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Abstrakt

Celiakie je autoimunitni onemocnéni postihujici zejména sliznici tenkého streva.
K rozvoji tohoto onemocnéni dochazi u geneticky predisponovanych jedinct, ale vznik
onemocnéni je kromé genetickych faktori podminén i faktory environmentalnimi.
Geneticka predispozice je pfipisovana zejména HLA systému, a to konkrétné¢ HLA-
DQ2 a HLA-DQS8 haplotypim. Onemocnéni celiakie je charakterizovano mnoha
klinickymi ptiznaky, a proto je jeho diagnostika obtiznd a mnoho ptipadl zlstava stale
nediagnostikovano.

Cilem bakalatské prace v teoretické ¢asti bylo sepsani poznatkli na dané téma, kde
se vénuji z velké ¢asti celiakii, a diabetu 1. typu pouze jako pfidruzenému onemocnéni,
které se mlze spolecné s celiakii vyskytovat. Zabyvala jsem se zejména vyskytem
celiakie, jeji patogenezi, pfiznaky a formami, nékterymi moznymi diagnostickymi
pristupy a ucinnou lécbou. V zavéru teoretické ¢asti uvadim také dalsi mozna s celiakii
asociovana onemocnéni.

Praktickou ¢ast mé prace jsem provadéla v genetické laboratoti GENLABS.
Jednalo se o vySetfeni genetickych predispozic k celiakii, které je zaloZzené na HLA
typizaci pomoci komeréné dodavaného kitu Protrans. Cilem prace této casti bylo
praktické zvladdnuti diagnostické metody k urceni rizikového HLA haplotypu. Dale
zvladnuti metod izolace DNA z periferni krve a bukalniho stéru, pfiprava a provedeni
PCR reakce a detekce vzniklych PCR produkti na agarézovém gelu pomoci gelové
elektroforézy.

V soucasné dobé se jiz stanoveni predispozic k celiakii v laboratofi Genlabs
neprovadi pomoci kitu Protrans, ale nahradila ho metoda zaloZena na principu real-time
PCR, ktera je oproti diive pouzivané metodé¢ mén¢ pracna a méné casoveé i finanéné

naroc¢na.

Klic¢ova slova: celiakie, HLA- systém, diabetes mellitus 1. typu



Abstract

Celiac disease is an autoimmune disease affecting the mucous membrane of small
intestine. The development of this disease is affected by genetic predispositions, but the
onset of this disease is also influenced by environmental factors. Genetic predisposition
is primarily attributed to HLA system, HLA-DQ2 and HLA-DQ8 in particular. Celiac
disease is characterized by many symptoms therefore its diagnosis is difficult and stays
undiagnosed in many cases.

The aim of the theoretical part of this bachelor’s thesis was to summarize the
knowledge of this topic regarding celiac disease and diabetes type 1. as an associated
disease, possibly coexisting with celiac disease. The work, dealt with celiac disease
occurrence, its pathogenesis, symptoms and types and possible diagnostic approaches
and effective treatment. In the end of the theoretical part it also mentions possible
associated diseases with celiac disease.

The practical part of my work took part in the genetic laboratory GENLABS, where
the examination of genetic predispositions to celiac disease were conducted, based on
HLA typing using commercially available Protrans kit. The aim of the practical part
was to master the diagnostic method of determining the risk HLA haplotype. Further,
mastering the DNA isolation method, using peripheral blood and buccal smear,
preparation and execution of Polymerase Chain Reaction (PCR) and detection of
created PCR products using gel electrophoresis on agarose gel.

The Protrans kit is not used for determination of the predispositions to celiac
disease in GENLABS any more, it was replaced by real-time PCR method, which is less

burdensome and faster and less financially demanding, than the previous one.

Key words: Celiac disease, HLA-complex, Diabetes type 1.
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1 Uvod

Téma mé bakalarské prace jsem si zvolila ztoho divodu, jelikoz mé zajima
problematika onemocnéni celiakie, o kterém se diive tvrdilo, Ze se jednd vylozené o
onemocnéni détského veku, ale v soucasné dobé se stale Castéji vyskytuje i v dospelé
populaci.

S popisem genud, které se podileji na rozvoji celiakie, doSlo také k rozvoji
genetickych vySetfovacich metod, které dokazi detekovat predisponujici rizikové
haplotypy a s vysokou pravdépodobnosti potvrdit nebo vyvratit diagnézu celiakie.
Genetické vySetfeni je vhodné provadét hlavné v rodinach, kde se celiakie vyskytuje u
vice Clenti. Pokud nejsou predisponujici haplotypy nalezeny, pak muze byt vznik
celiakie s 99% pravdépodobnosti vyloucen.

V teoretické Casti jsem se zaméfila na popis onemocnéni celiakie, jeho genetické
predispozice a moznost provedeni genetického vySetieni, zejména u osob v rizikovych
skupinach. Diabetem 1. typu se zabyvam pouze jako pfidruzenym onemocnénim
celiakie, které ma stejné jako celiakie autoimunitni charakter, ale i n¢které spolecné
predisponujici geny.

Cilem praktické ¢asti bylo praktické zvladnuti metody zaloZené na HLA typizaci
pomoci komeréniho certifikovaného kitu PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac
Disease, ktery umoziiuje detekci rizikovych haplotypt pro vznik celiakie. Déle také
zvladnuti izolace DNA z periferni krve a bukalniho stéru, ktera pfedchazi vlastnimu
testovani predispozic a dale provedeni PCR reakce a nasledné provedeni gelové
elektroforézy, ktera slouzi k vizualizaci vzniklych PCR produktl. Jedna se tedy o

metodicky pfistup nazyvany end-point PCR.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika celiakie

Celiakie (nebo také endemicka sprue, celiakalni sprue, gluten senzitivni enteropatie,
celiac disease) je imunitné¢ zprostiedkované onemocnéni, které vznikd u geneticky
predisponovanych jedincti. (15) Jedna se o celozivotni onemocnéni s permanentni
sttevni intoleranci lepku neboli glutenu, ktery je poskozujicim faktorem piitomnym
hlavné v pSenici, Zitu a je¢meni. Onemocnéni je charakterizovdno pfitomnosti mnoha
klinickych ptiznakt. (1, 29) Imunitni reakce vyvolana lepkem spusti zanétlivy stav na
sliznici tenkého stieva, jehoz vysledkem je snizeni vysky stievnich klkii a hyperplazie
krypt coz vede ke kompletni atrofii klk. PoSkozeni sliznice vyvolava malabsorpci
riznych zivin, minerdld a vitamini. Odstranénim lepku ze stravy dochdzi k remisi
onemocnéni, klinické pfiznaky mizi a atrofie klkt ustupuje. (23)

Na rozvoji celiakie se podili genetickd predispozice spolu s dalSimi faktory
vnéjSiho prostfedi (napf.: virova infekce, dlouhodoby stres). Experimentalné byla
prokdzana asociace celiakie s MHC (Major histocompatibility complex) II. tfidy a to
s molekulami HLA-DQ2 a HLA-DQ8. (19, 39) Témé&i vSichni pacienti s celiakii
exprimuji alesponn jednu ztéchto HLA molekul, jejichz dédi¢nost je autozomalné
dominantni s netplnou penetraci a proto maji vyssi riziko vzniku onemocnéni pfibuzni
pacienti s celiakii. (3) Silny geneticky vliv podilejici se na vyskytu nemoci je podpotfen
familiarnim vyskytem celiakie, ktery je popisovan pfiblizn€ v 10 - 12% ptipadl. Vyssi
mira shody je pak nalézdna u dvojcat, a to vice u monozygotnich (83 - 86 %) nez u
dizygotnich (11 %). (28)

Celiakie se objevuje nejen v détském veku, ale i béhem dospivani a v dospélosti.
Predpoklada se, ze zeny trpi celiakii ¢astéji nez muzi, a to v poméru 2 : 1, ziejme z toho

divodu, Ze u Zen se vyskytuji autoimunitni choroby castéji. (11, 14, 28)



2.1.1 Historie

Celiakie je onemocnéni velmi staré. Nejstar§i zaznamy o ném muzeme vysledovat
jiz ve starovéku. Poprvé v historii popsal celiakii jeden z nejznaméjSich starovékych
1ékaii Galén, ktery toto onemocnéni pojmenoval fecky koiliakos, coz v piekladu
znamena trpici bolestmi stfev. V roce 1888 popsal tuto chorobu Samuel Gee, ktery urcil
klinické pfiznaky nemoci a také mozny zptsob jeji 1écby, coz je vyhradné dieta. Pred
100 - 150 lety se nemocné déti 1éCily ovocnou nebo bananovou dietou. Az holandsky
1ékar W. K. Dicke v roce 1952 zjistil, ze celiakie souvisi s obsahem psSeni¢nych bilkovin
Vv potrave. Tento 1ékar za 2. svétové valky zaznamenal zlepSeni stavu détskych pacientd,
kterym podéaval stravu obsahujici mouku z cibulek tulipanii, nahrazujici mouku
pSeni¢nou. Po obnoveni pfijmu pSeniéné mouky doslo opét ke zhorSeni jejich stavu.
V roce 1953 profesorka Charlotta Anderson svym vyzkumem potvrdila jako pficinu
onemocnéni intoleranci glutenu. (9, 19, 26)

Protoze se jednd o autoimunitni onemocnéni, byly sledovany také jeho
imunologické mechanismy. Sérové protilatky proti gliadinu popsali poprvé v roce 1971
Seah a spoluautofi. Dal8i vyzkumy prokazujici imunopatologie souvisejici s celiakii
byly provedeny az na konci 20. stoleti, kdy byly objeveny protilatky proti retikulinu
(Chorzelski), protilatky proti endomysiu (Ladinser) a bylo zji§téno, Ze primarnim
autoantigenem proti endomysiu je tkanova transglutaminaza (Dieterich). VSechny tyto

poznatky vyznamné ptispély k rozvoji znalosti o celiakii. (26)

2.1.2 Prevalence

U onemocnéni celiakie se objevuje tzv. fenomén ledovce. Viditelnou ¢ast ledovce
tvofi napadné formy onemocnéni s typickymi pfiznaky, jako jsou chronicky prijem,
nevysvétlitelny deficit Zeleza nebo dalsi diivody v podobé rodinné zatéZze. Ponofenou

¢ast ledovce tvoii nediagnostikované ptipady s méné ndpadnymi symptomy nebo bez
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ptiznaki. Diagnostikovana je tak pouze ¢ast nemocnych, v Ceské republice se jednd o
10 - 15 % z celkového poctu celiakt. (25)

Pted uvedenim teorie ledovce se uvazovalo o celiakii jako o vzacném onemocnéni,
které postihuje primarné kojence a batolata a je provazeno typickymi pfiznaky.
Screeningové studie ale ukazuji vysokou prevalenci jak u déti tak i u dospélych a také
to, Ze celiakie je jedna z nejfrekventované;sSich geneticky podminénych chorob. (8, 40)

V literatuie jsou popisovany rozdily v prevalenci mezi riiznymi etniky. Celosvétova
prevalence celiakie v populaci je udavana 1:100 - 250, ale jeji pfesny vyskyt je stale
podcenovan z diivodu obtizné diagnostiky tohoto onemocnéni. V evropské populaci se
uvadi prevalence 1:1000, ale v oblastech jako jsou Irsko a Svédsko je prevalence vyssi a
to 4:1000. (21) V Ceské republice je predpokladana prevalence celiakie 1:200 — 250, to
znamena 40 — 50 tisic nemocnych v celkové populaci. V soucasnosti je 1ékati sledovana

jen asi desetina celkového mnozstvi pacienti. (19)

2.1.3 Etiologie

Etiologie celiakie zatim neni zcela objasnénd, ale ptedpokladem pro vznik
onemocnéni je tzv. genetickd vnimavost, ackoliv vSechny ucastnici se geny dosud
nebyly identifikovany. (16) Kromé& genetickych vlivli, se pfi rozvoji onemocnéni
vyznamné uplatiiuji také environmentadlni faktory, jako jsou virové infekce nebo
dlouhodoby stres.

Infekce maji nejvétsi podil na rozvoj autoimunity, ale Zadny infekéni agens neni
pfimo spojovan s konkrétni autoimunitni chorobou, ta se mize projevit az po dlouhé
dobé€ od prodélaného infekéniho onemocnéni. (14) V soucasné dob¢ byl ale pozorovan
vztah mezi virovymi infekcemi, jako je adenovirova infekce a virus hepatitidy C a
rozvojem celiakie. Nékolik studii potvrzuje, Ze infekce adenovirem typu 12, ktery je
obvykle izolovan ze stfevniho traktu, funguje jako spousté¢ pro rozvoj celiakie. Ve
studii z Velké Britanie a Spojenych statii byla testovana séra pacientl s celiakii na

pfitomnost neutralizanich protilditek k adenoviru a na protilatky k syntetickym
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peptidim a - gliadinu. Pfedchozi infekce adenovirem byla prokdziana u 89 %
nelécenych pacientt s celiakii a u 30 - 33 % léCenych celiakll, v porovnani s kontrolni
skupinou kde byla infekce prokazana pouze u 0 - 12,8 % jedinct. (32) Nékolik dalsich
studii také popisuje vztah mezi infekci virem hepatitidy C a rozvojem celiakie. (32)
Infekce virem hepatitidy C se povazuje za nejcastéjsi jaterni onemocnéni spojované se
vznikem celiakie. (32) Na rozdil od viru hepatitidy C, jehoz vliv na rozvoj celiakie je
zdokumentovan, u viru hepatitidy B Zadny takovy vztah prokazan nebyl. (32) S celiakii
je také spojovano né€kolik dalSich gastrointestinalnich patogenti, nejcastéji to jsou
Campylobacter jejini, Giardia lamblia a rotavirové a enterovirové infekce. (32)

Velmi dialezitym environmentalnim faktorem pro nasledny rozvoj celiakie miize
byt kojeni. Bylo zjisténo, Ze riziko vzniku onemocnéni je snizené u déti, které byly
kojeny jesté v dob¢ zavedeni lepku do stravy. Prodlouzeni doby kojeni je spojeno se
sniZzenim rizika vzniku celiakie. Zatim neni zcela jasné, zda kojeni pouze oddali nastup
ptiznaki onemocnéni, nebo poskytuje trvalou ochranu proti vzniku onemocnéni. (2)

PiedCasné zavedeni lepku do stravy vyznamné pfiispiva k rozvoji celiakie
Vv pozd¢jsim veéku. (21) Pokud je lepek ptidan do stravy beéhem prvnich 3 mésict zivota,
je riziko vzniku celiakie pétinasobné vyssi nez u déti, které poprvé ptijmuly lepek ve
stravé mezi 4. a 6. mésicem veéku. ZvySené riziko vzniku celiakie je také u déti, které
zacaly pfijimat lepek az po 7. mésici veéku. (20)

