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Anotace:

Autoimunitni choroby potiebuji ke svému vzniku a projevu souhru vnitinich faktori
(genetickych) a vnéjsich faktori (environmentélnich). K zadsadnim genetickym parametrim
patii HLA alely, jejichz nosiCstvi souvisi s vyraznou predispozici ke vzniku konkrétniho
autoimunitniho onemocnéni.

Tato diplomova prace se zabyva problematikou autoimunitnich chorob asociovanych s HLA
systémem, piiCemz praktickd C¢ast se zaméfuje na vySetieni predisponujicich alel
souvisejicich s celiakii, jakozto jednim z nejrozsifenéjSich autoimunitnich onemocnéni,
kterym se zabyva fada védeckych tymu, piesto v Ceské republice chybi dostatek
populacnich studii vénujicich se této nemoci. Diky datliim ziskanym z genetické laboratote
GENLABS s.r.0. v Ceskych Budgjovicich, UHKT a VFN v Praze bylo mozné se takovouto
populacni studii zabyvat.

Annotation:

Autoimmune diseases require the interplay of internal (genetic) and external (environmental)
factors to develop and erupt. The essential genetic factors include HLA alleles, whose
carrying is associated with a significant predisposition to the development of a specific
autoimmune disease.

This Master Thesis deals with the problematics of autoimmune diseases associated with
HLA system. The practical part focuses on the examination of predisposing alleles related to
celiac disease as one of the most widespread autoimmune disease, which many scientific
teams are dealing with, but even in the Czech Republic there are not enough population
studies of this disease. Thanks to data from genetic laboratory GENLABS s.r.o. in Ceské
Budgjovice, UHKT and VFN in Prague it was possible to focus on such population study.
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1 UvVOoD

Autoimunita je stav, pfi kterém nckterd slozka imunitniho systému reaguje na
struktury organismu vlastni a zpravidla je tim poskozuje. Takovato reakce néasledné zpiisobi
autoimunitni onemocnéni, kterych existuje celd fada. Jako piiklad mizeme uvést
revmatoidni artritidu, celiakii nebo ankylozujici spondylitidu. Vznik a prabéh téchto
onemocnéni je ovlivnén jak faktory vnitinimi (genetickymi), tak témi vné&jSimi
(environmentalnimi). D4 se fici, Ze teprve spoluptisobeni téchto faktordi vyvola patologickou
reakci.

Nékteré védecké studie potvrzuji spojeni mezi autoimunitnimi onemocnénimi a
pfislusSnymi HLA antigeny. Antigeny HLA jsou kodovény skupinou genii, kterd patii
k hlavnimu komplexu tkanové slucitelnosti (major histocompatibility complex — MHC).
Maji vyznamnou funkci v imunitnim systému, nebot’ se podileji na rozeznavani cizorodych
struktur a vystavuji je ke kontrole buitkdm imunitniho systému.

Téma diplomové price je zaméfeno na sledovani asociaci mezi autoimunitnimi
chorobami a pfisluSnymi HLA antigeny a na detailngjsi studium problematiky celiakie,
jakozto jednoho znejbézn¢jSich modelt sledujicich vyskyt autoimunitnich chorob
a konkrétnich alel HLA systému. Navzdory velkému rozvoji studia zavislosti mezi HLA
systtmem a autoimunitnimi chorobami v poslednich nékolika letech, stidle nejsou
mechanismy téchto chorob dokonale prostudovany a vysvétleny.

V teoretické Casti jsem se zaméfila na charakteristiku HLA systému, jeho klasifikaci a
vyznam v klinické praxi. Vedle toho jsem se pokusila o celistvy pohled na autoimunitni
choroby a jejich asociaci pravé s HLA antigeny.

Cilem praktické €asti bylo osvojeni molekularni typizace HLA antigenii metodami SSP
PCR a real-time PCR pomoci kit uréenych k typizaci HLA na molekularné¢ genetickém
zakladé a vyuzivanych k diagnostice celiakie v klinickych laboratofich. Dale bylo
pozadovano zvladnuti izolace DNA z bukélniho stéru nebo z periferni krve, coz ptedchazelo

vlastnimu testovani HLA typizace.



2 HUMAN LEUKOCYTE ANTIGEN (HLA)

2.1 HLA a jeho charakteristika

Na povrchu vsech lidskych bunék jsou exprimovany molekuly, které jsou imunitnim
systémem jiného jedince rozpoznavany jako cizi. Kromé antigend charakterizujicich krevni
skupiny jsou to pfedevsim MHC antigeny majici zdsadni vyznam pii transplantacich bun¢k
nebo organti (Soucek et al., 2011). Hlavni histokompatibilni komplex (major
histocompatibility complex — MHC) je soubor zhruba 40-50 genid sefazenych v dlouhém
useku DNA na chromozomu 6 (6p21) u lidi a chromozomu 17 u mysi (Kopecky, 2013).
Geny kodujici molekuly MHC jsou seskupené v malé chromozomové oblasti v disledku
opakované duplikace. MHC u lidi se nazyva HLA komplex, u mysi H-2 komplex, u morcete
GPLA, u krysy Rt-1 (King et al., 2006). Obrazek 1 znézorfiuje umisténi HLA komplexu na

chromozomu 6 u lidi.

Class il [HLA) Class Ul (non-HLA) Class | {HLA)

Centromere
o-uvd-B-0-B-BOIDO0-O0O0--B8----0--F-
C DP TAF DO DR C CC CBFC HSP TNF B C A PRL
D Y 4% ¢4 2
L P BP A
1 2 2
1 1 1
A A B
2

Obr. 1: Umisténi HLA komplexu na chromozomu 6. (Obrazek i popis prevzaty z Cooper et

al., 1999).

Historie vyzkumu MHC asociovaného s transplantovanymi organy sahd do daleké
minulosti. Od starovéku az do konce druhé svétové valky vSak pokusy o uspéSnou
transplantaci vicemén¢ selhdvaly. Poté se objevil George Snell, americky genetik zabyvajici
se pokusy na mysich. Jeho vyzkum ukdazal, Ze nddorova tkan prenesena mezi geneticky
odlisSnymi kmeny mysi byla odmitnuta kvili neslucitelnosti tkani darce a pfijemce. Po
mnohaletych pokusech se selektivné chovanymi mysimi kmeny pftisel Snell s vysledkem, Ze
za odmitnutim pfijimané tkan€ miZe skupina blizce pfibuznych gent, kterou oznacil jako
hlavni histokompatibilni komplex — MHC (Snell et al., 1948). Antigeny zodpovédné za

tkanovou slucivost nazval histokompatibilnimi antigeny (antigeny H) a geny fidici jejich



expresi pojmenoval histokompatibilni geny (geny H). Nasledné Snell vypracoval postup, jak
ziskat mysi kmeny, liSici se pouze v jediném genu H, tzv. kongenn¢ rezistentni mysi. Prisp¢l
tim k tomu, Ze se z mysi stal naprosto jedinecny modelovy organismus pro imunologii
(Gotze et al., 1981). Inspirovan Snellovymi pokusy na mysSich, pokusil se o totéz i
francouzsky imunolog Jean Dausset. Prvni lidsky MHC antigen identifikoval v séru
pacientl, kteii opakované dostavali krevni transfuze, pomoci leukoaglutinacni techniky.
Soubor genti dulezitych k rozeznani cizich povrchovych struktur bun¢k oznacil jako HLA —

human leukocyte antigen (Dausset et al., 1958). Na uplném pocatku byl antigen pojmenovan

jako MAC podle inicial piijmeni pacientl, které Dausset testoval, pozdéji byl pfejmenovan

na HLA-A (Carosella et al., 2009; Degos, 2009).

2.2 Klasifikace HLA

Hlavni histokompatibilni systém clovéka (HLA) je skupina genli asociovéna s vice

chorobami neZ kterdkoli jind ¢ast lidského genomu. Souvisi to pfedevS§im s provazanosti
HLA systému s infekénimi a mnohymi autoimunitnimi chorobami. HLA systém se
vyznacuje dvéma dilezitymi vlastnostmi, které ztézuji patogenim moznost obejit imunitni
odpovéd’, aniZ by byly rozeznany. Zaprvé je HLA komplex vysoce polygenni — obsahuje
mnoho genil nalezicich do dvou HLA tfid, kazdy jedinec ma tedy odliSnou sadu antigennich
peptidi vazajicich povrchové molekuly. Zadruhé, HLA systém je vysoce polymorfni — to
znamena, ze existuje vice variant jednotlivych genli v ramci jedné populace (Janeway et al.,
2001). HLA komplex pokryvé asi 0,13 % lidského genomu a vykazuje vysokou droven
vazebné nerovnovahy (z angl. linkage disequilibrium — LD), ktera se li$i napfi¢ populacemi.
Vysoky pocet HLA alel poukazuje na to, Zze kazdy jedinec ma témef naprosto unikatni set
antigenni peptidy prezentujicich alotypickych HLA molekul, a kazda jednotliva HLA alela
ma schopnost vazat odlisné peptidy (Shiina et al., 2009). HLA alely jsou pfenaseny spolecn¢
jako haplotyp, z divodu tésné vazby na daném chromozomu, a jsou vii¢i sobé kodominantni.
Rodi¢ a potomek maji spole¢ny pouze jeden haplotyp, a proto sourozenci mohou byt bud’
HLA identicti, a to s 25 % pravdépodobnosti (tzn. sourozenci zdédi stejny haplotyp od otce 1
od matky), s 50 % pravdépodobnosti budou haploidenticti (tzn. sourozenci maji jeden
shodny haplotyp, a to bud otcovsky nebo matetsky), nebo jsou sourozenci s25 %
pravdépodobnosti zcela rozdilni (tzn. sourozenci zdédi od otce 1 od matky jiny haplotyp)
(Soucek et al., 2011; Nussbaum et al., 2004). HLA geny koduji glykoproteiny, které jsou
nasledné exprimovany na povrchu jadernych bunék organismu. Podle struktury a usporadani
délime jednotlivé HLA geny do tfi tfid — HLA L. tfidy, HLA II. tfidy a HLA II1. tfidy.
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2.2.1 HLAL tiidy

Molekuly HLA I obsahuji veliky alfa fetézec, ktery je nekovalentné vdzany s mnohem
mensi B2 mikroglobulinovou podjednotkou (Kopecky, 2013). Polymorfni tézky alfa fetézec
je kodovan HLA-A, HLA-B a HLA-C geny, oznaCovanymi jako klasické (Hanna et
al.,2014), poptipadé¢ HLA-E, HLA-F a HLA-G geny, ozna¢ovanymi jako neklasickeé (Hotejsi
& Bartunkova, 2005). Ke spojeni té€zkého fetézce s 2 mikroglobulinovou podjednotkou
dochazi v endoplazmatickém retikulu (ER). HLA I molekuly prezentuji antigenni peptidy Tc
lymfocytim. Nachazeji se na povrchu vSech jadernych bunck, ovSem v rtizné hustoté.
Nejvice je jich na lymfocytech, nejméné naopak na fibroblastech, svalovych bunkach nebo
hepatocytech (Kopecky, 2013). Hraji dilezitou roli pfi imunitnim sledovani interakci
s bunnkami CD8+ T a NK (natural killers — pfirozeni zabijeci) (Hanna et al., 2014). K HLA I
molekulam se véazou peptidy o délce 8-9 aminokyselin (AMK). Tyto peptidy jsou
endogenniho ptivodu a jsou vybrané z bilkovin pfitomnych v bunice (Murray et al., 2005).
Imunitni systém obecné toleruje vlastni HLA glykoproteiny I. tfidy v komplexu s vlastnimi

peptidy, zatimco proti cizim HLA I vznikd imunitni reakce (Cresswell et al., 1999).

Vsechny buiiky, na které se vazi molekuly HLA 1. tfidy, mohou upozornit a mobilizovat
T-lymfocyty a CD8+ T-lymfocyty v ptipadé, Ze dojde k napadeni bun€k viry nebo je
néjakym zpiisobem modifikuje nador. Tato schopnost je nazyvana HLA restrikce. HLA-G a

HLA-E molekuly chréni plod pfed T a NK buiikami (Fucikova, 1995; Penka et al., 2012).

2.2.2 HLAIL tiidy

HLA II molekuly obsahuji dva odlisné polypeptidické fetézce oznacené alfa a beta. Oba
jsou kodované D oblasti HLA komplexu, pfi¢emz tato oblast se d€li na podoblasti DP, DQ a
DR. Kazda z téchto podoblasti obsahuje minimalné jeden alfa a jeden beta gen (Kopecky,
2013). HLA II molekuly jsou exprimovany pouze nékterymi buiikami imunitniho systému,
ozna¢ovanymi jako antigen prezentujici bunky (Holling et al., 2004). Mezi nejznaméjsi
antigen prezentujici buiiky patfi dendritické bunky, Langerhansovy buiiky, B lymfocyty a
makrofagy (Rédei, 2008; Hofejsi & Bartiiikova, 2005). Hlavni funkci molekul HLA 1I je
prezentovat zpracované antigeny, které jsou odvozeny primarné z exogennich zdrojii, CD4+
Th lymfocytim. Molekuly HLA ttidy II jsou proto rozhodujici pro iniciaci antigen-specifické
imunitni odpovédi. Ukazuje se, ze ligace molekul HLA II také aktivuje intracelularni

signalni dréhy, Casto vedouci k apoptoze. Je zajimavé, ze aktivované T buiiky u mnoha
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druhti, s vyjimkou mysi, syntetizuji a exprimuji molekuly HLA tfidy II na svém bunééném
povrchu (Holling et al., 2004). Signalizace zprostfedkovana HLA II molekulami miize vést
k proliferaci a diferenciaci antigen prezentujicich buné¢k (APC). Signalizace HLA II se mtze
podilet jak na zah4jeni, tak na ukonceni imunitni odpovédi (Mourad et al., 1990). Bunky,
které za normalnich okolnosti neobsahuji molekuly HLA II. tfidy, je mohou navazat po

indukci, coz je dulezity fakt pii objasiiovani asociace HLA a nemoci (Stites et al., 1994).

2.2.3 HLAIIL tiidy

Oblast HLA tfidy III vykazuje nejvyS$$i hustotu gent, ale nckteré z nich nemaji nic
spoleéného s imunitnim systémem organismu. HLA III molekuly zahrnuji nékolik slozek
komplementu a TNF o a B (Kopecky, 2013). Nedavno bylo popsdno nékolik genii
nachdzejicich v oblasti telomer a tedy na konci molekul HLA ttidy III, které jsou zjevné
zapojené v nékterych specifickych zanétlivych odpovédich. Tato oblast bohatd na geny byla
nazvéna tfidou IV a zahrnuje rodinu TNF, AIF1 a HSP70 (Gruen et al., 2001). Cinsti védci
taktéz prokdzali spojitost mezi HLA tfidou III a rizikem rakoviny prsu. Dosli k zavéru, ze
genetické polymorfismy v oblasti HLA tfidy III jsou vyznamné asociovany s ER-pozitivnim

karcinomem prsu v ¢inské populaci Han (Pan et al., 2012).

2.3 Struktura a funkce HLA systému

Hlavni funkci molekul HLA neboli molekul tkanové slucitelnosti je predkladat

cizorodé antigenni fragmenty imunitnim bunkam. Pokud je bunka lidského téla napadena
patogenem, vznikaji v ramci Cinnosti tohoto patogenu uvnitt bunky specifické chemické
latky, které jsou vylu€ovany na povrch buniky a ptfipojuji se k HLA komplexu, kde jsou
prezentovany imunitnim bunkam ke kontrole (Murray et al., 2005). Vyvoj humoralni i
bunécné imunitni odpovédi stoji a pada na aktivaci Ty bunék. Rozpoznani prezentovaného
antigenu spolu s plisobenim interleukinu 1 (IL-1) produkovaného aktivovanymi makrofagy
vede k aktivaci Ty bun€k. Tato aktivace indukuje sekreci IL-2 Ty buitkami, které nasledné
klonaln¢ expanduji a poméhaji aktivovat CTL (cytotoxické T lymfocyty) a taktéz stimuluji B
lymfocyty k tvorbé protilatek (Gotze et al., 1981; Hofejsi & Bartinkova, 2009; Kopecky,
2013). Burnet et al. ve své publikaci popsal teorii fyziologické funkce geni HLA: produkty
gentt HLA oznacuji v organismu to, co je mu ,vlastni, tedy urcuji, proti kterym slozkam
imunitni systém reagovat nemd, pokud tato vlastni slozka neni n&jakym zplsobem

pozmeénéna, napt. vyskytem novych epitopi (Burnet et al., 1970).



HLA antigeny 1. tfidy na sebe vazi proteiny cytosolického ptivodu. Mohou tedy vazat
peptidy buiice vlastni, peptidy virového piivodu ¢i peptidy plvodem z bakterii Zijicich
v cytosolu (Kopecky, 2013). Bunce vlastni peptidy vystavené na HLA komplexu I. tfidy
nejsou antigenni, nebot’ cytotoxické T-lymfocyty (CTL), které by mohly rozeznat komplexy
»~HLA: vlastni peptid”, jsou v ramci procesu udrZzovani tolerance vuc¢i vlastnim tkanim
eliminovany nebo inaktivovany regula¢nimi T-bunikami (Alberts et al., 2002). U molekul
HLA II. tfidy je scéndf ponckud odlisny. V ER vznikaji komplexy a a [ fetézci

s transmembranovym proteinem zvanym invariantni fetézec (Ii). Ten zablokuje vazebné

misto pro antigen, takze se do n¢j nemohou navazat peptidy podobné tém, které se vazi na
HLA komplex I. tfidy (Hofejsi & Bartinkova, 2005). Geny nalezici k HLA tfid¢ III reguluji
slozky komplementu ucastnici se aktivace C3. Aktivovand slozka C3 se miiZe vazat na
makrofagy nebo B lymfocyty, aktivace vede k opsonizaci, a to zplsobi uvolnéni
anafylatoxinu a vyvold tvorbu chemoleukotaktickych faktord. Rovnéz se aktivuje lyticky
fetézec komplementovych enzymtit C5 — C9 (Gotze et al., 1981). Obrazek 2 znazornuje

izotypy HLA tfidy [ a II.

Human MHC class I i

o

a B a B o B
HLA-DM  HLA-DO | HLA-DP

. highly polymorphic - polymorphic . oligomorphic [:| monomorphic

Obr. 2: Izotypy HLA tiidy I a I1. (obrazek i popis prevzat z Parham et al., 2014).

2.4 HLA nomenklatura

Nomenklaturou je mysSleno nazvoslovi HLA systému. Stanovuje ji Nomenklaturni

komise Svétové zdravotnické organizace (WHO). Vyuzivaji se dva typy nomenklatury

(sérologicka a molekularné-geneticka).


https://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunotolerance
https://cs.wikipedia.org/wiki/Regulační_T-lymfocyt

1. Sérologické nazvoslovi

Tato nazvoslovi je odvozeno od bunééného urovani genovych HLA produkti.
Velkymi pismeny jsou oznaceny lokusy (A, B, C, DR, DQ, DP) a ¢islem specifita
antigenu. HLA antigeny posléze délime do tfi skupin (Penka et al., 2012):

o Antigeny zakladni, napt. A9, A10, B40, DR3

o Antigeny splitové, napt. A9, jeZ je rozdélen na 23, 24. Dale napi. A10, ktery
je rozdélen na 25, 26 a 34

o Antigeny obecné, napt. antigeny DR51, DR52, DR53 na lokusu DR.

2. Molekularné-genetické nazvoslovi

Molekularné-genetickd nomenklatura urCuje alelové sekvence nukleotidii. Toto
nazvoslovi stanovuje HLA specifitu alespon dvéma c¢islicemi, oproti nomenklatuie
sérologické, podle které je znaCeni maximaln¢ dvoumistné (Penka et al., 2012;

Krejsek et al., 2004).

e Molekuly HLA I. tfidy

Modelovym ptikladem je HLA-A*01:01, kde velkd pismena oznacuji lokusy, prvni
dvé cislice po * urcuji sérologickou specifitu. Druhé dvé ¢islice urcuji specifickou

alelu.

e Molekuly HLA II. tfidy

Prvni pismeno oznacuje tfidu, druhé rodinu, tieti a nebo B fetézec. Nasledujici prvni
dvé cislice za * oznacuji sérologickou specifitu a posledni dvé konkrétni alelu (Penka

et al., 2012).

Od roku 2010 plati nova pravidla tykajici se pfedevSim vizudlni podoby zapisu
jednotlivych HLA alel. Naptiklad od tohoto roku se mezi c¢islice oznacujici
sérologickou specifitu a ty, oznacujici konkrétni alelu, piSe dvojtecka (:) (A*010101

— A*01:01:01) (Marsh et al., 2010).



2.5 Relativni a absolutni riziko

Vztah mezi HLA antigeny a konkrétnimi chorobami se vyjadiuje pomoci relativniho
rizika (RR). Relativni riziko je ukazatel determinujici vztah mezi expozici rizikovému
faktoru a zdravotnim nasledkem (Bencko et al., 2002). Relativni riziko tika, kolikrat Cast&ji
se urcita choroba vyskytuje u osob s danou HLA alelou nez u téch, ktefi tuto alelu nenesou

(Rehadek et al., 2013).
Relativni riziko (RR) se vypocita podle nasledujici rovnice:

2E

RR ="

(Stites et al., 1994)

p* = pocet nemocnych, u kterych se vyskytuje uréity antigen HLA
¢ = pocet kontrol, kterym chybi urCity antigen HLA

p~= pocet nemocnych, kterym chybi urcity antigen HLA

c*= pocet kontrol, které maji uréity antigen HLA.

Plati, ze pokud RR = 1, dany faktor nema na vznik onemocnéni vliv; RR > 1, expozice

je rizikovym faktorem; RR < 1, expozice je protektivnim faktorem.

Pravdépodobnost skute¢ného onemocnéni u jedince nesouciho HLA antigen asociovany
s chorobou vyjadiuje absolutni riziko (AR). Je tedy definovano jako vyskyt daného postiZeni

V populaci. Absolutni riziko 1ze vypocitat podle nasledujici rovnice:

(Stites et al., 1994)
p* = pocet nemocnych, u kterych se vyskytuje uréity antigen HLA
¢’ = pocet kontrol, které maji ur¢ity antigen HLA

P = vyskyt nemoci v celé populaci
Podle Pavelky se asociace vyjadiuje dvéma zplsoby:
a) HLA alela se pfimo Gcastni patogeneze onemocnéni

b) HLA alela s onemocnénim nesouvisi pfimo, ucastni se jej pouze jako sekundarni

marker (Pavelka et al., 2003).


http://www.wikiskripta.eu/w/Rizikov%C3%BD_faktor_a_zav%C3%A1d%C4%9Bj%C3%ADc%C3%AD_faktor
http://www.wikiskripta.eu/w/Rizikov%C3%BD_faktor_a_zav%C3%A1d%C4%9Bj%C3%ADc%C3%AD_faktor

3  AUTOIMUNITNI ONEMOCNENI

Autoimunitni onemocnéni (AO) znamend imunitni odpovéd’ organismu na slozky pro
néj vlastni — autoantigeny (Kopecky, 2013). Autoimunita je charakterizovana zvySenou
intenzitou odpovédi proti vlastnimu, ktera provazi vystupniovanou reaktivitu proti cizimu,
jejiz pric¢inou je piechodna porucha, naptiklad vyvolana infekci nebo poranénim (da Silva et
al., 1981). Autoimunitni onemocnéni jsou zpisobena poruchami imunologické regulacni site,
které se vlastnimi silami neupravi, naopak nakonec vyusti v patologicky stav. Podminkou
vzniku autoimunitni choroby je prolomeni autotolerance, tedy mechanismii udrzujicich
imunitni reakci vaci vlastnim tkanim ve fyziologickych mezich (Hofejsi & Bartinkova,
2005). Pii vzniku AO dochdzi piedev§im k selhani mechanismi periferni tolerance. Tyto
mechanismy jsou udrzovéany nasledujicimi né€kolika zplsoby:

1. Klonalni delece — béhem dozravani imunokompetentnich T a B lymfocyta jsou eli-

minovany ty, které by reagovaly s vlastnimi antigeny organismu.

2. Klonalni anergie — ztrata nebo omezeni reaktivity imunokompetentnich bunék spe-

cifickych proti vlastnim antigentim.

3. Periferni inhibice — utlumeni reaktivni imunokompetentni buiiky jinymi regula¢nimi
buitkami imunitniho systému.

4. Imunologické privilegium — napt. rohovka, kandlky varlete, myelinové pochvy —
vytvofeni bariéry, kterd brani priniku T lymfocyth. Popiipad€ bunky téchto tkani na
svém povrchu exprimuji Fas-ligand, ktery se navaze na Fas-receptor aktivovaného T

lymfocytu a navodi jeho apoptozu (Hotejsi & Barttiiikova, 2005; Pastor, 2006).

3.1 Faktory ovliviiujici autoimunitu

Vyvoj autoimunitnich onemocnéni je ovlivnén faktory vnéjsimi (Iéky, potrava, prach,
infekce) a také faktory, které jsou organismu vlastni (vékové, thymové, imunodeficientni,
geneticke) (da Silva et al. 1981). Mnoha lé¢iva vyvolavaji autoimunitni reakce, které ob-
vykle vymizi po preruseni lécebné kury. Taktéz virové a bakteridlni infekce nebo plisné mo-
hou zptisobit vznik AO vyvolanych predevsim ucinky revmatoidniho faktoru a antinuklear-
nich protilatek (Gershon et al., 1971). Dalsi vysoce dulezitou ulohu hraji faktory genetické.
Cooperova ve své studii poukazala na vliv genetickych faktorti na vznik autoimunitnich

onemocnéni. Podle ni se polymorfismy vice gent podileji bud’ na poskytnuti predispozice
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k AO nebo naopak k vytvofeni ochrany proti témto chorobam. Rodinné asociacni studie
uvadéji zvySené riziko vzniku nékolika systémovych autoimunitnich onemocnéni u piibuz-
nych jedinci se syst¢tmovym AO. Tato asociace miize odrazet spolecnou etiologickou cestu
se sdilenymi genetickymi nebo environmentalnimi vlivy u téchto nemoci (Cooper et al.,
1999). Genetické faktory hraji zasadni tlohu v patologii AO také z toho diivodu, ze témér u
vSech autoimunitnich chorob lze prokazat preferencni vyskyt urcité alely HLA (da Silva et
al., 1981). Podobné napiiklad prolaktin mize mit dilezit¢é imunomodulacni vlivy, které
ovlivituji riziko vzniku autoimunitniho onemocnéni. Geny prolaktinu jsou lokalizovany
v blizkosti HLA oblasti chromozomu 6 (Jara et al., 1992). Brennan a jeho kolegové taktéz
uvadéji vztahy mezi genetickymi markery blizko genu prolaktinu u pacientt se systémovym
lupusem erythematosus (SLE), kteti m¢li také DRB1*03:01, a u pacientli s revmatoidni artri-
tidou (RA), ktefi méli DRB1*04:01. Tak mtze dojit k nerovnovaze vazby mezi geny tfidy I,
tiidy II a tfidy III HLA a také mezi HLA geny a dal§imi blizkymi geny, které se ptimo neza-

byvaji imunitni regulaci (Brennan et al., 1997).

3.2 HLA a autoimunitni choroby

Ve védeckych studiich bylo popsdno mnoho onemocnéni asociovanych s HLA geny
(zejména s HLA geny L. a II. tfidy). V nedavnych nékolika letech se intenzivné studovala
frekvence jednotlivych HLA polymorfismt u autoimunitnich chorob. Za poslednich 50 let
bylo prokéazano, ze polymorfismy lokusu MHC ovliviiuji fadu kritickych biologickych znakt
a citlivost jedince k autoimunitnim i infekénim onemocnénim (Matzaraki et al., 2017). Bylo
zjisténo, ze HLA geny hraji dtlezitou tlohu taktéZ v neurologickych onemocnénich, v nichz

jsou zahrnuty pravé autoimunitni slozky (International Schizophrenia Consortium, 2009).

Z hlediska autoimunity je dulezité poznamenat, ze 1 pies prisnou regulaci centralni a
periferni tolerance miize malé mnozstvi potencialné samovolné reagujicich lymfocyti stale
»uniknout* do periferie, a to dokonce u jinak zcela normalnich a zdravych jedincti. AvSak
existence téchto samovolné reagujicich T a B lymfocyti a schopnost téchto bunck
produkovat protilatky nemusi jeSté nutné vést k patologické reakci (Salinas et al., 2013).
Autoimunita mutize byt klasifikovana jako fyziologickd a patologickd. Fyziologicka
autoimunita byva vétsSinou prechodna bez prokazaného klinického onemocnéni (Hang et al.,

1997). To je dokazano piitomnosti tzv. pfirozené autoprotilatky (angl. natural antibody),

ktera pomédha eliminovat degradované vlastni nebo cizi antigeny v zdjmu udrzeni
homeostdzy (Panda et al. 2015). O patologické autoimunité¢ mluvime tehdy, je-li prolomena

bariéra imunitni tolerance a autoprotildtky a samovolné reagujici lymfocyty se podili na
10



rozvoji patologické autoimunity, ktera nakonec vede k poskozeni tkané (Hoiejsi &

Bartanikova, 2009). Obrazek 3 znazoriiuje vyvoj autoimunitniho onemocnéni.

