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ANOTACE

Tato bakaldiska prace se zabyva problematikou celikalie, véetné jeji diagnostiky.
Teoreticka cast této prace je zamétena na obecnou charakteristiku tohoto onemocnéni, klinické
projevy celiakie a jejich feSeni. Detailné se teoretickd ¢ast této prace zamétuje na moznosti
diagnostiky a 1écby. Experimentalni ¢ast této prace je vénovana metodam genetického vySetieni
predispozic celiakie pomoci urceni alel HLA asociovanych celiakii, nejcastéji HLA-DQ2
a HLA-DQS. Tato cast prace se dale zabyva popisem téchto metod a interpretaci vysledki

méteni jednotlivych vzorkd.

KLICOVA SLOVA

Celiakie, diagnostika, genetika, predispozice, HLA alela.

TITLE

Genetic Predisposition to Coeliac Disease Testing

ANNOTATION
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UVOD

Celiakie je velmi Casté a zavazné celoZivotni autoimunitni onemocnéni vznikajici pii
konzumaci lepku (glutenu) u geneticky predisponovanych jedinci. Vyskytuje se ve vsech
regionech svéta s pfetrvavajicim nartistem novych pocti nemocnych. V poslednich letech
vyskyt onemocnéni znacné vzrostl a u déti je to jedno z nejcastéjSich gastrointestinalnich
onemocnéni. Celiakie se vyznacuje velkou Skdlou ptiznakl, z nejcastéjSich je to prijem,
maloabsorpce nebo onemocnéni kiize. Pti diagnostice se postupuje podle kritérii, které vydava
Evropskd spolecnost pro détskou gastroenterologii a vyzivu — ESPGHAN. K potvrzeni
diagnozy vyuzivame sérologickych testli, biopsie a genetického vySetfeni. V dne$ni dobé¢ je
mozné za urcitych podminek nékteré kroky vynechat. Velké mnozstvi piipadi bohuzel ziistava
nediagnostikovano a to z mnoha diivodi, jednim z nich mtze byt, Ze pacienti klinické ptiznaky
pfipisuji jinym onemocnénim a na celiakii nejsou testovani. Zakladem Gc¢inné terapie je Casna
diagnostika a celozivotni dodrzovani bezlepkové diety.

Pfitomnost haplotypi HLA-DQ2 a HLA-DQS8 asociovanych s onemocnénim celiakie,
které koduji stejné oznacené povrchové molekuly antigen — prezentujicich buné€k, predstavuje
hlavni genetickou predispozici. Typizace HLA probihd v molekularnich laboratofich jednou
z metod polymerazové tetézové reakce. Neptitomnost obou predisponujicich alel HLA-DQ2

a HLA-DQS8 nam prakticky dovoluje onemocnéni vyloucit.
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1 CELIAKIE

1.1 Charakteristika

Celiakie, neboli glutenova enteropatie €i celiakélni sprue, je onemocnéni stievni sliznice
zpiisobené nesndsenlivosti lepku. Toto onemocnéni je znamé jiz z dob antiky. Poprvé celiakii
jako moderni onemocnéni popsal Samuel Gee, anglicky pediatr, v roce 1888. Teprve az pozdéji
se postupné zjistilo, ze piisobenim lepku z obilné mouky na stfevni buniku je poSkozovéana
sliznice tenkého stieva, a ze toto poskozeni zpiisobuje ptiznaky této choroby.

Lepek obsahuje toxické proteinové frakce, mezi které patii gliadiny a gluteniny.
Gliadiny obsahuji monomerni proteiny a gluteniny obsahuji agregované proteiny (Sapone,
2012). U pacientt s celiakii tedy dochéazi po poziti lepku k aktivaci pfirozené i nespecifické
imunitni odpovédi, ndsledny chronicky zanét urCuje zmény ve struktufe sliznice
zahrnujici atrofii klka, hyperplazii krypt a infiltraci lymfocyti. Timto dochazi ke ztraté funkce
sttevni sliznice a nastupu pfiznakl. V praxi to probiha tak, Ze po poziti lepku u pacienta
s celiakii t€lo zah4aji imunitni reakci na napadeni tenkého stieva a jeho klkt. Se zvySujicim se
a nasazeni 1é¢by, nastavaji vazné zdravotni problémy (Ralbovsky, 2020).

Prevalence onemocnéni se odhaduje pfiblizné na 1 % v riznych ¢astech svéta, avsak dle
specializovaného screeningového programu bylo odhaleno, Ze tato hodnota je jesté vyssi.
Prevalence je Castéjsi u Zen nez u mizu v poméru 2:1. Mluvi se i o tom, Ze u muzl je veétsi
riziko, ze ziistanou nediagnostikovani. Je totiz mensi pravdépodobnost, ze podstoupi biopsii
kvtli indikacim, jako jsou prijem, nebo ubytek vahové hmotnosti (Lebwohl, 2020). Celiakie
se vyskytuje jak u déti, tak u dospé€lych a mé fadu riznorodych projevi, i to je diivodem proc
je stale velké mnozstvi nediagnostikovanych pacientd. V¢Etsi riziko rozvoje maji pacienti
s diabetem, autoimunitni poruchou, nebo piibuzni jedincti stimto onemocnénim, to je
ovlivnéno shodnym typem HLA. Hlavni 1é€bou je piisné celozivotni dodrZzovani bezlepkové
diety. NeléCena celiakie je predisponujicim faktorem pro nddorovd onemocnéni, zejména

traviciho traktu (Kohout, 1994; Naiyana, 2012; Sciurti, 2018).

1.2 Klinické projevy
Nastup muze byt postupny se zpozdénim mésict, n€kdy i let po zavedeni lepku do stravy
(Sapone, 2012). Mezi typické ptriznaky u menSich déti se fadi opozdény rust, osifikace,

podvyziva, nadmuté bifiSko, prijmy, hypovitamindza, nedostatek Zeleza a vapniku. V puberté
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se u divek mtize objevit i opozdéna menstruace. Dale sem fadime poruchy vyplyvajici z téchto
ptiznaki. Velky problém v diagnostice mize nastat, kdyZ choroba probiha oligosymptomaticky
nebo Uplné bezptiznakove. V takovém piipadé miize byt objevena az v pozdéjsim véku. Protoze
celiakie ma velky rozsah klinickych ptiznakli a vysoky vyskyt asymptomatickych jedinci,

je predstavovana jako ledovec (viz Obrazek 1).

a~=DOVES CELIAKIE

(S

TYPICKA
A ATYPICKA CELIAKIE

~ TICHA
CELIAKIE

=
i
<
w @
-5
o
o8
£o
)
=
=
=

POTENCIALNI
CELIAKIE

Normalni
sliznice

Obrazek 1: Celiakalni ledovec (Pfevzato a upraveno podle Dolinsek, 2013)

Spi¢ka je spojena s klasickymi piiznaky maloabsorpce Zivin a nejvétsi ast ledovee
potom odpovida atypickym, tichym projevim. Hlavni pfiznaky se daji rozdélit do dvou skupin

na abdomindlni a extraabdominalni (Kohout, 1994; Sciurti, 2018).

1.2.1 Abdominalni projevy

Do této skupiny fadime pacienty se zndmkami a symptomy maloabsorpce, mezi které
patii bolesti bficha zhorSujici se po jidle a casto vedou ke snizeni pfijmu potravy, nadymani,
objemnd nékdy kasovita stolice, prijmy, kruceni v bfiSe ¢i nauzea a zvraceni. Tento druh je

Castéjsi u déti.

1.2.2 Extraabdomninalni projevy
Vtomto pfipadé pacienti nemaji gastrointestindlni symptomy. Objevuje
se proteinokalorickd malnutrice spolu se snizenou hladinou celkové bilkoviny, inavou, slabosti
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a poruchou vyvoje u déti. Mizeme pozorovat vahovy ubytek, anémii zptisobenou nedostatkem
zeleza a kyseliny listové, osteomalacii ¢i osteopordézu, hypovitamindzy, poruchy
imunologického razu spojené se zvysenou nachylnosti k infekcim, infertilitu, nebo psychické
poruchy, pievazné deprese. Casty je i nedostatek stfevni laktazy a s tim spojena laktozova
intolerance (Kohout, 1994).

Subliknicka celiakie je dal$im druhem celiakie, ma nevyrazné symptomy, které byvaji
na prahu klinické detekce. Posledni, Spatné rozpoznatelna a vétSinou odhalena az ve stadiu
komplikace je celiakie asymptomatickda, zachycena vétSinou screeningem v rizikovych

skupinach (Frithauf, 2016).

1.3 Historie

V 8. - 10. stol. pt. n. L. vznikaji civiliza¢ni podminky pro celiakii diky vétSimu piijmu
pSenice a dalSich obilovin. Za prvni historicky doklad o umrti na celiakii povazujeme ,,piipad
Cosa“. Tak je nazyvan nalez kostry mladé¢ Zeny v Italii na nalezisti starofimského sidlisté Cosa.
Tato Zena byla narozena v 1. stol. n. . v oblasti s velkym mnozstvim péstovani pSenice. Bylo
uni shleddino mnozstvi pfiznaki naznacujicich celiakii. Z téchto pfiznakii miZeme zminit
anémii, vySku postavy dosahujici 140 cm a pfitomnost genotypu HLA-DQ2.5.

Celiakii poprvé historicky ve 2. stoleti naseho letopoctu popsal jeden
z nejvyznamnéjSich starovékych Iékaili, starofecky lékai Aretacus z Kappadokie. Nemoc
oznacil jako ,.koiliakos*, ktera podle n¢ho spociva ve vylu€ovani nestravené potravy stolici.
Zalécbu povazoval odpocinek, protiprijmovou a nenadymavou dietu. Vypozoroval,
ze choroba se Castéji vyskytuje u Zen, a miize ustoupit a poté se znovu navratit.

Za prvni moderni popis celiakie je povazovana publikace Samuela Jonese Gee z roku
1888. Sam Samuel Gee popisuje celiakii jako chronickou poruchu traveni, kterd se vyviji
postupné, pacient pti ni hubne, bledne. Domnival se, ze pficinou mohou byt dietni zvyklosti,
proto doporucuje dietni opatfeni. Dokonce sam nevédomky popisuje zlepSeni pti bezlepkové
dieté. Vypravi ptibeh ditéte, jehoz zdravotni stav se zlepsil po sezdné, pfi které se stravuje jen
holandskymi muslemi. Roku 1908 ptichazi americky lékai Christian Archibald Herter s tehdy
uznavanou teorii, ze pivodem nemoci je zanét tenkého stieva zpisobeny abnormalni odolnosti,
nebo pfertstdnim grampozitivnich bakterii (Bacillus bifidus). Onemocnéni nazyval jako
»intestinal infantilism®. Celiakie v té dob¢ zacala byt oznacovana jako ,,Geeova — Herterova

choroba®. Sdm pozoroval, Ze onemocnéni je doprovdzeno zpomalenim ristu. Zkoumal
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i tolerovani stravy u nemocnych, kde zjistil, Ze jsou dobfe sndSeny proteiny, hiife tuky a nejhtiie
sacharidy.

