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Souhrn

Aryluhlovodikovy receptor je ligandy aktivovatelny transkripéni faktor, k jehoz
vysoké expresi dochazi v buikéch tkani tvoficich bariéru ve styku s vnéjS$im prostredim,
Vv bunkach epitelu, imunitnich bunkach ¢i hepatocytech.

V predlozené bakalaiské praci byla provedena literarni reSerSe zameétujici se na roli
tohoto receptoru v patogenezi glutenové enteropatie, coz je autoimunitni onemocnéni, které
U jedinct s dédi¢nou predispozici k tomuto onemocnéni vyvolava poziti lepku. V disledku
spusténi imunitni odpovédi v reakci na antigen dochézi k produkci specifickych cytokini
podilejicich se na zanétu postihujiciho sliznici tenkého stteva. Dlouhodoby zéanét vede
ke zplosténi klki tenkého stieva a snizeni schopnosti stieva Vstiebavat ziviny, coz mize vést

Na zikladé dosud publikovanych poznatki byla vytvofena hypotéza role
aryluhlovodikového receptoru v patogenezi glutenové enteropatie. Aryluhlovodikovy receptor
pravdépodobné u celiakil ovliviiuje pozitivné diferenciaci T-lymfocytti do subpopulace Th17.
Zvysend exprese aryluhlovodikového receptoru v téchto bunkach vede pravdépodobné
k zvyseni produkce interleukini podporujicich zanét sliznice tenkého stfeva pacientd
s glutenovou enteropatii, ktery je zptisoben primarné reakci imunitniho systému na gliadin

obsazeny v lepku.
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Summary

The aryl hydrocarbon receptor is a ligand-activated transcription factor that is highly
expressed in cells of barrier-forming tissues in contact with outside environment, in epithelial
cells, immune cells, or hepatocytes.

In the bachelor thesis, a literature review was conducted with focus on the role of this
receptor in the pathogenesis of gluten enteropathy, an autoimmune disease, that causes gluten
ingestion in individuals with a hereditary predisposition to this disease. Immune response to
an antigen results in the production of specific cytokines which are involved
in the inflammation affecting the small intestinal mucosa. Long-term inflammation leads
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nutrients, whose insufficency may further lead to more serious health problems.

Based on the previously published findings, the role of the aryl hydrocarbon receptor
in the pathogenesis of gluten enteropathy has been hypothesised. The aryl hydrocarbon
receptor is likely to positively affect T-cell differentiation into the Th17 subpopulation.
Overexpression of the aryl hydrocarbon receptor in these cells leads to an increase
in the production of interleukins supporting small intestinal mucosal inflammation in patients
with gluten enteropathy, which is caused primarily by the response of immune system

to gliadin containing in gluten.
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Seznam pouzitych zkratek

AhR = Aryluhlovodikovy receptor

AhRE = AhR responzivni element

AhRR = Aryluhlovodikovy receptorovy represorovy protein
AIP = Aryluhlovodikovy interagujici protein

ARA = Protein 9 asociovany s AhR

ARNT = Translokéator aryluhlovodikového receptoru

APC = Antigen-prezentujici buiiky (Antigen-presenting cells)
bHLH/PAS = Basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim

CD = Cluster of differentiation

CD4* T-lymfocyty = T-lymfocyty s koreceptorem CD4

DGP = Deaminované gliadinové peptidy
DRE = Dioxinovy responzivni element
EDTA = Ethylendiamintetraoctova kyselina
ELISA = Enzymova imunoabsorp¢ni analyza
EMA = Protilatky proti endomysiu

FICZ = 6-formylindolo[3,2-b]karbazol
FoxP3 = Forkhead Box P3

GE = Glutenova enteropatie

HLA = Lidsky leukocytarni antigenni systém
HSP90 = Protein teplotniho Soku

13C = Indol-3-karbinol

ICZ = Indolo[3,2-b]karbazol

IDO = Indolamin-2,3-dioxygenasa

Ig = Imunoglobulin (A, E, G)

IL = Interlukin

INF = Interferon

IS = Imunitni systém

JAM = Spojovaci adhezni molekuly
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MHC
NK buiiky
p23
PAR2
ppm
RORyT
RT-PCR
RunX1
SSP-PCR
STAT
TCDD
TFH
TGF

Th

TNF

Tr1

Treg

tTg

XRE

Z0
PAMPs
PAS

= Hlavni histokompatibilni komplex

= Zirné buiiky (Natural Killers)

= Ko-chaperon pro HSP90

= Proteinasou aktivovany receptor

= Parts per million

= Retinoid-related Orphan Receptor y T

= Real-time polymerazova fetézova reakce
= Runt-related transkrip¢ni faktor 1

= Single-specific primer polymerazova fetézova reakce
= Signalni transduktor a aktivator transkripce
= 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

= Pomocné folikularni T-lymfocyty

= Transformujici ristovovy faktor

= Pomocné T-lymfocyty

= Nadory nekrotizujici faktor

= Regulacni T-lyfocyty typu 1

= Regula¢ni T-lymfocyty

= Tkanova transglutaminasa

= Xenobioticky responzivni element

= Zonula occludens

= Pathogen-associated molecular patterns

= Per-Arnt-Sim doména
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1 Uvod

Glutenova enteropatie je autoimunitni onemocnéni, které se miize rozvinout
u predisponovanych jedinci v reakci na lepek vyskytujici se v potravinach vyrobenych
Z bézn¢ konzumovanych obilovin. Glutenova enteropatie se obvykle projevuje pomérné
Sirokou Skalou ptiznak, které vznikaji v dasledku autoimunitniho poskozeni sliznice tenkého
stteva a jeho nasledné neschopnosti vstiebavat dostatetné mnozstvi Zzivin, minerala
a vitaminl z pfijimané stravy. Jednd se o onemocnéni, které v piipadé, Ze neni u jedince
diagnostikovéano vcas ¢i 1é¢eno, je zivot ohrozujici.

Aryluhlovodikovy receptor ovlivituje celou fadu bunéénych procesii a vyskytuje se jak
v bunikdch imunitniho systému, kde reguluje vyvoj a funkci téchto bunck, tak v bunkach
epitelu, které v tenkém stfevé tvofi bariéru ve styku s vnéj$im prostfedim. Kazdodenni
konzumovana strava obsahuje ligandy aryluhlovodikového receptoru, které ovliviuji aktivitu
zminéného receptoru. Pochopeni role aryluhlovodikového receptoru v patogenezi glutenové
enteropatie miize vést k detailnéjSimu objasnéni vzniku patologickych zmén sliznice tenkého

stfeva a muze prispét k nalezeni nového zpusobu 1é¢by tohoto onemocnéni.



2 Cil prace
Cilem této prace bylo provést literarni reSersi na téma role aryluhlovodikového receptoru

Vv patogenezi glutenové enteropatie.



3 Glutenova enteropatie

Glutenova enteropatie (GE) je onemocnéni traviciho traktu, s jehoz diagnostikou se
Vv dne$ni dobé setkdva stile vice pacienti gastroenterologickych ordinaci. Autoimunitni
onemocnéni Castéji oznaCované jako celiakie nebo celiakdlni sprue vyvolava u jedincii
s dédicnou predispozici k tomuto onemocnéni pozieni lepku, smési bilkovin obsazenych
zejména V obilnych zrnech. Ptijimani stravy obsahujici lepek vede u celiaka k zanétlivému
poskozeni sliznice tenkého stfeva, které neni schopno Vv takovém piipadé vstiebavat
dostate¢né mnozstvi zZivin, minerdlli a vitaminli Z potravy a télo pacienta strada. Takovy
celiakie nezbytné€ nutna, stejné jako jedina mozna 1é¢ba, dozivotni bezlepkova dieta (Naheed,
2015).

Jak bylo zminéno vyse, celiakie je autoimunitnim onemocnénim, jedna se tedy o reakci
imunitniho systému ¢loveka proti télu vlastnim slozkam, které by imunitni systém zdravého
Clovéka toleroval. Protilatky u celiakli, predevsim t¥idy IgA, jsou produkovany hlavné
proti komplexu slozeném z enzymu, tkanové transglutaminasy (EC 2.3.2.13), a gliadinu
(viz. podkapitola 3.1). V piipadé poziti lepku se v tenkém stievé dostane antigen pies buiky
vystelky tenkého stfeva, podniti tvorbu protilatek IgG a IgA plazmatickymi bunkami
a zaroven dochazi ke stimulaci T-lymfocytd, které nasledné produkuji specifické cytokiny
podilejici se na zanétlivé reakci postihujici sténu tenkého stieva. Disledkem zanétlivé reakce
dochazi ke zplosténi klki tenkého stfeva a tim ke sniZeni schopnosti stfeva vstfebavat Ziviny
(Lebwohl et al., 2018).

Glutenova enteropatie postihuje osoby s genetickou predispozici, tedy piedevsim jedince
s genotypy nesoucimi alely HLA-DQ2 nebo HLA-DQS. Projev onemocnéni je vsak u téchto
jedinct podminén také faktory vné&jSiho prostiedi, a proto se onemocnéni muze rozvinout

v détstvi i dospélosti (Ortiz et al., 2017, Cebolla et al., 2018).

3.1 Lepek

Lepek je oznaceni smési zdsobnich proteini obsazenych v obilnych zrnech (Cebolla
et al., 2018). Ve vodé nerozpustné prolaminy, také znamy pod pojmem gluten, vyskytujici se
V pSenici, jeCmeni a Zit¢ vyvolavaji autoimunitng zprostfedkovanou reakci u osob citlivych
natyto makromolekuly. Prolaminy tvofené vice proteiny se rozd€luji na monomerni
obsahujici intramolekularni disulfidové vazby a polymerni, které obsahuji intermolekularni
disulfidové vazby. PSenice obsahuje gliadiny a gluteliny, které tvoii 80 % celkového mnozstvi

proteint obsazenych v zrnech. Monomerni prolaminy v pSenici zahrnuji a-gliadiny, y-gliadiny



a w-gliadiny, z nichZ a-gliadiny jsou pro sviij vysoky obsah glutaminovych residui pro celiaky
nejSkodlivejsi. Polymerni prolaminy jsou c¢lenény na gluteniny s nizkou molekulovou
hmotnosti a gluteniny s vysokou molekulovou hmotnosti (Kanerva, 2011).

Zasobni proteiny je¢mene, hordeiny, jsou rozdélovany na monomerni C- a y-hordeiny
apolymerni B- a D-hordeiny. Prolaminy v zité, sekaliny, zahrnuji monomerni v-40
a m-sekaliny a polymerni y-75 sekaliny a sekaliny s vys$si molekulovou hmotnosti. Typické
imunogenni sekvence Skodlivé pro celiaky obsahuji velké mnozstvi prolinti a glutamini

a vétsina téchto sekvenci je obsazena v opakujicich se doménach monomernich prolamint,

coz muzeme vidét v tabulce 1 (Kanerva, 2011).

Tab. 1: Imunogenni sekvence aminokyselin monomernich prolaminu v lepku
Jednopismenné zkratky aminokyselin v opakujicich se sekvencich: P=prolin, Q=glutamin, F=fenylalanin,
Y=tyrosin, V=valin

Obilovina Monomerni Opakujici se

prolamin sekvence
a/B-gliadiny  PQPQPFP a PQQPY

Psenice y-gliadiny PQQPFPQ

w-gliadiny PQQPFPQQ

. C-hordeiny PQQPFPQQ
Jecmen y-hordeiny PQQPFPQ

Fit o-sekaliny PQQPFPQQ
H0 70040 sekaliny QPQQPFP
a-aveniny PFVQQQ
Oves [-aveniny PFVQQQ

Prolaminy obsazené v kukufici (zein), ¢iroku (kafirin) a ryzi (orzein), které jsou
piirozené bezlepkovymi potravinami, imunitni odpovéd’ celiaka nevyvolavaji (Cebolla et al.,
2018).

Aveniny, prolaminy obsazené v ovsu clenéné na zakladé molekulové hmotnosti
na o a f-aveniny, byly dlouhou dobu povazovany za proteiny vyvolavajici nezadouci
autoimunitni reakci celiakl, ukazalo se vSak, ze problémy spojené s celiakii se objevuji
U pacientti po konzumaci ovsa kontaminovaného pii vyrob¢ jinou z vyse uvedenych obilovin.
Jako bezlepkové, a tedy vhodné pro pacienty s glutenovou enteropatii, jsou povazovany
produkty z ovsa, u nichz je koncentrace glutenu nizsi nez 20 ppm (Gilissen et al., 2016).
Nekontaminovany oves je ke konzumaci vhodny ptedevs§im diky tomu, ze obsah prolamint

vném je na rozdil od ostatnich obilovin pomérmné nizky a epitopy specifické pro avenin



podilejici se na autoimunitni reakci se od epitopi vySe uvedenych antigennich prolamina
obilovin 1i8i ve slozeni aminokyselinovych residui, coz ovlivitluje vazbu T-lymfocytd
(Gilissen et al., 2016).

Prolaminy obsazené v lepku jsou v centralni ¢asti polypeptidu tvofeny velkym poctem
prolinovych a glutaminovych zbytkd, jejichZ mnozstvi je v zavislosti na typu obiloviny rizné
(Cebolla et al., 2018). Enzym transglutaminasa (EC 2.3.2.19), systematicky oznacovana jako
protein-glutamin gamma-glutamyltransferasa, katalyzuje deaminaci gliadinu. Zajistuje
substituci primarnich aminti a hydrolyzu amidové skupiny proteinu a peptidové vazanych

glutaminovych zbytku (Falini et al., 2008).

