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ANOTACE

Tato bakalarska prace ma za cil Ctenafe seznamit s problematikou celiakie z epigenetického
hlediska. Uvodni &ast prace se vénuje samotné celiakii, jeji diagnostice a environmentalnimi
faktory, které také mohou za rozvoj onemocnéni. Nésledné se prace zamétuje na epigenetické
mechanismy, jako je methylace DNA, histonové modifikace a pisobeni nekddujicich RNA,
a jejich vliv na regulaci genové exprese u jedinci s genetickou predispozici. Zavér této prace je

veénovan piipadné terapii z epigenetického a imunologického hlediska.
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Celiakie, epigenetika, methylace DNA, histonové modifikace, nekddujici RNA, terapie
TITLE

Celiac Disease from an Epigenetic Perspective

ANNOTATION

This bachelor’s thesis aims to introduce the reader to the issue of celiac disease from
an epigenetic perspective. The introductory part focuses on the disease itself, its diagnosis, and
environmental factors that may also contribute to its development. The following section
explores epigenetic mechanisms such as DNA methylation, histone modifications, and the role
of non-coding RNAs, and their impact on gene expression regulation in individuals with genetic
predisposition. The final part of the thesis discusses potential therapeutic approaches from both

epigenetic and immunological perspectives.
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Celiac disease, epigenetics, methylation of DNA, histone modifications, non-coding RNA,

therapy
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UVOD

Celiakie je chronické autoimunitni onemocnéni vyvolané konzumaci lepku, ktery
se nachazi v pSenici, zitu a jeCmeni. U geneticky predisponovanych jedincti zpusobuje
konzumace lepku patologickou imunitni odpovéd’ vedouci k zanétlivému poskozeni sliznice
tenkého stieva. V dusledku toho dochazi k malabsorpci zivin, coz mize vést k Siroké Skale

klinickych projevii — od gastrointestinalnich obtizi az po neurologické a kozni symptomy.

Ackoli geneticka predispozice hraje kliCovou roli ve vyvoji celiakie, samotna
pritomnost rizikovych alel HLA-DQ2 a HLA-DQS8 neni dostacujici k jejimu rozvoji.
V poslednich letech se proto dostava do poptedi vyzkumu epigenetika — véda zkoumajici
dédi¢né ovlivnéné zmény genové exprese, které nejsou spojeny se zmenami v sekvenci DNA.
Epigenetické mechanismy, jako je methylace DNA, modifikace histoni a plsobeni
nekddujicich RNA, mohou hrat zésadni roli v regulaci imunitni odpovédi a ovliviiovat riziko

vzniku celiakie.

Cilem této prace je shrnout soucasné¢ poznatky o epigenetickych mechanismech
podilejicich se na rozvoji celiakie, analyzovat jejich vliv na imunitni odpovéd’ a posoudit
moznosti epigenetickych intervenci jako potencialniho terapeutického ptistupu. Pochopeni
téchto mechanismti mize piispet k hlubSimu porozuméni patogeneze celiakie a oteviit nové

cesty pro diagnostiku a 1écbu tohoto onemocnéni.
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1. CELIAKIE

1.1 Charakteristika

Celiakie je autoimunitni onemocnéni, které je na celém svété velmi rozsitené. Po poziti
lepku vyvoléva u jedinch autoimunitni reakci, kdy dochézi k poSkozeni tenkého stieva. Jedna
se o celozivotni onemocnéni, které doprovazi fada symptomil jako jsou bolest biicha,
nadymani, fyzicka bolest nebo inava. Vyznacuje se pietrvavajici nesnasenlivosti lepku, v némz
problematickou slozkou v psenici je gliadin, a dalSich proteind podobnych lepku, které se
nachdazeji v zitu (secalin), je¢meni (hordein) nebo ovsu (aveniny), a vyznacuje se systémovymi
a gastrointestinalnimi projevy. Pro potlaceni symptomi jedinec dodrzuje bezlepkovou dietu,
ktera vynechava potraviny obsahujici lepek a je tak ucinnou 1é¢bou proti poskozeni tenkého

stteva. (Dochat et. al., 2024., Cazac, G.D. et. al., 2024, Catassi et. al., 2022)

1.2 Lepek

Lepek neboli gluten je skupina slozitych glykoproteinti, jehoz dvé hlavni proteinové
sloZky jsou prolaminy a gluteniny. U pSenice je hlavnim prolaminovym proteinem je gliadin,
ktery je hlavnim faktorem zpﬁsobujici problémy u celiakie a j e rozpustn}'l v ethanolu. Na rozdil
které jsou propojeny disulfidovymi mustky. Lepek je pruzny diky elastické siti gluteninu,
kterou gliadin ,,zmé&kcuje* a umoziuje ji natahovat se a vracet zpét, coz dava téstu jeho

charakteristickou pruznost a soudrznost. (Min et al., 2019, Jorgensen et al., 2024)

1.3 Druhy celiakie

choroby vyvolané lepkem/p3enici

patogeneze

neautoimunitni
nealergicka
*

L]
glutencwa herpetiformni alergie neceliakslni

autoimunitni alergicka

celiakie

ataxle dermatitida na péenici glutenova

/pieniéna

asymptamaticka senzitivita
v ¥

pnﬂavinnvé respiracni kontaktni

Lkl alergie alergie urtikarie

Obrazek 1: Schéma chorob vyvolanych lepkem (Hoffmanova et al., 2019).
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Celiakie se rozdéluje podle toho, zda se u jedince projevuji zna¢né priznaky anebo je

bez priznakll. Vice podrobnosti viz ndzorny obrazek vyse (Obrazek 1) a nasledujici odstavce.

1.3.1 Symptomaticka celiakie

Jedna se o celiakii, u které se ptiznaky projevuji. Miize se jednat o gastrointestinalni
symptomy jako bolest bficha, prijem ¢i nadyméani a dochéazi k malabsorpci. U dospélych jsou
vSak Casté€jsi projevy, které nejsou piimo spojené s travicim traktem, ale vyplyvaji z postiZeni
ruznych orgénl. Mezi tyto ptiznaky patfi napiiklad sideropenickd anémie, osteoporoza,
neplodnost, dermatitis herpetiformis, neuropsychiatrick¢ problémy a rGznd autoimunitni
onemocnéni, jako je diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni tyreoiditida, dalSi autoimunitni
endokrinopatie, autoimunitni hepatitida, primarni bilidrni a sklerézujici cholangitida,
autoimunitni myokarditida, Sjogrentiv syndrom, systémovy lupus erythematodes, onemocnéni

pojivovych tkani a IgA nefropatie. (Hoffmanova et. al., 2019)

1.3.2 Asymptomaticka celiakie

Celiakie se mize vyskytovat i ve své asymptomatické formé, kdy pacient spliuje
diagnosticka kritéria, jako jsou pfitomné autoprotilatky a pozitivni biopsie, ale neprojevuji se u
n¢j zadné klinické priznaky. K odhaleni této formy obvykle dochazi pouze prostiednictvim
cileného screeningu u blizkych ptibuznych pacientl s celiakii nebo u osob trpicich jinymi

autoimunitnimi onemocnénimi. (Hoffmanova et. al., 2019)

1.3.3 Potencialni celiakie

a histologického vysetfeni v rozporu. V takovych piipadech se mize jednat o potencidlni
celiakii. U potencidlni celiakie je sliznice tenkého stfeva histologicky normalni, piipadné
vykazuje pouze intraepitelidlni lymfocytdzu, pficemz celiakalni autoprotilatky jsou pozitivni.
Genetické testy potvrzuji pritomnost HLA DQ2/8 gent. Pristup k t€émto pacientim musi byt
individualni — pokud maji ptiznaky, doporucuje se bezlepkova dieta, zatimco asymptomaticti
jedinci by méli byt pravidelné sledovani a testovani na autoprotilatky, protoze se jejich stav
muze v ¢ase zménit, bud’ rozvojem piiznakd, nebo poklesem protilatek az k jejich normalizaci.