Roku 1918 zacina byt celiakie oznacovana za digestivni onemocnéni, pii kterém
se zvétsuji potize po poziti Skrobu obsazeném v chlebu. Pozdéji se zacind zjistovat,
ze onemocnéni se miize vyskytovat i bez prijmil a zacina se d¢lit na diareicky a nediareicky
typ. DalSim posunem byla bandnova dieta, se kterou pfisel pediatr Sidney Valentine Haas, ktery
takto 1écil 8 déti. Za problematické povazoval Skroby a sacharidy. Doporucoval dietu
s vylou¢enim chleba, ceredlii, ale i brambor, s konzumaci 4 az 8 bandni denné. Toto
pfesvédéeni o bananové dieté plynulo z jeho pozorovani v Portoriku. Mistni obyvatelé mést
tam trpéli prijmy, zatimco farmafi, kteti se stravovali pfevazné banany, je nem¢li (Hoffmanova,

2019).

1.4 Patogeneze

U geneticky predisponovanych jedincl je celiakie patfici do stfevnich enteropatii
vyvoland pozitim gliadinu a dalSich ptibuznych prolamint. Gliadinové peptidy jsou rezistentni
vici gastrointestindlnim enzymim, maji Skodlivé Uc¢inky a také aminokyselinové sekvence
specifické pro hlavni komplex histokompatibility tfidy II HLA-DQ2, navic ovliviiuji stfevni
propustnost (Naiyana, 2012).

I kdyz je patogeneze onemocnéni zndma, k vysvétleni ndstupu onemocnéni nestaci jen
geneticka predispozice a spotfeba lepku. HLA DQ2/DQS8 je ptfitomna u 30 —-40 % bézné
populace, avsak celiakie postihuje 1 — 1,5 % lidi celosvétoveé. Predpoklada se tedy, Ze vznik
celiakie mize vyvolat vice faktort. Jak genetické predispozice, tak environmentalni faktory,
infekce, uzivani antibiotik v kojeneckém véku, vyziva nebo zmény sttevni mikroflory (Caio,
2020).

Jako jeden z faktort je povazovan i v&k pfi zavedeni lepku, ale nazory se u né¢ho velmi
lisi. Dlouho se doporucovalo zavadét lepek az po ukonéeném 6. mésici, v posledni dobée
se doporucuje zavést lepek do stravy nejpozdé€ji v 6. mésici. Mlizeme se setkat i s nazorem, ze
kviili imunologické toleranci by mél byt lepek zavadén jiz po ukonceném 4. mésici (Kralova,
2015). Celiakie se bézné vyskytuje v détstvi se zadvaznymi piiznaky vcetné chronického
prijmu. Pfiznaky se mohou vyvinout i v pozd¢j$im veéku, kdy zahrnuji ubytky na vaze
v disledku maloabsorpce nebo anémie. Jedna se o celozivotni onemocnéni, pokud by bylo

neléceno, je spojovano s veétsi nemocnosti a mortalitou (Naiyana, 2012).
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1.5 Diagnostika

Jeste pred 40 lety byla diagnodza celiakie povazovana za velmi vzacnou. Se zavedenim
specifickych sérologickych testii protilatek proti tkanové transglutamindze a endomysinu
se ukazalo, ze existuje velké mnozstvi pacientii bez ptiznakt (Latta, 2012).

Diagnoéza je zalozena na piitomnosti predisponujiciho genetického faktoru lidského
leukocytového antigenu HLA DQ2/DQ8 s pozitivni biopsii a sérologickymi protilatkami pti
normalnim stravovani bez vynechéni lepku (Naiyana, 2012). Schéma algoritmu u diagnostiky
celiakie si mizeme prohlédnout na Obrazku 2.

Vzhledem k tomu, ze celiakie byla dlouhou dobu problematikou piedevsim détského
1¢katstvi, postupujeme podle kritérii, kterd byla ur€end Evropskou spolecnosti pro détskou
gastroenterologii a vyzivu — ESPGHAN. Kritéria pro dospélé se nijak nelisi (Kohout, 2006).
Roku 2012 ESPGHAN zavedla moznost vynechani biopsie u déti splitujicich konkrétni
podminky. Tyto podminky dale aktualizovala, a od roku 2019 rozsitila kritéria, pti kterych je
mozné u rizikovych skupin a déti se souhlasem rodic¢t vynechat biopsii. Plati, ze tGA IgA musi
byt > 10ndsobku horni hranice normdlnich hodnot a EMA IgA musi mit pozitivni test
ve druhém krevnim vzorku. Nové mezi povinna kritéria pro sérologickou diagnézu bez biopsie
neni zafazeno testovani lidského leukocytového antigenu DQ2/DQS a pfitomnost piiznak.
Vzhledem k tomu, ze s pozdni diagnézou stoupa riziko rozvoje autoimunitnich onemocnéni, je
vCasna diagnostika dulezitym krokem k zabranénim vyskytu zévaznéjSich onemocnéni.

(Husby, 2020; Shaun, 2020; Ralbovsky 2020).

X ASOCIOVANE
SYMPTOMY ONEMOCNENI**

| I

CELKOVE IgA, anti-TG2 v IgA () HLA DQ2/DQ8
_BA deficit || PoziTivNi anti-TG2 || NEGATIVNI anti-TG2
- vysetfit v IgG: EMA, anti- _:_)

TG2, (event. antiyl I\

DG. BEZ ZVAZ;L:I?:?OST NENI CELIAKIE
ENTEROBIOPSIE ENTEROBIOPSIE NEGATIVNIHO (V DIAGNOSTICE
PRI SPLNENI KRITERII VVSLEDKL*** NEPOKRACOVAT)
PROVADI DETSKY GASTROENTEROLOG I

Obrazek 2: Diagnosticky algoritmus celiakie (Pfevzato od Friihauf, 2016)
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Z dtvodu velké rozmanitosti v diagnostice celiakie 1ze jako potvrzovaci metodu vyuZit pravidlo
,»Ctyfl z péti*. Diagndza mize byt potvrzena, pokud jsou alespon ¢tyfi z nasledujicich kritérii

splnéna:

e typické pfiznaky celiakie,

e pozitivni autoprotilatky tfidy IgA v séru,

e pozitivni HLA-DQ?2 a nebo HLA-DQS,

e nalezena enteropatie pfi biopsii tenkého stfeva spojena s celiakii,

e odpovéd na bezlepkovou dietu (Sapone, 2012).

1.6 Screening

Screening se vykonava za pomoci odbéru protilatek typickych pro celiakii. Jedny z nich
jsou protilatky proti tkaniové transglutaminaze, coz je enzym, ktery se vytvari v enterocytech.
Provadi se u pfibuznych pacientl s celiakii, pacientii s chorobami castéji se vyskytujicimi
s celiakii jako je inzulindependentni diabetes mellitus, autoimunitni tyreoiditida, Bergerova
IgA nefropatie, bilidrni cirhdza, ¢i u pacientd s Downovym syndromem.

Dale se provadi u pacientil s typickymi ptiznaky pro celiakii. Mezi né miizeme zatadit
jinak nevysvétleny vahovy ubytek, bolesti bficha, anémii, osteoporoézu ¢i muzskou a Zenskou
neplodnost (Kohout, 2006).

V roce 2011 vzesel v Ceské republice v platnost pokyn pro dvoustupiiovy screening,
ktery je cileny na skupiny, u nichz se ocekava vyssi riziko nediagnostikované celiakie. Prvni
stupenn zahrnuje stanoveni celkového IgA a sérovych autoprotilatek proti tkanové
transglutaminaze ve tfidé IgA. Druhy stupeii se indikuje, pokud jsou protilatky pozitivni

a zahrnuje endoskopickou biopsii sliznice duodena (Latta, 2012).

1.7 Sérologické vysetreni

Diagnostické zpracovani obvykle zacina sérologickymi testy, které hraji velkou roli.
Jejich cilem je hledat autoprotilatky produkované aktivaci B lymfocytl po poziti lepku. Prvni
vySetieni je tedy na zaklad¢ odbéru krve. VySetieni protilatek poté provadime v séru, pacient

musi byt v dobé odbéru dostatecné zatizen lepkem, aby nedochéazelo k faleSné negativité

vvvvvv

protilatky tfidy IgA (tGA). To jsou testy s nejvyssi citlivosti na celiakii okolo 98 % a specifitou
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odhadovanou na 90 %. Provadi se metodou ELISA a povaZuji se za pocatecni test na celiakii.
Dale IgA antiendomysialni protilatky (EMA) provadéné nepfimou imunofluorescenci. Test ma
nizsi citlivost ve srovnani s predchozim, ale vykazuje téméf absolutni specifitu pro celiakii
a proto se povazuji za potvrzovaci testy (Sapone, 2012). Zastaralym testem jsou antigliadinové
protilatky tfidy IgA (AGA). Ty maji mnohem nizs$i specifitu a citlivost nez ptredchozi testy
a jsou vyuzitelné pouze u déti mladsich 2 let (Villanacci, 2020).

V piipadé, Ze by u pacienta nastal deficit ttidy IgA, vySetiuji se protilatky z tfidy 1gG
(Latta, 2012).

1.8 Bioptické vySetreni

O diagnoéze celiakie se mizeme domnivat jiz z klinickych projevi, laboratornich
vysledkll nebo sérologickych testi. DalSim krokem v diagnostice je biopsie sliznice tenkého
stteva, kterd zastava stdle zlatym standardem, ktery musi byt u dospélych vzdy provadén.
(Naiyana, 2012). U déti se biopsie tenkého stfeva nemusi provadét a stanovi se tak
diagno6za pouze ze sérologie na zéklad¢é n€kolika kritérii. Tato kritéria ndm stanovuji, ze musi
byt pritomny klinické symptomy, nesmi byt pfitomen deficit IgA, pozitivita anti—-TG2 musi byt
nad 10ndsobek normy, musi byt pozitivni EMA z jiného vzorku a ovétena 10nasobna pozitivita
anti—-TG2. Doporucuje se doplnit vySetieni HLA-DQ2 a HLA-DQ8. Poslednim kritériem je, Ze
symptomy onemocnéni musi po zavedeni bezlepkové diety ustoupit.

