imunopatogenéza Crohnovej choroby

Mikroorganizmy alebo ich produkty prechddzaju cez intestinalnu bariéru a dostavaju sa

do submukdzy. Tu ich zachytia a spracuju bunky prezentujlce antigén (APC) a prezentuju
naivnym T-pomocnym lymfocytov (T). APC sucasne produkuju IL-12, pod ktorého vplyvom
sa naivné T-lymfocyty diferencuju do T 1-subpopulacie. T, 1-lymfocyty syntetizuju TNF

a IFN-y, ktoré nasledne aktivuju makropégy. Navyse T 1-lymfocyty sa stdvaju rezistentnymi
na apoptozu a na imunosupresivnu aktivitu regulacnych T-lymfocytov Tr1a T3, ¢o vsetko
spbsobuje, Ze sa zdpalovy proces dalej rozvija.

(podla Neurath et al., Trends Immunol 2001; 22: 21-6, modifikované)

L-12 ——

Figure 3. Imnmunopathogenesis of Crohn's disease

Microorganisms or their products pass through the intestinal barrier into the submucosa.
There, they are detected and processed by antigen-presenting cells (APC) to be presented
to naive T-helper cells. At the same time, APC produce IL-12, due to which naive T cells dif-
ferentiate to form the T 1 subpopulation. T 1 cells synthesize TNF and IFN-y, which activate
macrophages. Moreover, T, 1 cells become resistant to apoptosis and to immunosuppressive
activity of regulatory T celrs, Trland T,3, all of which further aggravates the inflammatory
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Aktivita ILC1-buniek je pri m. Crohn
zvySena. Tieto bunky sa vyznacuju
cytotoxickou rekciou a produkciou
IEN-y, ktory dalej podporuje aktivitu
T, 1-lymfocytov, ¢im podporuju ich
imunopatologické posobenie, alebo
prispievaju k ich polarizacii [41].

Patogenéza ulceréznej kolitidy
Ulcerézna kolitida (UC) sa dlho-
dobo povazovala za chorobu, na
ktorej patogenéze sa podielaju T, 2-
-lymfocyty. Nov§ie tdaje ukazuja,
Ze v patogenetickych procesoch
budta hrat vyznamnej$iu dlohu
nedavno identifikované prirodze-
né lymfocyty, a to druhej skupiny
- ILC2 [44-47], resp. ukazuje sa, Ze
ILC-2-bunky by mali byt na samom
zaCiatku imuno-patologickych pro-
cesov a az nasledne by sa do nich
zapajali T, 2-lymfocyty. Nedavnym
vyskumom sa totiz zistilo, Ze pri UC
sa vo velkej miere tvori IL-33, ktory
aktivuje pocetné dalsie bunky do
rozvoja zapalového procesu.

IL-33 produkuji pocetné bunky
nasho organizmu, najma fibroblas-
ty, epitelové a endotelové bunky.
V nepritomnosti stimulu sa po svo-
jej syntéze presuva do jadra bunky,
kde p6sobi ako doélezity transkripény
faktor mnohych génov. Za fyziolo-
gickych okolnosti IL-33 zabezpecuje
pevnost interepitelovych spojeni,
podporuje proliferaciu epitelovych
buniek a produkciu hlienu, ¢im
doplria funkciu IL-22. Do vonkaj-
Sieho prostredia sa méZe dostat pri
poskodeni buniek a poésobi teda ako

process.
(adapted from Neurath et al., Trends Immunol 2001; 22: 21-26)

IL-23 makrofagmi a mDC, ktory v nTreg-lymfocytoch
znizuje expresiu receptora pre IL-33 (ST2) [39, 40].
Nedavne Stidie ukazali, Ze na rozvoji zapalového procesu
sa podielaju aj ILC-bunky, konkrétne NCR+ ILC3 a ILC1.
Mnozstvo a aktivita NCR* ILC3 je zniZend, kym pri ILCI-
bunkach je to zase naopak, ¢o poukazuje na celkovi dys-
regulaciu produkcie cytokinov a naslednu dysregulaciu
imunitnych procesov [41, 42].