Je také dulezité zohlednit moznost faleSné negativniho histologického nalezu, pokud byla
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provedena nedostatecnd biopsie nebo odbér tkané z mista bez typickych zmén. V takovych
ptipadech je vhodné biopsii zopakovat nebo vyuzit pokrocilé endoskopické metody k presnéjsi

identifikaci postizené sliznice. (Hoffmanova et. al., 2019)

1.4 Druhy celiakie podle fenotypickych projevii

Druhy celiakie se daji také rozdélit podle fenotypickych projevii. Ty se nejcastéji
objevuji v gastrointestindlnim traktu, ktery je zéarovenn hlavnim mistem, kde dochézi
k autoimunitni reakci spojené s timto onemocnénim. Nicménég, dnes je jiZ prokazano, Ze
celiakie je systémové onemocnéni, kdy se miiZou projevovat i extraintestindlni piiznaky.
Celiakie miiZze byt v dobé diagnozy klasifikovéana do tii forem na zaklad¢ jejich fenotypickych

projevil: klasickd, neklasicka a subklinicka. (Catassi et. al., 2022, Laurikka et.al., 2022)

1.4.1 Klasicka celiakie

Klasicka forma celiakie, ktera se vyskytuje pievazné u déti mladSich péti let, se
vyznacuje fenotypickymi projevy, jako je chronicky prijem, nechut’ k jidlu, hubnuti, nafouklé
biicho, svalova atrofie a zmény nalady. V ojedinélych ptipadech miize opozdéna diagnoza vést
k zavazné celiakalni krizi, coz je zivot ohrozujici stav charakterizovany vodnatym prijmem,
vyraznym nadmutim bficha, dehydrataci, poruchou elektrolytové rovnovahy, nizkou hladinou
albuminu v krvi, nizkym krevnim tlakem a letargii. Mezi dal$i moZzné komplikace patii akutni

nebo opakujici se stfevni intususcepce. (Catassi et. al., 2022)

1.4.2 Neklasicka celiakie

Neklasicka forma celiakie je nejcastéjsi variantou tohoto onemocnéni a projevuje se
nespecifickymi trdvicimi obtizemi, jako jsou opakujici se bolesti bficha, nadymani, prijem
nebo naopak zicpa. Kromé toho mohou byt pfitomny extraintestinalni piiznaky, naptiklad
chronicky nedostatek Zzeleza nebo dlouhodobd tnava. Onemocnéni se miliZze projevit
1 systétmovymi komplikacemi nebo dal§imi pfidruzenymi obtiZemi, mezi néZ patii nutricni
deficity (nedostatek Zeleza, vitaminu B1), bolesti kloubti (artralgie) nebo zanétlivé onemocnéni
kloubti (artritida). DalSimi moZznymi projevy jsou vypadavani vlasii (alopecie), opakujici se

zanéty v ustech (stomatitida) a chronicka kopftivka. (Catassi et. al., 2022)
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1.4.3 Subklinicka celiakie

Subklinicka (neboli klinicky némd) celiakie byvd odhalena prostfednictvim
screeningovych programti v bézné populaci nebo pii cileném vyhledavani v rizikovych
skupinach, naptiklad mezi ptibuznymi osob s diagnostikovanou celiakii. U dospé€lych se oproti
détskym pacientim castéji vyskytuji extraintestinalni projevy a v dobé diagndzy byva vyssi
mira pfidruzenych onemocnéni. Zaroven existuje u dospélych vysSi riziko vzniku
dlouhodobych komplikaci. Spojitost celiakie s nékterymi zhoubnymi naddory byla zaznamenana

témé&f vyhradné u dospélé populace. (Catassi et. al., 2022)

1.5 Patogeneze

Patogeneze je komplexni proces, ktery zahrnuje interakci mezi genetickymi
predispozicemi a environmentalnimi faktory. K rozvoji celiakie dochézi u jedinct, kteti maji
genetickou predispozici, nejcastéji ve formée pritomnosti HLA genotypti DQ2 nebo DQ8. Tyto
genetické faktory vSak samy o sob¢ nestaci — vétSina nositeli téchto alel nikdy onemocnéni
nerozvine. Ke spuSténi imunitni reakce proti lepku je zapotfebi také pusobeni
environmentalnich faktorti. Mezi n¢€ patii predevsim samotna expozice lepku ve stravé, ale svou
roli mohou hrat i rizné infekce (naptiklad virové) nebo zmény ve slozeni stfevniho
mikrobiomu. VSechny faktory prispivajici k této nemoci nasledné¢ zminim. (Tye-Din et al.,

2018)

1.5.1 Uloha genetiky ve vyvoji onemocnéni

Celiakie se objevuje u jedincl s genetickou predispozici, zejména u nositelll haplotypi
HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8. Tyto haplotypy se vyskytuji ptiblizn€ u 30 - 40 % lidi trpicich
celiakii, coz naznacuje, Ze ackoli jsou nezbytné pro vznik onemocnéni, samy o sobé nestaci k
jeho rozvoji. Cilem vyzkumnikl tedy bylo identifikovat dal$i geny, které by mohly
predisponovat této nemoci. Identifikace dalSich gent predisponujicich k onemocnéni byla
dosazena pomoci studii asociace celého genomu (GWAS — Genome-Wide Association Studies)
provadénych na riiznych geografickych populacich. Tyto studie odhalily 39 genetickych lokust
spojenych s rozvojem celiakie a zaroven potvrdily vyznam oblasti lidského leukocytarniho
antigenu (HLA). Dals$i analyzy ukazaly, ze n¢které lokusy zahrnovaly vice nez jeden gen
spojeny s celiakii, coz vedlo k nartistu poctu zapojenych jednonukleotidovych polymorfismi
(SNP-single nucleotide polymorphism) na 57. I kdyz byly tyto studie pomérné rozsahlé,

identifikované lokusy nedokdzaly pIné objasnit genetickou predispozici k celiakii, protoze
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kombinace HLA a téchto dalSich gend pokryvala priblizné 54 % dédicnosti. Mnoho z téchto
SNP zahrnovalo geny spojené s imunitni funkci bud’ ve stieve, nebo v brzliku, coz poskytuje
dalsi dikaz pro teorii, ze zmény v imunitni odpovédi hraji klicovou roli v predispozici a

patogenezi celiakie.

Rizné kombinace téchto SNP mohou souviset s odliSnymi projevy onemocnéni.
Naptiklad lokus TLR7/TLR8 byl spojen s nastupem celiakie pied 7. rokem zivota, zatimco
lokusy SH2B3/ATXN2, ITGA4/UBE2E3 a IL-2/IL-21 byly spojeny s pozdéjSim rozvojem
SH2B3/ATXN?2 spojen s vyskytem diabetu 1. typu. Nékteré z téchto identifikovanych SNP se
zaroven jevi jako genetické predispozice 1 pro dal§i autoimunitni onemocnéni, naptiklad
diabetes 1. typu a Crohnovu chorobu, coz naznac¢uje mozné spole¢né genetické zéklady pro

rozvoj autoimunitnich chorob. (Gnodi et al., 2022)

1.5.1.1 Genetické vySetieni

Pacienti s celiakii maji na povrchu imunokompetentnich bunék prevazné HLA molekuly
typu DQ2 (ptiblizné 95 %) nebo DQ8 (asi 5 %). Kromé téchto HLA-DQ2/8 genil se na rozvoji
onemocnéni podili 1 dal§i geny nachazejici se mimo HLA komplex. Pfestoze témet vSichni
pacienti s celiakii nesou genotyp HLA-DQ2/8, jeho pifitomnost sama o sobé znamena pouze
zvysené genetické riziko. Tento genotyp se totiz vyskytuje u 35-40 % zdravych jedinct, avSak
pouze 2-3 % téchto jedinch skute€né onemocni celiakii. N&které studie naznaluji, Ze také
genotyp HLA-DQ9 by mohl piedstavovat rizikovy faktor. Naopak neptitomnost HLA-DQ2/8
témef s jistotou vylucuje celiakii, s negativni prediktivni hodnotou pfesahujici 99 %. Genetické
testovani proto neni hlavnim diagnostickym nastrojem, jelikoz jeho pozitivni prediktivni
hodnota je nizka. V praxi se vyuziva spiSe k vylouceni celiakie nebo ve specifickych ptipadech.