Bone Marmrow
/ 5 = Tla;s;en( appearanoie' No tissue damage
| Long-ter existence *| e Maintain homeostasis
* Repaimment
Y Auto-antibodies * Regeneration
Mechanisms of tolerance @ A ve T cells
[C&maﬂl [Peﬂw‘ﬂ'ﬂ\‘ {T Oéﬁe'; L) Autoreactve Bosls
tolerance | | tolerance (Treg Cytokines) . - ;
i) ! Dysregulaion of innate immunity l e Tissue Damage
3 Dysregulation of adaptive immunity © organ specific
‘  systemic (multiple organ)
Gengtic | Environmental
Thymus predisposiion | |factors
o HLA « Infoctious agents Autoimmune disease
e non-HLA loci] | e Non infectious agents
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Obr. 3: Shrnuti vyvoje autoimunitniho onemocnéni. Dokonce i pod nejprisnéjsi kontrolou
centralni a periferni tolerance, maly pocet autoreaktivnich T a B bunék "unikd" do periferie.
Nicméné ziistavaji neSkodné, pokud neexistuje genetickd predispozice k poruseni tolerance.

(Obrazek i popis prevzat z Wang et al., 2015).

Skala chorob asociovanych s HLA systémem je velmi rozsahla. Néktera autoimunitni
onemocnéni jsou spojend jen s jednou konkrétni HLA alelickou skupinou, jako je tomu
napiiklad u ankylozujici spondylitidy a alely HLA-B27. Jiné choroby jsou naopak spojovany
s polymorfismy vice gentit HLA 1. a II. tfidy, napfiklad u roztrouSené sklerdzy, narkolepsie
nebo cukrovky 1. typu (Trowsdale, 2005). S ur¢itou HLA molekulou neni spojovan jen
vyskyt daného autoimunitniho onemocnéni, ale taktéz stupen zavaznosti onemocnéni a s tim
souvisejici adekvatni odpovéd na terapeutickou lécbu. Napiiklad u systémového lupus
erythematodes (SLE) je haplotyp HLA-DRB1*03:01 - HLA-DQB1*02:01 asociovan jak
s manifestaci onemocnéni, tak se zvySenou zavaznosti choroby a pozitivitou autoprotilatek
(Anaya et al., 2005; Mok et al., 2003). Pacienti s cukrovkou 1. typu a alelou HLA-DQB1*
03:02 maji vétsi riziko vzniku autoimunitni thyreoiditidy (Sumnik et al., 2003). Dal$im
dilezitym poznatkem je, Ze n€které HLA molekuly jsou rizikové pro dané autoimunitni
onemocnéni, a jiné mohou byt protektivni. K tomuto zdsadnimu rozdilu mnohdy staci
minimalni zména v aminokyseliné. U ankylozujici spondylitidy jsou alely B*27:01, B*27:04
a B*27:05 siln¢ predisponovany pro AS (Khan et al., 2007; Khan et al., 2002), zatimco alely
B*27:06 a B*27:09 jsou ochranné (Khan et al., 2002; Paladini et al., 2005), pficemz alela
B*27:05 se lisi od B*27:09 v jediné aminokyseliné histidinu na pozici 116. O histidinu je

znamo, ze méni peptidovou specificitu a rozpoznavani T bunék (Khan et al., 2007; Reveille
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et al., 2006). Dalsi dalezity faktor, ktery ovliviwje frekvenci jednotlivych HLA haplotypt
v asociaci s autoimunitnimi chorobami, je vazebna nerovnovaha, ktera se ustavuje mezi
HLA molekulami, a proto je urCeni spravnych gend, které s danou autoimunitni chorobou

souviseji, mnohdy opravdu slozité.

3.3 Asociace HLA alel s konkrétnimi chorobami

Od objevu HLA antigent zhruba pfed 60 lety byla jejich spojitost s konkrétnimi
autoimunitnimi onemocnénimi Siroce studovana. Bodis et al., poukazuje na to, ze vzhledem
k schopnosti HLA regionu ovlivnit thymickou selekci a periferni anergii T bunék, je jeho
role v patogenezi autoimunity pochopitelna (Bodis et al., 2018). Pravé Bodis a jemu podobni
(napt. Matzaraki et al., (2017), Cruz-Tapias et al., (2013) a mnozi dalsi se rozhodli ve svych
védeckych studiich podat uceleny piehled autoimunitnich chorob asociovanych s HLA
antigeny. I ja jsem se pokusila shrnout nabyté poznatky do pfehledné tabulky. Inspiraci mi
ptitom byl pravé velice pfinosny ¢lanek Matzarakiho a jeho kolegt, kteti piedloZzili obsahly
prehled Castych i vzacnéjSich autoimunitnich chorob asociovanych s HLA regionem. Kromé
toho se zminuji i o infekénich chorobach ovlivnénych HLA antigeny (Matzaraki et al.,
2017). Mnoh¢ informace o vyznamném alelovém sdruzeni histokompatibilnich komplexii
s autoimunitnimi a infekénimi chorobami shrnuli v jediném schématu, jak Ize vidét na

obrazku 4.
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Obr. 4: Asociace MHC komplexu s autoimunitnimi a infek¢nimi chorobami. (Obrazek a

popis prevzat z Matzaraki et al., 2017).
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Popis obrazku:

a) Zkratky oznacené hvezdickou naznacuji autoimunitni onemocnéni, které vykazuje

nejsilnéjsi souvislost se specifickym lokusem.

b) Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) a alely ve velkém histokompatibilnim komplexu
(MHC) sdileném mezi autoimunitnimi a infekcnimi onemocnénimi. Modra oblast
zobrazuje alely MHC, které se nachdazeji v oblasti I. tridy a zelenou barvou jsou
zobrazeny oblasti Il tridy. Modré Sipky oznacuji bud’ ochranny ucinek geneticke varianty
proti infekénim onemocnénim nebo pomalejsi postup k infekcni nemoci. Cervené Sipky
naznacuji zvysenou ndachylnost k odpovidajici autoimunitni nebo infekcni chorobe.

Zkratky: AIDS: syndrom ziskané imunodeficience, AS: ankylozujici spondylitida, CD:

Crohnova nemoc, CeD: celiakie, DM: dermatomyozitida, HBV: virus hepatitidy B, HCV:

virus hepatitidy C, HIV: virus lidské imunodeficience, MS: roztrousend skleroza, Ps:

psoriaza (Slupénka), RA: revmatoidni artritida, SLE: systémovy lupus erythematosus,

T1D: cukrovka typu 1, TB: tuberkuloza, UC: ulcerozni kolitida, HPV: virus lidského

papilomaviru.

Ma tabulka autoimunitnich onemocnéni asociovanych s HLA regionem je vloZena v ptiloze

(Ptiloha 1).

4 CELIAKIE

4.1 Genetické pozadi

Celiakalni sprue (taktéZ glutenova enteropatie) je autoimunitni onemocnéni, které se
fadi mezi primarni malabsorpcni syndromy a je podminéno genetickou predispozici.
Charakteristickd je pro n¢j porucha traveni a/nebo vstfebavani, v jehoZ disledku vznika
chorobny stav vychazejici z absence zakladnich zivin. Toto onemocnéni je zplsobeno
konzumaci jidla obsahujicitho gluten s naslednou imunitni odpovédi, charakterizovanou
atrofii klka tenkého stfeva a infiltraci lymfatickych bunék, které sliznici stfeva poSkozuji.
Onemocnéni byva diagnostikovano zpravidla v détském véku, nicméné muize se projevit i v
dospélosti (Klener, 2011). Charakteristicka je pfitomnost rizikové alely HLA — DQ2 nebo
HLA — DQ8 (Hadithi et al., 2007). Obrazek 5 znazoriuje HLA — DQ2 heterodimer.
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HLA DQ2
heterodimer

TN

$1*0201 H «1*0501 -DR3 A — «1*0501 - DR5

1

— — -

10202 - DR7

encoded in cis encoded in trans

Obr. 5: Asociace celiakie s HLA-DQ2 lokusem. Vice nez 95 % pacientii jsou heterozygoti
pro DR3 nebo pro DRS5 a DR7, kodujici HLA-DQ?2 v cis nebo trans pozici. (Prevzato z
Schuppan, 2000).

Esencialni v pfipadé tohoto onemocnéni je sérotypova skupina DQ?2. Jeji B fetézec je
koédovan alelickou skupinou DQB1*02, lokalizovanou na lokusu DQBL1. Tento B fetézec se
muze kombinovat s nejriznéjSimi typy o fetézcd, a tim dat vzniknout rozlicnym DQ?2
heterodimerim (Karrel, 2003). Mnohé studie, napfiklad ta od Megiorniho, ukazaly, ze
homozygotni nositelé DQB1*02 mivaji vys§i riziko propuknuti celiakie a také daleko
k celiakii dulezita také skupina DQS8. Ob¢ tyto skupiny jsou zajimavé a raritni v tom, Ze
jejich vazebnd mista pfednostné vazou negativné nabité peptidové fragmenty, tedy naptiklad

gluten (Sollid et al., 2000).

Dilezité ve vztahu k celiakii jsou alely DQB1*02:01 a DQA1*05:01 (Matzaraki et
al., 2017), které jsou nalézany takika u 90 % pacientd s timto onemocnénim (Medrano et al.,
2012). Tyto alely mohou byt zdédény spole¢né (tj. na stejném chromozomu, DQ 2.5 cis), a
pak mluvime o cis konfiguraci. Nebo mohou byt podédény oddélené (tj. na homolognich
chromozomech, od kazdého rodice jedna, DQ 2.5 trans), v tom ptipadé hovoiime o trans
konfiguraci (Schuppan, 2000; Medrano et al., 2012). Vétsinou jsou alely DQB1*02 a
DQA1*05 prezentovany v cis konfiguraci spole¢né¢ s genem DRB1 (DRB1*03:01 -
DQB1*02:01 - DQA1*05:01) nebo také v trans konfiguraci (DRB1*11/12 - DQB1*03:01 -
DQA1*05:05; DRB1*07 - DQB1*02:02 - DQA1*02:01 (Megiorni et al., 2012). Alely
DQA1*05, DQBI1*02 a DRB1*03:01 mohou byt pfitomny ve dvou ruznych haplo-
specifickych variantach a tvofi tzv. ancestralni haplotypy (AH) 8.1 a (AH) 18.2 (Medrano et
al., 2012). Haplotyp AH 8.1 je spojen mimo jiné s onemocnénim HIV, nachylnosti k inzulin-
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dependentnimu diabetu mellitu (IDDM), systémovému lupus erythematosus (SLE),
dermatitis herpetiformis, myasthenia gravis a né¢kolika dal$imi chorobami (Price et al.,
1999). Podle Santiaga et al. je haplotyp AH 18.2 pfednostné spojen s citlivosti k diabetu 1.
typu. Na tomto haplotypu popsali vysoce konzervovanou oblast mezi DDR1 a HLA-DQA1
geny. Porovnani haplotypli AH 18.2 a AH 8.1 ukazalo, ze 233 SNP oblasti byly ve vyse
uvedené konzervované oblasti odlisné. Tato data naznacuji, Ze oblast MHC na haplotypu AH
18.2 mezi geny DDR1 a HLA-DRA pravdépodobné¢ nese dalsi alely asociované
s nachylnosti k T1D (Santiago et al., 2009).

Studie podle Medrana a kolegti z roku 2012 ukazuje HLA vliv na rozvoj celiakie tzv.
efektem davky (z angl. dose effect). Jedinci mohou mit klasifikovanou néchylnost
k onemocnéni podle mnozstvi alel DQA1*05 a DQB1*02, které nesou. Homozygoti pro
alely DQA1*05 a DQB1*02 (DQ 2.5) v cis konfiguraci a heterozygoti majici stejnou
kombinaci alel v cis konfiguraci, doplnénou o nosi¢stvi alely DQB1*02 na druhém
chromozomu (tedy DQ2.5/DQ 2.2) vykazuji jedno z nejvyssich rizik propuknuti celiakie
(Medrano et al., 2012), spolecné s kombinovanym haplotypem DQ2.5/DQ2.5 (Almeida et
al., 2016). Stfedni nachylnost je pozorovana u jedincii, ktefi maji alely DQB1*02:01 a
DQA1*05:01 v cis konfiguraci bez nosicstvi alel DQB1*02:02 a DQA1*02:01, tedy s
jednou kopii DQB1*02 (Medrano et al., 2012).

Medrano dodéva, Zze molekula HLA DQS (DQA1*03 - DQB1*03:02) se vyskytuje u
vSech pacientl s celiakii, ktefi nenesou DQ2.5. Almeida et al. ve své studii postuluje, ze
nosi¢stvi samotného haplotypu DQS8 predstavuje pomérné nizké riziko propuknuti celiakie,
zatimco DQS8 v kombinaci s DQ2.5 predstavuje tieti nejvyssi riziko (Almeida et al., 2016).
Nékteré studie se zamétuji také na prokazani skutecnosti, Ze celiakie neni pouze zéleZitost
faktordi kodujicich DQ2 a DQ8, ale na rozvoj onemocnéni maji vliv i jiné faktory (Medrano
et al., 2012). De la Concha ve své studii zminuje napiiklad nékteré varianty genu TNF,
patiici do HLA III. tfidy, které mohou byt brany jako nezavislé faktory DQ2 pro citlivost
k celiakii. Stejn¢ tak mohou byt dodatecnym rizikovym faktorem v souvislosti s AH 8.1 (de

la Concha et al., 2000).

Podstatou onemocnéni je geneticky podminéna porucha slizni¢ni imunity. Po priniku
slozek glutenu stfevni sliznici dojde k jejich deaminaci tkdfiovou transglutaminazou (TG2).
V lymfatické tkani gastrointestindlniho traktu (GIT) se vytvofi protilatky, které maji

zkiizenou reaktivitu s antigeny enterocytli stfevni sliznice (Kohout, 2008). Samotné

15



poskozeni stievni sliznice se déje za ucasti T-lymfocytii. Vysledkem je atrofizace sliznice s

poruchou absorpce (Tlaskalova — Hogenova et al., 1999; Martucci et al., 2002).

4.2 Imunologické pozadi

Zékladni procesy celiakie se odehravaji na sliznici tenkého stfeva. V disledku
imunologickych reakci je pozorovan vyvoj zanétlivého procesu s typickymi
histopatologickymi lézemi. V patogenezi celiakie je nesmirn¢ dulezitd imunologicka
bunécna odpoveéd’ s vyznamnou roli T lymfocyti. Podle jedné hypotézy je v této nemoci
postulovéana neproliferacni aktivace CD4 + lymfocytt lamina propria a proliferacni aktivace
intraepitelovych TcR a / B CD8 + a TcR y / & lymfocytl. V imunologické reakci na gluten
jsou kromé& T lymfocyti zahrnuty i dals$i bunky (lymfocyty B, NK buiiky, neutrofily,
eozinofily, makrofagy, mastocyty). V patogenezi celiakie je Casto zdiiraznéna cast cytokint
produkovanych lokéalné v tenkém stteveé (Muller et al., 2005). Lundin et al. dodava, ze CD4+
pamétové T bunky rozeznavajici specifické lepkové peptidy, mohou byt izolovany z biopsie
postizenych stiev. Navic tyto gluten-specifické T lymfocyty pouzivaji DQ2 molekuly (popf.
DQS8 molekuly u DQS8 pozitivnich pacientil) jako své restrikéni elementy (Lundin et al.,
1993). Dietrich et al. pfiSel s poznatkem, Ze celiakie mé specifickou autoimunitni slozku
charakterizovanou vyskytem autoreaktivnich protilatek specifickych pro celiakii. Titry téchto
autoprotilatek kolisaji na zdklad¢ pfijimani glutenu ve stravé. V roce 1996 Dietrich a
kolegové prokazali, Ze tyto autoreaktivni sérové IgA protilatky jsou zaméteny na enzymovou

tkanovou transglutaminazu (tTG) (Dietrich et al., 1996).

Nejzasadnéjsi vlastnosti tTG a dalSich transglutamindz je katalyzovat slozku
specifického glutaminového zbytku v substratovém proteinu na primarni amin. Akceptorovy
amin miize byt bud’ protein-vazajici lyzin nebo polyamin. Folk uvadi, ze reakce mezi
substratem a tTG probiha ve dvou odlisnych krocich (Folk, 1983). Prvnim krokem je vazba
GIn aminoskupiny od substratu ke katalytickému mistu tTG, po némz nasleduje uvoliiovani
NH3 a vznik substrat-enzymového meziproduktu. Druhym krokem je reakce mezi substratem
a dostupnym aminem, nebo v nepfitomnosti amind, reakce s H>O. Pokud substrat reaguje s
H>0, dojde k deaminaci reaktivniho Gln za vzniku kyseliny glutamové (Glu). Je tieba
poznamenat, ze reakce s H2O probiha pomaleji nez reakce s akceptorovymi aminy (Folk et
al., 1968). Dilezité je, Zze vysledkem dvoustupniové reakce mezi tTG a substratem je vzdy

posttransla¢ni modifikace specifického Gln zbytku v substratu (Molberg et al., 2000).
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TG2 je vétSinou zadrzovana intraceluldrné v inaktivni formé a je aktivovana teprve po
svém uvolnéni béhem poskozeni tkané (Lorand et al., 2003; Siegel et al., 2008). Ptestoze
reakce CD4+ T lymfocyta proti nativnim glutenovym peptidim jsou pomérné vzacné, mohly
by predstavovat prvni poruseni peroralni tolerance k lepku. Prezentace nativnich
glutenovych peptidi HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8 molekulami CD4 + T builkdm vede k
produkci IFN-y. Produkce IFN-y nasledné vede k vyssi expresi molekul HLA-DQ, a tim také
ke zvysené glutenové peptidové prezentaci. V pritomnosti lepku dochazi k poSkozeni tkané,
ktera vede k uvolnéni TG2, modifikujici nativni glutenové peptidy ve vysoce afinitni ligandy
pro HLA-DQ2 a/nebo HLA-DQ8, ¢imz se rozsiti gluten-specificka CD4+ T bunécna reakce,

vedouci k dalSimu poskozeni tkané (Tjon et al., 2010).

4.3 Gluten

Gluten (neboli lepek) je smés proteinid souhrnné nazvanych prolaminy a gluteliny
(Food and Drug Administration, 2007; Biesiekierski, 2017), jez jsou spolecn€ se Skrobem
ulozeny v endospermu rtznych obilnych zrn. Najdeme je v pSenici, je¢meni, zité a jejich
pribuznych druzich, stejn¢ tak jako u hybridi, jakym je napiiklad Spalda (Biesiekierski,
2017). PSeni¢né, je¢menné, Zitné a ovesné prolaminy jsou oznaCovany jako gliadiny,
hordeiny, sekaliny a aveniny. Tyto tfidy bilkovin jsou pak souhrnn& oznaCovany jako lepek
(Biesiekierski, 2017). Pravy lepek je omezen na vySe uvedend zrna. Bilkoviny kukufice a
ryZe jsou nékdy nazyvany glutény, ale liSi se od skute€ného lepku (Food and Drug
Administration, 2007).

Nezanedbatelné procento populace vykazuje senzibilitu na lepek, kterd muize vést
k rozvoji onemocnéni souhrnné oznaCovanych jako ,,choroby souvisejici s glutenem* neboli
»Zluten-related disorders. Vedle celiakie zahrnuji 1 ,neceliakalni® pfecitlivélost na lepek
(NCGS: non-celiac gluten sensitivity), alergii na pSenici, glutenovou ataxii a dermatitis
herpetiformis (Ludvigsson et al., 2013). V soucasné dobe¢ se jejich vyskyt zvySuje ve vétsing
geografickych oblasti svéta (Tovoli et al., 2015; Lionetti et al., 2015). To lze vysvétlit
rostoucim westernizovanim stravy (Tovoli et al., 2015), tzn. pfechodem od neupravované
pfirozené stravy k stravé technologicky zpracovavané, chemicky upravované a energeticky
vydatné (Perlin, 2008). Déle rostouci konzumaci potravin na bazi pSenice, které jsou soucasti
sttedomotské stravy (Volta et al., 2013), postupnym nahrazovanim ryze pSenici v mnoha
zemich Asie, a také stfedni, vychodni a severni Africe (Tovoli et al., 2015), vyvojem novych

druhti pSenice s vy$§im mnoZzstvim cytotoxickych glutenovych peptidii v poslednich letech, a
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také vyS$im obsahem glutenu v pecivu z divodu snizeni doby kynuti tésta (Volta et al.,

2013).

Jak HLA-DQ2, tak HLA-DQS8 piednostné vazi do svého vazebného mista negativné
nabité peptidové fragmenty. Nativni gluten tyto slozky sice neobsahuje, piesto ma schopnost
se na HLA alely vézat. Sice ne pfilis, ale zfejmé dostate¢né na to, aby aktivoval protein TG2.
Kli¢ovou roli v patogenetickém procesu vedoucim k enteropatii hraje tento protein nazvany
transglutaminaza 2 (TG2), ktery je schopen enzymaticky modifikovat gliadinové peptidy
odvozené od glutenu. TG2-katalyzovand deamidace gliadinovych peptidd vede k jejich
zvySené vazebné afinit¢ k molekulam DQ2 a DQS8, coz umoziuje zah4jit silnou imunitni
odpovéd’, konkrétné nadprodukci IFN-y (Rauhavirta et al. 2016). Obrazek 6 znéazoriiuje
gluten-dependentni produkci TG2 protilatek.

Gliadin peptide \ &

I
<7
=\

Obr. 6: Gluten-dependentni produkce specifickych TG2 protilatek. (Obrazek prevzat z Qiao
etal., 2012).

Bylo zjisténo, Ze fada sekvenci z a, v a @ gliadind, stejné jako z glutenint, aktivuje
celiakii. Piedpokladd se, Ze nékolik stovek glutenovych peptidi je imunogennich a
vyvolavaji reakci zprostiedkovanou T-buitkami. Nejvice imunodominantni T-bunéény epitop
pochézi z a gliadinu, ackoliv se pfedpoklada také T-bunécnd zkiiZena reaktivita proti glutenu
odvozen¢ho ze sekulinu a hordeinu. Navic v kazdém zrnu existuje zietelnd hierarchie
imunostimulacnich glutenovych peptidii (Arentz-Hansen et al., 2002). Ze vSech peptidii, o
kterych je znamo, ze stimuluji T-bunéénou odpoved’ u celiakie, mize kazdy pacient reagovat
pouze na n¢kolik z nich (Biesiekierski et al., 2017). Otazkou tedy zlstava, pro¢ ze vSech
proteind, kterym je lidské télo vystaveno béhem denniho pfijmu potravy, pravé gluten
vyvolava imunitni odpovéd’, ktera vede k atrofizaci stfevni sliznice. Sollid a kolegové
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predkladaji dvé mozna vysvétleni. Zaprvé, gluten miize pisobit jako adjuvans, které zesiluje
imunitni odpovéd’ a reakci T-lymfocytt. Zadruhé, lamina propria tenkého stfeva obsahuje
veliké mnozstvi T-lymfocytl, které se nasledné ucastni patologického procesu celiakie. Peptidy
lepku diky tomu, Ze jsou deamidovany TG2 a slozeny z 9 a vice aminokyselin (coZ je minimalni
délka peptidu pozadovana pro rozpoznani T-lymfocyty), dosahuji této vrstvy tenkého stieva vice

nez jiné proteiny ziskané z konzumovaného jidla (Sollid et al., 2002).

4.4 Klinicky obraz

U nemocnych s celiakii 1ze diagnostikovat histologické abnormality tenkého steva,
kuptikladu atrofii klkd, prohloubeni Lieberkithnovy krypty nebo vzrist mitotického indexu
(Intraepitelialni lymfocyty — IEL). Charakteristicka je také infiltrace lamina propria plazma-
tickymi buitkami, lymfocyty, mastocyty, bazofily a eozinofily. U epitelovych bun¢k dochazi
pii postizeni celiakii dokonce az k vymizeni kartdCového lemu a kuboidalni vystelky
(Hushy, 2012).

Klinické projevy délime na intraintestinalni, tj. postihujici stievo, a extraintestinalni,
tj. mimostfevni. Manifestace celiakie je jina u déti a dospélych. Zatimco v détském véku
pozorujeme predevSim rozsahlé poskozeni tenkého stfeva v oblasti dvanactniku (jejuna), u
dospé€lych byva stfevni poskozeni loziskové (tj. lokalizované v proximdlnich c¢éstech).
Z toho ditvodu byvaji u dospélych piiznaky vétSinou atypické nebo je jejich mira projevu
mala (Céska, 2010). Ackoli zanétlivy proces se specificky zaméfuje na stievni sliznici,
pacienti mohou vykazovat dalSi gastrointestindlni pfiznaky, pfipadné jesté jiné
extraintestinalni symptomy, popiipad€ oboji, coZ naznacuje, Ze se jednd o systémové
onemocnéni. Leonard et al. ve své studii poukazuje na to, Ze neni dobré plést si celiakalni
sprue s obdobnou ,,neceliakélni* ptecitlivélosti na lepek. Citlivost na lepek se diagnostikuje
u jedinct, ktefi nemaji celiakii nebo alergii na pSenici, ale pfesto maji stfevni ptiznaky,
extraintestinalni pfiznaky nebo oboji, coz souvisi s pozitim zrnek obsahujicich lepek, a které
se projevi symptomatickym zlepSenim po jejich vysazeni z jidelnicku. VZzdy musi byt
proveden screening celiakie pfed zavedenim bezlepkové diety, protoZe jakmile pacient zah4ji
lepek jsou Castd onemocnéni. Pestoze oba stavy jsou zpravidla osetfeny bezlepkovou dietou,
je pro dlouhodobou 1éc¢bu dilezité rozliSovat mezi celiakii a nesnasenlivosti lepku. Pacienti s
celiakii by méli byt peclivé sledovani, pokud jde o adherenci, vyzivové nedostatky a vyvoj
moznych komorbidit (Leonard et al. 2017). Nutno podotknout, Ze i ve zdravé populaci je

prevalence HLA-DQ2 celkem vysokd (zhruba asi 25 % - 30 %), pricemz ale celiakie se
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vyvine zhruba u 1 % nositelt této alely. To naznacuje, ze v patogenezi celiakie hraji

dualezitou roli 1 jiné faktory, nesouvisejici s HLA regionem (Schuppan, 2000).

Nedavné studie prokazaly, Ze na rozvoji onemocnéni se vysokou mérou podili taktéz
jakékoli zména sttevni mikrofléry. Z dostupnych Udaji vyplyva, ze konkrétné zmény v
bakterialnich kmenech Firmicutes (Nistal et al., 2012; Olivares et al., 2015) a Bacteroidetes
(Sellitto et al., 2012) v horni ¢asti tenkého stieva a nasledné 1 ve fekalni flofe jsou spojeny s
progresi celiakie. Toto neplati pouze pro celiakalni sprue. Zmény ve stfevnim mikrobiému
predchazeji nastupu diabetu 1. typu (T1D) a jsou také spojeny s progresi onemocnéni
(Dunne et al., 2014). Je zajimavé, ze u revmatoidni artritidy (RA) jsou peroralni, napf.
Porphyromonas gingivalis (Martinez — Martinez et al., 2009) a Prevotella nigrescens (Moen
et al., 2006) a intestindlni, napt. Bacteroidetes a Bifidobacterium (Vaahtovuo et al., 2008;
Scher et al., 2013) mikrobiota korelovana s nastupem a pribéhem onemocnéni. Neddvné
udaje ukazaly, ze zmény v kolonizaci segmentovanych vlaknitych bakterii ovliviiuji

autoimunitu dokonce i v dospélosti.

45 Strevni a mimostievni projevy celiakie

Mezi klasické ptiznaky u dosud nelécenych celiakili patii bled4, objemnd a mastna
stolice (steatorrhoea) a ztrata hmotnosti (respektive nemoZznost pfibrat). Jiné symptomy
mohou byt mirné nebo primarné se vyskytujici u jinych organii nez u samotnych stiev

(Schuppan, 2013).

45.1 [Intestinalni projevy (stirevni)

Mohly by byt nazvany spiSe gastrointestinalni, nebot’ mnohdy se netykaji pouze stiev.
Prijem je chronicky, bledy, znaéného objemu a s abnormdalné velikym zépachem. Lze si
povSimnout bolesti a kie¢i v bfiSe, nadymani s abdominalni distenzi (je zfejmé zplsobeno
fermentacni produkci stfevniho plynu) a viedt v ustech (Ferguson, 1976). Projevy byvaji
Casto pripisovany syndromu drazdivého traéniku (Irritable Bowel Syndrome — IBS), ktery je
pozdéji vyvracen diagnozou celiakie. Mald ¢ast populace s pfiznaky IBS trpi klasickou
celiakii a u osob s IBS ptiznaky se velmi doporucuje provést screening celiakie (National
Institute for Health and Clinical Excellence, 2008). Dlouhodoba a neléfend nemoc muze vést
k dal$im komplikacim, jako je ulcer6zni jejunitis (tvorba viedi v tenkém stieve) a zazeni (v
disledku obstrukce stieva) (American Gastroenterological Association, 2001). U dospélych
se navic muze v disledku celiakie vyvinout tzv. malabsorpéni syndrom. Zmény ve stieve

znemoznuji efektivné absorbovat Ziviny, mineraly a vitaminy A, D, E a K rozpustné v tucich
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(De Sabatino et al., 2009). Neschopnost absorbovat sacharidy a tuky vede ke snizeni véhy
(nebo selhani ristu az zastaveni rastu u déti) a unavé z nedostatku energie. Anémie se miize
rozvinout nékolika zplisoby: malabsorpce Zeleza mize zplsobit anémii z nedostatku zeleza a
malabsorpce kyseliny listové a vitaminu B12 mutze vyvolat megaloblastickou anemii.
Neefektivni  vstfebavani vépniku a vitaminu D (popf. kompenzacéni sekundarni
hyperparatyre6za) muze zplsobit osteopenii (snizeny obsah minerdll v kostech) nebo
osteoporozu (oslabeni kosti a riziko zlomenin). Nedostatek médi a zinku je také spojen s

rizikem celiakie (Pietzak, 2014).

