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Seznam pouzitych zkratek:

ACDC:s: associated celiac disease conditions, celiakie s pfidruzenymi stavy

AGA: antigliadine antibodies, antigliadinové protilatky

AIDS: Acquired immunodeficiency syndrome, syndrom ziskaného selhani imunity

AP: aritmeticky primér

ARA: antireticuline antibodies, antiretikulinové protilatky

ASL: argininosukcinat lyaza

ASS: argininosukcinat syntaza

BCR: B-cell receptor, B-bunéény receptor

BLD: bezlepkova dieta

BMI: body mass index, index télesné hmotnost

BSA: body surface area, télesny povrch

CD: cluster of differentiation, diferenciacni skupina

CI: confidence interval, interval spolehlivosti

CVID: Common variable immunodeficiency, bézna variabilni imunodeficience

DGP: deamidovany gliadinovy peptid

EATL: Enteropathy associated T lymphoma, T-lymfom asociovany s enteropatii

ELISA: enzyme-linked immunoabsorbent assay, heterogenni enzymova imunoanalyza

EMA: endomysial antibodies, endomyzialni protilatky

FDA: Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FOB: follicular B lymphocytes, folikularni B lymfocyty

GALT: gut associated lymphoid tissue, lymfatickd tkai asociovand s gastrointestinalnim
traktem

GIP: gliadinové imunogenni/imunoreaktivni peptidy

GvHD: Graft versus Host Disease, nemoc $tépu proti hostiteli

HLA: human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

IEL: intraepitelialni lymfocyty

Ig: imunoglobulin

INF: interferon

IQR: interquartile range, mezikvartilové rozpéti

MALT: mucosa associated lymphoid tissue, lymfaticka tkan asociovand se sliznici

MCYV: mean corpuscular volume, stiedni objem erytrocytu

MZ: marginalni zona



MZB: marginal zone B lymphocytes, B lymfocyty marginalni zény
NOS: NO-syntaza

NS: nesignifikantni

OACD: ongoing acitve celiac disease, celiakie s trvajici aktivitou
OCT: ornitintranskarbamylaza

OR: odds ratio, pomér Sanci

PPI: proton pump inhibitors, inhibitory protonové pumpy

pVA: perzistujici vilozni atrofie

S: signifikantni

SO: smérodatna odchylka

TCR: T-cell receptor, T-bunécény receptor

TGF: transformin growth factor, transformujici ristovy faktor
TTG: tissue transglutaminase, tkanova transglutamindza

U: unit, jednotka

WGO: World Gastroenterology Organisation, Svétova gastroenterologické organizace



Souhrn:

Celiakie je relativné cCasté onemocnéni, které je v poslednich dekadach spojeno
celosvétove s rychlym vzestupem prevalence, a které ma potencialné zdvazné medicinské,
ekonomické, psychologické i socialni disledky. Soucasné s tim je vSeobecné znamy také
vysoky podil nediagnostikovanych ptipadi, ktery s sebou nese dals$i vyznamna zdravotni rizika
do budoucna. Vzhledem ke vSem témto faktim je zavadéni novych diagnostickych,
monitorovacich a terapeutickych moznosti do klinické praxe dulezitym piredpokladem
uspesného boje s timto potencidlné zavaznym onemocnénim. Cilem této prace bylo u pacientti
sledovanych pro celiakii obecné¢ popsat jejich zakladni demografické parametry a dale
analyzovat plazmatické hladiny aminokyselin citrulinu a ornitinu jakozto potencialnich
ukazatelll tenkostievniho postizeni, hodnoty pamét'ovych B lymfocytii marginalni zony jakozto
ukazatele tize hyposplenismu, a nakonec koncentrace gliadin 33-meru ve stolici jakozto
ukazatele adherence k bezlepkové dieté.

Provedli jsme analyzu pacientd dispenzarizovanych v gastroenterologickych poradnach
2. interni gastroenterologické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. V ramci
jednotlivych subanalyz jsme vySetfili nasledujici pocet pacientl: pro plazmaticky citrulin
a ornitin 94 pacientl, pro hyposplenismus 100 pacientl, pro fekalni gliadin 33-mer
109 pacienti. Uvedené kohorty pacientii s celiakii jsme porovnali s kontrolni skupinou
35 zdravych krevnich darct.

V prvni subanalyze byly jednim z naSich hlavnich zjisténi statisticky vyznamné nizsi
plazmatické koncentrace ornitinu u pacientd s nekomplikovanou formou celiakie 1écenych
bezlepkovou dietou ve srovnani se zdravymi kontrolami. Ornitin se tak zda byt nad&nym
a citlivéjSim ukazatelem ve skupiné téchto nemocnych. V druhé subanalyze jsme vySetfili
a stanovili koncentrace B lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi u pacientd s mirnou
(nekomplikovanou) formou celiakie na bezlepkové dieté a prokazali jsme selektivni deficit
pamétovych B lymfocyti margindlni zony jako obraz funkéniho hyposplenismu v této
populaci. Pamétové B lymfocyty marginalni zony tak mohou byt néstrojem k hodnoceni
funkéni (imunologické) kapacity sleziny u pacientl s celiakii. V tfeti subanalyze jsme se
zaméfili na fekalni gliadin 33-mer jakozto jeden z novych ukazateld adherence k bezlepkové
diet¢ a prokazali jsme, Ze tento marker je pomérn¢ spolehlivym ukazatelem neadherence
k bezlepkové dieté a soucasné, ze ho lze vyuzit jako nepfimy ukazatel hodnoceni aktivity

nemoci ve smyslu udrzovani zanétlivého stavu v tenkém stievé pii trvajicim piisunu lepku.



Nase prace potvrzuje nutnost nachazeni novych ukazateli aktivity celiakie ve smyslu
hodnoceni tenkostievni integrity a funkce, imunologického potencidlu sleziny u celiakl
a sledovani adherence k bezlepkové dieté. Vyse uvedena zjisténi by teoreticky mohla umoznit
lepsi selekcei pacientt, u kterych (s ohledem na trvajici ur¢itou miru aktivity nemoci) pretrvava
jednak riziko zavaznych komplikaci celiakie a souCasn€¢ potencidlné zavazné infekéni

konsekvence.



Summary:

Coeliac disease is a relatively common disorder that has been associated with a rapid
increase in prevalence worldwide in recent decades, with potentially serious medical,
economic, psychological, and social consequences. At the same time, the high proportion of
undiagnosed cases is well known and carries significant additional health risks for the future.
In view of all these facts, the introduction of new diagnostic, monitoring and therapeutic options
into clinical practice is an important prerequisite for the successful fight against this potentially
serious disease. The aim of the present study was to describe the basic demographic parameters
of patients followed for coeliac disease in general and to analyse plasma levels of the amino
acids citrulline and ornithine as potential indicators of small intestinal involvement, the levels
of memory marginal zone B lymphocytes as an indicator of the severity of hyposplenism, and
finally the concentration of gliadin 33-mer in stool as an indicator of adherence to a gluten-free
diet.

We performed an analysis of patients dispensed in the gastroenterology clinics of the
Second internal gastroenterology clinic of the University Hospital Hradec Kralové. We
examined the following number of patients within individual subanalyses: for plasma citrulline
and ornithine 94 patients, for hyposplenism 100 patients, for faecal gliadin 33-mer 109 patients.
We compared these cohorts of celiac patients with a control group of 35 healthy blood donors.
In the first subanalysis, one of our main findings was statistically significantly lower plasma
ornithine concentrations in patients with uncomplicated coeliac disease treated with a gluten-
free diet compared to healthy controls. Thus, ornithine seems to be a promising and more
sensitive marker in this group of patients. In a second subanalysis, we examined and determined
the concentrations of B cell subpopulations in the peripheral blood of patients with a mild
(uncomplicated) form of coeliac disease on a gluten-free diet and demonstrated a selective
deficiency of memory marginal zone B cells as a picture of functional hyposplenism in this
population. Thus, memory marginal zone B lymphocytes may be a tool to assess the functional
(immunological) capacity of the spleen in patients with coeliac disease. In a third subanalysis,
we focused on faecal gliadin 33-mer as one of the novel markers of adherence to a gluten-free
diet and demonstrated this marker is a relatively reliable indicator of non-adherence to a gluten-
free diet and, at the same time, that it can be used as an indirect indicator to assess disease
activity in terms of maintenance of an inflammatory state in the small intestine during sustained

gluten intake.
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1. Uvod do problematiky

1.1. Uvod

Rozvoj gastroenterologie ptinasi v poslednich letech velké mnozstvi novych informaci
a dat o etiopatogeneze nékterych onemocnéni, umoznujicich vyznamné zlepSovani jejich
diagnostiky a 1écby. Toto plati také o skupiné imunopatologicky zalozenych enteropatii, které
oznaCujeme terminem celiakie. Tradicni laboratorni metody jsou dopliiovany novymi,
senzitivnéjSimi a specifi¢téjSimi technikami, umoziujicimi také monitoraci aktivity
onemocnéni.

