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VySetieni genetickych predispozic pro celiakii v rodiné s vyskytem

onemocnéni diabetes mellitus 1. typu

Abstrakt

Celiakie patii mezi autoimunitni onemocnéni, které postihuje predevsim sliznici
tenkého stfeva. Onemocnéni je charakterizovano nesnasenlivosti gliadinu, ktery je
soucasti lepku. Intolerance vede k chronickému zanétu na sliznici tenkého stfeva a tim
dochazi k chronickému prijmu, tukovité stolici, zvraceni, inavé a v neposledni fad¢
také neprospivani. Diabetes melitus I. typu je autoimunitni metabolické onemocnéni,
které se projevuje hyperglykémii (zvySena hladina glukézy v krvi), ktera je disledkem
nedostate¢ného ucinku inzulinu. DM 1. typu se mize u jedince vyskytovat jako
samostatné onemocnéni nebo miize byt sdruzen s jinymi autoimunitnimi
onemocnénimi, jako je pravée celiakie.

Rozvoj celiakie je podminén pfitomnosti genetické predispozice, ale z vEtsi Casti je
ovlivnén vnéjsimi faktory, naptiklad enviromentalnimi. Geneticka predispozice je
vazana na alely HLA systému. Konkrétn¢ se jedna o haplotypy HLA-DQ2 a HLA-DQS8.
Onemocnéni se vyznacuje rozdilnymi klinickymi pfiznaky, kvili tomu je jeho
diagnostika v nékterych piipadech velice obtizna a mnoho pacientti diagnostikovano
vibec neni.

Cilem teoretické Casti bakalafské prace bylo nastudovani a nasledné shrnuti
poznatku tykajicich se onemocnéni celiakie a diabetu mellitu 1. typu (DMI). Z velké
Casti se zde vénuji prave diabetu, celiakii a HLA systému. V ptipad¢ celiakie jsem se
zamg¢fila na jeji charakteristiku, diagnostiku, 1é€bu a jeji dédi¢nost. V ptipad¢ diabetu
jsem se zabyvala jeho jednotlivymi typy, lécbou a opét jeho genetickymi
predispozicemi. V zavéru teoretické ¢asti popisuji samotny HLA systém a vyznam
asociace DM 1. typu s celiakii.

Prakticka cast mé prace byla provadéna v genetické laboratoii GENLABS
v Ceskych Bud&jovicich. Zde jsem se zabyvala vysetienim genetickych predispozic
k celiakii pomoci metody real-time PCR. Vysetfeni je zalozeno na HLA typizaci
rizikovych alel, pomoci komeréné vyrab&ného kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8,
DRA4). Cilem praktické ¢asti bylo zvladnuti zakladnich laboratornich metod jako je

izolace DNA z periferni krve a bukalniho stéru, méfeni koncentrace DNA, osvojeni Si



metody real-time PCR, ktera slouzi k urceni rizikového HLA haplotypu a analyza

ziskanych vysledki.
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Examination of genetic predispoditions for celiac diseade in a

family with a history od diabetes mellitus. 1. type

Abstract

Celiac disease is one of the autoimmune disorders that mainly affects the mucous
membrane of the small intestine. The disease is characterized by intolerance to gliadin,
which forms part of gluten. The intolerance leads to chronic inflammation of the
mucous membrane of the small intestine, causing chronic diarrhea, adipose feces,
vomiting, fatigue, and last but not least also weight loss. Type 1. diabetes mellitus is an
autoimmune metabolic disease demonstrated by hyperglycemia (increased level of
blood glucose) which is a result of the insufficient effect of insulin. Type I. DM can
occur at individuals as an independent disease or combined with other autoimmune
diseases such as celiac disease.

While genetic predisposition is a condition for the development of celiac disease,
the development is influenced to a greater extent by external factors, for example
environmental elements. Genetic predisposition is bound to alleles of the HLA system.
This concerns in particular the HLA-DQ2 and HLA-DQ8 haplotypes. Due to various
clinical symptoms, it is very difficult to diagnose the disease in some cases, and many
patients are not diagnosed with the disease at all.

The aim of the theoretical part of the bachelor thesis is to study and then
summarize findings concerning celiac disease and type I. diabetes mellitus (DM I). To a
great extent, the thesis addresses the topics of diabetes, celiac disease, and the HLA
system. As for celiac disease, the thesis focuses on its characteristics, diagnostics,
treatment, and inheritance. In the case of diabetes, the thesis deals with its individual
types, treatment and also the genetic predispositions. The conclusion of the thesis
describes the HLA system itself and shows the importance of the association between
the type I. diabetes mellitus and celiac disease.

The practical part of the thesis was conducted in the GENLABS genetics
laboratory in Ceské Bud&jovice. In this laboratory, genetic predispositions to celiac
disease were examined by using the real-time PCR method. The examination is based

on the HLA typing of the risk alleles by means of the commercially produced



EliGene® Coeliac RT kit (DQ2, DQ8, DR4). The goal of the practical part is to master
the basic laboratory methods such as the DNA isolation from the peripheral blood and
buccal swab, to measure the DNA concentration, to adopt the real-time PCR method

that serves to determine the HLA risk haplotype and to analyze gained results.
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Uvod

Téma bakalatské prace jsem si zvolila, protoZze sama trpim obéma nemocemi a
celiakie mi doposud nebyla diagnostikovana genetickymi metodami. Dal$im divodem
vybéru tématu bylo zjistit, ze které strany moji rodiny jsem nemoci zdédila a zda-1i ma
moje rodina predispozice k propuknuti celiakie.

Diabetes mellitus patii nejen v Ceské republice k onemocnénim s vysokym
narGstem pacientit a kvali vysokému vyskytu v populaci je poklddany za civiliza¢ni
onemocnéni. V Ceské republice se k roku 2013 1é¢ilo vice nez 861 tisic pacientl, coZ
oproti ptedchozimu roku znamenalo narist o vice nez 20 tisic pacientl. Diabetes je
zatazovan do skupiny metabolickych onemocnéni. Pro toto onemocnéni je
charakteristickd vysok4 hladina glukozy v krvi (hyperglykemie), kterou zplisobuje
nedostate¢ny ucinek hormonu inzulinu. Lécba diabetu spociva v podavani tablet ve
form¢ antidiabetik (v pfipadé DM Il. typu) a v podavani inzulinu v injekéni formé
(v ptipadé DM I. typu).

Dal$im hlavnim tématem probiranym v mé bakalarské praci je problematika
onemocnéni celiakie, ktera se v mém ptipad€ vyskytuje jako pfidruZzené onemocnéni.
Uvadi se, ze celiakie je po autoimunitni thyreoiditidé druhou nejcastéj$i autoimunitni
chorobou sdruzenou s DM 1. typu. Celiakie je autoimunitni chronickad enteropatie a u
geneticky predisponovanych jedinct je zplsobena piecitlivélosti organismu na lepek.
Stejné tak jako pozorujeme narust pacientd s DM I. typu stoupa i vyskyt celiakie.
Celiakii v soucasnosti trpi 3-8 % diabetikii 1. typu. Celiakie se dnes bézné¢ vySetiuje
pomoci serologickych a histologickych metod, ale ¢im dal vice se pfistupuje 1 prave
K vySetfeni pomoci genetickych metod. Zde je nutno podotknout, ze kromé potvrzeni
diagnozy lze pomoci genetického vySetieni zjistit i samotné predispozice k onemocnéni.
Celiakie se vyznacuje silnou genetickou vazbou k HLA-DQ2 a HLA-DQS8 alelam.

Lécba celiakie je dneSni dobé jednoznacnd, a to zavedeni striktni bezlepkové diety.

10



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Charakteristika diabetu mellitu

Diabetes mellitus neboli cukrovka je chronické autoimunitni onemocnéni.
Zakladnim rysem této choroby je hyperglykémie, ktera vznika v dusledku
nedostatecného uc¢inku inzulinu pfi jeho absolutnim ¢i relativnim nedostatku (Bartos et
al.,, 2018). Ve stfevech naseho téla dochazi k rozkladu cukrii na glukézu. Ta se
vstiebava do krevniho obéhu, kde je sté€pena za vzniku energie. Po pfisunu glukézy do
téla, predevsim tedy po jidle, dochazi k jejimu zvySeni a t€lo na tento stav reaguje
uvolnénim hormonu inzulinu ze slinivky bii$ni (B¢lobradkova a Brazdova, 2006).

Cukrovka je celozivotni onemocnéni a mé casté sklony ke komplikacim. Diky nim
se fadi na jedno zpfednich mist z hlediska mortality (Rybka, 2006). Diabetes je
pokladan za civiliza¢ni onemocnéni, jednak kvuli svému vysokému vyskytu v populaci
a jednak kvili zavislosti na negativnich jevech soucasného zpisobu zivota. Témito jevy
je myslen naptiklad stres, nadmérny pfijem energie, nevhodné slozeni potravy c¢i
nedostatek pohybu, ktery vede k obezit¢ (Jirkovska et al., 2014). Mezi rozvinuté
ptiznaky diabetu patii zejména polyurie, polydipsie, tinava, nechutenstvi a ubytek na
vaze. Stava se, ze v po¢atku choroby jsou jeji ptiznaky nevyrazné, tudiz ani pacient je
nemusi povazovat za dulezité a snadno je piehlédne (Bartos a Pelikanova, 2018).

Veliké vétsiné nemocnych lze vhodnym zpiisobem 1éEby umoznit téméf normalni
zpiisob zivota. Pro dobrou kvalitu Zivota diabetika je nutnd aktivni Ui¢ast pacienta na
1é¢bé. Z tohoto hlediska je velmi diilezité, aby si diabetik byl védom pficin a nasledkt
onemocnéni (Pacovsky, 1993). V posledni dobé byl zaznamenan vyznamny posun
v 1é¢bé pacienti sDM, a to diky vyznamnym pokrokiim v diabetologické péci.
Rozsifilo se domaci samostatné méteni glykémie, zvysila se dostupnost inzulinovych
sttikacek, davkovacl inzulinu a zeyjména dostupnost inzulinovych pump (Jirkovska et
al., 2014).

Ptedpokladem pro spravnou kontrolu diabetu jsou dillezité znalosti. Pacientim,
ktefi maji zajem o samostatnou kontrolu cukrovky lze doporucit ucast v nékterém
edukacnim programu. Tyto programy potadaji diabetologické kliniky, ambulance ¢i

organizace diabetikli. Hlavnimi cili téchto edukaci je zajistit zvySeni kvality Zivota
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pacienta, zlepSit kompenzaci diabetu a snizit komplikace vyplyvajici z tohoto

onemocnéni (Barto$ a Pelikanova, 2018).

1.2 Typy diabetu
1.2.1 DM I. Typu

Charakteristika

Pfi¢inou diabetu 1. typu je selektivni destrukce beta bun¢k slinivky bfisni.
Destrukce vede k absolutnimu nedostatku inzulinu a tim i k jeho celozivotnimu
exogennimu dodéavani (Pacovsky, 1993). Nejcastéjsi pfi¢inou destrukce beta bunék
slinivky bfisni je autoimunitni reakce, jejimz spouStécim mechanismem je ziejmé
virova infekce ¢i styk s jinym agens. U 0s0b s genetickou predispozici za¢nou buriky,
které za normalnich okolnosti ni¢i jen cizorodé a zménéné buiiky, napadat vlastni beta

bunky slinivky bfisni (Haluzik, 2008).

Priznaky

V disledku nedostatku inzulinu je pro tuto poruchu slinivky bfisni typicka
hyperglykémie a sklon ke ketoacidoze (Rybka, 2006). Diky tomu miZeme u nemocného
jedince spatfit klasické ptiznaky jako jsou Zzizen, zvraceni, polydipsie, no¢ni moceni,
polyurie a u déti mnohdy i pomocovani. Dal§imi typickymi pfiznaky jsou hubnuti,
zvySena Unava, malatnost, mohou byt pfitomny piechodné poruchy ostrosti zraku,
poruchy védomi ¢i dech pachnouci po acetonu. V détském véku nemusi byt klinické
pfiznaky zcela typické, a proto miZou byt lehko pfehlédnutelné. Pokud se jedna o
kojence ¢i batolata, zde se mizZe byt pfiznakem DM 1. typu pouze zvySeny pocet

pomocenych plen (Stozicky a Pizingerova, 2006).