45.2 Extraintestindlni projevy (mimostrevni)

Mezi cast¢é mimostfevni projevy patii jiz zminénd anémie znedostatku Zzeleza
v disledku malabsorpce zeleza a mikroskopickych ztrat krve (Fine et al., 1996).
Z reprodukénich poruch je dilezité zminit ¢asny nastup menopauzy a riziko neplodnosti.
Zenam trpicim nediagnostikovanou celiakii hrozi potrat, narozeni mrtvého ditéte a vyssi no-
vorozeneckd umrtnost (Ciacci et al., 1996). Mezi neurologické projevy souvisejici s celiakii
patii periferni neuropatie, demence, deprese a migrény (Martucci et al., 2002; Lukas, 2007).
PotiZe u déti jsou odliSné od obtizi u dospélych. Détské problémy lze definovat celkovym
neprospivanim, men§im vzrastem ditéte, poruchami chovani, opozdénym vyvojem, tnavou,
nezajmem o okoli a opozdénou pubertou. Dalsi potize mohou manifestovat v podobé¢ kiivice,

defektt postihujicich chrup a chronického prajmu (Lukas, 2007; Iwanczak et al., 2013).

4.6 Formy celiakie

V soucasné dobé rozeznavame 5 forem celiakie, liSicich se od sebe charakterem,

intenzitou obtiZi, anamnézou a histologickym ndlezem na sliznici tenkého stfeva (Fric,

2008).

Klasickd — detekovatelné protilatky v krvi, pozitivni biopsie, klasické ptiznaky, tj. u déti
opozdény rust, prijmy, celkové neprospivani, nedostatek vitamini a minerdlii, objemné
stolice s piimési tuku u dospé€lych, bolesti biicha a hubnuti.

Atypickd — projevuje se prevazné mimo zazivaci trakt (jako anémie z nedostatku zeleza),

avsak protilatky v krvi a pozitivni biopsie celiakii potvrdi.

Silentni (tich4d) — Zadné ptiznaky, ale biopsie je pozitivni. Pokud celiakie neni rozpoznana,

dochazi pozdéji ke komplikacim. Ohrozenou skupinou jsou ptibuzni celiakt.

21



Latentni — pozitivni protilatky v krvi, biopsie normalni. Pfiznaky nejsou. I zde se doporucuje

dodrzovat bezlepkovou dietu.

Potencidlni — i tato forma je bezptiznakova. Je zde moznost negativity protilatek a jedinou

znamkou onemocnéni je zvySené mnozstvi IEL v histologickém nalezu (Lukas, 2007).

Tabulka I shrnuje poznatky k jednotlivym formam celiakie.

Tab. I: Jednotlivé formy celiakie.

Biopsie Protilatky Piiznaky
Atypicka Ano Ano Mimostievni
Silentni = ticha Ano Ano Ne, casto RA
Latentni Ano IEL Ne
Potencialni Ano/ne IEL/nic Povétsinou ne

Ano — pozitivni

Ne — negativni (nevyskytuji se)

IEL — intraepitelidlni lymfocyty

RA — rodinna anamnéza (Fri¢, 2008).

Jednotlivé formy celiakie mohou pfechazet jedna v druhou (Lukas, 2007).

4.7 Lécba

Vzhledem k recentnim poznatklm zistava stile nejrozSifenéjsi (a v mnohych
pfipadech také jedinou) moznosti lécby celiakie bezlepkova dieta. Musi byt dodrZzovéana
striktné a mnohdy 1 celozivotné. Na zékladé¢ doporuceni FDA (Food and Drug
Administration, USA) se za bezlepkové potraviny povazuji ty, které obsahuji méné nez 20
ppm glutenu (v prepoctu 20 mg glutenu na 1 kg potraviny). Spotifeba 200 mg denn¢ lepku po
dobu 4 tydnli u pacientt s celiakii byla spojena s rozvojem patologickych zmén na sliznici
tenkého stieva (Catassi et al., 1993). V jiné studii spotieba 10-50 mg glutenu denné po dobu
3 mésicli rovnéz vyustila ve stfevni histologické abnormality (Catassi et al., 2007). V dalsich
studiich vSak bylo primémé denni poziti 34-36 mg lepku pomérné dobie tolerovano

(Kaukinen et al., 2000). To naznacuje, ze tolerance lepku je mezi pacienty velmi variabilni.
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Zcela jist¢ je nutné vylouc¢it mouku pseni¢nou, zitnou, je¢nou, véetné téch potravin, které
tyto slozky obsahuji 1 v malém mnozstvi — omacky, konzervy, uzeniny, pivo. Na vhodnost
ovesnych produkti neni nazor zcela vyhranény. Doporucuje se zpocatku je také vynechat,

pozdéji je zkusit konzumovat, ale jen omezené (Céska, 2010).

Pokrocilé porozuméni molekularnim mechanismiim v patofyziologii celiakie vede ke
stale detailnéjsi identifikaci patologickych mechanismil, na které je mozné cilit moderni
terapeutické strategie. Atraktivni alternativou striktni bezlepkové diety by mohla byt
modifikace pSenicnych kment, postradajicich imonumodulacni glutenové peptidy, ale
schopnych zachovat si uspokojivé kvality zpracovani ptislusnych potravin. Toho by se dalo
dosdhnout prostiednictvim genového inZenyrstvi vymazanim toxické glutenové sekvence
(Nehra et al., 2014). Di Cagno postuluje, Ze nékteré laktobacily maji peptidazy, které¢ dokazi
hydrolyzovat glutenové peptidy bohaté na prolin v pSenicné mouce, véetné¢ imunologicky
potentniho 33 - mer peptidu z ax-gliadinu, a tim se snizuje jejich imunogenicita. Proteolyza
pSeni¢né mouky kyselinou mléénou méa za nasledek znacnou, ale ne Uplnou, hydrolyzu
pSeni¢nych gliadini (Di Cagno et al., 2002). Shan a Hausch dodévaji, Ze gliadin a dalsi
prolaminy jsou ¢astecné odolné vici degradaci stfevnimi peptidazami kviili jejich vysokému
obsahu prolint a glutaminu. K neefektivnimu traveni téchto bilkovin dochazi proto, ze obé&
gastrointestindlni peptidazy vykazuji Spatnou afinitu k sousednim peptidovym vazbam
pfilehlym k prolinu a glutaminu, coz vede k akumulaci imunogenniho 33 - mer a 26 - mer
oligopeptidového fragmentu (Shan et al., 2002; Hausch et al., 2002). Detoxifikace glutenu
oralné¢ poddvanymi enzymy je atraktivni alternativou bezlepkové diety (GFD). Glutenazy
pak funguji jako endopeptiddzy se schopnosti efektivné zaméfit prolinové a glutenové
peptidové fragmenty a pfevést je v neimunogenni slozky u vnimavych jedinct (Nehra et al.,

2014).

Dalsi alternativy lécby/prevence celiakie jsou zndzornény na obrazku €. 7.
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Obr. 7: Terapeutické cile 1éCby celiakie. (Obrazek a popis prevzaty z Nehra et al., 2014).
Popis obrazku:

(A) Netoxicka pSenice: generace druhl pSenice, které postradaji imunogenni glutenové
peptidy.

(B) Enzymova terapie: detoxikace glutenovych peptidi enzymatickou slozkou nebo

oSetteni pSeni¢né mouky mikrobidlnimi protedzami.
(C) Polymerni pojiva: omezuji toxicitu glutenu tim, Ze zabranuji degradaci a absorpci.

(D) Modulace permeability: antagonist¢ zonulinu (larazotid) inhibuji zvySenou
permeabilitu vyvolanou gliadinem inhibici uvoliovani zononinu blokadou receptoru.

(E) Anti IL-15: glutenové peptidy vyvolaji vrozenou imunitni odpoveéd’ vyvolanim exprese
IL-15 a interakce mezi epitelidlnim MIC a NKG2D receptorem na povrchu intraepitelového

lymfocytu. Tato interakce ligand-receptor indukuje epitelidlni apoptéozu stimulaci

cytotoxickych T lymfocytu.

(F) inhibitory TG2: gliadin peptidy jsou deaminovany TG2 v lamina propria. Blokada TG2

muZe inhibovat adaptivni imunitni odpovéd’.

(G) blokada HLA: zabraniuje vazbé¢ gliadinovych peptidd na HLA DQ2 nebo DQS8 na

povrchu bunék prezentujicich antigen.

(H) Inhibice naboru T-lymfocytii: blokuje migraci imunitnich bunék do stfevnich tkéani.
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(I) Anti-cytokinova terapie: protilatky proti IFN-y a TNF-a produkované v reakci na

aktivaci T-bunék snizuji poskozeni sliznice u celiakie.

(J) Indukce imunitni tolerance: vakcina s imunologickymi glutenovymi peptidy.

4.8 Komplikace celiakie

4.8.1 Refrakterni celiakie

Refrakterni celiakie (RCD) je definovana perzistujicimi a opakujicimi se
malabsorpénimi ptiznaky i ptes striktni dodrzovani GFD (z angl. Gluten free diet,
bezlepkové diety) po dobu nejméné 6—12 mésicti bez piitomnosti jinych zjevnych pficin.
Symptomy refrakterni celiakie mohou byt pomérné vazné a vyzaduji dalSi terapeutické
zakroky, dale pouze dodrZzovat GFD nesta¢i. RCD muze byt klasifikovdna jako typ 1
(normalni intraepitelidlni lymfocytovy fenotyp) anebo jako typ 2 (byva diagnostikovan
abnormalni intraepitelidlni fenotyp). Néktefi pacienti trpici RCD nikdy neodpovidaji na
1écbu GFD, v hor$im ptipadé se jim i navzdory GFD vraceji epizody relapst. U pacienti
s RCD mohou onemocnét v i zdvaznym lymfomem T-bunck spojenym s enteropatii (EATL)
(Rubio-Tapia et al., 2010). Refrakterni celiakie se tyka zhruba 5 % pacienti (Tack et al.,
2010).

4.8.2 Malignity

Celiakie je spojena se zvySenym rizikem jak adenokarcinomu, tak lymfomu tenkého
stieva (viz. EATL) nebo jiného non-Hodgkin lymfomu (Freeman et al., 2009). Tato asociace
byla poprvé popsana zacitkem 60. let minulého stoleti a od té doby byla nékolikrat
potvrzena (Austad et al., 1967). Riziko naddoru se zvySuje u piibuznych prvniho stupné, jako
jsou sourozenci a rodice s détmi. Zda GFD dokaze toto riziko sniZovat, neni jasné (Gujral et
al., 2012). Card et al. se zabyval dlouhodobou popula¢ni studii. V letech 1978 az 2001
vysSettil 869 lidi s prokazanou diagnozou celiakie. Cilem studie bylo prokazat, u kolika
vySetfovanych se objevi malignita v porovnani se zdravou kohortou. Z poctu 869 celiakti se
nador objevil u 83 z nich, pficemz dva pacienti vykazovali tfi rakovinnd onemocnéni a pét
pacientl dvé. Diagnostikovano bylo celkem 20 lymfomu (vSechny non-Hodgins lymfomy),
pficemz pét z nich se primarné objevilo v tenkém stieve (tfi z nich byly T-bunécné lymfomy
spojené s enteropatii, jeden byl anaplasticky T-bunécny lymfom a jeden B-bunéény
lymfom). Z téchto lymfomu, postihujicich tenké stfevo, jediny, ktery byl diagnostikovan
vice nez 2 roky po diagndze celiakie, byl anaplasticky T-bunécny lymfom a jediny pacient,
ktery ptezil vice nez 1 rok, byl nositel B-bunécného lymfomu. Z vysledki vyplyva, ze
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nebyla nalezena, ve srovnani se zdravou kohortou, zvySend néachylnost k nadorovym
onemocnénim obecné, ale u nemocnych s celiakii je pétkrat vétsi riziko k propuknuti non-
Hodgkin lymfomu a ¢tyficetkrat vétsi riziko k lymfomu tenkého stieva nez v bézné populaci

(Card et al., 2004).

4.9 Koexistence s ostatnimi onemocnénimi

Celiakie je spojena s fadou dalSich chorob autoimunitniho charakteru, jak je patrné
v tabulce II. V mnoha ptipadech je celiakie identifikovana az nésledné po piivodni diagndze,
nebot’ pfiznaky mohou byt nespravné interpretovany v disledku pivodni diagnozy. Vliv
soubézné celiakie na jind autoimunitni onemocnéni nebyl doposud dokonale prostudovan, o
¢emz naptiklad svéd¢i nedostateéné vysledky u pacientt trpicich celiakii a zaroven diabetem

1. typu (Collins et al., 2002).
Tabulka II zndzorfiuje koexistenci celiakie s dal§imi autoimunitnimi chorobami.

Tab. II: Autoimunitni choroby sdruzené s celiakii.

ASOCIOVANE CHOROBY PREVALENCE U CELIAKU (%)

Dermatitis herpetiformis ~70
Diabetes mellitus 1. typu 2-8
Choroby §titné Zlazy 2-6
Addisonova choroba 1-12
Alopecia areata (ztrata vlasii z neznamé p¥ici- 1-2
ny)
Primarni biliarni cirhéza 2-7
Autoimunitni hepatitida 3-5
Idiopaticka ataxie 1-7
Downiiv syndrom 4-17
Anémie z nedostatku Zeleza 3-7
Syndrom drazdivého streva 0-11
Periferni neuropatie do 23
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Zvysena teplota 4-8

(tabulka a popis prevzaty z Leeds et al., 2008).

Podle MUDr. Pavla Friihaufa, CSc. a jeho kolegii je procentudlni prevalence

pfidruzenych chorob u celiakt ponékud odlisna, jak dokazuji i data z tabulky III.

Tab. III: Nemoci sdruzené s celiakii podle MUDr. Pavla Frithaufa, CSc.

ASOCIOVANA CHOROBA PREVALENCE U CELIAKU (%)

Diabetes mellitus 1. typu 3-12
Autoimunitni tyroiditida 3
Autoimunitni hepatitida 13,5
Deficit sérového IgA 3
IgA nefropatie 4
Downiiv syndrom 0,3-5,5
Turneriv syndrom 6,5
Williamsiiv syndrom 9,5
Juvenilni idiopaticka artritida 1,5-2,5

(Tabulka a popis prevzaty z Friihauf et al., 2016).

Doplnéni k nékterym chorobam:

Dermatitis herpetiformis Duhringi je svédivd koZni vyraZka charakteristicka
puchyiky naplnénymi vodnatou tekutinou (Singal et al., 2002). Na prvni pohled by se mohlo
zdat, Ze je zplisobena herpes viry, ale neni tomu tak. Nazev je odvozen od toho, Ze zplisobuje
zanét kize, jehoz privodnim jevem je vyrazka piipominajici herpes. NejCastéji se vyskytuje
u pacientil pochazejicich ze Severni Evropy nebo severni Indie a je spojen s haplotypem

HLA-DQ?2. Vyskytuje se spole¢né s celiakii a citlivosti na gluten (Van et al., 2008).

Mechanismus asociace celiakie a diabetu 1. typu zahrnuje sdilené genetické pozadi
— HLA haplotyp DR3-DQ2 a DR4-DQS8 je siln¢ asociovan s cukrovkou 1. typu a genotyp
DR3-DQ?2 je rizikovy pro celiakii (Camarca et al., 2012). Elfstrom et al. pfichazi ve své

studii s poznatkem, ze vice nez jeden z dvaceti pacientd s diabetem 1. typu ma biologicky
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ovéfenou celiakii. Tato prevalence je jiz dostateéné vysokd, aby motivovala k screeningu

celiakie u pacientt s diabetem 1. typu (Elfstrom et al., 2014).

Addisonova choroba se projevuje selhanim funkce nadledvin, které prestavaji
produkovat hormon kortizol a ptipadné i aldosteron (anamneza.cz). Sollid et al. ve své studii
objasiiuje, ze Addisonova choroba je silné spojena s HLA-DR3 a DR4 alelou (Sollid et al.,
1993). Genotyp HLA-DQA1*05:01, souvisejici s predispozici k celiakii, je Casty 1 u
Addisonovy nemoci (Badenhoop et al., 1995).

Alopecia areata je onemocnéni charakterizované ztratou vlasti z nejasnych pfiicin
(Stork et al., 2008). Corazza et al., v roce 1995 postuloval, Ze celiakie je Gasto spojovana s
jinymi autoimunitnimi poruchami, ale do t¢ doby nebyla hldSena v souvislosti s alopecia
areata. V klinické praxi byli ndsledné pozorovani 3 pacienti s touto asociaci. U jednoho z
pacientd byla celiakie diagnostikovdna po vyskytu symptomid malabsorpce. Vysledky
nakonec ukazaly, ze alopecia areata muze byt klinickym projevem celiakie, a ze souvislost
mezi témito dvéma stavy je skutecna, protoze pozorovana ¢etnost asociace je mnohem vétsi,

nez by odpovidalo ndhodé (Corazza et al., 1995).

Williamsiv-Beureniv syndrom (WBS) je genetickd porucha, ktera postihuje
mnoho ¢asti téla (Genetics Home, 2018). Oblicejové rysy jsou napadné Sirokym celem,
kratkym nosem a plnymi tvafemi. Tento vzhled byl popsan jako "elfi" (Martens et al., 2008).
Charakteristické je mirné azZ stfedné tézké intelektualni postiZzeni se zvlaStnimi problémy s
vizudlnimi prostorovymi Ukoly, jako je kresba (Genetics Home, 2018). Vysledky studie
Giannottiho et al., naznacuji, ze prevalence celiakie je u lidi trpicich WBS vys8i neZ u zbytku
populace a je srovnatelnd s vyskytem Downova syndromu a Turnerova syndromu.
Doporucuje proto screening aspartylglukosaminidazy (AGA) a endomysidlnich protilatek

(EMA) u pacientti s WBS (Giannotti et al., 2001).

4.10 Moznosti vySetireni celiakie

V soucasné dobé lze celiakii vySetfit pomoci biopsie, sérologickych testii (zahrnujicich
1 testy imunologické) a stale popularnéjsi HLA typizace gent zodpovédnych za genetickou

predispozici k onemocnéni.

4.10.1 Biopsie
Presnd pocatecni diagnostika celiakie je kritickd. Jakozto celozivotni porucha, je
celiakie z hlediska u¢inné 1écby a ptisné bezlepkové stravy, obvykle velmi ndkladnd a ¢asové

naro¢nd pro pacienta. Dvé kritéria, aplikovana postupné, jsou pro diagndézu nezbytna:
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nejprve vySetfeni histopatologického nalezu dosud neléeného celiaka by mélo byt detailné
zdokumentovano, poté, protoze se jedna o poruchu citlivosti na gluten, pfipraveny informace
o reakci na bezlepkovou dietu (Freeman, 2017). Konkrétné se v nemocni¢nich podminkach
provadi gastroskopie, tedy vySetfovaci metoda vyuzivajici endoskop k vySetfeni horni ¢asti
traviciho systému — jicnu, Zaludku, a horni ¢asti duodena (anamneza.cz). ESPGHAN (The
European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) doporucuje
odebrat alespon Ctyfi vzorky z druhé tietiny dvanactniku a alesponl jeden vzorek by mél byt
odebran z bulba duodena (tj. ta ¢ast dvanactniku nejblize zaludku) (Husby et al., 2012).
Porovnava a hodnosti se vzhled Lieberkithnovych krypt a také pocet intraepitelialnich
lymfocytl (IEL) na 100 enterocytl, pficemz hrani¢ni hodnota je 25 IEL/100 enterocytl
(Ensari et al., 2010).

Mira poskozeni stfeva se stanovuje podle tzv. Marshovy klasifikace, kterd ma nékolik

stupnii:

TYP 0: mikroskopickd enteritida, normalni klky s patologickym narGstem T-lymfocyti,

zkraceni mikroklkl a zvySeni a/B/y/6 receptort T-bungk.

TYP 1: mikroskopicka enteritida, zvySeni IEL nad 20/100 enterocytl (intraepitelidlni
lymfocyt6za), normalni krypty 1 klky.

TYP 2: intraepitelialni lymfocytoza a hyperplazie krypt.

TYP 3: hyperplazie krypt a atrofie klk, destruktivni 1éze.

TYP 4: hypoplazie krypt, destruktivni 1éze (Marsh et al., 1992; Friihauf et al., 2012).
Rostami et al. (1998; 1999), klasifikaci mirné¢ doplnil:

MARSH I: normalni klky, 30 IEL/100 enterocytt

MARSH II: prodlouZeni krypt a pfiliv zanétlivych bunék

MARSH I1Ia: zkraceni klkq, infiltrace IEL a hyperplazie krypt.

MARSH I1Ib: viditelné atrofické klky, infiltrace zanétlivych buné¢k a prodlouzeni krypt.

MARSH IllIc: uplné atrofie az uplna absence klki (Rostami et al., 1998, 1999).

4.10.2 Sérologicka imunologickd laboratorni vySetieni
MUDr. Mali¢kova z Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky v Praze

uvadi, ze v séru nelécenych pacientd trpicich celiakii se objevuji protilatky proti gliadinu
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(AGA), endomysiu (EMA), retikulinu (ARA) a tkanové transglutaminaze (anti-tTG).

Vzhledem k vysoké specifit¢ a senzitivité anti-tTG doporucuje provést vySetfeni téchto

protilatek jako prvni screening pii podezieni na celiakii (Malickova et al., 2005).

30

Protilatky proti endomysiu (EMA)

Endomysium je pojivova tkan predstavujici jednu z vazivovych vrstev ve
svalovin¢ (Konradova et al., 2000). V séru pacienta jsou piitomny protilatky
tiidy IgA a IgG proti endomysiu, jez jsou detekovatelné metodou nepiima

imunofluorescence (NIF). Test je vysoce senzitivni a specificky, na druhou

wewvr

Protilatky proti retikulinu (ARA)

Protilatky tfidy IgA jsou namifeny proti slozkdm kolagenu. Jejich typy R1-R4
a Rs se od sebe lisi reaktivitou pfi imunofluorescenénim vySetfeni. Diky
pomérné nizké senzitivité tento zplsob vysetieni pomalu ustava (Malickova et

al., 2005).

Protilatky proti tkanové transglutamindze (anti-tTG)

Pritomnost protilatek tfidy IgA patfi mezi vysoce senzitivni a specifické
laboratorni diikazy glutenové enteropatie. Spolu se stanovenim protilatek proti
endomysiu dosahuje senzitivita a specifita takika 100 %. Analyza anti-tTG se
provadi metodou ELISA (Malickova et al., 2005). V nizkych titrech se mohou
nachazet 1 u lidi trpicich jinym autoimunitnim onemocnénim (napf.
Crohnovou chorobou, ankylozujici spondylytidou nebo lupénkou)
(Teichmann et al., 2009), nadory, srde¢ni vadou nebo infekci (Malickova et
al., 2005; Kohout, 2006). Hladina anti-tTG protilatek rychle reaguje na
bezlepkovou dietu, tudiz mohou pfispét i1 k monitoringu uspéSnosti
bezlepkové diety. Primarni je stanoveni protilatek v tfidé IgA, u jedinct se
selektivnim deficitem IgA je nutné vysetiit protilatky IgG (Makovicky, 2008).
Protilatky tiidy IgG jsou ale zatizeny vyssi nespecifitou, zvySené hladiny lze
nalézt i u riiznych zanétlivych onemocnéni stiev (Kohout, 2006, Mali¢kova et

al., 2005).



e Protilatky proti gliadinu (AGA)

Gliadin je proteinova slozka glutenu schopna za urcitych okolnosti vyvolat
abnormalni imunitni reakci na sliznici stfeva. Pfitomnost antigliadinovych
protilatek vypovida o zvySené stievni permeabilité, kterda nemusi byt spjata
pouze s celiakii. AGA se mohou nachazet i v séru pacientli s oportunni stfevni
infekci (Ferrara et al., 2009), gluten-dependentni idiopatickou neuropatii
(Hadjivassiliou et al., 1996), u lidi s alergii napf. na kravské mléko (Walker-
Smith et al., 1990; Vojdani et al., 2014). Stanovuji se konkrétné protilatky
tiidy IgG (toto vySetfeni je senzitivnéjsi), poptipad¢ protilatky tiidy IgA
(specifické pro celiakii). Rutinné se diagnostikuji ELISOU (Malickova et al.,
2005), nicméné dnes uz se pro diagnostiku celiakie pfili§ nepouziva (Vrana,
2019).

Sérologicka vySetfeni protilatek proti tkanové transglutamindze (anti-tTG) a endomysiu

(EMA) a biopsie stfevni sliznice jsou zlatym standardem diagnostiky celiakie (Fri¢, 2011;

Prokopova, 2008).

Kapitola 6 — HLA typizace v klinické praxi shrnuje dalsi sérologické metody vysetfeni
celiakie a navic poskytuje vhled do problematiky HLA typizace genli zodpovédnych za

predispozici k celiakii.

4.11 Plosnv vs. cileny screening celiakie

Prevalence celiakélni sprue kazdym rokem roste (Aggarval et al., 2012), pfesto se ale
doposud nepfistoupilo k plosnému celopopulaénimu screeningu celiakie. V roce 1968 vydala
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) pokyny pro rozhodnuti, zda je celiakie vhodna pro
plosny screening (Wilson et al., 1968). Zda toto onemocnéni splituje vSechna kritéria pro
plosny screening, je dodnes velmi dikutabilni. MenSinovy ndzor je takovy, Ze populace by
méla byt podrobena screeningu celiakie, nebot’ spliiuje hlavni kritéria pro plo$ny screening:
a) obtiznost vcasné detekce, b) vysoka prevalence, c) dostupnost citlivych a specifickych
testll pro spravnou diagnostiku a d) dostupna 1écba. Pfi pozdnim zaléceni miZe navic dojit
k pomérné zdvaznym komplikacim (Fasano, 2009). Pfedmétem debat ziistava, zda program
pro screening zameéfit na obecnou populaci symptomatickych nebo i1 asymptomatickych
jedincti. Screening asymptomatickych jedinci v obecné populaci neni v soucasné dobé

doporucovan, preferovéna je strategie detekce jednotlivych piipada (Aggarval et al., 2012).
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Prof. MUDr. Jifi Nevoral, Csc. vSak podotyka, Ze vzhledem k mnohdy pozdni diagnos-
tice celiakie a zadvaznym komplikacim sdruzenym s pozdni diagnostikou, vznikd naléhava
potieba screeningového programu (Nevoral, 2010). Je vSak rozdil mezi plosnym a cilenym
screeningem. Dle MUDr. Pavla Friithaufa, Csc. je plosny screening celiakie v nasich pod-
minkach neopodstatnény (Frithauf et al., 2016), s ¢imz souhlasi i MUDr. Nevoral. Ten do-
konce o plosném screeningu, zahrnujicim 1 vySetieni asymptomatickych pacientli, hovoii
jako o kontroverznim. Podle néj nebyl doposud podan piesvédcivy dikaz o tom, Ze by plos-
ny screening zredukoval rozptyl nemoci v populaci (Nevoral, 2010). Podle ¢lanku 1 véstniku
Ministerstva zdravotnictvi CR z roku 2011:

e Zamérem cileného screeningu je identifikace velké populace dosud nediagnostikova-
nych celiaklli vzhledem k tomu, Ze celiakie se nadale diagnostikuje v ¢eské populaci
bud’ nedostatecné ¢asto nebo naopak pozdé. Pfi¢inou je zménény fenotyp nemoci. V
soucasné dob¢ pievladaji stievni pfiznaky jen u malych déti, kdezto u ostatnich popu-
la¢nich skupin a zejména u dospélych pievladaji mimostifevni (atypické) piiznaky.
Dalsi pric¢inou jsou nestandardni a chybné diagnostické postupy.

e C(Cilem screeningu je ¢asnd diagnostika celiakie s naslednou casnou terapii (zavedeni
bezlepkové diety), odhaleni atypickych forem celiakie, zjiSténi skutecné prevalence
celiakie v Ceské republice, prevence komplikaci celiakie, omezeni a lepsi kontrola
pfidruZenych autoimunitnich chorob, jakoZ i zlepSeni kvality Zivota celiak,

Mz CR, 2011, C1.1, Obecna ustanoveni, doslovné znéni).

Pro zlepSeni soucasného stavu onemocnéni je duleZity cileny screening zaméteny na
rizikové skupiny (Husby et al., 2012). Kcilenému screeningu jsou vybirani pacienti
s definovanymi symptomy, sdruZenymi chorobami a pitibuzni celiakl 1. stupné (Friithauf et
al., 2016). Greco et al., prokazal vyssi miru prevalence celiakie mezi ¢leny rodiny a taktéz
vys$$i miru shody u monozygotnich dvojéat nez u dizygotnich dvojcat (83-86 % vs. 11 %)
(Greco et al., 2002). Pfi pozitivnim nalezu u ptibuznych 1. stupné se pfistupuje k vySetieni
ptfibuznych 2. stupné, dale jsou pod drobnohledem lidé s atypickymi pfiznaky mimo GIT a
pacienti s prijmovou formou drazdivého stieva rezistentni k terapeutické 1é¢bé (Piskovska,
2011).

U vytipovanych jedincii se doporucuje aplikovat dvoustupniovy screeningovy postup.
Prof. MUDr. Nevoral, Csc. popisuje ob€ urovné. V prvnim stupni doporucuje stanovit anti-
tTG protilatky ve tfid¢ IgA a nasledné vysettit celkové IgA. Upozoriiuje vSak na to, ze zhru-

ba u 3 % pacientl lze spatfit tzv. IgA deficit, proto je nutné v takovém piipadé vysettit IgG
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protilatky. Dopliiuje, ze vySetfeni protilatek proti endomysiu vykazuje podobné vysokou
senzitivitu a specifitu jako stanoveni anti-tTG. Oproti tomu vySetieni protilatek proti gliadi-
nu je méné specifické a senzitivni, proto od tohoto kroku doporucuje ustoupit (Nevoral,
2010). MUDr. Frithauf, Csc. k tomuto prvnimu stupni jesté¢ dodava, ze negativita anti-tTG
protilatek u pacienta bez IgA deficitu diagnozu prakticky vylucuje. V dob¢ vySetfeni vSak
musi pacient konzumovat stravu s obsahem lepku, a to v dostate¢ném mnozstvi (alespon 15
g/den). Jesté dodava, Ze naordinovani bezlepkové diety (GFD) pied definitivnim stanovenim
diagnozy je obrovskou chybou (Frithauf et al., 2016). Pfi pozitivnim nalezu anti-tTG se pfi-
stupuje Kk druhému stupni screeningového postupu, tedy peroralni biopsii aboralniho duo-
dena. Vzorek se odebira z n€kolika mist sliznice a pied zafixovanim je nutné je orientovat
klky nahoru (Fri¢, 2002). Histologické zmény se posuzuji podle jiz zminénych Marshovych
kritérii (Nevoral, 2010). Dalsi mozZnosti screeningu u dospélych shrnuje véstnik MZ CR
z roku 2011 (MZ CR, 2011).