Celiakie je relativné cCasté onemocnéni, které je v poslednich dekadach spojeno
celosvétové s rychlym vzestupem prevalence. Tento trend byvd medidlné casto chybné
oznacovan jako ,.epidemie, ¢imz jsou naznaCovany jeho potencidlné¢ zavazné medicinské,
ekonomické, psychologické i socidlni disledky. Soucasné s tim je vSeobecné znamy také
vysoky podil nediagnostikovanych ptipadi, ktery s sebou nese dals$i vyznamna zdravotni rizika
do budoucna. Vzhledem ke v§em témto faktim je rychlé ovérovani recentnich védeckych dat

a zavadeéni novych diagnostickych, monitorovacich a terapeutickych moznosti do klinické

praxe dulezitym piedpokladem uspéSného boje s timto potencidlné zavaznym onemocnénim.

1.2. Celiakie

1.2.1. Historické poznamky

Vznik celiakie 1ze davat do souvislosti se zménou potravnich zvyklosti, kterou s sebou
pfinesla zména lovce/sbérace v zemédélce zhruba 10 000 let pred Kristem, v pribéhu takzvané
neolitické revoluce (1). Travici systém ¢loveéka se tak po cca 2 milionech let stabilniho prostredi
musel pomérné rychle adaptovat na Siroké spektrum novych potravnich antigenti zahrnujicich
bilkoviny mléka domestikovanych savcti, vajec a novych, slechténych obilovin. U mensi ¢asti
populace byly tyto zmény provdzeny vznikem ruznych potravinovych intoleranci, véetné
celiakie.

Ackoliv bylo stfevni onemocnéni provazené malabsorpci popisovano jiz v Indii

v 15. stoleti pfed naSim letopoctem, za prvni pisemnou zminku o nemoci je tradicné povazovan
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popis chronického stfevniho onemocnéni s poruchou traveni (,,pepsis®) a vstfebavani
(,,anadosis®) s odchodem nestravené potravy stolici, ktery byl publikovan feckym lékafem
Aretaecem z Kappadokie (dnesni stfedni Turecko) v 2. stoleti n.l. (2). Nazev celiakie pochazi
z feckych slov koiliakos (kotitokdg — biisni) nebo koilia (kotma — bicho). Texty (De Causis
et Signis Morborum Acutorum et Diuturnorum a De Curatione Morborum Acutorum
onemocnéni odpovidajici celiakii pochazeji z pera aragonského lékare Geronima Soriana
(1690) a skotského I¢kare Matthewa Baillie (1793), ktery navrhoval 1é¢ebnou dietu s ryzi (3).

Termin ,,sprue® se v literatufe objevuje v roce 1669 jako vyraz pro prijmovité
onemocnéni s afty v dutiné ustni pozorované u délniki ve Vychodni Indii, jednd se
o poangli¢tény vyraz holandského ,,sprow* = afta (4). Onemocnéni je dnes oznaCovano jako
tropicka sprue a je zteteln¢ od celiakie oddéleno.

Za otce ,,moderni* celiakie je mozné povazovat britského pediatra Samuela Gee, ktery
Aerateovo dilo znal. Ten v roce 1888 definoval celiakii jako onemocnéni s prijmy, indigesci
a steatorheou, nejcastéji se projevujici u déti do 5 let véku. Prof. Gee byl pfesvédcen o vyznamu
diety (5), doporucoval sniZeni piijmu mouky a popsal vyznamné zlepSeni obtizi po denni
konzumaci holandskych slavek. V roce 1908 zavadi americky lékat Christian Herter termin
Hintestinalni  infantilismus® (6) oznacujici chronicky prijem zplisobeny perzistenci
bifidobakterii v travicim traktu novorozencii. Pfinos obou 1¢kait byl reflektovan v oznaovani
celiakie jako Gee-Herterova choroba (3).

Jména Sidney Haas (americky lékat) a Guido Fanconi jsou spojena s prvnimi dietnimi
pokusy u nemocnych s celiakii (7). Znama je takzvana bananova dieta (zaloZena na konzumaci
zralych banant, mléka, tvarohu, masa a zeleniny), kterou Sidney Haas Uspé$né nasadil
u 8 anorektickych déti s celiakii. Postupné se tato dieta stala v USA pomérné popularni,
z dnes$niho pohledu bylo zdsadnim prvkem vylou€eni produktti z mouky. Fanconiho dieta byla
zaloZena na ovocnych dzusech a syrové zelening.

Dulezitym milnikem byl objev efektu bezlepkové diety. Vyznamny je piinos
holandského 1ékare Willema Dicke, ktery jiZz v roce 1936 pozoroval zlepSeni koZnich projevi
celiakie (Duhringovy choroby) po vypusténi chleba z diety celiaka. Vyznamnym pozorovanim
byl pozitivni efekt nedostatku mouky v Nizozemsku na konci druhé svétové valky v priabéhu
takzvané ,,Winter of starvation® (1944/1945) na klinicky stav déti s celiakii. Obtize bohuZzel
rychle relabovaly po znovuobnoveni dodévek chleba. Pomérné piesny popis bezlepkové diety
(vynechani potravin z pSenice, zita a ovsa) publikoval Dicke jiz v roce 1941 (8), teprve

v padesatych letech 20. stoleti se postupné bezlepkova dieta stala zakladem tspéSné lécby
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celiakie. Willem Dicke je také spojen se zavadénim prvnich laboratornich technik sledovani
efektu bezlepkové diety (stanovovani mnozstvi stolice, mnozstvi nestraveného tuku ve stolici,
vypocet koeficientu absorpce tuku), které umoznily piesné nastaveni jejiho slozeni. Willem
Dicke spole¢né s J.H. van de Kamerem a H.A. Weyersem identifikovali lepek v pSenici,
je€meni i zitu (avenin — toxicky prolamin ovsa — byl identifikovan pozdéji) (9). Abnormality
sliznice pfi vysSetfeni chirurgickych resekatii dospélého pacienta s celiakii popsal v roce 1954
J.W. Paulley (10).

Relativni nedostupnost sliznice tenkého stieva endoskopickému a histopatologickému
vySetfeni (s vyjimkou pitevnich nélezi a/nebo chirurgickych resekatll) neumoznovala delsi
dobu piesnéjsi popis morfologickych zmén nemoci. Z tohoto pohledu byly v poloving 50. let
20. stoleti vyznamné objevy Margot Shinerové a Williama H. Crosbyho, ktefi sestrojili zatizeni
(Jejundlni biopticky aparat a Crosbyho kapsle) umoziujici odbér biopsie z hloubky tenkého
stieva (jejuna) (11) a ob¢ zatizeni pouzili u nemocnych s celiakii. Poprvé tak bylo mozné nejen
pozorovat specifické poskozeni sliznice tenkého stfeva, ale také jeji regeneraci po zahéjeni
bezlepkové diety.

Vzhledem k relativné vysoké invazivité procedur (12) nebyly odbéry z hlubsich partii
tenkého stfeva bézné vyuzivany a k diagnostice a dispenzarizaci nemocnych s celiakii
postacovala gastroskopie a odbér materialu z duodena.