(Hoffmanova et. al. 2019)

1.5.2 Environmentalni faktory

Celiakie je autoimunitni onemocnéni, jehoZ vznik a pribéh ovliviiuje nejen geneticka
predispozice, ale také rizné environmentélni faktory. Nékteré z nich jsou niZe popsany.

(Tye-Din et al., 2018)
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1.5.2.1 Strava

Konzumace vétsitho mnozstvi lepku v raném détstvi, zejména béhem prvnich péti let
zivota, muze u déti s genetickou predispozici zvySovat riziko rozvoje celiakie i souvisejici
autoimunitni reakce. Vyssi ptijem této bilkoviny je spojovan s vétsi pravdépodobnosti vzniku
onemocnéni a naruSenim funkce tenkého stfeva v dusledku imunitni odpovédi organismu.

(Andrén Aronsson C et al., 2019)

Dlouhodoby vyzkumny projekt TEDDY se zabyval mozZznou souvislosti mezi hladinami
vitaminu D v jidelnicku a rizikem vzniku celiakalni autoimunity u déti, které maji genetickou
predispozici k celiakii. Bylo zjiSténo, Ze jak pfiliS nizkeé, tak 1 pfili§ vysoké hladiny vitaminu D
mohou byt spojeny s vy$$im rizikem rozvoje této autoimunitni nemoci.

(Stahl, M. et al. 2024)

1.5.2.2 Infekce

Nekolik studii naznaCuje, Ze déti, u nichZ se pozdé¢ji vyvine celiakie, jsou Castéji
vystaveny infekcim v raném veéku. Jednim z omezeni téchto studii je, Ze jsou zalozeny na
dotaznicich vyplnénych rodici, pii¢emz typ a misto infekce nejsou podrobné specifikovany.
Existuje souvislost mezi sezonnimi faktory a rizikem vzniku celiakie, pfi¢emz se predpoklada,
ze virove infekce v kritickém obdobi vyvoje imunitniho systému mohou hrat roli. Tento vztah
je podpotren zjisténimi z longitudinalnich studii, které¢ ukazuji na zvysSené riziko autoimunity

celiakie po Castych rotavirovych infekcich. (Tye-Din et al., 2018)

1.5.2.3 Mikrobiom

Mikrobiom také hraje klicovou roli pfi vzniku celiakie. Byly zjistény zmény ve sloZeni
sttevni mikroflory u pacientii s celiakii — n¢které bakterialni druhy jsou u téchto jedinci asté;jsi,
zatimco jiné se vyskytuji méné€. Tato nerovnovdha miiZze vést k naruseni tolerance vici lepku,
coz spousti autoimunitni reakce. Zdiraziiuje se tedy na sloZitost interakci mezi mikrobiomem

a imunitnim systémem. (Tye-Din et al., 2018)

1.6 Diagnostika

V soucasnosti je nejpresnéjsi metodou pro screening pacientll na celiakii stanoveni

specifickych protilatek. Ostatni vySetfeni, jako biochemické, hematologické ¢i zobrazovaci
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metody, mohou sice odhalit patologické nalezy, ale jejich specificita je nizka, protoze podobné
vysledky se mohou objevit i u jinych malabsorp¢nich stavii. Pro spravné sérologické vysetfeni
je nutné, aby pacient konzumoval dostate¢né mnozstvi lepku (minimalné 15 grami denn¢) a

aby bylo provedeno stanoveni hladin imunoglobulinti.

Diagnostika protilatek se provadi se séra pacienta a obvykle se zahajuje stanovenim
celkového IgA a protilatek proti humanni tkanové transglutamindze typu 2 (anti-TG2) a proti
endomyziu (EMA). Pozitivni nalez téchto protilatek mize predchazet vzniku histologickych
zmén na sliznici tenkého stfeva. VysSetieni se provadi ze sérové vzorku, protoze v jinych

biologickych materidlech neni metoda ovétena.

Béhem obdobi pfed vySetfenim musi pacient setrvat na dostatecném piijmu lepku,
protoze jeho omezeni by mohlo vést k falesné negativnim vysledkiim. Z tohoto divodu je
zahajeni bezlepkové diety pied stanovenim definitivni diagndézy nevhodné. Pti opakované
pozitivité protilatek anti-TG2 lze pomoci endoskopie a nésledné biopsie potvrdit celiakii,

biopsii indikuje gastroenterolog. (Frithauf et al., 2016, Wang et al., 2024)

Obrazek 2: A-endoskopicka fotografie dvandctniku bez celiakie, nejsou videni Zadné vroubky
na stené stievni sliznice, B-endoskopicka fotografie dvanactniku pacienta s celiakii, hruby
vzhled strevni sliznice (Wang et al., 2024, upraveno).

1.7 Imunitni mechanismus u celiakie

Jakmile peptidy lepku proniknou do lamina propria (vazivova vrstva sliznice stfeva),
dochézi k jejich deaminaci pomoci tkanové transglutaminazy (TG2). Deaminované glutenové
peptidy obsahuji vysoké mnozstvi negativné nabitych zbytkli glutamatu, coz zvysuje jejich
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afinitu k molekulam HLA-DQ2 nebo DQS8 a usnadniuje jejich prezentaci dendritickymi
buitkami CD4+ T lymfocytlim. Dendritické buiiky tak prezentuji deaminované peptidy gliadinu
CD4+ T bunkam.

Aktivované CD4+ T buiky reagujici na lepek produkuji vysoké mnozstvi
prozanétlivych cytokind, vcetné interferonu y (IFN-y), interleukinu 21 (IL-21) a interleukinu
15 (IL-15), ¢imz dochazi k aktivaci pomocnych T-lymfocytt a jejich odpovédi. Tento proces
podporuje zanétlivé déje — mimo jiné sekreci metaloproteinaz mononukledrnimi buitkami v
lamina propria, které rozkladaji extracelularni matrix a bazalni membranu, zvysuji cytotoxicitu

CD8+ intraepitelidlnich lymfocytti a podporuji apoptoézu enterocytti ve sliznici stieva.

Kromé toho aktivované CD4+ T buniky prostfednictvim Th2 cytokinil stimuluji aktivaci
a klonalni expanzi B-lymfocytii, coz vede k produkci protilatek proti tkanové transglutaminaze

(anti-TG2 protilatky).
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Obrazek 3: Schematické zndazornéni transportu peptidii lepku skrz strevni epitel u pacientii s
celiakii. (Rigo et al., 2024, upraveno).
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2. EPIGENETIKA

Epigenetika je védni obor, ktery studuje zmény v expresi gentl, které nejsou zptisobeny
zménami v sekvenci DNA, ale chemickymi modifikacemi DNA a jejich asociovanych proteind.
Epigenetické mechanismy mohou vyrazné ovlivnit expresi genu, diferenciaci bunck, vyvoj
tkani a nachylnost k nemocem. Pochopeni epigenetickych zmén je zasadni pro objasnéni
mechanismd, které lezi za stale vice uznavanou roli environmentalnich a Zivotnich faktort ve
zdravi a nemoci a mezi generacnim pienosem fenotypi. Nedavné studie naznacuji, ze
epigenetika miize byt klicova u riznych nemoci. Epigenetické modifikace jsou potencidlné
reverzibilni a mohly by poskytovat nové terapeutické moznosti pro 1é€bu téchto onemocnéni
pomoci epigenetickych modulatorti. Navic epigenetika poskytuje vhled do patogeneze nemoci
a biomarkerii pro diagnostiku nemoci a stratifikaci rizika. Epigenetické intervence vSak maji
potencial nechténych disledki a mohou potencidlné vést ke zvySenému riziku necekanych
vysledki, jako jsou nezadouci ucinky 1€kl, vyvojové abnormality a rakovina. Proto jsou
nezbytné diikladné studie, které minimalizuji rizika spojend s epigenetickymi terapiemi a
vyvinou bezpecné a efektivni intervence pro zlepSeni lidského zdravi. (Farsetti Antonella et al.,