3.1.1 Travici trakt a rozklad lepku v organismu

Tréavici trakt hraje kliCovou roli v zésobovani téla Zivinami, jeho stény jsou tvofeny
Ctyfmi vrstvami: sliznice (tunica mucosa), podslizni¢ni vazivo (tunica submucosa), vrstva
svalt (tunica muscularis) a povrchova vngjsi vrstva. Travici soustavu zacina dutinou ustni
(cavitas oris), v niz dochazi k mechanickému zpracovani pfijaté potravy, ktera je zaroven
zvlhéovéana produkty hlenovych zldzek a slinami produkovanymi parovymi podcelistnimi
zlazami (glandula submandibularis), podjazykovymi (glandula sublingualis) a pfiusnimi
(glandula parotis) Zlazami. Polykana potrava dale putuje do hltanu (pharynx), 15 cm dlouhé
trubice vystlané sliznici. Hltanem prochazi potrava dale do jicnu (oesophagus), 25 cm dlouhé
trubice obsahujici svalovinu, kterd peristaltikou posouva polknutou potravu do Zaludku
(Abrahams et al., 2002, Cihak, 2013).

Zaludek (gaster) tvoii rozsifenou ¢ast travici trubice a skladé se z ¢asti: kardie, fundus,
telo, pyloricka ¢ast a malého a velkého zakiiveni. Sténu zaludku vytvati epitel obsahujici
velké mnozstvi Zlazek, které zajiStuji produkci ochranného hlenu, travicich enzymu
a kyseliny, a vrstva svaloviny umoziujici michani natravené potravy (Abrahams et al., 2002,
Cihak, 2013).

Tenké stfevo (intestinum tenue) navazujici na zaludek je organ, v némz dochazi
k hlavnimu a poslednimu procesu $tépeni polknuté stravy a vstiebavani vzniklych zivin, a je
tvofeny Castmi: duodenum, jejunum, ileum, mesenterium a ostium ileale, kde tenké stievo
piechazi do zacatku tlustého stteva. Tvarove se jednd o trubici s primérem 3—4 cm, ktera
dosahuje délky nejcastéji 3-5 m. Sliznice v celém tenkém stievu vystupuje do pficnych fas
(plicae circulares) a pokryva ji svétle rGzovy, jednovrstevny epitel umoznujici resorpci,

mezi jehoz bunkami jsou vmezefeny poharkovité bunky vytvafejici a vylucujici ochranny
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hlen, enterocyty a dal$i bunky, které se svou funkci podili jak na resorpci Zivin, tak
na ochrané organismu pifed antigennimi molekulami. Sliznici celého tenkého stfeva pokryvaji
drobné vybézky epitelu a vaziva lamina propria mucosae, tzv. stievni klky (villi intestinales),
které spole¢né s mikroklky zvétSuji absorp¢ni plochu stfeva. Stfedem klkt prochazeji drobné
kapilary, které prejimaji od bun¢k epitelu ziviny, které jsou prendseny déale do krevniho
feCisté. Do oblasti mezi klky usti Lieberkithnovy zlazy (glandulae inestinales) produkujici
isotonickou tekutinu a vytvarejici krypty sestupujici témét az k podslizninimu vazivu.
Jejunum obsahuje ve sliznici lymfatickou tkan v podobé uzlikt, které vSak nejsou tak Cetné
jako v ileu, kde vytvaii shluky (tzv. Peyerovy plaky) podilejici se na zprosttedkovani imunitni
odezvy. Tekuty obsah tenkého stieva je nasledné zpracovan v jednotlivych ¢astech tlustého
stieva. Zde dochazi k zahustovani traveniny a tvorby stolice, ktera se pfes rectum vylucuje
analnim otvorem z t&la (Abrahams et al., 2002, Cihak, 2013).

Glutaminova residua gliadinu jsou po jeho prestupu pies vystelku tenkého stieva
v reakci katalyzované transglutaminasou piemény na Kyselinu glutamovou, ktera nese
zaporny naboj a takto vzniklé peptidy jsou nasledné prezentovany MHC molekulami II. tfidy
(viz. kapitola 4.2) (HLA-DQ2, HLA-DQ8) na antigen-prezentujicich bunkach (APC)
T-lymfocytam (CD4"), které spusti na gliadinu-specifickou imunitni odpovéd® (Ortiz et al.,
2017).

3.1.2 Bezlepkova dieta

Vylouéeni lepku ze stravy je v soucasnosti nejefektivnéjsi dotupnou 1écbou tohoto
autoimunitniho onemocnéni. V dusledku zavedeni bezlepkové diety dochazi k uzdraveni
sliznice tenkého stieva a tim k vymizeni piiznakut celiakie (Naheed, 2015).

Nevyhodou bezlepkové diety je nizky obsah vlakniny, nékterych vitaminti a mineralt
ve specialné vyrobenych bezlepkovych produktech (Vici et al., 2015). Vyporadat se s timto
onemocnénim a stejné tak s bezlepkovou dietou miize byt pro nékteré noveé diagnostikované
(Naheed, 2015) a bezlepkova strava je ve srovnani s béznymi potravinami finan¢né naro¢na.

V souladu s bezlepkovou dietou je pro celiaka vhodna konzumace: pohanky, ¢iroku,
brambor, ryze, kukufice, amarantu, jahel, luSténin, quinoi, soji, ovoce, zeleniny, ofech,
kakaa, mlécnych vyrobkl, vajec, ryb, masa, nealkoholickych i alkoholickych napojt
(v ptipadé, Zze se jedna o napoje vyrobené z obilovin, musi byt pfed konzumaci upraveny

destilaci), aj. Je zapotiebi se vyvarovat poziti pSenice, jeCmene, zita a ovsa kontaminovaného



uvedenymi obilovinami a vyrobkl z téchto obilovin. Aby se piedchazelo dietnim chybam je
zapotiebi konzumovat ovéfené potraviny a Cist slozeni potravin a obsah alergentl, jejichz
povinnost zvefejnit uklada natizeni Evropského parlamentu a rady (EU) ¢. 1169/2011 ze dne
25. tijna 2011 (Celiak.cz, 2019).

Symbol preskrtnutého klasu na obrazku 1, jehoz ochrannou znamku vlastni
Association of European Coeliac Societies, oznacuje bezlepkové potraviny kromé produktt
ptirozen¢ bezlepkovych, nezpracovanych jako obilna zrna z ryze a kukufice, masa, ryb, vajec,
mléka a mléénych vyrobkd, kojenecké vyzivy, zeleniny a lusténin, ofechi, semena, ovoce,
sladidel, tuku, octu a kofeni. Kompetence pro vyuziti tohoto loga zavadi tzv. European
Licensing System a potraviny s timto oznacenim je mozno zakoupit ve vSech evropskych
statech (Celiak.cz, 2019).

Obr. 1: Symbol oznacujici bezlepkové potraviny
Obrazek byl pievzat z internetové stranky https://www.celiak.cz/pro-firmy/symbol-preskrtnuteho-klasu

3.2 Formy onemocnéni

Glutenova enteropatie se vyskytuje v n¢kolika patologickych formach. Klasicka celiakie
se projevuje uz u déti a zdvaznost piiznaki této formy je rtizna v zavislosti na poskozeni
stfevni sliznice. Vé&tSina ptiznakl klasické formy celiakie zasahuje travici trakt pacienta.
Atypickd forma glutenové enteropatie se rozviji u dospélych a piiznaky se projevuji spise
mimo gastrointestinalni trakt. Disledkem Spatného vstfebavani zivin dochazi k rozvoji dalSich
zdravotnich potizi, které miZou byt aZ Zivot ohroZujici. Nejnebezpecnéjsi forma onemocnéni,
ticha celiakie, je bezptiznakova a stejné¢ jako predchozi typ se rozviji v dospélosti. Ticha
celiakie je vétSinou diagnostikovdna u cloveka az ve chvili, kdy se u n& rozviji jina
onemocnéni, kterd ho ohrozuji na Zivoté. Latentni celiakie se rozviji u dospélych, neni

doprovazena zadnymi priznaky a diagnostikovana je na zakladé vysledku genetického


https://www.celiak.cz/pro-firmy/symbol-preskrtnuteho-klasu

vysetieni. Jedinci s touto formou onemocnéni nemaji posSkozeny gastrointestindlni trakt

a individualné reaguji na snizeni mnozstvi vstiebavanych zivin (Naheed, 2015).

3.3 Priznaky a priibéh nemoci

Diagnostikovani celiakie je pomérné obtizné, jelikoz se projevuje celou fadou riznych
piiznaku, které zasahuji pfimo travici soustavu nebo se projevuji mimo ni. Vyskyt piiznakt
onemocnéni je individudlni u kazdého jedince. Obecné existuji pifiznaky charakteristické

pro dospélé a jiné charakteristické pro détské pacienty (Jericho et Guandalini, 2018).

3.3.1 Extraintestinalni pFiznaky

Mezi nejbéznéjsi extraintestinalni piiznaky klasické formy celiakie u déti patii
hypoplazie zubni skloviny, kterd se projevuje hlavné skvrnami na zubech. V pfiipad¢,
ze zasahne trvaly chrup, po zavedeni bezlepkové diety projevy nezmizi. Nizky vzrist a vaha
ditéte mazou byt dalsi priznaky spojené s celiakii, kdy v dusledku sniZzeného vstiebavani zivin
dit¢ nedosahuje jeho ocekavané télesné vahy a vySky. Jednd se vSak o doCasny stav
a po zavedeni diety dité opét normalné prospiva. Osteopordza a osteomalacie zasahujici kosti
se mizou nasledkem probihajiciho zénétu a tedy snizené schopnosti vstfebavat mineraly
a vitaminy projevit u déti i dospélych. Je-li v¢as zavedena bezlepkova strava, dojde u déti
k obnov¢ kostni tkané i bez piidavku k tomu potiebnych vitamin a mineralt. Sideropenicka
anémie je dalSim extraintestinalnim ptiznakem, ktery postihuje vice dospélé nez déti.
K anémii dochazi v dusledku poskozeni sliznice hlavné duodena, ktera nevstiebava potiebné
zelezo z potravy (Jericho et Guandalini, 2018).

Dermatitis herpetiformis je kozni onemocnéni, které byva Casto fazeno mezi ptiznaky
celiakie. Jedna se o svédivou vyrazku v podobé drobnych puchyiki, kterou mizeme vidét
na obrazku 2 a kterd se vyskytuje nejcastéji v okoli lokti, kolen méné Casto také na bfichu
ahorni ¢asti zad. Dermatitis hypertiformis shodné s celiakii mize byt charakterizovana
pritomnosti specifickych protilatek v krevnim séru, zplosténim klkl tenkého stfeva, které vSak
nemusi byt tolik rozsahlé, a pozitivni reakci na vysazeni lepku. Po zavedeni bezlepkové stravy
muze dojit K vymizeni pfiznakG v fadu meésica az let (Collin et al., 2017, Jericho
et Guandalini, 2018).



Obr. 2: Dermatitis herpetiformis postihujici kiZzi v okoli lokta a kolen
Obrazek pievzat z ¢lanku Collin et al., 2017

Kromé koznich ptiznakd se snizeni mnozstvi vstfebavanych zivin projevuje také
neurologickymi potiZzemi, jako je napiiklad bolest hlavy. Zplsob, jakym k ni dochazi, neni
zcela objasnén, je vSak mozné, Ze bolest hlavy souvisi se zmé&nou slozeni krve pii aktivaci
imunitniho systému po poziti lepku. V¢asnym zavedenim a dodrzovanim bezlepkové diety
v détstvi mtizou tyto bolesti vymizet. Dal§imi neurologickymi potizemi spojenymi S celiakii
muze byt ataxie vyskytujici se ve vétsi mife u dospélych nebo neuropatie. Méné Casto se
glutenova enteropatie miize také projevit dusevnimi poruchami a zménami chovani. Uzkost

a deprese se muze Castéji projevit u dospélych osob (Jericho et Guandalini, 2018).

3.3.2 Gastrointestinalni piiznaky a onemocnéni spojena s celiakii

Gastrointestinalni pfiznaky se objevuji u déti i dospé&lych, v détstvi v§ak maji mnohem
silngj8i projevy nez v dospélosti. Mezi nejbézné&jsi ptiznaky vedouci k diagnostice celiakie
zasahujici pfimo travici trakt patfi zacpa, prajem a nadymani, které se casto poji
s nepfijemnymi kie¢emi a bolesti biicha (Naheed, 2015).

Souvislost s glutenovou enteropatii maji i dal§i onemocnéni traviciho Ustroji jako je
Crohnova nemoc nebo ulcerézni kolitida. Trvaly zanét sliznice tenkého stfeva
u nediagnostikované celiakie muze vést k rozsahlej$im zanétim, které v piipadé Crohnovy
choroby zasahuji rizné Casti travici soustavy a ulcer6zni kolitidou je zasazeno hlavné tlusté
sttevo a kone¢nik. Celiakie vykazuje vyssi vyskyt u jedinct trpicich syndromem drazdivého
stieva, ktery se projevuje stejnymi ¢i podobnymi gastrointestinalnimi ptiznaky, ale postihuje
spise tlusté stievo ¢lovéka (Naheed, 2015).