Celiakie pfedstavuje mimo jiné zdvazny socio-ekonomicky problém, ve smyslu
finan¢ni naroCnosti bezlepkové diety a Spatné dostupnosti bezlepkovych potravin
zejména mimo domov. Pacienti trpici celiakii jsou omezeni v aktivitdich jako je
cestovani se stravovanim v hotelech nebo stravovani déti ve Skolnich jidelnach. Celiaci
musi vynalozit pfi ndkupu bezlepkovych potravin vice Casu a financ¢nich prostiedki.
Finan¢ni narocnost bezlepkového stravovani vede u ekonomicky slabsich nemocnych

k porusovani bezlepkové diety a naslednému rozvoji komplikaci celiakie. (10, 29)
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2.1.4 Patogeneze

K rozvoji celiakie dochazi u predisponovanych jedinci po poziti lepku, ktery je
obsazen v zrnech pSenice, Zita, jeCmene a ovsa. (39) Gliadinové fragmenty lepku
vznikajici ucinkem digestivnich proteaz, zptisobuji u geneticky predisponovanych osob
zanétlivou reakci ve sliznici tenkého stieva s trvalou tvorbou autoprotilatek. (18)

Lepek je skveélym substratem pro tkanovou transglutamindzu, kterd je vlastnim
autoantigenem, proti které si organismus tvoii protilatky. Dochdzi ke komplexni
zanétové reakci stfevni sliznice spojené s typickymi histopatologickymi zménami
charakterizovanymi jako atrofie sliznice tenkého stieva. Pfitomnost této atrofie
predstavuje nejobjektivnéjsi doklad pro onemocnéni celiakie. Princip onemocnéni
spociva v tom, Ze gliadin vytvari s protilatkami imunitni komplexy pfimo ve stfevni
sliznici, kde také dochazi k agregaci cytotoxickych T- lymfocytii, coz ma za nésledek
poskozeni sliznice tenkého stfeva pifedevsim duodena a jejuna a néaslednou atrofii klkli a
navyseni intraepitelidlnich lymfocytt. (18, 21, 36, 39) Vysledkem je imunologicka T-
lymfocytarni reaktivita. (21)

Vyznamnou roli u celiakll hraje geneticka predispozice. Celiakie je asociovdna
S HLA systémem (Human leukocyte antigen), pfedev§im s HLA-DQ2 a u mensi ¢asti
nemocnych s HLA-DQ8 haplotypem. (21) HLA geny jsou vyznamnou ¢asti
genetického pozadi celiakie (40 %), z mensi Casti se uplatiuji také geny mimo HLA

systém. (18)
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Obrazek 1: Deamidaci gliadinu vznikaji negativné nabité gliadinové peptidy, které jsou
dulezité pro vznik imunitni odpovédi a naslednou vazbu gliadinovych peptidit na HLA-
DQ2 nebo HLA-DQS vazebna mista, kterd nesou pozitivni naboj a mohou se tedy poutat
S negativné nabitou kyselinou glutamovou, nachdzejici se v peptidu deaminovaného

gliadinu.
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Zdroj: Green, 2003 (pievzat obrazek i jeho popis).

2.1.4.1 Lepek

Lepek neboli gluten je tvofen smeési bilkovinnych molekul, které jsou soucasti
obilnych zrn. Gluten se sklada z proteinii nazyvanych prolaminy, nebo také gliadiny,
které jsou rozpustné v alkoholu a gluteniny, které jsou v alkoholu nerozpustné. (21)
Prolaminy a gluteniny se navzdjem liSi svou toxicitou. (20) Gluteniny nemaji
V patogenezi celiakie vétsi ulohu. (21)

Prolaminy pSenice se nazyvaji gliadiny, Zita sekaliny, je¢mene hordeiny, ovsa
aveniny, kukufice zeiny a ryZe oryzeiny. (20, 21) Toxické jsou zejména gliadiny,
hordeiny, secaliny a pravdépodobné i1 aveniny, ty obsahuji aminokyselinové sekvence,
které jsou bohaté na glutamin (30 %) a prolin (15 %). (35, 38) Vysoky obsah prolinu
zpiisobuje, ze se lepek stdva vysoce odolny proti degradaci gastrointestinalnimi

enzymy, takze je mozné, aby velké imunogenni peptidy lepku dosahly povrchu sliznice.
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Aminokyselinové sekvence vyvolavaji vznik autoprotilatek, které jsou zodpovédné za
vznik autoimunitniho onemocnéni celiakie. Obsah aminokyselin Vv prolaminech
kukufice a ryZe je nizky, a proto jsou pro pacienty s celiakii bezpecné. (35, 38)

Gliadiny pSenice mizeme na zakladé molekulové hmotnosti rozdélit do frakei a, B,
y a w. (21) Nejvice toxicka je frakce a, protoze peptidy z této frakce reaguji s HLA-
DQ2 a HLA-DQS antigeny CD4 pozitivnich T- lymfocytd a zpisobuji imunitni odezvu.
(36)

Specifické vlastnosti lepku jsou nezbytné pro tvorbu tésta z pSenicné mouky a
davaji pecivu jedinecnou texturu a chut. Lepek je diky svym vlastnostem Siroce
pouzivan V potravinaiském primyslu a to nejen v produktech, které jsou snadno
spojovany s psSenici, jako je chléb, susenky nebo téstoviny, ale je také pouzivan
v omackach, instantnich polévkach a dokonce i v lécich a vitaminovych a mineralnich
doplicich obsahujicich lepek jako neaktivni slozku. V dasledku vSudyptitomnosti lepku
v potravinach, je jeho denni pfijem v zapadni Evropé a ve Spojenych statech vysoky,
pohybuje se mezi 15 a 20 gramy za den. (8, 38)

Pro pacienty s celiakii je dalezity obsah toxickych peptidi v obilovinach (gliadint).
(20) Psenice, zito a jemen jsou pievladajici zrna, kterd toxické peptidy obsahuji. (8)
Pro celiaky jsou dale toxické obiloviny jako oves a mezidruhovi kfiZenci Zita a pSenice
nebo jeCmene a pSenice (Triticale a Tritordeum). (20) OvSem nazor na toxicitu ovsa se
ruzni. Kanadska spole¢nost pro celiakii udava jako bezpecnou davku 70 grami ovsa pro
dospélého a 25 graml ovsa pro dit€ na den, je ovSem nutné aby pfi jeho zpracovani
nedoslo ke kontaminaci jinymi obilnymi vyrobky. (20) Ve skandinavskych zemich je
oves povolen a americka spolenost pro celiakii umoznuje, aby se pacienti sami
rozhodli, zda oves zatadi do svého jidelnicku. V Ceské republice se poZivani ovsa
pacientim s celiakii nedoporucuje. (20) Toxické jsou i dalsi formy pSenice jako jsou
krupice, bulgur, kuskus a jiné formy, které maji pSenici v nazvu, jako napf. pSeni¢né
klicky nebo pSenicné otruby. Toxicky je také slad, protoze se jednd o Castecny
hydrolyzat je¢mennych prolaminti. Ve - 100 g sladu je obsazeno 100 - 200 mg

je¢mennych prolamind. (8)
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Je vysoce pravdépodobné, Ze nové vyslechténé odridy obilovin jsou z hlediska
celiakie vice toxické, nez obiloviny ptivodni. Prolaminy z nové vyslechténych odrad
jsou rezistentn€j$i k ptisobeni proteolytickych enzymt nez prolaminy z ptivodnich
odrd obilovin. Pozitim nékterych obilovin (pSenice, je¢men, zito, oves) u geneticky

predisponovanych jedinci, mtize dojit k projeviim celiakie. (20)
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2.2 Klinické projevy a formy celiakie

2.2.1 Projevy celiakie

U onemocnéni celiakie se muze objevovat mnoho klinickych projevl, které
muzeme rozdélit na klasické (intestinalni) a atypické (extraintestindlni). Celiakie se také
rizné projevuje u déti a dospivajicich a u dospélych. (39)

Typické gastrointestindlni projevy celiakie se vyskytuji pouze u 10 - 20 % pftipadd,
takze ziistava Casto nediagnostikovana. (36) Klinické projevy se mohou lisit v zavislosti
na véku pacienta, trvani a rozsahu celiakie. Faktory jako kojeni, zavadéni lepku do
stravy a jeho mnozstvi a kvalita obilovin mohou také vyznamné ovlivnit klinické

projevy nemoci. (1, 8)

2.2.1.1 Priznaky u déti

Projevy onemocnéni jsou asociovany se zavedenim lepku do stravy obvykle po 6.
mésici veéku, zavisi ale také na veku ditéte, ve kterém nemoc propukla. U malych déti se
nejCastéji objevuje celkové neprospivani, priijem, zvraceni, ztrita svalové hmoty,
nafouklé bticho, bolest bficha a ptilezitostné zacpa. U starSich déti se vykytuje anémie,
kfe¢e, maly vzrast, defekty zubni skloviny, Spatné vykony ve Skole nebo poruchy

chovani. (1)

2.2.1.2 Piiznaky u dospélych

NejcastejSimi ptiznaky celiakie v dospélosti jsou bolesti bficha, chronicky prijem,
anémie z nedostatku Zeleza a také podvyziva se ztratou hmotnosti. Pacientim s celiakii

muze byt také chybné diagnostikovan syndrom drazdivého tracniku. NejCastéji je
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nemoc diagnostikovdna u asymptomatickych pacientli s anémii z nedostatku zeleza,
deficitem kyseliny listové, abnormalnimi jaternimi testy nebo osteopordzou. Disledkem

celiakie u dospélych mlze byt i malabsorpce vitaminu D a véapniku. (1)

Obrazek 2: Mozné projevy celiakie. Kategorie ostatni (Other) zahrnuje dermatitis
herpetiformis, neuropatii a zdcpu.

*
Abdominal pain Other

Weight loss

Bone disease

Diarrhoea

Anaemia

Incidental
identification
during
endosco ;
Py Screening
relatives

Zdroj: Green, 2003 (pievzat obrazek i jeho popis).

2.2.2 Formy celiakie

Na zédklad¢é hematologickych a imunologickych nalezii v dobé diagndézy miiZzeme
celiakii rozdélit do néckolika forem. Jednd se o formu klasickou, atypickou,
asymptomatickou, latentni a potencialni. Tyto formy se od sebe navzijem lisi

klinickymi ptiznaky a laboratornimi nalezy. (8)
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2.2.2.1 Klasickd forma

Klasickd forma je charakterizovana typickymi pfiznaky, jako jsou chronicky
prijem, celkové neprospivani ditéte nebo ubytek svalové hmoty. Pocatek téchto
ptiznaki se obvykle vyskytuje mezi 6. a 8. mésicem veku ditéte po zavedeni potravin,
které¢ obsahuji prolaminy. Brzy dochazi ke snizeni hmotnosti ditéte. Dé&ti jsou Casto
bled¢, napadné¢ hubené a maji snizené mnozstvi podkozniho tuku. Stolice je
charakteristicky bleda a objemna. U kojencti muze dojit az k dehydrataci v dasledku
¢astych vodnatych prijma. (8)

U klasické formy jsou nachézeny typické laboratorni nalezy, jako je anémie
Z nedostatku Zeleza, snizena hladina albuminu, vépniku a deficit nékterych vitamint a
minerald. Typicky jsou také pfitomné protilatky proti tkanové transglutaminaze a
endomysiu. Objevuji se také charakteristické histologické zmény na sliznici tenkého

stteva a to od mirné atrofie klkii az po tiplnou atrofii stievnich klki. (8, 36)

2.2.2.2 Atypicka forma

Dalsi formou celiakie je forma atypicka. Byva diagnostikovana mezi 5 - 6 lety
véku, a az 50 % nov€ diagnostikovanych pacientd nema typické gastrointestinalni
piiznaky. Nejcastéjsim atypickym symptomem je dermatitis herpetiformis Diihring,
ktera se v soucasné dobé povazuje za tzv. kozni formu celiakie. Jedna se o puchyinaté
kozni onemocnéni s vyrazkou, které se nejCastéji vyskytuje na loktech, kolenou a
hyzdich, a které po zavedeni bezlepkové diety pomalu vymizi. (8)

Dalsimi pfiznaky atypické formy celiakie jsou anémie z nedostatku Zeleza, ktera
zpravidla nereaguje na jeji 1écbu, maly vzrist, ktery je ¢asto popisovan u starSich déti a
adolescentl. Pfedpoklada se, ze 9 - 10 % osob s idioptaticky malym vzriistem trpi prave
celiakii. Vice nez 30 % neléCenych pacientl s celiakii trpi defekty zubni skloviny.

V malém mnozstvi se vyskytuje osteopordza, protoze v dusledku malabsorpce, zejména
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vapniku, dochéazi ke snizeni kostni hustoty a mize dochdzet k Cast&jSim zlomeninam,
dale chronickd hepatitida nebo neurologické problémy. Zeny s celiakii (zejména
nelécenou) mohou mit problémy s otéhotnénim a mtze u nich dochazet k opakovanym
potratim. Riziko potratu u Zen trpicich celiakii je 8,9 x vy$si nez u zdravych Zen, ale se

zavedenim bezlepkové diety se toto riziko vyznamné snizuje. (8)

2.2.2.3 Asymptomaticka (silentni, ticha) forma

Tato forma je charakterizovana nalezem histologickych zmén stfeva a ptitomnosti
typickych autoprotilatek, ale bez zjevnych klinickych ptiznakd. Nejcastéji se tato forma
objevi ndhodné prostfednictvim screeningovych programi u zdanlivé zdravych osob.
Bé&Zné nalézame u dospélych nedostatek Zeleza spojeny s anemii nebo i bez ni, poruchy
chovani, jako je sklon k depresim, podrazdénost nebo u déti zhorSené prospivani ve
Skole, zhorsSeni fyzické kondice a snadna unava béhem cviceni nebo sniZzenad hustota
kosti. Po zavedeni bezlepkové diety dojde u dospélych ke zlepSeni fyzického i
psychického stavu, a u déti a adolescentll nejcastéji ke zvySeni hmotnosti a vysky,

zvyseni chuti k jidlu, zlepSeni nélady a fyzické a Skolni vykonnosti. (8, 36)

2.2.2.4 Latentni forma

U latentni formy nalézadme pouze typické autoprotilatky, ale histologicky nalez na
sliznici tenkého stieva je normalni. Pacient mize, ale také nemusi, mit typické pfiznaky.

Tato forma se nevykytuje pfili§ ¢asto. (36)
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2.2.2.5 Potencidlni forma

Muze byt symptomatickd i asymptomaticka s negativnim histologickym nalezem.