2023)

2.1 Historie epigenetiky

Prvotni definici epigenetiky byl pojem ,,epigeneze®, ktery pochazi ze starofeckého
jazyka. Tento termin poprvé zavedl britsky biolog Conrad H. Waddington v roce 1942. Pozd¢ji
byl pfeménén na epigenetiku — disciplinu, ktera revoluéné méni naSe chépani regulace genda,

dédi¢nosti a moderni biologie i mediciny. (Farsetti Antonella et al., 2023)

Waddington definoval epigenetiku jako studium mechanismi, které propojuji genotyp
s fenotypem, a snaZzil se porozumét tomu, jak se oplodnéné vajicko dokaze vyvinout v plné
dospély organismus prostfednictvim bunécné diferenciace. Pfedstavil koncept epigenetické
krajiny, ktera znazornuje slozitou sit’ interakci mezi geny, molekularnimi procesy, buiikami

a prostredim, jez spole¢né formuji fenotyp organismu. (Meza-Menchaca et al., 2024)

Rozvoj epigenetiky byl podminén zdsadnimi objevy v oblasti struktury a funkce
genomu, které se odehraly v priibéhu né€kolika desetileti. Jeden z nejvyznamnéjSich pielomi
prinesli James Watson a Francis Crick, kdyz v roce 1953 popsali dvousroubovicovou strukturu
DNA za coz v roce 1962 ziskali Nobelovu cenu, odhalili princip dédi¢nosti na molekularni

urovni a polozili zdklady moderni genetiky. Dvousroubovice DNA se sklada ze dvou vzajemné
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komplementarnich vlaken nukleotidti, spojenych vodikovymi vazbami mezi bazemi — adenin
se vaze s thyminem a guanin s cytosinem. Tento objev zasadné zménil biologické védy a ptispél

k hlubSimu pochopeni genetickych mechanismd.

Ve stejné dobé prispéla k rozsifeni znalosti o genomu americka geneticka Barbara
McClintock. Pfi studiu barevnych vzori na zrnech kukufice objevila transpozony, tedy
,»skakajici geny®, které se mohou pfesouvat v ramci genomu a tim ovliviiovat genovou expresi.
Tento objev piinesl prvni diikaz o plasticité genomu a naznacil existenci sloZitych regulacnich
mechanismi, které presahuji tehdejsi predstavy o pifimé cest¢ genetické informace
(DNA — RNA — proteiny). Za svj pfinos v oblasti genetiky ziskala McClintock v roce 1983
Nobelovu cenu, a jeji prace se stala klicovym podkladem pro pochopeni role transpozonti v

epigenetické regulaci.

Dalsim daleZitym krokem k rozvoji epigenetiky bylo odhaleni chemickych modifikaci
DNA. Jiz v roce 1948 americky biochemik Rollin Hotchkiss objevil, Ze DNA mize obsahovat
5-methylcytosin (SmC). Tento objev ukazal, Ze DNA neni statickd molekula, ale mize podléhat
chemickym zménam, které ovliviuji jeji funkei, aniz by se zmeénila jeji sekvence. Hotchkissovy
poznatky podnitily dalsi vyzkum sekundarnich modifikaci DNA a jejich vyznamu pro regulaci
genove exprese, coz bylo v souladu s hypotézami Conrada Waddingtona. (Farsetti Antonella et

al., 2023)

Moderni epigenetika se zamétuje na dédicné zmény genové exprese, které neovliviuji
sekvenci DNA, ale jsou vysledkem komplexni interakce genetiky a prostiedi. Tento piistup
otevira nové moznosti pro pochopeni dédi¢nosti ziskanych vlastnosti, coz narusuje klasické

predstavy zaloZené na Mendelovych zadkonech dédi¢nosti. (Meza-Menchaca et al., 2024)

2.2 Epigenetické modifikace
Mezi epigenetické modifikace patii zminéna methylace DNA, modifikace histont,
interferen¢ni mechanismy zprostiedkované nekodujicimi RNA a role mirkoRNA. Jednotlivé

epigenetické modifikace podrobné popisu v nasledujicich odstavcich. (Meza-Menchaca et al.,

2024)
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2.3 Methylace DNA

Methylace predstavuje zéasadni epigenetickou upravu, kterd hraje klicovou roli
v regulaci genové aktivity a proteinovych funkci, aniz by dochézelo ke zménam v samotné
sekvenci DNA, prispiva k riznym biologickym procesim, vcetné genové transkripce,
embryonalniho vyvoje a bunéénych funkci. Methylace DNA mitize zptsobit to, ze se dany gen
nepiepiSe do RNA a nasledné¢ nevznikne odpovidajici protein. Methylace totiz ovliviiuje
piistupnost DNA pro transkrip¢ni faktory a enzymy, a pokud dojde naptiklad k hypermethylaci
promotorové oblasti genu, tento gen zlstane umlceny, ackoliv je jeho sekvence geneticky
spravna. Timto mechanismem muze byt narusena regulace bunééného déleni a dojit ke vzniku
onemocnéni. Chybna methylace mtize byt disledkem pisobeni vnéjsich faktort jako jsou stres,

starnuti nebo poruchy enzymi odpovédnych za methylaci.

(Li et al., 2024, Joseph et al., 2018)

Pro analyzu DNA methylace existuje n€kolik metod, které se 1i$i rozliSenim, pfesnosti
1 naro¢nosti. Mezi nejpresnéj$i metody patii technika zalozend na bisulfitovém sekvenovani,
jejiz princip spocivd v chemickém oSetreni DNA bisulfitem sodnym, ktery pieménuje
nemethylované cytosiny na uracil, zatimco methylované cytosiny zustavaji nezménéné.
Po nasledné PCR amplifikaci se uracily méni na thyminy, coZ umoziiuje porovnat sekvenci
s referenéni DNA a urcit, které cytosiny byly methylované. Dvé hlavni metody, které
bisulfitové sekvenovani vyuzivaji je WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing), kde se
sekvenuje cely genom, avSak tato metoda kviili velkému mnozstvi dat je finan¢né i technicky
naroCna. Alternativou je RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing), ktera cilené
analyzuje CpG dinukleotidy a umoziuje detailni profilovani methylace s niz§imi néklady.

(Singer, 2019, Liu et al., 2023)

Proces methylace DNA probihd za ucasti enzymi zvanych DNA methyltransferazy
(DNMT), které zajistuji prenos methylové skupiny na cytosinovy zdklad, a to jak
v CpG dinukleotidech, tak i v mistech mimo CpG sekvence.

(Li et al., 2024)
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2.3.1 Proces methylace DNA
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Obrazek 4: Mechanismus methylace DNA zpiisoben pomoci enzymui methyltransferaz
(DNMT) a demethtylace DNA zpiisobena pomoci enzymit demethylaz (TET) a thymin-DNA
glykosylazou (TDG) (Li et al., 2024, upraveno).

Methylova skupina (-CHs) je na patou pozici cytosinu pfenaSena z molekuly
S-adenosin-L-methioninu (SAM) pomoci enzyml zvanych methyltransferazy, zejména
DNMT3a a DNMT3b. Vysledkem tohoto procesu je vznik 5-methylcytosinu (SmC). Methylace
hraje dulezitou roli v regulaci genové exprese tim, Zze mize ménit zpusob, jakym jsou geny
aktivovany nebo umlcovany. Opacny proces, tedy odstranéni methylové skupiny z DNA, se

nazyva demethylace a mize probihat dvéma zakladnimi mechanismy — aktivnim a pasivnim.