Aby nebyl vysledek vySetfeni ovlivnén, je dilezité, stejné jako u sérologického
vySetfeni, ze lepek nesmi byt pies provedenim biopsie vysazen. Biopsie jsou provadény bud’
saci kapsli, ta se zavadi pod RTG, nebo endoskopickym vysetienim, které ndm kromé duodena
umoznuje prozkoumat i jiné Casti gastrointestinalniho traktu. Pokud se provadi zavedenim
sondy do bulbu a duodena, pti odebirani je vhodné odebrat alesponl 4 vzorky (Villanacci, 2020;
Friihauf, 2016).

1.9 Histologické vySetreni

Vzorek stfeva vykazuje fadu typickych abnormalit, které se hodnoti dle systému
klasifikace Marsh, ndsledn¢ modifikovanym Oberhuberem. Marsh I je charakterizovana tém¢t
normalni sliznici s vyjimkou infiltrace klkii pomoci intraepitelidlnich lymfocytl. Marsh II
se vyznacuje pfitomnosti hypertrofie krypty a Marsh III, ktery miizeme vidét na Obrazku 4 je
charakteristicky zplosténim sliznice, ktera je zpisobena vilozni atrofii a otokem lamina propria.

U vSech biopsii u celiakie je pozorovano zvyseni IEL, ale u nékterych pacienti mize byt
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omezeno jen na Spicky klkl, avSak i u tohoto minimalniho zvySeni pacienti vykazuji nékteré

typické rysy celiakie (Dunne, 2020).

1.9.1 Histologicky nalez

Histologicka diagnoza je zaloZena na hodnoceni nasledujicich 1ézi:

e zvysené intraepitelidlni T-lymfocyty — jedna se o patologicky stav tzv. lymfocytozu,
hodnota 25 T-lymfocytii na 100 enterocyta,

e hyperplazie krypty — roz$ifeni regenerativnich epitelidlnich krypt,

e vilozni atrofie — zména poméru krypt a klki (3:1) az do uplného vymizeni klkt a také

pokles vysky klkt (Villanacci, 2020).
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Obrazky znazornuji histologické nalezy provedené za pomoci mikroskopie. Na Obrazku
3 je zobrazen normalni histologicky nalez duodenalni sliznice se 3 az 4 dlouhymi klky.
Obrazek 4 znazornuje Marsh 3b se zvySenym poctem IEL, hyperplazii krypt a vilozni

atrofii.

1.10 Marshova klasifikace

Podle Marshovy klasifikace hodnotime normalni sliznici jako Marsh 0 a na zéklad¢ vyse
zminénym 1ézi celiakii dale rozdélujeme do tii kategorii (Naiyana, 2012). Prvni typ je
infiltrativni u ného jsou klky v normé mezi, pocet IEL je zvySen. Druhy typ je hyperplasticky,
ten zahrnuje stejné jako typ jedna klky v morfologickych mezich a zvyseni pocet IEL, navic
ma hyperplazii zldzovych prvkl. Tteti typ, neboli destruktivni, ma stejné jako predchozi dva
typy zvyseny pocet IEL, ale oproti nim mé rizné stupné vilézni atrofie s hyperplazii krypt.
Povrchové enterocyty maji v tomto stadiu snizenou vysku a nepravidelny okraj kartace.

Protoze mirna i Gplnd atrofie jsou seskupeny do jedné kategorie a to kategorie tfi,
Oberhuber a kolegové navrhli jeji modifikaci do tii podskupin. VSechny podskupiny maji
patologické zvySeni IEL, ale li§i se tim, Ze 3a ma mirnou vildézni atrofii, u 3b hovofime
o prumérné vilozni atrofii a u 3¢ uz o Gplné vilézni atrofii.

Posledni déleni ve snaze zjednodusit praci navrhli Corazza a Villanacci. Léze, které
charakterizuji celiakii, rozdé€lili na neatrofické, s normalnimi klky, ale zvySenym IEL pattici do
stupné A a atrofické, které zatadili do stupné B. Druhy stupen jesté rozdélili na B1 s pomérem
klkt a krypt mensim nez 3:1 a B2, u které¢ho jiz klky nejsou identifikovatelné (Villanacci, 2020).

V nékterych publikacich je uvadeén jesté typ 4 tzv. hypoplasticky s Giplnou viloézni atrofii,
hypoplazii krypt, celularni infiltraci lamina propria. U tohoto typu se mohou objevovat depozita

kolagenu (Bures, 2018).
1.11 Choroby asociované s celiakii

1.11.1 Diabetes mellitus 1. typu

U tohoto autoimunitniho onemocnéni dochézi k destrukci beta bun¢k na pankreatickych
ostriiveich, coz zplisobuje absolutni nedostatek inzulinu. Védci se domnivaji, ze existuje
geneticka predispozice se specifickymi alelami HLA-DQ a HLA-DR. Diabetes mellitus 1. typu
(T1D) a celiakie se vyskytuji spolecné v rodinach a dokonce i u jednotlivych jedinct ¢astéji nez

se pfedpokladalo. Priblizné u 4 — 9 % pacientii s TID se vyskytuje také celiakie, stejné jako

24



u pacientl s celiakii je zvySené riziko T1D. Pacienti vyZzaduji inzulinovou terapii, hodnoty

glykémie by mély byt monitorovany po cely den (Bures, 2018; Sciurti, 2018).

1.11.2 Duhringova choroba

Do nedédvna bylo toto onemocnéni povazovano za formu celiakie, souvislost téchto dvou
onemocnéni byla pozorovana jiz v 60. letech. Dnes uz je jasné, ze toto vzacné autoimunitni
kozni onemocnéni je samostatna choroba s celiakii asociovand (Bures, 2018). Duhringova
dermatitida je chronické bul6zni onemocnéni, jedna se o kozni onemocnéni zprostfedkované
IgA. Projevuje se puchyikovitou vyrazkou, tyto charakteristické bubliny, naplnéné kapalinou
plazmového charakteru a zanétlivych buné€k, jsou vysledkem zmény bunéénych struktur
a struktur mezibunéénych spoji odpovédnych za adhezi epitelidlni tkané. Bylo zjisténo, Ze

onemocnéni postihuje vice muze, dospélého mladsiho véku (Mendes, 2013)

1.11.3 Glutenova ataxie

Jedna se o autoimunitni onemocnéni u geneticky predisponovanych jedinct vyvolané
lepkem (Bures, 2018). Byva definovand jako sporadickd cerebelarni ataxie v pfitomnosti

cirkulujicich antigliadinovych protilatek a bez jinych ptiznak ataxie (Vinagre—Aragon, 2018).

1.12 Komplikace celiakie

Nedodrzovani bezlepkové diety nebo pozdni diagnostika mohou vést ke komplikacim
celiakie. Hlavni komplikace celiakie jsou metabolické, nutri¢ni a hormondlni. Existuje riziko
lymfomil a adenokarcinomii tenkého stieva, u t¢hotnych Zen mize nastat potrat, nebo mohou
mit novorozence s vrozenymi vadami (Posner, 2021). Casto je u onemocnéni piitomna
laktozova intolerance. Mlize byt pfitomna epilepsie, psychiatrické komplikace jako jsou tézké

deprese, ¢astym nalezem je také atrofie sleziny (Bures, 2018).

1.12.1 Refrakterni celiakie (RCD)

U malé skupiny pacienti 1é€enych bezlepkovou dietou se vyskytuje tzv. refrakterni
celiakie, kterd je charakterizovana pokracujicimi pifiznaky maloabsorpce s histologickym
nalezem vilozni atrofie i ptes dodrzovani bezlepkové diety trvajici 6 — 12 mésict. Typickym

znakem tohoto druhu celiakie je zvySeny pocet intraepitelidlnich T lymfocytt (IEL). Pacienti
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mohou byt 1é¢eni kortikosteroidy nebo imunosupresivy, kterymi jsou napiiklad azathioprin
nebo cyklosporin.

1.12.2 Nadorové onemocnéni

Asi nejvaznéjsi komplikaci je zvySené riziko vzniku nadorovych onemocnéni.
Ta vznikaji s nejvétsi pravdépodobnosti z divodi snizené funkce imunitniho systému
a zvysené stfevni propustnosti. Jedna se nej€astéji o karcinom jicnu, zaludku, nebo zhoubny

lymfom stfeva.

1.13 Lécba

Zatim jedinou lécbou je dodrzovani dozivotni bezlepkové diety (vylouceni glutenu
z potravy) pod dohledem odborniki. Miize byt doporuceno dopliujici uzivani vitamini
a mineralt. VétSina pacientd na vylouceni lepku z potravy reaguje piiznivé, nckteii vSak
na dietu nereaguji a jsou soucasné vySetfovani na intoleranci laktdzy, nedostate¢nost pankreatu,
nebo zanétlivé onemocnéni stiev.

Pacienti jsou sledovani na gastroenterologii, kde se jim i provadi sérologické testy. Prvni
kontrola by méla nastat po roce jejiho striktniho dodrzovani. U vaznych stavl celiakie je
potieba pfiblizn¢ prvni tfi mésice 1écby podavat systémové nebo topické glukokortikoidy
a nutri¢ni 1écbu (Bures, 2018; Chou, 2017; Cirmanova, 2015).

Lécba ma za nasledek zmirnéni a pozdé¢ji vymizeni klinickych projevii. Nasazenim
bezlepkové 1écby se pacienti také mohou vyhnout pfidruzenym autoimunitnim chorobam.
V ptfipadé, Ze uz tyto onemocnéni ma i u nich miize s nasazenim bezlepkové diety dojit
ke zlepseni. V priibéhu 1écby by se taky histologické a sérologické ndlezy meély vratit
do normalu. VéEtSinou se pacienti citi Iépe jiz par dni po nasazeni diety. Bezlepkova dieta tedy
umoziuje celiakovi dozit se primérné délky Zivota bez dalSich komplikaci (Megiorni, 2012;
Pribylova, 2012).

Ve Spanélsku byla piedstavena neinvazivni metoda, kterou je mozné sledovat, jestli
pacient dodrzuje bezlepkovou dietu. Provadi se za pomoci stanoveni neimunogennich peptidi
lepku tzv. GIP v moci. Pfitomnost GIP v koncentrované moci byla zjistitelnd uz za 4 — 6 hodin
a dala se detekovat jest¢ den az dva po poziti lepku. Jelikoz je senzitivita tohoto testu velmi
vysoka, da se vyuzit i pfi konzumaci velmi malého mnozstvi lepku jako je 50 mg (Cirmanova,

2015).
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1.14 Vyziva

Uginnost 1é¢by predpoklada tplné vyloudeni potravin a napojii s obsahem lepku. Celiak
je tedy odkazan stravovat se potravinami, které jsou oznaCovany jako bezlepkové. V dnesni
dobé jsou alternativni bezlepkové potraviny stale dostupnéjsi, a tak uz neni problém sehnat
bezlepkové téstoviny, mouky, suSenky, smési na peceni ani pivo. Tyto potraviny byvaji
oznaCovany mezindrodné¢ uzndvanou znackou: pfeskrtnutym klasem. Pro vyrobu téchto
specidlnich potravin jsou pouzity bud’ pfirozené bezlepkové potraviny, nebo potraviny,
u kterych byl obsah lepku snizen na 20 mg/kg. (Pfibylova, 2012) Jako bezpecné potraviny jsou
povazovany ryze, brambory, kukufice, so6ja, pohanka, proso, jahly, Cerstvé chlazené, nebo
mrazené maso bez piisad, cukr, med a mnoho dalSich. Je potieba peclivé dbat na sledovani
slozeni potravin.