3.4 Diagnostika onemocnéni

Presto, Zze se metody umoznujici rozpoznani celiakie stile vylepSuji, je celiakie
celosvétoveé u velkého mnozstvi nemocnych nediagnostikovana nebo Kk jeji diagnostice dojde
u symptomatickych pacient se zpozdénim az né€kolik let (Lebwohl et al., 2017, Cichewicz
etal., 2019). Po vyhodnoceni anamnézy a piiznakt pacienta se bézn¢ v praxi pro stanoveni
diagnézy vyuzivad dvou vysSetfeni, testu na detekci autoprotilatek specifickych pro celiakii
a biopsie vzorku sliznice tenkého stieva. Zavedenim bezlepkové diety by u nemocného mélo
dojit k vymizeni klinickych a sérologickych pfiznaki onemocnéni, coz potvrzuje spravné
stanoveni diagn6zy u déti i dospélych (Mudr. Dana Manaskova, 2019). U détskych pacientd,
kteti trpi ptiznaky tohoto onemocnéni, vSak k diagndze postaci pouze pozitivni sérologické
testy, které potvrdi 10x vyssi hodnotu normdlni koncentrace IgA protilatek proti tkanoveé
transglutaminase (EC 2.3.2.13, IgA-tTG), potvrzeni ptitomnosti rizikovych alel HLA systému
DQ2/DQ8 v genomu a gastrointestinalni pfiznaky, které celiakii doprovazi (Lebwohl et al.,
2017, Cichewicz et al., 2019).

Aby vysledky testi odpovidaly skutecnému stavu pacienta, doporucovalo se, aby
pacient nevyfadil potraviny obsahujici lepek z jidelni¢ku a ptijimal jej v mnozstvi nejméné
10 g lepku za den po dobu 6 tydnt pied provedenim vySetfeni. Nové vSak bylo zjisténo,
ze i niz8i davka 3 g glutenu za den po dobu 14 dni je dostacujici k tomu, aby u pacienta
vyvolala zmény ve sliznici tenkého stieva, pticemz tyto histologické zmény nartstaji rychleji
nez koncentrace sérologickych markert v Krvi pacienta (Lebwohl et al., 2017, Cichewicz
etal., 2019).

3.4.1 Sérologické testy

Sérologicky test je prvnim orientatné provadénym vySetifenim po zhodnoceni
anamnézy vySetfovaného a v piipadé jeho pozitivity, pfitomnosti ¢i zvySené koncentraci
urcitych specifickych protilatek, se dale vySetfuji histologické zmény ve sliznici tenkého
stieva (Lebwohl et al., 2017).

Pii imunologickém vySetfeni celiakie se detekuji autoprotilatky proti gliadinu,
endomysialni protilatky (EMA), protilatky proti deaminovanym gliadinovym peptidim
(DGP) a pro diagnostiku celiakie se jako nejvhodnéjsi ukazala detekce protilatek
proti tkanové transglutaminase (tTG), které vykazuji téméf 100% citlivost a specifitu
(Al-Tomaet al., 2019).

Primarné se tedy vysetiuje mnozstvi IgA-tTG protilatek v krvi pacienta a jedna se také

0 test, ktery je ve srovnani s méfenim EMA protilatek i méné nakladny (Lebwohl et al., 2017,
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Cichewicz et al., 2019). Pozitivita protilatek proti gliadinu mize vést k odhaleni i jiného
patologického stavu, a proto je v piipadé pozitivity téchto protilatek nutno ke stanoveni
diagnozy celiakie stanovit i IgA-tTG (Malickova et al., 2005). Také zvysené¢ hodnoty
protilatek proti deaminovanym gliadinovym peptidam (DGP), které vykazuji afinitu k antigen
prezentujicim bunkdm celiakli a spousti zanétlivou reakci, je pozitivnim vysledkem, ktery
spole¢né s pozitivnim endoskopickym nalezem vede k diagnostice glutenové enteropatie.
Presto, ze protilatky proti DGP vykazuji podobnou citlivost a specifitu jako protilatky
IgA-tTG, zustava IgA-tTG levnéjsi a vyuzivanéjsi variantou sérologického testu (Al-Toma
etal., 2019).

U jedinct s nedostatkem IgA protilatek a u piipadi S velkou pravdépodobnosti
vyskytu celiakie i pfes normalni hodnoty IgA-tTG protilatek se sérologickymi testy stanovuje
hladina protilatek IgG-tTG, IgG-EMA a IgG-DGP (Lebwohl et al., 2017).

Nejbéznéji vyuzivanou metodou ke stanoveni téchto specifickych protilatek je
enzymova imunoadsorp¢ni analyza (ELISA), kvalitativni heterogenni enzymatickd metoda,
ktera v ptipad¢ pozitivity nafedéné¢ho krevniho séra na protilatky, které se vazou na antigen
na povrchu jamek mikrotitra¢ni desky, detekuje zménu zbarveni roztoku po piidani substratu
k danému enzymu (Al-Toma et al., 2019). Pro stanoveni EMA protilatek se dale vyuziva
technika neptimé fluorescence, kdy jako antigen slouzi bud’ hladka svalovina okrajové Casti
opi¢iho jicnu, nebo lidsky pupecnik. Jednd se o drazs$i metodu, ktera se vyuziva hlavné
pro ovéieni pozitivnich vysledkd ptitomnosti IgA-tTG a IgG-tTG (Lebwohl et al., 2017,
Malickova et al., 2005).

3.4.2 Biopsie tenkého stieva

Endoskopie je podstatnou soucasti vySetieni, které potvrzuje diagndézu glutenové
enteropatie, a dochazi pti ném k odbéru reprezentativnich vzorku sliznice pacienta, které dale
podléhaji histologickému vySetfeni, kdy patolog posuzuje anatomické odlisnosti vzorka.
Ve vyjime¢nych piipadech se histologické vySetfeni provadi i u jedinci S negativnimi
vysledky sérologickych testl, nebot’ nepfitomnost protiladtek a patologické zmény sliznice
miizou u rizikovych skupin signalizovat celiakalni sprue (Al-Toma et al., 2019).
Nelécena glutenova enteropatie je spojena s histologickymi zménami, které zahrnuji narust
intraepitelialni lymfocyti, zmenseni stfevnich klka a zvétseni Lieberkiihnovych krypt, které
mizeme vidét na obrazku 3 (Lebwohl et al., 2017). Pti endoskopickém vySetfeni jsou
Vv makroskopickém méfitku pozorovatelné absence piicnych kruhovych ftas (plicae

circulares),
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Iépe viditelnd je cévni kresba, jako na obrazku 4, a sliznice mize vytvafet mozaikovitou

strukturu, kterou je mozné vidét na obrazku 5 (Mudr. Dana Manaskova, 2019).

Obr. 3: Vzorek sliznice zdravého tenkého stieva (nahoie) a vzorek sliznice tenkého
sti‘eva s atrofii stievnich klki (dole)

Obrazek byl ptevzat z  internetové  stranky:  https://celiac.org/about-the-foundation/featured-
news/2015/03/biopsy-samples-diagnosis-celiac-disease/ [Navstiveno 15. 11. 2019]
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Obr. 4: Endoskopicky obraz duodena s atrofii stievnich klki a zvyraznénou cévni

kresbou u pacienta s GE
Obrazek byl ptevzat z internetové stranky:http://www.gastrolab.net/pa-198.htm [Navstiveno 15. 11. 2019]
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Obr. 5: Charakteristicka mozaikovita struktura sliznice v jejunu pacienta s GE
Obrazek pievzat z ¢lanku Bures et al., 2005

Histologické zmény jsou ve stievé neléceného celiaka rozlozeny nerovnomérné, mista
s atrofii klkid sousedi s misty bez atrofie, a proto se vzorky tkané pti endoskopickém vysetteni
odebiraji jak z prvni ¢asti dvanactniku (pars superior), coz je misto prvniho kontaktu tenkého
stieva s lepkem, tak ze 4 mist druhé poloviny dvanactniku (Kowalski et al., 2017).

Pro zhodnoceni zavaznosti nemocnéni je pro patologa klicovy pocet biopsii a jejich
orientace, pricemz jeden ze vzorkd musi byt z oblasti pars superior, dale pak zmény
ve struktufe sliznice zahrnujici pfitomnost ¢i atrofii stfevnich klkd, zvétSeni krypt, zmény
poméru vysky klku:hloubky krypt, zmény sloZeni fidké vazivové vrstvy tenkého stieva
pod epitelem, obsah Brunnerovych zlaz ¢&i procentudlni zastoupeni intraepitelidlnich
lymfocyta (Al-Toma et al., 2019).

Morfologické abnormality stievnich vzorku a tedy zavaznost onemocnéni pacienta je
mozné zhodnotit na zakladé nékolika klasifikaci. Nejprve spektrum patologickych nalezt
ve sliznicich celiakii rozclenila Marshova Klasifikace, pozdéji se objevila detailngji
rozpracovana Oberhuberova klasifikace, ktera typ 3 v Marshov¢ klasifikaci roz¢lenuje na tii
podtypy na zakladé miry atrofie stfevnich klkt. Histologické zmény stéevni sliznice a stav
nemoci pozd¢ji klasifikovaly do tii skupin Corrazova Villanaciho klasifikace a Ensariho
klasifikace (Walker et al., 2017, Al-Toma et al., 2019), které ¢lenéni histologického

poskozeni stievni sliznice pacienti zjednodusily. Presto zustiva Marsh-Oberhuberova
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klasifikace, jejiz piechled muzeme vidét v tabulce 2, lékafi nejpouzivanéj$§im systémem

pro stanoveni stupné histologického poskozeni sliznice tenkého stieva u pacienta s GE.

Tab. 2: Hodnoceni histologickych zmén sliznice podle Marsh-Oberhuberovy klasifikace

Marsh Zvétieni Intraep.
(Oberhuber)  Atrofie klkua krypt lymfocytt/ 1000
typ enterocytu
0 v norme NE <40
1 v normé NE >40
2 v normé ANO >40
3a mirna ANO >40
3b castecna ANO >40
3cC totalni ANO >40

Biopsie sliznice tenkého stfeva je sice vySetfenim potvrzujicim diagnozu glutenové
enteropatie, mizou se vSak pii ném objevit nedostatky ztéZujici jeji stanoveni. Atrofie
sttevnich klkii bez zvySené hladiny intraepitelidlnich lymfocytl ¢i normélni sliznice se
zachovanymi klky a navySenym mnozstvim intraepitelialnich lymfocytd muze byt zpisobena

infekci, imunitnim onemocnénim ¢i uzivanim urcitych 1éka (Walker et al., 2017).

3.4.3 Geneticka predispozice a genetické vySeti‘eni

Za faktory ovliviiujici genetickou predispozici k tomuto onemocnéni jsou povazovany
lokusy na kratkém raménku 19. chromozomu a dlouhém raménku 2. a 5. chromozomu
kodujici molekuly zapojené do imunitni odpovédi organismu. Na rozvoj onemocnéni maji
vsak velmi maly vliv na rozdil od gentt HLA systému (viz. kapitola 4.2) (Megiorni et Pizzuti,
2012).

Pro drtivou vétsinu pacientd s GE je typicka ptitomnost specifické varianty gena
HLA-DQA1 a HLA-DQBI, které koduji a a B fetézec glykoproteini na povrchu antigen
prezentujicich bunék. Tyto specifické alely, nejcastéji HLA-DQA1*05-DQB1*02
(HLA-DQ2) a HLA-DQA1*03-DQB1*0302 (HLA-DQ8) jsou lokalizovany na kratkém
raménku 6. chromozomu a jejich expresi vznika heterodimer, ktery asociaci s glutenovymi
peptidy podniti buniky imunitniho systému ke spusténi imunitni odpovédi (Megiorni et al.,
2009, Lebwonhl et al., 2018).

U nositeli ur¢itych kombinaci zminénych alel je riziko vzniku onemocnéni vyssi

ve srovnani s jedinci nesoucimi jiné varianty rizikovych forem genu. Konkrétn¢ osoby
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s alelami DQA1*05-DQB1*02 a HLA-DQA1*03-DQB1*0302 nebo DQA1*05-DQB1*02
s alelou obsahujici DQB1*02 jsou vystaveni velmi vysokému riziku propuknuti onemocnéni,
zatimco niz§i pravdépodobnost propuknuti nemoci maji osoby s HLA-DQA1-DQB1*02,
U nichZ jedina alela obsahuje DQB1*02 (Megiorni et al., 2009).

Ukazou-li se vysledky dvou vySe uvedenych a bézné provadénych vySetieni u pacienta
sporna ¢i u rizikovych skupin, jako jsou pifimi piibuzni pacienta, vyuziva se k potvrzeni
diagnozy glutenové enteropatie HLA genotypizace. Pozitivni vysledek tohoto testu, tedy
piitomnost alely HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8, ¢i obou, vSak samostatné nedokazuje
u vySetfovaného diagnozu celiakie, nebot’ vyse uvedené haplotypy se vyskytuji i u zdravych
osob, u které se celiakic zatim neprojevila. Negativni vysledek tohoto testovani ma
pro diagnostiku vétsi vyznam, protoze v pripadé rozporuplnych vysledkt biopsie tenkého
stfteva a sérologickych testl, mize HLA typizace onemocnéni u jedince zcela vyloucit
(Lebwonhl et al., 2018).