Mnozi autoii se shoduji v tom, ze zatimco sérologické metody pfi screeningu celiakie
se spiSe hodi k diagnostice onemocnéni, molekularné-geneticka typizace HLA-DQ molekul
je vhodna spiSe k jejimu vylouceni (Sollid et al., 2005). Jak Sollid et al., tak Nevoral spolec-
n¢ s Frithaufem et al., vysvétluji, Ze haplotypy HLA-DQ2 1 HLA-DQS se vyskytuji ve zdra-
vé populaci s procentudlnim zastoupenim zhruba 35-40 %, pti¢emz celiakie se nakonec vy-
vine pouze u 1 % z nich (Sollid et al., 2005; Nevoral, 2010; Friithauf et al., 2016). Friihauf et
al., proto upozoriiuje, Ze typizace HLA-DQ molekul se nehodi k vyhledavani pacientd
s celiakii v neselektované populaci a jejich rutinni diagnostice (Friihauf et al., 2016). Sollid
et al., a Margaritte-Jeannin et al., dodava, Ze HLA typizace se hodi k vylouceni diagnozy —
pfi negativnim nalezu HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8 1ze nachylnost k celiakii prakticky vylou-
Cit, a to s negativni predikéni hodnotou blizici se 100 % (Sollid et al., 2005; Margaritte-
Jeannin et al., 2004). HLA typizace se hodi k vylouceni choroby, poptipad€ k potvrzeni, Ze
celiakie je vysoce nepravdépodobna pti absenci obou alel. M¢la by se proto provadét u nejis-

tych diagnoéz (Frithauf et al., 2016).

Obrazek 8 znazornuje diagnosticky algoritmus celiakie.
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Obr. 8: Diagnosticky algoritumus celiakie. (Obrdzek i popis prevzaty z Frithauf et al.,
2016).

Friihauf et al. dodava, Ze doposud bylo stanoveni anti-tTG protilatek a enterobiopsie ja-
kymsi ,,zlatym standardem* pfi diagnostice celiakie. Podle pamfletu ESPGHAN z roku 2012
je zkuSeny gastroenterolog opravnén v nékterych ptipadech urcit diagnozu bez ptredchozi
biopsie. Mezi hlavni podminky mimo jiné patii pozitivita anti-tTG nad 10nasobek normy

(Frithauf et al., 2016).

5 ANCESTRALNIi HAPLOTYP 8.1
Ancestralni haplotyp 8.1, téZ znamy pod nazvy ,,HLA A1-B8-DR3-DQ2 haplotyp®,
»~AH8.1¢, ,,COX* (Horton et al., 2008), ,,super B8 a ,,ancestralni MHC 8.1* (Rocca et al.,

2004), je multigenovy haplotyp pokryvajici vétSinu lidského HLA komplexu na
chromozomu 6 (nezaménovat s HLA-DQ heterodimerem DQ 8.1) a je asociovan s vice nez
30 autoimunitnimi chorobami (Thorsby et al., 2005). V osmdesatych letech 20. stoleti védci
vyzkoumali, Ze néktera autoimunitni onemocnéni maji daleko siln€jsi asociaci s ptislusnymi
kombinovanymi alelami na nékolika lokusech, nez s alelami jednotlivymi. Tyto rozsahlé

oblasti ¢itajici n€kolik alel pojmenovali ancestralni haplotyp (AH), nebot’ definuji vysoce

konzervativni haplotypy, které se zdaji byti odvozeny od spole¢ného vzdaleného piedka.
Skladaji se ze segmentl nebo bloku zietelné konzervovanych genomickych sekvenci
oddé€lenych rekombina¢nimi hotspoty (Dawkins et al., 1983). Konzervace haplotypti mnohdy
brani identifikaci jednotlivych genli odpovédnych za prabéh nemoci (Price et al., 1999). AH
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8.1 je charakterizovany, mimo jiné, alelami HLA-A*01, B*08, DRB1*03, DQB1*02 a
DQA1*05 (Bartinkova et al., 2006). Podle Candorové a jejitho tymu je presné slozeni
ancestralniho haplotypu 8.1 nasledujici: HLA-A1, Cw7, B*08, TNF AB*a2b3, TNF N*S,
C2*C, Bf*s, C4A*Q0, C4B*1, DRB1*03:01, DRB3*01:01, DQA1*05:01, DQB1*02:01.
Jednéd se o haplotyp nejvice spojovany s autoimunitnimi chorobami u kavkazké populace
(Candore et al., 2006). 8.1 AH je bézny zvlasté v severni Evropé¢, a u zdravych jedinct je
tento haplotyp spojen s imunologickymi zménami zptisobenymi zménou produkce cytokinti
(Candore et al., 2002). Nekteré genetické varianty tohoto haplotypu obecné zvySuji imunitni
odpovéd, a stejné alely se proto budou podilet na autoimunitnich onemocnénich (Price et al.,
1999). AH 8.1 se u Indoevropanii vyskytuje s frekvenci okolo 10 %, coz je vice, nez by se
ocekavalo z pouh¢ frekvence jednotlivych HLA alel na tomto haplotypu. Ma se za to, ze se
haplotyp AH 8.1 odd¢lil od spole¢ného predka zhruba pted 23-24 000 lety (Smith et al.,
2006) z divodu nedavné expanze tohoto haplotypu (Jindra, 2011).

5.1 Spojitost mezi ancestralnim haplotypem 8.1 a autoimunitnimi chorobami

U vice nez 30 autoimunitnich onemocnéni lze najit spojitost s haplotypem 8.1. Mezi
vyznamné kandidaty ovliviujici asociaci AH 8.1 s autoimunitnimi chorobami patii TNF
alela, zejména promotor oznaCovany jako SNP -308, ktery ovliviiuje expresi TNF-a (Bayley
et al., 2004). U revmatoidni artritidy bylo prokazdno, Ze homozygozita pro pozitivné
asociovany SNP -308 ma za nasledek zlepSeni odpovédi na terapeutickou lécbu
infliximabem (Mugnier et al., 2003). U nositelli ancestralniho haplotypu 8.1 hraje velmi
dilezitou roli v incidenci autoimunitniho onemocnéni humoralni imunitni odpovéd’, jejiz
intenzita se zvySuje na ukor bunécné imunity. Pti této imunitni odpovédi dochazi k zvyseni
poctu spontanné apoptotickych krevnich lymfocyti a zvySené produkci nékterych
autoprotilatek. K ptebytku apoptotickych bun€k zapojenych do zvySené produkce
autoantigent zjevné dochazi geneticky podminénou, zvySenou koncentraci tumor necrosis
faktoru o (TNF-a) (Price et al., 1999; Lio et al., 2001). Kromé¢ toho je 8.1 ancestralni
haplotyp charakterizovan nultou alelou genu C4A (Price et al., 1999; Candore et al., 2003),
imunoclearance. Jedna se tedy o genetickou vadu spojenou se zvySenou produkci
autoprotildtek namifenych proti buiikdm, které podstoupily apoptozu, ale nejsou Ucinné
likvidovany vzhledem ke snizené antigenni clearanci. Snizeni odezev imunitni odpovédi
zpisobuje pokles makrofagi, neutrofili a NK bunék, jakoz i defekty aktivace T bun¢k (Lio
et al., 1997; Price et al., 1999; Candore et al., 2002; Candore et al., 2003). U nositelt
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ancestralniho haplotypu 8.1 zvySeni produkce TNF-a zplsobi nariist autoantigenti tim, Ze se
zvysi pocet apoptotickych bunck regulujicich autoimunitni odezvu (Klein et al., 2000;

Candore et al., 2002).

5.1.1 Ancestralni haplotyp 8.1 a jeho spojitost s celiakii

Geneticka asociace mezi celiakalni sprue a haplotypy HLA-DQ2 (alely DQA1*05 —
DQB1*02) a HLA-DQS (alely DQA1*03 — DQB1*03:02) byla Siroce studovana. Zasadni
s celiakii asociovanou alelou je alela DRB1*03:01, vyskytujici se v silné¢ vazebné nerovno-
vaze s alelami DQA1*05 a DQB1*02 (Keuning et al., 1976). Mnoh¢ studie se zabyvaji
zkoumanim vsech haplotypt, které nesou pravé oblast DRB1*03:01, mezi néz patii i ancest-
ralni haplotyp 8.1. Medrano a jeho tym pfichdzeji s poznatkem, Ze nosic¢stvi AH 8.1 predsta-
vuje pro jedince vyssi riziko propuknuti celiakie, nez nosi¢stvi kteréhokoli jiného haplotypu
nesouciho alelu DRB1*03:01, ale dé&je se tak pouze za ptedpokladu, Ze jedinec ma také jed-
nu kopii alely DQB1*02 (Medrano et al., 2012). Mé&lo se tedy za to, Ze za rozvojem rizika
propuknuti celiakie mize oblast DRB1*03:01 obsazend pouze v AH 8.1 a jiné oblasti na
rozvoj celiakie nemaji vyznamny vliv. Nicméné Bratanic et al., ve slovanské populacni studii
objevil over-exprimovany haplotyp DRB1*03:01 - DQB1*02:01 - DQA1*05:01 - A*01-
B*08 u pacientt s celiakii a diabetem 1. typu. Navic odhalil roz§iteny haplotyp MICA*008-
B*08 - A1 - DR3 - DQ2 a doSel k zavéru, Ze nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem pro celi-
akii obsazenym v tomto haplotypu je pomérné vzacna alela HLA B*08, ktera je mimo jiné

také soucasti AH 8.1 (Bratanic et al., 2010).

6 HLA TYPIZACE V KLINICKE PRAXI

HLA typizaci rozumime stanoveni konkrétnich HLA alel. Jednéd se tedy o rozbor

HLA znakl neboli ureni zdédéného fenotypu. Typizace konkrétni haplotypy neurcuje, je
vSak mozné je vymezit za pomoci k tomu urcenych slozitych metod. Typizaci 1ze mozZno
provadet na dvou urovnich. Historicky starS$i metodou je sérologicka typizace, ktera ucelné
definuje HLA antigeny, tj. stanovuje molekuly exprimované na bunécnych membranach.
Mnohem mlad$i metodou je molekularné-genetické stanoveni, kterézto ur€uje HLA alely,
tzn. sekvence nukleotidii kodujici HLA antigeny. PouZiva se také termin DNA typizace nebo

genotypizace HLA (Penka, 2012).
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Ur¢eni HLA typu je nezbytné pro vybér nejvhodnéjsiho paru darce-piijemce pied
transplantaci orgdni nebo krvetvornych bunék, dale pro studium asociaci HLA antigent

s nékterymi nemocemi a miiZze se uplatnit 1 pii feSeni paternitnich sporti (Penka, 2012).

6.1 Sérologické metody typizace HLA

Sérologicka typizace neboli mikrolymfocytotoxicky test (CTT) je zakladni metoda
pro testovani histokompatibility a byla objevena vroce 1964 Dr. Paulem Terasakim
(Terasaki, et al., 1964). Principem mikrolymfocytotoxického testu je reakce mezi HLA
antigenem na povrchu buiiky a sérem se specifickou HLA protilatkou (Kabrt, 2009). V
pripad¢, ze bunky nesou praveé onen antigen, proti némuz je HLA protilatka pfitomna v séru
namifena, pak v prubéhu 1. inkuba¢ni doby dojde na povrchu buiiky k vytvoreni komplexu
antigen-protilatka. Po pfidani krali¢tho komplementu (2. inkubaéni doba) dochazi k jeho
aktivaci komplexem antigen-protilatka, aktivovany komplement rozrusi bunéénou
membranu a dochézi k 1yze bunky. Jestlize se v séru nenachazi protilatka specificka pro dany
HLA antigen, pak ktvorbé komplexu antigen-protilaitka nedochdzi, neni tedy mozna
ani aktivace komplementu a buiiky zlstavaji Zivé. Po obarveni bunécné suspenze vitdlnim
barvivem (eosin Y, trypanova modi') a odecteni pod mikroskopem, je reakce, ve které jsou
buiikky poSkozeny a obarveny vitdlnim barvivem, hodnocena jako pozitivni a reakce, kde
bunky ziistavaji zivé a nezabarveny, je hodnocena jako negativni (Dyer, et al., 1993; Stites,

et al., 1994).

Vyhodou sérologické typizace rychly vysledek, coZ méd vyznam u zemielych darct
organd. Proto se také stale tato metoda pouziva k vySetfeni pacientd pted transplantacemi.
Test byva casto uplatiiovan pro svou jednoduchost a také proto, ze nevyzaduje drahé vyba-
veni laboratofe. Na druhou stranu sérologicka typizace pfinasi i nevyhody. Vyzaduje pomér-
né velké mnozstvi krve, Zivotaschopnost lymfocytii a Casto byva obtizné nalézt vhodné anti-
sérum nutné pro reakci se vzacnymi antigeny riznych populaci. Za nejvétsi nevyhodu je
povaZovana nepiesnost, s jakou jsou HLA antigeny typizovany (Penka, 2012). Proto ji v
soucasné dob¢ zacinaji nahrazovat ptresnéjsi molekularné-genetické metody.

Dalsi sérologickou metodou, kterd se standardn€ pouziva, je pritokova cytometrie
(Pei et al., 1998). Tato metoda také vyuziva vazbu protilatky na HLA antigen, nepouziva se
vSak ke komplexni HLA typizaci, ale pouze k uréeni konkrétnich HLA alel (napt. HLA-
B*27 pii pomocné diagnostice Bechtérevovy choroby (Hoffmann et al., 1997).
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6.2 Molekularné-geneticka typizace HLA

Molekularni typizace (genotypizace) se bézn¢ vyuziva k prikazu genovych sekvenci
urCujicich konkrétni HLA vybavu. V dnesni dobé se provadi celd fada gentotypizacnich
technik, kazda z nich se nicméné odviji od izolace DNA z periferni krve nebo z bukalniho

stéru (Genetics Learn, 2008).

V zasadé jsou mozné dva genotypizaéni piistupy k typizaci HLA systému. Prvnim je
tzv. low resolution, ktery urcuje piislusnost alely v urcité alelické skupiné (Krejsek et al.,

2004). Druhym je tzv. high resolution, ktery umoziuje identifikaci konkrétnich HLA alel.

S vyvojem a aplikaci PCR ptevzaly techniky zaloZené na prukazu konkrétnich geno-
vych sekvenci urcujicich jednotlivé HLA alely vedouci roli. Vyhodou téchto metod je jejich
pfesnost, snadna reprodukovatelnost, jakoZz 1 vétsi citlivost a schopnost determinovat vysled-
Ky pro low i high resolution. DNA metody HLA typizace zahrnuji SSP PCR (PCR se sek-
vencné specifickymi primery), SBT (sequencing-based typizace), SSO (PCR se sekvenéné
specifickymi oligonukleotidy), real-time PCR a v neposledni fadé také NGS (next generati-

on sequencing) (Eng et al., 2011; Dunn, et al., 2015).

6.2.1 SSP (Sequence-specific primers PCR: PCR se sekvenéné specifickvmi primery)

Tato metoda umoziiuje amplifikaci gent, u kterych je k dispozici pouze Castecnd sek-
venéni informace, pfi¢emz nasleduje jednosmérny genomovy screening od znamych do ne-
znamych oblasti chromozomu (Shymala et al., 1993). Jedna se o pomérn¢ jednoduchou for-
mu polymerazové fetézové reakce (PCR), ktera zahrnuje navrzeni jednoho nebo obou prime-
i tak, aby umoznily amplifikaci PCR produktu (Welsh et al., 1999). Pouzivaji se sady paro-
vych primert. Pokud jsou zcela komplementarni k dané DNA sekvenci, dojde k PCR reakci.
Rozdé&leni amplifikovanych DNA fragmentl se déje za pouziti elektroforézy v agar6zovém
gelu, pfida se fluorescencni barvivo a reakci je mozné sledovat pod UV zafenim. Vizualizo-
vany PCR produkt méjici konkrétni velikost znaci pozitivni reakci. Identifikovat alely je
mozné z kombinace pouzitych primer (Rehadek et al., 2013). V této metodé primerové pary
prakticky zastupuji panelové protilatky znamé ze sérologické typizace. Jejich specificita,
zalozena na komplementarité nukleotidii primeru s nukleotidy v sekvenci konkrétni alely, je
vSak mnohem vys§i. Metoda PCR-SSP se v Ceské republice pouziva bézné, a to zejména pro
Svou robustnost a relativné nizkou cenu, napf. pro vySetieni pacientt pied transplantacemi
kostni diené nebo pro detekci urcité alely. Dokaze rozpoznat sekvenci konkrétni alely, na-

ptiklad u celiakie asociaci s DQB1*02:01, u narkolepsie s DQB1*06:02. Tato metoda je
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telnd. Zatimco u sérologickych metod je vyzadovana urcitd zkusenost laboratorniho persona-
lu pro spravné odecteni vysledki, interpretace vysledki SSP-PCR je mnohem jednodussi
(Ferencik et al., 1993). Ve zkratce se da fici, ze mnozi shledavaji metodu SSP-PCR nejvhod-

n¢&jsi pro rutinni stanovovani HLA alel (Woszczek et al., 1997).

6.2.2 SBT (Sequence-base typing: metoda primého sekvenovani)

Tato metoda je kriticka pfi transplantaci hematopoetickych kmenovych bungk, kde je di-
lezita tzv. high resolution genotypizace HLA alel. N¢které studie ukazuji, ze pii tzv. ,,mis-
match® HLA alel se exponencialné zvySuje riziko propuknuti GvHD (neboli reakce $tépu
proti hostiteli). Jedna se o pfipady, kdy jsou konkrétni HLA alely pfitomny u pacienta, ale
chybi u darce (Petersdorf et al., 2015). Podobné studie prokazaly, Ze riziko selhani $tépu
stoupd se zvySujicim se poctem ,,mismatch® ve sméru hostitel vs. §tép (tj. HLA geny jsou
ptitomné u darce, ale chybi u pacienta) (Hurley et al., 2013). Vyhodou SBT je to, Ze neni
omezena jen na useky nukleotidovymi sekvencemi ,,pokryté* primery (PCR-SSP) nebo oli-
gonukleotidovymi sondami (PCR-SSOP) nebo restrikénimi enzymy (RFLP). SBT umoziiuje
urcit kompletni sekvenci dané polymorfni oblasti. Timto zpisobem Ize také objevit nové
alely. Po amplifikaci se vyuzivaji fluorochromem znacené dideoxyribonukleotidy (ddNTP),
které po navazani na dany usek DNA zastavi jeho dal$i mnoZeni. Vznikaji tedy rizné dlouhé
fragmenty DNA, které jsou vzdy zakonCeny ddNTP. Fragmenty se poté standardné rozdéli
na zékladé své délky na gelu. Fluorescenci lze pozorovat pomoci laseru (Rehacek et al.,
2013). SBT je metoda vyuzivana také pro typizaci HLA alel asociovanych s nékterymi one-
mocnénimi (interpretace alely HLA-DRB1*06:02 u pacientti s narkolepsii (Alaez et al.,
2008)) a mimo jiné i pro odhaleni citlivosti na nékteré drogy a 1é¢iva (asociace alely HLA-

B*57:01 a precitlivélosti na 1é¢ivo Abacavir u HIV pozitivnich pacientti (Dean, 2018)).

6.2.3 SSO (Sequence-specific olisonucleotide probes; PCR se sekvenéné specifickymi

oligosondami)

SSO je metoda kombinujici schopnost definovat nejjemnéjsi HLA specificity analyzou
odpovidajicich sekvenci DNA s moznosti studovat velké populace normalnich 1 postizenych
jedinct. Tato technologie se vyuziva k piesné charakterizaci HLA lokusii spojenych s citli-
vosti na autoimunitni onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, diabetes mellitus typu I,
celiakie a pemphigus vulgaris (Wordsworth, 1991). Pomoci jednoho paru primeri Se naa-

mplifikuji dané ¢asti lokusu. RozliSeni alel probiha reverzni hybridizaci se sekvenéné speci-
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fickymi DNA oligosondami. Vazba produktu amplifikace na sondu je vizualizovana barev-
nou enzymatickou reakci, fluorescenci nebo radioizotopem (Rehéacek et al., 2013). Analyza-
tor zalozeny na principu pratokové cytometrie Luminex® je nasledné schopen identifikovat
fluorescenc¢ni intenzitu fykoerytrinu (PE) u kazdé mikrocéstice (Cesbron-Gautier et al.,
2004). Jelikoz tato metoda je pomérné ¢asoveé narocna, prechazi se pozvolna spise k reverzni
SSO PCR, jejiz zavedeni umoznilo zatfazeni této metody jako vhodnéjsi pro plosnou HLA
typizaci. Zahrnuje imobilizaci oligonukleotidovych sond navazanych na pevném nosi¢i a
naslednou hybridizaci téchto sond s kapalnym PCR produktem. Jelikoz jsou hybridiza¢ni
podminky pro oligosondy standardizované, ¢asova naro¢nost metody se sniZuje, a tato muize

byt pouzivana rutinné (Beksag, 2007).

6.2.4 q-PCR (Real-time PCR)

Jedné se o metodu zaloZenou na principu klasické PCR, umoziuje vSak kvantifikaci am-
plifikovaného iseku DNA v redlném cCase. Na rozdil od bézné PCR, kde se analyzuje az vy-
sledny produkt pomoci elektroforézy, je pti real-time PCR zaznamenavan kazdy cyklus PCR
ve skutecném case (Ruijter, 2013). Detekce amplifikace je zalozena na princi-
pu fluorescence, kdy se pouZivaji sondy, vazici se specificky nebo nespecificky na amplifi-
kovanou DNA. Primery pro alelové-specifickou amplifikaci se misi dohromady s interni
kontrolou v jedné zkumavce, coz €ini tuto metodu vhodnou pro klinické pouziti. Tato reakce
je podobné¢ jako klasickd PCR provadéna v ptistroji termocyklér, ktery je ale oproti klasicke
verzi vybaven optickym zatizenim pro snimani intenzity fluorescen¢niho zatfeni ze sond v
realném case (Ruijter, 2013). Opticky signal je zaznamenavan a zpracovavan specializova-
nym software prostfednictvim matematickych metod. Tato metoda je kromé& jiného rychla,
vyzaduje méné manipulacnich krokti a poskytuje takika 100 % specifitu a senzitivitu (Pro-
faizer et al., 2011). Jedna se o slibnou technologii v ptipadech, kdy je tfeba identifikovat
pouze nékolik specifickych alel, zejména v ptipad¢ celiakie, kde je poZadovana genotypizace
alel DQB1*02, DQB1*03:02 a DQA1*05 (Profaizer et al., 2007). Z praktického hlediska
mohou byt primery a master mixy predem alikvotovany a zmraZeny, takZe je potieba nésled-
n¢ ptidat pouze vzorek izolované DNA, coz zvysSuje snadnost testu. Pfi vylouceni potieby
odecitat vysledky PCR produktu pomoci gelové elektroforézy se snizi pocet manipulaci se

vzorkem, coz redukuje pravdépodobnost kontaminace.
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6.2.5 NGS (Next Generation Sequencing)

Tyto metody, znamé také pod nazvem ,high-throughput sequencing®, zahrnuji
nejmodernéjsi sekvenacni postupy. Mezi nejznamé;jsi patii Illumina/Solexa (Illumina, San
Diego, CA, USA), Roche 454 (Roche Life Sciences, Branford, CT, USA), Ion Torrent
(PGM, Life Technologies, Guilford, CT, USA), SOLiID (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), Oxford Nanopore (Oxford Science Park, Oxford, United Kingdom) a PacBio
(Pacific Bioscience, Menlo Park, CA, USA) (Eisenstein et al., 2012). Tyto nové technologie
umoznuji sekvenovat DNA a RNA mnohem rychleji a levnéji, nez tomu bylo u dfive
pouzivané Sangerovy metody (Bahassi et al., 2014). Co se ty¢e HLA typizace, je vyuziti
modernich NGS metod stadle pomé&mné nové, technologie zaloZzené na NGS jsou ve
vlastnickém uzivani a mnohdy nejsou vefejné dostupné (Wittig et al., 2015). Navic HLA
region je nejvice polymorfni ¢ast lidského genomu, tudiz vyuziti NGS metod k jeho typizaci
doneddvna zaostdvalo za pouzitim klasickych metod (Major et al., 2013). Pfesto se ale
v poslednich letech védci pokousi alternovat standardni metody metodami NGS (Bentley et
al., 2009; Erlich et al., 2011). Vétsina téchto technologii se opird o klasickou PCR cilové
oblasti genu nasledovanou masivnim paralelnim sekvenovanim amplikoni. Vyhodou NGS
metod je moznost sekvenace jednovldknového fetézce s vystupem velikého mnozZstvi
sekvenacnich usekil na jeden vzorek, poptipad¢ jeden lokus. To umoznuje velice presvédCivé
uréeni konkrétni HLA alely. Nicméné 1 zde 1ze narazit na problémy, nebot’ kroky paralelni
sekvenace byvaji nadrocné a jsou vyZadovany pomérn¢ sloZzité kroky pfti optimalizaci PCR a

vybéru primerti (Bahassi et al., 2014).

6.2.5.1 ILLUMINA (MiSeq)

Platforma Illumina vychazi ze zdsady sekvenace syntézou. Pied sekvenovanim jsou
klonalni populace fragmentt, které maji byt osekvenovany, generovany piimo na sekvenc-
nim sklicku pomoci ,,mistkové™ (bridge) PCR. Sekvenovaci proces spoc¢iva v optickém sle-
dovani zaclenéni fluorescen¢nich nukleotidii asociovanych s reverzibilnim termindtorem.
Zaclenéni probiha za piispéni DNA polymerazy (Turcatti et al., 2008). Mezi hlavni pfednosti
této technologie pro sekvenci HLA patii schopnost cteni pomérné dlouhych ,,readi* (az 300
parti bazi), absence homopolymernich chyb, niz$i naklady na provoz a relativné vysoka
presnost sekvenace (Ewing et al., 1998; Gabriel et al., 2014). Rychlost sekvenace je vSak
pomérné nizka, protoZze osekvenovat 600 bazi trva ptiblizné 56 hodin (Carapito et al., 2016).
Illumina data s kratkymi délkami ,,readi” nebyla piili§ Casto vyuzivana pro HLA typizaci,
ani tseky z celogenomovych studii vyuzivajicich technologii Illumina se pro uc¢el HLA typi-

41



zace prili§ nepouzivala (Wang et al., 2012). Teprve projekty jako 71000 genomii (1KG) a
HapMap umoznily porovnat HLA alely typizované nékterymi ovéfenymi molekularnimi
metodami s ovéfenymi Illumina daty (1000 genomes project Consortium, 2010; International
HapMap Consortium, 2003). De Santis ve své studii zminuje Curta Linda and Dimitriose
Monose, kteti se zabyvali sekvenovanim na ¢tyfech riznych platformach a jejich naslednym
bovost a dokaze urcit HLA genotypy bez jakékoli nejednoznacnosti (De Santis et al., 2013).
Naopak velikym nedostatkem muize byt chybné prectena baze nebo zaména jednoho nukleo-

tidu (Kolisko, 2017).

6.2.5.2 ION TORRENT

lon Torrent metoda stoji na podobném principu jako pyrosekvenovani. Ion Torrent
vSak neméti mnozstvi uvolnéného pyrofosfatu po pfipojeni nové baze do DNA fetézce po-
moci luciferdzy, ale pomoci mefeni pH reakéni smési. Dle intenzity zmény pH lze poznat,
kolik bazi bylo piifazeno (pH roztoku se méni s kazdou ptidanou bazi o 0,02 jednotky).
Technologie Ton Torrent ma problém se ¢tenim del§ich homopolymernich fetézci slozenych
z jediného typu nukleotidu (Kolisko, 2017). Ion Torrent se jevi jako technologie s nejkratsi-
mi sekvenénimi Casy, s ¢teci délkou piiblizné 3 hodiny na 400 bazi. Navic schopnost Cetby
az 400 bazi piedstavuje také atraktivni rys pro sekvenaci HLA (Carapito et al., 2016). U¢in-
nost technologie Ion Torrent pro typizaci HLA nedavno ukazala studie Barone et al., ktery
dosahl miry shody v rozmezi 98,9 % pro HLA-DPBI az 99,8 % pro HLA-DRB1 a HLA-
chybou Ion Torrent sekvenovani je podle Koliska chybéjici baze, nebo naopak baze navic

(Cetnost chyb v obou piipadech se uvadi kolem 1 %) (Kolisko, 2017).