Dtlezité je nejen vylou€eni potravin z obiloviny s obsahem lepku, ale také potravin se
stopovym mnoZstvim lepku. V soudasné dob& neni v Ceské republice 7adnad norma, ktera
by udavala mnozstvi pSenicného tzv. modifikovaného Skrobu do potravin a jeho pfidavani je
velice Casté 1 do potravin, kde by ho laik nemusel ocekavat. Udava se, ze bezpe¢né¢ mnozstvi
lepku na den je 50 mg, ale to nelze povazovat za platné u vsech jedincti, nebot’ u nékterych

celiakll i mnozstvi 10 mg vyvola nepfiznivé zmény stievni sliznice (Pelkowski, 2014).
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2 GENETIKA

Etiologie celiakie je ovlivnéna mnoha faktory, jak genetickou predispozici, tak
environmentalnimi faktory, véetné lepku a jeho zavedeni do kojenecké stravy.

HLA-DQA1 a HLA-DQBI1 jsou hlavnimi klicovymi faktory genetické nachylnosti,
oznacované vyborem pro genovou nomenklaturu HUGO jako CELIACI. Témét 95 % pacient
s celiakii nese heterodimery DQ?2.5, kddované alelami DQA1*05 a alely DQB1*02 v cis nebo
trans konfiguraci, nebo molekuly DQ8 kodované alelami DQB1*03:02 v obecné kombinaci
s variantou DQA1*03 (Megiorni, 2012). 5q31—q33 (CELIAC2), 233 (CELIAC3) a 19p13.1
(CELIACA4) jsou tii chromozomalni oblasti také uznavané jako genetické predispozicni faktory

pro celiakii (Sciurti, 2018).

2.1 Systém HLA

HLA, neboli human leukocyte antigens, jsou transmembranové glykoproteiny, které
predstavuji hlavni histokompatibilni systém clovéka. MHC koduje rozsadhly komplex genti
determinujicich povrchové molekuly, takzvané antigeny, umisténé v plazmatickych bunkach.
Jejich hlavni fyziologickou funkci je predkladani antigenti, nebo jejich fragmentli bunikdm
imunitniho systému, zejména T—lymfocytim. Lidsky HLA systém se nachdzi na kratkém
raménku 6. chromozému (6p21.3), tvoii ptiblizné€ jednu tisicinu lidského genomu, to znamena,
7ze obsahuje asi 260 genl, znichZz vétSina souvisi s imunitnim systémem. Tato oblast
se vyznacuje vysokou hustotou, velmi rozsdhlou vazebnou nerovnovahou a variabilitou gent.

HLA rozd€lujeme do nékolika tfid, ve kterych se nachéazeji jednotlivé lokusy. HLA
L i1l tfidy jsou transmembranové glykoproteiny, tvofeny 2 fetézci. HLA 1. tfidy jsou
heterodimery polymorfniho a fetézce monomorfniho B2 mikroglobulinu, HLA II. tfidy jsou
heterodimery a a f fetézce (Medrano, 2012; Spierings, 2019). HLA ma velmi rozmanity
vyznam pouziti, vyuziva se zejména v transplantacni imunologii, pii vySetfovani
autoimunitnich onemocnéni, v nadorové imunoterapii, pii monitoringu ucinnosti 1écby, nebo

pfed zah4jenim farmakoterapie (Bartiinikova, 2011).

2.2 Klasifikace HLA
HLA muzeme rozdélit do péti oblasti: oblast rozsitené tfidy I, tfidy I, tfidy III, tfidy II
arozsitené tfidy II. zahrnujicich stovky genli simunologickymi funkcemi, vyznacujici

se vysokou hustotou, variabilitou genli a rozsahlou vazebnou nerovnovahou (Sciurti, 2018).
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Nejvice vyuzivané klasifikace jsou tfidy I a II. Pro HLA I. tfidy jsou typické HLA A, B a C,
jsou exprimovany na vSech somatickych jadernych bunkach, fadove se jedné o nékolik set tisic
molekul. Do této tiidy jesté¢ zahrnujeme neklasické HLA-E, F a G, které se exprimuji tkanoveé
specificky a jejich hlavnim cilem je nastoleni imunotolerance mezi matkou a plodem.
Celkovym ukolem HLA I. tfidy je vystavovat peptidy, které vznikly Stépenim bilkovin
v cytosolu napiiklad mnoZenim viru. HLA II. tfidy obsahuje tzv. D oblast, pozd&ji
rozdélovanou na tii podoblasti DQ, DR a DP, které jsou exprimovany na profesionalnich
antigen prezentujicich bunkach (APC). Mezi n¢ fadime B lymfocyty, dendritické bunky
a builkky monomakrofagového systému (monocyty, makrofagy). Exprese HLA II. tfidy mtize
byt zvySena prozanétlivymi cytokiny INF y a TNF a (Spierings, 2019). Ttida III lezi mezi HLA
I. a II. tfidy a zahrnuje geny pro proteiny, které maji imunitni funkci (Nordquist, 2021;
Dobrovolna 2014).

Dtlezitou roli v regulaci imunitniho systému maji proteiny. Geny koédujici proteiny
zahrnuji oblasti HLA tfidy I a II. MUzeme zminit naptiklad glykoproteiny pro prezentaci

antigenu imunitnim buiikdm (Sciurti, 2018).

2.3 Dédic¢nost HLA

Sestava alel HLA kazdého jedince je tvofena tou, kterou zdédil od svych rodic¢t. Geny
HLA jsou kodominantn¢ exprimovany a zdédény podle mendelovskych pravidel
s pravdépodobnosti 25 %, ze dva sourozenci budou genotypicky identi¢ti s HLA. Jedinec nese
jeden haplotyp od matky a jeden od otce, tyto dva haplotypy tvofi jeho genotyp
(Dobrovolna, 2014).

Genetické determinanty, kodujici heterodimer DQ2, se obvykle dédi v cis formaci spolu
s DRB1*03:01, ktery je spojovan s velkym mnoZzstvim poruch souvisejicich s imunitou. Alely
DQA1*05 a DQB1*02 mohou byt zdédény v trans formaci, kazdy koédovany na jednom

chromozému od kazdého z rodici, znaceny jako DQ2.5 trans (Medrano, 2012).

2.4 Nomenklatura

Vroce 1968 byl zaveden Nomenklaturni vybor svétové zdravotnické organizace
(WHO) pro faktory HLA. Pravé ztohoto roku je prvni zminka o osmi pojmenovanych
antigenech oddé¢lenych dle jednotlivych gend. V dneSni dobé jsou vyuzivany dva typy
nomenklatury. Prvni, zroku 1975, ktery byl pozd¢ji roku 1984 upraven a je zalozen

29



na sérologickych metodach a druhy, zaveden roku 1987, zalozen na urCovani alelovych
nukleotidovych sekvenci.

Prvni typ si ukdZeme na piikladu HLA-B27, kde velké pismeno B znaci lokus a ¢islo
27, které nasleduje, oznacuje antigen, konkrétné jeho specifitu a ta miize mit maximalné¢ dva
Ciselné znaky. Nazvoslovi bylo nadale zdokonalovéano, zavedli se pfipony, které signalizuji
formu exprese urcitych alel. Pro ptiklad, pismenem N se oznacuji nulové alely, L znaci, Ze gen
kéduje protein s nizkou expresi, C se pouziva v ptipadé, kdyZ jsou produkty exprimovany
v cytoplazmé. Aby bylo mozné pojmenovéavat a zatazovat nové alely, bylo potieba v roce 2010
zménit nomenklaturu HLA. Velkym pfinosem bylo zavedeni rozdélovact v daném potadi
(alelickd skupina:subtyp:synonymni substituce:rozdily mimo kodujici oblasti. Vyuziti
rozdélovact je zobrazeno na Obrazku 5, kde je zaroven znazornén piiklad tvorby ndzvu HLA
alely. Nov¢ se zacalo aplikovat fazeni alel do P skupin, které umoziuje rozumové vyjadrovat
vysledek podle biologické specifity. Dale do G skupin, vyuzivajici se pro alely majici stejnou
nukleotidovou sekvenci pro exony, které koduji misto pro rozpoznavani antigenu. Databaze
obsahujici seznam alel a jejich nomenklaturu je dostupna na IMGT/HLA, verze z ¢ervence roku

2010 obsahuje 5302 alel HLA (Dobrovolna, 2014; Torres, 2011).

rozdily mimo
kodujici oblasti

DNA

HLA-A™02:01:01:02 L

expresivita

Obrazek 3: Ukazka tvorby nazvu HLA (pfevzato od Dobrovolna, 2014)

Na Obrazku 5 je zobrazen piiklad nomenklatury za pouziti druhé metody,
molekularné-genetické. Oproti sérologickému typu muize mit oznaceni alel vicemistné.
Na ptikladu Obrazku 5 si tuto nomenklaturu ptiblizime. Velké pismeno A zde opét znaci lokus,
nasleduje odd€lovac, ktery zna¢ime hvézdickou, za nim prvni dvé Cislice 02 ndm znaci
alelickou skupinu, za pomoci rozd¢lovace oddélené dalsi dvé Cislice 01, znacici subtyp, znovu
rozdélovag, za kterym dalsi Cislice oznacuji subalely a pismeno na konci ndm znaci expresivitu
(Penka, 2012).
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2.5 Asociace s chorobami

V poslednich 50 letech bylo prokazano, ze asociace s chorobami nelze vzdy
jednoznac¢né urcit na jednu alelu, ale spiSe na vice G€inkl jednotlivych alel. Bylo dokazano, Ze
autoimunitni a infek¢éni choroby mezi sebou sdili jednotlivé genetické faktory HLA. Toto
zjisténi znaci, ze lidska genetickd architektura vznikala v reakci na pfirozené podnéty, a ze HLA
ovliviluje nachylnost ke komplexnim chorobam. Zaroveil bylo zjisténo, ze HLA hraje velkou
roli i v neurologickych poruchéch.