HLA typizaci se nejCastéji zpracovava vzorek nesrazlivé krve pacienta S EDTA
a pro urceni HLA genotypu se obvykle vyuziva polymerazova tetézova reakce (SSP-PCR,
RT-PCR) nebo reverzni dot blot metoda (Megiorni et Pizzuti, 2012).
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4  Imunitni systém

Nedilnou soucasti zZivotaschopnosti organismu je jeho neustald schopnost reagovat
na podnéty a prizptisobit se ménicim se podminkdm okolniho prostiedi, s ¢imz souvisi
i obrana organismu pred cizorodymi patogennimi ¢asticemi. Jednim ze systému schopnych
piijmu informaci s néslednou reakci, ktery soucasné rozpozna skodlivinu od télu nezdvadné
¢astice, je imunitni systém (IS). Kromé ochrany pred vnéjsSimi patogeny jsou jeho dulezitymi
vlastnostmi tolerance vlastnich bunék a odstranéni starych ¢i poskozenych bunék.

Cizorod¢ castice vyvolavajici imunitni odpovéd’ organismu jsou oznaCovany jako
imunogeny. Imunoglobuliny neboli protilatky produkované B-lymfocyty nebo povrchové
receptory T-lymfocytl se vaZou specifickymi vazebnymi misty na strukturu na povrchu
imunogenu tedy epitop nebo antigenni determinantu. Té&snost vazby mezi antigenni
determinantou a variabilni oblasti protilatky podminuje jeji schopnost neutralizovat skodlivé
Castice a toxiny a tuto vazbu zprostiedkovavaji vodikové mistky, Van der Waalsovy sily,
elektrostatické sily nebo hydrofobni interakce. Specificita protilatek vici antigenim muze byt
velmi vysokd, a to predev§im diky schopnosti rozliSit malé detaily v chemickém slozeni
antigenu, v ptipadé peptidovych antigeni se mize jednat o rozdil az v jedné aminokyseling
(Peakman et Vergani, 2009, Abbas et al., 2017).

Jestli bunky specifického imunitniho systému spusti imunitni reakci, nebo budou tyz
antigen tolerovat, zavisi na okolnostech, pfi jakych je organismu vystaven, a na pfitomnosti
stimulujicich faktorti. Selhani tolerance vii¢i vlastnim slozkam, a tedy vznik imunitni reakce
proti organismu vlastnim buitkdm a molekulam vede k rozvoji autoimunitniho onemocnéni.
Dulezitou roli v rozvoji téchto patologickych stavii maji uréité skupiny gent nebo infekce,
kterd aktivuje buiiky imunitniho systému, které poSkodi vlastni tkan, dvéma mechanismy.
V prvnim pfipad€, rozsahla infekce v uréité tkani spusti lokalni imunitni odezvu, dojde
k nahromadéni leukocytd v dané tkani a antigen-prezentujici bunky zahaji expresi
stimulujicich latek a cytokini aktivujicich T-lymfocyty, které vSak nejsou specifické
pro patogeny vyvolavajici infekci, coz vede k selhani tolerance T-lymfocytti. Druhym
mechanismem rozvoje autoimunity prostfednictvim infekénich patogeni je kiizovou reakci,
kdy po prodélané infekci protilatky reaguji proti vlastnim proteinim, které jsou tvoteny
kratkymi shodnymi tseky jako proteiny patogenu (Abbas et al., 2017).

Bunééné slozky vrozené imunity, ktera tvoii prvni ochranou bariéru pied vnéjSimi
patogeny, jsou aktivovany v fadu nékolika hodin a nevykazuji témét Zadnou pamét’ a specifitu

(Peakman et Vergani, 2009, Abbas et al., 2017). Vrozeny imunitni systém rozeznava
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struktury sdilené vice mikroorganismy, které jsou nezbytné pro jejich zivot, oznacované jako
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (Hato et Dagher, 2015). Soucasti vrozené
imunitni odpovédi je jak fyzicka bariéra, kterou predstavuji bunky kize, sliznice a ochranny
hlen, tak humoralni slozky, komplement, lektiny, aglutininy, a bunécné slozky zahrnujici
fagocytujici, dendritické, NK a zirné bunky (Peakman et Vergani, 2009, Abbas et al., 2017)

V tadu dni od proniknuti infekce do organismu se aktivuje ziskand neboli specificka
imunitni odpovéd’, kterd rozpozna antigeny prostiednictvim lymfocytt, které produkci
specifickych molekul zajisti jejich likvidaci. Somatickou rekombinaci genovych segmentl
uvniti B-lymfocyta vznika obrovska variabilita protilatek, diky které je specificky imunitni
systém schopen rozeznat a zneskodnit velké mnozstvi riznych antigent. Opétovné vystaveni
organismu identické patogenni ¢astici vyvola silnéj$i a masivnéj$i imunitni odpovéd’, a to
pfedevsim diky nahromadéni pamétovych bunéck, které se ve chvili vystaveni antigenu

nachazi v organismu ve vétsim mnozstvi nez nativni lymfocyty (Abbas et al., 2017).

4.1 Buiiky a molekuly nespecifického imunitniho systému a jejich vliv na rozvoj
autoimunitni reakce

At uz je imunitni reakce zacilend proti patogenim z vnéjsSiho prostfedi nebo namifena

proti organismu vlastnim molekulam ¢i strukturdm, jsou do ni v mensi ¢i vétsi mitfe zapojeny
buiiky a molekuly vrozené 1 ziskané imunity.
s molekulovou hmotnosti 15-20 kDa, slouZzici jako prostfedek ke zméné funkce buriky, kterou
jsou produkovany, nebo bunék jinych. Kazdd molekula cytokinu ma rizny efekt na rizné
bunky a jejich spoluptisobenim vyvolaji mnohem vétsi efekt nez kazda samostatné. Hlavnimi
dvéma typy téchto molekul podilejicich se na imunitni odpovédi v gastrointestindlnim traktu
jsou interferony a interleukiny (Peakman et Vergani 2009, Kim et al., 2015).

Imunitni odpovéd vrozené¢ho systému zprostiedkovava také komplement, skupina
sérovych proteint cirkulujicich v krevnim fecisti v nefunkénim stavu, které vytvaii aktivacni
kaskadu. Vice nez 40 proteini tvofici soucast komplementu jsou produkovany v jatrech
alokaln¢ i v mistech zanétu. Aktivace komplementu je spojena s produkci molekul
S prozanétlivymi uc€inky, rozpustnosti komplexu antigenu a protildtky a lyzi bunék.
V piipadech autoimunitnich onemocnéni je zapojena predevSim alternativni dréha
komplementu, ktery je finalnim zprostiedkovatelem poSkozeni tkané (Peakman et Vergani,

2009, Laurence et Aringer, 2014).
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Z pluripotentni kmenové bunky se vyviji dvé linie bun¢k spojené s imunitnim
systémem, myeloidni a lymfoidni. Prekurzor myeloidni bunécné linie dava vzniku bunkam,
mezi néz patii neutrofily, eosinofily, basofily, monocyty a dendritick¢ bunky,
zprostiedkovavajicim nespecifickou imunitni odpovéd’ (Peakman et Vergani, 2009).

Neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty jsou lokalizovany v krevnim fecisti
apo jejich aktivaci a presné¢ fizeném procesu premisténi do cilové tkané obsahem granul
zabiji a zneskodnuji specifické druhy patogend. Neutrofilni granulocyty aktivované produkty
bunééné stény bakterii, proteiny komplementu, leukotrieny nebo cytokiny likviduji bakterie
aplisné dvéma zplisoby, prostfednictvim baktericidnich latek a enzymii nebo produkci
reaktivnich forem kysliku, které naruSuji bunétné struktury mikroorganismi. Podobny
mechanismus likvidace cizorodych patogent, ktery je vSak vyvolan odliSnymi chemickymi
latkami v granulocytech, vyuzivaji eozinofilni a bazofilni granulocyty. Zatimco eozinofily se
zamétuji na likvidaci Cervovitych parazitii, sehrdvaji bazofilni granulocyty roli pfi alergickych
reakcich a v extremnich ptipadech mohou vyvolat anafylakticky Sok (Peakman et al., 2009).
V patogenezich autoimunitnich onemocnéni hraji nejvétsi roli neutrofily, a to predevSim
schopnosti tvorby hnisu a tvorbou interleukina (IL), IL-8, IL-1, IL-17, faktoru nekrotizujiciho
nadory (TNF) a chemokinu (Laurence et Aringer, 2014).

Monocyty vyvinuté z prekurzoru myeloidni linie koluji kratkou dobu svého Zivota,
1-3 dny, v krevnim fecisti a po prestupu do tkan¢ se méni v priabéhu zanétu v makrofagy
likvidujici jeho nasledky v podobé poskozenych bunék. Jsou schopny fagocytozy, podileji se
také na prezentaci antigenu bunikam specifické imunity a produkci cytokind. V nékterych
tkanich jsou makrofagy specializovanéjsi, naptiklad ve vazivové vrstvé stifevni sliznici, kde
jsou zamifeny vice proti bakteriim (Peakman et Vergani, 2009). Kromé tvorby zanétu
pfi autoimunitnich onemocnéni se jednd o vykonné buiky likvidace poskozenych bunck
Vv patologické autoimunitni trombocytopenii a hemolytické anémii (Laurence et Aringer,
2014).

Zirné buiiky, mastocyty, podobné jako bazofilni granulocyty uzpasobeny k produkci
nizkomolekuldrnich amini funguji jako G€inné bunky produkujici prozanétlivé cytokiny IL-6
a TNF-a. Jejich aktivaci zajistuji hlavn¢ IgE protilatky a v pritomnosti interleukinu IL-33
mohou jejich podil na zprostfedkovani imunitni odpovédi spustit protilatky IgG (Peakman
et al., 2009, Laurence et Aringer, 2014).

Z prekurzoru lymfoidni bunécné linie se stejné jako lymfocyty vyviji NK bunky, které
vSak tvofi soudst vrozené imunitni odpovédi. Sekreci regulacnich molekul a rozpustnych

faktord ovliviwyji vyvoj specifické imunitni odpovédi a uvoliovanim cytotoxickych granuli
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zabiji nadorové buiky, zajiStuji obranu proti intracelularnim patogentim a udrzuji imunitni
homeostazu likvidaci n€kolika typt aktivovanych imunitnich bunék, ¢imz zabranuji nadmérné
imunitni odpovédi a vzniku autoimunitni odezvy. V patologickych autoimunitnich stavech
dochazi vsak k zméné jejich cytotoxické aktivity (Zitti et Bryceson, 2018). Necirkulujici
bunky oznaceny protilatkami jsou pieduréeny k likvidaci NK buiikami (Laurence et Aringer,
2014).

Diky velkému mnozstvi podtypti dendritickych bunék, do nichz se myeloidni
prekurzor také vyviji, disponuji dendritické¢ bunky Sirokou Skéalou funkci a vzajemnymi
morfologickymi odlisSnostmi. Myeloidni a plasmacytoidni dendritické¢ bunky v nezralé¢ formé
se primarn¢ vyskytuji v tkanich, v minimalnim mnozstvi se vyskytuji také v krvi (Peakman
etal., 2009). Exprimuji obrovské mnozstvi riznych druhti receptori, diky nimz nejucinnéji
ze vSech bunék vrozené imunity rozpoznavajici a vazou molekulové struktury spojované
S patogeny a molekulové struktury produkované poskozenymi nebo odumielymi buitkami.
Kromé produkce cytokint je jejich dilezitou funkci schopnost aktivovat T-lymfocyty a fidit
jejich diferenciaci do specifickych bunéénych podtypi, které dale zprostfedkovavaji imunitni
odezvu (Abbas et al., 2017).

V gastrointestindlnim traktu ptedstavuje vrozend imunita primarné pfedevsim fyzickou
a chemickou bariéru, kterou ve stievé tvoii hlavné poharkovité bunky produkujici muciny
na vrcholcich stfevnich klki, M bunky a Panethovy buiiky v kryptech produkujici
antibakteriadlni peptidy. Dendritické bunky jsou jedinymi buiikami vrozeného imunitniho
systému lokalizovanymi ve stievni slizni¢ni vrstveé, které se podili na humoralni imunité
v gastrointestinalnim traktu a u zdravych jedinci spole¢né s makrofagy, které jsou stejné jako
mastocyty soucasti podslizni¢ni vazivové vrstvy, zabranuji vzniku zanétu a udrzuji imunitni
homeostazu (Abbas et al., 2017).

Na patogenezi glutenové enteropatie se builky vrozeného imunitniho systému,
predev§im dendritické bunky, podili hlavné produkci IL-15 a interferona typu 1. IL-15
Vv ptitomnosti kyseliny retinoveé, kterd vznika v téle jako meziprodukt metabolismu vitaminu
A, podporuje vyvojové rozliseni T-lymfocyti v subpopulaci produkujici interferon gama
(INF-y), coz nasledné vede k podniceni regula¢nich T-lymfocyti. Neregulovana exprese
interferonu typu 1 u pacientt trpicich GE, casto v dusledku prodélané virové infekce, vede
k neschopnosti dendritickych buné€k tolerovat glutenové peptidy nebo aktivaci tkanové
transglutaminasy (Kim et al.,, 2015). ZvySeni mnozstvi mastocytl, aktivovanych
neimunogennim fragmentem gliadinu p31-43, pozorovatelné¢ ve stievnich lezich celiakt

V porovnani s ostatnimi skupinami leukocyti pfimo souvisi se zavaznosti propuknutého
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onemocnéni. Mastocyty exprimujici CD40 ligand a schopné produkce IL-6 ovliviiujiciho
aktivaci T-lymfocyti zodpovidaji za rozvoj B-lymfocytti a podporuji uvoliovani izotypu
protilatky IgA (Frossi et al, 2017).