Diagnostika

V naprosté vétSing piipadit je DM | typu diagnostikovdn v ambulantnich
zafizenich. Pfi podezfeni na toto onemocnéni je dulezité okamzité predani pacienta do
diabetologické ambulance, kde je pacient ihned vySetien a lécen adekvatnim zptisobem

(Zamrazil et al., 1997). Zakladem diagnostiky DM 1. typu jsou laboratorni vysetieni, a
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to zejména vySetfeni glykémie. Pokud jsou pfitomny klinické projevy a pokud je
vySetiovana glykémie vyssi nez 11,0 mmol/l (fyziologické hodnoty: 3,8-5,6 mmol/l)
vede tato diagnostika k diagnoze DM 1. typu. Diagnoza je potvrzena, pokud je vySetieni
glykémie po osmihodinovém la¢néni vyssi nez 7,0 mmol/l. Pokud je ale hodnota nizsi
nez 7,0 mmol/l jednd se pouze o poruchu metabolismu glukézy a doporucuje se provést
tzv. oralni glukézovy toleran¢ni test — oGTT. Princip tohoto vySetieni bude vysvétlen
v kapitole Gesta¢ni diabetes (GDM). Diabeticti pacienti jsou v péci 1ékaid, specialisti
pro obor diabetologie, ¢i internisty s licenci diabetologie. Pokud se jedna o pacienty
détského veku, o ty se staraji lékafi se specializaci v oboru pediatr-endokrinolog,
pediatr-diabetolog nebo pediatr s licenci na diabetologii. Dale se o tyto pacienty staraji
diabetologické a dietni sestry. Pii diagnostice a 1écbé diabetu I. typu se vyuziva
spoluprace specialisti z jinych obort jako je napiiklad neurologie, oftalmologie,

nefrologie, ortopedie atd. (Pelikanova a Bartos, 1999).

Akutni komplikace

Hypoglykemie

Mezi nejbéznéjsi komplikace DM 1. typu patii zejména hypoglykemie. Jedna se o
patologicky stav, kdy dochazi ke sniZzeni koncentrace glukézy pod 3,3 mmol/l
Vv kapilarni plazmé. Je to stav, ktery je provazeny riznymi klinickymi ¢i biochemickymi
projevy jako je napiiklad pocit hladu, bolest hlavy, brnéni jazyka, rozostiené vidéni.
Tyto projevy vedou Kk zavaznym porucham c¢innosti mozku, ktery je zavisly pravé na
ptivodu glukézy. Hypoglykemie vzniké tehdy, kdy neni rovnovédha mezi inzulinem,
kterého je nadbytek a glukozy, které je nedostatek. Pficinou tohoto stavu u pacientl
trpicich diabetem je nejcastéji nadmérnd davka inzulinu ¢i opozdény nebo neadekvatni

Hypoglykemie muzeme podle pfitomnosti pfiznaki délit na symptomatickou a
asymptomatickou, kdy symptomatickd hypoglykemie se dale d€li podle klinického
hlediska na:

Lehkou — pacient je pii védomi, klinicky nalez neni Zadny nebo minimalni,

pfitomny je pouze biochemicky nélez.
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Stfedné téZkou — pacient je schopen tuto situaci zvladnout sdm, pifitomné jsou
kromé biochemického nalezu i klinické ptiznaky.

TéZkou — pacient je odkazan na pomoc druhé osoby.

Hypoglykemické kéma — pacient ztrdci védomi. Koéma mize byt v nékterych
ptipadech doprovazeno kiecemi.

Za zvlastni zminku stoji no¢ni hypoglykémie, ktera ve vétSin€ piipadi probiha
asymptomaticky a pacient se neprobudi. Na tento stav miize upozornit nadmérné
poceni, po probuzeni jsou pfitomné bolesti hlavy, inava, zména nalady (Rybka, 2006).

Béznou lehkou ¢i stiedni hypoglykemii by mél pacienti, ¢i rodi¢e pacienta, pokud
se jednd o dité, zvladnout sami. Nejbéznéjsi 1é¢bou je podani jednoduchych (tzv.
rychlych) cukri, jako je hroznovy cukr ¢i sladké tekutiny. Pokud se jednd o t€z$i formu
hypoglykemie s poruchou védomi, kdy neni nemocny schopen piijmout potravu usty,
podava se 40 % roztok glukdzy nitrozilng. V situaci, kdy neni moznéa okamzita aplikace
glukozy nitrozilné se aplikuje 1 mg glukagonu intramuskularné (do svalu). Injekci
s glukagonem by u sebe méli mit vSichni pacienti a rodina pacienta by méla byt o jeho

pouziti fadné poucena pfi zdchytu onemocnéni (Bartos et al., 2018).

Hyperglykemie

Hyperglykemie je stav opa¢ny hypoglykemii. Dochézi pfi ném k ndhlému zvyseni
hladiny glukdzy v krvi nad referen¢ni rozmezi. Jedna se o zivot ohrozujici stav. Pri¢iny
tohoto stavu mohou byt napfiklad nadméry pfijem jidla, piti napoji s vysokym
obsahem cukru, nedostatek inzulinu, sou¢asny vyskyt jiného onemocnéni, té¢hotenstvi ¢i
tieba stres nebo zlost. Typickymi ptiznaky jsou Ziznivost, pocit na zvraceni, nadmérné
moceni, slabost, inava a ketoaciddza. Lécba hyperglykemie spociva ve zvySené aplikaci
inzulinu, navySeném pfijmu neslazenych tekutin v klidu na Iizku. Pokud vSak neni tato
porucha zvladnuta v domaci péci a pacientovi hrozi diabetické koma, je nutna

hospitalizace (Psottova, 2012).

Diabeticka ketoacidoza
Dalsi akutni komplikaci DM I. typu miliZze byt Zivot ohroZujici stav, diabeticka
ketoacidoza. Jedna se o komplikaci metabolickou, ktera je vyvolana nedostatkem
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inzulinu, at’ relativnim ¢i absolutnim. V této situaci télo vyplavuje tzv. kontraregulacni
hormony (glukagon, ristovy hormon, katecholaminy, a kortizol). Jejich Gi¢inek vede ke
zvyseni funkce jater, ledviny produkuji vice glukozy, pfi¢emz dochazi k jeji periferni
utilizaci. Nasledn¢ vznikd hyperglykemie, osmoticka diuréza a hyperosmolalita,
provazena dehydrataci a ztratami elektrolyti moci. Nasledkem nedostatku inzulinu je
vstup glukoézy do bunék omezen, Vv té€le se hromadi ketolatky a vznika metabolicka
acidoza. Diabeticka ketoacidoza se zpravidla objevuje u pacientl jeSté pred prvnim
zachycenim onemocnéni (manifestace noveé vzniklého diabetu mellitu). Vyjimecné se
sni mizeme setkat u pacienta, ktery uz onemocnénim trpi, a to zejména z diivodu
vynechani davky inzulinu, nebo v ptipadé pouzivani inzulinovych pump pii ucpani
kanyly, ¢i uvolnéni kanyly z podkoZzi nebo napftiklad pfi stresové situaci.

Stejné tak jako hypoglykemie, miizeme diabetickou ketoacidozu rozdélit podle
zavaznosti do tfech skupin — mirnd, stiedné tézka a té¢zka. Mezi sebou se lisi hodnotami
ven6zniho pH a bikarbonatt v krvi. U obou zminénych parametrit mtizeme podle stupné
zavaznosti ketoacidozy pozorovat jejich klesajici hodnoty.

Projevy diabetické ketoacidozy jsou naptiklad tbytek hmotnosti, bolesti bficha,
zvraceni, slabost, tachykardie, hypotenze, polyurie, polydipsie, poruchy védomi az
koma.

Lécba tohoto zdvazného stavu probihd na jednotce metabolické nebo intenzivni
péce, kde je potfebné vybaveni pro sledovani stavu pacienta. Zakladem 1éCby je ale

rehydratace a nahrada inzulinu ve form¢ intraven6zni infuze (Venhacova, 2006).

Chronické komplikace

U pacientt s diabetes mellitus, dochazi béhem casu k nevratnym zménam
V jednotlivych tkanich. K nejvyznamnéjsim zménam dochazi v pojivové tkani,
predev§im v cévach, kde se objevuji mikro a makroangiopatie. Diabetickou
mikroangiopatii  zastupuji  nefropatie, retinopatic a neuropatie, diabetickou
makroagniopatii potom cévni mozkova piihoda, ischemicka choroba srde¢ni, a také
ischemicka choroba dolnich koncetin (Rybka, 2006). Tyto komplikace Ize oznacit jako
pozdni projevy onemocnéni, protoze jsou dusledkem dlouhodobého pisobeni
zménéného metabolismu.
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Mezi mikroangiopatii a makroangiopatii nachdzime zasadni rozdil v poskozeni cév.
U mikroangiopatie, jak uz nazev napovida jsou poskozeny piedev§im malé cévy, jako
jsou arterioly, kapilary a prekapilary. U makroangiopatie dochazi k aterosklerotickému

poskozeni velkych tepen (Bartos et al., 2018).

Lécha

Lécba pacienti s DM spociva predevSim v zdsadni zméné zivotniho stylu, v
zavedeni diety a pokud je to mozné, tak navyseni fyzické aktivity. Zpusob 1écby se
odviji zeyména od typu diabetu, kterym pacient trpi. Nicméné u vSech typu diabetu je
dulezité zajistit pro pacienta optimalni hladinu glykémie (4-6 mmol/l), jeho ptiméfenou
hmotnost a fyziologické hodnoty krevniho tlaku.

Pro 1é¢bu diabetu I. typu jsou dulezité tfi zasadni komponenty — Vv prvni fadé je to
inzulin, dale pak regulovand strava a naposledy pravidelny pohybovy rezim. Aby se tato
1écba mohla stat a¢innou, musi se jak pacient, tak jeho rodice (v pfipadég, Ze se jedna o
dité) seznamit se vSemi informacemi o nemoci a mélo by dojit k pochopeni toho, jak se
jednotlivé slozky 1é¢by navzajem ovliviiuji. Cilem terapie je dosazeni idedlni
kompenzace a eliminace akutnich komplikaci. Dal§im dilezitym cilem je sniZeni a
oddaleni vzniku chronickych komplikaci. Lécbu je tedy dulezité nastavit tak aby zivot
jedince s timto onemocnénim byl stejné plnohodnotny jako zivot zdravych vrstevniki

(Lebl et al., 2015).

Inzulin

Pacienti s DM I. typu jsou dozivotné zavisli na substituci inzulinu. Cilem terapie
inzulinem je co nejvice napodobit fyziologickou sekreci inzulinu slinivky bfisni. Tato
1éCba je zahajena bezprostiedné po potvrzeni diagnozy jeste pii hospitalizaci pacienta.
Inzulin se do téla pacienta aplikuje do podkozi, kde se nachazi vrstvicka tuku ulozena
mezi kiizi a svalem. Aplikace probihd formou inzulinovych per ¢i inzulinovych pump.
V soucasné dobé& se pouzivéd inzulin humanni, ktery je shodny s molekulami lidského
inzulinu. Podle toho, jak rychle nastoupi ucinek inzulinu po jeho aplikaci, se inzuliny

déli na ultrakratce, kratce, sttedné dlouze a dlouze ptsobici (Bartos et al., 2018).
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Potfeba inzulinu je zcela individudlni a odviji se od v€ku, hmotnosti, piijjmu
sacharidi, fyzické aktivity, stavu kompenzace, typu akutniho onemocnéni, pfitomnosti
jinych prfidruzenych chorob a v neposledni fadé také od délky trvani diabetu u pacienta.

Dilezitou soucasti v 1é¢by je tzv. self-monitoring. Tim rozumime samostatnou
kontrolu onemocnéni, kdy si pacient hlida hodnoty glykemie. Do self-monitoringu
fadime krom¢ kontrolovani hodnot glykémie také kontrolu glykosurie, ketonurie,
rozpoznani hypoglykemiec a hyperglykemie, kontrola dennich davek inzulinu,
glykovaného hemoglobinu a dalSich parametru (Lebl et al., 2015).

Podle Otto-Buczkowské et al. je novym trendem pouziti non-inzulinové doplikové
1écby pomoci farmak. Nejrozsitenéjsim 1ékem je metformin, spolu s inhibitory
transportérti  sodiku-glukézy, analoghh amylinu, agonisti receptoru glukagonu a
inhibitort dipeptidylpeptidazy-4. Podavani téchto 1é¢iv je provazeno dobrymi vysledky
u pacienti s diabetem I. typu. V blizké budoucnosti se planuje jejich vyuziti u

dospélych i dospivajicich pacientt s timto onemocnénim (Otto-Buczowska et al., 2017).

122 DM II. Typu

Charakteristika

Diabetes mellitus druhého typu, téz diive oznaCovany jako DM nezavisly na
inzulinu nebo také diabetes dospélého véku, je chronické onemocnéni s familiarnim
vyskytem (Bélobradkova a Brazdova, 2006). Toto onemocnéni se rozvine i piesto, ze
télo produkuje inzulin, v nékterych ptipadech i nadbytek inzulinu. Divodem zvySené
hladiny krevniho cukru je nedostate¢na citlivost bun¢k na hormon inzulin. Rezistence
na inzulin mize byt zplisobena snizenym poctem plazmatickych membranovych
receptori na cilovych builkdch nebo nésledkem postreceptorové blokady
nitrobunééného metabolismu glukézy (Barto$ et al., 2018). Diabetes mellitus 2. typu
postihuje spiSe star§i 0soby, nejcastéji se toto onemocnéni manifestuje po dosazeni 40.
roku veéku, nicméné projevit se mize kdykoli. Dalsi vyznamnou ohrozenou skupinou
jsou osoby s nadvahou ¢i obezitou (Lebl et al., 2015) a to v 60-90 % ptipadt (Rybka,
2006).
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Priznaky

Pfiznaky onemocnéni mohou byt nevyrazné ¢i skryté, a proto jsou odhaleny zcela
nahodné (Barto§, Pelikanova et al., 2018). Mezi rozvinuté ptiznaky diabetu 2. typu patii
zizen, polyurie, polydipsie a unava. Nechutenstvi ¢i ubytek na vaze, jako je tomu Vv
ptipad¢ diabetu 1. typu se nemusi projevit. Pacient byva v tomto piipadé i pti hodnotach

nad 10 mmol asymptomaticky (Bélobradkova a Brazdova, 2006).