Nalézame specifické protilatky v krvi. Potencialni forma celiakie je spiSe vzacna. (36)
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2.3 Diagnostika a screening celiakie

2.3.1 Screening celiakie

Cilem celoplosného screeningu je odhalit vSechny formy celiakie v populaci déti i
dospélych, a to prostfednictvim rychlych a neinvazivnich vySetieni. (25) Provadi se
pouze u 0sob V rizikovych skupinach, jako jsou piibuzni pacientu s celiakii a pacienti
trpici n€kterou z piidruzenych chorob (napi. diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni
tyreoiditida, snizend hladina imunoglobulinu IgA, primdrni biliarni cirhéza). Dalsi
screeningovou skupinou jsou pacienti s typickymi i netypickymi piiznaky celiakie, to
znamena, pacienti s jinak nevysvétlenym ubytkem véahy, s prijmy z neznamé pticiny, s
nevysvétlitelnymi bolestmi bficha, s jinak nevysvétlenou anémii, s osteopordzou nebo
zlomeninami v ¢asném véku nebo muzskou i Zenskou neplodnosti. Tento screening u
rizikovych skupin je provadén imunologicky pomoci stanoveni autoprotilatek typickych
pro celiakii. (19)

Pouze negativni vysledek serologickych testti nemutze celozivotné vyloucit moznost
vzniku celiakie. (8) Pozitivita autoprotilatek muze kopirovat intenzitu poskozeni
tenkého stieva a stravovaci ndvyky jedince. Pfi klasické formé onemocnéni maji
neléCeni pacienti vysSi titry autoprotilatek, naopak u atypickych forem miize byt
onemocnéni aktivni 1 pfi minimalnich zménach sliznice tenkého stfeva a titry
autoprotilatek jsou nizké az negativni, proto zustdva velkd cast pacientd i1 po

opakovaném screeningu nediagnostikovana. (25)

2.3.2 Diagnostika celiakie

Diagnostika celiakie se stdle spoléhd zejména na klinicko-patologické projevy
onemocnéni, zahrnuje biopsii sliznice tenkého stfeva, sérologické testy a ucinky

bezlepkové stravy na symptomy. K velké zméné v diagnostice doslo s detailngjSim
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popisem spektra slizni¢ni patologie a dostupnosti genetickych a vysoce spolehlivych
sérologickych markerii. Jednozna¢na odpovéd’ na bezlepkovou stravu spolu s Gpravou
klinického stavu pacienta by méla nastat béhem nékolika tydni od zavedeni diety, ale

V soudasnosti diagnostika celiakie v Ceské republice vychazi ze smérmice Evropské
spolecnosti pediatrické gastroenterologie, hepatologie a vyzivy (ESPGHAN — European
Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition), ktera zahrnuje tato
diagnosticka selek¢ni kritéria (10):

1. Anamnéza, klinicky obraz, sérologické testy a histologie sliznice tenkého
stieva jsou kompatibilni s diagnozou celiakie.

2. Zavedeni bezlepkové stravy vede k upravé klinickych ptiznakii a snizeni
titru protilatek.

3. Vysetfovany jedinec je star$i nez 2 roky, protoze zjisténé zanétlivé zmény
sttevni sliznice mohou mit jinou pfi¢inu nez lepek (napf. alergii na
bilkovinu kravského mléka, virové nebo bakteridlni stfevni infekce nebo
imunodeficitni stavy).

4. Diferencialni diagnostikou se vyloucilo jiné onemocnéni s podobnymi
klinickymi pfiznaky.

Zakladnim vySetfenim pfi podezfeni na celiakii je v soucasné dobé stanoveni
autoprotilatek proti tkanové transglutamindze, a to ve tfidé¢ IgA. Toto vySetfeni je
dostate¢né citlivé 1 specifické. Dal§im stupném diagnostiky je provedeni biopsie sliznice
tenkého stfeva, které stale ziistava v Ceské republice zlatym standardem pro diagnostiku
celiakie u osob konzumujicich lepek. (10, 19) VySetieni HLA genotypu je vhodné
provadét zejména u pacientll snejasnymi piiznaky a dale u piibuznych pacientl
s celiakii prvniho stupné, a to hlavné u déti z rodin s ¢astym vyskytem celiakie. (4)

V mnoha ptipadech neni celiakie diagnostikovana a mize vést k trvale malému
vzristu, mohou se objevit nasledky malabsorpce jako je nedostatek Zeleza a nésledna
anémie nebo kiivice. Diagnostika a 1écba celiakie nejen odstrafiuje klinické ptiznaky a

zlepSuje kvalitu zivota, ale také snizuje dal$i dlouhodoba rizika, jako je lymfom a

23



rakovina zazivaciho traktu, osteopatie, neplodnost nebo dalsi autoimunitni onemocnéni.

()

Obrazek 3: Schéma diagnostiky celiakie.
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Zdroj: Green, 2003 (pievzat obrazek i jeho popis).

2.3.2.1 Sérologické vySetieni

Sérologické testy maji stale dalezitou tlohu v péci o pacienty s celiakii, protoze
poskytuji nejvétsi Sanci na stanoveni jeji diagnozy, a také umoziuji 1ékaiim sledovat jiz
diagnostikované pacienty, zda dodrzuji bezlepkovou dietu. (1, 12)

U nemocnych celiakii nachdzime v krvi protilatky tfidy IgA a IgG tvofici se proti
riznym antigennim sloZzkdm lepku. Stanoveni se provadi nejcastéji pomoci techniky
ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent assay), kdy se stanovuji: protilatky proti
gliadinu (AGA), protilatky proti retikulinu (ARA), protilatky proti endomysiu (EMA) a
protilatky proti tkanové transglutaminaze (anti-tTG). (21)

U pacienti s celiakii se Castéji vykytuje selektivni deficit IgA, pficemZ jeho vyskyt
je u celiakd 10 az 15 x cCastéj$i nez u zdravé populace. BéZné¢ dostupné sérologické
metody jsou omezené pravé na detekci protilatek ve tfidé IgA, a proto pacienti
s celiakii, ktefi maji jejich deficit z jiného divodu, mohou mit vysledky sérologickych
testll faleSné negativni. PouZitim soucasného stanoveni protilatek proti endomysiu,
gliadinu a tkanové transglutaminaze ve tfidé IgG spolecné s pouzitim béznych

sérologickych testl mohou byt spolehlivé detekovany vSechny piipady aktivni formy

24



celiakie. Témito testy lze urcit téméf vSechny piipady celiakie, pokud pacienti
konzumuji stravu s obsahem lepku, protoze hladiny téchto protilatek s absenci lepku
klesaji. (22)

2.3.2.1.1 Protilatky proti gliadinu

Gliadin je v alkoholu rozpustnd frakce glutenu, kterda za uréitych okolnosti
vyvolava abnormalni imunitni odpovéd’ stievniho sliznicniho imunitniho systému.
Protilatky proti gliadinu nalézame pozitivni ve tfidé IgA 1 IgG, ale pti bezlepkové stravé
jejich titr klesd aZz pod hladinu detekovatelnosti. (26)

Stanoveni se provadi pomoci metody ELISA, a to pro obé tiidy - IgA i IgG.
Stanoveni ve tfidé IgA ma vysokou senzitivitu, ale nizkou specificitu. Nevyhodou
stanoveni protilatek proti gliadinu je to, ze mohou byt pozitivni 1 u jinych onemocnéni
sliznice traviciho traktu, jako jsou napf. Crohnova choroba nebo intolerance kravského

mléka. (21, 26)

2.3.2.1.2 Protilatky proti retikulinu

Jako retikulin jsou oznacovany slozky mezibunéné hmoty, proti nimz existuji
imunofluorescen¢nimi technikami detekovatelné autoprotilatky. Vyskytuji se v 5 typech
(R1, R2, Rs, R3 a R4), které se lisi svou reaktivitou pfi imunofluorescenénim vysetieni.
Stanoveni protilatek proti retikulinu ma nizkou senzitivitu, a proto se jejich testovani jiz

tolik nevyuziva. (21, 26)
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2.3.2.1.3 Protilatky proti endomysiu

Endomysium je protein pojivové tkané nalézany v kolagenni hmot¢ lidskych a
opic¢ich tkani. Protilatky proti této pojivové tkani se vyskytuji pravé u celiakt.
Stanoveni protilatek proti endomysiu je mimofadné specifické a provadi se
imunofluorescencni metodou, kde se jako substrat pouzivaji fezy opiciho jicnu nebo
lidské pupecnikové cévy. Vysledek testu se udava jako kvalitativni (ur¢i se pouze jeho
pozitivita nebo negativita), nebo semikvantitativni, kdy vysledkem je nejvyssi titr séra,
pfi kterém je jeste reakce pozitivni.

Specifi¢nost kvalitativniho testu je velmi vysoka, témét 100%. Stanoveni protilatek
proti endomysiu je finan¢né, technicky i Casové ndrocné, a proto se pouziva spise

pro potvrzeni pozitivnich ndlezl protilatek ke tkanové transglutaminaze. (1, 21, 26)

2.3.2.1.4 Protilatky proti tkadnové transglutaminaze

Tkanova transglutaminaza je enzym nachdzejici se v lamina propria intestinalni
sliznice, ze které se pii poSkozeni epitelu uvoliiuje a lepek pro ni predstavuje
preferovany substrat. Fyziologicky tkanova transglutamindza modifikuje strukturu
peptidi gliadinu a u predisponovanych jedincli je zodpovédnd za zvySenou afinitu
téchto peptidl k molekuldm HLA na antigen-prezentujicich bunkéch.

Stanoveni je mozné provést pomoci techniky ELISA a nalez téchto protilatek je pro
celiakii vysoce specificky. Senzitivita 1 specificita tohoto testu je velmi vysoka, ale
zejména u pacientll s jinymi autoimunitnimi chorobami vySetfeni ztraci specificitu a

diagnozu je nutné potvrdit jesté¢ provedenim biopsie sliznice tenkého stieva. (1, 21, 26)

26



2.3.2.2 Histologické vySetieni

Zlatym standardem v diagnostice celiakie je provedeni biopsie sliznice tenkého
stteva. Vzorky sliznice jsou odebirany u déti Coombsovou nebo Carreyovou kapsli,
kterd je zavedena do oblasti 1. klicky jejuna odkud se odebere vzorek tkané. U
dospélych se vzorek odebira pti gastroskopii z oblasti duodena pod Vaterovou papilou.
Diky snadnému ziskani bioptickych vzorkii se zna¢né zvysila rychlost diagnostiky
celiake. (1, 19)

U celiakie se vyskytuje Siroké spektrum histologickych abnormalit, v rozmezi od
normalni stfevni sliznice az po Uplnou atrofii klkl. Biopsie mize potvrdit diagndézu
celiakie nebo ji navrhnout u pacienta s atypickymi ptiznaky, kdyz sérologické vySetieni
diagnézu nepotvrdilo. Patogenezi poskozeni sliznice tenkého stfeva lze rozdélit do tii
fazi: (1) infiltrativni faze charakterizovana zvySenym poctem intraepitelialnich
lymfocyt; (2) hyperplasticka faze charakterizovana hyperplazii krypt; a (3) destruktivni
faze, ktera je charakterizovana atrofii klka vedouci k Gplnému zplosténi stievni sliznice.
(33)

Marsh poprvé popsal morfologické zmény na sliznici tenkého stfeva, a to na
zakladé znacného mnozstvi klinickych vyzkumi. (7) Marshova klasifikace se sklada ze
Ctyt po sobé nasledujicich stavii poSkozeni sliznice:

1. Typ l: infiltrativni 1éze.

2. Typ 2: hyperplastické 1éze.
3. Typ 3: destruktivni 1éze.
4. Typ 4: atrofické 1éze.

U Typu 1 (infiltrativni 1éze) nalézdme neposkozenou duodendlni sliznici s normalni
architektonikou klku, ale je zde zvySeny pocet intraepitelidlnich lymfocytd. Tento typ
poskozeni se objevuje u pacientt, ktefi je$t€ nejsou zcela v remisi nebo pokud pozili
malé mnozstvi gliadinu. DulleZité je, ze se tento typ nachazi u latentni formy celiakie, u

rodinnych ptibuznych celiakti, nebo u osob s dermatitis herpetiformis.
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Druhy typ poskozeni sliznice (hyperplastické 1éze) je charakterizovan hyperplazii
krypt s normalni architektonikou klka, ale se zvySenym poctem intraepitelialnich
lymfocytl. Toto poSkozeni sliznice se vyskytuje u pacientt s celiakii jen velmi ziidka.

U tretitho typu poskozeni sliznice (destruktivni léze) nalézdme atrofii klka
s hyperplazii krypt a se zvySenym poctem intraepitelialnich lymfocytu.

Ctvrty typ (atrofické 1éze) je charakterizovan normalni vyskou krypt a atrofii klkd.
Pocet intraepitelidlnich lymfocytli je normalni. (7, 33)

Samotna atrofie klki se mize vykytovat 1 u jinych chorob traviciho traktu, které
vyzaduji jiné diagnostické pfistupy a zpusoby 1écby, ale endomysialni protilatky a
protilatky proti tkanové transglutaminaze u nich nalézany nejsou. Choroby nebo stavy,
které vykazuji zmény sliznice podobné celiakii, jsou napf.: intolerance kravského
mléka, nedavna chemoterapie, chronicka ischemie, Crohnova choroba, autoimunitni
enteropatie, kombinované imunodeficitni stavy, gastroenteritida, t€Zk4 malnutrice, nebo
refrakterni sprue.

Ke zlepseni stavu dochdzi obvykle béhem né¢kolika tydnli od zahajeni bezlepkové
diety, ale navrat k normalni architektonice stievni sliznice, vymizeni jejiho poskozeni a
celkové histologické zlepSeni muze trvat az rok, ale i méné (dle zavaznosti posSkozeni

sliznice). (1)

Obrdazek 4: A: normalni sliznice se zvysenym poctem IELs (intraepitelidalni lymfocyty),
B: zkrdacena vyska kikii a difuzni zvyseni poctu IELs, C: plocha sliznice s difuznim

zvySenim IELs.

Zdroj: Ensari, 2010 (pfevzat obrazek i jeho popis)
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2.4 Genetika celiakie

24.1 HLA systém

HLA systétm (Human leukocyte antigen) hraje vyznamnou roli v patogenezi
celiakie, coz potvrzuje vyznamné genetické spojeni mezi celiakii a konkrétnimi HLA
alelami. Pfitomnost specifické HLA alely je nezbytna, ale ne jedina podminka pro vznik
onemocnéni, protoZze kromé genetickych faktorti se na vzniku onemocnéni podileji i
vlivy vnéjsiho prostiedi a dalsi faktory.

Genovy komplex MHC (Major histocompatibility complex), u ¢lovéka nazyvany
jako HLA (Human leukocyte antigen) komplex, se nachazi na kratkém raménku 6.
chromozému (6p21) a obsahuje stovky genti s imunologickou funkci, jedna se tedy o
vysoce polymorfni systém. (27, 36) Kazdy ¢lovék je z hlediska HLA systému vysoce
unikatni a nese na povrchu svych bun¢k zcela individualni sestavu HLA molekul
uréenou kombinaci alel zdédénych od matky a od otce, kterd ovliviiuje jeho individudlni

imunologickou reaktivitu.