Aktivni demethylace je zprostiedkovana enzymy z rodiny TET (ten-eleven
translocation). Tyto enzymy dokaZou methylovou skupinu na cytosinu postupné oxidovat —
nejprve se S-methylcytosin (SmC) zméni na 5-hydroxymethylcytosin (5hmC), poté na
5-formylcytosin (5fC) a nakonec na 5-karboxylcytosin (5caC). V tomto procesu enzymy jako
thymin-DNA glykosylaza (TDG) rozpoznaji a vyjmou 5caC, ¢imZ vznikne volné misto, které

je nasledné doplnéno béZnym cytosinem.
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Pasivni demethylace pak probiha prostfednictvim enzymii DNA demethylaz, které
dokazou specificky rozpoznat methylované cytosiny a enzymaticky odstranit jejich methylové

skupiny v nékolika krocich. (Li et al., 2024)

2.3.2 CpG dinukleotidy

V 80. letech minulého stoleti objevil britsky molekularni biolog Adrian Bird specifické
oblasti v genomu bohaté na dinukleotidy cytosin-fosfat-guanin, zndmé jako CpG ostruvky. Tyto
useky se obvykle nachazeji v mistech, kde zacina ptepis gent, tedy v promotorovych oblastech
a maji zasadni vyznam pro regulaci genové aktivity. Adrian Bird prokézal, Zze pokud dojde k
methylaci téchto CpG ostriivkll, miize to vést k potlaceni genové exprese, coz hraje klicovou
roli pfi vyvoji organismu i pii specializaci bunék.

Tento prelomovy poznatek zasadn€ prohloubil porozuméni toho, jak methylace DNA
ovliviiyje fizeni gend. Védci nésledné identifikovali celou fadu biologickych procesi, v nichZ
methylace sehrava podstatnou roli. Jednim z hlavnich mechanismti je umlceni gent — pii
methylaci CpG oblasti v promotorech se zabrani vazbé transkripénich faktorii a enzymu RNA

polymerazy, coz vede k zablokovani ptepisu ptislusného genu. (Farsetti Antonella et al., 2023)

2.3.3 Non-CpG dinukleotidy

Non-CpG dinukleotidy zahrnuji vSechny dvojice nukleotidi, kde se po cytosinu
nevyskytuje guanin. Zatimco CpG methylace je dobife zndma a detailné¢ prozkoumana,
vyzkumy ukazuji, ze methylace se mize objevovat i na jinych mistech, zejména na CpH
dinukleotidech (kde H znaci adenin, thymin nebo cytosin), a to v urcitych typech bunék nebo v
konkrétnich vyvojovych fazich. Tato forma methylace se ve vétsi mife vyskytuje naptiklad u
pluripotentnich kmenovych bunék, neuronti a nékterych nadorovych bunék, coz poukazuje na

jeji moznou roli pfi uréovani bunééné identity a v patogenezi nemoci. (Li et al., 2024)

2.3.4 Vliv methylace DNA na celiakii
VétSina promotorovych oblasti genil je za normalnich podminek methylovéna, coz
umoziiuje piesnou kontrolu transkripce v rtiznych typech bunék a tkéni. Podobné jako jiné

epigenetické upravy neméni methylace pfimo samotnou sekvenci DNA, ale typicky methyla¢ni

profil 1ze obvykle zdédit. (Gnodi et al., 2022)
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Hypomethylace nebo hypermethylace specifickych oblasti genomu byla spojena
s predispozici k onemocnénim a rakoviné. Z tohoto diivodu se prvni studie methylace DNA
u celiakie zamétily na predispozici k rozvoji adenokarcinomt tenkého stteva. Konkrétné bylo
zjisténo, ze vysoka urovein methylace CpG mist a nestabilita mikrosateliti koreluji se ztratou
exprese MLHI u tii riznych karcinomt tenkého stfeva u pacienti s celiakii, zatimco tento rys

nebyl pfitomen u pacientli bez celiakie. (Gnodi et al., 2022)

2.4 Histonové modifikace

Dalsim zptisobem, jak je v jadie regulovana genova exprese, jsou histonové modifikace.
Tyto proteiny tvoii zakladni souc¢ast chromatinu a dokézou ovlivnit jeho prostorové uspotadani,
¢imz se méni dostupnost DNA pro transkripéni procesy. K nejcastéjsim typim téchto
chemickych modifikaci patii acetylace, fosforylace, ubikvitinace a methylace. (Gnodi et al.,

2022)

2.4.1 Prehled histonu

Varianty
histont

Obrazek 5: Varianty lidskych histonii (Oberdoerffer et al., 2023, upraveno).

Genetickd informace ulozena v jaderné DNA eukaryot musi byt zhusSténa, aby se vesla

do objemu jadra a zaroven byla pfistupna procesiim podle Sablony DNA vcetné transkripce,



replikace a opravy DNA. Toho je dosazeno zabalenim a uspofddanim DNA do chromatinu,

jehoz zakladni jednotkou je nukleozom. (Oberdoerffer et al., 2023)

Kazdy nukleozom se sklada z oktameru, tedy komplexu dvou kopii histontt H2A, H2B,
H3 a H4, kolem kterého je ovinuto piiblizné 147 parti bazi DNA.
(Talbert PB, Henikoff S., 2021)

base pair at dyad

HH3 EH4 " H2A EH2B TR

H28

Obrazek 6: (a) Struktura castic jadra nukleozomu, (b) H3/H4 histon-ndsobny heterodimer,
(c) H2A/H2B histon-nasobny heterodimer, (McGinty et al., 2015).

H1 histony

HI histon dynamicky reguluje zahu$téni chromatinového vldkna, aby ovliviioval
piistupnost genomu pro transkripéni a opravné mechanismy DNA. Je to Casty protein, ktery se
vyskytuje zhruba jeden na kazdy nukleozom v buiikdich mnohobunéénych organismt, a jeho
mnozstvi je diileZité pro preziti buniky. Tento histon se vaze do stfedu nukleozomu, kde pomaha
udrzet DNA pevné obto¢enou a udrZzuje chromatin ve zhusténém stavu. Zajimavé je, Ze se mize
mezi jednotlivymi vladkny chromatinu pohybovat a spolupracuje s dal§imi proteiny, které
ovliviwji, jestli bude DNA ,,aktivni* (euchromatin) nebo ,,vypnutd* (heterochromatin). Pfesny

zpusob, jak histon tuto regulaci provadi, zatim védci Gpln€ neznaji. (Akbari et al., 2025)
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H2A histony

U lidi byly identifikovany varianty vSech jadrovych histond, pfi¢emz varianty H2A jsou
nejrozmanitéjsi a nejpocetnejsi. Varianty histonu H2A — zejména H2A. X, H2A.Z a macroH2A
hraji dtlezitou roli v mechanismu bunééné odpovédi na poskozeni DNA, ktery pomaha chranit
stabilitu genomu. Prostfednictvim svého zaclenéni do chromatinu, posttransla¢nich modifikaci
a jedine¢nych siti interakei s jinymi proteiny chrani tyto histonové varianty DNA pied vnitfnimi
hrozbami, jako je stres pfi replikaci, a zaroven 1 pifed poSkozenim DNA zpiisobenym vnéjSimi

faktory. (Oberdoerffer et al., 2023)

H2B histony

H2B varianty jsou méné prozkoumany a rozdéleny do dvou ttid. Sekvence H2B jsou
nejcastéji uvadény jako zavislé na S-fazi, piesto byla popsdna také polyadenylace. Bylo
zdokumentovano, Ze varianty H2B hraji roli pfi zhutiovani chromatinu béhem gametogeneze;

mechanickd role H2B vSak ziistava nejasna. (Joseph a Young, 2023)

H3 histony

Varianty H3.1 a H3.2 jsou replikacné zavislé formy kanonického histonu H3, které se
vyskytuji pouze u savct. OdliSuji se mezi sebou pouze jedinou aminokyselinou a byly poprvé
popsany v roce 1977. Pozdé&jsi vyzkumy ukdazaly, ze jejich vkladani do chromatinu uzce souvisi
s DNA replikaci, a proto se oznacuji jako kanonické varianty. Bylo zjisténo, ze H3.1 a H3.2
jsou zvlasté obohacené a oznacuji neaktivni a pozd¢ se replikujici oblasti v sav¢ich bunikach.