V roce 1992 byly Marshem rozliSeny rizné stupné histopatologického poSkozeni
sliznice tenkého stteva (13), klasifikace byla v roce 1999 upravena Oberhuberem (14) a v roce
2005 byla vytvotena dalsi, zjednodusena klasifikace Corazzova (15).

Se zavedenim kapslové endoskopie do klinické praxe se v roce 2001 objevila minimalné
invazivni metoda, kterd umoZznila pfedev§im diagnostiku zavaznych komplikaci celiakie
(ulcerativni jejunoileitida, lymfom) (16).

Prvni diagnostickd kritéria celiakie byla definovana v Interlakenu Evropskou
spolecnosti détskeé gastroenterologie (European Society for Pediatric Gastroenterology) v roce
1968 a zahrnovala zakladni principy platné prakticky do konce 20. stoleti (efekt bezlepkové
diety a zhorSeni po navraceni lepku do diety).

V 70. letech 20. stoleti nasledovalo rozSifeni sérologickych metod vyuZivanych
v diagnostice a dalsi subklasifikace forem onemocnéni. V této dob¢ se o celiakii zacalo hovofit

jako o onemocnéni autoimunitniho charakteru.
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1.2.2. Definice

Celiakie je chronické, multisystémové, imunitné podminéné onemocnéni u geneticky
predisponovanych jedincti jakéhokoliv véku vyvolané v potraveé obsazenym lepkem (glutenem)
(17-20). V minulosti pouzivané terminy sprue, celiakalni sprue, gluten-senzitivni enteropatie,
non-tropickd sprue, intolerance lepku ¢i idiopaticka steatorea, by mély byt opustény (20).
Celiakie je spiSe nez jedna nemoc skupina nemoci/ptiznakii, vyvolanych lepkem, které nemusi
postihovat jen gastrointestinalni systém. Soucasné je zndma asociace s fadou dalSich imunitné
podminénych (autoimunitnich) onemocnéni (21) (blize viz Tabulka 3).

Lepek (gluten) je ve vodé rozpustny proteinovy komplex sestavajici se z vice nez 100
glykoproteinli (obecné prolaminli a glutelinll) obsaZzeny v obilnindch (pSenici, zitu, jeCmeni
a ovsu) (22). Lepek je zasobni protein obilného zrna. PSenicné prolaminy se nazyvaji gliadiny
a jsou ve vod¢ rozpustné, pSeni¢né gluteliny (bez jiného oznaceni) jsou ve vodé nerozpustné.
Gliadiny zajiStuji taznost, gluteniny pruznost a bobtnavost tésta. Je¢menné prolaminy
oznacujeme jako hordeiny, Zitné prolaminy jako sekaliny a ovesné jako aveniny (23).
U rGznych nemoci asociovanych s lepkem mohou byt spoustééem onemocnéni riizné soucasti

glutenového komplexu (pro celiakii jsou rozhodujici alfa a gama gliadiny) (24).

1.2.3. Etiopatogeneze

Patogeneze celiakie je zaloZena na souhie n¢kolika faktora:
1. pfitomnosti lepku (glutenu) v potraveé
2. prolomeni bariérové funkce tenkostfevni sliznice

3. imunoreaktivnim potencidlu tenkostfevni sliznice

ad 1:

Gliadiny jsou Stépeny Zaludecnimi a pankreatickymi enzymy a enzymy kartaCového
lemu tenkostievni sliznice na peptidy (gliadinové $té€py), které maji imunoreaktivni potencial,
a proto jsou oznaCovany terminem ,gliadinové imunogenni/imunoreaktivni peptidy (GIP);
jedna se o asi 200 peptidd (jednim z nich je gliadin 33-mer). V primarni struktute
imunoreaktivnich peptidl jsou ve velkém mnoZstvi obsaZzené aminokyseliny prolin a glutamin

(az 40% zastoupeni glutaminu), které jsou samy o sobé obtizn¢ degradovatelné (25).
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ad 2:

Za normalnich okolnosti jsou gliadinové peptidy transportovany pies tenkostfevni
epitelovou vrstvu do lamina propria mucosae pomoci M-bunék (26) nebo jsou identifikovany
v lumen vybézky dendritickych bunék (27). Timto zplsobem je prakticky ,,pfenesena
informace* o pfitomnosti lepku v potrave, jsou aktivovany dosud naivni T-lymfocyty (ThO)
a dochazi k proliferaci klonu T-regula¢nich lymfocytt (Treg). Vysledkem je nastoleni slizni¢ni
homeostazy a tolerance vii¢i imunoreaktivnim gliadinovym $téptim (25). U jedinct s celiakii
je bariérova funkce tenkostfevni sliznice porusena, prunik imunoreaktivnich gliadinovych
peptidi do lamina propria mucosae je usnadnén a neni fizeny, antigenni naloz je vyrazné
zvySena. Divody poruSeni tenkostfevni integrity a bariérové funkce nejsou zcela jasné,
nicméné role prob¢hlé stievni infekce (napf. rotavirovd infekce) nebo jinych nox (vcetné

medikamentoznich) je pravdépodobna (19).

ad 3:

Po vstupu do lamina propria mucosae dochazi k interakci mezi GIP a enzymem
tkanovou transglutaminazou (TTG). Imunoreaktivni gliadinové peptidy jsou pii této interakci
chemicky modifikovany.

Tkéanova transglutamindaza (TTG; synonyma erytrocytarni, bunéénd, endotelialni,
cytoplazmaticka, typ Il nebo 2, jaterni) (28) je intracelularni, kalcium-dependentni ubikvitérni
enzym. Jeho zékladni fyziologickou funkci je vytvéareni kovalentnich ireverzibilnich vazeb
(,,sitovani) mezi riznymi proteiny (29). Intracelularni aktivita TTG je zapojena do procesu
je TTG vyplavovana do extraceluldrniho prostoru, zde vaze napi. fibronectin, osteonectin,
kolagen II., V. a XI. typu, prokolagen III. typu, nidogen (30), aktivuje TGF beta (transforming
growth factor beta) a tim se uplatiiuje ve stabilizaci a hojeni poSkozené tkané. Nabidka
substratii pro TTG je relativné limitovana. Excelentni afinitu k TTG ma GIP v lamina propria
— deamidaci gliadinovych imunogennich §tépli. Deamidované gliadinové peptidy (DGP) jsou
v komplexu s TTG pohlceny antigen prezentujici dendritickou buiikou, antigeny s epitopy obou
struktur (tedy gliadinu 1 TTG) jsou zpracovany a nasledné diky genetické vybaveé dendritické
buiikky (v podobé molekul HLA DQ2 a HLA DQS8) jsou prezentovany dale. Timto
mechanismem je spuStén imunoreaktivni proces (,,zanétlivy motor) v tenkostfevni sliznici

vedouci ve vysledku k poSkozujicimu zanétu.
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ZjednodusSen¢ lze imunopatologickou odpovéd’ v lamina propria popsat pomoci dvou
,,Sméru‘.

Prvnim smérem je T-bunécna odpovéd’. Antigen prezentujici dendritické bunky
prezentuji imunogenni gliadinové peptidy v kontextu molekul HLA-DQ2 a HLA-DQS8 naivnim
ThO lymfocytlim, dochézi k patologické aktivaci ThO bunék s jejich naslednou expanzi do dvou
biologicky odlisnych subsetii Th17 a Thl, které jsou odpovédné za lokalni (sttevni) i vzdalené
(systémové) projevy zanétu. Subset Th17 je dominantnim zdrojem prozanétlivych medidtora
interferonu gama (INF-gama) a interleukinu 15 (IL-15). Tyto mediatory piimo ovliviiuji
tenkostievni epitelové bunky, dostavajici je do stavu ,,bunécného stresu™ a nuti je k expresi
povrchovych molekul (ligand) MIC-A a MIC-B (MHC class I polypeptide-related sequence
A /-B). Tyto ligandy jsou nasledné rozpoznavany intraepitelidlnimi T lymfocyty (IEL) pomoci
jejich aktivacnich molekul KAR (Killer Activation Receptors) a timto je zahdjena jejich
proliferace a destruk¢éni cytotoxicka aktivita, jejiz vysledkem je trvalé poskozovani tenkostievni
sliznice se vznikem atrofie klka (vilozni atrofie). Pti dlouhodobé a silné proliferacni aktivité
intraepitelidlnich T lymfocytd (IEL) mize dochéazet v jejich genomu k poruchdm (pfestavbam)
vazanym k expresi povrchovych T-bunéénych receptori (TcR gama a delta). Patologicka
genova prestavba pro TcR gama a delta svéd¢i pro maligni zvrat IEL a mozny vznik
T-bunécného lymfomu (25). Subset Thl je zdrojem mediatoru interleukinu 21 (IL-21), jehoz
funkei je stimulace endomyzidlnich fibroblasti k tvorbé proteolytickych enzymi ze skupiny
matrixovych metaloproteindz (MMP typu 1, 3 a 12), které dale prohlubuji tkanové tenkostievni
poskozeni. Ztrata podpory vzniku subsetu T-regulac¢nich lymfocyti (Treg) podporuje udrzeni
a ,,stabilizaci" imunopatologického mikroprostiedi v lamina proria mucosae.