6.2.5.3 ROCHE 454

Tato platforma vyuziva pyrosekvenovani DNA fragmentl, které byly predtim klo-
naln¢ amplifikovany pomoci emulzni PCR. Béhem 454 sekvenovani je molekula DNA
nejdfive uchycena na malou ,.kulicku®, na jejimz povrchu se postupné namnozi, az kulicku
zcela pokryji identické molekuly DNA (Margulies et al., 2005). Kuli¢ka i s DNA je nasledné
vloZena do jedné z milioni komurek desticky, kde probihd sekvenaéni reakce na principu
pyrosekvenovani. Jde o vibec prvni prakticky pouzitelnou a komeréné dostupnou metodou
sekvenovani druhé generace. Kolisko fikd, Ze nejmodernéjsi verze dokdzi analyzovat vice

nez milion molekul DNA najednou, pficemz délka kazdé jednotlivé sekvence (,,readu‘) se
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pohybuje okolo 700 az 1 000 bazi, kdy prave 1 000 bazi se uvadi jako maximum. (Kolisko,
2017). Podobné¢ jako u Ion Torrent dochazi i zde k postupnému toku nukleotidli na desticce a
v homopolymernich oblastech se zaznamenava soucasné nékolik inkorporaci, coz vede k
stejnému typu chyb. Jednou z hlavnich vyhod této technologie je ¢teni az 1000 bézi naraz.
Nicmén¢ kviili jeji pomérné nizké kapacitni propustnosti (maximaln€ 700 Mb za b¢h), a kvi-
li spojeni s vysokymi naklady se systém pfili§ nepouziva pro sekvenovani HLA alel. To je
mozna jeden z duvodu, které vedly Roche k ukonceni této platformy. Délka jednoho béhu je

stiedni, napt. 23 hodin pro 700 bazi (nyni ¢teno systémem GS FLX) (Carapito et al., 2016).

6.2.5.4 SOLiD

Platforma SOLiD (Sequencing by oligonucleotide ligation and detection) byla poprvé
predstavena v roce 2007 spolecnosti, kterd dnes nese nazev Life Technologies. DNA
knihovna se pfipravuje ligaci adaptéri na 3 a 5" konce fragmentl, které jsou
komplementarni k nukleotidim imobilizovanym na povrchu paramagnetickych kulicek. Po
amplifikaci pomoci emulzni PCR (emPCR) jsou kulicky kovalentné navazany na sklicko se
specialné upravenym povrchem (Koubkova et al., 2014). Pfi SOLiD sekvenovani se k
templatu ptfidaji fragmenty DNA, tzv. sondy, které zacinaji vSemi moZnymi
dvojkombinacemi ¢tyt zakladnich nukleotidd, tedy 16 rtiznych sond. Kazda sonda také nese
jednu ze ctyt fluorescencnich barvicek, coz znamend, Ze Ctyfi riizné dvojkombinace
nukleotidil jsou oznaceny stejnou fluorescencni znackou. V kazdém kroku pak enzym ligaza
pfipoji k rostoucimu fetézci sondu nesouci dvojkombinaci nukleotidli odpovidajici
templatové DNA a snimac piecte jeji fluorescenéni oznaceni, které je poté odstranéno a
muze se pripojit dalsi sonda. Podle Koliska ma SOLiD sekvenovéani podobny vystup jako
[Nlumina a produkuje rovnéz kratké sekvence o délce maximalné 100 bazi. (Kolisko, 2017).
Tato metoda se nejcastéji vyuziva pro transkriptomovou analyzu (RNA-sequencing), analyzu
exprese kodujici i nekodujici RNA v genomu, studium DNA-proteinovych interakci (ChIP-
sequencing) a metagenomiku (analyzu biologické diverzity, napt. pro genotypizaci baktérii)

(Metzker et al., 2010). Pro typizaci HLA alel se SOLiD zatim pfili§ nepouziva.

6.2.5.5 OXFORD NANOPORE (MinION)

Metoda Oxford Nanopore se fadi mezi metody treti generace. U metod tieti generace
nemusi byt DNA templat pied sekvenovanim nijak namnoZen, ¢imz se tyto metody lisi od
pyrosekvenovani nebo Illuminy, spadajici do metod sekvenovani druhé generace. U platfor-

my Oxford Nanopore dochazi ke ¢teni signalu z jediné (ptivodni) molekuly (Kolisko, 2017).
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Technologie je zaloZena na biologickych vlastnostech nanoporu, ktery je zaclenén do lipido-
vé dvojvrstvy odd€lujici jamky naplnéné elektrolytem. Prochazejici jednovldknovda DNA
zeslabuje konstantni proud, jenZ je vhanén do systému. Jednotlivé nukleotidy jsou detekova-
ny na zédkladé specifické modulace toku ionti a délce trvani tohoto omezeni. Rychlost, kte-
rou je DNA sekvenovana, reguluje DNA polymeraza (Rhee et al., 2006). Ackoli technologie
je pomérné nova a stale ve fazi vyvoje, mize byt vhodna pro studium komplexu HLA, pro-
toze umoznuje ziskat velmi dlouhé sekvence, omezené pouze délkou DNA molekul prezen-
tovanych nanoportim (délka az 50 kb). Ashton et al. tvrdil, Ze tato technologie jesté neni pfi-
pravena sama piesné sekvenovat molekuly HLA, ne pokud se nezlepsi piesnost Cetby, ktera
zatim ¢ini 72-80 % (Ashton et al., 2015), ale v dnes$ni dob¢ se uz v nékterych laboratofich
rutinné vyuziva (Liu et al., 2017). Dosud kapacita neptekro¢i 400 Mb v prub¢hu 48 hodin
(Carapito et al., 2016).

6.2.5.6 PacBio

Metoda od spolec¢nosti Pacific Bioscience se taktéz fadi mezi nejmodernéjsi metody
sekvenovani tfeti generace, ktera k detekci vysledné sekvence vyuziva fluorescencné znace-
né nukleotidy. Kolisko dodava, Ze novinkou je vysoka citlivost, jez umoziiuje v redlném case
zaznamenavat zafazeni byt jediného nukleotidu do (jediného) fetézce DNA (Kolisko et al.,
2017). Klonové sekvenovani se provadi metodou jednordzové sekvencéni analyzy v readlném
Case (SMRT), ktera se sklada z optického sledovani zaclenéni jednotlivych fluorescen¢nich
nukleotidd imobilizovanou DNA polymerazou do jamek (Eid et al., 2009). Metoda PacBio
pfinasi jednu velikou vyhodu pifi HLA typizaci, a to je jeji schopnost Cist skutecné dlouhé
sekvence béhem jednoho béhu (primérna ¢teci délka je asi 5,5 Kb), v tomto ohledu tato plat-
forma vede pted vSemi ostatnimi NGS technologiemi (Chang et al., 2014). PacBio sekvena-
tor je schopen precist 10 i vice tisic bazi v ramci jedné analyzované molekuly DNA a produ-
kuje tak velmi dlouhé sekvence, coz je vyhodné zejména pro sekvenovani genomi (Kolisko,
2017). Velikou nevyhodou této metody je pomérné velika chybovost (pfiblizné 15-20 %),
coZ vyrazné sniZuje uspéSnost genotypizace HLA alel, jakoZto vysoce polymorfnich oblasti
(Chang et al., 2014). Dnes tuto metodu genotypizace vyuziva naptiklad registr kostni dien¢
Anthony Nolan (Vrana, 2019).
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7 CILE PRACE

45

Vypracovat resersi shrnujici informace o autoimunitnich chorobach asociovanych

s HLA systémem s konkrétnim zamétenim na celiakii.

Osvojit si principy prace v laboratofi klinické genetiky, v¢. sbéru a zpracovani

vzorkd.

Shromazdit relevantni informace o pacientech laboratoie GENLABS s.r.0. a

pracovist UHKT a VFN a prehledné je zaznamenat.
Vytvotit on-line dotaznik. Zpracovat jej.

Statisticky zpracovat ziskana data a z vysledkl vyvodit odpovidajici zavéry.



8 METODIKA

8.1 TYPIZACE HLA-DQ MOLEKUL

Vlastni proces typizace HLA-DQ alel zahrnoval nésledujici laboratorni kroky: odbér
biologického materidlu, izolaci DNA z télnich tekutin, méfeni koncentrace izolované DNA,
pfipravu  PCR reakce, vlastni PCR reakci, gelovou elektroforézu PCR produkti a

vyhodnoceni vysledki pomoci gelové elektroforozy.

8.1.1 Odbér biologického materialu

K izolaci DNA se rutinn¢ vyuziva periferni krev nebo stér bukalni sliznice. Druha
varianta je atraktivni zejména u déti, nebot pifindSi moznost neinvazivniho odbéru
biologického materidlu. Z krve se pro izolaci vyuzivaji leukocyty, v ptipadé bukalniho stéru
se jedna o epitelialni bunky. Pro izolaci z periferni krve se odebira krev plna a nesrazliva, a
to do EDTA. Odebrany biologicky materidl by mél byt zpracovan ihned, popiipadé
uskladnén pti ledni¢kové teploté do doby pouziti kizolaci, max. vSak 14 dnl, nebo
v mrazicim boxu pfi -20 °C po neomezenou dobu. K odebrani epitelii z bukalni sliznice se
pouziva specidlni odbérova souprava obsahujici specialni sterilni vatovou ty€inku, kterou se
vnitini strana tvaii vytird po dobu jedné az tifi minut. Poté se vatova tyCinka vlozi do
prislusného plastového obalu a mize byt takto skladovana 48 hodin od odbéru. Popftipadé je
mozné ji ponechat v teploté¢ 4-8 °C po dobu 7 dnii a zpracovat az poté dle doporuceni

vyrobce.

8.1.1.1 Informovany souhlas

Formulaf s informovanym souhlasem s genetickym vySetfenim byl pfilozen ke kazdé
odbérové soupravé pro bukalni stér. VSichni pacienti jsou vzdy patfi€éné seznameni s
obsahem a cilem vySetieni, coz stvrdi podepsanim tohoto informovaného souhlasu. Zaroven
se prostiednictvim souhlasu maji moZnost rozhodnout, zda si po skonceni vyzkumu pteji

nadale skladovat sviij vzorek DNA ¢i nikoli.

8.1.2 [Izolace DNA 7 bukdlniho stéru

Ke genetickému vySetteni se pouzila DNA ze vzorkd bukdlniho stéru ziskaného
pomoci odbérové soupravy Isohelix. K samotné izolaci se pouzival kit DDK DNA Isolation
Kit DDK3/DDK-50 (Isohelix), jez je kompatibilni s odbérovymi soupravami. Postupovalo se
dle manualu vyrobce. VSechny reagencie pouzité¢ béhem izolace spolecné s jejich objemy

jsou uvedeny v tabulce I'V.
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Tab. IV: Reagenty a jejich objemy pro izolaci DNA (DDK DNA Isolation Kit DDK3/DDK-
50).

REAGENCIE OBJEM (ul)

Lysis buffer (solution LS) 500
Proteinaza K (PK) 20
Capture buffer (solution CT) 500
Re-hydratation buffer (solution TE) 30

Pted zapocetim samotné izolace se pro kazdy vzorek pfipravily tfi 1,5 ml
mikrozkumavky, které se tfadné popsaly konkrétnim laboratornim identifikaénim cislem
(LIC), které je unikatni pro kazdého klienta. Suché lazefi se nastavila na 60 °C (TDB-120,
Dry block thermostat, BioSan) a proteinaza K se pfedem vyjmula z mraziciho boxu, aby

rozmrzla pii pokojové teploté (RT).

Do zkumavky obsahujicim vatovou ty¢inku s bukalnim stérem (DNA Buccal Swabs
SK-28§) se napipetovalo 500 ul LS a 20 pl PK. Smés se kratce zvortexovala a stocila na stolni
centrifuze (Mini centrifuga/vortex Microspin FV-2400, BioSan) a nésledné se ulozila do
suché lazné vyhtaté na 60 °C k inkubaci po dobu 60 minut. V tomto kroku doslo k lyze
bun¢k a hruby DNA extrakt se zbavil proteini. Po inkubaci byla smés opé&t kratce
zvortexovana a sto¢ena. Nasledné byl veskery supernatant prepipetovan do predpiipravené a
oznacené¢ 1,5 ml mikrozkumavky. K roztoku se piidalo 500 pul CT a smés byla stocena
(19000 x g/13 000 rpm, 7 minut). Supernatant se odstranil a bylo pfi tom dbdno na
neporuseni pelety DNA. Po jeho odstranéni se mikrozkumavka znovu stoCila a zbyly
supernatant byl opét dekantovan. K peleté DNA a proteinii se ptidalo 30 ul TE/H>O (Aqua
pro Injection) v zavislosti na potfebném mnoZstvi a koncentraci DNA. Tato smés se
inkubovala po dobu 5 minut pii RT. Po inkubaci byla zkumavka zvortexovéna a stocena
(19 000 x g/13 000 rpm, 2 minuty). Supernatant nyni obsahoval izolovanou DNA, byl tedy
opatrn¢€ odebran do nové 1,5 ml mikrozkumavky tak, aby nebyla poSkozena peleta. Poté byla
u vzorki zmétena koncentrace DNA na fluorometru (Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific). Takto izolovana DNA byla uloZena v mrazicim boxu a skladovana

pfi -20 °C nebo ihned zpracovana.
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Od roku 2018 ptesla laboratof GENLABS s. r. 0. k izolaci genomové DNA pomoci
kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini (SK168_GL 001 D, vyrobce GeneAll). Jedna se o
rychlou a jednoduchou metodu izolace DNA, a to genomové, mitochondrialni, bakterialni,
parazitické 1 virové. Stejné jako pfi pouziti kitu DDK DNA Isolation Kit DDK-3/DDK-50
lze 1 vtomto pfipadé extrahovanou DNA ihned pouzit, neni potieba ji nijak dodatecné
zpracovavat. Takto vyizolovana DNA ma konzistentni vytéznost, vysokou ¢istotu (1,8 ~ 2,0)
a je ihned pfipravena k pouziti pro PCR, Southern blotting, genotypizaci, atd. Tabulka V
shrnuje reagencie a jejich objemy potifebné pro uspéSnou izolaci DNA s kitem GeneAll

ExGene™ Clinic SV Mini.

Tab. V: Reagencie a jejich objemy pro izolaci DNA (GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini).

REAGENCIE OBJEM (ul)

BL buffer 400
Proteinaza K (PK) 40
BW buffer 600
TW buffer 700
AE buffer 50

Postup pro izolaci DNA pomoci kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini je
nasledujici: Pfed samotnym zapocetim prace byla sucha lazent vytemperovana na 56 °C. Do
zkumavky s bukdlnim stérem se napipetovalo 400 pul BL pufru. Dale se ptridalo 40 pl
proteindzy K o celkové koncentraci 20 mg/ml. Smés se dikladné promichala s pomoci
vortexu (Mini centrifuga/vortex Microspin FV-2400, BioSan). Nasledné¢ byla smés
inkubovéana v 56 °C po dobu 10 minut. Zkumavka byla kratce stocena v stolni centrifuze
(Centirfuge 5421R, Eppendorf), aby doSlo k odstranéni kapek z vnitini strany vicka
zkumavky. Ke smési se pfidalo 400 pl 100 % ethanolu. Smés byla vortexovana v pulzech,
aby doslo k jejimu dikladnému promichani. Poté byla opét kratce stoena v stolni centrifuze.
Dale byla tekutina pfenesena na peclivé oznacenou kolonku ve dvou krocich (napt. dvakrat
po max. 700 ul). Smés byla pokazdé stocena v centrifuze (8 200 rpm, 1 minuta). Supernatant
byl vzdy spolecné se sbérnou zkumavkou odstranén. Sbérnd zkumavka byla nahrazena
novou, do které¢ byla vloZena kolonka s navazanou DNA. Na kolonku bylo napipetovano 600

ul BW pufru. Smés byla stocena (8 200 rpm, 1 minuta), sbérnd zkumavka se supernatantem
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byla odstranéna a opét nahrazena novou. Na kolonku bylo déale napipetovano 700 pul TW
pufru. Krok se stacenim byl zopakovan (8 200 rpm, 1 minuta). Nasledn¢ byl supernatant ze
sbérné zkumavky dekantovan a kolonka byla navracena do stavajici sbérné zkumavky. Takto
byl vzorek opét stacen nasucho, aby doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru
(13 000 rpm, 1 minuta). Nova 1,5 ml mikrozkumavka byla fadn& popsana LIC piislusného
klienta a byla do ni vlozena kolonka s adsorbovanou DNA. Piimo na stied kolonky bylo
piidano 50 pl AE pufru, pficemz takto byl vzorek inkubovan po dobu 5 minut ptfi RT. Po
uplynuti této doby byla zkumavka s kolonkou stoc¢ena pii nejvyssich otackach (13 000 rpm,
1 minuta). Prefiltrovany supernatant byl nasledn¢ napipetovan zpét na kolonku, smés se opét
inkubovala 5 minut. Poté byla zkumavka s kolonkou znovu sto€ena pfi nejvyssich otackach
(13 000 rpm, 1 minuta). Nasledn¢ byla u vzorkli zmétena koncentrace DNA na fluorometru
(Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). Takto izolovand DNA byla

ulozena v mrazicim boxu a skladovana pfi -20 °C nebo ihned zpracovana.

8.1.3 [Izolace DNA 7 periferni krve

Pro izolaci DNA z leukocytii v periferni krvi byl opét pouzit kit GeneAll Exgene™
Clinic SV Mini (SK168 GL 001 D, GeneAll). Postupovalo se podle navodu GeneAll
Exgene Protocols nasledovné: Pred samotnym zacatkem izolace byly 1,5 ml mikrozkumavky
fadn& popsany LIC pfislusného pacienta a sucha lazeii byla vyhiata na 56 °C. Do kazdé
mikrozkumavky bylo napipetovano 40 ul Proteindzy K (koncentrace 20 mg/ml), ktera byla
pfedtim vyjmuta z lednice. K proteinaze bylo ptfidano 400 pl periferni krve. Dale bylo do
mikrozkumavek pfipipetovano 400 ul BL pufru. Takto byly zkumavky fadné€ zvortexovany a
stoCeny (Mini centrifuga/vortex Microspin FV-2400, BioSan). Nésledné byly uloZeny do
suché lazné k inkubaci na 10 minut. Posléze byly zkumavky opét kratce stoCeny, aby doslo
k odstranéni kapek z vnittku vicek. K smési bylo napipetovano 400 ul 100 % ethanolu.
Zkumavky byly dale vortexovany v pulzech. Smés byla poté po ¢astech prenesena na peclivé
oznacenou kolonku (tj. nékolikrat po max. 700 pl) a stoCena ve stolni centrifuze (Centirfuge
5421R, Eppendorf) na 6 000 x g/ 8 200 rpm po dobu 1 minuty. Supernatant byl vzdy
spolecné se sbérnou zkumavkou odstranén. Sbérnd zkumavka byla nahrazena novou, do
které byla vlozena kolonka s navazanou DNA. Na kolonku bylo déle napipetovano 600 pl
BW pufru. Smés byla sto¢ena (6 000 x g/8 200 rpm, 1 minuta), sbérnd zkumavka se
supernatantem byla odstranéna a opét nahrazena novou. Na kolonku bylo napipetovano 700
ul TW pufru. Krok se std¢enim byl opakovan (6 000 x g/8 200 rpm, 1 minuta), dokud
tekutina ve sbérné zkumavce nebyla naprosto ¢ira. Nésledné byl tento supernatant ze sbérné
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zkumavky dekantovéan a kolonka byla navracena do stavajici sbérné zkumavky. Takto byl
vzorek opét staCen nasucho pifi nejvysSich otackach, aby doslo k odstranéni zbytkového
promyvaciho pufru (19 000 x g/13 000 rpm, 1 minuta). Nova 1,5 ml mikrozkumavka byla
fadné popsana LIC piisluiného klienta a byla do ni vloZena kolonka s adsorbovanou DNA.
Ptimo na stied kolonky bylo pfiddno 50 pl AE pufru, pficemz takto byl vzorek inkubovan po
dobu 5 minut pii RT. Po uplynuti této doby byla zkumavka s kolonkou stocena pii nejvyssich
otackach (19000 x g/13 000 rpm, 1 minuta). Pfefiltrovany supernatant byl nasledné
napipetovan zpét na kolonku, smés se opét inkubovala 5 minut. Poté byla zkumavka
s kolonkou znovu stocena pii nejvyssich otackach (19 000 x g/13 000 rpm, 1 minuta).
Nésledné byla u vzorkd zmétena koncentrace DNA na fluorometru (Quibit Fluorometr 2.0,
Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). Takto izolovana DNA byla uloZena v mrazicim boxu a

skladovana pfti -20 °C nebo ihned zpracovana.

8.1.4 Meéieni koncentrace DNA

Pro méfeni koncentrace izolované DNA pomoci fluorometru (Quibit Fluorometr 2.0,
Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) byl pouzit kit AccuGreen™ Broad Range dsDNA
Quantitation Solution (Biotum). Kit je navrzen pro pouziti s ruénimi fluorometry, jako je
pravé fluorometr Qubit firmy Thermo Fisher. Kvantifika¢ni roztok AccuGreen™ je
specificky pro dsDNA a mlzZe kvantifikovat vzorky DNA v rozmezi 0,2-100 ng/ul. PouZiti

tohoto kitu na fluorometru Qubit vyZaduje dva standardy.

AccuGreen™ Solution byl nejprve vyjmut z lednice k vytemperovani pii RT. Pro
standardy bylo napipetovano 190 pl kvantifikacniho roztoku (Quantitation Solution
AccuGreen™, Biotum) do ptedpiipravené 0,5 ml mikrozkumavky (Qubit Assay Tubes,
Invitrogen), jez byla fadn¢ oznacena. Do jedné mikrozkumavky uréené pro standard bylo
napipetovano 10 ul AccuGreen™ Standard 1 (0 ng/ul). Do druhé mikrozkumavky uréené pro
standard bylo pfipipetovano 10 ul AccuGreen™ Standard 2 (100 ng/ul). Do mikrozkumavek
uréenych pro vzorek bylo napipetovano 195 pl kvantifikaéniho roztoku a k tomuto ptidano
po 5 ul izolované DNA. Mikrozkumavky byly kratce zvortexovany a stoCeny. Vzorky byly
nasledné ponechany k inkubaci pfi RT alesponi po dobu 2 minut. Posléze byla koncentrace
izolované DNA zmétena na pfistroji Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific, pticemz jako prvni byl zméien standard 1, poté standard 2 a nasledné byly méteny

koncentrace vlastnich vzorkti s DNA. Hodnoty koncentraci byly fadné zaznamenany.
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8.1.5 Priprava vzorkit pro PCR reakci

Ptfed zapocetim samotné PCR reakce k amplifikaci konkrétniho DNA lokusu bylo

potieba pfipravit amplifikacni reakci, do které byla nasledné pfidana izolovand DNA. To

obnaselo namichani tzv. master mixt, poskytujicich vhodné podminky pro namnoZeni

specifického DNA lokusu. Ke genotypizaci HLA alel byly pouzity dvé metody, primarné

SSP PCR a v piipadé nizké koncentrace DNA izolatu, popt. z divodu ovéfeni spravnosti

vysledki se piistoupilo také k citlivé metodé real-time PCR (q-PCR). V obou ptipadech se

pracovalo s komeréné¢ dostupnymi kity uréenymi k namichdni master mixu takovym

zpisobem, aby se pocet manipulaci s izoldtem DNA snizil na minimum, ¢imz se redukovalo

riziko jeho kontaminace. Tabulka VI poskytuje piehled komercnich kiti vhodnych ke

genotypizaci HLA alel.

Tab. VI: Pfehled komerc¢nich kiti vhodnych k typizaci HLA alel.

SSP PCR real-time PCR
FIRMA KIT ALELY FIRMA KIT ALELY
LinkSeq™! A B, C, DRB1
Olerup™ Olerup SSP Kit A'géCbER' LinkSeq™ HLA&"D'”Q DQAL1, DQBL,
' DPAL, PDB1
Thermo Fisher HLA-SSP Tvping Ki g ™ Histo Type B*27 Q Ki
Scientific™ -SSP Typing Kit Histo SPOT isto Type Q Kit
Micro SSP™ HLA tiidy [ a Il
ABC, ABDR
Allset + Gold ' ' .
; ABDRDQ, Bioneer Corpora- . .
T™M -
One Lambda SSP Kit DRDQ tion™ HLA B-27 RealTime PCR Kit
Secore™ GSSP A, B, C, DPBI,
Kit DQB1, DRB
. A, B, C, ABC,
Histo SPOT™ | 10 YPESSE | ABDR DR,
DQB, DRDQB Nimagen™ GenVinSet HLA-B27 Detection Kit
Protrans™ Protrans HLA A, B, DRB1,
SSP Kit DQB1
UlEe I'_Dt'é"%o“'cs Morgan HLA-B SSP Typing Kit Gentaur™ HLA B-27 Real-TM PCR Kit
A, B, DR, C,
HLA SSP Ty- DQ, DRDQ, . HLA Fluo Gene
™ u T™M
ROSE Gen. Tec. ping Kit ABC, ABDR, Inno-Train Kit
ABDRDQ
ABC, ABDR,
Inno-Train™ H'éeAn' EGKZ’}?V DRDQDP,
DQDP 3B BlackBio™ HLA B-27 PCR Kit
HLA-A, -B, -C
TM ' !
BIOSeWoom PCR/SSP Kit A, B, C, ABC
MutaPLATE
. . . Eagle Bioscien- HLA-DQ2+8
™ -
Eurex Medica HLA-B SSP Typing kit ces™ (RT) PCR Assay
Kit
OSB India™ HLA Tissue Olerup™ Olerup Qtype®

Typing SSP Kit
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8.1.6 Priprava SSP PCR

Jako priméarni metoda ke genotypizaci rizikovych HLA alel byla zvolena metoda SSP
PCR, pii niz dochazi k amplifikaci konkrétni sekvence definované specifickymi primery.
Pouzit byl kit Histo Type SSP Kit a pracovalo se dle manualu Histo Type Celiac Disease od
spole¢nosti BAG Health Care GmbH (Lich, Germany).

Komer¢né ptipravené PCR stripy (3 fady po 8 jamkach) obsahujici specifické
primerové pary, uchovavané v lednici pii teploté od 2 do 8 °C, byly pfed samotnou praci
vyjmuty a pieneseny do dekontaminovaného lamindrniho boxu. Pufr a polymeraza,
uchovavané v mrazicim boxu v teploté -20 °C, byly rozmrazeny pti RT. Reagencie byly po
rozmrazeni drzeny na ledu v dekontaminovaném laminarnim boxu, aby nedoSlo ke
kontaminaci reakéni smési. Jeden test se sklada z 24 jamek. Vyrobce na sténu kazdé jamky
naadsorboval specifické jednofetézcové oligonukleotidy, které detekuji rizné HLA alelické
skupiny nejcastéji asociované s celiakii (vyjimkou z vyse uvedeného je jamka ¢. 24, v které
jsou naadsorbovany vSechny oligonukleotidy, a toto jamka tedy slouzi jako negativni neboli
kontamina¢ni kontrola). Na dné kazdé¢ z jamek plata jsou adsorbovany také primery
specifické pro kazdou HLA alelu, jakozto i kontrolni primery pro vnitfni kontrolu
(specifickou pro lidsky gen G3PDH). Amplifika¢ni parametry jsou nastaveny na celkovy

objem 10 pl reak¢ni smési v kazdé jamce.
Pro kazdy vzorek byl pfipraven master mix dle rozpisu v tabulce VII.

Tab. VII: SloZeni master mixu v zavislosti na po¢tu reakci (Histo Type SSP Kit).

Pocet Destil. H,O 10x PCR Happy Tag- Roztok DNA Celkovy
reakci (1)) pufr polymeraza (ul) objem
(u) (ul) (25-50 ng/ ul) (nl)
(5 U/ul)
1 8 1 0,08 1 10
24 222 28 2,2 28 280

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo v lamindrnim boxu napipetovano 222 ul destilované
H>O, 28 pl 10x PCR pufru a 2,2 pl Happy Tag-polymerazy (tj. SU/ul; kat. ¢. 70976).
Zkumavka se zvortexovala a stoCila v minicetrifuze (Mini centrifuga/vortex Microspin V-

2400, bioSan), aby se jednotlivé komponenty fadn€ promichaly a neztistaly na sténach nebo

52



vicku zkumavky. Z takto namichaného master mixu bylo nejprve napipetovano 10 pl do
jamky €. 24, tedy do kontaminacni kontroly (znacena modie). Do zbytku master mixu byla
jiz mimo lamindrni box napipetovana DNA. Pokud se koncentrace DNA pohybovala okolo
50 ng/ul, pridalo se ji do master mixu 28 pl. Jestlize byla koncentrace DNA vys$si nebo nizsi
nez 50 ng/ul, upravilo se jeji vstupni mnozstvi tak, aby do reakéni smési bylo ptidano
celkem 1400 ng DNA a objem 28 pl byl nasledn¢é doplnén sterilni H.O nebo byl celkovy
objem vody pomérove snizen. Master mix i s DNA byl nasledné rozpipetovan po 10 ul do
zbyvajicich 23 jamek. Takto pfipraveny vzorek byl fadné uzavien ptilozenymi plastovymi
vicky, kratce stocen kvuli odstranéni kapek ze stény a vicka, a poté jiz umistén do
gradientového termocycleru (MultiGene, Labnet), ve kterém probihd PCR reakce. Takto
pfipraveny test je mozné uchovat pii 2-8 °C, ptfi¢emz nésledujici PCR reakce by méla byt

zahéjena do dvou hodin po piipraveé reakéni smesi.

8.1.7 SSPPCR

Po peclivém namichdni master mixu a pfidani piislusného mnozstvi DNA izolatu
bylo 24 jamkové plato umisténo do pfipraveného gradientového termocycleru (MultiGene,
Labnet), ve kterém probéhla piislusnd PCR reakce. Amplifikacni profil je uveden v tabulce

VIIL.

Tab. VIII: Amplifika¢ni profil metody SSP PCR pro detekci rizikovych HLA alel.