Do velké skupiny asociaci patii nejCastéji autoimunitni onemocnéni, nemaligni
chronickd onemocnéni. Spousté¢em onemocnéni byvaji ¢asto environmentalni faktory. Mezi
ptiklady asociaci miizeme zminit ankyldzni spondylitidu s HLA-B27 (Bechtérevova nemoc),
v tomto ptipad€ je onemocnéni spojeno s jednou konkrétni alelou. Jinak je to u narkolepsie
souvisejici s alelou HLA-DQBI1*06:02, ktera mtze byt spojena s vice geny. Velmi silnou
asociaci ma celiakie, asociované alely jsou HLA-DQB1*02 a HLA-DQB1*03:02. Zminit
muizeme i revmatoidni artritidu asociovanou s HLA-DR4.

Objev asociace s chorobami pomohl k vyvoji novych zptisobt 1é¢by a k prevenci
riznych onemocnéni. V tuto chvili v§ak zdaleka nejsou objasnéné vSechny asociace a jejich
funkce. Asociace s lokusy HLA 1. tfidy ovliviiuji odpovéd’ T-bun¢k CD8+ pfi infekci HIV,
které se ukazuje pomalejsi progresi onemocnéni, u HLA II. tfidy je ovliviiovana odpoveéd CD4+
T-bunék, ktera je nedostateCnd a tim je zvySené riziko nachylnosti k infekcim (Matzaraki,

2017).

2.6 HLA ve vztahu k celiakii

I ptes to, Ze celiakie je geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni, neni stanoveni
genotypu HLA az tak vyznamny ndstroj pfi jeji diagnostice, spiSe se vyuziva jako negativni
predisponujici hodnota (Megiorni, 2012). HLA alely jsou sice diilezité, ale ne nezbytné pro
rozvoj onemocnéni. Dllezitym faktorem jsou i tzv. non—HLA geny, ze kterych bylo prozatim
identifikovano 39 lokusii. Spusténi onemocnéni je spjato také s vazanim gliadinovych zbytkt
z lepku pfijimaného v potravé na specifické epitopy HLA, které jsou ptitomny.

Genetickym faktorem pro vznik celiakie je pfitomnost HLA gent II. tiidy, které se
nachazeji na raménku 6. chromozému, ten miizeme vidét na Obrazku 6. Témét u 95 % pacientt
s prokazanou celiakii se vyskytuje genotyp HLA-DQA1*05 a HLA-DQB1*02, ¢asto nepiesné

oznatovany jako HLA-DQ2. Druhy genotyp véazany stimto onemocnénim je
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HLA-DQA1*03:01 a HLA-DQB1*03:02, n¢kdy oznacovéan jako HLA-DQS. (Dobrovolna,
2015) Riziko rozvoje onemocnéni u pacientll s témito rizikovymi alelami se odhaduje

na 36 az 53 %, dale také zavisi na mnozstvi genu.

chromosom 6 kratké raménko
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Obrazek 4: Chromozom 6 a lokace gentt HLA na kratkém raménku (pfevzato od Hoffmanova, 2019)

U alel HLA-DQ?2 je prokazéano, ze homozygotni jedinci maji riziko nejméné 5x vyssi
nez heterozygotni.

Témer 40 % dédicnosti celiakie vysvétluji heterodimery HLA-DQ2 a HLA-DQS,
odhaduje se, Ze zbyla procenta zahrnuji jiné geny nez HLA. Bylo identifikovano mnoho gent,
které mohou byt zapojené do rizika rozvoje celiakie, i kdyz jejich ptispévek k néastupu
onemocnéni je slaby. Podileji se na fizeni imunitni odpovédi, miiZzeme tam zahrnout geny
kédujici IL2, IL21, CTLA4 a CCR3 (Sciurti, 2018).
Diagnéza celiakie je nepravdépodobna u osob, které nemaji zadnou z téchto HLA-DQ alel,
avSak 1 u zdravych osob se vySe jmenované genotypy vyskytuji. Z tohoto diivodu nelze
ptitomnost HLA-DQA1*05 a HLA-DQB1*02 nebo HLA-DQA1*03:01 a HLA-DQB1*03:02
povazovat za potvrzeni dané diagnézy bez dalSich vySetieni (Brdicka, 2015). Podle poctu alel,
které nesou DQA1*05 a DQB1*02 jsou pacienti fazeni do skupin s vysokym nebo stfednim
rizikem celiakie (Medrano, 2012).

Souvislost mezi HLA a pohlavim dokazuje skute¢nost, ze zeny byvaji ¢astéji DQ2.5

¢i DQ8 pozitivni, zatimco negativni DQ2.5/DQ8 maji ¢asto muzi (Megiorni, 2012).
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2.6.1 HLA DQ2 aDQ8

Molekuly II. tfidy HLA-DQ2 a HLA-DQS8 maji klicovy vyznam v patogenezi celiakie.
Tyto povrchové molekuly jsou slozené z fetézcli a a p. Retézec o mize byt kodovan nékolika
alelickymi variantami genu DQA1 a fetézec B n¢kolika variantami DQBI, toto mizeme vidét
v tabulce. Piikladem muize byt gen kodujici B fetézec HLA-DQ2, ktery je oznacovan jako
DQB1*02 a ma tfi alelické varianty: DQB1*02:01, DQB1*02:02 a DQB1*02:03. Gen kodujici
B fetézec HLA-DQ8 ma pouze dvé alelické varianty a to DQB1*03:02, DQB1*03:05
(Hoffmanova, 2019). Studie zjistila, Ze homozygotnost DQB1*02 byvé ve velkém mnozstvim

ptipadll spojena se zvySenym rizikem a agresivnéj$imi formami celiakie (Megiorni, 2012).

Tabulka 1: HLA sérotypy patofyziologie celiakie a jejich vztah k HLA haplotypu (Pfevzato od Olerup SSP HLA typing kits,
2015)

HLA sérotyp HLA haplotyp

genotyp pro alfa fetézec genotyp pro beta fetézec
HLA-DQ2.5 DQA1*05:01 DQBI1*02:01
HLA-DQ2.2 DQA1*02:01 DQBI1*02:02
HLA-DQS8 DQA1*03:01 DQB1*03:02

Ve skutecnosti alely HLA-DQ2.5/DQS nese asi 30 % bézné populace, ale onemocnéni
se u nich nevyskytuje, u 3 % znich dojde k intoleranci lepku. Z tohoto diivodu je jasné,
ze pritomnost této alely neni vzdy dostate¢na pro rozvoj onemocnéni (Sciurti, 2012; Megiorni,
2012).

K vysetfeni alel kodujicich HLA-DQ2 a HLA-DQS se vyuzivaji metody typizace

oligonukleotidii specifickych pro polymerdzovou fetézovou reakci (Sapone, 2012).

2.7 Vyznam genetického vySetieni

Vysetieni genotypu HLA pro diagnostiku celiakie je vhodné provadét u piibuznych
celiakli prvniho stupné, pievazné u déti zrodin sopakovanym vyskytem, u pacient
s klasifikaci Marsh typu I a II, tj. se zvySenym IEL a hyperplazii krypt, ale bez vilozni atrofie.
Dale podle ESPGHAN z roku 2012 u pacientli s nejasnou diagnézou, kam fadime pacienty
s vysledkem negativni sérologie a mirnou zménou infiltrace ve vzorcich z biopsie. Poslednim
zmilovanym vyznamem typizace HLA je rozliSeni asymptomatickych pacientl

s pravdépodobnéjsim vyskytem celiakie nez u bézné populace, u kterych bude potieba
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pravidelné sledovat hladinu protilatek (Brdicka, 2015; Sciurti, 2018). VySetfeni je také vhodné
provadét u pacientl se specidlnimi genetickymi poruchami, kam fadime napiiklad Downtv
nebo Turneriv syndrom. Pravé u téchto pacienti miize byt vyhodou vcasné odhaleni
predisponujicich alel pro celiakii, diky némuz mohou byt osvobozeni od opakovanych
sérologickych vySetteni nebo biopsii (Megiorni, 2012; Verma, 2018).
Vyhodou genetického vysSetieni je, ze mize pomoci s diagndézou, pokud u pacienta
nebyly provedeny sérologické testy pied zavedeni bezlepkové diety (Lebwohl, 2020).
Piiblizné 95 % pacientl s celiakii nese alelu HLA-DQ2, ti ktefi jsou HLA-DQ2
negativni naopak byvaji pozitivni HLA-DQS. Tato skutecnost ndm ukazuje vysoké genetické
riziko onemocnéni. Studie také potvrdily, Ze nepfitomnost predisponujicich alel HLA-DQ?2,
HLA-DQ8 nebo obou prakticky onemocnéni celiakie vylucuje (Naiyana, 2012).
Pozitivni vliv na psychickou stranku nese provedeni typizace HLA s negativnim vysledkem,

jedinci si jsou poté vice jisti svym velmi nizkym rizikem pro vznik celiakie (Megiorni, 2012).

2.8 Genetické vysetreni

Typizace HLA pro urceni asociaci s nemocemi se zpravidla provadi v molekularnich
laboratofich. Indikace k vySetfeni jsou: pozitivni rodinnd anamnéza, gastrointestinalni potize,
do kterych patii maloabsorpce a prijmy, dale jind autoimunitni onemocnéni, sideropenicka
anemie nebo neprospivani. Vysetieni se provadi z DNA ze stéru z dutiny ustni nebo z periferni
krve odebrané do zkumavky s K2EDTA/K3EDTA, zhruba 2 az 5 ml.

Pii stanoveni lze vyuzit n¢kolik molekularnich metod: metoda PCR se sekvencné
specifickymi primery, kvantitativni polymerazové fetézovy reakce (Real Time PCR), nebo
Reverse Dot Blot analyza.

V dnesni dobé se stavaji hojné vyuzivané stanoveni za pomoci komercnich souprav,
které byly vyvinuty pro specificky genotyp celiakie s pfidruzenymi alelami DQA1/DQBI1
(DQAT1*05, DQB1*02 a DQB1*03:02). Tento zptisob je vyhodnéjsi v tom, Ze je rychlejsi
a snazsi. Pro spravné vyhodnoceni je dilezitd vysoka specifita, detailni vysledky a usnadnéna
interpretace. Olerup SSP AB navrhl Olerup SSP® DQA1*02,05; DQB*02, 03:02 test na alely

asociovang s celiakif, ktery tato kritéria spliiuje (Megiorni, 2012).

2.9 Metody vySetieni

V dnes$ni dobé mame k dispozici n€kolik metod vyuzivanych pro ureni alel HLA
asociovanych s celiakii. Jejich nevyhodou je, ze jsou Casové narocné a drahé. Zahrnuji
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hybridizaci sond specifickych pro oligonukleotidy (SSOPH), amplifikaci PCR se sekven¢né
specifickymi primery (PCR - SSP) a typizaci na bazi sekvenci (SBT). Tyto tfi stanoveni
se zacali vyuzivat uz v 80. letech, kdy se PCR metoda stala rutinni pouzivanou v laboratornim
stanoveni (Reinton, 2006).