NCR*ILC3 syntetizuju IL-22, ktory stimulaciou epitelovych
buniek podporuje syntézu antimikrobialnych latok, ktoré
inhibujua aj prilisny rast komenzalnych baktérii, najma
SFB-baktérii (segmented filamentous bacteria), a tym
brania ich prechodu do submukézy a indukcii zapalo-
vych procesov. IL-22 podporuje aj syntézu amfiregulinu
a LIF (leukemia inhibitory factor), ktoré podporuju rast
enterocytov [43]. NCR* ILC3-bunky produkuji aj BAFF
(B-cell-activating factor), faktor, ktory podporuje syn-
tézu IgA, Co su vyznamné sliznicné protilatky. ZniZenie
aktivity uvedenej skupiny buniek teda prispieva k rozvoju
zapalového procesu pri m. Crohn [41, 42].

alarmin, ale aj po stimulacii ich

vzorkovych receptorov, cytokinmi,

LPS a inymi latkami [48, 49].

Pri UC poskodené epitelové bunky
vo zvySenej miere tvoria IL-33. V submukéze aktivuje
ILC2-bunky a aj pocetné dalsie bunky, najma mastocy-
ty. Aktivované mastocyty zacnu produkovat chymazu,
tryptazu a najma prostaglandin E2, ktoré dalej zvySuju
aktivaciu ILC-2 buniek. Tieto sa vyznacuju syntézou IL-5,
IL-6, IL-9 a IL-13. IL-5 je diferenciacnym a aktivacnym
faktorom pre eozinofily, ktoré svojim hlavnym bazickym
proteinom pos§kodzuju epitel ¢reva, ¢o spdsobi vznik ul-
ceracii. IL-9 podmieniuje aktivaciu mastocytov, ktoré si
znacnym zdrojom TNF. Tento indukuje zapalové procesy,
najma aktivaciou neutrofilov, ktoré svojimi cidnymi
produktmi prispievaju k poskodeniu epitelu ¢reva. IL-13
aktivuje NKT-bunky, ktoré sa pri UC nachadzaju v sub-
mukoze tieZ vo zvySenej miere. Tieto svojou cytotoxickou
aktivitou spésobuji poskodenie epitelu tiez [45, 50, 51].
IL-13 navySe podporuje apoptdzu epitelovych buniek
a uvolnenie interepitelovych spojeni [52]. Aktivované
ILC-2 bunky exprimuji HLA-molekuly druhej triedy
a kostimula¢né molekuly, ¢im vytvarajua podmienky
na vznik T, 2-lymfocytov, ktoré svojimi cytokinmi dalej
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prehlbuji zapalovy proces; podobne mézu aktivovat
B-lymfocyty, aby produkovali pre UC charakteristické
autoprotilatky [53].

IL-33 podporuje aj diferencidciu naivnych T-lymfocytov
do T, 9-subpopulacie, ktora v porovnani s pacientmi s CD
a aj zdravymi jedincami zvySend, podobne ako expre-
sia receptorov pre IL-9 na epitelovych bunkach creva.
Samotny IL-9 sa podiela na uvolneni interepitelovych
spojeni. O vyzname T,9 v rozvoji imunopatologickych
stavov svedci aj koreldcia ich aktivity s vaznostou choroby
[54, 55]. Na tvorbe ulceracii sa podiela aj zniZena aktivi-
ta T,22-lymfocytov [56], ktorych IL-22 za fyziologickych
okolnosti prispieva k antibaktériovej obranyschopnosti
podporou syntézy mikrobicidnych latok a proliferacie
epitelovych buniek. Napokon treba uviest, Ze na zapalo-
vych procesoch, podobne ako pri CD, sa podiela aj aktivita
T,17-lymfocytov [57].

O vyzname IL-33 vimunopatogenéze UC sved¢i aj pokles
jeho hladin v sérach od pacientov lieCenych inflixima-
bom [58]. Otazka zostava, ¢o indukuje jeho syntézu.
Genetické Studie vramci GWAS odhalili, Ze s UC asociu-
ju aj gény, ktoré sa podielaji na determinacii molekul
zodpovednych za interepitelové spojenia (HNF4A, LAMBI,
CDHI a GNA12) [5, 59]. St tdaje, ktoré dokazuju, Ze pri
UC je ozaj zvySena priepustnost tychto spojeni a tym
zvySeny prestup komenzalnych baktérii do submukézy;
tu by aktivovali bunky, ktoré dokaZu produkovat IL-33
(pozri vyssie).