Obrazek 6: Umisteni HLA komplexu na 6. chromosomu
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Zdroj: Louka, 2003 (pfevzat obrazek i jeho popis)

Geny kodujici molekuly HLA mtzeme rozdé¢lit do tii tfid: L., I1. a IIL. tfidy, pficemz
jednotlivé tfidy jsou tvoreny vice geny umisténymi v nékolika lokusech. HLA 1. tfida
obsahuje zhruba 20 genii, HLA II. tfida ti1 pary genti. Uvniti lokust pro geny HLA 1. a
II. tfidy lezi geny HLA III. tfidy. Obecné rozliSujeme 6 hlavnich HLA- genl
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oznacovanych jako HLA- A, B a C pro HLA molekuly I. tfidy a HLA- DR, DQ a DP
pro molekuly HLA II. tfidy. Geny HLA vykazuji vzhledem ke svému umisténi
Vv genomu tésnou genetickou vazbu, takze mezi nimi nedochazi k rekombinaci nebo
pouze s minimalni pravdépodobnosti. Jedine¢na kombinace HLA gentd kddujicich HLA
molekuly se nazyva haplotyp.

HLA- molekuly jsou glykoproteiny, které maji stejnou stavebni strukturu, ale 1isi
se sekvenci aminokyselin. HLA- molekuly se rozdé€luji stejné jako jejich kodujici geny
do dvou hlavnich tfid, a to podle jejich struktury, bunécné exprese a funkce. Molekuly
HLA 1. tfidy jsou kodovany geny HLA- A, B a C a molekuly II. tfidy koduji geny HLA-
DR, DQ a DP. Molekuly 1. tfidy se skladaji ze dvou polypeptidovych podjednotek, a to,
variabilniho tézkého fetézce a, ktery je kddovan MHC komplexem a B,-mikroglobulinu,
ktery je kodovan genem mimo MHC oblast (na 15. chromozomu). Antigeny II. tfidy
jsou také heterodimery slozené ze dvou tézkych fetézcli a a dvou fetézctu B, oba jsou
kédovany geny v MHC a stejn€ jako molekuly 1. tfidy tvofi integralni soucast bunécné
membrany. (31, 36)

Molekuly I. tfidy (HLA- A, B, C) jsou integralni ¢asti plazmatické membrany
jadernych bunék. Tyto HLA- molekuly jsou tedy exprimovany na vSech jadernych
bunkach a prezentuji cytotoxickym T- lymfocytim antigenni peptidy, které pochazeji
Z nitrobunééné syntézy. Imunitni systém rozpozndva a reaguje pouze na peptidové
fragmenty odvozené z proteinu. Proteiny jsou degradovany v cytoplazmé a
transportovany do endoplazmatického retikula, v némz dochazi k pfipojeni antigennich
fragmentt do zlabku HLA- molekuly. Vznikly komplex se dostava pies Golgiho aparat,
na povrch buriky, na kterém je rozpoznan cytotoxickymi T- lymfocyty. (31, 36)

Molekuly II. ttidy (HLA- DQ, DP, DR) jsou exprimovany na B- lymfocytech,
makrofazich a aktivovanych T- lymfocytech a za urcitych okolnosti mohou byt
exprimovany i na jinych typech buné¢k, které v aktivovaném stavu mohou prezentovat
antigen. Ke komplementaci heterodimeru o-p molekuly HLA  dochazi
v endoplazmatickém retikulu, ten pak prestupuje Golgiho aparatem do kyselého
prostiedi endozomo-lyzozomalniho kompartmentu, ve kterém dochazi k navazani

antigennich peptidi vzniklych proteolytickou digesci exogennich peptidi. Vznikly
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komplex je transportovan na povrch buniky a pfipraven k interakci s pomocnymi T-
lymfocyty. (31, 36)

Geny III. tfidy, které nejsou pravymi HLA geny, zahrnuji geny pro polymorfni
sérové a membranové receptory a jsou uzce spjaté s imunologickymi funkcemi, napf.

proteiny komplementu C2 a C4. (31)

2.4.1.1 Dédi¢nost a polymorfismus HLA- systému

HLA systém je vysoce polymorfni, coz je dano velkym poctem alel, které se mohou
v jednotlivych genovych lokusech vyskytovat. Ve vSech genovych lokusech bylo
rozpoznano velké mnozstvi odliSnych genovych variant, v sou¢asné dobé¢ je zndmo vice
nez 6 000 odlisnych alel a neustéale ptibyvaji nové. Nejvice polymorfni oblasti je oblast
HLA- B, ve které je popsano vice nez 100 riznych alel. Velka ¢ast alel se vyskytuje
vzacné, existuje mnoho ruznych kombinaci, které jsou charakteristické pro jejich
nositele. (31, 36)

HLA alely jsou pfenaSeny spolecné jako haplotyp, z divodu tésné vazby na daném
chromozomu a jsou vuci sobé kodominantni. Rodi¢ a potomek maji spolecny pouze
jeden haplotyp, a proto sourozenci mohou byt bud” HLA- identicti, a to s 25%
pravdépodobnosti (tzn., sourozenci zdédi stejny haplotyp od otce i od matky), s 50%
pravdépodobnosti budou haploidenti¢ti (tzn., sourozenci maji jeden shodny haplotyp, a
to bud’ otcovsky nebo mateisky), nebo jsou sourozenci s 25% pravdépodobnosti zcela
rozdilni (tzn., sourozenci zdédi od otce 1 od matky jiny haplotyp). (31, 36)

Variabilita v profilu a frekvenci HLA variant se vyskytuje i mezi riznymi
populacemi, nékteré HLA varianty se vyskytuji ve vSech populacich (napi. HLA- A2),
jiné jsou naopak populacné specifické. Ne&které haplotypy jsou castéjSi, nez se
predpokladd a jiné jsou velmi vzacné. HLA haplotypy vykazuji znacnou vazebnou
nerovnovahu. Vyskytuje se etnicky odlisna distribuce jednotlivych HLA alel, ale i

etnickd distribuce haplotypt. (31)
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2.4.1.2 HLA nomenklatura

Tradicni systém HLA nomenklatury rozliSuje jednotlivé HLA alely podle jejich
reakce na panel protilatek (antisér, ziskanych od mnohorodicek, které maji vytvotené
protilatky proti otcovskym HLA-antigeniim, produkované jejich plody). Jedna se tedy o
testy stanoveni HLA antigenti sérologickymi metodami a HLA vybava je urcena podle
toho, s jakymi protilatkami sérum reaguje. (31, 36)

HLA nomenklatura odpovidd oznaceni daného lokusu a ¢islu antigenu, ktery muize
byt pomoci danych antisér urcen. Pfikladem mulze byt oznadeni HLA alely
DQAT1*05:05, kde DQA1 predstavuje ndzev genového lokusu, za néj se piidadva
hvézdicka, prvni dvojcisli za hvézdickou odpovida sérologické specificit¢ a druhé

dvojéisli oznacuje specifickou alelu s konkrétni sekvenci nukleotidi. (31, 36)

2.4.2 Geneticka predispozice k celiakii

Vysoka prevalence celiakie mezi ptibuznymi prvniho stupné pacientll s celiakii
ukazuje na vyznamny geneticky vliv pfispivajici ke vzniku onemocnéni. Geneticky vliv
je také doloZen vysSim vyskytem celiakie u monozygotnich dvojcat. (35)

HLA- systém je hlavnim predisponujicim genetickym faktorem pro rozvoj celiakie,
ve kterém predstavuji hlavni genetickou predispozici geny HLA-DQA1 a HLA-DQB1
oznacované jako CELIACI1. Samotné HLA molekuly se podili na dédicnosti choroby
pfiblizné ze 40 %, z ¢ehoz vypliva, Ze je onemocnéni ovlivnéno také dal§imi geny. (17,
34,41)

V ramci hledani vSech moznych genetickych rizikovych faktort pro celiakii bylo
studovano mnoho jinych kandidatnich genovych oblasti, ale oficialn¢ byly jako
predisponujici genetické faktory uznany pouze 3 dalSi chromozomalni oblasti, a to
5031-g33 (CELIAC?2), 2933 (CELIAC3) a 19p13.1 (CELIAC4). V poslednich nekolika

letech bylo identifikovano celogenomovymi studiemi mnoho non-HLA geni,

32



asociovanych se zvySenym rizikem vzniku celiakie, jsou to napi. geny kodujici
cytokiny, chemokiny a jejich receptory, bunécné adhezivni molekuly nebo T- a B-
bunécné aktivatory. Podil téchto non-HLA gent na rozvoji celiakie je ale velmi slaby, a
to priblizné 15 %, takze se jejich vliv nebere v ivahu pii stanoveni genetickych rizik
pro celiakii. (28)

Piiblizné u 90 % pacientd s celiakii je pifitomen HLA-DQZ2 heterodimer,
oznacovany jako DQ2.5, ktery je kodovan alelami DQA1*05 a DQB1*02. Tyto alely
mohou byt pfenaseny spole¢né, tzn. - vyskytuji se na stejném chromozomu v Cis
konfiguraci, nebo oddélené, kdy se vyskytuji na homolognich chromozomech
v konfiguraci trans. VétSinou jsou DQA1*05 a DQB1*02 ptitomny v cis konfiguraci
jako DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 haplotyp, nebo v trans konfiguraci jako
DRB1*11/12-DQA1*05:05-DQB1*03:01; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02
haplotyp. Na zékladé né¢kolika studii je pritomnost alely DQB1*02 v homozygotnim
stavu spojovana s vysokym rizikem celiakie a jeji agresivnéjsi formou. (28) U jedinct
homozygotnich pro HLA-DQ2.5 je prokazano 5 x vyssi riziko rozvoje celiakie nez u
jedinct, ktefi jsou pro HLA-DQ2.5 heterozygotni. (38)

U 5 - 10 % pacientd, ktefi jsou DQ2.5 negativni, je nachazen DQ8 heterodimer
koédovany alelou DQB1*03:02, a to obvykle v kombinaci s DQA1*03 v cis konfiguraci
(DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02). Vétsina DQ2.5/DQ8 negativnich celiakl (asi
5 %) jsou DQ2.x pozitivni, tento haplotyp je spojovan pouze s nizkym rizikem vzniku
celiakie. DQ2.x je kédovan rizikovou alelou DQB1*02 za nepiitomnosti DQA1*05
varianty. (28)

Jen velice ziidka se u pacientl s celiakii vyskytuji jiné DQ molekuly. Vyskytuji se 1
rozdily mezi pohlavimi, Zeny €asto nesou DQ2.5 a/nebo DQS8 haplotypy, které se u
muzu s celiakii nevyskytuji. (28)
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Obrazek 7: S celiakii asociované rizikovée DQ heterodimery kodované riznymi
kombinacemi alel DQA1 a DQBL1.

DQ2.5 DQ8

alpha-chain

DQA1%03

Zdroj: Megiorni, 2012 (ptevzat obrazek i jeho popis).

Asociace haplotypi HLA-DQ s celiakii byla primarné vysvétlena experimenty na
CD4" T- lymfocytech izolovanych ze stfevni biopsie pacientli schopnych rozpoznat
peptidy lepku prezentované DQ2.5/DQS8 pozitivnimi antigen prezentujicimi buiikami.
Heterodimery DQ2.5/DQ8 vykazuji vysokou afinitu  pro negativné nabité
aminokyseliny ziskané deaminaci, jedna se o konverzi aminokyseliny glutaminu na
kyselinu glutamovou, coz je aktivné fizeno enzymem tkanovou transglutaminazou. Ta
ma schopnost upravit peptidy lepku prave tak, aby odpovidaly pozadavkiim na vysokou
afinitu k HLA-DQ2.5/DQ8. (28, 38)

HLA-DQ zprostiedkovana prezentace peptidd lepku CD4" T-lymfocytim je
dialezitym krokem pro stimulaci jak bunécné, tak humoralni imunitni odpovédi. Sekrece
cytokinti, hlavné TNF-a (Tumor necrosis factor) a INF-y (Interferon gamma), indukuje
intestindlni fibroblasty k sekreci metaloproteinaz degradujicich matrix, jejichZ piisobeni
vede K atrofii klkii a hyperplazii krypt. Zvysena sekrece interferonu gama také vede
k vyssi expresi molekul HLA-DQ , a tim dochazi ke zvySené prezentaci peptidu lepku.
(28, 38) Vyzravani B-lymfocytt vede k produkci autoprotilatek, které jsou namifené
hlavné proti tkanové transglutaminaze. (28) Timto zplisobem dochazi ke vzniku pro

celiakii typického zanétu sliznice tenkého stieva. (27)
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Obrazek 8: HLA-DQ varianty a s nimi spojené riziko vzniku celiakie.

HLA status Disease risk
DQ2.5 and DOB Very high
DQ25 (with a double dose of DOBT*02) Very high
DOSB High

DQ2.5 (with a single dose of DOBT*02) High

D02.x (with a double dose of DQBTY02) High

DOQ2.x (with a single dose of DOBT*02) Low

) Extrernely low
DOXx Extrernely low

x = DA alleles different from *05.
¥ = D0OB1 alleles different from *02 and *03.02.

Zdroj: Megiorni, 2012 (ptevzat obrazek i jeho popis).

Ne u vSech jedinct, ktefi nesou HLA-DQ2.5 a HLA-DQS8 predisponujici alely
dojde Kk rozvoji celiakie, coz je divodem k tomu, ze HLA genotypy jsou nezbytné,
nikoli vSak dostaCujici pro vznik celiakie. Genetické studie identifikovaly mnoho
dalsich genti, které malou mérou pfispivaji k rozvoji onemocnéni. VétSina téchto gentli
koéduje proteiny zapojené v imunitnich reakcich, coz podporuje predstavu, Ze je celiakie

imunitné zprostiedkované onemocnéni. (38)

2.4.2.1 Genetické vysetieni

Vyhodou genetického vySetieni je, ze HLA genotyp je béhem Zivota neménny,
takze vySetfeni staci provést jednou za zivot. Dalsi pozitiva spocivaji v minimalni zatézi
pro pacienta (odbér periferni krve nebo provedeni bukalniho stéru), kdy vysledek
vySetieni neni ovlivnén pfitomnosti lepku ve stravé. Nepiitomnost predisponujicich alel
HLA-DQ2 a HLA-DQ8 vylu¢uje onemocnéni s vysokou pravdépodobnosti. Genetické
vySetfeni méa ale omezeni ve své nizké selektivité a samotné ho nelze pouzit pro

definitivni potvrzeni diagndzy celiakie.
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Podle doporuceni ESPGHAN =zroku 2012 se u pacientd s presvédcivymi
klinickymi projevy, vysokou pozitivitou protilatek (titr tkanové transglutaminazy ve
tiidé IgA vice nez 10 X nad normou) a pozitivitou pro HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8,
muze bezpecné stanovit diagnoza celiakie bez provedeni bioptického vySetfeni. Toto
doporuéeni je ale v CR v sou¢asné dobé ve stadiu ovéfovani platnosti. (4)

Haplotypy HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8 jsou nalézany asi u 30 % populace, pfi¢emz
pouze u 3 % se nasledné vyvine skute¢na nesnaSenlivost lepku. Pokud ale neni u jedince
detekovan zadny zrizikovych haplotypu HLA-DQ2 nebo HLA-DQS, muze byt
diagnoza celiakie s vysokou pravdépodobnosti vyloucena. (28)

HLA typizace u onemocnéni celiakie je sice test s negativni prediktivni hodnotou,
ale presto je dalezitym ndstrojem schopnym objevit geneticky nachylné jedince a to
zejména v rizikovych skupindch (pfibuzni pacienta s celiakii prvniho stupn¢) a
predevsim rozlisit pacienty s jinym autoimunitnim onemocnénim (diabetes mellitus 1.

typu, roztrousena skler6za, apod.). (4, 28)

Obrazek 5: Rizikové skupiny, u kterych je vhodné provedeni genetického testu.