(Lai et al., 2024)

H4 histony

Existuje n€kolik histonovych variant pro H2A, H2B a H3, ale pouze jedna varianta byla
popsana pro H4. Histon H4 hraje roli pfi aktivaci neutrofili — stimuluje tvorbu peroxidu vodiku,
uvoliovani zanétlivych latek, pfilnavost bun¢k a produkci IL-8. Zplsobuje také zvySenou
propustnost bunééné membrany neutrofildi, coz vede k jejich rychlé smrti. Navic zvySuje
hladinu vapniku uvnitt bunék, coz je klicové pro spusténi zanétlivych reakci. Tyto t€inky
naznacuji, ze histon H4 miiZze v mistech zdnétu vyznamné pfispivat k zesileni imunitni

odpovedi. (Hsieh et al., 2021, Kurumizaka et al., 2021).
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2.4.2 Prehled histonovych modifikaci
Acetylace

Analyzy napfi¢ celym proteomem ukazuji, Ze acetylace je Castou posttranslacni
modifikaci, kterd se v bunkach vyskytuje na tisicich mistech. Acetylace proteint se podili na
regulaci rtiznych bunéénych procest, ptficemz jeji funkce je nejpodrobnéji studovéana

v souvislosti s histony a regulaci genové exprese. (Liebner et al., 2024)

Histonové acetyltransferazy (HAT) katalyzuji pfenos acetylové skupiny
z acetylkoenzymu A na g-aminoskupinu postrannich fetézct lysinu, ¢imz dochazi k neutralizaci
jejich kladného naboje. Jelikoz koncoveé €asti histont obsahuji velké mnozstvi lysinu a vykazuji
kladny néboj, umoziiuji silné elektrostatické interakce s negativné nabitou DNA v nukleozomu.
Acetylace téchto koncii vSak tyto interakce oslabuje. Z hlediska bunéénych procesti je histonova
acetylace uzce spjata s regulaci genové exprese, protoZze podporuje pieménu chromatinu z
kondenzovaného heterochromatinu na otevienéjsi euchromatin. Tento strukturdlni prechod €ini
DNA snadnéji pfistupnou pro RNA polymerazu II, transkripéni faktory a dalSi proteiny

zajist'ujici iniciaci a elongaci transkripce. (Kim et al., 2023)

Fosforylace

Histonova fosforylace, poprvé objevena pied vice nez padesati lety, patii 1 nadale mezi
nejvice studované posttranslacni modifikace histonti. Mira fosforylace v rdmci chromatinu je
vysledkem vzajemného plisobeni celé fady enzymt — kinaz, které fosfatové skupiny ptidavaji,

a fosfataz, které je naopak odstranuji. (Cavalieri, 2021)

Fosforylace histonli pfedstavuje zasadni mechanismus epigenetické regulace, ktery
prostiednictvim pripojeni fosfatovych skupin (PO+*") k vybranym aminokyselinam — zejména
serinu, threoninu a tyrosinu — na N-koncich histonovych proteint, flexibiln€ ovliviiuje strukturu
chromatinu a expresi genil. Tato modifikace tak ovliviiuje konformaci chromatinu a je znama
svou ulohou u pfenosu signalii o poskozeni DNA, regulaci otevienosti a uzavienosti
chromatinu, transkripci, fizeni pribéhu bunééného cyklu a apoptoéze. Vysledkem je ucinna

oprava poskozené DNA a udrzeni genomové stability. (Gong et el., 2025)

Methylace

Methylace histoni pfedstavuje kliCovy mechanismus regulace genové exprese

prostiednictvim zmén v organizaci chromatinu a je iizce propojena s procesem methylace DNA.
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Tato modifikace probiha pievazné na lysinovych a argininovych zbytcich histoni H3 a H4.
Rovnovéiha methylace histonl je fizena Cinnosti methyltransferaz, které ptidavaji methylové
skupiny, a demethylaz, jez je naopak odstranuji. Vysledkem téchto enzymatickych aktivit je
formovani riznych chromatinovych stavii, napiiklad transkripéné aktivniho euchromatinu,
transkripcné neaktivniho heterochromatinu a bivalentnich domén. Tyto struktury slouzi jako
epigenetické znacky, které urCuji, zda bude genova transkripce aktivovana, potlacena nebo

udrzovéna v pfipraveném stavu. (Wu et al., 2025)

Dalsi histonové modifikace

Existuje celda fada histonovych modifikaci, které se v poslednich letech intenzivné
zkoumayji. Mezi tyto dalsi modifikace patii naptiklad glykace, lipidace, glykosylace, formylace
a dalsi. (Cavalieri, 2021)

2.4.3 Histonové modifikace spojené s celiakii

Pro analyzu histonové modifikace H3K27ac byla pouzita metoda ChIP-seq
(chromatinovd imunoprecipitace spojend se sekvenaci). Nejprve byly buiikky od pacienti
s celiakii a zdravych kontrol stimulovany cytokiny (IL-15, IL-21, IFNP), zafixovany
formaldehydem a chromatin byl fragmentovan sonikaci. Nasledné byla provedena
imunoprecipitace pomoci specifické protilatky proti acetylaci H3K27ac, ¢imz byly izolovany
useky DNA spojené s touto modifikaci. Po purifikaci DNA byla pfipravena sekvenacni

knihovna a vzorky byly analyzovany pomoci sekvenace nové generace. (Zorro et al., 2020)

Vysledky ukazaly specifické transkripéni vzorce v zavislosti na typu cytokinu a rozdilné
hladiny acetylace histonu H3 na lysinu 27 (H3K27ac). Zajimavym zjiSténim bylo, ze po
stimulaci IFNB dochazelo pfiblizné v 60 % piipadl ke zvySeni transkripce soucasné se
zvySenou acetylaci H3K27ac v promotorovych a enhancerovych oblastech. Naproti tomu u
IL-15 takova souvislost pozorovana nebyla, coz naznacuje odlisSny mechanismus genové
regulace. V pfipad¢ IL-15 se navic vyrazné ménila exprese gent kddujicich nekodujici RNA,

coz poukazuje na jejich moznou regulacni ulohu nezévislou na H3K27ac. (Gnodi et al., 2022)
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2.5 Nekodujici RNA

Lidskéa onemocnéni predstavuji zdvaznou hrozbu uz od pocatku civilizace a porozuméni
jejich pricinam, vyvoji a moznostem léc¢by je klicové. Diky technologickému pokroku
umoznuje molekularni pristup presnéjsi a hlubsi zkoumani mechanismti nemoci nez tradi¢ni
makroskopické metody. V tomto sméru sehravaji stale vétsi roli nekddujici RNA (ncRNA),
které se ukazuji jako vyznamni regulatofi riznych biologickych procesti a maji zasadni vliv na
detekci, rozvoj 1 1é€bu nemoci spojenych s fyziologii, genetikou, epigenetikou 1 patologickymi

stavy veetn¢ rakoviny a vyvojovych poruch. (Loganathan et al., 2023)

Mezi linedrnimi ncRNA najdeme rGzné typy, a mezi hlavni RNA, které reguluji
genovou expresi patii hlavné kruhova RNA (circRNA), dlouha nekddujici RNA (IncRNA) a
mikroRNA (miRNA), z nichz kazdy typ ma specifické vlastnosti z hlediska vzniku,
mechanismu ucinku, biologické role a relevance pro choroby jako jsou nadory nebo

kardiovaskularni poruchy. (Loganathan et al., 2023)

2.5.1 Dlouhé nekddujici RNA (IncRNA)
Dlouhé¢ nekddujici RNA (IncRNA) predstavuji rozsahlou a rtiznorodou skupinu RNA

molekul, které jsou obecné definovany jako transkripty delsi nez 200 nukleotidii. VétSina z nich
nevykazuje vysokou miru sekvencni konzervace, i kdyz nékteré IncRNA jsou evolucné
zachované a plni specifické biologické funkce. To, Ze promotory téchto transkripti podléha;ji
negativni selekci, naznacCuje, Ze jejich exprese je piisn¢ kontrolovand a ze hraji dulezitou

funk¢ni roli v bunce. (Dahl et al., 2018)