Z uvedenej predstavy o imunopatogenéze UC aj vyply-
va, preco asi len tretina pacientov odpoveda na liecbu
anti-TNF protilatkami. Vidime, Ze TNF je vyznamnym
hracom na poli v rozvoji zapalovych procesov, ale nie
rozhodujlicim, na patogenéze sa zucastnuju aj iné cyto-
kiny, najma IL-33 a IL-9.

Biomarkery pre stanovenie diagnézy IBD
Prirodzenou snahou lekarov je urobit spravnu a vcas-
nud diagnoézu choroby. Za tymto Gcelom sa vyuZziva
okrem klinického zhodnotenia stavu pacienta, endo-
skopického, histologického, ¢i CT- alebo MRI-vySetrenia
aj stanovovanie biomarkerov. Pri IBD ide predovset-
kym o fekalne a sérologické biomarkery. Z fekalnych
biomarkerov sa vyuziva najma stanovovanie hladin
kalprotektinu a laktoferinu. Kalprotektin je dimér
proteinov S100A8 a S10019. Predstavuje az 60 % solu-
bilnych cytozolovych proteinov neutrofilov. Ma bak-
teriostatické a fungicidne vlastnosti, v pritomnosti
vapnika dokaZe sekvestrovat zinok a mangan. Odolava
enzymovému Stiepeniu, takZe v stolici sa Iahko dokaze
[60]. Laktoferin je glykoprotein pritomny v sekre¢nych
tekutinach (materské mlieko, sliny, slzy, nazalny se-
krét) a tiez v granulach neutrofilov. ViaZe volné Zelezo,
¢o sposobuje, ze ma antibaktériové vlastnosti. Oba
biomarkery nepriamo odrazaju pritomnost neutro-
filov v sliznici ¢reva. Senzitivnost a Specifickost pre
identifikaciu pacientov s IBD oproti zdravym jedincom
sa pohybuje na tirovni 82-89 % pre senzitivnost a 81 %
pre Specifickost. Fekialne biomarkery koreluji lepsie
s ulceréznou kolitidou ako s m. Crohn [61].

Zo sérologickych biomarkerov sa treba zmienit
o C-reaktivnom proteine (CRP), ktorého hladina je zvy-
Sena u 100 % pacientov s morbus Crohn, ale len u 50 %
pacientov s ulceréznou kolitidou. Pri ispesnej liecbe
hladiny CRP klesaju [62].
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Specifickejsie ako stanovovanie vyssie uvedenych bio-
markerov je urcovanie pritomnosti protilatok asociova-
nych s jednou, alebo druhou chorobou.

AZ 79 % chorych trpiacich na Crohnovu chorobu ma
v plazme protilatky proti manézovym oligosacharidom
v stene Saccharomyces cerevisiae (ASCA); vysSie titre sa
pozorovali najma u pacientov so skor$im zaciatkom
choroby a vaznejsim klinickym priebehom (fibrotizacia
Creva, tvorba fistdl). Pdt az dvadsatpat percent chorych
s CD tvori protilatky proti perinukleovym proteinom
(PANCA - perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies); tieto st vSak charakteristické viac pre
UC. Takito pacienti maja charakter choroby viac sa
pribliZujtci k UC s lavostrannym postihnutim hrubého
¢reva, krvacanim, tvorbou hlienu. Nasvedcuje to, Ze
Crohnova choroba a ulcerézna kolitida st opacné konce
celého spektra klinickych priznakov IBD; napokon asi
1 10 % chorych sa neda jasne odlisit, ¢i ide o UC alebo
CD [63]. Specifickymi protildtkami pri CD sa ukazuju
aj tie, ktoré rozpoznavaju GP2-antigén (granule mem-
brane glycoprotein 2). Vyskytuje sa v membranach
enterocytov ako aj M-buniek Peyerovych plakov, hoci
povodne sa identifikoval na bunkach pankreasu [64].
V ostatnych rokoch sa pri m. Crohn opisali aj dalsie
protilatky proti niektorym baktériam - protilatka anti-
-OmpC (rozpoznava vonkajsi antigén bunkovej steny
Escherichia coli - Outer membrane porin C) sa nachadza
u 55 % chorych [65]. Dalsie protilatky, anti-I2 a an-
ti-CBirl st namierené proti antigénom Pseudomonas
fluorescens; tieZ sa daju dokazat asi u polovice chorych
[66] - vid tabulka 1.