Druhym smérem je B-bunécnd odpoveéd’. Antigen prezentujici dendritickd buiika je
v mezibunecné interakci (pfimé i humoralni) také s pomocnym T lymfocytem ze skupiny Th2,
ktery vyznamnym zplisobem podporuje autoreaktivni B lymfocyty. Tyto ndsledné rozpoznavaji
lokalné pfitomnou tkanovou transglutamindzu a po vlastni aktivaci a klonalni expanzi se
diferencuji do plazmatickych bun¢k, které tvoti autoprotilatky proti tkanové transglutaminaze.
Pool protilatek 1ze pomysIné€ rozd¢lit do dvou skupin. Prvni skupina zlstava ,,in situ“ v lamina
propria mucosae a zajistuje stabilizaci molekul TTG (a tim umocniuje jeji v tuto chvili pro
organismus ,,neprospéSnou‘ funkci ve smyslu deamidace gliadinovych imunogennich peptida
—viz vyse). Druha skupina je ,,vyplavovana‘ do krevniho obéhu a piedstavuje protilatky, které
jsou detekovany pii krevnim odbéru v ramci diagnostiky nemoci. Pfesto, ze imunopatologické
odpovéd" je dominantné spuSténa a udrZzovana deamidovanymi gliadinovymi peptidy

a soucasnou aktivitou tkanové transglutaminazy, je pritomna i protilatkova reakce proti
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samotnému gliadinu (nativnimu i ,,deamidovanému‘), komplexim mezi gliadinem a tkanovou
transglutamindzou, endomyziu a retikulinu. Tento proces 1ze oznacit jako ,;rozSifovani terct

imunopatologické reaktivity* (29).

1.2.4. Epidemiologie

Celiakie je relativné casté onemocnéni s 1 % primérnou celosvétovou prevalenci
a trvale stoupajicim trendem (31). Zajimavé jsou geografické rozdily v prevalenci onemocnéni,
napf. evropsky severo-jizni gradient (Finsko 1:50, Slovensko 1:250, Italie 1:400, Chorvatsko
1:500). Prevalence v Ceské republice je odhadem na 1:200 - 1:250 (dle WGO 1:218) (21).
U piibuznych celiakl 1. fadu je prevalence 5-10 % (32). Monozygotni a dizygotni dvojcata
maji 70 %, resp. 9 % kumulativni riziko vzniku celiakie (33). Onemocnéni mize vzniknout
v jakémkoliv v€ku (31), vice nez 70% pacientt je diagnostikovéano starsi 20 let (34). Pomér
muzi a zen s diagnostikovanou celiakii je v rozmezi 1:3 — 1,5:1. Zajimavé je zjisténi, ze
klinicky zadvazna miiZze byt manifestace celiakie post partum az u 15-20% Zen (32). Pro vznik
celiakie je nutna genetickd predispozice, pfi¢emz dominantni roli hraji HLA antigeny II. tfidy.
Asi v 90 % ptipadi se jedna o HLA-DQ2, asi v 10% se jednd o HLA-DQS8. Vyjimec¢né je
diagnéza celiakie stanovena u pacientd s jejich absenci (19). Dé&di¢nost je autozomélné
dominantni s nekompletni penetranci. Pozitivita HLA-DQ?2 je popisovéna az u 25-35 % zdravé
evropské populace a negativni prediktivni hodnota absence obou typit HLA je prakticky 100 %
a tedy vylucuje vznik ¢i pfitomnost onemocnéni (35, 36). Role non-HLA genetické
predispozice je piidatna, nicméné ne zanedbatelna, a zasahuje mimo jiné do homeostazy

vrozené 1 ziskané imunity, slizni¢ni integrity a epitelovych funkci (37),

1.2.5. Diagnostika

Diagnostika celiakie je 1 pfes pokroky v mediciné casto pozdni (38) a nové
diagnostikovani celiaci predstavuji pouze pomyslny vrchol ledovce (diagndza je spravné a véas
stanovena pouze u 10 - 15 % nemocnych) (39). Divodem je Casty oligosymptomaticky a/nebo
asymptomaticky prubéh onemocnéni. Diagnostika celiakie je obecné zaloZena na tiech pilifich

— 1. anamnéza, 2. klinické (fyzikalni) vySetfeni, 3. paraklinické vySetfeni.

17



1.2.5.1.

V anamnéze cilime zejména na rizikové stavy a onemocnéni (véetné¢ asociovanych
imunitné¢ podminénych nemoci), které mohou byt s celiakii sdruzené (viz Tabulka 1-3).
Ptiznaky a obtize udédvané pacientem nemusi byt vzdy klasicky gastrointestinalni (obraz
malasimila¢niho syndromu z destrukce tenkostfevni sliznice se snizenim absorpcni plochy
a redukci travicich tenkostfevnich i1 pankreatickych enzymil) s prijmy, steatoreou,
sideropenickou anémii a dal§imi karencnimi deficity, hubnutim a u déti s opozdénym rtstem)
(20). Casto se setkdvame s extraintestinalnimi projevy nemoci, resp. s oligosymptomatickymi
formami nemoci s normalnim nebo prakticky normalnim nalezem pii fyzikalnim vySetfeni.
Cilené otazky lékate by mély sméfovat na ptritomnost distenze a bolesti biicha, nepfimétenou
unavu, nechutenstvi, zacpu, kozni projevy, migrendzni a psychické obtize a neuropatie,
poruchy chrupu, afty v ustni dutin€, opozdénou pubertu a menarche, poruchu plodnosti véetné
opakovanych spontannich potratli. Onemocnéni se muze projevit druhotné po operaci travici
trubice (z jiné indikace), pficemz vysvétlenim pro tento fenomén miize byt perioperacni alterace
slizniéni absorpcni schopnosti, gastrointestinalni motility, stresu a hormondlni dysregulace
(18). V posledni dobé¢ ptibyva pacientt s nadvahou a obezitou (Zucotti et al. uvadi ve své praci
z roku 2013 prevalenci nadvahy v dob¢ stanoveni diagnézy u 40 % a obezity u 13 % jedincti)
a metabolickym syndromem (40), a dale pacientd prakticky normostenickych. Soucasti

anamnézy musi byt otazka piipadného efektu v minulosti dodrZzované bezlepkové diety.
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Tabulka 1: Rizikové nemoci a stavy

* Piibuzni celiak 1. stupné, pfi jejich pozitivite také 2. stupné

* Dermatitis herpetiformis (Duhring)

* Mikrocytarni anemie nereagujici na 1éCbu preparaty zeleza

* Pfed¢asna osteopordza

* Terapeuticky rezistentni prijmova forma syndromu drazdivého stfeva

* Polyneuropatie a myopatie nejasné etiologie

* Ataxie nejasné etiologie, epilepsie, migrény, kognitivni deficit

* Deprese, poruchy chovani/nalady/pozornosti

» Amenorhea, pozdni menarche

* Infertilita a poruchy reprodukce

* Downtv a Turnerv syndrom

* Plicni hemosideroza

* Mikroskopicka kolitida

* Akutni a chronicka pankreatitida (s vylou¢enim jinych pficin)