4.2 HLA systém

Podstatnou roli ve spusténi specifické bunétné imunitni odpovédi ma mechanismus
rozpoznani antigenu na povrchu antigen-prezentujicich bunék T-lymfocyty.Vsechny jaderné
bunky organismu a zminéné antigen-prezentujici bunky obsahuji geny kodujici proteiny
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC), které umoznuji vystavit extracelularni nebo
intracelularni proteiny ze svych vnitinich struktur na povrchu bunééné membrany, kde jsou
rozeznavany specifickym podtypem diferenciovanych T-lymfocytd. MHC molekuly, které se
u ¢lovéka oznacuji jako molekuly lidského leukocytarniho antigenu (HLA), jsou rozliSovany
do dvou hlavnich skupin, MHC molekuly 1. a II. tfidy, pficemz antigen-prezentujici burniky
(antigen-presenting cells, APC), jako dendritické bunky, makrofagy a B-lymfocyty, exprimuji
na svém povrchu MHC molekuly II. tfidy. HLA geny proteint II. tfidy se nachazi
na 3 lokusech na kratkém raménku 6. chromozomu oznacovanych jako HLA-DP, HLA-DQ
a HLA-DR. Alely téchto genti jsou dédény jako haplotyp a predurcuji, proti jakym antigeniim
se bude jejich nositel branit. Molekula MHC proteinu II. tfidy je na povrchu APC slozena
z a a B nekovalentné spojenych fetézct, které vytvaii prostor, do néhoz se vaze peptid vznikly
vétsinou degradaci extracelularniho proteinu v endozomech a lysozomech (Abbas et al.,
2017).

Jak bylo zminéno diive, GE postihuje nositele urcitych haplotypti vice nez jiné, coz
souvisi s mirou afinity jejich HLA molekul k deaminovanym glutenovym peptidam.
Deaminace gliadinu je kli¢ovou modifikaci zvysujici jeho afinitu k molekulam HLA-DQ2
a HLA-DQS8. Vazba negativné nabitych aminokyselin v peptidu k témto molekulam umoziuje
prezentaci gliadinu T-lymfocytim a spusténi specifické imunitni odpovédi (Sollid, 2017,
Bodis et al., 2018).

4.3 Buinky a molekuly specifického imunitniho systému a jejich vliv na rozvoj
autoimunitni reakce
Prezentace antigenu pfislusnymi buikami vrozeného imunitniho systému vede
k spusténi specifické imunitni odezvy organismu, kterou zprostfedkovavaji bunky vyvinuté
z prekurzoru lymfoidni bunééné linie, B-lymfocyty a T-lymfocyty. S vyjimkou
intraepitelialnich lymfocytti jsou bunky specifického imunitniho systému lokalizovany

V podslizni¢ni vazivové vrstve stieva.
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Jednotlivé lymfocyty exprimuji na svém povrchu razné typy receptora rozlisujicich
drobné rozdily ve strukturach jednotlivych epitopt antigent, coz zajist'uje obrovskou specifitu
imunitni odpovédi. Aktivaci existujici bunky specifické pro dany antigen dojde k stimulaci
a proliferaci daného klonu a spusténi masivni imunitni odezvy proti tomuto antigenu.

Nezralé B-lymfocyty putuji z kostni diené krvi do sleziny, kde pies marginalni zonu
prostupuji do bilé pulpy. Po jejich dozrani v této oblasti se vraci zpét do krevniho obéhu,
kterym putuji dale do sekundarnich lymfatickych organt, kde se na rozhrani oblasti bohaté
na T-lymfocyty a oblasti soustied’'ujici B-lymfocyty a v zarodeénych centrech folikul
setkavaji s antigeny, kterymi jsou aktivovany. V piipadé proteinovych antigenti jsou
B-lymfocyty k dozrani a diferenciaci aktivovany prostfednictvim T-lymfocyta. Vzniklé
plazmatické bunky se premist'uji jak zpét do kostni dfené, kde se z nich stava pamétova
buiika, tak do tkani, kdy v ptipad¢ plasmatickych bunck produkujicich IgA protilatky dochéazi
v gastrointestinalnim traktu K jejich umisténi do Peyerovych plaki. Cely proces vedouci
k diferenciaci B-lymfocytt do zralych plazmatickych bunék umoziuji specifické chemokiny,
molekuly zajistujici premistovani bunék mezi tkanémi (Abbas et al., 2017). Dulezitou
vlastnosti B-lymfocyta je jejich rozpoznatelnost, ktera je nezbytna hlavné pro prezentaci
antigenu T-lymfocytim a kterou zajist'uji jejich povrchové molekuly. P¥ikladem umoznujicim
vazbu specifického antigenu na povrchu molekul je receptor B-lymfocytd. Prenos signalu
po vazbé antigenu umoziuji molekuly CD79a a CD79B nebo CD22 podporujici interakci
bunék pii pienosu signalu (Peakman et Vergani, 2009). V ptipadé, ze B-lymfocyt rozezna
nezavisle na T-lymfocytech télu vlastni slozku za antigen, dojede k aktivaci inhibi¢nich

receptoru a apoptoze B-lymfocyta ¢i ztraté jejich schopnosti reakce (Abbas et al., 2017).

4.3.1 T-lymfocyty

Bunééné zprostfedkovanou odpovéd ziskaného imunitniho systému vykonavaji
T-lymfocyty rozeznavajici prostiednictvim svych receptord (TCR) pouze antigeny vazané
na povrchu jinych bunék molekulami MHC systému. Hlavni dvé skupiny téchto lymfocyt
Clenéné na zakladé exprese povrchového proteinu piedstavuji CD4" a CD8" lymfocyty.
Populace CD4" lymfocyti produkuje cytokiny napomahajici makrofigim k fagocytdze
a B-lymfocytim k tvorb& protilatek. Naopak CD8* jsou uzptsobeny k usmrceni bunék
s intracelularnimi patogeny (Abbas et al., 2017).

Aktivace nativnich T-lymfocytd, které dozravaji v brzliku, probiha v lymfatickych
uzlinach, skrz které koluji a kam jsou antigeny transportovany dendritickymi bufikami. Spolu

s molekulami prezentujicimi antigen na povrchu bungk je k aktivaci T-lymfocytt zapotiebi
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také pritomnost kostimula¢nich molekul. Zatim nejlépe popsanou skupinou téchto molekul
exprimovanych na povrchu antigen prezentujicich bunék umoznujicich aktivaci nativnich
lymfocytd jsou ligandy CD28 povrchového receptoru T-lymfocyti, oznacované jako B7
(CD80 a CD86). Umocnéni imunitni odpovédi zprostiedkované témito bufikami posilenim
jejich u¢inku vyvolava ligand receptoru CD40 exprimovany na povrch CD4" T-lymfocytu.
Aktivované T-lymfocyty zlstavaji bud’ v lymfatickych organech, kde napomahaji diferenciaci
B-lymfocytil, nebo putuji do mista infekce, kde po opétovném vystaveni antigenu vykonavaji
svou funkci (Abbas et al., 2017).

Dlouhotrvajici zanétliva onemocnéni vznikaji disledkem poruchy imunitniho systému,
k némuz obvykle dochéazi pisobenim faktoru vnéjsiho prostiedi spolecné s genetickymi
aspekty. Zmény a poskozeni vzniklé pii diferenciaci T-lymfocytd vedou k vzniku zanétlivych
autoimunitnich onemocnéni (Zenewicz et al. 2009, Kim et al., 2015). Patogeneze glutenové
enteropatie je spojena s populaci CD4* T-lymfocyti, které zajistuji imunitni odpovéd’
pacienti proti zminovanému imunogenu (Kim et al., 2015).

V prostiedi cytokini produkovanych nejcastéji antigen-prezentujicimi buitkami, TCR
vyvolava zmény v bunce vedouci k diferenciaci v bunééné podtypy exprimujici odlisné
povrchové receptory. Pomocné T-lymfocyty (Th), jak je také CD4* populace T-lymfocyti
oznacovana, Se dale rozlisuji do podtypad produkujicich odlisné cytokiny, které dale rozviji
imunitni odpoveéd’ nebo piimo uplatiiuji svoje ucinky na tkan (Zenewicz et al., 2009).

V prostiedi 1L-12 a INF-y se nativni T-lymfocyt vyviji do subpopulace oznacované
jako Thl eliminujici vnitrobunééné patogeny. Produkci velkého mnozstvi INF-y aktivuji
makrofagy a sekreci IL-2 se podili na fizeni imunitni odpovédi zprostiedkované
cytotoxickymi CD8" T-lymfocyty. Jedna se o subpopulaci, ktera je dilezitd pro rozvoj
nékterych autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni, jehoz piikladem je Crohnova nemoc.
Ve spojeni se zanétlivymi stifevnimi chorobami se nativni CD4" T-lymfocyty vyviji také
do subpopulaci Th2, Thl7, Th22 a regula¢nich T-lymfocytd (Treg) (Zenewicz et al., 20009,
Kamali et al., 2019).

Diferenciaci do populace Th2 podnécuji IL-4 a IL-2. Jedna se 0 populaci bunék
sekretujici IL-5, IL-6 a IL-13 a zlepsujici produkci cytokinu IL-4, ktery tidi B-lymfocyty
k tvorbé protilatek IgE umoznujicich obranu organismu proti parazitim. Zesilenim produkce
toho cytokinu dochazi k inhibici vyvoje populaci Thl a Th17 (Kamali et al., 2019, Abbas
etal., 2017).

Th22 subpopulaci, vznikajici v pfitomnosti TNF-o a IL-6 a jejiz vyvoj je
zprostiedkovan pres aryluhlovodikovy receptor (AhR), charakterizuje produkce IL-22, 1L-13
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a TNF-o. Th22 a IL-22 hraji dtlezitou roli v obrané proti virové infekci a ochrané stievni
sliznice proti zanétu. Patogenni vlastnosti tohoto interleukinu se mohou projevit v ptipade¢,
dochazi-li k jeho sekreci spole¢né s jinym prozanétlivym cytokinem, kterym je zejména 1L-17
(Azizi et al., 2015, Kamali et al., 2019).

Regula¢ni FoxP3* T-lymfocyty jsou podskupinou CD4" T-lymfocytd vyvijejici se
Vv prostiedi transformujiciho rastového faktoru (TGF) B a IL-12 (Zenewicz et al., 2009,

Kamali et al., 2019). Ligandem aktivovany AhR je schopny aktivace této podskupiny FoxP3*

podilejici se na navozeni a udrzeni imunologické tolerance, potlacuji zanét, reguluji imunitni
odpoveéd’, udrzuji stfevni rovnovahu a moduluji funkei dendritickych bunék (Zenewicz et al.,
2009, Kamali et al., 2019).

4.3.2 Th17 lymfocyty

Th17 lymfocyty maji rozhodujici roli ve vyvolani zanétu v tkani, ktery je znakem
mnoha autoimunitnich a stfevnich zanétlivych onemocnénich (Zenewicz et al., 2009, Kamali
et al., 2019). Jedna se 0 dulezité zprostredkovatele imunitni odpovédi proti extracelularnim
a intracelularnim bakteriim, plisnim, virdm a hraji rozhodujici roli v ochrané slizni¢ni
rovnovahy. Vyvojova linie Th17 lymfocyti neni pevné stanovena a vlivem prostiedi je
schopna ptemény do jiné vyvojové subpopulace. Jejich pfeména je umoznéna do linii Thl,
Th2, Treg a pomocnych folikularnich T-lymfocytu (TFH), ¢imz poskytuji rozmanitou funkéni
odpoveéd. Th17 vyvojova linie muze vyvolat vznik linie oznaované jako Th17-1 schopné
napomoci k sekreci IgM, 1gG a IgA protilatek B-lymfocyty s minimalni cytotoxicitou
ve srovnani s Thl, ¢imz jsou zapojeny do zanétlivych imunitnich odpovédi a aktivné se podili
na rozvoji n€kterych autoimunitnich onemocnéni (Kamali et al., 2019).

Mezi hlavni produkované cytokiny patii IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a, INF-y
a faktor stimulujici granulocyty a makrofagy. IL-17 zajiStuji aktivaci a migraci neutrofili
amuzou se zaméfit na bunky endotelu, buiiky hladkého svalstva dychacich cest a buiky
epitelu, u kterych vyvolaji tvorbu molekul podporujicich tvorbu zanétu. Jejich funkci je také
regulace zarode¢ného centra tvorby a produkce vlastnich protilatek. IL-22 produkovany také
v zavéreCné fazi diferenciace Thl7 lymfocytu vytvaii antimikrobialni G¢inné latky a je
kli¢ovy pro vytvoreni imunologické bariéry epitelidlnich bun¢k (Maddur et al., 2012). Kromé
jeho sekrece bunikami T-lymfocytd, zejména Th17 populace, se na jejich produkci podili také
NK bunky a intraepitelialni lymfocyty a dochazi k ni v epitelialnich tkanich, hlavné kize
a gastrointestinalniho traktu (Abbas et al., 2017). Dilezitou roli v jeho expresi zastava AhR.
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IL-21 v kombinaci s IL-7 a IL-15 podnécuji tvorbu a diferenciaci CD8" T-lymfocyta,
zajistuje diferenciaci B-lymfocytd, ovliviyje diferenciaci a cytotoxicitu NK bunék a produkci
IL-8 dendritickymi buiikami a makrofagy. Chemokin oznacovany jako CCL20, jehoz
receptory jsou exprimovany dendritickymi bunkami, B-lymfocyty a podskupinami
T-lymfocyti, slouzi jako antimikrobialni a chemoatraktivni faktor v misté¢ zanétu. IL-17 mize
navodit produkci CCL20 v tkanich a Th17 populace, kterd exprimuje receptor pro tento

chemokin, mize podpofit vyvoj zanétu (Maddur et al., 2012).