Pacienti trpiaci na ulceréznu kolitidu charakteristicky
vyvijaju pANCA-protilatky, ktorych ter¢om je laktoferin
a katepsin G. V svojej plazme ich ma 50-70 % pacientov;
spajaju sa tieZ s vyvojom pankolitidy; tercovym anti-
génom pANCA-protilatok byva laktoferin a katepsin G.
Pritomnost pANCA a chybanie ASCA naznacuje, Ze pa-
cient trpi skér na UC ako na CD [63].

Tabulka 1. Protilatky pri zapalovych chorobach ¢reva

Table 1. Antibodies in inflammatory bowel diseases

uc m. Crohn Zdravi

Protilatka Izotyp [%] [%] [%]
pANCA 19G 50-70 25 <5
ASCA 19G/IgA 6-14 40-70 -
12 IgA = 50 =
OmpC IgA = 55 =
CBirl-flagelin 19G 6 50 8

Skratky jednotlivych protilatok sa uvadzaju v texte.
Abbreviations are explained in the text above.

Klasicka a biologicka lie¢ba pri CD a UC

Poznanie patogenézy choroby umoznuje aj racionalnu
terapiu. Klasicky, pri oboch chorobach sa lieci stuprio-
vito, najprv sa podava sulfasalazin, neskor glukokorti-
koidy. Pri vyvinuti rezistencie na glukokortikoidy, ako
sa to ¢asto stava pri m. Crohn, alebo pri taz§ich formach
oboch chor6b, sa aplikuje azatioprin, pri UC cyklosporin
A alebo takrolimus [7].



V ostatnej dobe sa zacalo aj s biologickou liecbou.
Zaujimavé je, Ze lieCba monoklonovymi protilatkami
(mAD) proti hlavnym protagonistom, ktori rozvijaja
zapalové procesy ¢i uz pri CD alebo pri UC neuspela.
Neosvedcila sa ani anti-IFN-y (fontolimumab) [67], resp.
anti-IL-17A (secukinumab) [38, 68] liecba pri m. Crohn
a ani anti-IL-13 (tralokinumab ) lie¢ba pri UC [69], ¢o
poukazuje na zloZitost imunopatologickych procesov,
ktoré pri tychto chorobach prebiehaji. DA sa predpo-
kladat, Ze pri zablokovani urcitej zapalovej kaskady
sa tato da obist zapojenim inej, alternativnej. PretoZe
pri zapalovom procese pri oboch chorobach vyznamna
alohu zohrava TNF, zacalo sa lie¢bou monoklonovymi
protilatkami proti nemu - infliximab je chimérova a ada-
limumab zase plne humanizovana mAb. Na tito liecbu
odpoveda asi polovica pacientov s CD a tretina s UC, ale
aj u tych casto netuplne a docasne [70-72]. Otazka je, ako
predvidat ¢i lie¢ba bude tispesnd. Urité naznaky tu sd.
Zistilo sa, ze u tych, ktori maju v svojej plazme vysoké
hladiny CRP, liecba zabera lepsie [73]. Odporiica sa preto
zacat s anti-TNF lie¢bou ak choroba trva kratsie ako dva
roky, hladiny CRP su vySsie ako 10 mg.1" a pacienti ne-
maju abscesy, fistuly i striktry. Podobne sa zistilo, Ze
ak bunky imunitného systému exprimuji membranovo
viazany TNF, tak na anti-TNF liecbu zaberaju tiez lepsie
(problémom je, Ze tato metdda nepatri medzi rutinné).
CD-pacientom, ktori na anti-TNF liecbu neodpovedaji,
sa odporaca podavat ustekinumab. St to monoklonové
protilatky namierené proti spolo¢nému retazcu IL-12
aIL-23, t. j. p40, takZe zasahuju do aktivity aj T, 1- and
T 17-lymfocytov [74]. U¢innejsie sa vSak ukazuju mAb
proti samotnému IL-23, jeho p19 retazcu (tildrakizumab
a guselkumab) [37], takze IL-17 neneutralizuja.