W

Krok programu Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denatu- 96 5 minut 1
race
Denaturace 96 20 sekund 5
Annealing + exten- 68 1 minuta
ze
Denaturace 96 20 sekund 10
Annealing 64 50 sekund
Extenze 72 45 sekund
Denaturace 96 20 sekund 15
Annealing 61 50 sekund
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Extenze 72 45 sekund

Zavéreéna extenze 72 5 minut 1

8.1.8 Gelova elektroforéza SSP PCR produktii

Pro vizualizaci produkti metody SSP PCR byla pouzita rozsifend gelova
elektroforéza. Tato analytickd metoda umoziiuje separaci makromolekul. Dochézi k migraci
iontll v elektrickém poli na zaklad€ rozdilnosti jejich velikosti a naboje. Také zélezi na tom,
v jakém médiu elektroforéza probihd. Nukleové kyseliny nesou zaporny ndboj diky fosfatové
skupiné, tudiz se pohybuji od katody k anod¢. Voet et al. dodava, ze v ptipadé gelové
elektroforézy se vyuzivaji polyakrylamidové a agar6zové gely, které obsahuji poéry brzdici
vétsi molekuly, které nasledné gelem postupuji pomaleji. Gely byvaji zpravidla ponofené ve

specialnim pufru udrzujicim stabilni pH (Voet et al., 2011).

Po probéhnuti PCR byla pfitomnost a velikost amplikonli ovéfena na 3 %
agarozovém gelu, ktery byl pripraven z 50 ml 1x TBE pufru (Thermo Scientific, pfipraveny
z 50 ml 10x TBE (Invitrogen™) a 450 ml destilované vody), do n&hoz byl pfiddn potiebny
pocet tablet obsahujicich 0,5 g agardzy (Nippon Genetics) (pro 3 % gel byly rozpustény 3
tabletky). Mnozstvi roztoku zavisi na pozadované velikosti gelu (50 ml = maly gel, 100 ml =
velky gel). V takovém ptipad€ koncentraci gelu urcuje pocet pouzitych tablet (1 tabletka/50
ml = 1 % gel, 2 tabletky/100 ml = 1 % gel). Pockalo se, dokud nebyly tablety zcela
rozpu$tény a posléze byla smés v kadince z plastu zahfivana v mikrovlnné troubé (alespon
ttikrat po zhruba 3 minutach). Vysledkem byl ¢iry homogenni gel, do kterého bylo ptidano
12 pl barvicky Midori Green Advanced DNA Stain (FastGene). Takto obarveny gel byl nalit
do pfipravené vanic¢ky s ukotvenymi hiebeny. Nasledné byl gel ponechan na tmavém misté

pro zatuhnuti.

Tuhy gel byl vyjmut z vani¢ky a pienesen do elektroforetické vany (Mupid® One
Elecrophoresis System), ve které byl po rysku nalit 1x TBE pufr. Pro spravny prib¢h
elektroforézy musel byt gel v elektroforetické vané vzdy ponofen v pufru, aby tento mohl
zajiStovat stabilni pH. V tomto bodé€ bylo mozné do jamek gelu nanést produkty odpovidaji
24 PCR reakcim po 10 pl a také 5 pul hmotnostniho markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU
(FastGene), ktery slouzi pro kontrolu velikosti PCR produktt
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Samotna elektroforéza probihala pti 100-135 V zhruba 10—15 minut. Za pomoci iluminatoru
MUPID™ Led bylo mozno sledovat pribéh celé elektroforézy, a to diky pouzité barvé Mi-
dori Green. Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen na detekcni systém FastGene® Gel-
Pic LED Box. Diky tomuto svételnému boxu bylo mozné vysledek elektroforézy vyfotogra-

fovat a pomoci pamétové karty pienést do pocitace k dalsimu zhodnoceni.

8.1.9 Vizualizace a hodnoceni vysledku gelové elektroforézy

Viditelné PCR produkty o znamé velikosti byly na gelu nasledné vizualné vyhodno-
ceny. V kazdé PCR reakci musi byt v nepfitomnosti specifického prouzku pfitomna vnitini
kontrola o velikosti 1070 bp (v jamce ¢. 5 je to 429 bp). V piitomnosti specifického prouzku
je band vnitini kontroly velice slaby nebo zcela chybi. Velikosti jednotlivych amplifikova-
nych PCR produkti odpovidajici ptislusnym PCR reakcim, jakoZto i zastoupeni jednotlivych
HLA oligonukleotidti naadsorbovanych na sténach zkumavek kitu Histo Type SSP Kit, jsou
znézornény na obrazku 9.

Koneény vysledek byl zadan do specialniho softwaru BAG Health Care® HISTO MATCH
Software, ktery dokaze béhem nékolika sekund na zékladé typu a poctu pozitivnich banda

vyhodnotit ptitomnost rizikovych alel asociovanych s moznym propuknutim celiakie.
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Vysvétlivky: w = slaba amplifikace, ! = velikost interni kontroly v jamce €. 5 je 429 bp.

8.1.10 Vizualizace vysledkn gelové elektroforézy

Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut z pufru a pfenesen na foto dokumentacni
systém (FastGene® GelPic LED Box). Nasledné¢ byly odecteny vysledky a pofizena

fotodokumentace gelu. Fotografie geli byly pfeneseny pomoci pamét'ové karty do PC.

Obrazek 10 znazoriiuje pofizeny snimek elektroforetického gelu pomoci systému

FastGene® GelPic LED Box.

Obr. 10: Snimek elektroforetického gelu znazornujici vySetfené rizikové alely pro celiakii

(zdroj: laborator GENLABS s.r.o0.).

Na gelu vidime, Ze se amplifikoval produkt na 3., 4., 6., 7., 9., 10., 11., 15., 18. a 23. pozici.
Pismeno ,,M*“ zna¢i marker (ladder). Podle tabulky uvedené na strané¢ 56 bychom mohli

vyhodnotit alely nasledovné:
Pozice 3.: DRB1*07
Pozice 4.: DRB1*11:01, 11:21, 11:23

Pozice 6., 7.: DQB1%02:01, 02:02, 02:03, 02:05

Pozice 9., 10., 11., 15.: DQB1*03:01, 03:03, 03:09, 03:10/03:07, 03:08, 03:14/DQB1*03:02,
03:04, 03:12, 03:13, 03:14

Pozice 18.: DQA1*03:01
Pozice 23.: DQA1*05:05

Vysledny haplotyp: DO2.5

Snimek 11 zndzornuje snimek jiného elektroforetického gelu.
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Obr. 11: Snimek elektroforetického gelu znazoriujici vySetfené rizikové alely pro celiakii

(zdroj: laborator GENLABS s.r.0.).

Na gelu vidime, Ze se amplifikoval produkt na 2., 9., 10., 11., 12, 13., 14., 15., 19. a 23.
pozici. Pismeno ,,M* zna¢i marker (ladder). Podle tabulky uvedené na strané¢ 56 bychom

mohli vyhodnotit alely nasledovné:
Pozice 2.: DRB1%04:01

Pozice 9., 10., 11., 12., 13., 14., 15.: DQB1*03:01, 03:03, 03:09, 03:10/03:07, 03:08,
03:14/DQB1%03:02, 03:04, 03:12

Pozice 19.: DQA1*05:01, DQA1*05:02, 05:03, 05:04, 05:07, 05:08
Pozice 23.: DQA1*05:05

Vysledny haplotyp: DOS

K soupravé HISTO TYPE SSP (Celiac disease) patii i software HISTO Match (HISTO
SPOT® HLA AB Module), ktery je zdarma poskytovan spole¢nosti BAG Health Care. Diky
tomuto inovativnimu softwaru odpadéa nutnost vyhledavat jednotlivé pozitivni alely v tabulce
(viz str. 59). Zde staci zadat odectené pozitivni HLA alely do programu jednoduse podle
¢isel jamek a jedinym kliknutim ziskat vysledek, a to jak haplotyp, tak jednotlivé alely (ty
hlavni, které prispivaji ke konecnému haplotypu i vedlejsi, které sice neovliviiuji vysledek,

ale jejichz ptitomnost nelze vyloucit.

8.1.11 Priprava q-PCR
Jako dalsi pro genotypizaci rizikovych HLA alel byla zvolena metoda real-time PCR
(g-PCR). Na rozdil od bézné PCR, zde lze kvantifikovat sledovany tsek DNA v redlném

case. Do procesu jsou zahrnuty fluorescenéné znacené sondy, které se vazi na amplifikovany
usek DNA. Optické zatfizeni nasledné snima intenzitu fluorescen¢niho zafeni v redlném cCase,

¢imz odpada nutnost analyzovat vysledny produkt na agar6zovém gelu.

Pouzit byl komeréni CE IVD kit EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS8, DR4) (Elisabeth Phar-
macon, s. r. o0.), slouzici ke genotypizaci rizikovych haplotypi HLA-DQ2, HLA-DQS a

58



HLA-DRA4. Pro detekci vybranych HLA alel a vnitini kontroly byly vyuzity primery a zna-
¢ené sondy (FAM a JOE). Souprava EliGene® Coeliac RT detekuje alely HLA-DQ2
(DQAT* 05, DQB1* 02), HLA-DQS8 (DQAT1* 03, DQB1* 03:02) a HLA-DR4 (DRB1* 04).
Jako vnitini kontrola je pouzit lidsky gen SYPL2 (synaptophysin -like 2). Podle manualu
EliGene® Coeliac RT je pro detekci DQA1* 05, DRB1* 04 a DQB1* 03:02 alel pouZita son-
da znaCena fluorescencni barvickou FAM (exc. 494 nm — em. 518 nm) a pro detekci
DQA1*03, DQB1*02 a SYPL2 (vnitini kontrola) alel je pouzita sonda znacena fluorescen-
¢ni barvickou JOE (exc. 520 nm — em. 548 nm). Master mix obsahuje pasivni referencni
barvu ROX pro normalizaci signalu. Kit vyuziva jako vnitini izola¢ni kontrolu detekci lid-
ského genu SYPL2 v CELI-DRB mixu detekovatelnou v kanalu JOE. Gen pro SYPL2 je
pritomen v kazdém vzorku lidské DNA.

Kit EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS8, DR4) je dodavén s jiz predmichanymi master
mixy, Vv nichZ se nachazi vse v¢etné DNA polymerazy, primerti a sond. Jednotlivé master
mixy CELI-DQ2, CELI-DQ8 a CELI-DR4 byly vyjmuty z mraziciho boxu a pfeneseny do
dekontaminovaného laminarniho boxu, kde byly po rozmrazeni uchovavany ve vychlazeném
hlinikovém bloku z diivodu sniZeni rizika kontaminace reak¢énich smési. Vychlazeny blok
obsahuje specialni adaptéry (LightCycler® Centrifuge Adapters, Roche Life Science), do
nichz byly pinzetou vloZeny sklenéné kapilary o objemu 20 pl (LightCycler® Capillaries,
Roche Life Science). Master mixy byly po rozmrazeni zvortexovany a kratce stoCeny a
nasledné byly pipetovany do tii sad (DQ2, DQS8, DR4) detekcénich kapilar po 17,5 pl
z kazdého mixu. Vramci kazdého bé&hu byla pouzita pozitivni 1 negativni kontrola
amplifika¢ni reakce. Nasledn¢ byla do detekénich kapilar (DQ2, DQS8, DR4) piidana
izolovand DNA vobjemu 2,5 pl. Do kapilar slouZicich jako pozitivni kontrola byla
napipetovana kontrolni DNA (PC CELI) doddvana spole¢né s kitem a do negativni kontroly
byla napipetovana H>O (Aqua pro Injectione). Nasledné byly kapilary uzavieny specialnim
vyckem a ukotvené v kovovych adaptérech, vloZzeny do stolni centrifugy a velice kratce
stoCeny (max. 1000 ot/min.). Poté jiz byly pfesunuty z kovovych adaptéri do rotoru real-

time cycleru (LightCycler® 2.0, Roche Life Science) a byl spustén pfislusny program.

8.1.12 ¢-PCR
Pted spusténim amplifikacni reakce je proveden minimalné jedenkrat v pracovnim
dnu tzv. self-test ptistroje, ktery zajisti jeho kalibraci. Profil PCR reakce, ktery doporucuje

vyrobce kitu, byl mirn€ upraven a je uveden v tabulce IX.
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Tab. IX: Amplifika¢ni profil metody q-PCR pro detekci rizikovych HLA alel.

| VAD POCET CYKLU TEPLOTA (°C) (I
Denaturaéni 1 95 3 minuty
Cyklovaci 40 95 15 sekund
61 (extenze s annealingem) 40 sekund

Po dokonceni apmlifikace mohly byt ihned odecteny a interpretovany vysledky. Pozi-
tivni vysledek byl charakterizovan amplifikaci spojenou s nartistem signalu v kanalu FAM
(510-528 nm.) a/nebo v kanalu JOE (530-548 nm.). V piipadé negativni reakce nedoslo k
amplifikaci a detekci signalu. V ptipad€ pozitivni kontroly byl patrny signifikantni ndrast
signalu ve FAM 1 JOE, ¢imz bylo potvrzeno, ze reakce prob¢hla Gspésné. V negativni kon-
trole, ktera neobsahovala DNA, narust signali patrny nebyl, a nedoslo tedy ke kontaminaci

jednotlivych reagencii.

Tabulka X. znazorfiuje mozné vysledky testu.
Tab. X: Mozné vysledky metody real-time PCR (EliGene® Coeliac RT).
CELI-DQ2 Mix

CELI-DR4 Mix CELI-DQ8 Mix

FAM

JOE

FAM

JOE IC

JOE

Genotyp DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | (vnitini kon- DQB1* DQA1* 03
(DQ2) (DQ2) (DRB) trola) 03:02 (DQ8)
(DQS)

DQ2 - + + + - +
DQ 25 + + - + ; ;
DQs8 + - - + + +
DQs8 - + - + + +
DQs8 - - + + + +
DRB4 + - + + ; +
DRB4 - + + + - +
DRB4 - ; + n - -
DQ2/DQ8 + + - + + +
DQx.5 + - - + = =
negativni - - - + - -




DQ 2.x - + - + . :

8.2 Vytvoreni on-line dotazniku

Béhem vypracovavani diplomové prace jsem se také zabyvala sbérem a sumarizaci
dat laboratofe GENLABS s.r.o. Mym ukolem bylo peclivé projit Zadanky a vysledkové listy
jednotlivych pacientli laboratote, kteti v letech 2014 az 2019 podstoupili vySetifeni vroze-
nych rizikovych faktor pro celiakii. Za ucelem piehlednosti jsem vytvotila tabulku
v programu Excel, do které jsem zanesla persondlie jednotlivych klientd. Zajimalo mé pte-
devsim jejich pohlavi, rok narozeni, metoda vySetfeni, vysledek ve smyslu, zda byli vyhod-
noceni jako pozitivni (existuje u nich riziko propuknuti celiakie) nebo negativni (riziko pro-
puknuti celiakie je vylouceno), déale ptfitomnost jednotlivych rizikovych alel a v neposledni
fad¢ vysledny rizikovy haplotyp.

Za ucelem prohloubeni znalosti o jednotlivych pacientech jsem na internetovém por-
tdlu Survio vytvofila on-line dotaznik, jehoz cilem bylo striktn€ oddélit ty pacienty
s I¢katsky potvrzenou diagnozou celiakie od téch, ktefi maji 1ékatrsky potvrzeno, Ze choro-
bou netrpi, popft. téch, kteti neabsolvovali nutnd sérologicko-histologicka vysetieni, a tudiz u
nich diagndza nebyla ani potvrzena ani vyloucena. Jednim z diivodi k vytvoreni tohoto do-
tazniku byl pravé fakt, ze vyskyt rizikovych alel (popt. haplotypti) pro celiakii nutné nezna-
mena, ze dany pacient chorobou skute¢né trpi. Pokud jsme chtéli komparovat rizikové alely
mezi klienty, museli jsme se pokusit kohortu vySetfenych pacientd rozdélit prave podle toho-
to hlediska na ty s lékafsky potvrzenou celiakii a na ty bez diagndzy celiakie. Proto byly
otazky formulovany nasledovng, napt. ,Mate lékarsky potvrzenou/vyvracenou diagnozu
celiakie?*, ,,Podstoupil/a jste vySetfeni protilatek nebo histologii k potvrzeni/vyvraceni dia-
gnozy celiakie? On-line dotaznik jsem odeslala pacientim e-mailovou cestou. Kazdému
z nich byl piidé€len unikatni identifika¢ni kod, podle kterého jsem mohla propojit jeho odpo-
védi s vysledkem vySetieni v laboratofi GENLABS s. r. 0. Ziskand anonymizovana data byla

nasledné zpracovana.

8.3 Statistické vvhodnoceni dat

Sesbirana data byla zpracovana v programech Canoco 5' a Excel. Datovou jednotku piedsta-

vovali jednotlivi pacienti, u kterych byl zjistén vyskyt alel (0/1).

! Ter Braak C.J.F. & Smilauer P. (2012): Canoco reference manual and user's guide: software for ordination,
version 5.0. Microcomputer Power, Ithaca, USA, 496 pp.
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Tato mnohorozmérna data byla analyzovédna v programu Canoco 5 pomoci metod Detrented
Correspondence Analysis (nepfima metoda — DCA) a Canonical Correspondence. Analysis
(ptima metoda — CCA). Jako zavislad proménnd byl u DCA analyzy urcen faktor ne/potvrzené
diagndzy celiakie. Vysledky byly stanoveny jako prukazné pii p <0,05 za pouziti Monte-

Carlo permutacniho testu.
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9 VYSLEDKY

9.1 Kazuistika pacientky K. K.

Béhem vytvareni diplomové prace jsem se v laboratofi GENLABS s.r.0. seznamila se

studentkou K. K., od které jsem se dozvédéla, ze trpi cukrovkou 1. typu (diabetes mellitus I.
typu) spolecné s celiakii. Na zdkladé fizeného rozhovoru s ni bylo rozhodnuto o jejim
vysetieni na ne/pfitomnost rizikovych HLA-DQ alel. VSechny informace dilezité pro tuto
studii byly ziskany béhem osobnich rozhovorii, popt. diskusi vedenych prostfednictvim
internetovych portali. Z ptipadové studie jsou vynechany identifika¢ni tdaje, jakozto i

informace pro ucel této prace nepodstatné.

I.  TEORETICKY PREHLED

Celiakie je onemocnéni vyskytujici se pomérné casto sdal§imi autoimunitnimi
chorobami, ptedev§im diabetem I. typu. Vyrazné zvySené riziko celiakie je pravé u
nemocnych cukrovkou (pravdépodobnost rozvinuti celiakie je az sedmkrat vyssi).
Diagnostika celiakie byva u diabetikii obtiznd, nebot’ se nemusi projevit ocekavané

symptomy, popt. tyto mohou byt pfipsany prave cukrovce (Valerio et al., 2002).

II.  OSOBNIi UDAJE

Inicialy: K.K.
Datum narozeni: 1997
Misto trvalého bydlisté: Ceské Budgjovice

S diabetem léCena od roku 2007, kdy ji bylo 9 let. Jako primérni spousté¢ onemocnéni
uvadi vleklé stfevni onemocnéni s rapidnim sniZenim imunitni ochrany. Prvotnim projevem
choroby byl no¢ni ketoacedoticky zachvat. Po piijezdu do nemocnice poskytla vzorek moci,
ve kterém 1ékafi potvrdili acetonovy zépach. Na zaklad¢ vySetieni krve potvrzena diagnodza
diabetes mellitus. Zhruba tfictvrté¢ roku po potvrzeni diabetu diagnostikovana i celiakie na

zaklad¢ histologického vySetieni (stvrzena zména sttevni vystelky).

1.  RODINNA ANAMNEZA:

Diagnoza diabetes mellitus u viech &lent rodiny vylou¢ena. Clenové rodiny hromadné
vySetieni na IgA protilatky kvili potvrzeni/vyvraceni celiakie. Diagn6za vyloucena. Sestra

V. K. trpi od détstvi détskou mozkovou obrnou (DMO), spolu s otcem a matkou je trapi
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vysoky krevni tlak. Babicka (matka otce) mé operovany Sedy zékal a potvrzeny zeleny zéakal.

Oba dédeckové zemfeli na infarkt.

IV. OSOBNIi ANAMNEZA:

Prodélala nékolik zlomenin prstd a jedenkrat zlomené zapésti. V 5 letech podstoupila
extrakci nosnich mandli. Lécba ve vSech ptipadech bez komplikaci. Potvrzena alergie na pyl,

prach, roztoce, koCi¢i a psi srst, seno a slamu.

Rekreacné sportuje. Dle jejich slov ji cukrovka ve vykondvani sportu omezuje, ale da se

s tim naucit pracovat.
Bezlepkovou dietu nedodrzuje striktné.

Medikamenty: inzulin, 1éky proti alergii, Euthyrox (pro lé€bu poruch §titné zlazy),

antikoncepce, dopliiky stravy (vitamin B a magnezium).

V. MANIFESTACE A NYNEJSI STAV:

Prvni manifestace diabetu v 9 letech. Citila ohromnou unavu a nedostatek energie. Navic
prodélala veliky ubytek hmotnosti (kolem 6 kg/2 mésice). Trpéla neustavajicimi pocity Zizné

a nocnim pomocovanim.

Nyni diabetes labilni (ne kompenzovany), také kvuali pfidruzené celiakii. Hodnoty
glykémie kolisaji (od 2,8 do 16,7 mmol/l). Inzulin aplikuje inzulinovou pumpou, ktera
davkuje malé mnozstvi inzulinu kazdou minutu (bazélni inzulin cca 35 j./den + 4 j. snidan¢,
4 j. obéd, 4 j. veCete a 2+2 j. svaciny = 51 j. inzulinu na 20 j. jidla, druhou veceti si nedava).

Kontrola u diabetologa jedenkrat za tii mésice.

VI. SOCIALNI ASPEKTY:

Rodi¢e reagovali na zjisténi, Zze dcera ma diabetes mellitus, dobte. Ve Skole si zazila
posmesky. Ucitelé byli bud’ lhostejni nebo nervézni z jeji pfitomnosti. Z télesné vychovy
osvobozena nebyla. Lékati nebyla dostate¢né informovana o diabetu, spoustu informaci se

dozvédéla z literatury (DIACEL) a internetu.
VII.  VYSETREN{:

Pacientka K. K. souhlasila s vySetfenim rizikovych HLA-DQ alel u sebe i u ¢lent své

rodiny. Pro tento ucel byl klientce K. K. proveden odbér krve, zatimco ostatnim
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vySettovanym rodinnym piislusnikim byl proveden stér bukélni sliznice (DNA Buccal
Swabs SK-25). Nasledn¢ byla provedena izolace DNA dle standardnich manuali (viz.
Kapitola 8.1.2) s pouzitim kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini (GeneAll) pro izolaci
DNA jak z bukélniho stéru, tak z periferni krve. Poté byly typizovany rizikové HLA-DQ
alely metodou real-time PCR (q-PCR) podle navodu v kapitolach 8.1.11 a 8.1.12 s pouzitim
kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS, DR4).

Vysledky méfeni véetné koncentraci izolované DNA jsou shrnuty v tabulce XI.

Tab. XI. Koncentrace DNA a vysledky real-time PCR rodinnych ptislu$niki pacientky K. K.

V c DQA1* DQB1* oRB1% 04 | Vnitini DQB1* DQAI1*

LIC DNA 05 02 03:02 03 Vysledek

(DRB) kontrola
(ng/ul) (DQ2) (DQ2) (DQB) (DQB)

80/18 | 9,84 - - + + + + DQ8
81/18 7,28 + + + + - + DQ25
82/18 | 0,96* - + + + - + DQ2
83/18 | 2,86 - - + + + + DQ8
84/18 30 - + + + - + DQ2
89/18 | 4,96 + - - + - - DQx.5
90/18 | 4,86 + + + + - + DQ2.5
91/18 | 12,9 + - + + + + DQ8
92/18 | 8,19 - - + + + + DQ8
93/18 | 16,9 - - + + + + DQ8
94/18 | 20,9 - - + + - + Neg.
95/18 8,6 + - - + - - DQx.5

* vzhledem k velice nizké koncentraci bylo do vzorku ptfidano 5 pl DNA misto 2 pl

Vysledky méfeni byly shrnuty v rodokmenu na obrazku 12.
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Obr. 12: Piehled rizikovych HLA alel v rodin€ pacientky K. K.

Vysvetlivky:

Pacientka K. K. je v rodokmenu oznacena a) jako proband (P) a b) jako diabetik a celiak

(Cerné zvyraznéni).

VIIl.  DISKUZE KE KAZUISTICE

V laboratofi GENLABS s.r.o. byla vroce 2018 pfijata 22letd studentka Zdravotné-
socialni fakulty v Ceskych Budg&jovicich, ktera se uz od svych 9 let 1&i s diabetes mellitus I.
typu, k némuz ma navic pfidruZenou 1 celiakii. Podle Camarcové et al. se celiakie vyskytuje
u pacienti s diabetem I. typu s prevalenci 4,4 - 11,1 % oproti 0,5 % u bézné populace
(Camarca et al., 2012). Ob& onemocnéni patii mezi autoimunitni choroby asociované s HLA
systémem. Camarcova et al. dodava, Ze mechanismus asociace téchto dvou chorob zahrnuje
sdilené¢ genetické pozadi — HLA haplotyp DR3-DQ2 a DR4-DQS8 je siln¢ asociovan
s cukrovkou I. typu a genotyp DR3-DQ2 je rizikovy pro celiakii (Camarca et al., 2012).

Pacientka K. K. méla z jinych zdravotnickych pracovist’ diagnostikovan jak diabetes
mellitus (primarn¢), tak celiakii (sekundarn€), proto jsme k ni mohli pfistupovat jako ke
klientovi s potvrzenou diagnézou. U ostatnich rodinnych piislusnikii nebyla ani jedna ze
zminénych chorob diagnostikovédna, tudiz u nich vySetfeni piispélo k odhaleni nosicstvi
rizikovych HLA alel asociovanych s témito onemocnénimi. Pfi vyhodnocovani vysledkt
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jsme se opirali o poznatky o HLA haplotypech shrnuté v nasledujicim odstavci:

e HLA-DO 2 haplotyp
o (ita alely HLA-DQA1*05/HLA-DQB1*02

o vyskytuje se u 90-95 % pacientii s celiakii

o rizikovy pro diabetes mellitus 1. typu hlavné v jiznich populacich (Cinek,
2002)

o izoforma HLA-DQ2.5 (HLA-DQA1*05:01/HLA-DQB1*02:01)

o izoforma HLA-DQx.5 (HLA-DQA1*05/HLA-DQA1*03/HLA-
DRB1%04)

e HLA-DQ 8 haplotyp
o (Citaalely HLA-DQA1*03:01/HLA-DQB1*03:02

o vyskytuje se u zbylych 5-10 % pacientl s celiakii
o pro diabetes mellitus rizikovy piredevsim v severskych populacich (Cinek,
2002)
e HLA-DRBI subtyp
o konkrétni alela HLA-DRB1*04

o podle MUDr. Cinka je efekt molekuly DQ modifikovan subtypem alely
DRB1*04 nesené¢ na DQB1*03:02 - DQA1*03 - DRB1*04 haplotypu.
Riizné subtypy alely DRB1*04 jsou asociovany s rizikem, které se navza-

jem zasadné 1i8i (Cinek, 2002).
Dale jsme se pii odecitani vysledkl ve vztahu k celiakii fidili nasledujici tabulkou:

Tab. XII. HLA status a riziko propuknuti celiakie.

HLA status Poznamka Riziko propuknuti

DQ2.5/DQ8 Velmi vysoké
DQ2.5 Dv¢ alely DQB1*02 Velmi vysoké

DQs8 Vysoké

DQ2.5 Jedna alela DQB1*02 Vysoké
DQ2.x Dve¢ alely DQB1*02 Vysoké
DQ2.x Jedna alela DQB1*02 Nizké

DQx.5, X.x Velmi nizké

(Tabulka a popis prevzaty z Megiorni et al., 2012).
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Na zaklad¢ téchto poznatkli byly zpracovany vystupy zreal-time PCR, pficemz
jednotlivé pozitivni alely byly piifazeny ke konkrétnimu haplotypu, jak 1ze vidét na obrazku
¢. 12. Dédicnost HLA gent neni fizena volnou kombinovatelnosti, naopak se jednd o geny
vazané, tudiz jsou dédény ,.en bloc* od rodicl jako haplotypy, mezi nimiz dochézi jen

sporadicky ke crossing overu.

Z rodokmenu na obrazku ¢. 12 lze vy¢ist plynulou dédi¢nost HLA znaki, které si lze
povsimnout ve vSech tiech generacich vysetienych klientl. U pacientky K. K. (P) lze spattit
zdédeéni HLA gent jak od otce, tak od matky, stejn€ jako u jeji sestry V. K. Mezi sourozenci
lze pozorovat nosicstvi velmi podobnych rizikovych HLA alel, pfi¢emz choroby se vyvinuly
pouze u jedné z nich, coz dava tusit ovlivnéni vnéjsimi podminkami a potvrzuje multifakto-
ridlni profil autoimunitnich chorob asociovanych s HLA systémem, které neovliviiuje pouze

dédicna slozka, ale také ta environmentalni.

9.2 Vyhodnoceni dat z on-line dotazniku

V laboratoii GENLABS s.r.0. podstoupilo celkem 283 klientl vySetieni rizikovych alel
pro celiakii (mysleno od unora roku 2014). VSichni tito klienti podepsali pfed samotnym
vySetienim informovany souhlas se zpracovanim vzorkti a mimo jiné zminili, zda si pfeji

nebo nepteji byt z jakychkoli diivodii znovu kontaktovani.

Z 283 klientt jich 208 souhlasilo s opétovnym kontaktovanim a 75 jich vyjadfilo striktni
nesouhlas. Téchto 75 lidi jsem tedy z Setfeni vyjmula a dale se zabyvala jen témi 208, kteti
souhlasili. Z nich bylo nasledné¢ mozné oslovit presné 100, protoze ti v Zadance uvedli 1 svoji

e-mailovou adresu, kam bylo mozné dotaznik zaslat.