Komplikace
Komplikace u DM 1I jsou totozné s komplikacemi u DM | a jsou popsany

v kapitole DM I. Typu.

Lécha

Nejdulezitéjsim zpisobem 1é¢by DM I. typu je 1é¢ba nefarmakologicka, jedna se o
dietu a fyzickou aktivitu. Dieta, patii mezi trvalou 1é¢bu a je to nejjednodussi zpusob,
jak docilit kompenzovaného diabetu, avSak tato metoda je jednou z méné
realizovatelnych, protoze dodrzovéani diety vyzaduje znalost a zasady zdravého
zivotniho stylu. Zména dosavadniho zptisobu zivota pacienta mize byt naro¢na. Dieta
podporuje udrzeni optimalni hladiny glykemie a také snizuje vykyvy jejich hodnot,
vcetné hladin krevnich tukii, jimiz jsou triacylglyceroly a cholesterol (BartaSkova
a Mengerova, 2008). Také pravidelna fyzicka aktivita je velice prospéSnd, zejména
z divodu snizeni inzulinové rezistence. Doporucuje se pravidelny pohyb, nejméné
30 minut denn¢ (Klener, 2006).
antidiabetik. Ty se pouzivaji v ptipadé, kdy dieta nepostacuje ke kompenzaci glykémie.
Antidiabetika jsou léky, které zlepSuji vyuziti inzulinu v téle pacienta a zvySuji jeho
tvorbu (Svacina, 2003).

I kdyz lidé trpici timto onemocnénim nejsou zavisli na podavani exogenniho
inzulinu, obcas je jeho podani dulezité v zajmu udrZeni spravné kompenzace cukrovky a
upravy hyperglykemie. K tomuto typu 1é¢by se ptistupuje, kdyz nestaci 1écba dietou ani
peroralnimi antidiabetiky (Barto$ a Pelikanova, 1999).
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1.2.3 Gestaéni diabetes (GDM)

Metabolické a hormondlni zmény probihajici v t€hotenstvi mohou byt pficinou
vzniku diabetu u téhotnych Zen. Gesta¢ni diabetes mellitus (GDM) neboli t€hotenska
cukrovka, je onemocnéni vznikajici teprve v pribéhu téhotenstvi, a to nejcastéji po
20 tydnu gravidity. T¢&hotenska cukrovka je popisovana u 2-3 %, v nékterych zemich az
6 % téhotnych zen. T ma spole¢né rysy s diabetem II. typu.

V téle matky se vyskytuje normalni ¢i dokonce zvySené mmnozstvi hormonu
inzulinu. GDM se nejCastéji manifestuje mezi 24. a 30. tydnem gravidity (Rozto¢il,
2017). Onemocnéni souvisi se sekreci anti-inzularné pusobicich hormont, z nichz
nejdulezitéj$imi jsou kortizol a humanni placentarni laktogen. Antiinzularni efekt
mohou mit také estrogeny (Pelikanova a Barto$, 2018). Ve vétsing pripadt nejde o
zavaznou poruchu tolerance glukézy, avSak je nezbytné gestacni diabetes peclivé
sledovat, aby se minimalizovala rizika pro plod, jako je makrozomie, vrozené
malformace a zvySena perinatalni morbidita a mortalita (Wiener K., 1992). Naprosta
vétSina GDM souvisi jen s t¢hotenstvim a zahy po porodu mizi. Je nutné podotknout, ze
zeny trpici GDM maji vétsi predpoklad k vzniku DM Il. typu v budoucnosti (Barto$
a Pelikanova, 2018).

Lécba

Lécba GDM je zaloZena na rezimovych opatienich, jako jsou dieta a pohyb. Cilem
1é¢by GDM je dosazeni glykemie dosahujici hodnoty 5,3 mmol/l pied jidly a 7,2 mmol/l
po jidle. Pacientkam se doporucuje dodrZzovani diabetické diety s obsahem 275-325 ¢
sacharidd za den (Nicholson et al., 2009). V tomto pfipad¢ je také velice dulezity
selfmonitoring, kterym se rozumi samostatnd kontrola diabetu. Zahrnuje kontrolu
hodnot glykemie pacientem (pomoci glukometru) a kontrolu glykosurie a ketonurie

pomoci testovacich prouzka (Bartos a Pelikanova, 2018).

1.3 Genetické predispozice
Onemocnéni diabetes mellitus I. typu patii mezi fenotypové 1 genotypové
heterogenni skupinu onemocnéni. Na jeho vzniku se podili mnoho faktorid, zejména

etiopatogenetickych. Genetické riziko onemocnéni je podminéno piitomnosti vice
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variantnich genti. Predispozice jsou pravdépodobné zplsobeny polymorfnimi
variantami genu, a ne vzacnymi mutacemi (Brdi¢ka a Didden, 2018).

V primeéru je riziko prevalence pro déti s negativni rodinnou anamnézou 0,4 %.
Prevalence se zvySuje na 6 %, pokud timto onemocnéni trpi jeden z rodict, pokud
nemoci trpi oba rodice, dochazi ke zvyseni prevalence na 30 % (Prasad a Groop, 2015).

Diabetes mellitus I. typu je onemocnéni, u kterého je dobie definovana vazba na
HLA-systém. Genové produkty tfidy II, HLA-DR3 a DR4, mohou byt primarnimi geny
souvisejicimi s citlivosti na DM I. typu. Produkty téchto gena aktivuji patogenetické
imunitni mechanismy, které pod dodate¢nym vlivem specidlnich HLA geni tiidy I. a
I11. vedou k vyvoji diabetu. Extrémné vysoka ¢etnost heterozygotit HLA-DR3 a DR4 u
diabetickych pacientli, genetickd heterogenita u B8 a rizné klinické, epidemiologické a
imunologické parametry, poukazuji na existenci alespoit dvou riznych gent
ovliviujicich citlivost k diabetu. Nejvétsi riziko pro vznik diabetu je ptipisovano HLA-
DQ molekule, ale prispivaji i nékteré podtypy DRB* 04. Jsou zde ale uplatiovany i
nékteré geny mimo I. i II. tfidu HLA-systému (Cinek et al., 2001). Ke vzniku
onemocnéni pfispivd HLA systém pftiblizn€é z 30-60 %. Nejvetsi ast rizika pro vznik
onemocnéni nesou HLA molekuly II. tfidy (Soucek, 2011).

Mezi HLA genotypy, které jsou spojené s DM I. typu lze zahrnout haplotypy HLA-
DR/D4, HLA-DQ2/DQ8, HLA-DRB1 a HLA DR2. Pro regulaci imunitni odpovédi je
velice dulezity HLA komplex II. tiidy (Martinescu et al., 2012). Strukturu HLA
molekuly II. tfidy zobrazuje Obrazek 1.
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Obrazek 1: Struktura HLA molekuly 1. tridy. (obrazek prevzat z
Penka et al., 2012).

Podle MUDr. Marie Cerné dochazi béhem vyzravani T-lymfocytd v thymu i za
fyziologickych podminek k nelplné negativni selekci a naivni autoreaktivni T-
lymfocyty se proto dostdvaji do perifernich lymfatickych organt. Specifické HLA
molekuly, které jsou zapojeny do prezentace peptidi dozravajicim T-lymfocytim,
mohou tedy pfispivat k nachylnosti k autoimunité. Molekuly HLA-DQ asociované s
autoimunitnim diabetem (zejména DQB1* 0302) maji strukturdlni vlastnosti, které
svéd¢i o nedostate¢né komunikaci béhem rozpoznavani T-lymfocyty, coz odpovida
hypotéze, ze asociace HLA-DQ s DM I. typu je ¢aste¢né vysvétlena neadekvatni ¢asnou

selekci a maturaci T-lymfocyti (Cernd, 2003).

1.4 Charakteristika celiakie

Celiakie (neboli celiakalni sprue, endemicka sprue, Herterova choroba C¢i
netropickd sprue) je geneticky podminéné, imunitné zprostiedkované onemocnéni
(Kohout a Pavlickova, 2010). Jedna se o celoZivotni onemocnéni, kdy pacient trpi
permanentni stfevni intoleranci na lepek neboli gluten (Murray, 2003). Lepek je
komplex bilkovin, ktery je mozné pomoci frakce rozdélit na dvé slozky — gluteniny a

prolaminy. Predev§im peptidy prolamind spoustéji u geneticky senzitivnich jedincd
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imunitni reakce. Prolaminy jsou nejvice obsazené v pSenici (az 35 %) a nejmén¢ jich
obsahuje oves (13 %). Travici enzymy maji problém s jejich S§tépenim, protoze
prolaminy maji vysoky obsah aminokyselin (prolinu a glutaminu), a tim i peptidickych
vazeb (Fri¢ a Keil, 2011). Ve stfevni sliznici dochazi k tvorbé protilatek, kvili kterym
dochazi na sliznici stfeva k zanétlivym zménam, dale také dochazi ke ztraté kika, atrofii
sliznice, elongaci krypt a k lymfocytarni infiltraci poSkozené sliznice (Hefmanova,
2012).

Na rozvoji celiakie se kromé genetické predispozice podileji také vlivy vnéjsiho
prostiedi, jako jsou naptiklad virova infekce ¢i dlouhodoby stres. Celiakie je asociovana
s MHC (Major Histokompatibility komplex) II. tfidy, a to s molekulami HLA-DQ2 a
HLA-DQ8 (Kohout, 2006). HLA DQ?2 alela je exprimovana u vétSiny osob trpicich
celiakii (> 90 %), DQ8 alela asi u 8 %. Dédi¢nost téchto molekul je autozomalné
recesivni s dominantni nekompletni penetraci, proto je vyssi riziko vzniku onemocnéni
u piibuznych pacientl s celiakii. Celiakie se objevuje Castéji u Zen nez u muzl, v

poméru asi 2:1 (Tonutti a Bizzaro, 2014).

1.5 Klinické projevy a formy celiakie
1.5.1 Klinické projevy

U celiakie se objevuje mnoho klinickych projevili, které se rozdéluji na klasicke
(neboli intestindlni) a atypické (extraintestinalni). Tyto projevy jsou velmi proménlivé a
velice zavisi na véku pacienta. Mezi vSeobecné projevy muzeme zafadit nevolnost,
nechutenstvi, plynatost ¢i poruchy traveni. Dale sem také patii deprese, zvySena inava,
poruchy chovani a u zen sklon k potratim a neplodnost. Celiakie se mize projevit uz
v 1. roce Zivota, kdy se kojencim do stravy zafazuji obilné kaSe. V puberté Casto
dochazi k Gtlumu ptiznaku, ale v dospélosti naopak dochazi k jejich recidivé (Kohout a
Pavlickova, 2010).

Symptomy u déti jsou mirné odlisné od symptomi popisovanych u dospélych. U
déti se celiakie nejcastéji projevuje nafouklym biiSkem, bolestmi bficha, prajmy a
ubytkem na véaze. Také miiZe dochazet k poruSe ristu nebo az k zastaveni rastu.

Chronickymi pfiznaky jsou podvyziva, anémie a otoky nohou. Protoze dochézi
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K porucham traveni, tudiz i k nedostatecnému vstiebavani zivin a vitamind, pacient trpi
podvyzivou (Cervenkova, 2006).

U dospélych se celiakie projevuje podobné, ale ptiznaky se zmirni nebo uplné
vymizi a dochazi k vyvoji tzv. bezptiznakové formy. Jsou to napiiklad bolesti bficha,
chronicky prijem, zmény stolice, anémie z nedostatku Zeleza a také malnutrice a ztrata
hmotnosti. Castym disledkem téchto ptiznakd je osteopordza, poruchy vidéni nebo
poruchy imunity. U pacientl trpicich timto onemocnénim je potvrzen vyssi vyskyt

nadorovych onemocnéni. (Kohout a Pavlickova, 2010).

1.5.2 Formy celiakie

Celiakii mizeme na zakladé hematologickych a imunologickych nalezi rozdélit do
nékolika forem. Jedna se o formu klasickou, atypickou, asymptomatickou, latentni a
potenciondlni. Tyto formy se 1i$i pfedevsim, charakterem, intenzitou obtizi, anamnézou
ale také histologickym nalezem na sliznici tenkého stfeva (Fri¢ a Keil, 2011).

Klasicka forma se projevuje typickymi piiznaky, jako jsou chronicky prijem,
celkové neprospivani nebo ubytek svalové hmoty ditéte. Tato forma je obvykle
pfitomna u déti ve véku mezi 6. — 8. mésicem, kdy se do stravy zafazuji potraviny
bohaté na prolaminy. Déti jsou ¢asto hubené, bledé s nafouklym bifiskem a maji malé
mnozstvi podkozniho tuku. Stolice u takto nemocnych déti byva charakteristicky bleda
a objemna. Veliké riziko vznikd u kojenct, kdy muaze dojit az k dehydrataci kvuli
¢astym vodnatym prijmum (Kohout a Pavlickova, 2010).