* Hyposplenie, funkéni asplenie

Tabulka 2: Rizikové priznaky

* Opozdény psychosomaticky vyvoj a neprospivani

* Nevysvétleny ubytek télesné hmotnosti

* Nizké sérové Zelezo

* ZvySeni sérovych aminotransferaz

* [zolovany deficit IgA

* Recidivujici aftozni stomatitida

* Hypoplazie zubni skloviny

* Chronicky tinavovy syndrom
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Tabulka 3: PfidruZené imunitné podminéné nemoci

* Diabetes mellitus 1. typu

* Autoimunitni tyreoiditida a jiné autoimunitni endokrinopatie

* Autoimunitni hepatitida

* Systémovy lupus erythematodes

* Primarni sklerozujici cholangitida

* Primarni biliarni cholangitida

* Sjogrentiv syndrom

* Choroby pojiva

* IgA nefropatie

* Psoridza a kozni afekce jiné nez dermatitis herpetiformis (Duhring)

* Eozinofilni ezofagitida

» Achalazie

» Adisonova nemoc

1.2.5.2
Klinicky obraz celiakie mize byt velmi heterogenni — od zcela asymptomatického

jedince, ptes jedince s nespecifickymi a c¢asto mimostfevnimi (nebo minoritnimi
gastrointestinalnimi) obtizemi, aZ po pacienty s plné vyjadfenymi komplikacemi celiakie
vcetné rozvinutého malasimilacniho syndromu. Fyzikalni nalez mize byt (a Casto také je) zcela
fyziologicky bez jakychkoliv zndmek malasimilacniho syndromu a sou€asné spiSe vyjimecné

pozorujeme zmeny v souvislosti s malasimilaénim syndromem.

1.2.5.3.

Paraklinicka vySetfeni jsou ke stanoveni diagnozy celiakie nutna. Konkrétné jde
o kombinaci pozitivnich sérologickych a histologickych nalezii. Metodou prvni volby
v diagnostice celiakie je sérologie, primarné jde o vySetfeni protilatek proti tkanové
transglutamindze v tfidé IgA (dle moZnosti jsou vhodné i protilatky proti endomyziu IgA — viz
dale) a sérové koncentrace celkového IgA. Pii pozitivité vySe uvedenych protilatek nasleduje

doplnéni horni endoskopie s histologickym vySetieni sliznice duodena (16).
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1.2.5.3.1.

Sérologicka diagnostika se vyuziva k prikazu specifickych protilatek namifenych

v SirSim slova smyslu proti gliadinu (nativnimu gliadinu a/nebo deamidovanym gliadinovym

peptidiim) a/nebo proti vlastnim strukturalnim komponentam tenkosttevni sliznice (retikulinu,

endomyziu, tkdnové transglutamindze) - Tabulka 4 (18).

Tabulka 4: Charakteristiky jednotlivych sérologickych testi

ELISA — enzyme-linked immunoabsorbent assay

Nazev

Zkratka

Metoda

Popis

Senzitivita

(IgA, 1gG; %)

Specificita
(IgA, IgG; %)

Anti-gliadinové
protilatky

AGA IgA /
IgG

ELISA

Mifeny proti nativnimu
gliadinu. Uspokojiva
senzitivita i specificita
pii vysokeé suspekci na
celiakii; riziko fale$né
pozitivity pro béZnou
populaci v ramci
screeningu; v soucasné
dobé prakticky
nevyuzivany.

85, 80

90, 80

Anti-DGP
protilatky

DGP IgA /
IgG

ELISA

Miteny proti
deamidovanym
gliadinovym peptidim
vzniklym kontaktem

s tkénovou
transglutamindzou;
kombinace DGP-IgG
a TTG-IgG je
kombinaci volby

u jedincu se selektivnim
IgA deficitem.

88, 80

90, 98

Anti-retikulinové
protilatky

ARA IgA

Nepiimé
imuno-
fluorescence

Mifeny proti retikulinu
mezibunécné hmoty
hladké svaloviny travici
trubice; v soucasné
dobé prakticky
nevyuzivany.

100, -

65, -

Anti-
endomyzialni
protilatky

EMA IgA /
IgG

Nepiimé
imuno-
fluorescence

Mifeny proti
endomyziu tenkostfevni
sliznice; nejvyssi
sérologicka specificita.

95, 80

99, 97

Anti-trans-
glutaminazové
protilatky

TTG IgA /
IgG

ELISA

Mifeny proti
konkrétnimu
endomyzidlnimu
antigenu — enzymu
tkanové
transglutaminaze;
nejvyssi sérologicka
senzitivita.

98,70

98, 95




Zadny ze sérologickych testi neni 100% senzitivni a/nebo specificky, a tudiz racionalni
interpretace vyzaduje kombinaci sérologickych vysledkl s ostatnimi nalezy (anamnestickymi,
klinickymi a/nebo paraklinickymi vcetné¢ endoskopického a histologického nalezu) (41).
Z praktického pohledu je pii diagnostice celiakie siln¢ doporuceno provést v prvni viné
vySetieni anti-transglutaminazovych protilatek v tfidé IgA (TTG IgA) s anti-endomyzialnimi
protilatkami v tfidé IgA (EMA IgA) a soucasn¢ vysettit celkovou hodnotu IgA protilatek. Pti
zjisténém selektivnim IgA deficitu (ktery postihuje az 3% populace) (17, 21) je vhodné piejit
k protilatkam v tfide IgG, tj. TTG IgG a EMA IgG. Pfipomenime, zZe zjiSténi selektivniho IgA
deficitu mize byt spojeno s dalsimi nemocemi vedoucimi k atrofii tenkostevnich klkt (vilézni
atrofii), jako napf. giardidza, syndrom tenkostfevniho bakterialniho piertstani (small intestinal
bacterial overgrowth, SIBO) ¢ bézny variabilni imunodeficit (common variable

immunodeficiency, CVID) (42).

1.2.5.3.2.

Endoskopicky obraz celiakie v tenkém stfevé je pestry, od zcela normalniho
makroskopického nalezu (ptfitomného az u 1/3 nové diagnostikovanych pacientt s celiakii) az
po obraz tézké enteropatie s viedy ¢i s obrazem komplikaci celiakie. Endoskopické zmény jsou
vyjadieny vice v duodenu a jejunu, méné v ileu. Pouze v nekterych piipadech jsou zmény
chudsi v duodenu a jsou zvyraznény az po hlubSi jejundlni intubaci aboralné od
duodenojejunélniho ohbi (43). Do endoskopického obrazu celiakie patfi redukce poctu (az
vymizeni) a sniZzeni vySky cirkuldrnich Kerkringovych fas, atroficky (vyhlazeny) vzhled
sliznice s prosvitajici cévni kresbou, dilatace tenkostevnich klicek s napadné velkym objemem
tenkostfevni tekutiny. Reliéfové zmény byvaji typické — vroubkovéani cirkularnich fas
(scalloping), ryhovani/brazdéni (furrows), poli€kovani (obraz mozaiky) ¢i nodularni reliéf
(podminény hypertrofii podslizni¢nich Brunnerovych Zldzek). DalSimi zménami je snizeni ¢i
uplné chybéni tenkostievnich klk (nejlépe pozorovatelné ve vodni imerzi a za pouziti
zvétSovacich endoskopickych technik) (43, 44).

Endoskopicky obraz komplikovanych forem celiakie, mezi které fadime refrakterni
celiakii, ulcer6zni jejunoileitidu a zhoubné tenkostievni nadory (pfedev§im lymfom
a adenokarcinom) miiZze byt rozmanity. Refrakterni celiakie se Casto prezentuje jako mélké
solitarni okrouhlé nebo linearni viedy (16), ulcerdzni jejunoileitida potom spiSe pusobi jako
mapovité splyvajici hvézdicové viedy s bled¢ Sedavou spodinou obklopené atrofickou sliznici
s vysokym rizikem iatrogenni, ale i spontanni perforace (43). Tenkostfevni lymfom (nejcastéji

T-bunécny lymfom sdruzeny s enteropatii — enteropathy-associated T-cell lymphoma, EATL)
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muze mit v Casnych stadiich diskrétni endoskopicky ndlez ve formé loziskové rigidni,
infiltrovan¢é a kiehké sliznice s granuldrnim reliéfem. V pokrocilejSich stadiich je vysoce

rizikovym ndlezem exulcerovana masa a/nebo stendza (45).