Mnohem vhodnéjsi je tedy pouzit rychlejsi metodu s vysokou citlivosti, a to PCR
v redlném case (qQPCR) spolu s PCR — SSP. Bylo zjisténo, ze vyuziti qPCR sice vykazuje
vysokou specifitu, ale pokud potfebujeme z vySetieni ziskat vétsi podrobnosti, jako naptiklad

homozygotnost a heterozygotnost, je vhodnéjsi pouzit metodu PCR — SSP (Selleski, 2015).

2.9.1 Sekvencné specifické oligonukleotidové sondy (SSO)

Jako jedna z prvnich vyvinutych metod typizace HLA zalozenych na PCR byl test SSO.
Metoda vyuziva kratké sondy, které jsou komplementarni k omezenému poctu znamych alel
HLA. Ze vzorku DNA se vyberou generické primery, které budou amplifikovat vétSinu alel
konkrétniho lokusu a provede se PCR.

Muzeme vyuzit tradi¢ni SSO, kde produkt je denaturovan do jednotlivych fetézcii
anasledné¢ vazdn na membranu, ktera je poté hybridizovana sriznymi SSO sondami.
K hybridizace dojde, pokud je amplifikovand sekvence DNA komplementarni
s oligonukleotidovou sondou.

V bézné praxi, se ale spiSe vyuziva reverzni SSO, kterd se od tradi¢ni 1iSi tim,
ze amplifikovany produkt je pfidan k pevné matrici s navdzanymi sondami.

Metoda méa hned nékolik vyhod, z nichz miZeme zminit kratkou dobu testovani,
testovani jednoho vzorku, ale zaroven vyuziti i pro vétsi mnozstvi vzorkti. Nevyhodou naopak
je, ze z divodu velkého poctu alel HLA miize SSO poskytnout nejednoznacné vysledky

typizace, které vyzaduji ndsledné testovani.

2.9.2 Sekvenéné specificky test primert (SSP)

SSP byla nejprve vyuzivana k typizaci genit HLA-DR, ale se zdokonalenim metody
se rozsifila oblast vyuzitelnosti pro vSechny zbyvajici geny HLA tiidy I a tfidy II. Test je
zalozeny na principu vyuziti primerq, které amplifikuji pouze omezeny pocet alel.

Zpravidla jsou pfipravené sady primert dodavany v zasobnicich vyrobcem. DNA ze vzorku
pacienta se pfida ke smési pufru, nukleotidi a polymerazy a nasledn¢ je rovnomérné rozdélena
do platicek s primery. Takto pfipraveny vzorek se podrobi PCR a po vyhotoveni se detekuje

za pomoci gelové elektroforézy.
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Protoze SSP testy jsou velice piesné, daji se vyuzit k rozliSeni nejednoznacnych
vysledkl provedenych jinymi metodami. JelikoZ je metoda nachylnd ke zménam testovacich
podminek, je tfeba pfi praci dbat na jejich dodrzeni. Nevhodné podminky pfi provadéni mohou
zpiisobit nespecifickou vazbu primeru nebo nedostatek specifické vazby. Vyhodou této
techniky je, Ze pro jeji pouziti neni tfeba slozitého vybaveni, postaci termalni cyklovac,

pracovni stanice PCR a zafizeni pro elektroforézu (Lara-Armi, 2020; Madden, 2019).

2.9.3 PCRVv reilném case (qPCR)

Kazdy test PCR vyZzaduje pifitomnost templatové DNA, primert, nukleotidd a DNA
polymerazy.

PCR v redlném case ptinasi rychlejsi vysledky zejména tim, ze soucasné amplifikuje
a detekuje DNA v realném case. OdliSuje se také tim, Ze vysledky jsou analyzovany pocitacem
a neni potieba gelové elektroforézy. Udava, kolik specifické DNA nebo genu je ve vzorku.
Amplifikace probiha ve tfech zdkladnich krocich. Denaturace, nasedani primerd neboli
annealing a extenze templatového fetézce. Oproti klasické PCR metodé ma obrovskou vyhodu,
ze je mozné sledovat nartst produktu v kazdém cyklu amplifikace.

Ke kvantifikaci a detekci vyuziva fluorescencni barviva, které se nespecificky
interkaluje s dvouvlaknovou DNA a sekvencné specifické DNA sondy. K vyhodnoceni neni
zapotiebi gelové elektroforézy. Vysledky jsou analyzovany pocitacem

Metoda je schopna poskytnout spolehlivé a reprodukovatelné vysledky. Vyhodou je,
Ze je mozné ji pouZzit i pro malé objemy vzorkll a to v nejriznéjSich aplikacich (Engstrom-

Melnyk, 2015; Garibyan, 2013).

2.9.4 Celiac Gene Screen

Tato levnd a snadnd metoda zaloZena na typizaci za pomoci PCR byla vyvinuta
spolecnosti BioDiagene SRL v Italii. Jeji rychlost dokazuje skutecnost, ze je schopna izolovat
DNA pfiblizn¢ do jedné minuty, samotné PCR, zahrnujici amplifikaci alel HLA-DQ provede
za 90 minut. Celkova doba od zacatku testu po dosazeni vysledku je kratsi nez 2 hodiny.

Celiac Gene Screen poskytuje informaci, zda je u pacienta pfitomna alela DQ2 a nebo
DQ8. Ke stanoveni se pouziva vzorek krve, odebrany do zkumavek s EDTA. Samotny test
zahrnuje tfi kroky: lyza krve, amplifikace a na zavér fluorescenéni detekce pomoci BioRun

Reader (Verma, 2018).
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3 METODIKA

V ramci studia byla zafazena i kratkodoba praxe v genetické laboratofi GENvia s. 1. 0.
se sidlem na adrese Sykoveckd 276/54, Praha — Kyje, 19800. Nize uvedené postupy a vysledky

jsou v souladu s metodickymi postupy zminéné laboratote.

Principy pouzité metody:

Vysetieni je zalozené na polymerazové tetézové reakci (PCR) alelové specifickych
primerti. Diky témto primertim, specifickym pro alely asociované s konkrétnim onemocnénim
jsou v prvni fazi amplifikovany PCR produkty. Ve druhé fazi jsou tyto produkty separovany
pomoci gelové elektroforézy. Nasledn¢ jsou pomoci programu SCORE identifikovany
produkty (alely) asociované s onemocnénim. VySetfeni je provadéno na zéklad¢ protokolu

OLERUP SSP® Instuctions for Use 2015 za pouziti CE IVD kiti:

Uvod

Pracovni postup podrobnéji popisuje HLA typizaci alel asociovanych s celiakii pomoci
polymerazové fetézové reakce alelové specifickych primert. VySetfeni je zaméfené na detekci
predispozi¢nich alel (DQ2.5, DQS8, DQ2.2) vyskytujicich se u vice nez 95 % osob trpicich
celiakii. VySetfeni je provadéno CE IVD kitem Olerup SSP® DQA1*02, 05; DQB1*02, 03:02
na zaklad¢ protokolu OLERUP SSP® Instructions for Use 2015.

Piiprava pristroji, pomucek a roztoku
o pouzit DNA izolovanou komer¢nim kitem o koncentraci 10—40 ng/ul

o rozmrazit reagencie a reak¢ni platicka

Postup

V prvnim kroku je provadéna metoda PCR. Nejprve je potieba pro kazdy vzorek DNA
namichat do 1,5 ml zkumavky mix, ktery se skldda z 130 pl demineralizované vody a 78 pl
Master mix (obsahujici Taq polymerazu). Z tohoto mixu se odpipetuje do jamky cislo 23,
slouzici jako negativni kontrola, 8 pl a pfidaji se 2 ul demineralizované vody. Ke zbyvajicimu
mixu se piida 52 ul DNA a po 10 ul se rozpipetuje do jamek 1 az 22, které obsahuji smési
primerti pro detekované alely. Platicko se zalepi kryci folii, promiché ve tiepacce a pienese do
termalniho cyklovace. Pfistroj udrzuje naprogramované teploty po dobu, kterd je nutna

k probéhnuti jednotlivych krokt PCR. Analyza je provadéna pomoci softwaru OLERUP.

37



Tabulka 2: Naprogramované teploty a stanoveny ¢as pro jednotlivé kroky PCR (Upraveno podle Olerup SSP HLA typing kits,
2015)

Krok PCR Pocet cykli | Teplota (°C) | Cas (sec)
Podateéni 1 94 120
denaturace

Denaturace 10 94 10
Annealing a | 10 65 60
extenze

Denaturace 20 94 10
Annealing 20 61 50
Extenze 20 72 30
Udrzovani udrzovani 4

Druhym krokem je provedeni gelové elektroforézy. Amplifikované produkty
se prenesou na 2% agar6zovy gel. Spustime elektroforézu pti 150 V na 20 minut a nasnimame

produkty pomoci systému DigiDoc—ITLS.
K analyze vysledkli se vyuzivd software Start SCORE. Za pomoci fotografii

nasnimaného gelu oznacime v obrazku zndzornujici gel produkty PCR, tak aby se shodovaly.

Z takto ziskanych dat software zobrazi detekované alely HLA-DQA1 a HLA-DQBI.
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Tabulka 3: Interpretace detekovanych alel ve vztahu k celiakii (upraveno dle Olerup SSP HLA typing kits, 2015)

Serologicky

ekvivalent Interpretace

Genotyp

Nalezeny genotyp HLA je asociovany

DQAT*05 | DQ2.5 pozitivai | "0 o1 Celiakie.

DQB1*02 DQ8 negativni

DQA1*03 DQ8 pozitivni Nalezeny genotyp HLA je asociovany
DQB1%03:02 | DQ2 negativni s rizikem celiakie.

DQA1*02 DQ2.2 pozitivni Nalezeny  genotyp HLA je asociovany

DQB1*02 DQ8 negativni ojedinélym rizikem celiakie
Jakykoliv DQ2 negativni Nalezeny genotyp HLA neni asociovany
jiny genotyp | DQS8 negativni s rizikem celiakie.

3.1.1 Vyhodnoceni ziskanych vzorkii

Na nasledujicich piikladech lze vidét 5 riznych fotografii geli elektroforézy z archivu
laboratofe GENvia s. r. 0. Jednd se o 5 vzorkli vySetfenych v ramci ,,Mezilaboratorniho
hodnoceni kvality” v kvétnu roku 2021 a jejich rizné zplsoby vyhodnoceni. Pozitivnim
vysledkem na snimcich gelti jsou zvyraznéné pruhy u alel asociovanych s celiakii. V tabulkach
se zelenym textem, ve sloupcich ,,common® a ,alleles* lze vidét pozitivni alely, které

vyhodnotil program SCORE.