LncRNA sehrévaji zasadni Gillohu v regulaci genové exprese tim, ze ovliviuji strukturu
chromatinu prostfednictvim jeho remodelace, Gprav histoni a zmén v uspotadani nukleozomd.
Jednim z kli¢ovych mechanisml této remodelace je komplex SWI/SNF, ktery se sklada z
n¢kolika podjednotek a je zodpovédny za premisténi nukleozom na DNA. LncRNA mohou s
timto komplexem interagovat a tim ovliviiovat uspofadani chromatinu i genovou aktivitu.
Kromé toho IncRNA ptisobi také na epigenetické trovni — naptiklad reguluji methylaci DNA
prostiednictvim enzymu S-adenosylhomocystein hydrolazy, podili se na demethylaci DNA za
ucasti proteinu GADDA45A a ovliviiuji acetylaci histont prostfednictvim sirtuinu 6 (SIRT6).
LncRNA ovlivituje methylaci histont tim, Ze se vaze na represivni komplex Polycomb 2

(PRC2), ¢imzZ upravuje strukturu a aktivitu chromozomi. Komplex Polycomb je skupina
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proteinli, které se podileji na epigenetické regulaci genové exprese, zejména na umlceni

urcitych gent tim, Ze zhutiiuji chromatin. (Chi et al., 2019)

Studie publikovana v roce 2016 v Casopise Science odhalila dilezitou roli dlouhé
nekodujici RNA nazvané Incl3 v regulaci zanétlivych procesii spojenych s celiakii. Lncl3
potlacuje expresi zanétlivych gent, jako jsou STATI, MYDS88, TRAF2 a ILIRA, za
homeostatickych podminek. Analyzy biopsii tenkého stieva ukédzaly vyrazné nizs$i hladiny
Inc13 u pacientt s celiakii ve srovnani se zdravymi jedinci, coz naznacuje jeji roli v patogenezi

onemocnéni. (Castellanos-Rubio et al., 2016)

2.5.2 MikroRNA (miRNA)
MikroRNA jsou kratké RNA molekuly o délce 20 az 22 bazi, které hraji vyznamnou

roli v regulaci genové exprese — odhaduje se, ze ovliviiuji 30 az 60 % lidskych gend. V lidském
genomu bylo dosud popsano piiblizné 2654 zralych miRNA sekvenci. Védecky vyzkum se
v soucasnosti intenzivné zaméfuje na jejich tlohu pii1 vzniku riznych onemocnéni, stejné jako
na jejich potencidl pii podpore regenerace, a rozvijeji se terapeutické piistupy vyuzivajici

miRNA k 1écbé nemoci. (Kozlov et al., 2023)
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Obrazek 7: Biogeneze a funkce mikroRNA (Rigo et al., 2024, upraveno)
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Biogeneze miRNA je proces, pii kterém vznikaji kratké RNA molekuly. Biogeneze
zacind v jadre, kde se geny pro miRNA piepisuji RNA polymerazou II do dlouhych primarnich
transkriptil (pri-miRNA). Tyto vlasenkovité struktury jsou nasledné zpracovany enzymem
Drosha a proteinem DGCRS na krat$i pre-miRNA. Ty se pfesunou z jadra do cytoplazmy
pomoci proteinu exportin-5. V cytoplazmé enzym Dicer rozstépi pre-miRNA na kratky
dvouretézcovy fragment, kdy jeden z téchto fetézct, tzv. zrald mikroRNA, se navaze na protein
Argonaute, ¢imZ vznika komplex zvany miRISC. Ten pak vyhledava cilové mRNA, s nimiz je
mikroRNA castecné komplementarni, a nasledné bud’ dochéazi k degradaci mRNA nebo se
blokuje translace. Hlavni funkci miRNA je to, Ze reguluji, které geny projdou translaci a kdy
nasledné vznikne protein. Cely proces je sloZité fizen a hraje kliCovou roli v bunécném vyvoji.

(Galagali, Kim, 2020)

Izolace miRNA se Casto provadi ze séra anebo ze vzorkl tkan¢ podle pokyni vyrobce
za pouziti souprav. Analyza genové exprese miRNA se stanovuje pomoci kvantitativni

real-time PCR. (Baran et al., 2024)

2.5.2.1 MikroRNA v diagnostice celiakie

Studie s ndzvem ,, Circulating miRNAs as Potential Biomarkers for Celiac Disease
Development “, publikovana v Casopise Frontiers in Immunology, se zaméfila na vyzkum
cirkulujicich mikroRNA (miRNA) jako moznych ¢asnych biomarkert pro rozvoj celiakie. (Tan

etal., 2021)

Vyzkum identifikoval celkem 53 miRNA, jejichz exprese byla vyznamné odlisna
u jedinct, ktefi pozdé€ji onemocnéli celiakii — 27 z nich mélo zvySenou a 26 snizenou hladinu

miRNA v séru.

Osm z téchto 53 miRNA spojenych s celiakii: miR-21-3p, miR-374a-5p, miR-144-3p,
miR-500a-3p, miR-486-3p let-7d-3p, let-7e-5p a miR-3605-3p bylo mozné v krevnim obéhu
zachytit jiz v pocateCnich fazich onemocnéni — v nékterych piipadech dokonce vice nez dva
roky ptfedtim, nez doSlo ke zvySeni hladin protilatek proti transglutaminaze nad normalni

hodnoty.

Dale bylo zjisténo, Ze u Sesti snizen€ exprimovanych miRNA: miR-150-5p, miR-150-

3p, miR-1246, miR-342-3p, miR-375-3p a let-7a-5p doSlo po zahdjeni bezlepkové diety
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ke zvyseni hladiny, coz naznacuje jejich mozné vyuziti ke sledovani u¢innosti 1é¢by a hojeni

stievni sliznice.

Z celkového poctu 53 miRNA bylo 15 nalezeno i ve vzorcich ze sliznice tenkého stfeva
s podobnym trendem exprese, coz podporuje hypotézu, Ze tyto miRNA maji stievni piivod.
Analyza zapojenych biologickych drah déale ukazala, ze tyto miRNA ovliviluji procesy
souvisejici s bunéénym cyklem, signalizaci TGF-beta, metabolismem mastnych kyselin,
strukturou extracelularni matrix a mezibunéénymi spoji — tedy cestami, které hraji klicovou roli

v patofyziologii celiakie.

Zaveérem studie uvadi, ze specifické cirkulujici miRNA mohou slouzit jako Casné
a neinvazivni biomarkery pro predikci rozvoje celiakie, a to 1 diive nez klasické sérologické
testy. Nékteré z nich navic mohou poslouzit jako ukazatel u¢innosti bezlepkové diety a obnovy
slizni¢ni integrity, coZ z nich ¢ini potencidlné cenny ndstroj pro diagnostiku i monitorovani

pribéhu onemocnéni. (Tan et al., 2021)
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3. TERAPIE

Terapie obecné piedstavuje soubor lécebnych ptistupd, jejichz cilem je zmirnit pfiznaky
onemocnéni, zpomalit jeho progresi nebo idealn¢ dosahnout uplného vyléceni. V této kapitole
se vénuji epigenetickym terapiim, které se jevi jako perspektivni smér 1€cby diky své schopnosti
ovliviiovat expresi genli bez nutnosti zdsahu do samotné sekvence DNA. Pfestoze je vyvoj
epigenetickych 1éciv stale ve fazi preklinického nebo ¢asného klinického vyzkumu, piedstavuji
tyto pfistupy dilezitou soucast budouci personalizované¢ mediciny. Kromé epigenetickych

terapii zminuji také dalsi navrhované terapeutické ptistupy. (Mu et al., 2024)

3.1 Epigeneticka terapie

Stale vice studii potvrzuje kliCovou roli epigenetiky pfi regulaci lidského rtistu, starnuti
a vyvoji celé fady onemocnéni, zejména té€ch autoimunitnich. Epigenetické zmény jsou velmi
dynamické — reaguji na podnéty z vné&jSiho prostiedi i na vyvojové faze organismu. Jelikoz jsou
tyto zmény zprostredkovany specifickymi enzymy, které ptisobi cilené v urcitych typech bunck
a nemoci, odpovida to faktu, Ze autoimunitni choroby maji sice podobny mechanismus vzniku,
ale riiznorodé¢ klinické projevy. Vyzkum epigenetickych 1€Civ je tedy nové vznikajici oblast v
1é€bé onemocnéni na Grovni genové regulace, kterd otevira novou cestu pro piipadnou 1écbu.