Obrazek 1: Gastroskopie — typicky obraz celiakie v aboralnim duodenu zahrnuje sniZeni

aZ vymizeni klki, polickovani, niZsi slizni¢ni rasy

/4

Obrazek 2: Kapslova endoskopie — ulcer6zni jejunoileitida jako komplikace nelécené
celiakie
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Obrazek 3: Dvojbalonova enteroskopie — tenkostifevni lymfom jako komplikace nelécené

celiakie

1.2.5.3.3.

Histopatologické zmény u celiakie mohou byt loziskové s rizné té¢zkym slizni¢nim
postizenim. Pfi odbéru kleStovych biopsii je doporu¢eno odebrat minimalné 4 vzorky
z postbulbarniho duodena a 2 vzorky z duodenalniho bulbu (18). Histologické vySetieni
z duodenalniho bulbu zvySuje diagnostickou vytéznost zejména v ptipadé tzv. ultrakratké
celiakie, pfi které jsou sliznicni zmény omezeny na oblast bulbu a klinicky ma nemoc mirny
(oligosymptomaticky) fenotyp (46).

Prvni histologické klasifikace byla zavedena Marshem v roce 1992 (ptivodni Marshova
klasifikace) (47). Nasledné Rostami a poté Oberhuber upravili pivodni Marshovu klasifikaci
tim, ze stadium atrofie klka (vilozni atrofie, stadium 3) rozclenili do 3 podskupin na atrofii
mirnou (3a), vyraznou (3b) a uplnou (kompletni, 3¢) (modifikovand Marshova-Oberhuberova
klasifikace) (14). Tato modifikovand verze pivodni Marshovy klasifikace zlstava zlatym
standardem pro popis histologickych zmén v ramci diagnostiky i hodnoceni efektu bezlepkové
diety. Nejrecentnéjsi zjednodusenou histologickou klasifikaci, jejiz cilem byla/je minimalizace
interindividualnich rozdild v histologickém popisu, pak v roce 2004 navrhli Corazza
a Villanacci (48).

Ke zlepseni endoskopického a/nebo histologického nédlezu dochdzi dle riiznych zdroji
v intervalu 6-24 mésich aZ nckolik let (18, 43, 45). Prestoze az 75 % pacientll s minimalné
12mésicni adherenci k ptisné bezlepkové diet¢ dosdhne symptomatické remise a vymizeni
vilézni atrofie, zstava cca 50 — 70 % jedincti, u kterych 1 nadale pretrvava abnormalné zvyseny

pocet intraepitelidlnich lymfocytd (49) a soucasné¢ primérnd doba k plné restituci
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tenkostfevnich klk (vymizeni vilozni atrofie) je okolo 3 let (31). Navic, az u téméf 4 %
séronegativnich jedincl, je u celiakie pfitomen vyssi pocet intraepitelidlnich lymfocyti
odpovidajici stadiu Marsh 1 (49) a naopak pouze u 16 % jedinct s histologickym ndlezem
abnormalné zvyseného poctu intraepitelidlnich lymfocytl je stanovena diagnoza celiakie (50).

Dulezitym milnikem v terminologii byl v roce 2015 tzv. Bukurest'sky konsenzus, ktery
zavadi novy zastieSujici histopatologicky termin ,,mikroskopickéd enteritida“ (51). Korelace
mezi sérologickymi ukazateli celiakie a tizi slizni¢niho poskozeni neni vzajemnda. Abrams
a Donaldson prokéazali pozitivni korelaci mezi zvySenymi hodnotami specifickych
autoprotilatek (TTG IgA a EMA IgA) a slizni¢nim poskozenim (vildzni atrofii) (52). Nicméné,
Lanzini a Rubio-Tapia ve svych publikacich dokladaji, Ze snizeni a/nebo normalizace
protilatkové odpovédi u celiakie nezarucuje normalizaci histologického nalezu, resp. vymizeni

vilozni atrofie (53).

1.2.5.34.

Ostatni metody hraji v diagnostice celiakie spiSe doplitkovou roli a/nebo jsou uzivany
v ramci diferencidlné diagnostické rozvahy.

Genetické vySetfeni hlavniho histokompatibilitniho komplexu HLA-DQ2 a HLA-DQS
prindsi témét 99 % negativni prediktivni hodnotu a je indikovano zejména u jedincu jiz
l1écenych bezlepkovou dietou, dale pti suspektnim histologickém nalezu a soucasné negativni
sérologii, pfipadné u jedincii s jinymi imunitné podminénymi onemocnénimi, u ktery je
indikovan screening celiakie. V ptipadé HLA-DQ?2 je nutno rozliSovat mezi subtypem HLA-
DQ2.5 nesoucim velmi vysokou predispozici pro celiakii a subtypem HLA-DQ2.2, u které¢ho
je predispozice pro celiakii relativn€ nizka (18).

Kapslova enteroskopie neni metodou prvni volby v diagnostice celiakie (16). Jeji vyznam
je zejména v detekci komplikaci celiakie (refrakterni celiakie, ulcerdzni jejunoileitida,
tenkostfevni zhoubny nador) u pacientll s trvajicimi a/nebo alarmujicimi ptiznaky (bfisni
bolesti, prijmy, rozvinuty malasimila¢ni syndrom, krvaceni do gastrointestinalniho traktu) ptes
ptisné dodrzovani bezlepkové diety (44).

Testovani stfevni propustnosti (pomoci xylézového dechového nebo laktulozo-
manitolového testu) a testy tkanového poskozeni tenkého stfeva (pomoci tzv. intestinal
fatty-acid binding protein, I-FABP) nejsou pro jejich variabilni a nespolehlivou senzitivitu
a specificitu v bézné klinické praxi doporuceny (54, 55).

Radiologické metody mohou byt pomocnou metodou zejména v ramci §irsi diferencidlni

diagnostiky malasimila¢niho syndromu a/nebo enteropatii. Podezieni na celiakii mize vzbudit
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zména stievniho reliéfu (vymizeni fas jejuna — tzv. kolonizace jejuna, zvyraznéni fas ilea — tzv.
jejunizace ilea), dilatace tenkostievnich kli¢ek (Casto doplnénd stagnujici tekutinou), ztluSténi
sttevni stény, intususcepce, lymfadenopatie, cévni zmény, atrofie sleziny. Stejné jako v ptipadé
endoskopického nalezu je nalez tkanové masy a/nebo stendzy vysoce suspektni stran

komplikace celiakie (lymfom, adenokarcinom) (44).