Ze 100 oslovenych pacientt jich dotaznik vyplnilo pouze 51. Sumarizovana data uvadim
v tabulce (viz Tabulka XV). Da se fici, ze 53 % dotazanych (27 klientt z 51) uvedlo, Ze
nema diagndzu ani potvrzenu, ani vyvracenu, nebot’ nepodstoupili ani jedno diagnostické
vySetfeni (sérologii nebo histologii). DalSich 41 % (21 klientd z 51) odpovédélo, ze ma
lékai'sky vyvracenu diagnézu celiakie, pfiCemz 19 znich pro potvrzeni podstoupilo
sérologické vySetieni protilatek, ale histologii nikoli, a pouze 2 zbyvajici podstoupili 1
biopsii. Z oslovenych lidi dotaznik vyplnili pouze 3 ti, kteti udajné maji 1€katsky potvrzenou
diagnozu celiakie. Dokladaji to odpovédi, Ze kromé vySetieni v laboratofi GENLABS s.r.o.

absolvovali i sérologii a histologii.
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Tabulka XIII znazoriiuje vztah mezi vysledky genetického vySetfeni provedeného

v laboratoii GENLABS s.r.0. a odpov€d’'mi z on-line dotazniku.

Tab. XIII. Vysledky vySetfeni rizikovych HLA alel a jejich korelace s daty z dotazniku.

Nevi (nebyli vyset-

Po- | V Vysledek Potvrzena Celiakie u jinych | Séro- | Histo- Jina Aplikuje DodrZuje bezlep- | Zad&al/a ji drZet pfed
hlavi | &k | vySetfeni diagnoza Clenii rodiny logie | logie | choroba | inzulin? kovou dietu? vySetienim?
ena | 36| DOXx | Nepotvizena | Vi (n;ebn’gl VySet | Ne Ne | Zadna Ne Ne Nedrzi
M Nevi (nebyli vyset- Vysoky Kvili sobé. Citi se
zena | 73 DQX.x Nepotvrzena feni) Ne Ne tlak Ne tak lépe. Ne
muz | 74| DOx5 | Nepotvrzena | NeVi (“:e‘zh WS | Ne | Ne | Zadna Ne Ne Nedr#

zena | 39 DQx.5 Nepotvrzena feni) Ne Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
muz | 10|  DQ2 Nepotvrzena | Vi (mebylivySet- | o |, | Dermati- Ne Ne Nedrzi
feni) tida
muz | 8 | DQx5 | Nepotvrzena | NeVi (“;e':l’g‘ vySet | Ne | Ne | Zadna Ne Ne Nedrzi
Autis-
N . Nevi (nebyli vyset- mus, o
zena | 8 negativni Nepotvrzena feni) Ne Ne nemoci Ne Ne Nedrzi
ledvin
muz | 5 negativni | Nepotvrzena Nevi (n;::l}g] vySet- Ne Ne | Ekzémy Ne Ne Nedrzi
. - Pohybo-
muz | 45 | negativni | Nepotvrzena Nevi (n? byli vySet- Ne Ne vy Ne Ne Nedrzi
feni) aparat

Nevi (nebyli vyset-

muz | 50 | DOQx5 Celiakii | Nevi (nebylivySet- | Ao | Ne | Nevi Ne Ne Nedrzi
nema feni)
muz | 19 | negativni Celiakii Matka Ano | Ne |Dermat- Ne Ne Nedrzi
nema tida
muz | 49 DQX.x Nepotvrzena Netet Ne Ne Zadna Ne Ne Nedrzi
Lakto-
Zova
intole-
zena | 56 DQ2.2 Nepotvrzena Nevi (n?bYII vyset: Ne Ne rancg: Ne Kvili SObf" Citi se Ano
feni) borelio- tak Iépe.
za,
fybro-
myalgie
muz | 51| negativni | Nepotvrzena | Vi (n;;’g‘ Vst | Ne | Ne | Zadna Ne Ne Nedr
muz | 24 | DQ2.5, DQ8 | Nepotvrzena Matka Ne Ne Nevi Ne Ne Nedrzi

muz | 34 DQX.x Nepotvrzena feni) Ne Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
muz | 28| DQx5 ciﬁ';“ Sestfenice Ano | Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
Jena | 57 | DQXx Celiakii | Nevi (nebylivySet- | o | Ne | 7Zadna Ne Ne Nedrzf
nema feni)
sena | 37| DQ25 Nepotvrzena | Vi (“;;yi;‘ VySet | e Ne | Zadna Ne Ne Nedrzi
Jena | 52 | negativni Celiakii Synovec Ano | Ne | cHopN Ne Kviili sobe. Citi se Ano
nema tak Iépe.
zena | 70 DQ8 Nepotvrzena | Vi (mebylivySet- | Ne Nevi Ne Kvili sobé, Citi se Ne
feni) tak Iépe.




Zena | 53 DQx.5 Nepotvrzena Nevi (ng)rf;;l vyset- Ne Ne Nevi Ne Ne Ne
yena | 25| DQx.5 Celiakii Sestrenice Ano | Ne | Zadna Ne Ne Ne
nema
Zena | 19 DQ8 S Sestfenice Ano | Ne | Zadna Ne Ne Ne
nema
Jena | 45 DQ8 CallEl Netef Ano | Ne | Zadna Ne Ne Ne
nema
zena | 12| DQx.5 Celiakii Sestienice Ano | Ne | Zadna Ne Ne Ne
nema
muz | 32 DQ2 Nepotvrzena Nevi (nisb){ll vyset- Ne Ne Bechté- Ne Kvili sob[e. Citi se Ano
feni) rev tak Iépe.
Zena | 46 DQx.5 Nepotvrzena Nevi (nve "Y.“ vyset- Ne Ne Nevi Ne Kvali SOb,e' Citi se Ne
feni) tak Iépe.
o | 41 DOX.X Cellakrll Nevi (nf:b){ll vyset- Ano Ne Nevi Ne Kvili sob'eA Citi se Ne
nema feni) tak 1épe.
yena | 44 |  DQX.x Nepotvrzena | Nevi (n:;yil)l VYSe | Ne Ne Zadna Ne Ne Nedrzi
sena | 51 DOX.X Cellakrll Nevi (nf:b){ll vyset- Ano Ne Zadna Ne Kvili sob'eA Citi se Ne
nema feni) tak 1épe.
muz | 34 DQX.x Nepotvrzena Nevi (n:;yiil vyset- Ne Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
sena | 54| DQxS5 Celiakii | Nevi (nebylivySet- | Ao | Ao | 7Zadna Ne Ne Ne
nema feni)
Jena | 56 | DQXx Celiakii | Nevi (nebylivySet- | pp; | g Nevi Ne Ne Nedr#
nema feni)
sena | 43 | DQ2.5/DQ2 | Nepotvrzena | NeVi (“fe;yi;‘ VySe | Ne Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
Jena | 64 | DOX5 Celiakii Netef Ano | Ano | Zadna Ne Kviili sobé. Citi se Ne
nema tak 1épe.
muz | 63 DQ2.5 Nepotvrzena | Nevi (“;’;yi])‘ VYSet | e Ne Nevi Ne Ne Nedrzi
mur | 33 DOX.5 Cellak]ll Nevi (nf:b){]l vySet- Ano Ne Ekzémy Ne Kvali sob[e. Citi se Ne
nema feni) tak Iépe.
muz | 53 DQ2 Nepotvrzena Sestienice Ne Ne Zadna Ne Ne Ne
vema | 75|  DQ2 Coliakiims || 1NoVi (mebylivylet- | 0 | ppg | VISOKY Ne Ano Ano
feni) tlak
muz | 72 DQx.5 Ce"ak,“ Snacha Ano Ne zakal Ne Kvili SOb?' Citi se Ano
nema tak 1épe.
muz | 57 DQ2 Nepotvrzena Nevi (n:;zzl)l vyset- Ne Ne Nevi Ne Ne Ne
Zena | 37 DQX.x Nepotvrzena Nevi (n:;zzl)l vyset- Ne Ne Nevi Ne Ne Ne
Jena | 47 DQ2.5 Nepotvrzena | Vi (“:;yil)‘ VYSe | Ne Ne | Zadna Ne Ne Ne

Z tabulky XIII vyplyva to, co se podatilo dokézat jiZz v kazuistice pacientky K. K., a
to multifaktoriélni profil autoimunitnich chorob asociovanych s HLA systémem. Patrné je to
predevsim u klientti, u kterych bylo genetickym vySetfenim odhaleno nosicstvi rizikovych
alel pro celiakii (DQ2, DQS, DQ2.5, ...), a ptesto u nich doplitkova vySetfeni prokazala, ze
celiakii nemaji — viz klienti oznaceni v tabulce modrou barvou. Ostatni s vyvracenou
diagnézou celiakie patii mezi nositele alel s minimalnim rizikem pro vznik celiakie (DQX.x,

DQx.5), pfipadné jsou zcela negativni.

Tii1 pacienti s potvrzenou diagnozou celiakie jsou nositeli vysoce rizikovych alel pro celiakii.

V tomto piipad¢ se jedna o alely DQ2 a DQ2.5. Ti jsou v tabulce oznaceni oranzove.

Vysledky z dotazniku nejsou statisticky signifikantni, zejména kvili nizkému poctu
relevantnich odpovédi. Pro dalsi ucely prace bylo s kohortou pacientli laboratore GENLABS

nadale zachéazeno jako s ptipady se suspektni diagndzou celiakie.
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9.3 Sumarizace dat o pacientech laboratore GENLABS s.r.o.

Nasbirana data o pacientech, kteii v GENLABS s.r.0. podstoupili vySetfeni rizikovych
alel asociovanych s celiakii, jsem zaznamenala do tabulky v programu Excel. Ttidila jsem se

ptedevsim podle nize zminénych kritérii:

a) Pohlavi — muz/Zena

b) Rok narozeni

¢) Laboratorni identifika¢ni &islo (LIC) pacienta

d) Kit pouzity pro vySetieni — Protrans/Eligene Coeliac/HISTO Type

e) Metoda vySetteni — SSP PCR/real-time PCR

f) Vysledek — negativni/pozitivni ve smyslu konkrétniho haplotypu (napr. DQ2, DQS,
...)

g) Vysledek podrobné — seznam vysetrenych alel (napr. DQAI*03:01, DOBI1*02:01,
...)

Podle téchto parametrd jsem rozdélila kohortu pacienti takto:
e Pomér muzi vs Zeny 92:191

e 7 283 vysetfenych pacientii je 133 nositelem néjakého rizikového haplotypu DQ.
Shrnuje tabulka XIV.

Tab. XIV. Rizikové haplotypy a pocCty jejich nositelii podle vysledkii laboratore GENLABS.

Haplotyp  DQ8 DQ2 DQ25 DQ2.5/DQ2 DQ2.5/DQ8 DQ2/DQ8 DQ2/DQ7 DQ2.2

Pocet 26 | 45 53 3 3 1 1 1

Potet | 195 | 33,8 | 39,8 2,2 2,2 0,75 0,75 | 0,75
v procentech
%

* vysledek podle kitu Protrans

e 7283 pacienti je 50 nositelem haplotypu DQx.5, asociované¢ho s minimalnim

rizikem propuknuti celiakie.

e 7283 pacientll je 100 téch, ktefi nemaji Zadny rizikovy haplotyp pro vznik celiakie.
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Vsechny uvedené udaje shrnuje graf na obrazku 13.
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Obr. 13: Vysledné haplotypy zjisténé u pacientii vySetienych v laboratoii GENLABS s.r.o.
Pocty vySetfenych pacientl podle véku shrnuje tabulka ¢. XV.

Tab. XV. Pocty klientii podle vékové kategorie.

Vékovi kategorie  0-9  10-19  20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70 a

(let) vice
Potet vySetfenych 33 18 15 41 57 61 42 16
Z toho nositeli riz. 15 9 9 22 25 30 14 8
haplotypu

Rozdéleni pacientli podle v€ku shrnuje graf na obrazku 14. Svétle modré sloupce zndzoriiuji
fakticky pocet lidi v jednotlivych vékovych rozmezich, oranZové sloupce zobrazuji pocet

nositeld nékterého rizikového haplotypu.

70 57 61
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Obr. 14: Rozdé€leni a pocty klientl laboratore GENLABS s.r.0. podle vékové kategorie.

Podle grafu (obr. 14) bylo nejvice vysSetfenych klientlh ve vékovém rozmezi 30—69 let, tzn.
dospéli pacienti. Ve vySetfovaném vzorku byli zastoupeni 1 détsti pacienti a senioii nad 70

let. Kohorta byla tedy rozmanit4 a obsahla v§echny vékové kategorie.

9.4 Distribuce rizikovych HLA alel u klienti GENLABS s.r.o.
Pacienti laboratoire GENLABS s.r.0. patfi do skupiny lidi se suspektni diagnézou

celiakie.

Distribuce vySetienych HLA alel z laboratofe GENLABS s.r.o0. je znazornéna na

obrazku ¢. 15.

<t DRBI*II
DQAI*05:05 ..
DRBI*03
DOAI*05:01
DOBI*03:01
DOBI*02:01
DOAI*02:01
DRBI%7/N G /\poA1*0301
DEBI*03:02 @ DOBI1%02:02
/\ DRBI%04
/\ DoB1+3:01 A pos10302
DRBI*04 @ DQAI*05:05
prErsn NN /A DoBI#02:01
| A
DRBI#)3
DQAI*03:01 A
DOAI*5:0]
DQOBI*0 0:.
DRBI*0
o DOAI*02:01
T | s A F :

Obr. 15: Distribuce vySetfenych HLA alel laboratote GENLABS s.r.0. (CCA analyza, I. a 1.
ordinacni osa dohromady vysveétluji 34,26 % variability).

Vysvétlivky: @ pozitivni alela (potvrzend)
A negativni alela (nepotvrzend)

Tabulka XVI. shrnuje pocty jednotlivych alel v kohort¢.
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Tab. XVI. Zastoupeni jednotlivych alel ve skupiné pacientii laboratoie GENLABS s.r.0.

Zastoupeni v kohorté Frekvence (%)
DQA1*05:01 107 38
DQA1*05:05 26 9
DQA1*02:01 22 7
DQA1*03:01 89 31
DQB1*02:01 95 33
DQB1*02:02 33 11
DQB1*03:01 18 6
DQB1*03:02 37 13
DRB1*04 77 27
DRB1*03 43 15
DRB1*07 32 11
DRB1*11 26 9

Nejvice je ve vySetfovaném vzorku zastoupena alela DQA1*05:01 spolecné s alelou
DQB1*02:01 (tvoti haplotyp DQ2.5 pozitivni). Déle miizeme pozorovat nemaly vyskyt alel
DQA1*03:01 a DQB1*03:02 (tvotici heterodimer DQ8). K témto alelam se ptidava jeste
DRB1*04, jez je Casto spojena pravé s alelou DQB1#03:02 (obr. 15) Ve ¢tvrtém kvadrantu
vidime vazbu mezi alelami DQA1*02:01 a DQB1*02:02 (tvofi haplotyp DQ2.2), k nimz se
pfipojuje alela DRB1*07. Nékteré studie potvrzuji vazbu mezi alelami DQA1*05:05 -
DQB1*03:01 - DRB1*11 (obr. 15).

Pti statistickém zpracovani byly pouzity jesté zavislé proménné ,,pohlavi* a ,,vek*,

které vSak nebyly statisticky priikazné.

9.5 Sumarizace dat o pacientech UHKT a VEN v Praze
Po domluvé s Ing. Milenou Vranou a MUDr. Peterem Szitdnyim, Ph.D. mi byla do

diplomové prace poskytnuta skupina 70 pacientt s potvrzenou diagnézou celiakie. Choroba
u nich byla prokdzana na zéklad¢ vysokych titrti vySettenych protilatek (anti-tTG IgA), jez
musely piesdhnout hodnotu 100 U/ml. Timto byla potvrzena diagnéza u non- biopsy
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pacientt, kterych bylo 41. Zbyvajicich 29 lidi bylo diagnostikovano biopsii. HLA typizace u
téchto pacientli byla v naprosté vétSiné ptipadt provedena metodou SSP PCR. U nejasnych

vysledki byla provedena doplitkova real-time PCR.
Pomér muzi vs Zeny 23:47.

Vsichni potvrzeni celiaci jsou nositelé vysoce rizikovych HLA haplotypii, coz znazoriuje
tabulka XVII, ktera mimo jiné porovnava poéty pacientl s rizikovymi haplotypy z UHKT a
VFN v Praze a laboratofe GENLABS s.r.o.

Tab. XVII. Porovnani rizikovych haplotypli u pacientli s potvrzenou celiakii z Prahy

s pacienty laboratore GENLABS s.r.0.

Pacienti z UHKT a VFN Pacienti z GENLABS s.r.o.
Rizikovy haplotyp Pocet pacientt Rizikovy haplotyp Pocet pacientt
DQ2.2 3 DQ2.2 1
DQ2.5 31 DQ2.5 53
DQ2.5/DQ2.2 12 DQ2.5/DQ2 3
DQ2.5/DQ8 5 DQ2.5/DQ8 3
DQ2.x 4 DQ2 45
DQ2/DQ8 7 DQ2/DQ8 1
DQ2/DQ7 1
DQs8 8
DQ8 26

Tabulka XVIII. zobrazuje zastoupeni jednotlivych alel u potvrzenych celiaka.

Tab. XVIII. Zastoupeni alel u potvrzenych celiakti.

Zastoupeni v kohorté Frekvence (%0)
DQA1*05:01 39 55
DQA1*05:05 10 14
DQA1*05 17 24
DQA1*02:01 28 40
DQA1*03 10 14
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DQA1*03:01 21 30

DQB1*02 23 32
DQB1*02:01 41 58
DQB1*02:02 28 40
DQB1*03:02 29 41

9.6 Distribuce rizikovvch HLA alel u potvrzenvch celiaku

Pacienti z Kliniky détského a dorostového 1ékarstvi VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze a Ustavu hematologie a krevni transfiize tamtéz patii mezi lékatsky potvrzené

celiaky.

Obrazek 16 znazornuje distribuci rizikovych HLA alel u diagnostikovanych piipadu.

DoA1+05:05 @)
b DOAI*0501
DOBI®OIG A
DQA1#02:01
DQAI*
1 Dgg*ﬁ:
DQOBI1+)2:02
[ ] DOBI*30] DOAI*R
A D4
J A DOBI*0242
D@B.
A Dpoarzosss O
b A @ Dosi+03.01
Sk @oo5:1+03.02
A
DOA1*05:01
DQBI1*02:01
(4p) DA @
v

Obr. 16: Distribuce rizikovych alel u pacientti s potvrzenou celiakii. (CCA analyza, I. a II.

ordinacni osa dohromady vysvetluji 44,61 % variability).
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Vysvétlivky: @ pozitivni alela (potvrzena)
A negativni alela (nepotvrzend)

Ve skupiné potvrzenych celiakli jsou opét nejvice zastoupeny alely DQA1*05:01 a
DQB1*02:01 (tj. haplotyp DQ2.5). Déle si muzeme vSimnout pritomnosti alely
DQB1*03:02 v pomérné velikém poctu, jenz je viditelné ve vazbé s alelou DQA1*03:01 a
tvofi heterodimer DQS8 (obr. 16). Za povSimnuti stoji vazba mezi alelami DQA1*02:01 -
DQB1*02:02, které vytvareji haplotyp DQ2.2, stojici za prokazanou predispozici k celiakii.
Alely DQA1*05 a DQB1*02 ve vazbé vytvari haplotyp DQ2, souvisejici s vysokym rizikem

pro vznik onemocnéni (obr. 16).

Pii statistickém zpracovani byly pouzity jesté zavislé promeénné ,,pohlavi® a , vék™,

které vSak nebyly statisticky pritkazné.

9.7 Vliv faktoru diagnozy na distribuci HL A alel v obou kohortach

Zajimal nas vliv faktoru ne/potvrzeného onemocnéni na rozptyl alel, tentokrat v obou
kohortach. Za timto ucelem byly obé skupiny pacientti (suspektnich i prokdzanych) slouceny

a zpracovany najednou.

Obrazek 17 zobrazuje distribuci HLA alel v zavislosti na diagnoze.
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Obr. 17: Vliv diagnozy na distribuci HLA alel u obou kohort pacientt (DCA analyza, 1. a II.

ordinacni osa dohromady vysveétluji 21,43 % variability).

Vliv faktoru potvrzend/nepotvrzena diagnéza byl signifikantni (DCA analyza;

Pseudo-F = 19,0; P = 0,002). Z grafu (obr. 17) je zfejmé, ze v pravych kvadrantech se

nachazi pacienti s potvzenou diagnézou. NejCastéji se u nich spole¢né vyskytovaly alely

DQA1*05 — DQB1*02 (DQ2), DQA1*05:01 — DQB1*02:01 (DQ2.5), DQA1*02:01 —

DQB1#02:02 (DQ2.2).
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10 DISKUZE

HLA systém patii mezi nejkomplexnéjsi a nejpolymortnéjsi soustavy v lidském téle. Kazdy
jedinec nese svou unikatni skupinu HLA alel, jedinou vyjimku tvoii monozygotni dvojcata.
Zakladni ulohou HLA systému je predkladat cizorod¢ antigeny bunikdm imunitniho systému
(ptedevsim vsak T-lymfocytlim), coz je esencialni piedpoklad pro vznik imunitni reakce,

ktera ma za ukol chranit pied invazi mikroorganismi.

Jednou zprvnich nemoci, u které byla prokdzdna asociace s HLA systémem, byla
ankylozujici spondylitida, jejiz spojitost s alelou HLA-B27 byla potvrzena vroce 1973
(Brewerton et al., 1973). Od té doby se rozvinuly masivni studie desitek chorob pro jejich
moznou asociaci s HLA alelami, a u vice nez 50 z nich byla spojitost prokdzdna. Nemoci
asociované s HLA systémem maji n¢kolik spole¢nych rysii: jednéd se vétSinou o nemaligni
chronickd onemocnéni pfevazné autoimunitniho typu, a velikd &ast téchto chorob je
multifaktoridlnich, tzn. k propuknuti je nutnd souhra genetickych a environmentalnich
faktori (Ceccerelli et al.,, 2017), pfiemz environmentalni slozky, jako cizorodé

mikroorganismy nebo stres, slouzi jako spoustéce daného onemocnéni.

V ramci praktické ¢asti své diplomové prace jsem se zabyvala celiakii, coZ je pomé&rné
vazné, imunitn¢ zprostfedkované systémové onemocnéni, vyvolané u geneticky
predisponovanych jedincti glutenem a jemu podobnymi slozkami (Frithauf et al., 2016).
MUDr. Frithauf také dodava, Ze prevalence tohoto onemocnéni v Ceské republice &ini

zhruba 1:250-300 v celém v€kovém spektru a postizengjsi byvaji Zeny (Friihauf et al., 2007).

Nas prvotni zajem smétfoval k zajimavému piipadu pacientky K. K., kterd kromé toho, Ze
v laboratofi GENLABS s.ro. figurovala jako klient, sama zde vypracovavala svou
bakalafskou praci, jejimz stézejnim bodem bylo vySetfeni sebe a svych rodinnych
piislusnikd. S jejim dovolenim jsem mohla ziskana data pouzit ve své diplomové praci jako
pfipadovou studii. VySetfeni ¢lent rodiny pfineslo jednozna¢ny vysledek — vSichni jsou
nositeli rizikovych alel pro vznik celiakie, ale pouze u pacientky K. K. doslo k rozvoji
celiakdlni sprue a diabetu 1. typu. Ostatni pfibuzni maji ob& onemocnéni lékatsky vyloucena.
Tim jsme potvrdily teze ve studiich Sollida, Vojdaniho, Ceccerelliho a dalSich, ktefi ptisuzuji
vznik celiakie (v pifipadé¢ Vojdaniho i1 jinych autoimunitnich onemocnéni) souhie mezi
genetickymi a environmentalnimi faktory (Sollid et al., 2004; Vojdani et al., 2014; Ceccerelli

et al., 2017). Jak bylo zminéno v kazuistice, pacientka K. K. je geneticky predisponovany
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jedinec, u kterého ale az vleklé stievni onemocnéni v détském veéku vyvolalo celiakii.

Zdaleka nejvétsi ¢asti diplomové prace bylo zpracovani dat laboratore GENLABS s.r.0., a to
konkrétn¢ se zamétenim na pacienty vysSetfené na rizikové alely pro vznik celiakie. Soucasti
zpracovani soubort laboratofe bylo vytvofeni on-line dotazniku, ktery by pomohl rozdélit
kohortu vysetfenych klientii na ty s potvrzenou/vyvracenou diagndézou. Na samotném
pocatku bylo potieba k pacientim ptistupovat odlisn€, nebot’ zde se jednd o klienty
samoplatce, kteti ve vétSin¢ pripadli podstoupili vysetieni rizikovych HLA alel na vlastni
zadost a nikoli na doporuceni lékate, jak tomu byva v jinych zdravotnickych zafizenich.
Nebylo mozné oslovit vSechny klienty, ale pouze ty, ktefi souhlasili s opétovnym
kontaktovanim v pfipadé dotazii nebo upfesnéni vysledkii. Tim se pocet kontaktovanych
zna¢né snizil. Déle bylo potieba vzit v uvahu, ze klienti samoplatci nejspise nepodstoupi
sérologické vySetfeni nebo biopsii, obzvlast pokud si nechali rizikové HLA alely vySetfit
napf. jen ze zajimavosti a bez ptredchoziho klinického doporuceni. Takovych pacienti byla
nakonec naprostd vétsSina, jak dokazuje tabulka na str. 70. Z nékolika odpovédi jsme ud¢lali
odpovidajici zavér (statisticky nepritkazny). I zde jsme potvrdily zminéné teze o souhfe
predisponujicich genli a environmentalnich faktorti, nebot’ z dotazniku vyplyva, Ze pouhé
nosi¢stvi rizikovych HLA alel nezarucuje propuknuti celiakie, jak lze spatfit u nositel
rizikového haplotypu, u kterych byla diagnéza 1€ékafem vyloucena. Skutecnost kromé jinych
potvrzuje 1 MUDr. Peter Szitanyi, Ph.D., ktery tika, Ze molekuly HLA jsou nutnym, avSak
nedostacujicim spoustécem celiakie (Szitanyi et al., 2019). U potvrzenych celiak je takika
100 % jistota nosic¢stvi rizikovych HLA alel, jak tvrdi i MUDr. Pavel Frithauf, CSc ve své
studii a dodava, ze haplotyp DQ2 ma 95 % pacientl s celiakii a vétSina ze zbyvajicich 5 %
pacient ma heterodimer DQS. Je nutné vsak brat v uvahu, ze piiblizn¢ 35-40 % zdravych
lidi ma také tyto haplotypy, celiakii vSak onemocni pouze 1 % populace (Friihauf et al.,
2016), coz také poukazuje na skutecnost, Ze mit predisponujici HLA geny k propuknuti
choroby nestaci (Sollid et al., 2013).

Odpovédi z dotazniku nakonec nebylo dost na to, aby se kohorta pacientli laboratote
GENLABS s. 1. 0. dala jednoznacné rozd¢lit na piipady potvrzené nebo vyloucené diagnozy
celiakie. Nadale tedy byla skupina povazovana za suspektni. Nejzastoupengj$i alelou
v kohort¢ byla alela DQA1*05:01, ktera spole¢né s alelou DQB1*02:01 (druha nejcastéjsi ve
skuping) vytvaii sérologicky ekvivalent DQ2.5 pozitivni. Z obr. 15 vyplyva, Ze geny jsou

v pomérné tésné blizkosti, coz naznacCuje vazbu mezi témito dvéma alelami a dédéni ve
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formé vySe zminéného haplotypu. Ploski et al. jiz ve své studii z roku 1993 postuluje, ze
citlivost k celiakii je zptsobena hlavné konkrétnim HLA-DQ heterodimerem koédovanym
geny DQA1*05:01 a DQB1*02:01 bud’ v cis nebo v trans poloze. Navic zminuje nositele
alel DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 a DRBI1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:01
z hlediska vy$si nachylnosti k celiakii (Ploski et al., 1993). Graf (obr. 15) potvrzuje blizkost
genit DQA1*05:01 a DQB1*02:01, pficemz alela DRB1*03:01 je také pomérné té€sné u nich.
Stejn¢ tak gen DQA1*02:01 se nachazi velice blizko alele DRB1*07:01, coz prokazuje
nejen Ploskiho studie, ale naptiklad i ¢lanek Wongsurawata et al., ktery postuluje vazbu mezi
geny DRB1*07 a DQA1*02:01, k nimz podle ngj patii jest¢ alela DQB1*02:02. Takto tvoii
haplotyp rizikovy kromé jiného napiiklad ke Gravesové chorobé (Wongsurawat et al., 2006).
Souvislost mezi geny DRB1*07-DQA1*02:01- DQB1*02:02 jsme prokazali 1 my. Jelikoz
pacienti laboratofe GENLABS s.r.0. byli brani jako ti s nepotvrzenou celiakii, na vysetfené
HLA alely nebylo tedy nutné nahlizet jako na ty spjaté pouze s glutenovou enteropatii, ale
mohla byt pozorovdna i mozna asociace s jinymi autoimunitnimi chorobami. Napftiklad
n¢kolik alel HLA-DQBI je spojenych se zvySenym rizikem vzniku diabetu 1. typu (Todd et
al., 1990). Alely DQB1*02:01 a DQB1*03:02 ptfedstavuji vysoké riziko, které je Castecné
sdileno s lokusem HLA-DR (sérotyp DR3 salelou DQB1*02:01 a DR4 salelou
DQB1*03:02) (Todd et al., 1997; Redondo et al., 2001). Dale stoji za zminku Gravesova
choroba. Asociace HLA alel s timto onemocnénim, zejména alely DRB1*03 (Bech et al.,
1977) a DQA1*05:01 (Yanagawa et al., 1993) a DRB1*03-DQB1*02-DQA1*05:01
haplotyp, byla patrnd jak v pfipadovych, tak v rodinnych studiich (Heward et al., 1998).
Bolstad et al. ve své studii uvadi spojitost alel DRB1*03-DQB1*02-DQA1*05:01
souvisejici s predispozici k Sjogrenové syndromu (Bolstad et al., 2001). Cetné studie ale
pfichazeji se zajimavymi poznatky pravé o celiakii. Obecné jsou DQA1*05 a DQB1*02
pfitomny v cis pozici na haplotypu DR3 (DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01) nebo v
trans pozici na haplotypech DRS5/DR7 (DRB1*11/12-DQA1*05:05-DQB1*03:01;
DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02). Tésnou blizkost vSech téchto genl jsme prokézali
také. Nekteré experimenty navic potvrdily, ze homozygotnost DQB1*02 je obvykle spojena
se zvySenym rizikem a agresivnéj$Simi formami celiakie. Téméi vSichni DQ2.5 negativni
pacienti (5-10 %) nesou DQS8 heterodimery kodované geny DQBI1*03:02, obvykle v
kombinaci s variantou DQA1*03 v cis poloze na haplotypu DR4 (DRB1*04-DQA1*03:01 -
DQB1*03:02) (Kagnoff et al., 2007; Megiorni et al., 2008; Karell et al., 2003; Alshiekh et
al., 2017). Haplotyp DRB1*11-DQA1*05:05-DQB1*03:01 je asociovan s neonatal lupus
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erythematosus (NLE) (Miyagawa et al., 1997).