4.3.2.1 Diferenciace Th17 lymfocytia

Diferenciace CD4* do Th17 subpopulace umoziiuji I1L-6, IL-1 a IL-23 produkované
dendritickymi buiikami v reakci na vySe zminéné patogeny. Zatimco IL-1 a IL-6 jsou
nezbytnymi cytokiny v prvni fazi diferenciace, IL-23 je podstatny pii dotvofeni a udrzeni
rozliSenych Th17 lymfocyti. Bézné protizanétlivy TGF- v prostfedi IL-1 a IL-6 se stava
faktorem podporujicim rozvoj prozanétlivych Th17 lymfocytd. Zminéné cytokiny aktivuji
molekuly transkripénich faktori RORyT (Retinoid-related Orphan Receptor y T) a STAT3
(Signal Transducer and Activator Transcription 3)(Abbas et al., 2017). TGF-B je také
soucasné nezbytny pro aktivaci signalni drahy vedouci k expresi transkripéniho faktoru FOXP3
(Forkhead Box P 3) umoznujiciho produkci regulaénich T-lymfocytt udrzujicich imunitni
toleranci. VV nepfitomnosti zanétu dochazi k potlaceni specifického transkripéniho faktoru
RORyT a prosazeni exprese FoxP3. Pfitomnost vySe zminénych interleukinii umoZiiuje
fosforylaci STATS3 a inhibici tlumivého G¢inku FoxP3 na RORYT, coz nasledné vede k vyvoji
Th17 lymfocytd. Vazba transkripénich faktori STAT3, RORyT a Runxl (Runt-related
transcription factor 1) do promotorovych oblasti specifickych gent vede k expresi IL-17,
IL-21 a chemokinu CCL20. INF-y, IL-2 a IL-27 se naopak podili na inhibici a blokaci
zminénych transkripcnich faktord a potlacuji vyvoj Th17 lymfocytt. IL-2 a IL-27 zodpovidaji
za aktivaci STATS5 a STATI, ¢imz inhibuji STAT3. INF-y se naopak podili na blokaci
transkrip¢niho faktoru blokujiciho RORyT (Maddur et al., 2012).
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5 VIiv prostredi tenkého sti‘eva na rozvoj onemocnéni

Glutenova enteropatie je onemocnéni, které primarné poSkozuje tenké stfevo, a proto je
jeho prostiedi klicovym faktorem v rozvoji a pribéhu onemocnéni.

Tenké stfevo ohraniCuje vrstva epitelidlnich bunék spojenych tésnymi spoji, ktera
reguluje absorpci Zivin a iontl a brani organismus pied toxiny, mikroorganismy a antigeny
pritomnymi V lumenu stfeva. Tésné spoje mezi sousednimi bunikami tvoii interagujici
transmembranové proteiny, které zahrnuji occludiny, claudiny, spojovaci adhezni molekuly
(JAM), tricelluliny a anguliny, s intracelularnimi zonula occludens (ZO) proteiny, které
vytvafi strukturni podporu tésnych spoji. Skrz mimobunéény prostor prostupuje asi 10 %
vSech proteini, a to bud’ v neporuseném stavu, nebo jako ¢asteCné natravené peptidy, coz je

spojeno s modulaci tésnych spoju (Sturgeon et Fasano, 2016).

5.1 Celistvost stirevnich slizni¢ni bariéry a jeji promény v patogenezi celiakie

Prekurzor haptoglobinu 2, zonulin, k jehoz expresi dochazi v burikach stfevni
epitelialni vrstvy, ovliviiuje propustnost tésnych spoji mezibunécnych prostor v jejunu a ileu.
Naruseni bézného slozeni stfevniho mikrobiomu muze vyvolat uvolnéni zonulinu a zvysit
sttevni propustnost. K vylucovani zonulinu ze stfevnich epitelidlnich bunék dochazi
i v pfitomnosti gliadinu, ktery vazbou na chemokinovy receptor CXCR3 exprimovany
na povrch membrany enterocyti smérem do lumenu stieva spusti signalni drahu vedouci
k jeho uvolnovani. Nevhodna produkce zvySeného mnozstvi zonulinu vede k rozruSeni
tésného spojeni bun€k a naruSeni bariéry, po némz nasleduje nekontrolovatelny transport
gliadinu skrz slizni¢ni bariéru a spusténi odpoveédi vrozeného imunitniho systému, s ¢imz
souvisi produkce prozanétlivych cytokini INF-y a TNF-a, které zpusobuji dals$i narusovani
tésnych spojeni bunék a nekontrolovatelny prostup antigenu. TNF-a ovliviiuje a naruSuje
stfevni bariéru prostfednictvim kinazy lehkého fetézce myosinu (EC 2.7.11.18). INF-y
zvySuje stfevni propustnost zménami exprese a umisténim proteini tésného spojeni
a preusporadanim cytoskeletu (Stugeron et Fasano, 2016, Yoosuf et Makharia, 2019).

Zonulin je ligandem pro receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR). Tento
faktor miize modulovat aktin cytoskeletu a diky podobnému strukturdlnimu a sekvenénimu
motivu mé& zonulin podobné ulinky. Zonulin obsahuje sekvenci aktivujici proteinasou
aktivovany receptor 2 (PAR2), ktery zvySuje propustnost premisténim ZO proteind

a occludinu z mezibunééného prostoru (Sturgeon et Fasano, 2016).
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5.2 Vliv stievni mikroflory a virové infekce na rozvoj celiakie

Ve fyziologii travici soustavy hraje dulezitou roli stfevni mikroflora. Krom¢ jejiho
piispivani k traveni potravy se také podili na tvorbé nékterych vitamint skupiny B a vitaminu
K (LeBlanck et al., 2013), zachovani strukturni celistvosti stfevni slizni¢ni bariéry, ovlivnéni
stfevni propustnosti prostfednictvim zonulinu (Cristofori et al., 2018) a vyvoji bunck
imunitniho systému nebo formovani naptiklad Peyerovych plaka (Krishnareddy, 2019).
Funkci stievnich mikroflory je 1 schopnost piedchdzet nenormalni zanétlivé reakci
zabranénim aktivace makrofagu a regulovat pomér nékterych subpopulaci T-lymfocyth
(Sacchetti et Nardelli, 2019).

Slozeni stfevniho mikrobiomu neni u vSech jedinci zcela identické. Skladba
mikroorganismt nejen v naSich stfevech je ovlivnéna hlavné Zivotnim stylem a stravou,
uzivanim 1€kd a dalSimi faktory prostfedi. I pies odliSnosti ve slozeni stfevni mikroflory
mezi jednotlivei jsou u déti i dospélych trpicich GE pozorovatelné absence nebo snizené
mnozstvi ¢i naopak zvySeny vyskyt nékterych bézné se vyskytujicich druhti bakterii
ve srovnani se zdravymi jedinci (Sacchetti et Nardelli, 2019). Naruseni vyskytu nékterych
mikroorganismu ve stfevé pietrvava a neni ovlivnéno dodrzovanim bezlepkové diety, zatimco
pfitomnost jinych se vrati k normalnimu stavu jedince (Cristofori et al., 2018). Piikladem
snizeného mnozstvi bakterii v dvanactniku tenkého stfeva celiaka jsou bakterie rodu
Streptoccocus, Lactobacillus a Bifidobacterium, v nadbytku v porovnani se zdravymi jedinci
se vyskytuji nékteré bakterie fazené do kmene Proteobacteria (Scher, 2016, Sacchetti
et Nardelli, 2019).

Genotyp HLA ovliviuyje prvotni kolonizaci stfeva mikroorganizmy a hraje roli
spjata s mikroorganizmy jejich produkci kratkych fetézcti mastnych kyselin, které mutizou
ovlivnit diferenciaci prekurzové buniky v subpopulaci regulacnich T-lymfocyti. Role
mikroorganizml spo¢iva také v regulaci rovnovahy mezi dalSimi subpopulacemi CD4*
T-lymfocyti, jeji mechanismus vSak neni zcela objasnén. Slozeni mikroorganizmu tedy
specificky ovliviiuje i diferenciaci Th17 lymfocytd zapojenych do zanétlivé reakce
viuci deaminovanym gliadinovym peptidim (Krishnareddy, 2019).

Jako mozny faktor rozvoje patogeneze GE zodpovédny za pozménéni imunitni
odpovédi a rozeznani deaminovanych gliadinovych peptidd jako antigen je povazovana
virova infekce gastrointestindlniho traktu, kterd muize narusSit stfevni imunitni homeostazu.
Kromé¢ vyse zminénych dvou mechanismu rozvoje autoimunitniho onemocnéni (viz. kapitola

4), muze dojit také k produkci vlastnich antigent tkani, jeZ byla poskozena virovou infekci
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(Smatti et al., 2019). Slozeni stfevniho mikrobiomu je tedy neopomenutelnym faktorem,

jehoz zmény mizou prispivat k rozvoji celiakie (Girbovan et al., 2017).
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6 Aryluhlovodikovy receptor
Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je transkripéni faktor fazeny k bHLH/PAS (basic

helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim) rodin¢ proteinti, ktery moduluje odpovéd” na podnéty
z okolniho prostiedi a je aktivovatelny exogennimi i endogennimi ligandy (Esser et al., 20009,
Zhou, 2016, Cervantes-Barragan et Colonna, 2018, Neavin et al., 2018). AhR reguluje expresi
enzymu cytochromu P450, které se podili na metabolizmu xenobiotik (Esser et al., 2018,
Cervantes-Barragan et Colonna, 2018). Dalsi dulezitou funkci AhR je regulace vyvoje
a funkce bunék vrozené a specifické imunitni odpovédi (Zhou, 2016, Esser et al., 2018). AhR
je také zapojen do reprodukce, vyvinu organt, do chemické a mikrobialni obrany organismu
a funguje také jako ubiqutin E3 ligasa zajist'ujici proteasomalni degradaci vybranych proteina
(Busbee et al., 2013, Bock 2019).

K vysoké expresi AhR dochazi v tkénich tvoficich bariéru ve styku s vnéjSim prostfedim,
u bunék imunitniho systému a strukturnich buné¢k epitelu nebo také v hepatocytech. Podnéty
z okoli, kterymi jsou u bun€k imunitniho systému naptiklad cytokiny IL-6, IL-21 nebo
TNF-B, reguluji expresi AhR (Zhou, 2016).

6.1 Struktura a aktivace AhR

Jak bylo vySe zminéno, AhR je fazen do rodiny proteinu bHLH/PAS. PAS doména je
V centralni oblasti tvofena dvéma repetitivnimi sousedicimi oblastmi, PAS A a PAS B.
Doména PAS A je zapojena do vazby s ARNT (aryl hydrocarbon receptor translocator)
a PAS B umoziuje vazbu ligandi. Doména bHLH blize k N-terminidlnimu konci se véaze
k specifickym oblastem DNA, je zapojena do vazby s ARNT a interaguje s chaperony
(Kewley et al., 2004, Laringot et al., 2018). Koaktivatory interaguji s AhR prostiednictvim
C-terminalni oblasti bohaté na glutamat, aspartat, glutamin, serin, threonin a prolin (Laringot
et al., 2018). V neaktivovaném stavu je AhR lokalizovan v cytoplazmé, kde vytvari komplex
s chaperony, dvéma HSP90 (heat-shock protein 90 kDa), AIP (aryl hydrocarbon interacting
protein), p23 a ARA9 (AhR-associated protein 9) (Larigot et al., 2018, Busbee et al., 2013).
Po vazb¢ ligandu dojde k uvolnéni AhR z komplexu s uvedenymi proteiny a jeho pfemisténi
do jadra, kde vazbou s dalsim transkripénim faktorem z rodiny bHLH/PAS ARNT, vytvaii
heterodimer AhR-ARNT, ktery se vaze do specifickych oblasti DNA 5-GCGTG-3’
oznacovanych jako AhRE (AhR responsive elements), DRE (dioxin-responsive elements)

nebo XRE (xenobiotic response elements), které se nachazi v promotorovych oblastech
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velkého mnozstvi cilovych gent, a vyvola nebo reguluje jejich transkripci (obr. 6) (Neavin et
al., 2018, Zhou 2016).

cytoplazma
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Obr. 6: Schéma signalni drahyAhR vedouci k aktivaci cilovych geni

(a) Ligand AhR je pfes bunéénou membranu transportovan do cytoplazmy. (b) Ligand se navaze do komplexu
AhR s chaperony v cytoplazmé. (c) Dojde k transportu vzniklého komplexu do jadra. (d) Ligandem aktivovany
AhR se uvolni z komplexu s proteiny, navaze ARNT a vznikly komplex AhR-ARNT se navaze do specifickych
oblasti AhRE (DRE/XRE) v DNA. (e) V cytoplazmé dojde k uvolnéni SRC kinazy a fosforylaci cilovych
proteind.

Vlastni zpracovani na zaklad¢ informaci z citovanych literarnich zdroju.