1.2.5.4.
Dle klinického obrazu klasifikujeme celiakii podle jednotné mezinarodni terminologie
(Oslo 2013) (20, 21). Rozlisuje formu symptomatickou (ktera se dale rozd€luje na klasickou
a neklasickou) a asymptomatickou (subklinickou; ndhodné stanovenou u klinicky zcela
asymptomatickych jedinct, u kterych bylo na zakladé vysloveni podezieni ¢i rizika provedeno
sérologické vySetfeni). V rdmci symptomatické formy mohou byt pfitomny jak ptfiznaky
stitevni, tak mimostievni, ale vlastni (a dulezité) rozdéleni symptomatické formy na podtyp
klasicky a neklasicky je zaloZzeno pouze na pfitomnosti ¢i absenci znamek malasimilaéniho
syndromu (u klasické formy je pfitomen, u neklasické chybi) (21). Z uvedenych klasifika¢nich
terminti Ize vyclenit nékolik variant celiakie. Anderson et al. (56) se v roce 2022 Castecné vraci
k terminu ,,potencidlni celiakie” (definuje ji jako izolovanou pozitivitu TTG IgA s normalnim
histologickym nalezem a bez ohledu na klinické pfiznaky) a soucasné ji obecnéji oznacuje
terminem ,,Potencialni celiakie nevyzadujici bezlepkovou dietu”. Zdali maji byt pacienti
s potencialni celiakii léCeni bezlepkovou dietu neni jasné a toto rozhodnuti je pfisné
individualni jak ze strany indikujiciho I€kare, tak ze strany pacienta (31). Ostatni formy celiakie
dle vyse uvedené¢ WHO klasifikace pak oznacuje terminem ,,Celiakie vyzadujici bezlepkovou
dietu® (56) (blize viz Tabulka 2). Dalsi pojem, se kterym se mizeme setkat je ,ultrakratka
celiakie®, pfi niZ jsou histologické zmény zachyceny pouze v prvni ¢asti duodena (D1, bulbus)
(57). Termin ,,séronegativni celiakie* odkazuje na absenci sérologickych ukazatell typickych
pro celiakii a ukazuje na fakt, ze celiakie neni izolovanym onemocnéni tenkého stfeva, ale
komplexnim multisystémovym onemocnénim, a stava se tak diagnoézou per exclucionem (58).
V bézné klinické praxi lze pro stanoveni diagnézy celiakie podle prace Catassi et al.
pouzit ,,pravidlo ¢tyfech z péti (,, four out of five rule”) (59), kdy pfi pfitomnosti alesponl

4 z nésledujicich kritérii maze byt diagndza celiakie stanovena:
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1. klinicky typické (terminologicky 1épe ,klasické*) znamky a ptiznaky celiakie (odpovidajici
malasimilacnimu syndromu)

2. sérologicka pozitivita

3. geneticka pozitivita (HLA DQ2 a/nebo DQS)

4. tenkostfevni poskozeni (vilozni atrofie a/nebo i minoritni slizni¢ni postizeni)

5. bezlepkova dieta s dobrym efektem

Toto zjednodusené pravidlo téz pomtize s terminologickym zpiesnénim forem a piipadnych
variant nemoci — jako napf. séronegativni celiakie (absence bodu 2), potencidlni celiakie
(absence bodu 4), neklasicka forma celiakie (absence bodu 1), ,,non-responzivni“ celiakie

(absence bodu 5).

1.2.5.5.

Diferencialni diagnostika celiakie je jednoducha v piipadé symptomatické klasické formy
nemoci s pozitivni sérologii a histologii. Ve vSech ostatnich ptipadech je vice ¢i méné& obtizna.
Jedna se zejména o situace, kdy je nemoc asociovana s jinymi imunitnimi odchylkami
(imunodeficity, autoimunitni onemocnéni), tenkostfevnimi (super)infekcemi a dale formy
ultrakratké nebo u séronegativni celiakie (17). Samostatnou a klinicky velmi dalezitou oblasti
je diferencialni diagnostika zvySeného poctu intraepitelidlnich lymfocytt v tenkostfevni sliznici
(tzv. ,,Marsh 1 histologie®) s ¢i bez pfidruzené vilozni atrofie u séronegativnich jedinct (18)

(blize viz Tabulka 5).
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Tabulka 5: Histologicka diferenciidlni diagnostika stavii s pridruZenou intraepitelialni

lymfocytozou (IEL) a/nebo vilézni atrofii (VA)

Stav IEL | VA | Diagnosticky krok

Potravinova hypersenzitivita (kravské mléko, soja, | + Anamnéza, imunologické

ryby, vejce, ...) /alergologické vySetieni

Viedova nemoc zaludku a/nebo duodena + Endoskopie

Léky (NSAID, PPI) + Anamnéza

Léky (mykofenolat mofetil, kolchicin, sartany) +- |+ Anamnéza

Infekce (virova enteritida, giardioza, | + Endoskopie, histologie,

kryptosporidioza, H. pylori) mikrobiologické vySetfeni,
dechovy test na H. pylori

Infekce (tropickd sprue, giardioza, Whipleova | +/- | + Endoskopie, histologie,

nemoc, mykobakteriéza, AIDS) mikrobiologické vySetieni

Imunitné podminéné nemoci (revmatoidni artritida, | + Anamnéza a cilené vySetiené dle

autoimunitni  tyroiditida,  systémovy  lupus dominujicich ptiznaka

erytematodes, autoimunitni enteropatie)

Bézny variabilni imunodeficit (CVID) + + Endoskopie, sérologie
imunologické vySetfeni

Nemoc $tépu proti hostiteli (GvHD) + + Anamnéza, hemato-onkologické
vySetieni

Idiopatické stfevni zanéty — Crohnova nemoc +/- |+ Anamnéza, endoskopie

Syndrom bakterialniho prertistani + + Anamnéza, dechovy test

Mikroskopicka kolitida + Endoskopie vcetné etazovych
biopsii

Syndrom drazdivého tracniku + Anamnéza

Neceliakalni glutenova senzitivita + Endoskopie, anamnéza, sérologie
celiakie

Kolagenni sprue +/- |+ Endoskopie a histologie

Chemoradioterapie +- |+ Anamnéza

Eozinofilni gastroenteritida +- |+ Endoskopie, histologie

Lymfocytarni / kolagenni gastritida + Endoskopie, histologie

T-lymfom asociovany s enteropatii (EATL) +- |+ Endoskopie, histologie,
zobrazovaci metody

Amyloiddza +/- |+ Anamnéza, endoskopie,
histologie
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1.2.6. Komplikace celiakie

Komplikacemi celiakie v Sir§im slova smyslu jsou vSechny stavy spojené s dlouhodobym
postizenim tenkého stieva vcetné klinicky vyjadfeného malasimilaéniho syndromu a jeho
nasledkt (60). V uzsim slova smyslu jsou komplikacemi preneoplastické (premaligni) stavy,
které v Case vedou k rozvoji tenkostievni malignity (refrakterni celiakie 2. typu, ulcerdzni

jejunoileitida, T-bunécny stievni lymfom a/nebo adenokarcinom) (18, 61).

1.2.7. Terapie

1.2.7.1. Bezlepkova dieta

Celozivotni a piisna bezlepkova dieta je zdkladem a aktualn€ jedinou kauzélni 1écbou
celiakie (18, 62). Vnimavost jedinct na kontaminaci potravy lepkem je vysoce individudlni.
Z4dné morfologické slizniéni zmény nebyly pozorovany do mmnoZstvi pozieného lepku
10 mg/d, ojedinélé zmeny pii mnozstvi kolem 100 mg/d a jednoznacné (a jisté) zmeény nastavaji
pfi mnozstvi 500 mg/d a vysSim (63). Proto mnoZstvi pozieného lepku v rozsahu 10—-100 mg/d
lze povazovat za bezpecné a mnozstvi do 10 mg/d za jisté bezpecné (18). Podle nafizeni
Evropské komise (EU 828/2014) mohou potraviny s oznaenim ,bez lepku™ obsahovat
maximalné 20 mg lepku a s oznac¢enim ,,velmi nizky obsah lepku* maximalné 100 mg lepku na
kilogram potraviny distribuované konecnému spotiebiteli (64). PInd adherence k bezlepkové
dieté¢ vede ve vétSin€ pripadi ke zmirnéni a/nebo ustupu klinickych obtizi, zlepSeni az
normalizaci tenkostfevniho slizni¢ni nalezu a poklesu rizika vzniku komplikaci celiakie (65).
Bezlepkova dieta nesmi obsahovat vSechny druhy pSenice, je€mene a Zita a zprvu je nutno
vyfadit i oves. Lepek obsahujici obiloviny jsou nahrazovany ryzi, kukufici, prosem, jahly, aj.)

a tzv. bezlepkovymi pseudoobilovinami (pohanka, amaranth, quinoa, aj.) (66).