First-degree Discrepancyin
relatives of serologicaland
probands histological testing
test
Down syndrome T Type 1 diabetes
Turner syndrome Autoimmune hepatitis
Williams syndrome Thyroidites

Multiple sclerosis

Zdroj: Megiorni, 2012 (ptevzat obrazek i jeho popis).
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2.5 Diabetes mellitus 1. typu a jeho asociace s celiakii

Diabetes mellitus 1. typu (DM1T) je autoimunitni onemocnéni, jehoZ typickym
rysem je hyperglykémie, kterou zptusobuje absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu.
Komplexni poruchu metabolismu cukrti, tuki a bilkovin zptsobuje pravé nedostatek

inzulinu. Nemocni jsou pak zavisli na jeho exogennim podavani. (36)

25.1 Etiopatogeneze

Na zéklad¢ autoimunitni destrukce B-bunék pankreatu dochézi k absolutnimu
nedostatku inzulinu. K destrukci B-bunék dochazi na zakladé vlivu faktori zevniho
prostiedi u geneticky predisponovanych jedincti. Mezi faktory zevniho prostiedi patii
zejména enteroviry, takZe spousStéCem onemocnéni mulze byt virova infekce (virus
zardének, herpeticky virus, cytomegalovirus, EBV nebo chiipkové viry). (36)

U diabetu 1. typu jsou nalézany autoprotilatky proti inzulinu, proinzulinu,
dekarboxylaze kyseliny glutamové a tyrozinkinaze, které se nepodileji na destrukénim
procesu, ale vyuZivaji se k diagnostice. Hladina autoprotilatek je vysokd na pocatku
onemocnéni a v dal§im pribéhu nemoci se snizuje. B-buiiky pankreatu jsou niceny
cytokiny, zejména ILI(interleukin) a TNF-a, které zahajuji vlastni zanétlivy proces.
Geneticka predispozice k diabetu 1. typu jesté znasobuje silu autoimunitni reakce. (36)

Destrukce B-bungk se klinicky projevi, az kdyz zanikne jejich ur¢ité mnozstvi, coz
muze trvat tydny, mésice, ale i roky. K manifestaci diabetu 1. typu dochézi obvykle jiz
Vv détstvi nebo v dospivéani, kdy prvnim pfiznakem miiZze byt akutni dekompenzace
S hyperglykémii, glykosurii, dehydrataci a ketoacidézou. Mén¢ Casto se onemocnéni
manifestuje pozdé€ji v dospélosti, a to pii pomalejsSim pribéhu nebo zastaveni
autoimunitniho procesu, kdy nemusi dojit k uplné destrukci inzulinotvorné tkan¢ a tento

typ se oznacuje jako LADA (Latent autoimmune diabetes of adults). (36, 30)
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2.5.2 Lécba

Pacientiim s diabetem 1. typu je nutné dlouhodob¢ podavat inzulin a upravit dietni
rezim. Pacientlim je také doporucovana vhodna fyzicka aktivita, protoze pohyb zvysuje
vyuziti glukézy a jeji odsun z krve. VycCerpavajici fyzickd zatéz je nevhodnd, protoze
muze dojit ktézké hypoglykémii. Dilezit¢é je také sledovani nemocnych
Vv diabetologickych poradnach, kde je kontrolovan aktualni stav pacienta a také jeho
dlouhodoba kompenzace pomoci stanoveni glykovaného hemoglobinu, ktery urcuje

pramérnou glykémii za predchozi 2 - 3 mésice. (36, 30)

2.5.3 Geneticka predispozice

Diabetes mellitus 1. typu je fenotypové i genotypové heterogenni onemocnéni, na
jehoz vzniku se podili mnoho etiopatogenetickych pfi¢in. Onemocnéni je
multifaktoridlni a genetické riziko je podminéno pfitomnosti vice variantnich gent.
Predispozice jsou pravdépodobné zplsobeny polymorfnimi variantami genii, a ne
vzacnymi mutacemi. (3)

Vliv genetickych faktor na vznik nemoci potvrzuje zvySeny vyskyt diabetu 1. typu
u jednovajecnych dvojcat (40 - 50 %) a Castéjsi vyskyt u piibuznych diabetikli prvniho
stupné. Vyskytuji se 1 populacni a demografické rozdily ve vyskytu tohoto onemocnéni
a vliv genetickych faktort potvrzuje také vyskyt diabetu u fady vrozenych chorob. (37)

Diabetes mellitus 1. typu je onemocnéni s dobfe definovanou vazbou na HLA-
systém. Hlavni riziko je pfipisovano celé molekule HLA-DQ, s pfispénim nékterych
DRB1*04 podtypii. Uplatiiuji se zde ale 1 geny mimo L. a II. tfidu HLA- systému. (6)
HLA- systém pftispiva ke vzniku onemocnéni ptiblizné ze 30 - 60 %, HLA- geny nesou
nejvetsi ¢ast rizika pro vznik onemocnéni, a jedna se zejména o molekuly II. tfidy, geny

HLA-DQ a HLA-DR (36)
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Se zvySenym rizikem rozvoje diabetu 1. typu jsou spojeny tyto genotypy:
DQB1*0201/0302 a DQB1*0302/0302. Naopak protektivné¢ pusobi genotypy
DQB1*0201/0301 a DQB1*0201/0602. (6) Geny HLA 1. tfidy maji pouze maly vliv na
rozvoj diabetu 1. typu. (36)

Znalosti genetickych predispozic k diabetu 1. typu maji vyznam pro jeho predikei,
ackoli uvedené haplotypy jsou nalézany i u zdravé populace, takze jejich vyznam nelze
V této souvislosti preceniovat. (6, 37) Genetické vySetfeni pro urCeni rizika diabetu 1.
typu zatim nelze vyuzit v praxi, protoze nebyla prokdzana zadna genova varianta, ktera

by byla pro vznik diabetu 1. typu nezbytna. (3)

2.5.4 Asociace celiakie s diabetem 1. typu

U pacientl s diabetem 1. typu je zvySené riziko vzniku celiakie. Pfiblizné u 8 %
pacientil s diabetem 1. typu nalézame pozitivni protilatky proti endomysiu ve tiidé IgA.
(1) Celiakie muze ptispivat k vyskytu mnoha gastrointestinalnich ptiznakl, které se
béZzné vyskytuji i u diabetu 1. typu, jako jsou priijem, nafouklé bicho, ztrata vahy nebo
steatorea. (1)

Pokud neni u pacientd s diabetem 1. typu proveden screening na piitomnost
celiakie, tak zlstava Casto nediagnostikovana. Pacienti maji ¢asto atypické pfiznaky, ale
1 u pacientt s typickymi ptiznaky zistava diagnoza celiakie ptehlizend. Doporucuje se,
aby byl screening celiakie soucasti rutinniho vySetfeni pacientd s diabetem 1. typu,
vzhledem k vysokému vyskytu celiakie u téchto pacientd a pozitivni odezvé na
bezlepkovou dietu. Lékati by si méli byt védomi sdruZeni celiakie a diabetu 1. typu a
m¢eli by provést fadnou diagnostiku. (13)

Zejména u déti s diabetem 1. typu by mél byt provadén screening na celiakii
Snaslednym potvrzenim diagnézy provedenim biopsie sliznice tenkého stfeva a
nasazenim bezlepkové diety. Bezlepkova strava zavedend u déti s celiakii a diabetem 1.

typu vyrazné zlepsila stav diabetu a ubylo i zdvaznych hypoglykemickych epizod.
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SdruZzeni celiakie a diabetu 1. typu bylo prokazano nejen u déti, ale také u dospélych

pacientt. (13)
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2.6 Pridruzena onemocnéni celiakie

Spolu s celiakii se vyskytuji néktera dalSi asociovana autoimunitni onemocnéni,
z toho diivodu, Ze toto onemocnéni predisponuje ke vzniku imunopatologickych
onemocnéni, ktera mohou postihovat rizné organy v téle. U nékterych z téchto stavl se
ptimo predpoklada souvislost s lepkem, jako napt. autoimunitni thyreoiditida, dalsi jsou
na lepku nezavislé, jako napt. selektivni deficit IgA. (1, 21) Piedpoklada se, Ze
prevalence autoimunitnich onemocnéni u pacienta s celiakii je tmérna dobé plisobeni
lepku. (8) Sdruzeni celiakie s dalSimi autoimunitnimi chorobami u stejné osoby, nebo u
ruznych ¢lend v ramci jedné rodiny, naznacuje, ze na vzniku autoimunity se podili
spole¢né predisponujici geny. (28)

Nejcastéj$im pridruzenym autoimunitnim onemocnénim u celiakie je dermatitis
herpetiformis Diihring, kterou trpi 60 - 90 % celiakii. Po zavedeni bezlepkové diety
dochazi k vymizeni koznich projevi. (21) Mize také dojit ke vzniku autoimunitniho
onemocnéni §titné zlazy, a to nejcastéji ke vzniku Hashimotovi thyreoiditidy nebo
Graves-Basedowovi choroby. U celiakie se také miiZze vyskytovat Addisonova choroba,

coZ je autoimunitni onemocnéni kliry nadledvin. (21)
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2.7 Lécba celiakie

Jedinou moznou a uc¢innou lécbou celiakie je celozivotni dodrzovani bezlepkové
diety. Pacienti s celiakii jsou o bezlepkové stravé informovani 1ékaii nebo dictology a
dalezitym zdrojem informaci a podpory jsou také regiondlni sdruzeni pacientl
s celiakii. (8)

Bezlepkova dieta zakazuje pozivat obiloviny, jako jsou pSenice, zito, jeCmen a
oves, a vSechny vyrobky, které tyto obiloviny pfimo obsahuji, obsahuji jejich pfimeési
nebo jsou jimi kontaminovany. Zakladem bezlepkové stravy jsou obiloviny
neobsahujici lepek, jako jsou kukufice, ryze, pohanka, proso, veskeré lusténiny (soja,
hrach, ¢ocka, fazole), ovoce a zelenina. Pfirozené bezlepkové je také maso, mléko a
mlécné vyrobky. Bezlepkova strava tedy mize byt dostateéné vyvazena a pestra. (19)

V Ceské republice je podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi jako bezlepkovy
povazovan vyrobek, ktery obsahuje méné nez 10 mg gliadinu ve 100 g suSiny vyrobku
nebo 100 g napoje. Z diivodu stopovych mnozstvi lepku v potravinach oznacenych jako
bezlepkové nelze u nékterych pacientd navodit klidovy stav a normalizovat hodnoty
sérologickych markerd. Toto stopové mnozstvi lepku podporuje autoimunitni reakci a
dochazi k trvalému poSkozovani sliznice tenkého stieva. Podstatou 1éCby celiakie je
trvala kontrola mnozstvi pozivaného lepku ve stravé. (20)

Dtlezité je monitorovani mnozstvi lepku ve vyrabénych bezlepkovych nebo
pfirozené bezlepkovych potravinach, ve kterych se vyskyt lepku nepfedpoklada. Aby
nedochézelo ke kontaminaci lepkem, je nutné dodrZovat postupy spravné€ vyrobni praxe,
a to zejména ve mlynech, kde miize dochazet k tzv. kiizeni provozu.

Problém pii dodrZzovani bezlepkové diety predstavuji nékteré piidatné latky
(aditiva), které mohou obsahovat malé mnozstvi lepku. Lepek mohou obsahovat aditiva
jako je karamel (E 150 a-d), maltitol (E 965) a modifikované skroby (E 1400-1451).

Pozivani alkoholu poSkozuje pacienty s celiakii stejné jako zdravé jedince. Lepek
ani jeho Stépné produkty neobsahuji Cisté destilaty nebo ptirodni vino. Naopak lepek

mohou obsahovat vyrobky dobarvované karamelem, doslazované nebo jinak
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dochucované. Pivo se podle legislativy oznacuje jako bezlepkova potravina, ale

mnozstvi, ve kterém se bézné poziva, piekracuje povoleny piijem lepku. (19)

2.7.1 Informovanost 1ékaii o celiakii a bezlepkové dieté

Z vysledki studie Frice a BuSinové zroku 2008 vyplyva, Ze pouze 15 %
respondentll povazuje znalosti 1ékaft o celiakii jako vyborné a 10 % jako dostate¢né.
Tti Ctvrtiny respondentt nebyli spokojeni a hodnoti informovanost lékait jako
nedostatec¢nou (58 %) nebo katastrofalni (17 %).

Podle uvedené studie je v Ceské republice také nedostateéna diagnostika celiakie. U
mnoha pacientli bylo dlouhé obdobi mezi objevenim pfiznakil a stanovenim diagnézy.
Mnoho znich muselo navstivit vice nez jednoho praktického 1ékafe nebo
gastroenterologa, nez byla stanovena spravna diagnéza. Z vysledki studie také vyplyva,
7e v Ceské republice je stale nejéastéjsi diagnostickou metodou biopsie sliznice tenkého
stieva, kterd byla provedena u 37 % pacientt.