U této formy se objevuji typické laboratorni nalezy, kterymi jsou napf. anémie
Z nedostatku Zelena, sniZend hladina albuminu a vdpniku a deficit nékterych dalezitych
vitamind a minerald. BéZnym nalezem je také pritomnost protilatek proti tkanové
transglutamindze a endomysiu. Typické jsou také zmény na sliznici tenkého stieva, a to
od mirné az po Uplnou atrofii stievnich klkii (Fasano, 2001).

Jako dalsi je forma atypicka, ktera je vétSinou diagnostikovana mezi 5-6 rokem
veéku ditéte. Pfiblizné¢ vice néZz 50 % cerstvé nemocnych pacientl nema typické
gastrointestinalni ptiznaky. Tito pacienti maji atypicky pfiznak a tim je dermatitis
herpetiformis Diihring (Fri¢ a Mengerova, 2008). V tomto piipadé se jedna o tzv. kozni
formu celiakie, kdy se na pokozce nemocného objevuji puchyie a vyrazka. Nejcastéji se

23



vyskytuje na mistech, kde dochdzi k opakovanému naméhani pokozky. Po zavedeni
bezlepkové diety a nasazeni specialnich koznich 1éki tyto piiznaky vymizi (Antiga a
Caproni, 2015).

Dalsi ptiznaky, které provazeji atypickou formu celiakie je napiiklad anémie
Z nedostatku zeleza a maly vzrist, ktery je casto nachdzen u adolescentl a starSich déti.
V ojedin€lych ptipadech se mize objevovat i osteopordza. V dusledku Spatného
vstfebavani zivin, zejména vapniku dochdzi k poklesu hustoty kosti a tim muze
dochazet k CastéjSim zlomeninam. Také se muze vyskytovat chronicka hepatitida ¢i
neurologické problémy (Lukas a Zak, 2007).

Asymptomaticka forma je charakteristicka histologickym nalezem na sliznici
stteva a také pfitomnosti typickych autoprotilatek. Pti této formé pacient nevykazuje
zadné klinické pfiznaky. Tato forma se vétSinou objevi ndhodn€ pii screeningu
rizikovych osob, jako jsou napiiklad 1idé trpici jinou autoimunitni chorobou ¢i ptibuzni
pacientii s celiakii (Kohout a Pavlickova, 2010). U dospélych trpicich touto formou
celiakie je nachdzeno snizené mnozstvi Zeleza, ktery mize byt spojeny s anémii. Dale
také sklony k depresi, podrazdénost, zhorSenim fyzické kondice ¢i se sniZzena hustota
kosti, jak jiz bylo zminéno vySe. Ke zlepSeni stavu pacienta dochdzi po zavedeni
bezlepkové diety, coz vede ke zlepSeni jak stavu psychického, tak fyzického, ke zvySeni
chuti k jidlu, zlepSeni nalady a fyzické vykonnosti (Klener, 2006).

U latentni formy je pozitivni sérologické vySetieni protilatek a také zvySeny pocet
lymfocytt. Histologicky nalez na sliznici stfeva je fyziologicky a klinické ptiznaky se
mohou ¢i nemusi objevit. Tato forma neni Casta (Fri¢ a Mengerova, 2008).

Potencionalni forma celiakie je bezpifiznakovd a imunologickd abnormalita se
projevuje pouze jednim znakem. To znamend zvySenymi lymfocyty nebo ptitomnosti
autoprotilatek. Tato forma se mize rozvinou i do jinych forem celiakie (Fri¢ a Keil,

2011).

1.6 Diagnostika
BéZné pouzivanymi vySetfenimi pii diagnostice celiakie jsou biopsie sliznice

tenkého stieva a sérologické testy (zahrnujicich i testy imunologické) (Ensari, 2010).
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Spolecnost pro détskou gastroenterologii a vyzivu — EPSGHAN, resp.
NAPSGHAN neboli evropska, resp. severoamericka spolecnost byla stanovena kritéria
pro diagnostiku celiakie. Kritéria, ktera byla ptivodné stanovena vyzadovala provedeni
3 biopsii (3 odbért vzorku sliznice tenkého stieva). Prvni odbér se provadél pii obtizich,
dalsi po zavedeni bezlepkové diety a tieti, posledni po navraceni lepku do diety. Kdy pfi
druhém odbéru by mélo byt prokazatelné zlepsSeni, a naopak pfi tfetim by se mélo znovu
ukazat zhorSeni stavu tenkého stfeva. Zvrat v diagnostice nastal po objeveni
specifickych protilitek — zejména protilaitek proti endomysiu a tkanové
transglutaminaze, kdy pacient podstupuje pouze jednu biopsii vzorku tenkého stieva.

Tato kritéria plati i u vySetieni dospé&lych (Ribes -Koninckx et al., 2012).

1.6.1 Serologicka imunologicka laboratorni vySetieni

V soucasné dobé je v Ceské republice zakladnim vySetfenim pii podezfeni na
celiakii stanoveni autoprotilatek proti tkanové transglutaminaze (anti-tTG), ve tiide IgA.
Ptitomnost protilatek této tfidy se fadi mezi velice specifické laboratorni dikazy
glutenové enteropatie. Analyza autoprotilatek proti tkanové transglutaminaze se provadi
pomoci metody ELISA. Diky rychlé reaktivit¢ anti-tTG protilatek na bezlepkovou
dietu, lze pozorovat GspéSnost zavedené bezlepkové diety.

DalSimi vySetfovanymi parametry v serologické diagnostice celiakie jsou protilatky

proti gliadinu (AGA), endomysiu (EMA) a retikulinu (ARA) (Mali¢kova et al., 2005).

1.6.2 Biopsie

Nedilnou soucasti pro diagnostiku celiakie je biopsie. Konkrétné se
v nemocni¢nich podminkach provadi gastroskopie neboli metoda, ktera vyuziva
endoskop k prozkoumani horni ¢asti traviciho systému — zahrnujiciho jicen, Zaludek a
horni ¢ast dvanactniku. ESPGHAN doporucuje odebrani alesponn 4 vzorkti z druhé
ttetiny dvanactniku a alespon 1 vzorek z bulba duodena (tj. ta ¢ast dvanactniku nejblize
zaludku) (Husby, 2012). Ztéchto vzorkGi se porovnavd a hodnoti vzhled
Lieberkiihnovych krypt a téZ pocet intraepitelidlnich lymfocytd (IEL) na 100
enterocytii. Hrani¢ni hodnota je 25 IEL/100 enterocytt (Ensari et al., 2010).
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Stanoveni miry poskozeni stieva vychazi z tzv. Marshovy klasifikace, kterd ma

nékolik stupnu (viz tab. ¢. 1).

tab. ¢. 1 Modifikovana Marshova klasifikace

IEL/100

Typ enterocyti Krypty Klky

0 normalni <40 normalni normalni

1 infiltrativni > 40 normalni normalni

2 hyperplasticky > 40 hyperplastické normalni
3a éastecna atrofie klki > 40 hyperplastické mirnd atrofie
3b subtotalni atrfie klkii > 40 hyperplastické vyrazna atrofie
3¢ totalni atrofie klki > 40 hyperplastické uplna atrofie
4 hypoplasticky > 40 hyperplastické uplna atrofie

(Zdroj: Marsh et al., 1992)

1.7 Screening celiakie

V Ceské populaci je diagnostika celiakie spiSe podcenovana, jeji diagnostika je
doporucovana ztidka, a proto je opozdéna. Piistupuje se k ni vétSinou az po dlouhém
trvani nemoci (Fri¢ a BuSinova, 2008). V ptipadé€, ze celiakie neni rozpoznana vcas,
muze dochazet k zdvaznym komplikacim jako je napiiklad osteopor6za, rozvoj
autoimunitnich chorob, neurologické onemocnéni ¢i maligni onemocnéni, které jsou
Vv 1éCebné fazi téZzko ovlivnitelné. U pacientd s nediagnostikovanou celiakii, se popisuje
Ctyfnasobné vétsi umrtnost oproti osobam, které jsou séronegativni (Rubio — Tapia et
al., 2009). V Ceské republice je dlouhodobé doporudovano zavedeni cileného
screeningu, ktery je zaméfeny na tzv. cilové skupiny, kdy je ocekavan vyssi vyskyt osob
s nerozpoznanou celiakii. Do této tzv. cilové skupiny patii ptibuzni pacientt s celiakii,
pacienti s pfidruzenymi onemocnénimi s celiakii — pf. DM |. typu, autoimunitni
tyreoiditida, sniZzena hladina imunoglobulinu IgA, Bergerova IgA nefropatie a dalsi.

Tento screening se provadi 1 u pacientl, ktefi vykazuji pfiznaky typické pro celiakii —
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tzn. u pacientii s nahlym ubytkem vahy, S prijmy neznamé piiciny, bolestmi bficha,
anémii ¢i sideropenii, osteoporozou muzskou i zenskou neplodnosti a dalsi atd. (Fric,
2003). Vysetieni probiha v prvni fazi stanovenim sérovych autoprotilatek proti tkanové
transglutaminaze ve tfid¢ IgA a stanovenim celkového IgA — kviili vylouceni celkového
deficitu IgA protilatek. Pfi pozitivnim vysledku screeningu prvniho stupné se prechézi

do druh¢ faze screeningu, tj. endoskopicky provedena biopsie sliznice tenkého stfeva

(Rostom A. et al., 2006).

1.8 Genetika celiakie

1.8.1 Charakteristika HLA systému

HLA systém, je systém, ktery byl u ¢lovéka poprvé popsén na bilych krvinkéch, a
proto se nazyvd Human Leukocyte antigens (HLA) neboli hlavni histokompatibilni
systém cClovéka (Major histocompatibility complex — MHC). Obsahuje vice nez 200
polymorfnich gend, jejichz produkty jsou exprimovany na povrchu vsech lidskych
bunék a jsou vlastnim imunitnim systémem rozpoznavany jako cizorodé. Jejich hlavni
funkci je prezentace zpracovanych endogennich a exogennich peptidti T-lymfocytim,
které zahajuji imunitni odpovéd’ (Penka et al., 2012).

Geny HLA systému jsou u cloveéka lokalizovany kratkém raménku Sestého
chromozomu, v poloze 6.p21.31. az 6p21.33 (viz. Obrazek 2), a tvofi piiblizné¢ jednu
tisicinu lidského genomu. Na tomto kratkém tuseku DNA se nachazi velky pocet genii,
které maji mnoho riznych variant (neboli alel), tzn., Ze se jedna o velice polymorfni a
polygenni systém. Tato vysoka specifita zajist'uje, ze kazdy ¢lovek je z hlediska HLA
systému jedine¢ny a nese na povrchu svych buné€k naprosto individuélni sestavu HLA
molekul, kterd je urena kombinaci téch alel, které byly zdédény od matky a otce
(haplotypy — sady zdédénych znaki), a ktera ovliviiuje jeho imunologickou reaktivitu
(Medrano et al., 2012). V kazdé HLA oblasti (¢ili lokusu) se nachazeji vzdy dv¢ alely.
Jedinec, ktery zdédil obé alely stejné se nazyvd homozygot, v opacném piipadé se
jedinec oznacuje jako heterozygot. Alely HLA systému jsou vici sobé kodominantni a
jsou exprimovany do urcitych membranovych proteinti (Penka et al., 2012). Ojedinéle
se vSak muze stat, ze jedinec nema haplotyp stejny s rodicovskym. To znamena, ze pii

meidze doslo k vyméné nesesterskych chromatid chromosomi (Krejsek a Kopecky,
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2004). Z teoretického hlediska se jednotlivé HLA alely mohou mezi sebou nezavisle
kombinovat. To vysvétluje obrovsky pocet moznych HLA sestav. Vyznamnou roli zde
ale hraje také vazebna nerovnovaha, ktera zpusobi, Ze se nékteré HLA haplotypy
vyskytuji Castéji, nez by se teoreticky predpokladalo a také nerovnomérnou distribuci
alel, tzn., ze vétSina HLA haplotypt je oznacovani jako pomérné bézné varianty a zbylé
varianty jsou pak vzacné (Penka et al., 2012).

Samotny rozvoj imunitni odpovédi maji na starost antigen prezentujici buiky
(APC), které vyuzivaji vazebnd mista na HLA molekulach. APC na vazebna mista
pfipojuji zpracovany antigenni material, ktery pak ptredkladaji ostatnim builkdm
imunitniho systému. Na zaklad¢ této reakce se vyvine imunitni reakce (Krejsek a

Kopecky, 2004).
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HLA IL ##dy HILA ML trady HLA L diidy

Obrdazek 2: Struktura HLA regionu na chromozomu 6.
(obrazek prevzat z Dobrovolna et al., 2015).