Obrazek 5: Vzorek ¢. 1, DQS pozitivni (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)
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Na Obrazku 7 u vzorku €. 1, 1ze vidét, ze produkt byl amplifikovan na pozici 2, 3, 5, 6,
8,10, 14, 16, 17, 19, 21, 22.
Podle Obrazku 8 vidime, ze dle ziskanych dat software SCORE detekoval alely: DQA1*03:01,
DQA1*05:05, na Obrazku 9 Ize vidét, ze program detekoval alely: DQB1*03:01, DQB1*03:02.
Jako pozitivni nalez hodnotime kombinaci alel DQA1*03 - DQB1*03:02 (DQS8 pozitivni).
Pti vyhodnoceni vzorku €. 1 bylo prokazano, Ze je DQS8 pozitivni a DQ2 negativni, vzorek je

tedy asociovany s rizikem celiakie. Toto hodnoceni znazoriiuje Tabulka 3.

[l ~lcles not covered: DQA1704:01:01:01-04:08, DQA1*06:01:01:01-06:02

HLA-DQB1  4/30/2021 1 3410

L
common alleles
DQA1*03:01:01:01 DQA1*05:05:01:01| 0 -
rare combinations
DQA1*03 DQA1*05 o

Obrazek 6: Vyhodnoceni vzorku €. 1, alela HLA-DQAT1 (upraveno dle archivu GENvias. r. 0., 2021)

L
common alleles
DQB1*03:01:01:01|DQB1*03:02:01:01 | 0 |DQ7(3) DQ8(3)
rare combinations
DQB1*03 DQB1*03 0 |-, DQ8(3), Null, DQT(3) DQ7(3), -, DQ8(3), Null
DQB1*03 DQB1*06 0 |DQ7(3), -, DQ8(3), Null -

Obrazek 7: Vyhodnoceni vzorku €. 1, alela HLA-DQB1 (upraveno dle archivu GENvias. r. 0., 2021)

Obrazek 8: Vzorek ¢.2, DQ2.5 pozitivni (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)

Na Obrazku 10 Ize vidét, ze vzorek €. 2 mél pozitivni reakce na pozicich: 3, 5, 9, 11,
12,14a 16

Software SCORE detekoval u vzorku ¢. 2 alely: DQA1*01, DQA1*05:01 a alely
DQBI1*02:01,DQB1*04, DQB1*05, DQB1*06, to lze vidét na Obrazcich 11 a 12. Jako
pozitivni ndlez hodnotime kombinaci alel: DQA1*05 - DQB1*02 (DQ?2.5 pozitivni).
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Vzorek €. 2 je tedy DQ?2.5 pozitivni a DQS8 negativni. Nalezeny genotyp je asociovan s rizikem

celiakie.

Allele compinations &

common alleles

DQA1*01 DQA1*05:01:01-01| 0 |-

rare combinations

DQA1*01 DQA1*05 0 |-, Null -, Null

Obrazek 9: Vyhodnoceni vzorku €. 2, alela HLA-DQAT1 (upraveno dle archivu GENvias. r. 0., 2021)

Allele compinations &

common alleles

DQB1*02:01:01:01 0 DQ2

DQB1*02:01:01:01|DQB1*04 0 DQ2 DQ4
DQB1*02:01:01:01 |DQB1*05 0 DQ2 DQ5(1)
DQB1*02:01:01:01 |DQB1*06 0 |DQ2 DQs(1), -, DQ1
rare combinations

DQB1*02 DQB1*02 0 |-, DQ2, Null DQ2, -, Null
DQB1*02 DQB1*03 0 DQ2, -, Null -

DQB1*02 DQB1*04 0 DQ2, -, Null -, DQ4, Null
DQB1*02 DQB1*05 0 DQ2, -, Null -, DQ5(1), Mull
DQB1*02 DQB1*06 0 1DQ2, -, Null -, DQ6(1), DQ1, Null

Obrazek 10: Vyhodnoceni vzorku €. 2, alela HLA-DQBI1 (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)

Obrazek 11: Vzorek ¢.3, DQ2.2 a DQ2.5 pozitivni (upraveno dle archivu GENviass. 1. 0., 2021)

Na Obrazku 13 lze u vzorku €. 3 vidét pozitivni reakce na pozicich 1, 3, 5, 6, 8, 10, 12,
13, 14, 16, 19 a. 21

Z Obrazku 14 vidime, ze program Olerup detekoval alely DQA1*02:01, DQA1*05:05,
na Obrazku 15 lze vidét, Ze program detekoval alely DQB1*02:02, DQB1*03:01. Jako
pozitivni nalez hodnotime kombinaci alel DQA1*05 - DQB1*02 (DQ2.5 pozitivni)
a DQA1*02 - DQB1*02 (DQ2.2 pozitivni). Dle poznatkli vySe bylo zjisténo, Ze hodnoceny
vzorek je DQ2.5 pozitivni, DQ2.2 pozitivni a zarovein také DQS8 negativni. Nalezeny genotyp

HLA je asociovany s rizikem celiakie.
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&

common alleles

DQA1*02:01:01:01 |\ DQA1*05:05:01:01| 0O |-

rare combinations

DQA1*02 DQA1*05 0 |-, Nul -, Nu

Obriazek 12: Vyhodnoceni vzorku €. 3, alela HLA-DQA1 (upraveno dle archivu GENvias. 1. 0., 2021)

&
common alleles

DQB1702:02:01:01 |DQB1%03:01:01:01 | 0 |DQ2 DQ7(3

rare C binations

DQB1*02 DQB1*03 0 |DQ2, -, Null -, DQ7(3), DQB(3), Null

Obrazek 13: Vyhodnoceni vzorku €. 3, alela HLA-DQBI1 (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)

Obrazek 14: Vzorek €. 4, negativni (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)

Na Obrazku 16 lze vidét, ze vzorek €. 4 byl amplifikovan na pozicich 9 a 14. Hodnoceni
vysledkt vzorku ziskanych z gelové elektroforézy lze vidét v tabulce v pfiloze A. Tabulka
znéazornuje jednotlivé pozice a v nich amplifikované alely DQA1 a DQBI.

Z Obrazkt 17 a 18 je ziejmé, Ze program Olerup detekoval alely: DQA1*01, DQA1*04,
DQA1*05, DQA1*06, DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05, DQB1*06. Nebyla nalezena dvojice
alel asociovanych s celiakii, byla detekovana pouze alela DQA1*05 bez druhé predispozicni

alely. Vzorek ¢. 4 je DQ2 1 DQ8 negativni, nalezeny genotyp neni asociovany s rizikem

celiakie.
&
common alleles
DQA1T*01 0l
DQA1T*01 DQA1T*01 ]
DQA1"01 DQA1704:01:01:01| 0 |-
DQA1*01 DQA1*06:01:01:01| 0 |-
rare combinations
DQA1T*01 DQAT*01 0 |- Nul -, Nu
DQA1*01 DQA1*04 0 |-, Nul -, Nu
DQA1*01 DQA1*05:10 0 |-, Nul -
DQA1T*01 DQA1*06 0 |-, Nul

Obrazek 15: Vyhodnoceni vzorku €. 4, alela HLA-DQA1 (upraveno dle archivu GENvias. 1. 0., 2021)
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common alleles

DQB1*04 0 |DQ4

DQB1*04 DQB1*04 0 DQ4 DQ4

DQB1"04 DQB1"05 0 |DQ4 DQ5(1)

DQB1*04 DQB1*06 0 |DQ4 DQs6(1), -, DQ1
DQB1*05 0 |DQ5(1)

DQB1"05 DQB1"05 0 |DQ5(1) DQ5(1)

DQB1*05 DQB1*06 0 |DQ5(1) DQs6(1), -, DQ1
DQB1*06 0 |DQ6(1), -, DQ1

DQB1*06 DQB1706 0 |DQ6(1), -, DA1 DaQs6(1), -, DQ1

rare combinations

DQB1*03 DQB1*03 0 - -

DQB1*03 DQB1704 0 - -, DQ4, Null
DQB1*03 DQB1*05 0 -, DQ5(1), Null
DQB1*03 DQB1*06 0= - D Q1, Null
DQB1*04 DQB1*04 0 |-, DQ4, Null

DQB1*04 DQB1*05 0 |DQ4, -, Null

DQB1*04 DQB1*06 0 |DQ4, -, Null Null
DQB1*05 DQB1*05 0 |-, DQ5(1), Null

DQB1*05 DQB1*06 0 |DQ5(1), -, Null -, DQ6(1), DQ1, Null
DQB1*06 DQB1*06 0 |-, DQB(1), DQ1, Nul DQ§&(1), -, DQ1, Null

Obrazek 16: Vyhodnoceni vzorku €. 4, alela HLA-DQBI1 (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)

14 19

Obrazek 17: Vzorek ¢. 5, DQ8 a DQ2.5 pozitivni (upraveno dle archivu GENvias. r. 0., 2021)

Z Obrazku 19 lze vidét, Ze posledni vzorek €. 5 byl amplifikovan na pozicich: 2, 3, 5,
11,12, 14,16,17,19a 22
Program Olerup v tomto piipad¢ detekoval alely: DQA1*03, DQA1*05:01 a DQB1*02:01,
DQB1*03:02, coz Ize vidét na Obrazcich 20 a 21. Jako pozitivni hodnotime kombinaci alel
DQA1*05 — DQB1*02 (DQ?2.5 pozitivni) a DQA1*03 — DQB1*03:02 (DQ8 pozitivni).
Vzorek je tedy DQ2.5 pozitivni i DQS8 pozitivni. Nalezeny genotyp HLA je asociovany

s rizikem celiakie.

L
common alleles
DQA1*03 DQA1%05:01:01:01| 0 |-
rare combinations
DQA1*03 DQA1*05 0 -, Null

Obrazek 18: Vyhodnoceni vzorku €. 5, alela HLA-DQA1 (upraveno dle archivu GENvias. 1. 0., 2021)

Allele compinations U
rare combinations
DQB1702:01:01 |DQB1*03:02 1 \DQ2

Obrazek 19: Vyhodnoceni vzorku €. 5, alela HLA-DQB1 (upraveno dle archivu GENvia s. r. 0., 2021)
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4 ZAVER

Celiakie je nejcastéjsi gastrointestindlni autoimunitni onemocnéni, jehoz vyskyt stale
stoupd. Vyznacuje se raznorodosti ptiznakid od maloabsorpce po dermatologické projevy.
Velikou komplikaci pfi diagnostice celiakie je fakt, ze miZe probihat i tpln¢ bezptiznakovou
formou. Diagnostika celiakie zahrnuje tfi faze. Zpravidla zacina sérologickymi testy, vySetieni
protilatek v séru. Z krve se provadi genetické testy na pfitomnost HLA DQ2/DQ8 a v zavéru
se onemocnéni potvrzuje biopsii. V dnesni dobé umoznila ESPGHAN, u déti vynechat za
ptesné stanovenych podminek biopsii. Histologicky nalez hodnotime dle Marshovy klasifikace,
ve stupnich od 0 do 3, kde 0 ndm zna¢i normalni sliznici a 3 stupeil oznacujeme jako
tzv. destruktivni, dle miry destrukce délime dale na 3 podskupiny.