Bezlepkova dieta je jedinym zplisobem 1éCby celiakie, a pro jeji tspéch je nutny
tymovy pristup pacienta, oSetfujicitho I¢kate, poptf. rodiny a nutricniho terapeuta.
Dutlezitd mtze byt také podpora pfichazejici ze sdruzeni celiakti. Celiakim casto tato
podpora castecné nebo uplné chybi. Béhem prvniho roku se polovina respondentli
psychicky nevyrovnala s bezlepkovou dietou a jedna pétina ji nedodrzovala b&éhem
dovolené. Bezlepkova dieta je také finanénim problémem, protoze bezlepkové
potraviny jsou finan¢né nakladné&j$i a méné dostupné neZ potraviny s obsahem lepku.
(10)
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2.8 Komplikace celiakie

Pokud pacient s celiakii nedodrzuje bezlepkovou dietu, mize dojit ke vzniku
neékolika zavaznych dlouhodobych komplikaci, jako jsou podvyziva, autoimunitni
onemocnéni jater, neuropatie nebo stfevni malignity. (28) Mezi Casté komplikace patii
refrakterni sprue, ulcerativni jejunoileitida a malignity. (19)

Refrakterni sprue se vykytuje u malého mnozstvi dospélych pacientl. Jednéd se o
celiakii, ktera nereaguje na 1é¢bu bezlepkovou dietou. Nejpravdépodobnéjsi pri¢inou je
pozivani lepku, at’ uz védomé ¢i nevédomé. Za dalsi pfiiny lze povazovat jiné
potravinové intolerance jako napf. enteropatie spojené s T- bunécnym lymfomem nebo
ulcerdzni jejunitidu. Pacienti s refrakterni sprue podstupuji farmakologickou terapii,
kdy nejcastéjsi je 1écba steroidy nebo imunosupresivy. Pokud na tuto 1écbu pacienti
nereaguji, je konecnou lécbou uplna parenteralni vyziva. Od refrakterni sprue je nutné
odlisit ulcerativni jejunoileitidu a IgA maligni lymfom, do kterych miZze toto
onemocnéni prechazet. (8, 19)

Dalsi komplikaci celiakie je ulcerativni jejunoileitida, coz je vzacné onemocnéni
tenkého stieva charakteristické hlubokymi viedy na stfevni sliznici, kdy mohou
vzniknout stendzy se zuzenim stievniho prusvitu. Tento stav opét muize prechazet
v maligni IgA lymfom nebo spontanni perforaci vyvolat akutni zanét pobftiSnice. (19)
lymfom (EATL, Enteropathy associated T cell lymphoma). Zanétlivy proces ve stievni
sliznici indukuje maligni transformaci intraepitelovych T- lymfocyti, dochazi k jejich
proliferaci a ke genovym poruchdm, coz je zéklad pro nddorovou transformaci. (21)

Pacienti s diagnostikovanou celiakii maji vyss§i riziko vzniku non-Hodgkinova
lymfomu a lymfomu tenkého stieva nez bézna populace, ale absolutni riziko je velmi
malé. Nebylo prokazano zvysené riziko karcinomu gastrointestindlniho traktu, ani vice
ptipadi rakoviny prsu. Celkové je riziko malignit niz$i nez se predpokladalo diive. (5)

Dalsi z komplikaci celiakie miiZze byt vznik osteopordzy. Snizeni hustoty kosti totiz
vede ke zvySenému riziku zlomenin, zejména dlouhych kosti nebo obratli. Pti zavedeni

bezlepkové diety se hustota kosti zvySuje, ale uz nemusi dosahnout normalu.
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Screeningem pacientl s idiopatickou osteoporézou mohou byt identifikovani také

pacienti s celiakii. (12, 19)
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Cile prace

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo zvladnuti diagnostické metody
zalozen¢é na HLA typizaci pomoci komeréniho kitu Protrans (PROTRANS:
PROTRANS HLA Celiac Disease). Dale také zvladnuti metod izolace DNA
z bukélniho stéru a periferni krve, ptiprava PCR reakce, gelova elektroforéza a

vyhodnoceni ziskanych dat.

3.2 Hypotézy

Autoimunitni onemocnéni celiakie se vyskytuje Castéji u zen nez u muzl. Rizikovy

haplotyp HLA-DQ?2 se u celiakii vyskytuje Castéji nez rizikovy haplotyp HLA-DQ8.

3.3 HLA typizace u onemocnéni celiakii pomoci kitu PROTRANS:
PROTRANS HLA Celiac Disease

VySetteni se provadi ze vzorku DNA ziskané izolaci, ktera ptedchazi kazdému
molekuldrné biologickému vySetfeni, a to bud’ z nesrazené¢ periferni krve, nebo
z bukdlniho stéru. Periferni krev je standardné odebirdna ze Zily v loketni jamce do
sterilni zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem EDTA. Po odbéru se zkumavka dikladné
promichd, aby se zabranilo vzniku sraZeniny. Doporu¢ené mnoZstvi vzorku periferni
krve je 0,2 - 2 ml. Periferni krev by m¢la byt dorué¢ena do laboratofe v den odbéru, ale

muze byt uchovavana pfi chladnickové teplot€¢ maximalné 1 tyden.
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Bukalni stér se provadi specidlni sterilni vatovou ty¢inkou, kterd je ulozena ve
sterilni zkumavce. Po vyplachnuti ust vodou se provede stér bukalni sliznice pomoci
jedné nebo vice vatovych tyCinek ze zadni strany ustni dutiny. Vatova tyCinka se poté
vlozi do sterilni zkumavky a ta se dikladn¢ uzavie. Mnozstvi vzorku pro analyzu jsou
1- 2 vatové tyCinky. Bukalni stér by se mél do laboratofe dorucit do 48 hodin od

odbéru.

Princip metody

Jedna se o alelové specifickou PCR s naslednou detekci vzniklych PCR produkti
na agar6zovém gelu. Pro detekci byl pouzivan certifikovany kit firmy PROTRANS:
PROTRANS HLA Celiac Disease. Jde o HLA typizaci lokusi HLA-DQB1*, HLA-
DQA1* a HLA-DRB1*. V ramci testu je provedeno celkem 24 PCR reakci zahrnujicich
také 1 PCR reakci, ke které se nepiidd DNA vzorku a pfedstavuje tak negativni kontrolu
(kontrolu mozné kontaminace). Soucasti kitu je také vnitini pozitivni kontrola spravné
amplifikace zajisténa pritomnosti primert pro dalsi lidsky gen v kazdé z 24 PCR reakci.
Tyto primery pak zajiSt'uji amplifikaci kontrolniho PCR produktu o velikosti 440 bp.
Piislusné HLA alely detekované v ramci jednotlivych PCR reakci jsou uvedeny
v tabulce v piiloze ¢. 1 spolu s délkami amplifikovanych fragmenti. Po odecteni
pozitivnich PCR reakci se geneticky test hodnoti pomoci softwaru PROTRANS SSP
Reporter, ktery je soucasti tohoto kitu.

3.3.1 lzolace DNA

3.3.1.1 Izolace genomové DNA z plné krve pomoci Genomic DNA Mini Kitu

Reagencie: 96% ethanol, GT Buffer, W1 Buffer, Wash Buffer, Elution Buffer, RBC
Lysis Buffer
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Pracovni postup

Nejprve bylo napipetovano 300 pl plné krve do oznacené mikrozkumavky o
objemu 1,5 ml. Dale bylo pfidano 900 pul RBC Lysis Buffer, mikrozkumavka byla
promichana pfevracenim v ruce a byla inkubovana 10 minut pfi pokojové teploté. Po
inkubaci byla zkumavka centrifugovana pfi 3 tis. x g po dobu 5 minut. Nasledné byl
odstranén supernatant, peleta slozend z lymfocyti byla ponechana. K ni bylo pfidano
100 p RBC Lysis Bufferu ve kterém se peleta resuspendovala. Poté bylo pridano 200 pl
GB Bufferu, zkumavka byla zvortexovana, kratce stoCena a inkubovana 10 - 15 minut
v termostatu pii 60°C (lyzat byl projasnény). V pribéhu inkubace byla zkumavka
pravidelné prevracena kazdé 3 minuty. K lyzatu bylo pfidano 200 pl ethanolu,
zkumavka byla vortexovdna 10 sekund a poté byla kratce stocena. Obsah
mikrozkumavky byl pfepipetovan na kolonku (GD Column), ktera byla vloZena do ¢isté
sbérmé zkumavky (2 ml Collection Tube). Kolonka se sbérnou zkumavkou byla
centrifugovana pii 14 - 16 tis. X g po dobu 5 minut. Kolonka s navazanou DNA byla
pfendana do nové sbérné zkumavky a pouzita sbérnd zkumavka se vyhodila. Poté bylo
na kolonku napipetovano 400 pul W1 Buffer a kolonka se sbérmou zkumavkou byla
centrifugovana pii 14 — 16 tis. x g/ 30 sekund. Po centrifugaci byla vylita tekutina ze
sbérné zkumavky a kolonka do ni byla vracena. Na kolonku bylo napipetovano 600 pl
Wash Buffer a kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana pii 14 — 16 tis. X
0/ 30 sekund, ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina a kolonka byla do ni vracena. Po
centrifugaci bylo zkontrolovano, zda je kolonka suchd, a pokud sucha nebyla, byla
centrifugace pfi 14 - 16 tis. x g/ 3 min. opakovana, dokud kolonka nebyla zcela sucha.
Suchd kolonka byla pfesunuta do ¢ist¢ 1,5 ml mikrozkumavky, ktera byla fadné
oznadena Stitkem, ktery obsahoval jméno a pfijmeni klienta, rodné &islo, LIC vzorku,
datum izolace a inicidly toho, kdo izolaci provedl. Na filtr kolonky bylo napipetovano
50 ul Elution Buffer, ktery byl vytemperovany na 60°C, a inkubace probihala nejméné
3 minuty pii pokojové teploté. Nakonec byla kolonka s 1,5 ml mikrozkumavkou
zcentrifugovana pii 14 - 16 tis. x g po dobu 30 sekund. DNA byla pro pozdéjsi pouziti
uloZena do lednice nebo do mraziciho boxu (-20°C), ve kterém je mozné DNA

archivovat po neomezenou dobu.
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3.3.1.2 Izolace genomové DNA z bukdlniho stéru pomoci DNA Isohelix DNA
Isolation kitu: DDK-3/DDK-50

Reagencie: Lysis buffer LS, Proteinase K, Capture buffer CT, Re-hydration buffer TE

Pracovni postup

Pro jeden vzorek byly pfipraveny 3 mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Sucha lazen
byla nastavena na teplotu 60°C a proteinaza K byla vyjmuta z mrazaku, aby mohla
rozmrznout pii pokojové teplot¢.

Do zkumavky s tamponem s bukalnim stérem bylo napipetovano 500 upl LS a
pfiddino 20 pl PK. Zkumavka byla kratce zvortexovdna a zcentrifugovana. Po
centrifugaci byla zkumavka inkubovéana 1 hodinu pii 60°C. Poté byla zkumavka opé&t
kratce zvortexovana a zcentrifugovana. Pfiblizn¢ 400 - 500 pl vzorku bylo
prepipetovano do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a tampon byl v piivodni zkumavce
otoCen tak, aby se tyCinka tamponu opirala o dno zkumavky (nedoslo pak ke ztraté
materidlu). Zkumavka byla kratce zcentrifugovdna a vznikly supernatant byl
prepipetovan k odebranym 400 pl vzorku. Nasledné bylo do zkumavky ptidano 500 pl
CT a kratce zvortexovano, poté byla zkumavka zcentrifugovana pti 13 tis. x g po dobu
7 minut. Po centrifugaci byl opatrné odstranén supernatant tak, aby nedoslo k poruseni
pelety DNA, vzorek byl opét kratce zcentrifugovan a zbyly supernatant byl odstranén.
K pelet¢ DNA bylo napipetovano 150 pl TE a nésledovala inkubace 5 minut pfi
pokojové teploté. Po inkubaci byla zkumavka kratce zvortexovana a centrifugovana pii
13 tis. X g po dobu 2 minut. Vznikly supernatant obsahujici izolovanou DNA byl poté
odebran do nové 1,5 ml zkumavky. DNA byla uloZena do lednice nebo do mraziciho

boxu (-20°C) pro pozdé&jsi vyuziti.
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3.3.2 Meéreni koncentrace DNA

Po provedeni izolace DNA z bukdlniho stéru nebo periferni krve bylo provedeno
meéfeni jeji koncentrace. Méfeni bylo provadéno pomoci fluorometru Qubit® 2.0
Fluorometer. Tento piistroj méti pouze koncentraci DNA, Cistotu nukleovych kyselin
m¢efit nedokéze.

Koncentrace DNA se vyjadiuje v ng/ul a idealni hodnota pro PCR reakci by méla
byt v rozmezi 50 - 100 ng/ul. Cistota DNA se stanovuje podle poméru absorbanci pii
vinovych délkach 260 a 280 nm. Nejvhodnéjsi vysledek se pohybuje v rozmezi od 1,8
do 2,0. Pokud je vysledek niz$i nez 2, mlze se jednat o zneciSténi vzorku bilkovinami.
Kdyz je naopak vysledek vyssi nezZ 2, tak je nejspiSe ve vzorku pfitomna RNA. Odlisné
hodnoty mohou byt zpisobeny bud’ jinym znecisténim vzorku, nebo Spatnym postupem

méfeni.

3.3.3 Priprava PCR reakce (PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac Disease)

Princip metody

Metoda je zaloZena na alelové specifické PCR s naslednou detekci vzniklych PCR
produktl na agar6zovém gelu. Pro detekci je pouZivan certifikovany kit firmy
PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac Disease. Soucasti kazdé reakce je také vnitini
pozitivni kontrola, slouzici jako kontrola pribéhu spravné amplifikace, kdy vysledny
produkt PCR reakce ma velikost 440 bp. Vyhodnoceni vysledku testu se provadi
pomoci softwaru PROTRANS SSP Reporter.

Reagencie: Protrans Celiac Domino Strip, Buffer R, Buffer Y, Dream Taq Polymeraza
o koncentraci 5U/pl
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Pracovni postup

Reagencie Buffer R, Buffer Y a izolovanda DNA byly vyjmuty z mraziciho boxu,
aby mohly rozmrznout pfi pokojové teploté. Ostatni soucasti kitu Protrans Celiac
Disease Domino Strip se skladuji v lednici. Stripy obsahujici primery byly vlozeny do
pfipravené¢ho stojanku. Orientace stripti byla naznacena Cernou linkou. Primer Mixy
(specifické jednofetézcové oligonukleotidy) byly pfitomny na dné zkumavek
V lyofylizované formé¢, piic¢emz format stripu byl 3x8 reakci (celkem 24 reakci).

Ptiprava vSech smési pro PCR byla provadéna v lamindrnim boxu a
Vv jednorazovych rukavicich, aby bylo zamezeno kontaminaci jak vzorki, tak pouzitych
reagencii. Spole¢ny Pre Master Mix byl pfipravovan pro vSechny vzorky v 1,5ml
zkumavce. Do ni bylo napipetovano 70 pl Bufferu R, 140 pl Bufferu Y a 1,6 pl Taq
Polymerazy o koncentraci SU/ul.