Po skonceni transkripce pfislusnych genti dochazi k transportu AhR-ARNT z jadra
a nasledné postupné proteosomalni degradaci ubiquitinovaného AhR v cytoplazmé. Jednim
z cilovych genti komplexu AhR-ARNT je i gen pro represorovy protein aryluhlovodikového
receptoru (AhRR), ktery je strukturné podobny AhR. Obsahuje bHLH doménu, kterou se vaze
na DNA, PAS A doménu zajiStujici vznik dimeru, ale 1i$i se absenci PAS B domény, diky
Cemuz neni schopny vazat ligand, a v C-terminalni oblasti obsahuje doménu pro vazbu
korepresord. Transkripcni aktivita AhR je potlacena vazbou AhRR k ARNT a XRE (Busbee
etal., 2013, Laringot et al., 2018).
AhR muze fidit genovou expresi i nepiimo prostiednictvim dalSich proteina
aregulatnich RNA. AhR interaguje s jinymi transkripénimi faktory, naptiklad NF-xB
(nuclear factor «), c-Maf, receptorem pro kyselinu retinovou (RAR), estrogenovym
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receptorem (ER), E2F a retinoblastomovym proteinem (Rb1), mize modulovat jejich aktivitu,
a tedy i expresi jejich cilovych gend (Esser et al., 2009, Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018,
Rothhammer et Quintana, 2019).

Prostfednictvim SRC kinazy uvolnéné z komplexu AhR s proteiny muze dojit
k fosforylaci fady cilovych proteint, které mohou ovlivnit jiné signalni drahy

(Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018, Rothhammer et Quintana, 2019).

6.2 Ligandy AhR

Aryluhlovodikovy receptor muze vazat Sirokou Skélu riznorodych chemickych latek,
které se lisi strukturou a afinitou (Busbee et al., 2014, Neavin et al., 2018). Syntetické
exogenni ligandy vznikaji nebiologickymi procesy, zatimco piirodni exogenni ligandy AhR
jsou soucasti prijimané stravy. Endogenni ligandy vytvafi organismy prirozenymi procesy
Vv téle (Burezq, 2018).

Velké mnozstvi studii se zamétuje na piisobnost exogennich liganda, které jsou obvykle
soucasti latek znecistujicich Zivotni prostiedi, na aktivaci AhR. K témto ligandiim jsou fazeny
polycyklické aromatické uhlovodiky a halogenované aromatické uhlovodiky, mezi néz patii
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), jehoz strukturni vzorec vidime na obrazku 7,
prvni objeveny ligand AhR povaZovany za jeden z agonisti s nejveétsi potenci
(Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018, Burezq, 2018). TCDD je ligand s imunotoxickymi
a imunosupresivnimi u¢inky podporujici vyvoj regulacnich T-lymfocyti a diky své afinité se
stal prototypem pro studium aktivity AhR (Busbee et al., 2014).

Cl O Cl

Cl O Cl

Obr. 7: Strukturni vzorec 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
Prevzato z internetové stranky: https://cymitquimica.com/products/04-GA09011171TO/1746-01-
6/2378-tetrachlorodibenzo-p-dioxin-10-gml-in-toluene/

Stfevo je organem, ktery je primarné vystaven pozitym exogennim ligandim i v téle
vznikajicim endogennim ligandim AhR stejné jako potenciondlnim patogenim. Jak bylo
zminéno vyse, stfevni imunitni systém oddéluje od téchto vnéjsich vlivi jednovrstevny epitel

S vrstvou ochranného hlenu.
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Ptirodni ligandy jsou mén¢ toxické a ve srovnani se syntetickymi ligandy vykazuji nizsi
afinitu k aryluhlovodikovému receptoru (Busbee et al., 2013). Prikladem ligandi AhR
dilezitych pro imunitni systém jsou metabolity tryptofanu, slou¢eniny obsazené v rostlinach,
bilirubin, biliverdin a metabolity kyseliny arachidonové. Velké mnozstvi téchto agonista
pochazi ze stravy a nékteré z nich jsou produkty enzymatické aktivity organismu ¢i produkty
metabolismu  stfevnich  mikroorganismia  (Cervantes-Barragan et Colonna, 2018,
Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018).

Ovoce, zelenina a napoje rostlinného pivodu obsahuji polyfenolické latky, flavonoidy
a dalsi slouceniny, jako naptiklad kurkumin a resveratrol (3,4,5-trihydroxystilben), které
aktivuji AhR a moduluji odezvu imunitniho systému potlacenim prozanétlivych cytokini,
jako je TNF-o, IL-6 a IL-1p (Busbee et al., 2013). S vyjimkou né&kterych, napiiklad
quercentinu ¢i tangeritinu, je vétSina flavonoidd antagonisty AhR (Denison et Navy, 2003).

Indol-3-karbinol (I3C) a indol-3-acetonitril jsou piiklady prekurzora liganda
vznikajicich enzymatickym rozkladem glukobrassicinu obsazeného naptiklad v brokolici
nebo kvétaku. Derivaty 13C, 3,3=diindolylmethan a indolo[3,2-b]karbazol (ICZ) jsou kli¢ové
pro vyvoj sttevnich intraepitelialnich lymfocytii a udrzeni celistvosti stfevni sliznicni bariéry
(Cervantes-Barragan et Colonna, 2018, Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018). Oba
kondenzacni produkty 13C puisobi agonisticky k AhR, pficemz ICZ je ligandem s nejvyssi
potenci ze v§ech objevenych ptirodnich ligandii AhR (Denison et Navy, 2003).

Vyznamnym zdrojem endogennich ligandi AhR, které jsou zapojeny v imunitni
a zanétlivé odpoveédi organismu a udrzeni funkce stfevni slizniéni bariéry, je esencialni
aminokyselina tryptofan (Neavin et al., 2018). Tryptofan je v téle metabolizovan né€kolika
degradacnimi drdhami, které vytvari prevazné agonisty AhR (Denison et Nagy, 2003,
Stockinger et al, 2014). Hlavni draha je  zprostfedkovana  enzymy
indolamin-2,3-dioxygenasou (IDO) a tryptofan 2,3-dioxygenasou, které preménuji vétSinu
tryptofanu az na kynurenin, ktery v organismu dale podléha degradaci. In vitro kynurenin
podporuje  TGF- indukovanou diferenciaci Treg a potlacuje produkci prozanétlivych
cytokini dendritickymi bunkami (Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018, Snide et McGaha,
2018, Zhou, 2016). Mala cast tryptofanu je prostifednictvim tryptofan hydroxylasy 1
preménéna na serotonin (Taleb, 2019).

Dalsi skupina liganda z tryptofanu piijimaného v potravé je produkovana mikrobialnim
metabolismem. Pusobenim enzymu tryptofanasy, ktery je exprimovany fadou bakterii, které
jsou soucasti mikroflory osidlujici gastrointestinalni trakt, dochéazi k preméné tryptofanu

natryptamin a derivaty indolu. Jako endogenni ligandy AhR, tryptamin, Kkyselina
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indol-3-octova a indol-3-aldehyd udrzuji integritu stfevni slizni¢ni bariéry a homeostazu
bun€k imunitniho systému (Taleb, 2019). Kromé¢ udrzovani stfevni homeostizy je
indol-3-aldehyd zodpovédny za zhorSovani zanétu postihujiciho travici trakt pfi stievnich
zanétlivych onemocnénich (Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018).

Plisobenim ultrafialového zafeni dochazi k preméné tryptofanu
na 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ), ligand s vysokou afinitou k AhR. FICZ muze
v organismu vzniknout také enzymatickou deaminaci tryptaminu nebo oxidaci
intracelularnimi oxidanty. Jedna se o ligand, ktery prostfednictvim AhR podporuje
diferenciaci subpopulace Thl7 lymfocyti (Zhou, 2016, Gutiérrez-Vazquez et Quintana,
2018).

V zavislosti na typu ligandu aktivujiciho AhR, mulze tento receptor ovliviiovat
buné¢nou odpovéd’ s rozlisnym efektem na zanét zprostiedkovany T-lymfocyty (Busbee et al.
2014, Rothhammer et Quintana, 2019).

6.3 AhR v buiikach imunitniho systému

AhR je klicovym transkripénim faktorem modulujicim fyziologickou funkci IS a podili
se na vyvoji ¢i funkci bunék ziskaného imunitniho systému, vrozenych lymfoidnich bunék,
obrané proti bakteriim a na dal$ich funkcich jako je prezentace antigenu ¢i migraci bun¢k
skrz tkan (Esser et al., 2018). AhR ma dilezitou roli v regulaci autoimunitniho zanétu stieva,
pojivové tkané ¢i kuze (Wheeler et al., 2017). Dusledkem jeho aktivace je pozménéna
diferenciace bunék IS v brzliku vedouci k zvySeni vyskytu urcitych subpopulaci nebo
naptiklad nenormalni sekreci cytokinti (Esser, 2009).

AhR je exprimovan nékterymi bunkami vrozené i ziskané imunity, a to makrofagy,
neutrofilnimi granulocyty, mastocyty, dendritickymi bunikami a B- i T-lymfocyty (Busbee
etal., 2013, Lamas et al., 2018, Bock, 2019). Nejvyssi exprese AhR byla zaznamenana
uCD4" T-lymfocyti v subpopulaci Thl7 a regulaénich T-lymfocytech a téméf
nedetekovatelna v subpopulacich Thl nebo Th2 (Zhou, 2016, Rothhammer et Quintana,
2019).

Jak bylo zminéno vySe, za prezentaci antigenu bunikam specifického IS a vyvojovému
rozliseni T-lymfocyti do subpopulace Th17 jsou zodpovédné v nejvétsi mife dendritické
bunky. V téchto bunkach ligandem aktivovany AhR ovliviiuje expresi IDO produkujici
kynurenin degradaci tryptofanu, ¢imZ podporuje diferenciaci v regulaéni FoxP3" T-lymfocyty
(Cella et Colonna, 2015, Rothhammer et Quintana, 2019). AhR v téchto bunkach tlumi
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produkci cytokini podporujicich vyvoj patogennich populaci T-lymfocytu a redukuje expresi
molekul MHC Il (Rothhammer et Quintana, 2019). In vivo studie ukazala, ze 13C ma

K vysoké expresi AhR dochazi hlavné v regulaénich T-lymfocytech, FoxP3* Treg
a regula¢nich T-lymfocytech typu 1 (Tr1). Vazbou aktivovaného AhR prostiednictvim TCDD
do FoxP3 lokusu dochazi v regulaénich FoxP3™ T-lymfocytech k ovlivnéni transkripce
faktoru FoxP3 a zlepSeni diferenciace FoxP3" Treg. AhR fidi v té&chto bunkach také expresi
IL-10, IL-21 a CD39 (Rothhammer et Quintana, 2019). Aktivace bunék ve stievni slizni¢ni
vazivové vrstvé, mezi néz spada i FoxP3™ Treg, prostiednictvim AhR vede k omezeni
prozanétlivych cytokind (Zhou, 2016). AhR podporuje také diferenciaci Tri a jejich
supresivni aktivitu v reakci na IL-27 (Rothhammer et Quintana, 2019). AhR v pfitomnosti
IL-27 spole¢né s transkripénim faktorem c-Maf aktivuje IL-21 a IL-10, coz vede ke vzniku
Tr1 apotladeni autoimunity (Cella et Colonna, 2015, Zhou, 2016, Cervantes-Barragan
et Colonna, 2018).

V populaci Th22 CD4* T-lymfocyti, jejiz diferenciace je zahajena v pfitomnosti IL-6,
IL-21 nebo IL-23, ovliviiuje AhR ptedevsim produkci IL-22 a dalsich faktort modulujicich
jejich funkci (Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018).

6.3.1 Uloha AhR v Th17 lymfocytech

Subpopulace Thl7 lymfocyti je povazovana za patogenni v autoimunitnich
onemocnénich a produkci IL-17 a IL-22 podporuje zanét v tkani a jeji poskozeni (Qui
et Zhou, 2013). FICZ, jako agonista AhR, zlepSuje rozvoj lidskych Th17 lymfocyti
a u in vivo modelti autoimunitniho onemocnéni doslo vlivem u¢inku FICZ k zhorSeni jejich
prubéhu (Rothhammer et Quintana, 2019). Expresi AhR tidi STAT3 aktivovany IL-6 a IL-21
pii vyvojovém rozliSeni zminéné subpopulace.

Diferencujici se subpopulace lymfocytt Thl7 exprimuje vysokou hladinu
aryluhlovodikového receptoru a u téchto bun¢k dochazi ke zvysené expresi IL-17A, IL-17F
(Rothhammer et Quintana, 2019), pro jejichz produkci je vazba AhR do promotorovych
oblasti nezbytna (Esser, 2009, Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018).

Spolecné s transkripénim faktorem RORYT se AhR vaZze do promotorovych oblasti
a indukuje expresi IL-22 subpopulaci Th17. AhR také inhibuje aktivaci STAT1 a STAT5
ave spojeni se STAT3 indukuje expresi transkripéniho faktoru Aiolos, ktery tlumi expresi

IL-2, a tak omezuje jeho ruSivy efekt na diferenciaci Th1l7 linie pfes transkripéni faktor
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STATS5 (Zhou, 2016, Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018, Cervantes-Barragan et Colonna,
2018, Rothhammer et Quintana, 2019).