Diky datim z Kliniky détského a dorostového lékaistvi (KDDL) a Ustavu hematologie a
krevni transfaze (UHKT) v Praze jsme méli moZnost porovnat kohortu nepotvrzenych
celiakl s potvrzenymi piipady (obr. 16). Vzorek sestaval ze 70 pacientt, u kterych byla bud’
vysetienim protilatek nebo biopsii diagnostikovana enteropatie. Také v jejich ptipad¢ patiily
alely DQA1*05:01-DQB1*02:01 k nejzastoupenéj$im. Nobrega ve svém c¢lanku uvadi, ze
vétSina pacientl s celiakii nese pravé specifickou genetickou varianci HLA-DQ2 -
DQAT*05:01, DQB1*02:01 — znamou jako DQ2.5 (Nobrega, 2018), coz prokézaly i
vysledky nasi kohorty potvrzenych ptipadi (obr. 16). Ing. Milena Vrana ve své prezentaci
LHnterpretace nebéznych haplotypti celiakie” predkladad frekvence vyskytu HLA alel
asociovanych s celiakii v ¢eské populaci. S pomoci dat uvedenych na internetovém portalu
www.allelefrequencies.net dosla k zavéru, ze frekvence vyskytu alely DQA1*05:01 v Ceské

populaci je 20-50 %, stejné tak u alely DQB1*02:01 (Vrana, 2016). Dale zmitiuje frekvenci

30 % u genu DQA1*02:01, jenz v nasi skupin€ ¢ini dokonce 40 %. Na druhou stranu podle

internetového portalu www.allelefrequencies.net je frekvence alely DQA1*05:05 asi 35 %,
ale v nasi kohorté se vyskytovala s frekvenci jen 14 %. Stejné tak nedoslo ke shodé¢ u genu
DQB1*02:02 — v piipadé celé ceské populace frekvence osciluje n€kde kolem 20 %, ale
v ptipad¢ naSi skupiny c¢inila 40 %, coZ je pravdépodobné zpisobeno malym poctem
participantll v testované skupiné. Alela DQB1*02:02 tvofi spolecné s genem DQA1*02:01
haplotyp DQ2.2., ktery jesté¢ v roce 2012 nebyl v ESPGHAN pamfletu (Guidelines for the
Diagnosis of Celiac disease, 2012) uvadén jako predispozi¢ni pro celiakii. Ale pravé tym
v Cele s pani Ing. Vranou a panem MUDr. Szitdnyim Ph.D. vypracoval studii, ve které
identifikoval tento genotyp u Ceskych déti s prokazanou diagnozou celiakie, tudiz i podle
jinych podobnych studii (Mubarak et al., 2013) je nutné tento haplotyp povaZovat za
predispozi¢ni (Szitanyi et al., 2018). V piipad¢ kohorty potvrzenych pacientii je haplotyp
DQ2.2 (1. DQ2.2 1 DQ2.5/DQ2.2) zastoupen vice nez haplotyp DQS, jenz je povazovan za
druhy nejrozsifencjsi hned po haplotypu DQ2. Na druhou stranu ve skupiné nepotvrzenych
(suspektnich) celiakli (obr. 15) figuroval pouze jeden pacient s haplotypem DQ2.2, coz
naznacuje, ze i pres nezanedbatelnou ptitomnost u diagnostikovanych jedincii, stale se jedna
o pomé&rné raritni haplotyp. Murray, Karell a Pietzak et al. ve svych studiich uvadéji 10 %
frekvenci haplotypu DQ?2.2 v ramci celé populace. Co se tyce celiakie, ¢ini frekvence DQ2.2
dokonce jen 1 %. Tato skuteCnost se pomérn¢ dramaticky meéni, jakmile se k haplotypu
DQ2.2 ptidda DQ2.5. V takovém ptipadé Cini frekvence haplotypu DQ2.2/DQ2.5 v ramci
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celé populace jen 2 %, ale u celiakli se tento kombinovany haplotyp objevuje s frekvenci
kolem 25 % (Murray et al., 2007; Karell et al., 2003; Pietzak et al., 2009). V nasi kohorté
potvrzenych ptipadil (obr. 16) €ini frekvence haplotypu DQ2.2 4 % z celku. Kombinovany
haplotyp DQ2.2/DQ2.5 se ve skupiné pacientii vyskytuje s frekvenci 17 %. Vzhledem
k poctu testovanych subjektii ve vzorku se nase vysledky pomérné shoduji s daty ze studii

jinych autort.

Za zminku stoji i subtypy alely HLA-DRB. Podle MUDr. Cinka je efekt molekuly
DQ modifikovan subtypem alely DRB1*04 nesené na DQB1*03:02-DQA1*03-DRB1*04
haplotypu (Cinek, 2002). Piesto u testované skupiny potvrzenych celiakli (obr. 16) miizeme
vidét prokazatelnost diagnostiky bez nutnosti detekce DRB subtypt. V prvni fad¢ zalezi na
komer¢nim kitu, ktery byl k vySetfeni pouzit, ale i tak na rozdil od vzorku suspektnich
pacientll, kde byly detekovany Ctyfi subtypy alely DRB1 (DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07,
DRBI1*11), v ptipad¢ potvrzenych ptipadli nevyvstala potieba tyto alely detekovat. Obecné
se ma za to, ze alely DRBI samy o sob& dokazi zvySovat riziko riznych autoimunitnich
onemocnéni, kam netadime jen celiakii, ale naptiklad 1 diabetes mellitus 1. typu (Soucek et
al., 2011) nebo revmatoidni artritidu (Gregersen et al., 1987). Z rozsitenych HLA haplotypi
byl haplotyp s nejsilnéj$im rizikem pro celiakii prokdzan u DRB3 ve spojeni s DQA1*05:01-
DQB1*02:01. V subpopulacni analyze ziistal tento haplotyp nejvyznamnéjsi u pacientli se
skandindvskou etnicitou, zatimco DRBI1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02 ptedstavoval
nejvyssi riziko celiakie u neskandindvcl. Data také odhalila odlisné riziko celiakie u
konkrétnich alel DRB3*01:01:02 nebo DRB3*02:02:01, coz naznacuje, ze rizné DRBI1
haplotypy ptedstavuji odlisné riziko pro vznik celiakie (Alshiekh et al., 2017). Jiz Michalski
se vroce 1996 zabyval alelami DRBI u pacientii s celiakii ze zapadniho Irska, geografické
oblasti s nejvyssi mirou vyskytu celiakie na svété. Potvrdil vysokou frekvenci HLA-DR3 v
této populaci a dokazal také prokazat dalsi riziko rozvoje celiakie zptisobené alelou HLA-
DR7. Vétsina pacienti bez DR3 byla heterozygotni pro DR7 a DR11 nebo 12 (DRS5), nebo
méla DR4. Kromé toho vSichni pacienti s celiakii (5 z 5) s DR4 méli haplotyp spojeny s
DQB1*03:02 alelou. Jeho zjisténi navic naznacuje roli genotypu DQ asociovan¢ho s DR4
pti rozvoji celiakie (Michalski et al., 1996). Megiorni et al. tikd, Ze obvykle jsou geny
DQB1*02 a DQAI1*05 prezentovany v cis konfiguraci spole¢né¢ s genem DRBI -
DRB1#03:01-DQB1*02:01-DQA1*05:01, nebo mén¢ cCasto v trans konfiguraci —
DRB1*11/12-DQB1#03:01-DQA1*05:05, popf. DRBI1*07-DQB1*02:02-DQA1*02:01
(Megiorni, 2012), coz dokazuje i graf (obr. 15). Geny DRBI souviseji se zvySenym rizikem
83



pro vznik onemocnéni, je tedy vhodné je vySetfovat spolecné s alelami DQA1 a DQBI,
nicméné¢ zalezi na moznostech a detekénich schopnostech jednotlivych komer¢nich

genotypizacnich kitd.

V zévéru statistického zpracovani dat doslo ke spojeni obou kohort pacienti za
ucelem zjisténi rozptylu HLA alel. Jako zavisld proménnd byl u DCA analyzy urcen faktor
ne/potvrzené diagnoézy celiakie, ktery byl prokazan jako statisticky signifikantni (obr. 17).
Faktor potvrzené diagnozy celiakie tedy mél na rozptyl alel vliv. V pravych kvadrantech
(obr. 17) lze vidét distribuci alel u diagnostikovanych pacientd. Stejné jako v piedchozich
pfipadech i1 zde se alely rozptylily takovym zplusobem, Ze vytvofily znamé ,shluky*
vypovidajici o tendenci k dédéni ve formé& haplotypti. V piipad¢ celiaki (obr. 17) jde
jednozna¢né o haplotypy DQ2 (DQAI*05 — DQBI1*02), DQ2.5 (DQAI1*05:01 -
DQB1*02:01) a DQ2.2 (DQA1*02:01 — DQB1*02:02). Striktnimu pravidlu o haplotypech
se ponckud vymyka alela DQA1*05:05. Ta je strukturné podobnd alele DQA1*05:01 z
DQ2.5 haplotypu. Kdyz jsou produkty genu DQA1*05:05 nebo DQA1*05:01 vystaveny na
bunécny povrch, stavaji se fetézci a5. Genové produkty DQB1*02:02 a DQB1*02:01 jsou
témer totozné a funguji podobné, tudiz vysledkem mize shodny fenotyp piesto, ze se
geneticky jednd o dva riizné haplotypy (Louka et al., 2002; Mandaskova, 2013). Alela
DQAT1*05:05 se velmi Casto vyskytuje spole¢né s genem DQB1*03:01 a vytvaii haplotyp
DQ7.5 (ve starSich publikacich je oznacovan jako DQ2.5uans) (Pera et al., 2000). Gen
DQB1*03:01 ale komer¢nimi kity v Praze vySetfovan nebyl. Z heterodimeru DQ8 zbyla
vpravém kvadrantu jen alela DQB1*03:02 jako prikaznd. Alely DQA1*03:01,
DQB1*03:01 a vSechny alely DRBI1 se posunuly do statisticky nesignifikantnich kvadranti.
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11 ZAVER
V diplomové praci jsem se zabyvala problematikou autoimunitnich chorob
asociovanych s HLA systémem. Stézejnim tématem praktické casti byla celiakie a

genotypizace rizikovych HLA alel souvisejicich s timto onemocnénim.

Za vybérem tématu stdlo prohldSeni ESPGHAN z roku 2012, podle kterého nejvhodnéjsimi
nastroji k diagnostice celiakie jsou enterobiopsie a stanoveni protilatek proti tkanoveé
transglutamindze. Genotypizace HLA molekul se diky své takika 100 % negativni predikéni

hodnot€ hodi spise k vylouceni diagnozy.

Nasim cilem bylo peclivé zdokumentovat pacienty vySetfené na ptitomnost alel rizikovych
pro celiakii a zjistit, zda distribuce HLA alel v nasi kohorté bude v souladu ¢i rozporu s daty

ve studiich jinych autora.

Cile prace, které jsem si stanovila na zacatku, jsem splnila. Podafilo se mi sepsat uceleny
ptehled o celiakii a HLA alelach, které maji spojitost s timto onemocnénim, a v praktické
casti jsem si vyzkouSela sbér biologického materidlu, vySetfeni rizikovych alel a

v neposledni fadé€ 1 zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat.
Ze ziskanych dat vyvozuji tyto zaveéry:

e Byla potvrzena souhra mezi predisponujicimi geny a environmentalnimi faktory u
onemocnéni asociovanych s HLA systémem, ¢emuz odpovida fakt, ze pouhé

nosicstvi rizikovych alel nestaci k propuknuti nemoci.

e Nejzastoupené€jSimi alelami u potvrzenych 1 nepotvrzenych celiakd byly
DQA1*05:01 a DQB1*02:01, jakozto i haplotyp DQ2.5, coz odpovida zdvérim
dal$ich studii.

e Potvrdil se rozptyl HLA alel odpovidajici béZné€ rozsifenym halotypim.
e Faktor potvrzené diagndzy celiakie byl statisticky pritkazny.

e Data z on-line dotazniku nepfinesla zadné signifikantni vysledky, kromé toho, Ze i

zde bylo patrné, Ze nosi¢stvi rizikovych alel nezarucuje propuknuti celiakie.
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13 SEZNAM ZKRATEK

TNF (a, B) — Tumor necrosis factor (a, f3)

AIF1 — Allograft Inflammatory Factor 1
Hsp70 — Heat shock protein 70

TcR — T-cell receptor (T-bunécny receptor)

PTPN22 — Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22

CTLA4 — Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4

STAT4 — Signal transducer and activator of transcription 4

IL-2RA — Interleukin 2 (IL2) receptor alpha

CD 28 — Cluster of Differentiation 28 (kostimula¢ni receptor T-lymfocyti)
IRF5 — Interferon regulatory factor 5

GATA 3 — GATA binding protein 3

PAD4 — Peptidyl arginine deiminase, type [V

IL-1B — Interleukin-1 beta

BACH 2 — Broad complex-tramtrack-bric a brac and Cap'n'collar homology 2
RGS1 — Regulator of G-protein signaling 1

RGS 21 — Regulator of G-protein signaling 21

CCR 9 — C-C chemokine receptor type 9

TAGAP — T-cell activation Rho GTPase-activating protein

CBLB — Cbl proto-oncogene B

CCHCRI — Coiled-coil alpha-helical rod protein 1

BLK — B-cell lymphocyte kinase

CD 226 — Cluster of Differentiation 226
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BANKI1 — B Cell Scaffold Protein With Ankyrin Repeats 1
RASGRP3 — Ras guanyl-releasing protein 3

IKZF1 — IKAROS family zinc finger 1 protein

PRKCQ — Protein kinase C theta enzyme

SH2B3 — SH2B adapter protein 3

PTPN2 — Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2
anti-Ro/SSA — Anti-Sjégren’s-syndrome-related antigen A
anti-La/SSB —

MGUS — Monoclonal gammopathy of undetermined significance
PTGER4 — Prostaglandin E2 receptor 4

JARID1A — Histone demethylase that specifically demethylates 'Lys- 4' of histone H3
JMY — Junction-mediating and regulatory protein

ATG16L1 — Autophagy related 16 like 1

IL23R — Interleukin-23 receptor

IRGM — Immunity-related GTPase family M protein

SLCI1A1 — Natural resistance-associated macrophage protein 1
TNFAIP3 — Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
MDR1 — Multi-drug resistance gene 1

anti-TSHR — Anti Thyroid Stimulating Hormone Receptor
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14 PRILOHY

14.1 Tabulka onemocnéni asociovanych s HL A systémem

Choroba

RA

CS
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DRB1*
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04:01,
04:04,
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2 a HLA-
DQ 8);
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DQAL1*
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03:01,
05:01,
05:02;
HLA-
DQB1*
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03:01

Protektivni
alely
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DQB1*
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studie)

HI.
rizik.
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DRB1
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DQA1
(AMK
25 a 47),
HLA-
DQB1
(AMK
57 a 74),
HLA-
DQA1*
05:01 -
DQB1*
02:01;
DQAL1*
03:01-
DQB1*
03:02

Dalsi
rizik.
alely

HLA-B*
08 (AMK
9),

HLA-
DPB1
(AMK 9,
84),

HLA-
DOA (rs
378352),

HLA-B*
40:02

HLA-
DRB1
(AMK 9)
rs
2301226
(blizko
DPB1
genu)
HLA-B*
08:01,
39:06
HLA-
DQA1*
05:07,
05:11,
05:04,
05:10
HLA-
DQB1*
02:04,
02:06,

Prevalence

05-1%

celkové v
populaci
05 -2 %
v Evropé
1,5 %, lisi
se podle
regiont
(Finsko 2,4
%; Némec-
ko 0,3 %);
USA 1%

Riziko
propuknuti

u kutakd se
zdvojnaso-
buje

rizikovy
haplotyp
nese pii-
blizné 40 %
populace
(rozvoj
probéhne u
2-3%z
nich)

Non-
HLA Populace
molekuly

Kavkaz -
04:01,
04.04,
04:08;

Japonsko
- 04:05;
PTPN22,
CTLA4, Izrael -
STAT4, 01:01,
IL-2RA, 01:02;
CD 28,
IRF5, Indiéni -
GATA 3, 14:02;
PAD4,

IL-1B, Recko -
TNFa 10:04;
Latinska
Amerika
-01:01,
04:01,
04:04,
04:05
IL-2, IL-
21,
BACH?2, Evropa
RGSI, Amerika
RGS 21,
CCRY,
TAG AP

Referen-
ce

Matzara-
kietal.,
(2017);
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013);
Gough et
al.,
(2007);
Goéb et
al.,
(2008);
Ray-
chardhuri
etal.,
(2012);
Okada et
al.,
2014);
Okada et
al.,
(2015);
Liuetal.,
(2016);
Suzuki et
al.,
(2018);
Giussep-
peetal.,
(2014),
Betten-
court et
al.,
(2015)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Vrana
(2015),
Gough et
al.,
(2007)
Gautier-
rezetal.,
(2015),
Pisacsia
etal.,
(2017),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013),
Sharma
(2016),
Leonard



Zakl.

Choroba -
asociace

HLA-
DRB1*
15:01 a

HLA-
MS DQB1*
06:02 ve
vazebné

nerovnova-
ze

HLA-
DRB1*
03:01,
15:01;
HLA-
DRB1*
08:01-
HLA-
DQA1*
01:02; AH
8.1 jako
bé&zny
evropsky
haplotyp

SLE

HLA-
DRB1
(AMK
13,71)
HLA-
DQB1
(AMK 57)
u hetero-
zygozity
DR3, DR4
HLA-B* 38

TiD

116

HI.

Protektivni .
alely rizik.
lokus
HLAAx  HLA
02:01 DRB1*
’ 15:01
HLA-
DRB1
(AMK
11,12,
26);
HLA-
HLA- DOB1*
- 06:02 -
DRB1
. HLA-
13:02,
. DRB1*
14:03 .
. 15:01
(Japonska (VN)
studie)
intron
TNXB -
rs
1150753
MSH5
HLA-
HLA- DQB1*
DRB1* 03:02,
15:01, 02:01,
HLA- 04
DQB1* HLA-
06:02 DRB1*
03:01

Dalsi
rizik.
alely
02:48,
02:64

HLA-
DRB1*
13:03,
03:01,
01:08, 04,
13:.01
HLA-A*
02:01
HLA-
DPB1
(AMK 65)

HLA-C
HLA-
DQB1* 02
HLA-
DRB1* 09

HLA-B*
39:06,
18:01,
50:01

HLA-A*

24:02, 03

Prevalence

zhruba 1
% popula-
ce (hodné
piipadi v
Sardinii, v
CR 100:100
000, v USA
a Australii
5-29: 100
000, Latin-
ska Ameri-
ka 5: 100
000)

0,04 -0,12
%
USA 1,2
1000
v Cr bylo
podle CRS
v roce 2013
6 - 10 000
pacientl

0,2-0,3%
Evropa 6,8
% (2013)
v roce 2035
se odhaduje
na7,1%;
Afrika 5,7
% (2013);
Asie 4-5 %;
USA 20 %

Riziko

propuknuti

2-3x
Castéji u
Zen
u ptibuz-
nych 3 - 4x
vetsi riziko

vyssi u zen
(pfi pro-
puknuti po
50. roce je
pomér Zeny
Vs muzi
4:1); u deéti
je pomer
Zeny vs
muzi 3:1

Vyssi
zejména u
déti (vliv
vnéjsich
okolnosti-
obezita)
zména
incidence i
uvnitf
populace

Non-
HLA Populace
molekuly
Kavkaz
CBLB Latinska
CCHCR1 | Amerika
BLK
CD 226 Evropa
Australie
BANK1
RA- Amerika
SGRP3 Evropa
CTLA4 | (08:0la
IKZF1 01:02)
CD226 Korea
rs 419788
PTPN22
CTLA4
TAGAP Exgga
PRKCQ !
Afrika
SRS Amerika
PTPN2
CD 226

Referen-
ce

(2017),
Nevoral
(2010)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013),
Shahbazi
etal.,
(2017),
Patsopu-
losetal.,
(2013),
Moktsi-
anas et
al.,
(2015),
Anaya et
al.,
(2013),
Benesova
(2013)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013),
Anaya et
al.,
(2013),
Kim et
al.,
(2014),
Morris et
al.,
(2012),
Sun et
al.,
(2016),
Kim et
al.,
(2016),
Chakra-
varty et
al.,
(2017),
Betten-
court et
al.,
(2015),
Furuka-
waetal.,
(2014)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Wagener

Tapias et
al.,
(2013),
Anaya et
al.,
(2013),
Hu et al.,



Choroba ZaKl. Protektivni
asociace alely
HLA- HLA-
DQA1*
DQAL :
02:01,
HLA- :
SS 03:01,
DQB1
HLA-
HLA-
DRBL1 bQB1~
05:01
HLA-B*
07:02,
AS HLA-B* 27 27:06,
27:09, 57
01

117

HI.
rizik.
lokus

HLA-
DQA1*
05:01
HLA-
DQB1*
02:01
HLA-
DRB1*
03:01

HLA-B*
27:01,
27:02,
27:05
slabsi

asociace

HLA-B*
27:06,
27:09

Dalsi
rizik.
alely

HLA-
DRB1* 15

HLA-A*
02:01,
HLA-
DPB1,
HLA-
DRB1*
01:03
dalsi
HLA-B
alely
(HLA-B*
13:02,
40:01,
40:02,
51:01)

Prevalence

01-48%
(lisi se na
zéakladé
kritérii pro
epidemio-
logické
stanoveni)

05-1%
(24:10 000
Evropa;
16,7: 10
000 Asie;
32:10 000
Severni
Amerika;
10,2: 10
000 Latin-
ska Ameri-
ka; 7.4
10 000
Afrika)

Riziko
propuknuti

vy$S§i u zen
Zeny vs
muZi 9:1

u muzi 2-3
krat Castejsi

Non-
HLA
molekuly

anti-
Ro/SSA
anti-
La/SSB
MGUS
nizsi
koncen-
trace C3
aC4

TNF-a
IL-1
PTGER4
(VB,
Australie,
Kanada),
JARID1
A
MY
(Cina)

Populace

Norové
(DRB3*
01:01),
Déni
(DQB1*
06:02),
Japonci
(DRB1*
04.01,
04:05),
Cina
(DRB1*
08:03,
DQB1*
06:01)

Evropa
(alelu
HLA-B*
27 nese
asi 7%
Ceské
populace)
Asie
Amerika

Referen-
ce

(2015),
Howson
etal.,
(2009),
Valdes et
al.,
(2010),
Skrha
(2014)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2012),
Nakken
etal.,
(2001),
Morling

(1993),
Roitberg-
Tambur
atal.,
(1993),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013),
Got-
tenberg et
al.,
(2003)
Krys-
tafkova
(2017)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Cruz-
Tapias et
al.,
(2013),
Perez-
Guio et
al.,
(2002),
Cortes et
al.,
(2015),
Akkoc et
al.,
(2017),
Dean et
al.,
(2013),
Chai et
al.,
(2013),
Paladini
etal.,
(2005)



Choroba

CD

Pso

UK

Nar

GD

118

ZAKl.
asociace

HLA-C
HLA-
DRB1

HLA-Cw6
HLA-C*
06:02

HLA-
DQA1
HLA-
DRB1

HLA-
DQB1

HLA-
DRB1*
03:01 -

Protektivni
alely

HLA-
DRB1*
15:01,
13:02, 03

HLA-
DRB1* 13
(portugal-
ska studie)

za protek-
tivni se
povazuje
koufeni a
apendekto-
mie +
HLA-
DRB1*
04:01

HLA-
DPA1*
01:03-
DPB1*

04:02

HLA-
DRB1*
07:01

HI.
rizik.
lokus

HLA-
DRB1*
01:03

HLA-C*
06:02

HLA-
DRB1*
01:03

HLA-
DQB1*
06:02

HLA-
DPB1
(amk 35

Dalsi
rizik.
alely

HLA-C*
06:02
HLA-C*
01

HLA-C*
12:03
HLA-B
(amk9a

HLA-A
(amk 95)
HLA-
DQA1
(amk 53)

HLA-C*
12:01
rs
6927022

HLA-
DRB1*
15:01
HLA-
DQA1*
01:02

HLA-
DPB1
(amk 9)

Prevalence

130:100
000 inci-
dence u déti
2-3x vyssi

2-3%
populace
(USA 7 %)

0,5 -24,5:
100 000
v CR 3-5:
100 000

1:2000
(tdaj z roku
2008)
0,02-0,18
% popula-
ce

vyssi u Zen

(v puberté a
klimakte-

Riziko
propuknuti

10-35x

vyssiu
ptibuznych

1. stupné

vvvvv

vyssi pii
gen. pre-

dispozicich

(postizen 1

rodi¢: riziko
8-30 %,
postizeni

oba rodice:

riziko 41-75

%)

zvysuje se u
pribuznosti
1. stupné
(az 15x)

vyssi v
nizkém
veéku (asi
1/3 ochofi
pied 15.
rokem)

nositelé
B12,B18a
B44 maji

Non-
HLA
molekuly

ATG16L
1
IL23R
IRGM
SLC11A
1

TNFAIP3
STAT4

MDR1

nizsi
hladina
hipokre-

tinu

anti-
TSHR
protilatky

Populace

Evropa
Korea
(HLA-C*
01)

Evropa
USA

Evropa
USA

Evropa
USA

Kavkaz
(DR3a
DQA1*

Referen-
ce

Matzara-
kietal.,
(2017)
Goyette
etal.,
(2015)
Jung et
al.,
(2016)
Lebl et
al.,
(2012),
Mahdi et
al.,
(2015),
Prescott
etal.,
(2007),
Diegel-
man et
al.,
(2013),
Cher-
mesh et
al.,
(2007)
Matzara-
kietal.,
(2017),
anamne-
za.cz,
Nair et
al.,
(2009),
Thorsby
etal.,
(2005),
Okada et
al.,
(2014),
Anaya et
al.,
(2013),
Betten-
court et
al.,
(2015)
Matzara-
kietal.,
(2017),
Goyette
etal.,
(2015),
Jung et
al.,
(2016),
Gabalec
(2009),
Mahdi et
al.,
(2015)
Mignot
(1997),
Novak
(2008),
Carney
(2009),
Mindell
(2015)
Park et
al.,
(2005),



SLE = Systémovy lupus erythematodes

HI.
rizik.
lokus
a 55)
HLA-

DPB1*
05:01

HLA-
DPB1*
17
1s77504
58-A

Dalsi
rizik.
alely
HLA-B8
HLA-B49
HLA-DR3
HLA-DR4
HLA-
DR10

HLA-
DRB1*
03-
DQAL*
05-
DQB1* 02

Choroba Zi’l!{l. Protektivni
asociace alely
DQAL* HLA-
05:01 - DQAL*
DQB1* 02:01
02:01 (juvenilni)
(DR3-DQ2
haplotyp)
HLA-C
DM HLA-DPB1
Vysvétlivky zkratek:
e RA = Revmatoidni artritida
e (S = Celiakalni sprue
e MS = RoztrouSena skleroza
[ ]
e TID = Diabetes 1. typu
e SS = S§jogrentiv syndrom
e AS = Ankylozujici spondilitida
e (D = Crohnova choroba
e Pso = Psoridza (lupénka)
e UK = Ulcerozni kolitida
e Nar = Narkolepsie
e (GD = Gravesova choroba
[ ]

119

DM = Dermatomyositida

Prevalence

riu)
Zeny vs
muzi 8:1
05-1%
populace

5-11/100
QOO
v Cesku

kolem 1000
nemocnych

Riziko
propuknuti
tendenci k
propuknuti
ve vySSim
véku (tu-
recka
studie)
nositelé
haplotypu
DRB1*
13:01-
DQB1*
06:03
ochofi
Castéji v
niz$im véku
(korejska
studie)
vyssi u Zzen
(2-3x
Castéji);
stoupa s
veékem (50.-
60. rok)

Non-
HLA Populace
molekuly
05:01),
Korea
(DRB1,
DQBI),
DRB1*
03:01
Evropa
PTPN22 Cina
IFN 1 (populace
Han)

Referen-
ce

Orhan et
al.,
(1993),
Menconi
etal.,
(2014),
Matzara-
kietal.,
(2017),
Zamrazil
(2013),
Lavard et
al.,
(1997)

Matzara-
kietal.,
(2017)
Vencov-
sky
(2015)