1.8.2 Struktura HLA systému

Jednotlivé geny HLA systému jsou na zakladé¢ struktury a uspotadani rozdéleny do
trech tiid — HLA 1. tfidy, HLA II. tfidy a HLA III. tfidy. Nejvyznamnéjs$i jsou antigeny
HLA 1. tfidy (-A, -B, -C) a HLA antigeny II. tfidy (-DR, DP, -DQ). Mezi antigeny HLA
III tfidy se fadi cytokiny, stresové hormony anebo slozky komplementu (Krejsek a

Kopecky, 2004).
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HLA molekuly I. tridy

HLA molekuly 1. tfidy jsou nedilnou soucasti plazmatické membrany vSech
jadernych bunék, nicméné jejich hustota je rtizna. Nejvétsi mnozstvi jich najdeme na
lymfocytech, nejméné pak na fibroblastech, hepatocytech nebo svalovych bunkach
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Obsahuji jeden velky alfa fetézec, ktery je vazany nekovalentni vazbou s druhou
mensi B2 mikroglobulinovou podjednotkou (viz Obrazek 3). Tézky fetézec alfa
(polymorfni) je kodovan geny HLA-A, HLA-B a HLA-C — ty se oznacuji také jako
klasické, eventudln¢ HLA-E, HLA-F a HLA-G geny, které jsou oznacovany jako
neklasické. Ke spojeni B2 mikroglobulinové podjednotky a tézkého fetézce dochazi
v endoplazmatickém retikulu (Hotejsi, 2013).

V nitru buiiky dochdazi k syntéze antigennich peptidd, které jsou dale prezentovany
cytotoxickym T-lymfocytim. Imunitni systém rozpozna tyto peptidy, ale reaguje pouze
na fragmenty, které jsou z proteinu odvozeny. Proteiny jsou nasledné v cytoplazmé
degradovény a transportovany do endoplazmatického retikula, kde dochdzi k ptipojeni
fragmentli antigenu do HLA molekuly. Takto vznikly komplex se dostava pres Golgiho
aparat na povrch bunky, kde je rozpoznan pravé cytotoxickymi T-lymfocyty (Krejsek a
Kopecky, 2004).

HLA molekuly 1. tridy

Geny II. tfidy — HLA-DQ, HLA-DR a HLA-DP jsou exprimovany hlavné na B-
lymfocytech, T-lymfocytech (aktivovanych) a makrofazich. Za uréitych okolnosti
mohou byt prezentovany i na buiikach, které mohou v aktivovaném stavu prezentovat
antigen, a které jsou oznatovéany jako APC (antigen prezentujici buiiky) (Rehadek et
al.,, 2013). Molekuly HLA II. t¥idy obsahuji dva odlisné nekovalentné vazané
transmembranové glykoproteinové tetézce. Tyto fetézce se oznacuji jako alfa a beta
(viz. Obrazek 3). Kazda podjednotka se sestavuje ze dvou extracelularnich domén a
transmembranové kotvici sekvence. Oba dva fetézce koduje tzv. D region HLA
komplexu, ktera se d€li na podoblasti DR, DQ a DP. V DR podoblasti mtizeme najit 10

HLA gend, ale jen 5 z nich kdduje na membrané exprimované HLA molekuly. Kazda
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z téchto podoblasti obsahuje alespon jeden beta a jeden alfa gen (Krejsek a Kopecky,
2004).

Mezi geny alfa a beta se nachazi vazebné misto, kde dochazi k vystaveni
zpracovanych exogennich antigennich fragmenti (vétSinou o délce 15ti az 20ti
aminokyselin). Tento material poté rozpoznavaji CD4+ pomocné T-lymfocyty) (Penka
et al., 2012). Hlavni funkce molekul HLA II. tfidy je prezentace zpracovanych antigent
CD4+ T-lymfocytim. Antigeny nejcastéji vychazeji z exogennich zdroji. Proto jsou
molekuly HLA II. tfidy rozhodujici pfi zahajeni antigen specifické imunitni odpovédi.

V tab. €. 2 jsou zndzornéné odlisnosti v expresi molekul HLA I a HLA II tfidy.

tab. ¢. 2 Odlisnosti v expresi molekul

. . EXxprese
Typ bunky, tkané HLA LA
Buiiky imunitniho systému
Dendritické buriky +++ B
Makrofagy +++ ++
T — lymfocyty +++ +
B — lymfocyty +++ 4+

Jiné jaderné buiky

Neutrofilni granulocyty +++ -
Eosinofilni granulocyty +++ -
Epitelové buiky +t -
Hepatocyty + -
Nervové bunky + -
Buiiky ledvin + -
Nejaderné bunky
Trombocyty ++ -
Erytrocyty - -

(Zdroj: Krejsek a Kopecky, 2004)
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HLA 11 tridy

Molekuly HLA III. tfidy obsahuji nejvice gentl, ale n€které z nich nejsou spolecné
imunitnimu systému. Oznacuji se také jako nepravé HLA geny, protoZe se strukturné,
ani funk¢éné nepodobaji molekuldm HLA systému. Nachazeji se mezi lokusy HLA-B a
HLA-DR. HLA molekuly III. tfidy nesou i geny zodpovédné za funkce, které souviseji
S imunitnim systémem, jako jsou napiiklad TNF alfa (tumor nekrotizujici faktor alfa)

nebo proteiny komplementu C2 a C4 (Krejsek a Kopecky, 2004).

HLA . tridy HLA II. tridy

Obrazek 3: Struktura molekul HLA 1. a II. tridy. (obrazek prevzat z
Dobrovolna et al., 2015)

1.8.3 HLA nomenklatura

Zalozeni ptehledného nazvoslovi bylo zapotfebi uz v roce 1968, kdy vznikl
Nomenklaturni vybor svétové zdravotnické organizace (WHO) pro faktory HLA.
Postupem ¢asu dochazelo k nartstu poétu znamych alel a ke zdokonalovani nazvoslovi.
V roce 2010 bylo nutné HLA nomenklaturu zménit, aby se daly nové alely systematicky
pojmenovavat a zatazovat podle jejich sekvencni podobnosti. Nejvétsim piinosem vsSak
bylo zavedeni rozdélovact (:) do nazvu alel. Tim dosSlo k odstranéni diive omezené
Ctyiciselné fady tzv. ,,4-digit” a Ciselna Fada se tak stala prakticky nekone¢nou (Penka et
al., 2012).
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1.8.4 Geneticka predispozice k celiakii

Ke vzniku onemocnéni vyznamné piispiva piitomnost genetického faktoru, na
ktery poukazuje vysoka prevalence celiakie mezi pacienty s celiakii prvniho stupné a
jejich ptibuznymi. TaktéZ u monozygotnich dvojcat je dolozen vyssi vyskyt celiakie
(Sollid et al., 2000).

Spoustééem tohoto onemocnéni je lepek ve stravé, resp. jeho soucast — gliadin a
glutenin. Fakticky jde o oligopeptidy vznikajici $tépenim potravy obsahujici lepek,
které jsou slozené z osmi az deseti aminokyselin, a které nedokdzi enzymy lidského
stteva rozlozit. Kdyz dojde k priniku téchto peptidil do sliznice tenkého stieva, dochazi
k jejich deaminaci (na které se mimo jiné podili i tkanova transglutaminaza) a nasledné
dochazi v lymfatické tkani gastrointestinalniho traktu k jejich navazani na povrchové
glykoproteiny HLA-DQ2 a HLA-DQS8 molekul. Tyto imunokompetentni buiky
spoustéji ve sliznici tenkého stfeva jak bunéfnou, tak humordlni imunitni odpovéd.
Dochazi k sekreci cytokini — hlavné TNF-a (tumor necrosis factor) a INF-y (interferon
gamma). Tim dochazi ke vzniku autoprotilatek pravé proti tkanové transglutaminaze.
Kvili piisobeni autoprotilatek dochazi k poskozeni bunck sliznice tenkého stieva
(enterocytll). Mira poskozeni je individualni, od minimalniho poskozeni sliznice (tzn.
zmény na urovni kartaGového lemu enterocytl) az k atrofii klka, hypertrofii
Lieberkithnovych krypt a infiltraci leukocyti do lamina propria mucosae (Lukas et al.,
2018).

Hlavnim predisponujicim faktorem pro rozvoj celiakie je tedy HLA systém, kde
hlavni genetickou predispozici v ném predstavuji alely HLA-DQ2 a HLA-DQ8 (Klener,
2006). V ptipadé tohoto onemocnéni je dilezita pfitomnost sérotypové skupina DQ2.
Beta ftetézec skupiny DQ2 je kdodovan alelickou skupinou DQB1*02, ktera je
lokalizovana na DQB1 lokusu. Beta fetézec této skupiny se mize voln¢ kombinovat
Sruznymi typy alfa fetézci a tim mohou vznikat nejriiznéjsi DQ2 heterodimery.
S celiakii je asociovana kromé skupiny DQ?2 jiz zminéna skupina DQS (Sollid et al.,
2000).

HLA-DQ2 heterodimery jsou pfitomny pfiblizné u 90 % pacienti s timto
onemocnénim. Tento heterodimer je oznacovany jako DQ2.5 a je kodovan DQB1*02 a
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DQA1*05 alelami (Matzaraki et al., 2017). Tyto alely se vyskytuji na stejném
chromozomu (DQ2.5) v cis konfiguraci — tzn., ze mohou byt zdédény spole¢né, anebo
mohou byt pfendseny oddélené v konfiguraci trans na homolognich chromozomech —
tzn. od kazdého z rodi¢i jedna alela (Medrano et al., 2012). DQAI1*05 a DQB1*02
alely se ve vétsing pripadi vyskytuji jako DRB1*03:01-DQA1*05:01 haplotyp, nebo se
nachazeji v trans konfiguraci jako DRB1*11/12-DQA1*05:05-DQB1*03:01 ¢i
DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02 haplotyp.

N¢ekolik studii potvrzuje, ze pritomnost alely DQB1*02 v homozygotnim stavu je
spojovana s vysokym rizikem celiakie 1 jeji agresivnéj$i podobou. U jedinct
s homozygotni alelou HLA-DQ?2.5 je prokazatelné 5x vyssi riziko rozvoje celiakie nez u
téch jedinc, ktefi jsou pro alelu HLA-DQ2.5 heterozygotni (Megiorni et al., 2012).

U zbylych 5-10 % pacientl, ktefi nemaji pozitivni DQ2.5 alelu, je nalézdn DQS8
heterodimer, ktery je kodovany DQB1*03:02 alelou, a to zpravidla v kombinaci
s DQA1*03 alelou v cis konfiguraci (DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02). Asi 5 %
celiakii, ktefi jsou DQ2.5/DQS8 negativni, jsou pozitivni pro formu DQ2.x. Takovy
haplotyp je spojovan jen s nizkym rizikem vzniku celiakie. Haplotyp DQ2.x je sice
kédovan alelou DQB1*02, které je rizikova, ale za nepfitomnosti DQA1*05 alely.

U celiakt jen velice zfidka nalézame jiné DQ molekuly (Megiorni et al., 2012).
Neni pravdou, Ze u vSech jedincl nesoucich predisponujici alely HLA-DQ2.5 a HLA-
DQ8 musi dojit k rozvoji celiakie. To poukazuje na fakt, Zze HLA genotypy jsou
nezbytné, ale nejsou dostacujici pro vznik celiakie. Mnoho jinych genetickych studii je
prokazalo existenci dal$ich genti, které malou mirou pfispivaji k rozvoji tohoto
onemocnéni. K predstavé, Ze celiakie je imunitné zprostfedkované onemocnéni,
ptispiva fakt, Ze pro jeho projevy jsou nezbytné pravé tyto geny, zapojené V imunitnich
reakcich (Tjon at al., 2010). V tab. ¢. 3 je uvedena mira rizikovosti vzniku celiakie

vzhledem k jednotlivym HLA-DQ variantam.
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tab. ¢. 3 Rizikovée HLA-DQ varianty

HLA status Disease risk

DQ2.5 and DQ8 Very high

DQ2.5 (with a double dose of DQB1*02) Very high

DQ8 High

DQ2.5 (with a single dose of DQB1*02) High

DQ2x (with a double dose of DQB1*02) High

DQ2x (with a single dose of DQB1*02) Low

DQX.5 Extremely low
DQX.x Extremely low

x= DQAL1 allels diferent from *05.
X = DQB1 allels different from *02 and *03:02.
(Zdroj: Megiorni, 2012)

1.9 Asociace celiakie s DM 1. typu

Celiakie se muze vyskytovat souCasné i Sjinymi autoimunitnimi chorobami.
Nejvice popisovana je jeji asociace s endokrinnimi nemocemi jako je napiiklad diabetes
mellitus 1. typu (az 8 %).

Uvadi se, ze u déti s DM . typu je riziko vzniku celiakie 5 az 10krat vySsi nez u
zdravych jedinct. Toto riziko vyplyva z podobné souvislosti tykajici se HLA systému.
Protilatky charakteristické pro celiakii jsou nachdzeny pftiblizné u 5-10 % pacientli
s diabetem a 75 % z nich vykazuje zménénou sliznici tenkého stfeva (Parzanese et
al., 2017).