6.4 AhR ve stirevé

Krom¢ zminénych bunék imunitniho systému, v nichz je AhR nejvice exprimovan, je
AhR ve stfevé exprimovany také epitelidlnimi buiikami, intraepitelidlnimi lymfocyty
a vrozenymi lymfoidnimi bunikami (Rothhammer et Quintana, 2019).

Exprese AhR ve stievnich epitelidlnich buiitkach podporuje proliferaci téchto bunék,
zlepSuje expresi proteinu tésnych spoji epitelidlnich bunék, ¢imz zlepSuje integritu stievni
bariéry, a ovliviiuje produkci antimikrobialnich proteind. Stfevni epitelidlni bunky také
ovlivituji dostupnost ligandit AhR stievnim imunitnim bunikam (Lamas et al., 2018).

V epitelialni vrstvé tenkého stieva je AhR signalni draha nezbytna k vyvoji a zachovani
riznorodych populaci T-lymfocyt, které reguluji prvni obrannou imunitni reakci a udrzuji
homeostazu v tkani (Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018, Cervantes-Barragan et Colonna,
2018). Intraepitelialni lymfocyty exprimujici na svém povrchu y& T receptor jsou dal§im
hlavnim producentem IL-22, u n¢hoz je AhR pro expresi tohoto interleukinu klicovy (Qiu
et Zhou, 2013, Gutiérrez-Vazquezet Quintana, 2018).

Vrozené lymfoidni bunky typu 3 jsou dalsi stfevni obrannou linii a jednd se také
0 heterogenni populaci imunitnich bun¢k zajistujici homeostazu. AhR se vyznamné podili
na regulaci téchto bunék a ovliviiuje jejich produkci IL-22. U in vivo modeli s deficienci AhR
doslo k redukeci této lymfoidni linie produkujici IL-22 (Rothhammer et Quintana, 2019).
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7 Laboratorni in vitro metody pfi studiu patogeneze celiakie

Soucasné studie zabyvajici se patogenezi glutenové enteropatie vyuziva jako biologicky
material ke studiu nejcastéji vzorky pacienti, u nichz doslo k rozvoji onemocnéni.

Vliv zmény vnitrobunééného vezikuldrniho transportu na citlivost bunék celiakl
k zanétlivé odpovédi na gliadinové peptidy byla v nedavné dobé studovana na tkanovych
kulturach, fragmentech duodena ziskanych od pacientii s glutenovou enteropatii a pacienti
s glutenovou enteropatii dodrzujicich bezlepkovou dietu. Pro studii byly vyuzity také primarni
kultury fibroblastt ziskané biopsii z klize pacientli bez 1é¢by a 1é¢enych bezlepkovou dietou
a zdravych osob k potvrzeni zmén endocytotické drahy v bunkéach celiakli. Pro studium
specifickych proteini zapojenych do vezikuldrniho transportu byla vyuzita metoda
imunofluorescen¢niho znaceni a Western blotting. Ve studii byly provedeny experimenty
s interferujici RNA pro kli¢ovou molekulu regulujici endocytdézu a nasledné byla zkoumana
citlivost bunék ke gliadinovému peptidu (Lania et al., 2019).

K pochopeni pocate¢ni udalosti vedouci k ztraté tolerance imunitniho systému jedince
ke glutenu a role stfevni slizni¢ni vrstvy a molekul produkovanych stfevnimi mikroorganismy
na modulaci epitelidlni odpovédi na gluten byl v neddvno publikované studii vyuzity
organoidy, experimentalni in vitro modely odvozené z bunék lidského stieva (Freire et al.,
2019). K zalozeni kultury organoidt byly vyuzity vzorky tkané odebrané pii biopsii duodena,
metod€é béZzné¢ provadéné pii diagnostice GE, pacientim s GE a zdravym jedinctm.
V experimentu byla srovnavéana také genova exprese v obou typech organoidi (odvozenych
z duodenalni biopsie pacientdt s GE a bez) za pouziti RNA sekvenovani. Vybrané geny
odlisné exprimované v celiakalnich organoidech byly ovéteny vyuzitim metody qRT-PCR
a RNA sekvenovani. Studium ucinku $t€peného a-gliadinu na jednovrstevné derivaty obou
typll organoidli a prokdzani zvySeni mezibunééné permeability u organoidi odvozenych
od pacientti s GE bylo ve studii ovéfeno méfenim difaze dvou neutralnich molekul s odlisSnou
molekulovou vahou, FITC-dextran a FITC-PEG, podanych apikalné. Nasledné byla
fluorescence méiena po 4 hod inkubace v basolateralnim médiu (Freire et al., 2019).

Dosud publikované studie vedly k pokrokim v porozuméni patogeneze celiakie, ale
piesna uloha genetické predispozice, nespecifické 1 specifické imunity v rozvoji poskozeni
tkan€ nebyla ptimo prokézéana. V prvnim patofyziologickém mySim modelu celiakie vhodném
pro ovéteni novych lécebnych postupl je poziti lepku imunokompetentnim jedincem
dostacujici k atrofii stfevnich klka stejné jako u pacienti s aktivni celiakii (Abadle et al.,

2020). Tato nové¢ publikovana studie ukazuje rozvoj celiakie jako vysledek interakce IL-15,
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HLA-DQ8, tTG, CD4" T lymfocytl, cytotoxickych intraepitelidlnich T-lymfocytl a glutenu,
které spolecné podporuji atrofii sttevnich klkd navySenim mnozstvi INF-y a navySenim poctu
pln¢ aktivovanych cytotoxickych T-lymfocyti. Pro experimenty byly vyuzity
DQ8-D%villin-IL-15tg mysi se zvysenou expresi IL-15 ve stfevnich epitelidlnich buiikach
a lamina propria, krmeny pouze bezlepkovou stravou, myS$i vystaveny glutenu po dobu
60 dni a mysi krmeny stravou s glutenem 30 dni s naslednou bezlepkovou stravou po dobu
30 dni (Abadle et al., 2020).

Histologické zmény ve sliznici byly studovany na preparatech zhotovenych z Sum fezl
ilea fixovanych v parafinu barvenych hematoxilin-eosinem. Mnozstvi protilatek v krevnim
séru mysi krmenych stravou obsahujici gluten bylo méfeno metodou ELISA. Bunécné
suspenze pro experimenty byly ziskany ze stievniho epitelu, lymfatickych uzlin a krve.
Urceni mnoZstvi intraepitelidlnich lymfocytl a analyza povrchovych molekul téchto bunck
byla provedena pomoci flow cytometrie. K analyze exprese konkrétnich genli byla vyuzita

metoda qPCR (Abadle et al., 2020).

36



8 Diskuze

Tato bakaldiskd se zaméfuje na mozny vliv aryluhlovodikového receptoru v patogenezi
glutenové enteropatie, coz je autoimunitni onemocnéni vyvolané u  geneticky
predisponovanych jedinct pozitim lepku, smési zasobnich proteini obsazenych v obilnych
zrnech. Pritomnost gliadinu nebo naruseni bézného slozeni stfevniho mikrobiomu aktivuje
signdlni drahu, kterd vede k uvolilovani zonulinu do lumenu tenkého stfeva. Zonulin narusi
tésna spojeni enterocytl, v disledku ¢ehoz dochazi k nekontrolovatelnému transportu gliadinu
skrz stfevni slizni¢ni vrstvu a spusténi odpoveédi vrozeného imunitniho systému. Specifické
cytokiny podporuji vyvoj prozanétlivych Th17 lymfocytu, které exprimuji vysokou hladinu
aryluhlovodikového receptoru. Aktivovany AhR inhibuje aktivaci STAT1 a STATS, které
omezuji diferenciaci Th17 lymfocyti. Dale aktivovany AhR spolecné se STAT3 indukuje
expresi IL-2, ¢imz omezuje jeho ruSivy efekt na diferenciaci Th17 linie pfes transkripéni
faktor STATS. Diferencujici se Th17 lymfocyty produkuji diky zvySené expresi a nasledné
vazbé AhR s transkripénim faktorem RORYT do specifickych promotorovych oblasti zvySené
mnozstvi IL-17A, IL-17F a IL-22, coZ jsou zanét podporujici cytokiny.

Pokud se tedy aryluhlovodikovy receptor podili na patogenezi celiakie produkci
interleukinli podporujicich zanét, ktery u pacienti s GE vzniké primarné ve strevé v disledku
poziti lepku, bylo by vhodné vyzkouset, zdali by potlaceni aktivity AhR mélo vliv na sniZeni
koncentrace téchto interleukinti produkovanych imunitnimi buitkami. Pokud by béhem 1é¢by
zalozené na potlaceni aktivity AhR byly soucasn€ organismu dodavany latky inhibujici
interleukiny dualezité pro rozvoj Th1l7 lymfocytl, nedochazelo by jednak k vyvoji této
subpopulace a také by uc¢inkem TGF-B dochazelo k aktivaci signalni drahy vedouci k expresi
transkripéniho faktoru FoxP3 umoziujiciho produkci regula¢nich T-lymfocytd udrzujicich
imunitni toleranci. Jak jiz bylo vySe zminéno, b&zné konzumovana strava obsahuje
agonistické ligandy AhR, které by AhR opét aktivovaly. VétSina téchto ligandt vsak
podporuje integritu stievni slizni¢ni bariéry.

V soucasné dobé¢ jsou znamy faktory, které mohou pfispivat k rozvoji onemocnéni, ale
neni zndm presny mechanismus, jakym dochézi ke vzniku onemocnéni. Aktivni celiakie se
tedy u jedince miiZze spustit v jakémkoliv v€ku, anebo nemusi k rozvoji onemocnéni viibec
dojit. Zmény ve slozeni sttevni mikroflory jsou prokdzanou skutecnosti u jedinct trpicich GE.
A jelikoZ molekuly produkované pii metabolismu sttevniho mikrobiomu mohou piisobit jako
ligandy AhR, mohla by nahla zména slozeni stfevni mikrofloéry (napf. zpisobena 1éc¢bou
jiného zanétlivého onemocnéni) a s ni spojeny vyskyt konkrétniho ligandu AhR ve stieve

souviset s aktivaci AhR vedouci k podpofeni vyvoje linie Thl7 lymfocytd a produkci
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prozanétlivych interleukini a tedy vznikajiciho patologického stavu u jedinci s genetickou
predispozici k GE. Pokud by vySe uvedené bylo pficinou spusténi celiakie a vzniku
patologického stavu, mohlo by byt jistou prevenci ptfed propuknutim nemoci uzivani
vhodnych doplnkti stravy podporujicich rozvoj bézné stfevni mikroflory u jedinca
s genetickou predispozici k onemocnéni.

Prvni publikovana studie vyuzivajici zivy modelovy organismus pro studium patogeneze
GE ukazuje, ze nadméra exprese IL-15 ve stfevni epitelidlni vrstvé a podslizni¢ni vazivové
vrstvé je nezbytnd pro uplnou aktivaci cytotoxickych intraepitelialnich T-lymfocytt, jejichz
mnozstvi souvisi s mirou atrofie stievnich klki. Nedostatek téchto pln¢€ aktivovanych
lymfocyti pak vysvétluje, pro¢ u nékterych jedinci s genetickou predispozici nedochazi
ke spusténi onemocnéni. Celiakie se vyviji jako vysledek komplexni interakce mezi vrozenou
a specifickou imunitou (Abadie et al., 2020). Naruseni nékteré slozky této interakce by tedy
mohlo ovlivnit ¢i pozastavit vyvoj patologického poskozeni stfevni sliznice. Pokud by
u pacientd s GE byl narusen ucinek zminovaného interleukinu, nemuselo by dojit k vyvoji
plné aktivnich cytotoxickych intraepitelidlnich lymfocytd a tedy destrukci klkii tenkého

stfeva.
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9 Zavér

V predlozené bakaldiské praci byla provedena literarni reSerSe zabyvajici se roli
aryluhlovodikového receptoru v patogenezi glutenové enteropatie. V prvni kapitole se vénuji
popisu onemocnéni, jeho formam, piiznaktm, zpisobim diagnostiky a také dnes jediné
dostupné 1é¢bé tohoto onemocnéni. Dalsi kapitola se zaméfuje na imunitni systém a jeho
slozky, které se poji s patogenezi autoimunitnich onemocnéni. Glutenova enteropatie
poskozuje primarné sliznici tenkého stfeva, a proto je dalsi kapitola vénovana celistvosti
sttevni slizni¢ni bariéry a jeji promené pii patogenezi sledovaného onemocnéni a vlivu stfevni
mikroflory a virové infekce na rozvoj onemocnéni.

V resersi byl dale popsan aryluhlovodikovy receptor, jeho struktura a aktivace, ligandy
vyskytujici se ve strave, vyskyt a disledek aktivace receptoru jak v imunitnich bunkach, tak
ve stfevé. Byly popsany metody, které jsou v soucasné dob& vyuZivany pro studium
patogeneze GE. Pfi patogenezi glutenové enteropatie dochazi v disledku aktivace AhR
u diferencujici se subpopulace Th17 lymfocytta, které se podili na autoimunitné
zprostfedkované reakci, pravdépodobné k inhibici transkripénich faktorG omezujicich
diferenciaci téchto bunék. AhR ve spojeni s dalsim faktorem tlumi expresi IL-2, ktery také
omezuje diferenciaci Thl7 lymfocytli. ZvySena exprese AhR v téchto bunikach také
pravdépodobné vede ke zvySené produkci interleukinli podporujicich zanét a poskozeni tkang,

ktery u pacientd s glutenovou enteropatii vznika ve stievé v dusledku poziti lepku.
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