Jako negativni kontrola bylo do pozice 24 na Domino Stripu napipetovano 10 pl
Pre Master Mixu bez ptfidané DNA. Ke zbylému Pre Master Mixu bylo pfidano 50 pl
DNA vzorku o koncentraci DNA 50 - 100 ng/ul. Smés byla dobfe zvortexovana a kratce
stocena. Nasledné bylo napipetovano do zbyvajicich 23 pozic vzdy 10 pl Master Mixu
s DNA. Stripy byly uzavieny vi¢ky a zcentrifugovany, aby se Master Mix dostal na dno
zkumavek. Strip byl vlozen do termocycleru (Multigene Labnet Internacional) a byl
spustén piisluSny amplifikacni program. Pokud nebylo mozné uzavieny strip zpracovat

okamzit€, bylo mozné ho pted amplifikaci skladovat maximalné 2 hodiny pfi 2 - 8°C.

Tabulka 1: Teplotni profil reakce

Denaturace 2 min. 94°C
Denaturace 15s 94°C
- 10 cykla
Anealing a extenze 60s 65°C
Denaturace 15s 94°C
Anealing 20 cykla 50s 61°C
Extenze 30s 72°C
Hold (chlazeni) 15 min. 4°C
Ramp rate (rychlost zahtivani) 1°C/s
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Po dokonceni PCR, kterd probihala zhruba po dobu dvou hodin, byla provedena
kontrola PCR produkti na 2% agardézovém gelu. Odecet pozitivnich PCR reakci a
nasledné¢ vyhodnoceni testu bylo provedeno pomoci softwaru PROTRANS SSP
Reporter.

3.3.4 Piiprava a provedeni gelové elektroforézy

Reagencie: Crystal 10xTBE Buffer — prasek, 10xTBE — roztok pfipraveny z Crystal
10xTBE Buffer, podle doporuceni vyrobce, pracovni roztok 1x TBE, agar6zové
tablety* - 1 tableta = 0,5 g agardzy, Midori Green Advanced DNA Stain, 100 bp DNA
LADDER H3RTU*, DNA Loading Buffer Blue (Reagencie oznacené hvézdickou jsou
soucCasti kitu FastGene®Electrophoresis Reagent Kit, ktery dodava Elisabeth
Pharmacon)

Pracovni postup

Nejprve byl pfipraven roztok 1x TBE pufru. Pracovni roztok 1x TBE byl pfipraven
smichanim 50 ml 10xTBE pufru a 450 ml destilované vody.

Pro ptipravu 2% gelu byly do 100 ml kadinky vloZeny 2 agardzové tablety
obsahujici 0,5 g agardzy a 50 ml pufru 1x TBE. Tablety se zcela rozpustily. Poté byla
kadinka vloZena do mikrovInné trouby a byla zahtivana (max. ohfev/3 min.) minimalné
dvakrat. Béhem ohfivani bylo kontrolovéano, aby tvofici se gel nevytekl a agar6zovy
prasek byl zcela rozpustény. K horkému gelu bylo pfimichéno 6 - 15 pl barvicky Midori
Green Advanced DNA Stain.

Pfedem byla pfipravena elektroforetickd podlozka pro nalévani gelu spolu s
hiebeny. Po naliti gelu na elektroforetickou podlozku byl gel ponechan ve tme po dobu
10 - 15 minut. Ze ztuhlého gelu byly vyndany hiebeny a gel byl vloZzen do
elektroforetické vany s 1x TBE pufrem jehoZ hladina byla minimaln¢ 3 mm nad gelem

(gel byl cely ponoteny).
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Do posledni jamky v kazdé tfad¢ bylo napipetovano 5 pl hmotnostniho markeru
(100 bp DNA LADDER H3RTU) pro moznost kontroly velikosti PCR produktt.

Elektroforéza byla spusténa pii napéti 100 V — 135 V na 10 — 15 minut. Pomoci
specialniho iluminatoru (Mupid™ LED Illuminator) bylo mozné sledovat prib&h
elektroforézy, a to diky pouziti barvicky Midori Green Advanced DNA Stain. Po
uplynuti zvoleného Casu byla elektroforéza automaticky vypnuta. Analyza a foceni gelu
bylo umoznéno pomoci detekéniho systému FastGene® CelPic LED Box. Na
vysledném gelu byly nebo nebyly detekovany PCR produkty odpovidajicich délek
uvedenych v tabulce, ktera je soucasti ptrilohy €. 1, a to na zaklad¢ pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti rizikovych haplotypi. V ramci kazdé PCR reakce mimo negativni
kontrolu byl detekovan kontrolni fragment o velikosti 440 bp. Jednotlivé délky
fragmentli byly ode¢teny a vyhodnoceny pomoci softwaru PROTRANS SSP Reporter.
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3.4 Urdeni predisponujicich alel k celiakii pomoci kitu EliGene® Coeliac
RT (DQ2, DQ8, DRB4)

Princip metody

Metoda je zaloZena na principu real-time PCR. Pro detekci haplotypi DQ2, DQS8,
DRB, kdy jsou pouzity specifické primery a fluorescencné znacené sondy (FAM a
JOE). Souprava EliGene Coeliac RT detekuje alely DQA1*05, DQB1*02 (HLA-DQ?2),
DQBI1*0302 a DRB1*04. Jako vnitini kontrola kvality DNA a jeji amplifikace je pouzit
gen SYPL 2 (synaptophysin-like 2). Primery pouzité pro amplifikaci tohoto genu jsou
soucasti kazdé amplifikacni reakce. Real-time PCR probihala v pfistroji LightCycler 2.0
(Roche) ve sklenénych kapilarach.

Reagencie: CELI DQ2 Mix, CELI DRB Mix, CELI DQ8 Mix, PC CELLI, Eli Blocker

Pracovni postup

Z mraziciho boxu byly vyjmuty jednotlivé zkumavky s CELI DQ2 Mixem, CELI
DQ8 Mixem a CELI DRB Mixem, zkumavka s pozitivni kontrolou a Eli Blocker, aby
mohly rozmrznout pii pokojové teploté. Po rozmrznuti byly zkumavky s jednotlivymi
mixy promichany a kratce stoCeny, ke kazdému mixu byly napipetovany 3 ul Eli
Blockeru (reakce probihala ve sklenénych kapilarach, Eli Blocker zabraiiuje reaktivité
reagencii se sklenénym povrchem kapilar), zkumavky byly opét kratce promichany a
stoCeny.

Pro kazdy vzorek byly ptipraveny 3 kapilary, pro DQ2 mix, DQ8 mix a DRB mix.
Do prvni kapilary bylo napipetovano 17,5 ul DQ2 mixu, do druhé kapilary 17,5 pul DQ8
mixu a do tfeti kapilary 17,5 pl DRB mixu. Nasledné¢ byla do kazdé kapilary
napipetovana DNA vzorku o objemu 2,5 ul. Jako pozitivni kontrola slouzila PC CELI,
kterd je dodavana v ramci kitu. Do kapilar pfipravenych pro negativni kontrolu bylo
pfidano 2,5 ul sterilni vody. VSechny kapilary byly uzavieny vicky, stoeny a vlozeny

do karuselu, ktery byl umistén do pfistroje LightCycler® 2.0 (Roche) a byl spustén
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ptislusny amplifika¢ni program uvedeny v tabulce 2. Reakéni program probihal témét 2

hodiny.

Tabulka 2: Reak¢ni protokol

Denaturace 3 min. 95°C Ramp rate 20 °C/s
e 5 15s 95 °C Ramp rate 20 °C/s

Kvantifikace 45 cykla A0S 61°C Ramp rate 2.5 °C/s
Hold (chlazeni) 1 min. 40 °C Ramp rate 4 °C/s

Vyhodnoceni real-time PCR bylo provadéno odectenim nartistu emisniho spektra, a

to v obou kanalech FAM a JOE.
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4  Vysledky

Zde uvadim nékolik vzorka vysSettenych kitem PROTRANS: PROTRANS HLA
Celiac Disease v genetické laboratofi. Tabulka s vysledky vSech provedenych vySetieni
od roku 2014 do tinora 2016 je uvedena v pfiloze €. 2.

Cisla 1 — 24 oznacuji jednotlivé PCR reakce, kdy do kazdé jamky bylo pipetovano
10 ul PCR produktu. Pismeno M oznacuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER
H3RTU), ktery byl napipetovan po 5 pul do prvni nebo posledni jamky v obou fadéch.

Na gelu se hodnotila v ramci kazdé PCR reakce zejména ptitomnost kontrolniho
fragmentu o velikosti 440 bp a pak velikost moznych PCR produktl vznikajicich
v ramci jednotlivych reakci. Velikost PCR produktii byla vzdy <260 bp.

Obr. 1: Vzorek ¢islo 1

3 4 5 6 7
._-—__E’

-

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Vyhodnoceni gelové elektroforézy: Pozitivni PCR reakce ¢islo: 2 (velikost produktu
140 bp, DQB1*02:01, DQB1*03:01/*03:02), 4 (velikost produktu 135 bp), 7 (velikost
produktu 140 bp, DQB1*03:01/*03:02), 10 (velikost produktul45 bp, DQB1*03:02),
11 (velikost produktu 165 bp), 13 (velikost produktu 105 bp, DQA1*02:01), 14
(velikost produktu 85 bp, DQA1*02:01, DQA1*03:01) a 22 (velikost produktu 115/190
bp, DRB1*07). Soucasti kazdé PCR reakce je fragment interni kontroly o velikosti 440
bp.
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Vysledek testu: Test je pro rizikové haplotypy celiakie negativni. Vznik onemocnéni

celiakie muze byt s vysokou pravdépodobnosti vyloucen.

Obr. 2: Vzorek ¢islo 3
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Vyhodnoceni gelové elektroforézy: Pozitivni PCR reakce Cislo: 1(velikost produktu
200 bp, DQB1*02:01), 2 (velikost produktu 140 bp, DQB1*02:01,
DQB1*03:01/*03:02), 3 (velikost produktu 115 bp, DQB1*02:02), 7 (velikost produktu
140 bp, DQB1*03:01/*03:02), 8 (velikost produktu 215 bp, DQB1*03:01), 13 (velikost
produktu 105 bp, DQA1*02:01), 14 (velikost produktu 85 bp, DQA1*02:01,
DQA1*03:01), 19 (velikost produktu 235 bp, DQA1*05:05), 22 (velikost produktu
115/190 bp, DRB1*07) a 23 (velikost produktu 125 bp). Soucasti kazdé PCR reakce je
fragment interni kontroly o velikosti 440 bp.

Vysledek testu: Na zaklad¢ pozitivnich PCR reakci byl detekovan rizikovy haplotyp
DQ2 a DQ7 (DR5-DQ2 a DR7-DQ7). Vysledek genetického testu je pozitivni a u

testovaného jedince muze dojit k rozvoji celiakie.
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Obr. 3: Vzorek ¢islo 4

1
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Vyhodnoceni gelové elektroforézy: Pozitivni PCR reakce ¢islo: 2 (velikost produktu
140 bp, DQB1*02:01, DQB1*03:01/*03:02), 7 (velikost produktu 140 bp,
DQB1*03:01/*03:02), 8 (velikost produktu 215 bp, DQB1*03:01), 9 (velikost produktu
130 bp, DQB1*03:02), 10 (velikost produktu 145 bp, DQB1*03:02), 14 (velikost
produktu 85 bp, DQA1*02:01, DQA1*03:01), 16 (velikost produktu 110 bp,
DQA1*03:01), 19 (velikost produktu 235 bp, DQA1*05:05), 21 (velikost produktu 145
bp, DRB1*04) a 23 (velikost produktu 125 bp). Soucasti kazdé PCR reakce je fragment
interni kontroly o velikosti 440 bp.

Vysledek testu: Na zdklad¢ pozitivnich PCR reakci byl detekovan rizikovy haplotyp
DQ8 (DR4-DQ8). Vysledek genetického testu je pozitivni a je asociovan s rizikem
vzniku celiakie.
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Obr. 4: Vzorek ¢islo 8
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Vyhodnoceni gelové elektroforézy: Pozitivni PCR reakce ¢islo: 1 (velikost produktu
200 bp, DQB1*02:01), 2 (velikost produktu 140 bp, DQB1*02:01,
DQB1*03:01/*03:02), 17 (velikost produktu 235 bp, DQA1*05:01) a 20 (velikost
produktu 225 bp, DRB1*03:01). Soucasti kazdé PCR reakce je fragment interni
kontroly o velikosti 440 bp.

Vysledek testu: Na zaklad¢ pozitivnich PCR reakci byl detekovan rizikovy haplotyp
DQ2 (DR3-DQ2/DR3-DQ2). Vysledek genetického testu je tedy pozitivni a u

testovaného jedince mize dojit ke vzniku onemocnéni celiakie.
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Obr. 5: Vzorek ¢islo 12
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13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

Vyhodnoceni gelové elektroforézy: Pozitivni PCR reakce ¢islo: 2 (velikost produktu
140 bp, DQB1*02:01, DQB1*03:01/*03:02), 7 (velikost produktu 140 bp,
DQB1*03:01/*03:02) a 10 (velikost produktu 145 bp, DQB1*03:02). Soucasti kazdé
PCR reakce je fragment interni kontroly o velikosti 440 bp.

Vysledek testu: Test je pro rizikové haplotypy celiakie negativni. Vznik onemocnéni

celiakie mize byt s vysokou pravdépodobnosti vyloucen.

Ve sledovaném souboru bylo od roku 2014 do tnora 2016 v genetické laboratofi
GENLABS provedeno vySetfeni genetickych predispozic k celiakii u 22 jedincii. 13
vzorkd bylo vySetieno pomoci kitu PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac Disease
(vzorky 1 - 13) a zbylych 9 vzorki bylo vySetfeno metodou zalozenou na principu real-
time PCR pomoci kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS, DRB4) jednalo se o vzorky
14 - 22 (viz tabulka v ptiloze ¢. 2). Celkem bylo vySetieno 14 vzorkd Zen a 8 vzorku
muzi. Vékovy pramér byl u zen 32 let a u muza 33 let.

Pomoci kitu PROTRANS HLA Celiac Disease byly detekovany predisponujici
haplotypy u 3 vzorki, a to konkrétné u vzorku ¢islo 3 rizikové haplotypy DQ2 a DQ7, u
vzorku ¢islo 4 rizikovy haplotyp DQ8 a u vzorku ¢islo 8 rizikovy haplotyp DQ2.

Vsechny pozitivni genetické predispozice byly nalezeny u Zen.
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Pomoci Kitu EliGene® Coecliac RT byly detekovany rizikové haplotypy u 5 osob.
U vzorktl 17 a 18 byly detekovany rizikové haplotypy DQ2, a u vzorka 19 a 20 byly
detekovany rizikové haplotypy DQ2.x, které jsou spojovany s nizkym rizikem vzniku
celiakie. U vzorku ¢islo 22 byl detekovan rizikovy haplotyp DQX.5, ktery predstavuje
extrémné nizké riziko vzniku celiakie. Touto metodou byly predisponujici haplotypy
nalezeny u 3 zen (vzorky Cislo 17, 20 a 22) a u 2 muzt (vzorky ¢islo 18 a 19).