Pokud u pacientit s DM 1. typu neni proveden screening na pfitomnost protilatek
proti endomysiu ve tiid€ IgA, celiake byva Casto nediagnostikovana. Tito pacienti Casto
mivaji atypické pfiznaky, nicméné i u jedinci, ktefi maji typické ptiznaky, byva celiakie
Casto prehlizena. Vzhledem k vysokému vyskytu celiakie u pacienti s diabetem se
doporucuje, aby byl screening celiakie soucasti bézného vysetieni. Lékaii by meéli
prokazat vtomto ohledu zodpovédnost a respektovat sdruzeni celiakie s diabetem

. typu a nezanedbat fadnou a pravidelnou diagnostiku (Holmes, 2001).
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Ptechod pacienta s DM 1. typu a celiakii na bezlepkovou dietu neni jednoduchy.
V zacatcich je totiz hladina glykémie Casto nevypocitatelné rozkolisana. Je tedy na
misté, aby se slozenim stravy pomohl pacientovi odbornik. Ale i pfes zdafilé zavedeni
bezlepkové diety vétSina diabetikil uvadi, ze oproti diabetiktim, ktefi netrpi celiakii maji
problém s kolisanim hladiny glykémie a jsou zna¢né¢ omezeni a pocituji snizenou

kvalitu zivota (Pham — Short et al., 2016).

35



2 Cile prace
2.1 Cile prace

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo seznameni s problematikou
onemocnéni a vypracovani reserSe na dané téma.

Cilem praktické casti bakalarské prace bylo zvladnuti zakladnich metod
pouzivanych v genetické laboratofi, jez zahrnovalo odbér materialu (bukalni stér a
periferni krev), naslednd izolace DNA ze ziskaného materidlu, PCR reakce a metoda

real-time PCR, a nakonec také analyza ziskanych vysledku a jejich vyhodnoceni.

2.2 Hypotézy

Prokdzani rizikového genu souvisejiciho s celiakii, ktery se nachazi u pacienta, u
kterého byl diagnostikovan DM 1. typu a onemocnéni celiakie bylo prokdzano pouze
serologickymi metodami a biopsii.

Tento vrozeny rizikovy faktor se vyskytuje i v §irsi rodin¢ tohoto pacienta. Rodina

pacienta byla vySetfena na predispozice rizikovych alel.
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3 Prakticka ¢ast
3.1 Metodika

Vysetfovanym souborem dat pro mou bakalaiskou préci byli ¢lenové moji rodiny.
Vychozi material jsem od nich ziskala pomoci stéru z bukalni sliznice. Tento odbér byl
pro n¢€ neinvazivni a mohla jsem ho provést v pohodli domova na rozdil od odbéru krve,
ktery probéhl pouze u m¢. Ziskany materidl jsem od izolace vzorki DNA az po
samostatné vyhodnoceni provadéla v genetické laboratofi GENLABS, s.r.o. v Ceskych

Bud¢jovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bystiické, Ph.D.

3.2 Preanalytickd faze vySetieni

Soucasti vSech laboratornich vySetfeni je samoziejme 1 preanalytickd faze. Jsou to
postupy, které predchézeji vlastnimu laboratornimu vysetieni vzorku.

Pacienti ptfichazi do genetické laboratofe na zéklad¢ indikace ¢i doporuceni
ambulantniho specialisty (napf. alergolog, onkolog, gynekolog, klinicky genetik apod.).
Pokud pacient nemd doporuceni od specialisty a jedna se pouze o jeho osobni zdjem
(stdva se samoplatcem), je mu navrhnuta konzultace s lékafem, ktery ma atestaci
v oboru klinické genetiky. Tato konzultace by meéla probihat jak pifed, tak i po
provedeni laboratorniho vysetfeni s naslednym vyhodnocenim vysledki.

Kazdy pacient, ktery pfijde do genetické laboratofe, at’ uz s vlastnim z4jmem, ¢i na
doporuceni lékate, musi byt fadn¢ informovan o povaze a disledku genetického testu a
zavazuje se podpisem informovaného souhlasu k provedeni odbéru materialu a

vlastniho genetického vysetieni vzorku.

3.2.1 Odbér materialu

Periferni krev

Tento druh materidlu je bézné odebiram ze zily nachazejici se v loketni jamce.
Odbér probiha do sterilni zkumavky s protisrazlivym roztokem K3EDTA. Cely systém
odbéru funguje jako uzavieny odbérovy systém Vacuette, kterd zajiStuje nejvhodné&jsi
pomér periferni krve a protisrazlivého roztoku. Po odbéru krve se zkumavka lehce

promichd, aby nedoslo ke srazeni. Minimalni objem, nutny k laboratornimu vysetteni je
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1 ml. Odebrany vzorek se v co nejkratsi dobé odevzdd do laboratofe. Soucasti
odevzdané zkumavky s periferni krvi musi také byt fadné vyplnéna zédanka a
informovany souhlas s molekularné genetickym vysSetienim. Pokud neni mozné krev
odevzdat v den odbéru, je nitné ji uchovat pii chladni¢kové teploté do doby, kdy bude
mozno ji dopravit do laboratofe. Podminkou molekularné-genetického vysetieni, kdy

bude izolovana DNA je maximalni stafi krve 1 tyden.

Bukalni ster

Aby byla geneticka analyza provedena uspesné, je nezbytné provést stér tamponem
ze sliznice dutiny ustni tak dikladné a dlouho, aby bylo ziskano dostate¢né mnozstvi
materidlnu k izolaci DNA. K bukalnimu stéru slouzi odbérova sada, ve které se nachazi
specialni sterilni vatova tyCinka ulozend ve sterilni (plastové) zkumavce. Adept,
kterému je vykon provadén si nejprve vyplachne dutinu Ustni obycejnou vodou (ne
ustni) a pomoci jedné ¢i vice vatovych tyCinek se provede stér. Bukalni stér se odebira
ze zadni strany dutiny ustni (vlhkd nacervenald tkan, vystylajici dutinu ustni a
nachézejici se po obou stranach mezi horni a dolni Celisti a vnitini stranou tvare) pod
mirnym tlakem po dobu min. 1 minuty. Vatova tyCinka se v prib&hu odbéru otaci, aby
byly odebrané buiiky na co nejvetSim jejim povrchu. Po odbéru se vatova tycinka vlozi
do originalni sterilni plastové zkumavky, kterd je soucasti baleni a fadné ji uzavie. Je
velice dulezité, aby se jak odebirany klient, tak nikdo jiny pouzivané vatové tycinky
nedotykal, jak pfed, tak ani po odbéru, aby nedoslo ke kontaminaci odebiraného vzorku
jinym typem bunék. Stejné jako pii odbéru krve se odbérova souprava se vzorkem co
nejdiive odevzda sifadné¢ vyplnénou Zzadankou a informovanym souhlasem
s molekularné-genetickym vySetfenim do pfislusné laboratofe, kde bude ndasledné
probihat analyza. Je dulezité, aby pied odbérem doty¢ny nejméné¢ 60 minut nejedl a
nepil nic mimo neslazené napoje a neprovadél Gstni hygienu. U takového odbéru plati,

ze ke genetickému vySetfeni nesmi byt stér starsi vice nez 48 hodin.

3.3  Analytickd faze
Pti analytické fazi dochazi k samotnému vySetfeni (analyze) vzorku. Toto vySetfeni

probiha v souladu s postupy spravné laboratorni prace. Také zahrnuje vnitini a vnéjsi
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kontrolu kvality, diky kterym by meélo dochédzet k minimalizaci chyb analytického

procesu.

3.3.1 lzolace nukleovych kyselin (DNA)

Pro vsechna genetickd vySetfeni je nezbytnd izolace nukleovych kyselin
Z odebraného biologického materidlu. Tato metoda je provadéna z nesrazlivé periferni
krve, ze stéru bukalni sliznice, kostni dien¢ a rtiznych typt jinych tkani a bunék. Pro
svij vyzkum jsem pouzila rutinné odebirany materidl, kterym jsou stéry z bukalni

sliznice a odbér periferni krve.

Z bukdalniho steru

K laboratorni genetické analyze byla pouzita DNA z bukalniho stéru, ktery byl
proveden pomoci odbérové soupravy Isohelix. Samotnd izolace nukleové kyseliny
z bukalniho stéru byla provedena pomoci kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini
(GeneAll). Tato metoda je velice jednoducha a rychld pro izolaci jakékoliv DNA
(genomové, bakterialni virové, mitochondrialni i parazitické). Postup probihal podle
manudlu urceného vyrobcem, Reagencie, které byly béhem izolace pouzity jsou

uvedeny i s objemy v tab. ¢. 4.

tab. ¢. 4: Reagencie s objemy

REAGENCIE OBJEM (ul)
BL buffer 400
PBS buffer 400 400
Proteinaza K 40
BW buffer 600
AE buffer 50
TW buffer 700
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Pied zacatkem samotné izolace je zapotiebi, aby prob&hly malé piipravy, jako je
fadné oznaeni zkumavek laboratornim informaé¢nim é&islem (LIC), piedehiati suché
lazné€ na 56 °C (TDB-120, Dry block thermostat, bioSan) a nakonec vyjmuti proteinazy
K z mraziciho boxu, aby doslo k zahtati na pokojovou teplotu (RT).

Nasledn¢é uz probihal samotny proces izolace nukleovych kyselin. Do té samé
zkumavky, ve které se nachazi tampon bukalniho stéru (DNA Buccal Swabs SK-2S) se
napipetovalo 40 pl PK o celkové koncentraci 20 mg/ml a 400 pl PBS pufru a 400 ul BL
pufru. K tomu, aby byla smés fadné promichana byl pouzit vortex (vortex Microspin V-
2400, bioSan). Nasledn¢ se zkumavka se smési vlozila do jiz piedehiaté suché lazné,
vyhtaté na 56 °C na dobu 10 minut. V tomto kroku zlyzovaly buiiky a v DNA extraktu
doslo ke zbaveni proteini. Po uplynuti inkuba¢ni doby se daly zkumavky stocit do
stolni centrifugy (Centrifuge Eppendorf 4521R), protoze bylo nezbytné odstranéni
kapek z vnitini strany vicka zkumavky. Ke sto¢ené smési bylo v dalsim kroku ptidano
400 pl 100% ethanolu a smés byla znovu zvortexovana. Poté nasledovalo opét kratké
stoc¢eni ve stolni centrifuze. Jako dalsi bod izolace DNA bylo pfeneseni smési na fadné
oznacenou kolonku, kdy pifenos probihal ve dvou krocich. Dale byla smés stocena
v centrifuze pfi 8 200 rpm po dobu 1 minuty. Po stoCeni nasledovalo odstranéni
supernatantu spolecné se sbérnou zkumavkou a tato zkumavka byla nahrazena novou,
do které byla vlozena kolonka s navazanou DNA. Poté nasledovalo napipetovani 600 pl
BW pufru a 700 pl TW pufru na kolonku. Zkumavka se dala znovu stocit pii 8 200
rpm na dobu 1 minuty. Dale byl supernatant dekantovan ze sbérné zkumavky a kolonka
se vratila zpét do stejné sbérné zkumavky, ze které byla vyjmuta. Po tomto kroku byla
zkumavka opét stocCena, tentokrat uz nasucho, aby do$lo k odstranéni promyvaciho
pufru (13 000 rpm, 1 minuta).

Nyni byla vzata a pe¢livé popsana nova mikrozkumavka LIC pfislusného pacienta
a do ni byla vlozena stoCena kolonka s naadsorbovanou DNA. Pfimo doprostied
kolonky bylo ptidano 50 ul AE pufru a vzorek byl v této fazi izolace inkubovan 5 minut
pii pokojové teploté (RT). Po uplynuti inkubacni doby se zkumavka s kolonkou dala
stoCit pii nejvysSich otd¢kach (13 000 rpm) na 1 minutu. Po stoceni se piefiltrovany
supernatant napipetoval zpét na kolonku a po 5 minutach inkubace pii RT se opakovala

centrifugace. V poslednim kroku postupu byla u vSech vzorki zmétena koncentrace
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vyizolované DNA. Méfeni probihalo na fluorometru (Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific).

Vysledky méteni koncentrace byly peclivé zapsany a takto odizolovana DNA se
uschovala v mrazicim boxu pii -20 °C nebo byla ihned zpracovana.

DNA vyizolovand pomoci tohoto kitu ma vysokou cistotu (1,8 ~ 2,0) a ma
konzistentni vytéznost. Dale je také vyhodna v tom, ze ji Ize okamzité pouzit napiiklad
k PCR, genotypingu ¢i Southen blottingu.

Z periferni krve

Izolace genomové DNA zplné krve byla provadéna pomoci kitu GeneAll
ExGene™ Clinic SV Mini. Postup probihal podle manualu uréeného vyrobcem,

Reagencie, které byly béhem izolace pouzity jsou uvedeny i s objemy v tab. ¢. 5.

tab. ¢. 5: Reagencie s objemy

REAGENCIE OBJEMY (ul)
Proteinaza K 20

BL buffer 200

BW buffer 600

TW buffer 700

AE buffer 50

Pted zah4jenim samotné izolace je zapotiebi, aby prob&hly malé ptipravy, jako je
fadné oznaGeni zkumavek laboratornim informaénim &islem (LIC), piedehiati suché
lazné na 56 °C (TDB-120, Dry block thermostat, bioSan) a nakonec vyjmuti proteinazy
K z mraziciho boxu, aby doslo k zahtati na pokojovou teplotu (RT).