Celiakie je asociovana s mnozstvim chorob, z nichz miZzeme zminit diabetes mellitus
1. typu, Duhringovu chorobu nebo glutenovou ataxii. Komplikaci nelé¢ené celiakie mohou byt
nadorové onemocnéni. Proto je dilezitd vCéasnd diagnostika a zahajeni 1éCby. Zatim jedinou
moznosti 1é¢by je dozivotni bezlepkova dieta.

Celiakie je z velké miry ovlivnéna genetickou predispozici. Toto tvrzeni dokazuje jeho
silna asociace s alelami HLA II. tfidy, nachézejici se na kratkém raménku 6. chromozému.
Konkrétné hovoiime o alelach HLA-DQB1*02 a HLA-DQB1*03:02. Fakt, ze ptiblizn€ 95 %
pacientt s celiakii je DQ2 pozitivni a zbyvajici byvaji vétsinou pozitivni na DQ8, doklada
vysoké genetické riziko onemocnéni. Stanoveni genotypu HLA se z pravidla vyuziva jako
negativni predisponujici hodnota. Vhodné je k odhaleni asymptomatickych pacientt,
¢iu pacientll s nejasnou diagndzou. Pfitomnost predisponujicich alel v§ak neznamend vzdy
pfitomnost onemocnéni, ale naopak jejich neptfitomnost ndm dovoluje onemocnéni s vysokou
pravdépodobnosti vyloucit.

Genotypizace HLA molekul se provadi z DNA, bud’ ze stéru z dutiny ustni, nebo
z periferni krve. Pfi vySetfeni je vhodné pouzit metodu rychlou s vysokou citlivosti a specifitou,
coz je PCR v redlném case. Vzhledem k tomu, ze v urcitych ptipadech potfebujeme z vySetieni
ziskat vétsi podrobnosti, je vhodnéjsi pouzit metodu PCR — SSP. V dnesni dob¢ byva hojné

vyuzivana metoda za pouziti komer¢nich souprav.
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Ptiloha A Hodnoceni vysledkt typizace DQA1 a DQBI1
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Priloha A Hodnoceni vysledkii typizace DOAI a DQBI (upraveno dle Olerup SSP HLA typing kits, 2015)

Pozice Amplifikované DQA1 alely Amplifikované DQBI alely
1 *02:01:01:01-02:01:02 -
2 *03:01:01, 03:01:03-03:04 -
3 *05:01:01:01-05:09, 05:11 -
4 *05:02-05:03:01:02, 05:04?, _
05:06:01:01-05:07
5 *05:01:01:01-05:03:01:02, _
05:05:01:01-05:09, 05:11
*05:02?, 05:04?, 05:05:01:01—
6 05:05:01:10, 05:08-05:09, 05:10?, -
05:11
7 *05:09 -
8 *02:01:01:01-02:01:02, 03:01:01, _
03:01:03
9 *01:01:01:01— 01:01:01:03, _
01:01:01:05-01:16N
10 |*05:02?, 05:04?, 05:05:01:01— _
05:05:01:10, 05:08, 05:10?, 05:11
*05:01:01:01-05:01:02, 05:02?,
1T 105:03:01:01-05:03:01:02, 05:042, -
05:06:01:01-05:07
12 B *02:01:01-02:39, 02:41-02:71, 02:73—
02:104
*02:02:01:01-02:03, 02:06, 02:10-02:12,
13 - 02:26, 02:50, 02:62, 02:64-02:65, 02:95,
02:97
*02:01:01-02:01:24, 02:04-02:05,
02:07:01-02:09, 02:13-02:25, 02:27—
02:47, 02:49, 02:51-02:61, 02:63, 02:66—
02:79, 02:81-02:83, 02:85-02:88, 02:90—
02:94, 02:96N, 02:98-02:104,
03:01:01:01-03:01:01:12,  03:01:01:14—
14 B 03:23:02, 03:25:01-03:78, 03:80-03:96,
03:98-03:163, 03:166-03:274,
04:01:01:01-04:02:01:01,  04:02:01:04—
04:42, 05:01:01:01-05:02:10, 05:02:12—
05:13, 05:15-05:83, 05:85-05:158,
06:01:01:01-06:37, 06:39-06:85, 06:87—
06:101, 06:105-06:217, 06:219, 06:221—
06:226, 06:228-06:249
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15

*02:03, 02:77, 03:03:02:01-03:03:15,
03:06, 03:12, 03:15, 03:20, 03:25:01-
03:26, 03:30-03:31, 03:33-03:34, 03:38—
03:41, 03:43, 03:65, 03:74, 03:79, 03:86—
03:91Q, 03:95N-03:99Q, 03:104-03:105,
03:111-03:113, 03:117, 03:123-03:124,
03:126, 03:136-03:137, 03:141, 03:145,
03:149, 03:155-03:156, 03:168, 03:176—
03:177, 03:200, 03:209, 03:212, 03:222,
03:227, 03:230, 03:234, 03:238-03:239,
03:248-03:249, 03:258, 03:270, 04:03:01—
04:03:03, 06:03:10, 06:51:01, 06:66,
06:96, 06:168, 06:172

16

*02:01:01-02:01:06, 02:01:08-02:01:20,
02:01:22-02:02:05, 02:04-02:16, 02: 18N—
02:36, 02:38-02:76, 02:78-02:94,
02:96N—-02:104,  03:02:01:01-03:02:09,
03:02:11-03:02:13,  03:02:15-03:02:26,
03:07-03:08, 03:11, 03:18, 03:32, 03:37,
03:45, 03:62-03:64, 03:66N—-03:68, 03:70,
03:81, 03:85, 03:106-03:107, 03:125,
03:146, 03:153, 03:161, 03:174-03:175,
03:178-03:179, 03:184-03:185, 03:189—
03:190, 03:199, 03:203-03:205, 03:210—
03:211, 03:213N-03:215, 03:220-03:221,
03:223-03:225, 03:228-03:229, 03:233,
03:237N, 03:240, 03:245, 03:247, 03:251,
03:261, 03:263, 03:265, 03:269N, 03:273—
03:274, 06:29, 06:63, 06:123, 06:139
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17

*03:02:01:01-03:02:10, 03:02:12—
03:03:04, 03:03:06-03:03:15,  03:06,
03:08, 03:11-03:12, 03:15, 03:18, 03:20,
03:23:02, 03:25:01-03:26, 03:30-03:34,
03:37-03:41, 03:43, 03:45, 03:62-03:63,
03:65-03:68, 03:70, 03:79, 03:81, 03:85—
03:89, 03:91Q, 03:95N-03:99Q, 03:104—
03:107, 03:110, 03:112, 03:117, 03:123—
03:126, 03:136-03:137, 03:145-03:146,
03:149, 03:153, 03:155-03:156, 03:161,
03:168, 03:174-03:179, 03:185, 03:189—
03:190, 03:200, 03:203-03:204, 03:209—
03:213N, 03:215, 03:217, 03:221-03:225,
03:227-03:230, 03:233-03:234, 03:237N—
03:239, 03:245, 03:247-03:249, 03:251,
03:258, 03:261, 03:263, 03:265, 03:269N—
03:270, 03:273-03:274, 04:03:01-
04:03:03, 06:02:05, 06:03:10, 06:03:26,
06:04:07, 06:19:01-06:19:02,  06:63,
06:87, 06:139, 06:168, 06:190:01

18

*03:04:01-03:04:03, 03:09, 03:11,
03:14:01-03:14:02, 03:80, 03:138, 06:246

19

*03:01:01:01-03:01:01:12, 03:01:01:14—
03:103, 03:106-03:108, 03:110-03:153,
03:155-03:188, 03:190-03:257, 03:259—
03:274, 04:01:03, 04:03:03, 04:09

20

*03:067-03:08?, 03:11?, 03:13?7-03:15?,
03:17:01?7-03:18?,  03:19:01-03:19:02,
03:20?, 03:23:01?7-03:23:02?, 03:25:027—
03:26?, 03:37?, 03:40?, 03:48?7, 03:527—
03:71?, 03:74?-03:78?, 03:81?7-03:82?,
03:1017-03:104?, 03:1067-03:112?,
03:118N?, 03:120?-03:131?, 03:1337—
03:137?,  03:1407-03:149?,  03:150,

03:1517-03:163?, 03:1657-03:167?,
03:1707-03:179?, 03:1837-03:185?,
03:1877-03:189?, 03:1927-03:194?,
03:2017-03:205?, 03:2077-03:210?,
03:2127-03:221?, 03:2237-03:230?,

03:2327-03:238?,  03:240?,  03:244?,
03:2557-03:262?, 03:2677-03:274?
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21

*03:01:01:01-03:01:01:12, 03:01:01:14—
03:01:07, 03:01:09-03:01:39, 03:04:01-
03:04:03, 03:09-03:10:02:02, 03:13—
03:14:02, 03:16, 03:19:01-03:19:02,
03:21-03:22, 03:24, 03:27-03:29, 03:35—
03:36, 03:42, 03:44, 03:46-03:60, 03:69,
03:71, 03:73, 03:75-03:77, 03:80, 03:82—
03:84N, 03:92-03:94, 03:101-03:103,
03:108, 03:114-03:116, 03:118N-03:122,
03:127-03:131, 03:133-03:135, 03:138—
03:140, 03:142-03:144, 03:147-03:148,
03:150, 03:152, 03:157-03:160, 03:162—
03:167, 03:169-03:173, 03:180, 03:182—
03:183, 03:186-03:188, 03:191-03:198,
03:201-03:202, 03:206-03:208, 03:216,
03:218-03:219,03:231-03:232, 03:235-
03:236, 03:241-03:243, 03:246, 03:252—
03:257, 03:260, 03:264, 03:266-03:268,
03:271

22

*03:02:01:01-03:02:26, 03:07-03:08,
03:11, 03:18, 03:32, 03:37, 03:45, 03:63—
03:64, 03:66N-03:68, 03:70, 03:85,
03:106-03:107, 03:125, 03:146, 03:153,
03:161, 03:174-03:175, 03:178-03:179,
03:184-03:185, 03:189-03:190, 03:199,
03:203-03:205, 03:210-03:211, 03:213N—
03:215, 03:220-03:221, 03:223-03:224,
03:228-03:229, 03:233, 03:237N, 03:240,
03:245, 03:247, 03:251, 03:261, 03:263,
03:265, 03:269N, 03:273-03:274, 06:29,
06:123, 06:139
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