(Mu et al., 2024)

V ramci vyvoje epigenetické 1¢cby autoimunitnich onemocnéni, véetné celiakie, se stale
vetsi pozornost vénuje dvéma skupinam epigenetickych modulatortt — inhibitorim DNA
methyltransferaz (DNMT) a inhibitorim histonovych deacetylaz (HDAC). Inhibitory DNMT,
jako je naptiklad azacytidin nebo decitabin, snizuji nadmérnou methylaci DNA, kterd byva
spojena s patologickym uml¢enim gent diileZitych pro regulaci imunitni odpovédi. Obnovenim
normalni methylace mohou tyto latky podpofit expresi ochrannych geni a pfispét k obnoveni
rovnovahy imunitniho systému. Pfestoze tyto latky vykazuji slibné vysledky v 1é€bé€ jinych
autoimunitnich a nddorovych onemocnéni, v dostupné odborné literatuie jsem nenalezla studii,
kterd by se zabyvala jejich vyuzitim pfimo v kontextu 1é¢by celiakie. Vyzkum v této oblasti
tedy zatim zlistdvd pouze v teoretické roving, avSak s potencidlem pro budouci cilenou

epigenetickou terapii. (Mu et al., 2024)

Jak jiz bylo zminéno difive, miRNA se ukazuji jako perspektivni casné biomarkery i u
celiakie, a to zejména diky své stabilit¢ a detekci v té€lnich tekutindch. MiRNA se dostavaji do
ob¢éhu nekolika zplisoby — mohou byt pasivné uvolnény z poskozenych bunék, ale Castéji jsou

aktivné vylucovany ve formé extracelularnich vezikul, jako jsou exosomy, nebo jsou vazany na
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transportni proteiny. V této podobé jsou chranény pted degradaci a zlstavaji stabilni i v
naro¢nych podminkach, jako je zmrazeni nebo opakované rozmrazovani vzorku. Diky tomu je
mozné je spolehlivé detekovat naptiklad v krevni plazm¢, moci nebo slinach. To naznacuje, ze
miRNA mohou nejen slouzit k ¢asné detekci onemocnéni, ale také odrazet stav aktivity nemoci

a odpovéd’ na 1écbu. (Tan et al., 2021)

3.2 Jiné terapie

V soucasné dobé piedstavuje bezlepkova dieta zatim jedinou védecky prokazanou
a ucinnou terapii celiakie. Spociva v celozivotnim vylouceni v§ech potravin obsahujicich lepek,
kdy dlouhé dodrzovani této diety vede u vétSiny pacientl k ustupu klinickych ptiznakt a obnové
sttevni sliznice. V sou€asné dob¢ probihd vyzkum nekolika 1é¢iv, kterd by v budoucnu mohla
slouzit jako dopln€k nebo alternativa k bezlepkové dieté a pomoci pacientim zmirnit pfiznaky
nebo omezit imunitni reakci na lepek. Léciva, kterd dale ve své praci zminuji, vykazuji slibné
vysledky a mohou byt moznosti, jak v budoucnu uc¢inné zasdhnout do 1€¢by celiakie. (Aljada et

al., 2021, Massironi et al., 2024)

3.2.1 Latiglutenaza

Latiglutenaza je experimentalni enzymaticka terapie, ktera by méla slouzit jako doplnék
bezlepkové diety u pacientii s celiakii. Obsahuje dvé enzymové slozky — glutaminové
endoproteazy a prolylové endopeptidazy, které rozkladaji lepek v zaludku jesté predtim, nez se
dostane do tenkého stfeva. Klinické studie ukazaly, Ze u séropozitivnich pacientd, tedy téch,
ktefi maji pretrvavajici protilatky i pies dodrzovani diety, miize latiglutendza zmirnit ptiznaky
jako bolest bficha a nadymani. Naopak u séropozitivnich pacienti s ptiznaky, které nesouvisi s
lepkem (napt. kvili intoleranci laktézy, pfertstani bakterii nebo syndromu drazdivého
tracniku), nebyl zaznamenan Zzadny efekt. ZlepSeni ptfiznakli vSak nebylo doprovazeno
odpovidajicim zlepSenim stievni sliznice, coZ miize byt ddno del§im ¢asem potiebnym pro jeji

regeneraci nebo slabou souvislosti mezi pfiznaky a mirou poskozeni tkané. (Syage et al., 2019)

3.2.2 Polymer BL-7010

Mezi alternativni pifistupy ke zmirnéni u¢inka expozice lepku patii jeho sekvestrace,
tedy navazani jesté pied vstiebanim ve stfevé. Jedna z takovych latek je BL-7010, synteticky
polymer s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery se nevstfebavd a mé silnou afinitu ke
gliadinu. Timto zplisobem mize blokovat vstiebdvani imunogennich peptidi a snizovat
zanétlivé reakce spojené s onemocnénimi, jako je celiakie nebo Crohnova choroba. Uginnost

BL-7010 byla potvrzena in vitro i na mySim modelu citlivém na lepek. Klinicka studie
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(NCT01990885), zamétena na bezpecnost a toleranci tohoto pfipravku, byla provedena u
pacientii s Crohnovou chorobou, avsak jeji vysledky dosud nebyly zvefejnény.

(Massironi et al., 2024)
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ZAVER

Epigenetika v kontextu celiakie pfedstavuje oblast s obrovskym potencidlem, ale
zaroven s mnoha vyzvami. V prub¢hu prace bylo ziejmé, Ze epigenetické modifikace hraji
vyznamnou roli v regulaci genové exprese a mohou ovliviiovat, zda se u geneticky
predisponovaného jedince celiakie skute¢né rozvine. Zaroven se vsak ukazuje, Ze samotné
pochopeni téchto mechanismti a jejich klinické vyuziti je velmi slozité. Vyzkum epigenetickych
zmén, naptiklad v oblasti methylace DNA, je technicky ndro¢ny a vyZzaduje analyzu velkého
mnozstvi dat, ktera musi byt precizn€¢ vyhodnocena. Kromé toho je nutné zajistit dostatecny
pocet pacientli, aby bylo mozné ziskané vysledky zobecnit a pfenést do praxe. To Cini vyvoj

epigenetické 1écby nejen ndkladnym, ale 1 asové velmi naro¢nym procesem.

Velmi slibnym smérem vyzkumu se ukazuje byt vyuziti mikroRNA, které hraji
vyznamnou roli v posttranskripcni regulaci genové exprese. V souvislosti s celiakii se ukazuje,
7e ur€ité vzory exprese miRNA mohou slouZit jako biomarkery pro diagnostiku, monitoring
aktivity onemocnéni nebo hodnoceni terapeutické odpovédi. Vyhodou miRNA je, Ze je lze

detekovat 1 v t€lnich tekutinach, coz z nich ¢ini atraktivni neinvazivni diagnosticky nastroj.

I kdyz vyvoj epigenetickych 1éCiv, jako jsou inhibitory DNA methyltransferaz ¢i
histonovych deacetyldz, pfedstavuje do budoucna zajimavou moznost, avsak jejich vyuZziti
v terapii celiakie je zatim v teoretické rovin€. Je pravdépodobné, ze do budoucna budou tyto
pristupy dale zkoumany, a to nejen v kontextu celiakie, ale 1 jinych autoimunitnich onemocnéni.
Aktualné se vSak zda, Zze vyzkumné usili smétuje spise k jinym typtm terapii, které jsou blize
klinickému vyuziti. Patii mezi n¢ naptiklad enzymaticka degradace lepku pomoci latiglutenazy
nebo sekvestrace pomoci polymeru. Tyto piistupy, asto kombinované s bezlepkovou dietou,

vykazuji v klinickych studiich u vybranych skupin pacienti slibné vysledky.
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