Nasledné uz probihal samotny proces izolace nukleovych kyselin. Do ¢isté 1,5 pl
mikrozkumavky bylo napipetovano 20 ul proteinazy K, kterda uz byla zahtata na
pokojovou teplotu. K tomuto roztoku bylo pfidano 200 ul vzorku a 200 ul BL bufferu.

Nasledné probéhlo dtkladné promichani pomoci vortexu. Mikrozkumavka byla po
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promichani vlozena do piedem piipravené suché lazn¢, kde probihala inkubace po dobu
10 ti minut. V dobé¢ inkubace probihaly dal$i pfipravy, a to pfiprava kolonky, ktera je
potieba v dalSich krocich. Po uplynuti inkubacni doby bylo potfeba mikrozkumavku
kratce stocit, aby doslo k odstranéni kapek z vnitini strany vicka. Dale bylo ptidano 200
ul 100% ethanolu a mikrozkumavka byla v pulzech zvortexovana a opét kratce stocena,
aby doslo k dikladnému promichani. Nasledn€¢ probihal pfenos smési na predem
pfipravenou kolonku. Po pfeneseni bylo zapotiebi kolonku se smési centrifugovat po
dobu 1 minuty pfi 8200 rpm. Béhem centrifugace byla pfipravena nova sbérna
zkumavka. Po stoceni a vyméné sbérnych zkumavek bylo ke smési piidano 600 ul BW
bufferu. Postup centrifugace a nahrady sbérnych zkumavek se znovu opakoval.
Nasledné bylo k roztoku ptidano 700 pl TW bufferu a smés byla centrifugovana stejné
tak, jako v ptedchozich krocich. Vznikly supernatant byl ze sbérné zkumavky odstranén
a kolonka byla zpét vracena do té samé sbérné zkumavky. Aby doslo k odstranéni
zbytkového promyvaciho roztoku, bylo nutné mikrozkumavku zcentrifugovat pfi
nejvyssich otackach v case jedné minuty. V dob¢ centrifugace byla pfipravena nova 1,5
ul mikrozkumavka s vickem, ktera byla fadné popsana a po skonceni centrifugace do ni
byla vlozena kolonka. Pfimo na stied kolonky bylo pifidano 50 ul AE bufferu a
mikrozkumavka s kolonkou se nechala inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Po
skonCeni inkuba¢ni doby bylo znovu ptfidano 50 pl AE bufferu a znovu probéchla
inkubace. V dalsim, pfedposlednim kroku se mikrozkumavka stoCila pfi nejvyssich
otackach po dobu jedné minuty. Posledni krok celého postupu sméfuje k zméteni

vyizolované DNA.

3.3.2 Meéreni koncentrace DNA

Poté co byla provedena izolace DNA bylo zapotiebi zjistit jeji koncentraci. Ta se
vyjadiuje v jednotkach ng/ul. Pro PCR reakci, ktera bude déale nasledovat je idedlni
hodnota koncentrace DNA v rozmezi od 50-100 ng/pl.

Aby bylo mozné zméfit koncentraci izolované DNA pomoci fluorometru (Quibit
Fluorometr 2.0, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific), bylo zapotfebi pouzit kit
AccuGreen™ Broad Range dsDNA Quantitation Solution (Biotum). Tento kit je
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navrhnut pravé pro ru¢ni fluorometr Qubit od firmy Thermo Fisher. Pro méfeni bylo
také nutné pouziti kvantifikaéniho roztoku AccuGreen™, ktery je specificky pro
stanoveni koncentrace dsDNA a mulze stanovovat vzorky DNA v rozmezi od 0,2 do
100 ng/pl. Pro zméfeni koncentrace DNA bylo zapotiebi pouziti dvou standardd.
Nejprve bylo nutné vytemperovani kvantifika¢niho roztoku AccuGreen™ Solution
na pokojovou teplotu, a proto byl vyndan zlednice. Do predpiipravené 0,5 ml
mikrozkumavky (Qubit Assay Tubes, Invitrogen) pro standard, kterd byla tadné
popséana, bylo napipetovano 190 pl kvantifikaéniho roztoku (Quantitation Solution
AccuGreen™, Biotum). Dal§im krokem bylo napipetovani 10 pl AccuGreen™ Standard
1 (0 ng/ul) do jedné a 10 ul AccuGreen™ Standard 2 (100 ng/ul) do druhé zkumavky
urcené pro standard. Do mikrozkumavek, kde se nachazel vzorek bylo pfidano 195 195
ul kvantifikacniho roztoku a 5 pl odizolované DNA. VSechny zkumavky bylo potieba
kratce zvortexovat, stocit a po dobu alespoit dvou minut nechat inkubovat pii RT. Poté
nasledovalo samotné méteni koncentrace DNA, kdy jako prvni bylo zapotifebi zméfit
standard 1, poté standard 1 a nakonec koncentrace vSech vzorkd. Namétené hodnoty

byly peclivé zaznamenany.

3.3.3 Real-time PCR (g-PCR)

Tato metoda pro genotypizaci rizikovych HLA alel je zalozend na amplifikaci
(namnozend) urcitého sledovaného useku DNA v redlném case na rozdil od bézné PCR
reakce. Do procesu této metody jsou pouzity fluorescencné znacené sondy. Ty jsou
k reakci proto, aby se navazaly na amplifikovany usek DNA. V pfistroji, ve kterém real-
time reakce probihd je optické zafizeni, které slouzi ke sniméni intenzity tohoto
fluorescencniho zéafeni v redlném case. Vyhodou této metody vSak je, Zze vysledny

produkt reakce uz neni potieba analyzovat pomoci gelové elektroforézy.

Priprava rea-Itime PCR reakce
K tomu, aby mohla spravné prob&éhnout PCR reakce, V pfistroji pro real-time PCR
(Light Cycler 2.0, Roche), pti které dochazi k amplifikaci konkrétniho lokusu DNA,

bylo potieba ptichystat nalezité prostfedi pro izolovanou DNA. Toto prosttedi zajist'uji
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tzv. master mixy, které praveé poskytuji vhodné podminky potfebné k namnozeni DNA.
Pro metodu real-time PCR (g-PCR) byly pouzity komeréné vyrobené Kity.

Pro uskuteénéni metody byl pouzit kit EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8, DR4)
(Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.). Tento kit slouzi ke genotypizaci HLA-DQ2, HLA-DQ8
a HLA-DR4 genil z izolatu DNA. Aby mohly byt alely téchto genti a vnitini kontroly
detekovany, bylo zapotiebi pouzit znacené¢ sondy (FAM a JOE) a primery. Pomoci
soupravy EliGene® Coeliac RT je mozné detekovat alely HLA-DQ2 (DQAL1* 05,
DQB1* 02), HLA-DR4 (DRB1* 04) a HLA-DQ8 (DQA1* 03, DQB1* 03:02). Pro
spravny prubéh reakce je dulezité, aby byla pouzita také vnitini kontrola. Pti této reakci
byla jako kontrola pouzit lidsky gen SYPL2 (synaptophysin-like 2), ktery se nachazi

Pro detekci alel DQA1* 05, DRB1* 04 a DQB1* 03:02 byla podle manualu
EliGene® Coeliac RT pouzita sonda FAM barvou (exc. 494 nm — em. 518 nm) a pro
detekci DQAL1* 03, DQB1* 02 a SYPL2 (vnitini kontrola) alel sonda znacena JOE
barvou (exc. 520 nm — em. 548 nm). Komeréné dodavany master mix také obsahuje
referencni barvu ROX (pasivni), kterd slouzi pro normalizaci signalu.

Kit EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS8, DR4) obsahuje jiz pfedmichané master
mixy. V téch se nachazi vSechny potiebné roztoky, véetné primert a DNA polymerazy.
Master mixy CELI-DQ8, CELI-DQ2 a CELI-DR4, které se nachazely v mrazicim boxu
byly pfedem vyjmuty a pfeneseny do lamindrniho boxu, ktery byl jiz dekontaminovany
a ptipraveny k praci. Zde byly master mixy uchovany na ledu, aby se snizilo riziko
kontaminace reakénich smési. Do tohoto boxu byl také vloZen namrazeny blok, ktery
obsahoval hlinikové adaptéry (LightCycler® Centrifuge Adapters, Roche Life Science).
Do téchto adaptéri byly pinzetou opatrné€ vloZeny specidlni kapilary (objem 20 pl). Poté
co se master mixy rozmrazily byly kratce zvortexovana a stoCeny. Nasledné probihalo
pipetovani 17,5 pl master mixu do tii sad (tzn. DQ2, DQ8 a DR4) detekénich kapilar.
Déle bylo do dalSich tfech kapilar napipetovano také 17,5 pl master mixu, ty slouzili
jako pozitivni kontrola a dal$i tfi kapilary slouzily jako negativni kontrola. I do téch
bylo ptidano 17,5 ul master mixu.

V dalsim kroku bylo do prvnich tfech detek¢nich kapilar (DQ2, DQ8 a DRA4)

pfidano 2,5 upl izolované DNA. Do kapilar, které slouzily jako pozitivni kontrola
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se pridala kontrolni DNA (PC CELI) a do negativni kontroly byla napipetovana H20O
(Aqua pro Injectione). Nasledné prob¢hlo kratké stoCeni kapilar v centrifuze, do které se
kapilary vlozily 1 s hlinikovymi obaly, aby nedosSlo k jejich poSkozeni. Poté jiz
nasledoval posledni krok ptipravy reakce real-time PCR. Kapilary se vsunuly do
specifického pro tento typ cycleru (LightCycler® 2.0, Roche Life Science) a doslo

k navoleni a spusténi odpovidajiciho reak¢niho protokolu.

Real-time PCR
Poté co bylo peclivé provedeno napipetovani master mixt a izolované DNA byly
kapilary vloZeny do cycleru a byl zvolen odpovidajici reakéni protokol. Parametry

amplifikace shrnuje tab. ¢. 6.

tab. ¢. 6: Parametry amplifikace

FAZE POCET CYKLU TEPLOTA (°C) CAS
UdrZovaci 1 95 3 minuty
Cyklovaci 40 95 15 sekund

61 (extenze s annealingem) 40 sekund

Ihned po dokonceni programu probéhla specifickd Uprava (barevnd kompenzace
apod.) a analyza dat. Nésledné byla pak mozné i interpretace ziskanych vysledki.
V ptipadé pozitivniho vysledku doslo v kanalu FAM (510-528) i JOE (530-548)
k amplifikaci a nartstu signalu. Naopak v pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci
vibec nedoslo. Bereme-li v potaz pozitivni kontroly, zde byl patrny vyznamny narast
signalu v kandle JOE 1 FAM. Tim bylo potvrzeno, Ze reakce prob&hla spravné. Na
druhou stranu u negativni kontroly k naristu signalu nedoslo, a diky tomu bylo jasné, Ze
vzorky nebyly pfi pfipravé kontaminované. V tab. ¢. 7 jsSou znazornéné potencionalni

vysledky testu.
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tab. ¢. 1: Potenciondlni vysledky testu

CELI-DQ2 Mix
Genotyp FAM JOE
DQAL*05  DQBL* 02

(DQ2) (bQ2)
DQ2 - +
DQ 25 + +
DQ8 + -
DQ8 - +
DQ8 - -
DRB4 + -
DRB4 - +
DRB4 - -
DQ2/DQ8 + +
DQX.5 + -
negativni - -
DQ 2.x - +
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CELI-DR4 Mix
FAM JOE IC
DRB1* 04 (vnitini
(DRB) kontrola)

+ +

- +

- +

- +

+ +

+ +

+ +

+ +

- +

- +

- +

- +

CELI-DQ8 Mix
FAM
JOE
DQB1*
DQA1* 03
03:02 (DQS8)
(DQ8)
- +
+ +
+ +
+ +
- +
- +
+ +



4  Vysledky

tab. ¢. 8: Vysledky real-time PCR reakce

Cislo  DQAI1*05
vzorku (DQ2)

1 -
2 +
3 -
4 -
5 -
6 +
7 +
8 +
9 -

10 -

11 -

12 +

*koncentrace DNA je pod 1 ng/ul

Zastoupeni jednotlivych alel v laboratoti GENLABS od roku 2014 z celkového

DQB1* 02
(DQ2)

+ +

DRB1* 04
(DRB)

+ + + + +

+ + + + +

Vnitini
kontrola

+ + + + + + + + + + + +

DQAL* 03
(DQ8)

+ + + + +

+ + + + +

c DNA
(ng/ul)

9,84
7,28
0,96*
2,86
30
4,96
4,86
12,9
8,19
16,9
20,9
8,6

Vysledek

DQ8
DQ2.5
DQ2
DQ8
DQ2
DQx.5
DQ2.5
DQ8
DQ8
DQ8
Neg.
DQx.5

poctu 270 pacientt, ze kterych bylo 123 vzorkt pozitivnich (viz tab. ¢. 9), 45 vzorka

bylo detekovano jako haplotyp DQx.5 a 48 pacientli vykazovalo haplotyp DQX.x. Oba

tyto haplotypy maji velice nizké riziko vzniku celiakie, a proto nejsou povazovany za

pozitivni.

tab. ¢. 9: Zjistené zastoupeni haplotypii celiakie

Rizikové alely

DQS
DQ2
DQ2.5
DQ2.x
DQ2.5/DQ2
DQ2.5/DQ8
DQ2/DQ8
DQ2/DQ7

Pocet pacientii

24
26
49
16
3
3
1
1
47

19,5 %
21,1 %
39,8 %
13 %
0,024 %
0,024 %
0,008 %
0,008 %

Procentualni zastoupeni



Ziskané vysledky byly vySetfovany pomoci metody real-time PCR pomoci kitu
EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8, DR4) (Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.) a dale byli
vyhodnoceny. Ze ziskanych dat, 1ze vycist, Ze z celkového poctu 12ti vzorkd byly u 11
detekovany rizikové haplotypy, pouze v jednom piipadé vySel vysledek negativni.
Vtab. ¢. 8 muZeme vidét jednotlivé vyhodnoceni vzorkd, které lze odecist i
z rodokmenu vySetiované rodiny (viz Obrazek 4). Z 11 pozitivnich vzorkl bylo nejvétsi
zastoupeni rizikového haplotypu DQS, a to v péti ptipadech, u dvou vzorka byl a zjistén
haplotyp DQ2, v dalSich dvou pfipadech byl detekovan haplotyp DQ2.5 a pokud se
jedné o posledni dva vzorky, zde byl zjistén haplotyp DQx.5, ktery se vyznacuje velice

nizkym rizikem vzniku celiakie.