V terapii m. Crohn sa osvedc¢ili aj monoklonové protilatky
proti molekule a4 (natalizumab), ktora je stiCastou inte-
grinu a4p1 (VLA4), resp. adP7 (a4-integrin sa nachadza na
aktivovanych lymfocytoch a monocytoch. Jeho partner-
ska molekula je VCAM-1 [pre VLA4], resp. MAACAM-1 [pre
a4B7], ktoré sa nachadzaji na endotelovych bunkach.
Vz&jomna interakcia uvedenych molekul ulahcuje pre-
chod lymfocytov a monocytov do zapalového lozZiska. Pri
liecbe m. Crohn sa uplatiiuje blokada integrinu a4f7.) Su
rovnako i¢inné ako infliximab, ale pre moznost indukcie
multifokalnej leukoencefalopatie ich pouzivanie v Eurépe
EMA (European Medicines Agency) nepovolila [75].
LepSie je na tom novsia mADb, vedolizumab, ktora je
namierena len proti a4f7-integrinu (tzn., Ze neblokuje
prechod lymfocytov do CNS ako natalizumab) a pozitivne
posobi aj pri CD aj pri UC [7, 76]. Slubnym liekom sa zda
byt tofacitinib, ktory selektivne inhibuje JAK-kinazy
(JAK1aJAK3). Tieto tyrozinkinazy sprostredkiivaju prenos
signalu z receptorov pre tie cytokiny, ktoré vyuzivaja
spolo¢ny gama-retazec; ide o cytokiny IL-2, -4, -7, -9, -15
a -21. Su to interleukiny, ktoré zabezpecuju aktivaciu
lymfocytov, ich proliferdciu a funkciu. NavySe inhi-
bicia JAKI-kinazy oslabuje signalizidciu prozapalovych
cytokinov IL-6 a IFN-y. Tofacitinib je Gi¢inny pri zvladani
strednej a tazkej formy UC, pri liecbe Crohnovej choroby
je neucinny [77].

Napokon pri m. Crohn sa treba zmienit aj o pomerne
nezvycajnej terapii - podavaju sa pri nej vajicka cerva
Trichuris suis, z ktorych sa sice vyvinui dospelé Cervy, st
vSak pre ¢loveka nepatogénne. Indukuji T, 2-imunitnta
odpoved, ktord ma vyvazit patogeneticka T, 1, ktora
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u chorych riadi imunopatologické procesy. Prvé sku-
senosti su pozitivne, i ked zatial eSte chybaja vysledky
velkych kontrolnych stadii. Raciondlne jadro tejto liecby
vychadza z hygienickej hypotézy. Mikroorganizmy po
tisicrocia ,,cvicili“ imunitny systém cloveka tak, aby sa
im ¢o najlepsie vedel branit. Moderny svet zrazu tento
,vzajomny boj o prezitie“ zvratil; ak si napr. zoberieme
infestaciu obyvatelstva helmintmi, tak tato vo vyspelych
krajinach bud neexistuje, alebo je znacne redukovana.
Vieme, Ze helminty indukuja imunitna odpoved T,2-
-typu a pdvodne sa myslelo, Ze umelé infikovanie chorych
sm. Crohn ,prehodi“ ich T, 1-imunitnu odpoved na T,2
[78, 79]. Doteraj$ie Studie vSak jednoznacne ucinnost
a bezpecnost tejto terapie nepotvrdili, vyZadujui sa dalsie
sledovania [80].

V experimentalnom $tadiu st terapeutické postupy vy-
uzivajuce transplantdcie autoléognej kostnej drene pre
pacientov, ktori st uz refraktérni na predchadzajtcu
lie¢bu chemoterapeutikami ¢i biologikami a transplan-
tacie mezenchymovych kmenovych buniek, pre liecbu
analnych fistdl [81]. V neposlednom rade sa treba eSte
zmienit o fekalnej terapii (FMT - faecal microbiota the-
rapy; ide o prenos mikroorganizmov ¢reva od zdravych
dobrovolnikov chorému), ktora sa ispesne ujala pri liecbe
kolitidy sposobovanej Clostridium difficile [82].
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