Celkem bylo vySetieno 14 zen a rizikové haplotypy byly nalezeny u 6 z nich. Muzt
bylo celkem vySetfeno 8 a rizikové haplotypy byly nalezeny pouze u 2 jedinca.

Pomoci kitu PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac Disease ani pomoci kitu
EliGene® Coeliac RT nelze urcit, zda je jedinec pro dany haplotyp homozygotni nebo

heterozygotni.
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5 Diskuze

V praktické ¢asti mé bakalarské prace bylo cilem praktické zvladnuti metody
zalozené na HLA typizaci pomoci kitu Protrans. Celkové bylo vysetfeno v daném
obdobi 22 vzorkt pochazejicich od muzi i Zzen. Predispozice k celiakii byly nalezeny
Castéji u zen neZ u muzl, coz potvrzuje tvrzeni, Ze autoimunitni onemocnéni celiakie se
vyskytuje Castéji u zen. Z celkové 8 pozitivnich vysledki byl u 6 znich detekovan
rizikovy haplotyp DQ2 (v jednom ptipadé v kombinaci s DQ7 a ve dvou piipadech typ
DQ2.x), a pouze Vjednom piipadé byl nalezen rizikovy haplotyp DQS, u jednoho
vzorku byl detekovan haplotyp DQX.5, ktery piedstavuje extrémné nizké riziko vzniku
celiakie. Castéjsi nalez haplotypu DQ2 podporuje tvrzeni, Ze piiblizné u 90 % pacientt
je ptitomen heterodimer HLA-DQ2 a u mensiny pacientli heterodimer HLA-DQS, které
uvadi ve své praci Megiorni (2012). V genetické laboratofi se provadi genetické
vySetfeni predispozic k celiakii samoplatcim, coz je ditvod pro pomérné nizky pocet
vySetfenych jedinc.

Dtvodem pro nahrazeni HLA typizace pomoci kitu Protrans jinou metodou
detekujici rizikové haplotypy pro celiakii bylo zejména ziskdni nového pfistroje
LightCycler 2.0 do laboratotfe. Tento pfistroj umoziuje provadét diagnostiku zaloZenou
na principu real-time PCR. Tato metoda je velice pfesna, rychla a u¢inna a zaroven pro
analyzu potiebuje nizkou koncentraci DNA (2.5 ng). Vyhodou je také cena za jedno
vySetieni, ktera je minimalné€ polovi¢ni ve srovnani s piivodni metodou. 24 PCR reakci
tak bylo nahrazeno pouze 3 PCR reakcemi s moznosti relativni kvantifikace PCR
produktu v realném case, kdy zcela odpada detekce amplifikovanych fragmentd na
agardzovém gelu.

Soucasti mé prace bylo také vyhodnoceni dotaznikil tykajicich se celiakie
(dotaznikovy formulét je uveden v pfiloze €. 3). Dotaznik slouZil zejména pro zjisténi,
jak casto se spolecné s celiakii vyskytuje diabetes mellitus 1. typu a jaka je povédomost
o moznosti genetického vySetieni predispozic k celiakii. Dale dotaznik zahrnoval otazky
tykajici se projevii onemocnéni, jakym zpusobem a v kolika letech byla nemoc

diagnostikovéana a zda se celiakie vyskytuje i u dalSich ¢lenl rodiny.
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Celkem jsem ziskala odpovédi od 28 respondentl, z nichz 96,4 % tvorily Zeny a
3,6 % muzi a jejich vékovy primér byl 31 let. Onemocnéni celiakii a soucasné i
diabetem 1. typu uvedlo pouze 3,6 % respondenti a zbylych 96,4 % uvedlo pouze
celiakii. Na otazku zda trpi celiakii i dal$i ¢lenové rodiny, odpovédelo kladné 25 %
respondentl. Primérny vek, kdy byla celiakie diagnostikovéana, byl 25 let, coz vyvraci
tvrzeni, Ze je celiakie nemoc vyskytujici se pouze v détském veku. Jako nejcastéjsi
pfiznaky byly uvadény nadymani (60,7 %), bolesti bficha (57,1 %), prijem (50 %),
unava (50 %) a dalsi ptiznaky (50 %), z nichz nejcastéji byly uvadény kozni problémy.
Diagnoza celiakie byla nejcastéji stanovena sérologickymi metodami a sttevni biopsii a
pouze u 10,7 % respondenti byl proveden geneticky test. Z toho vyplyva, Ze biopsie
sttevni sliznice stile zlstava Casto pouzivanou diagnostickou metodou, i kdyz je pro
pacienta stresujicim a nepfijemnym zékrokem a nemusel by byt provadén u pacientli
s vysokym titrem protilaitek a pozitivni genetickou predispozici. Z vysledkt dale
vyplyva, ze oSetfujici lékat nabidl genetické vysetfeni pouze 7,1 % respondentu,
pficemz 78,6 % respondentll nevi, Ze je provedeni genetického vySetfeni mozné a
67,9 % respondentli by bylo ochotnych si genetické vySetfeni zaplatit.

Vzhledem Kk rozsifujicim se moznostem a rozvojem molekularni biologie a genetiky
je mozné predpokladat, Ze genetické vySetieni se bude do budoucna uplatiovat
v diagnostice celiakie stale vice, a to zejména k vylouceni této diagnozy. S nartstem
poctu genetickych vySetfeni bude dochdzet i ke sniZzovani pottebnych finanénich

naklada.
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6 Zavér

V ramci teoretické casti bakalarské prace byly shrnuty poznatky o onemocnéni
celiakie a diabetu 1. typu jako jeho pfidruzeném onemocnéni.

V praktické casti bylo splnéno zvladnuti metody HLA typizace u onemocnéni
celiakie pomoci komerc¢né¢ dodavaného kitu Protrans. Dale zvladnuti izolace DNA
z periferni krve a bukalniho stéru, pfiprava PCR reakce a nasledna detekce PCR
produktl pomoci gelové elektroforézy a vyhodnoceni ziskanych vysledki.

Na zéklad¢ dat ziskanych z genetické laboratofe nelze stanovené hypotézy potvrdit
a zaroven ani vyvratit, a to z divodu malého poctu vzorki a také z divodu rozdilného
zastoupeni muzl a Zen ve sledovaném souboru. Ve sledovaném souboru bylo vySetfeno
celkem 8 muzi a predispozice k celiakii byly nalezeny u 2 z nich, v obou ptipadech byl
detekovén rizikovy haplotyp HLA-DQ2. Zen bylo ve sledovaném souboru vysetieno
celkem 14 a predispozice k celiakii byly nalezeny u 6 z nich, u 4 vzorkt byl detekovan
rizikovy haplotyp HLA-DQ2, u jednoho vzorku byl detekovan rizikovy haplotyp HLA-
DQ8 a vjednom ptipadé haplotyp HLA-DQX.5, ktery predstavuje extrémné nizké
riziko pro vznik celiakie.

Genetické vySetfeni vrozenych predispozic pro celiakii pomoci kitu Protrans jiz
neni v genetické laboratoti GENLABS vyuZivano. Nahradilo ho vySetfeni zaloZené na
principu real-time PCR, které je oproti dfive pouzivané metodé¢ méné naro¢né zejména
vzhledem ke vstupnimu mnozstvi DNA, dale je méné Casov€ 1 finan¢né narocné a

vysledky jsou Iépe odecitatelné.
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Prilohy

Priloha 1: Specifikace HLA-DQB1*, HLA-DQA1* a HLA-DRB1* alel a odpovidajici
délky PCR produkti ziskanych v ramci jednotlivych reakcnich mixii, cisla mixii
odpovidaji cislum PCR produktii na obrazcich gelii uvedenych v kapitole vysledky. HLA
alely asociované s celiakii jsou V tabulce vyznaceny tucnée.

HLA-DQB1*

Mix HLA-DQB1* specifikace V‘iL'E;)St

01 | DQB1*02:01-02:06 200
DQB1*02:01, DQB1*03:01/*03:02/05/067-087/10/117-

op | 157/16/172-182/19/20%/21w/232/251267/27-36/372/38-39, 140
DQB1*04:01/02/03?-05?/06-08, DQB1*06:01/05?-072/082/107-
117/13?-332/352/372/402/43

03 | DQB1*02:02/037/057/06, DQB1*06:057-072/087/107-117/137- 115
332/352/372/40?

os | DQB1*02:03, DQB1*03:03/06W/12/15/20/25w/26/30-31/33- 135
34/38-39, DQB1*04:03w

o5 | DQB1*02:04, DQBI*06:057-072/087/107-117/137- 110
332/352/372/40?

06 | DQB1*02:05 180

o7 | DQB1*03:01/%03:02-03:39, DQB1*04:01-08, DQB1*05:01-14, 140
DQB1*06:01-44/47

08 | DQB1*03:01/04/09-10/13-14/16/19/21-22/24/27-29/35 215

09 | DQB1*03:02/07-08/11/32/37, DQB1*06:29 130
DQB1*03:02/03/05-06/08/11/15/17-18/20/25-26/30w/31-34/37-

10 | 39, DQB1*04:01w-03w/04/05/06w-08w, 145
DQB1*05:02:02/03/06/08-10/13, DQB1*06:19w

11 | DQB1*03:08, DQB1*06:02/10-11/13/14:02/16/19-20/24/29/33/47 165

12 | DQB1*06:01/35/43 225
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HLA-DQA1* -DRB1*

Mix HLA-DQAL*, -DRB1* specifikace Ve(gg;”t
13 | DQAL*02:01 105
14 | DQAT*02:01, DQAT*03:01, DQA1*04:03N?, o5

DQA1*05:027/05:047
15 | DQA1*03:02-03, DQA1*04:03N?, DQA1*05:022/05:047 85
16 | DQAL*03:01/02/03 110
17 | DQAL*05:01/022/03/042/06-07, DQA1*01:06?, DQAL*04:03N? 235
18 | DQAL*05:02?/03/042/06-07 85
19 | DQAL*05:05/05:027/042/08-11, DQA1*01:06?, DQA1*04:03N? 235
o0 | DRBI*03:01-41/43-75/77, DRBI*11:07/53/103/105/107, yos
DRB1*14:104/111, DRB3*01:14
,1 | DRB1*04, DRBI*08:04:02?, DRB1*11:22, DRBI*14:10/57, 15
DRB4*01:02?
22 | DRB1*07, DRB1*01:21w 115/190
DRB1*11, DRB1*03:08/65, DRB1*04:15/61, DRB1*08:31/41,
23 | DRB1*12:04, DRB1*14:11, DRB1*16:16, DRB3*02:18, 125
DRB5*01:13
24 | Negativni kontrola

(Obrazek ptevzat a upraven podle reakéniho protokolu PROTRANS HLA Celiac
disease)
Vysvétlivky: w = slaba amplifikace, ? = neni zndma nukleotidova sekvence, tu¢nym

pismem jsou zaznamenany HLA alely asociované s celiakii
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Priloha 2: Souhrn vysledkit provedenych vysetieni od roku 2014 do unora 2016
Vv genetické laboratori GENLABS.

PROTRANS: PROTRANS HLA Celiac Disease
Cislo Pohlavi Viék Vysledek Material
1 Zena 51 Negat. Perif. krev
2 Zena 49 Negat. Perif. krev
Pozit.,
3 Zena 34 haplotyp Perif. krev
DQ2 a DQ7
Pozit.,
4 Zena 41 haplotyp Perif. krev
DQS
5 Zena 45 Negat. Perif. krev
6 Muz 20 Negat. Perif. krev
7 Muz 48 Negat. Perif. krev
Pozit.,
8 Zena 23 haplotyp Perif. krev
DQ2
9 Zena 3 Negat. Perif. krev
10 Zena 27 Negat. Bukal. stér
11 Muz 30 Negat. Bukal. stér
12 Muz 48 Negat. Bukal. stér
13 Muz 54 Negat. Bukal. stér
EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8, DRB4)
14 Muz 38 Negat. Bukdl. stér
15 Zena 3 Negat. Bukal. stér
16 Zena 53 Negat. Bukal. Stér
Pozit.,
17 Zena 3 haplotyp Bukal. stér
DQ2
Pozit.,
18 Muz 9 haplotyp Perif. krev
DQ2
Pozit.,
19 Muz 16 haplotyp Perif. krev
DQ2.x
Pozit.,
20 Zena 30 haplotyp Bukal. stér
DQ2.x
21 Zena 48 Negat. Bukal. Stér
Pozit.,
22 Zena 32 haplotyp Perif. krev
DQX.5
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Priloha 3: Dotaznikovy formular

1) Vek
2) Pohlavi
a) Zena
b) Muz
3) Trpite zaroven celiakii i diabetem?
a) Pouze celiakii
b) Pouze diabetem
c) Oboji
4) Trpi celiakii i dal$i ¢lenové Vasi rodiny? Pokud ano uved'te ktery.
5) Trpi diabetem i dalsi ¢lenové Vasi rodiny? Pokud ano uved’te ktery.
6) V kolika letech bylo u Vas diagnostikovano onemocnéni celiakie?
7) V kolika letech bylo u Vas diagnostikovano onemocnéni diabetes mellitus?
8) Jaké priznaky se u Vas objevily, nez Vam bylo onemocnéni diagnostikovano?
a) Prijem
b) Zvraceni
c) Bolesti biicha
d) Ztrata vahy
e) Nadymani
f) Nechutenstvi
g) Chudokrevnost
h) Unava
1) Podrazdénost
J) Dalsi ptiznaky
9) Jaké testy Vam byly provedeny pii podezieni na onemocnéni?
a) Krevni testy (protilatky proti tkafiové transglutaminaze)
b) Biopsie sliznice tenkého stieva a nasledné histologické vySetieni
c) Genetické vysetieni
10) Pii jakych prilezitostech u Vas dochazi ke zhorseni stavu onemocnéni?

a) Pfi jiném onemocnéni (nachlazeni, chtipka, jiné infekce)
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b) Stresové situace
¢) Nedodrzeni diety
d) Ke zhorseni nedochazi
11) Jaké vysetifeni Vam 1ékaf pii podezieni na celiakii doporucil?
a) Serologické vySetfeni (protilatky proti tkanové transglutaminaze)
b) Stievni biopsie
¢) Genetické vysetieni
12) Nabidl Vam lékai moznost genetického vysetieni pii podezieni na celiakii?
a) Ano
b) Ne
13) Vite o moznosti genetického vysetfeni na celiakii?
a) Ano
b) Ne
14) Genetické vySetieni na celiakii neni hrazeno zdravotnimi pojisStovnami, byly byste
ochotni si genetické vySetieni zaplatit?
a) Ano
b) Ne
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