."I/l x\ll DRB1704 f/ \\ DRE1'U4
In DQI | paBioz | DQs 'Dum'uauz
\_ _/ DOAT03 N J
—
DRB1"04 iy DRB1*04
DOA1*03 ggi‘l'm ggg]'ﬂuz DOB1*0302
DOA1*05 1705 . DOAT03
DOA1*05 L
A~ DQB1%02 DOB1'02 7N N
, .
. | DB | | DOS8
| D) 2.5 Do) 2.5 , ! \ {
\ / NS N4
S —
1
Jﬁ /..L\ 7N ."’/ ™
7N [ DOs | s , bas
|m‘}1f/|| D) x5 \ /I \x__./. \__/
— . T DRB1*04 DRE1704
DOAT'GS s DB 102 DQATDS DOAT 03 DOATD
DOAT03 DOAT03
DOB170302

Obrazek 4: Rodokmen vysetrované rodiny (vlastni zdroj)
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5 Diskuse

Celiakie je onemocnéni definované jako nesndsenlivost lepku a fadi se mezi
autoimunitni onemocnéni. Celiakie se projevuje zejména postizenim sliznice tenkého
stteva. Spoustéfem autoimunitni reakce proti buitkam tenkého stieva (enterocytim) je
lepek, resp. peptidické Stépy, které jsou obsazené v rtizné mife v bilkovinach Zita,
jeCmene, pSenice a casteCn¢ také ovsa. Nejvyznamngjsi rizikové faktory pro
onemocnéni celiakie jsou haplotypy HLA-DQZ2 a HLA-DQS8, ackoliv ale nemohou
nikdy samostatné¢ slouzit jako diagnosticky prvek. Teprve kombinace genetickych a
sérologickych testi miiZze potvrdit nebo vyloucit diagnozu celiakie (Fasano et al., 2001).

Nedavné studie prokazuji, ze 41 % dospélych a az 60 % déti jsou sice
diagnostikovani, ale zcela bez piiznakd. Proto je dulezity screening celiakie, diky
kterému je mozné zjistit potenciondlni riziko vzniku onemocnéni v okruhu ptibuznych
pacienta nebo se tyka pacientd, ktefi trpi asociovanymi chorobami. V tomto ptipad¢ se
jedna nejvice o onemocnéni diabetes mellitus I. typu. Zde je znama prevalence i 3—
10 %. Priciny asociace téchto dvou onemocnéni nejsou zcela objasnény, nicméné
zivotni podminky pacienta s diabetem mohou stimulovat rozvoj celiakie, stejné jako ji
muze vyvolat geneticka predispozice (Gujral, 2012).

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace bylo vySetfeni genetickych predispozic pro
celiakii v mé roding, kdy ja sama trpim jak celiakii, jako pfidruzenym onemocnénim k
diabetu mellitu I. typu. Diabetes mellitus 1. typu mi byl diagnostikovan v 9 letech
(2007), po stfevnim onemocnéni, kdy jsem upadla do ketoacidozy. Po dalSich asi 10
mésicich dekompenzovaného diabetu mi byla po souboru vySetfeni biochemicky,
pomoci protilatek, prokazana alergie na lepek a nasledné po biopsii tenkého stifeva
urena diagnéza celiakie. Urceni celiakie trvalo velice dlouho, kvili nejasnym
priznakiim. Jedinym piiznakem byly pravé dlouhodobé nesrovnatelné hodnoty glukézy,
které se nesniZovaly ani po vysokych davkach inzulinu.

Predpoklad, Ze se celiakie vyskytuje jako pfidruZzené onemocnéni diabetu se v mém
ptipad¢ potvrdil. Tento ptredpoklad je dan geneticky. Vrozené rizikové faktory, které
jsou spojeny s celiakii se nazyvaji HLA-DQ2 a HLA-DQ8, a pravé genetické vySetieni
je jedinou cestou, jak lze jejich pritomnost prokazat. Protoze se jedna o dédi¢né faktory,
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je dulezité vySetfit také sourozence, rodice a poptipadé déti pacientl. Pokud se u
nckterych z nich celiakie potvrdi, méli by vySettenim déle projit prarodi¢e nemocného,
jeho strycové a tety. V moji bakalafské praci byli kromé jiz zminénych ptibuznych
vySetfeny také sestfenice a bratranec.

Pro vysetfovany soubor 12 ti vzorkli byla zvolena metoda real-time PCR, ktera je
velice citlivd. Vyhodou této metody je moznost vySetfeni vzorka S velice nizkou
koncentraci DNA (od 1 ng/ul). V pfipadé moji praktické prace byla pouze jedna
koncentrace pod 1 ng/ul (vzorek ¢islo 3), presto se podafilo tento vzorek analyzovat a
vysledek testu bylo mozno odecist. Genetick¢é vySetfeni prokdzalo piitomnost
rizikovych alel, které se vyskytuji u vSech ¢leni mé blizké i $ir$i rodiny, kromé
jednoho. Zastoupeni rizikovych genotypt znazornuje rodokmen na Obrazek 4, ze
kterého taktéz vyplyva, Ze tyto rizikové alely se v rodin€ dédi uz po 3 generace a jsou
pfitomny v obou vétvich rodiny.

Z vysledkl lze vycist, Ze nejCastéji zastoupeny haplotyp je v mé rodin¢ haplotyp
DQ8, a to u 5 vzorkli — ze 12 (42 %), a ktery v porovnani s ostatnimi vySetfenimi
Vv laboratoifi GENLABS tak ¢asty neni (pouze 19,5 %). Z odbornych publikaci vyplyva,
ze tento haplotyp je spiSe vzacny (asi 8 %) v porovnani s rizikovymi haplotypy typu
DQ2 (>90 %) (Vrana, 2017). V mé rodin¢ se také dvakrat objevil haplotyp DQ2.5,
ktery se u celiaki vyskytuje viibec nejastéji a stejné tak byl prokdzan u nejvyssiho
poctu testovanych jedinct v laboratofi. Druhym nejcastéji detekovanym haplotypem byl
ve sledovaném obdobi v laboratoti haplotyp DQ2, ktery se v mé rodin€ vyskytl celkem
dvakrat. Dva rodinni pfislusnici méli haplotyp DQX.5, ktery pfinasi jen velmi malé
riziko pro vznik tohoto onemocnéni a v laboratofi se od roku 2014 objevilo pouze 45
jedinct (z 270 vysetfovanych), predstavujicich 16,6 %. Pouze jeden vzorek z mého
souboru byl vyhodnocen jako negativni, v tomto jediném piipadé vysledek diagnozu
celiakie s vysokou pravdépodobnosti vylucuje.

Zajimavé je, ze nikdo z ptibuznych, kterym byly detekovany rizikové haplotypy
netrpi zadnym z ptiznakt celiakie ¢i DM . typu jako ja.

Asociace celiakie s DM . typu se podle statistik z poslednich let stava ¢im dal vic
Cast¢jSim problémem a pocet nové nemocnych celiakii stoupa. Jak v piipad¢ diabetu,
tak v piipad¢ celiakie se jedna o autoimunitni onemocnéni a pfic¢emz jeho nastup nelze
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témet ovlivnit. Dllezita je v€asna diagnostika a zavedeni vhodné dietni 1éCby, kterou je
dalezit¢ disledné dodrzovat. Pevné dodrzovani lécby je dilezitym faktorem, ktery
ovlivituje jak samotny pribéh onemocnéni, tak tizce souvisi s prognézou a je prevenci
pted chronickymi komplikacemi, které jsou v ptipadé¢ obou onemocnéni velice vazné.

Z vysledkl této studie vyplyva Ze hypotéza €. 1, tykajici se prikazu vrozeného
rizikového faktoru souvisejiciho s celiakii u pacienta s diagn6zou DM 1. typu a celiakie,
je pravdiva. Pokud se jednd o hypotézu ¢. 2, piedpokladajici vyskyt vrozenych
rizikovych faktori pro celiakii v §ir§i rodin€ pacienta s celiakii, potvrdila se jeji
pravdivost az ne jeden pfipad, mé sestienice, kdy byl vysledek testu negativni. Ackoli je
nutno dodat, ze pfitomnost rizikového haplotypu nelze samostatné interpretovat jako
potvrzeni celiakie, vzhledem k jeho nizké specifité¢ pro tuto diagnézu a pro jeji
potvrzeni je nutné doplnit toho vySetfeni a sérologické testy.

Vysetieni mé rodiny pfineslo zajimavé vysledky. Ostatni clenové rodiny
neprodélali virové onemocnéni, popt. stres, po kterém by nasledovalo rozvinuti
onemocnéni, coz poukazuje na ovlivnéni téchto dvou chorob i environmentilnimi

faktory, pouze genetické predispozice nestaci.
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6 Zavér

Teoretickou c¢ast této bakalarské prace jsem vénovala shrnutim poznatkt o celiakii,
diabetu, HLA systému a genetické provazanosti obou onemocnéni. V praktické ¢asti
jsem si osvojila spravnou laboratorni praxi v genetické laboratofi. Absolvovala jsem
proces vySetieni od odbéru vzorkll az po interpretaci vysledkt. Uvod praktické &asti
jsem veénovala preanalytické fazi vySetieni, kde jsem se zabyvala odbérem materialu.
V dalsi casti praktické prace jsem popisovala analytickou fazi, kde jsem vysvétlila
princip metody real-time PCR a popsala postup této metody, ktera byla provadéna
pomoci komeréné dodavaného kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8, DR4) (Elisabeth
Pharmacon, s. r. 0.) v pfistroji Light Cycler 2.0 (Roche). Soucasti praktcké casti byla
analyza ziskanych vysledki. Néasledné v diskusi byla tato data nalezit¢ prodiskutovéana a
porovnana s ostatnimi vysledky, které ziskala genetickd laboratoi v prubéhu nékolika
let.

V zavislosti na ziskanych datech, lze potvrdit obé stanovené hypotézy. Bylo
potvrzeno, ze rizikové faktory pro vznik celiakie vysetfované genetickou metodou real-
time PCR se vyskytuji nejen u mé samotné, ale i v 8irsi rodiné. Nejcastéji byl v souboru
12 vzorku zastoupeny haplotyp jindy pomérné vzacny haplotyp DQ8, haplotypy DQ2,
DQ2.5, DQx.5 mély zastoupeni stejné a byly detekovany vzdy u dvou vzorki. Kromé
piitomnosti alel DQX.5, ptedstavujici dle dostupnych odbornych praci jen velmi nizké
riziko rozvoje celiakie, a jednoho vzorku, vyhodnoceného jako negativni, maji vS§ichni

ostatni pfibuzni potencionalni riziko vzniku onemocnéni celiakie.
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10 Seznam zkratek

AGA = protilatky proti gliadinu

APC = Antigen Presenting Cells, antigen prezentujici buiika
ARA = protilatky proti retikulinu

CD = Cluster of Differentiation, diferenciacni skupina lymfocyt
DM = diabetes mellitus

DNA = deoxyribonukleova kyselina

EMA = protilatky proti endomysiu

ESPGHAN = European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition, Evropska spolec¢nost pro détskou gastroenterologii, hepatologie a vyZziva

GDM = gestacni diabetes mellitus

HLA = Human Leukocyte Antigens, lidské leukocytarni antigeny

IEL = intraepitelialni lymfocyty

IgA = imunoglobulin A

INF = interferon

LIC = laboratorni informaéni ¢islo

MHC = Major Histocompatibility Complex, hlavni histokompatibilni komplex
PCR = Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

rpm = revolutions per minute, ota¢ky za minutu

RT = Room Temperature, pokojova teplota

RT-PCR = Real-Time Polymerase Chain Reaction, polymerazova itetézova reakce
V redlném case

TNF = tumor nekrotizujici faktor

tTG = tkénova transglutaminaza
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WHO = World Health Organization, svétova zdravotnicka organizace
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