1.2.7.2.  Nutri¢ni podpora a suplementace nutrienta

Prestoze bezlepkova dieta vétSinou vede ke zlepSeni a/nebo normalizaci tenkostfevni
absorbce zivin (nutrientll), miize byt sama o sobé (také s ohledem na tenkostfevni postiZeni)
spojena s nutricnimi / karenénimi deficity. Proto je nutnd pravidelnd monitorace
mikro- 1 makronutrientd s jejich pfipadnou suplementaci (18). SniZeni zasoby Zeleza
v organismu (s anebo bez anemie) je v dob¢ diagndzy uvadéno v 7-80 % piipadl. Z pohledu
diferencialni diagnézy sideropenie/sideropenické anemie je celiakie diagnostikovanav 2 —5 %

pfipadii a u téchto jedinct ukazuje na nutnost odbéru biopsie z tenkostfevni sliznice 1 pfi
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makroskopicky normalnim nélezu (43, 67). Bezlepkova dieta je ¢asto chuda na obsah kyseliny
listové (folat)  ajeji deficit spolecné s deficitem vitaminu B12 se uvadi u pacient s nelécnou
celiakii v 5 — 41 % (68). Na snizen¢ hladin¢ vitaminu D a vépniku se kromé& vlastni poruchy
tenkostievni absorbce podili 1 snizeny pfijem mlécnych vyrobkli pfi Casto asociované
sekundarni laktézové intoleranci (69). Na karen¢ni deficity stopovych prvki zinku a médi
a pyridoxinu (vitamin B6) je nutné pomyslet zejména pii stanoveni diagnézy a dosud
nezahajené Dbezlepkové diet¢ a dale pifi  hematologickych odchylkach a/nebo
neuropsychiatrickych mimostifevnich projevech (70). Snizené zastoupeni vlakniny
v bezlepkové dieté s jejim nahrazenim cukry a tuky (zvySujicimi mimo jiné glykemicky index)

muze vést jednak k zacpé€ a soucasné k hmotnostnimu nardstu pacienta (71).

1.2.7.3.  Management ,,celiakie neodpovidajici na 1é¢bu* a ,,téZce probihajici celiakie*

Az u 30 % pacientt s celiakii se efekt bezlepkové diety ptes plnou adherenci po dobu
6 — 12 mésici nedostavi (v jednom ¢i kombinaci nize uvedenych klinickych a/nebo
paraklinickych ukazatelll) (72). Tradi¢né je tento stav oznaovan anglickym terminem
,, non-responsive coeliac disease“ (zkr. ,, NRCD “, ptekl. ,,celiakie neodpovidajici / nereagujici
na bezlepkovou dietu®, ,,non-responzivni celiakie®, ,,netiplny efekt bezlepkové diety*) (73).
Uvedeny termin se vSak ukézal jako potencidln¢ zavadéjici a bud’ je doporuceno ho nepouzivat
vubec, nebo pouzivat s obezietnosti (31), pro riziko moznosti Spatného vedeni diferencialni
diagnostiky. Caio navrhuje zménu terminologie (31). Z pohledu bézné klinické praxe lze termin
NRCD ptipustit pouze za podminky, Ze bude nasledovat rozd€leni pacienti do dvou skupin —
celiakie s trvajici aktivitou (angl. ongoing active celiac disease, zkr. OACD) a celiakie
s ptidruZzenymi stavy (angl. associated celiac disease conditions, zkr. ACDCs).

V ramci skupiny ,,celiakie s trvajici aktivitou* (OACD) pak rozliSujeme tfi stavy:
1. pokracujici expozice lepku (angl. continuous gluten exposure). Jedna se o nejcastéjsi pti¢inu
trvajicich znamek/ptiznaki celiakie u pacientl s diagnostikovanou nemoci. Divodem je bud’
neoptimalni adherence pacienta k bezlepkové dieté¢ a/nebo abnormalné vysoka senzitivita
tenkostfevni sliznice k malym (stopovym) mnoZstvim lepku.
2. pomald odpovéd’ na bezlepkovou dietu (angl. slow-responders), u kterych i pti optimalni
adherenci k bezlepkové diet¢ dochdzi k pomalému zlepSeni klinickych i1 paraklinickych
(slizni¢nich) ptiznaki, ale nedojde k jejich plné rezoluci v horizontu 1-2 let. Tento fakt ma
dilezitou klinickou implikaci ve smyslu kontrol adherence k bezlepkové dieté nejen ve formé
motivace pacienta a intervenci nutriénim specialistou, ale v posledni dobé€ i vyuzivanim

laboratornich  ukazatelii adherence k bezlepkové diet¢ — konkrétné stanovenim
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tzv. ,.glutenovych imunogennich/imunorekativnich peptidi* (z angl. ,,gluten immunogenic
peptides®, zkr. GIP) ve stolici a/nebo moci (74, 75) (blize viz kapitoly 1.2.3.a 1.2.8.1.).

3. refrakterni celiakie — po 6-12 mésicich trvaji piiznaky tézké klinicky i paraklinicky vyjadiené
enteropatie (vilozni atrofie, malasimilacni syndrom) a mtze vést k dalSim komplikacim ve
smyslu ulcerozni jejunoileitidy a/nebo tenkostfevni malignité (lymfom, adenokarcinom) (76).

V ramci skupiny ,.celiakie s pfidruzenymi stavy* (ACDCs), kterou zvazujeme pii
nepotvrzeni vysSe uvedenych jednotek ze skupiny OACD, pifi zadném nebo minimalnim
postizeni tenkostievni sliznice a pfi vylouceni expozice lepkem, rozpoznavame dalsi jiné
patologické stavy, se kterymi se u pacientt s celiakii miizeme setkat. Jedna se o mikroskopickou
kolitidu, drazdivy tracnik, tenkostfevni bakteridlni pfertstani, laktézovou ¢i fruktozovou
intoleranci, tenkostifevni divertikularni nemoc, Crohnovu nemoc, pankreatickou insuficienci,
autoimunitni ¢i polékovou enteropatii.

Celiakie se mize manifestovat ndhle vzniklym, ,tézkym* a vice ¢i méné rychle
progredujicim stavem s vyznamnymi gastrointestindmi piiznaky vyzadujici hospitalizaci
a/nebo parenteralni vyzivu — tento stav lze oznacit jako celiakdlni krizi. Kromé& plné
vyjadifeného malasimilacniho syndromu s deficitem zdkladnich makro- i mikronutrienti mize
byt pfitomna dehydratace s obchovou nestabilitou ¢i ortostatickou hypotenzi, ledvinnym
selhdnim, mineralovou dysbalanci, neurologickymi ptiznaky (77). Spoustécem celiakalni krize
je kombinace tézkého zanétlivého postizeni tenkostievni sliznice a soucasné povsSechna
imunitni aktivace. Pfiblizné u poloviny pacientli, u kterych se vyvine celiakdlni krize, ma
v predchorobi anamnézu provedené¢ operace, prodélan¢ infekce a/nebo probihajiciho
téhotenstvi (78). Zakladem IléCby tézkych stavli spojenych s celiakii (probihajici za
hospitalizace) je intravendzni hydratace, korekce mineralové dysbalance a zavedeni bezlepkoveé
diety. Kolem poloviny pacientl s celiakalni krizi vyZaduje totalni parenteralni vyZzivu a/nebo

1é¢bu systémovymi steroidy (79).

1.2.8. Dispenzarizace a ukazatele aktivity onemocnéni

Smyslem dispenzarizace pacientii s celiakii a systematické vedeni jejich kontrol (angl.
follow-up) je v prvni fadé prevence a/nebo Casny zachyt piipadnych komplikaci celiakie
a malasimila¢niho syndromu (at’ jiz ve stadiu asymptomatickych deficitl mikronutrientti nebo
jeho plného vyjadieni s mimo jiné pfitomnou malnutrici, priijmy, anémii a/nebo metabolickou
kostni nemoci). Déle pak patrani po pfidruZzenych (asociovanych) imunitné¢ podminénych

onemocnéni (zejména tyreopatie, diabetes mellitus 1. typu, hepatopatie) a v neposledni fadé
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1 kontrola adherence a psychologicka motivace k bezlepkové dieté a podpora v rdmci sezndment
pacienta s novou zivotni situaci.

Opakované endoskopické kontroly s odbérem biopsii z tenkého stieva nejsou plosné
doporucovany (blize viz kapitola 1.2.8.1) (18), pfesto se vSak v bézné klinické praxi Casto
setkavame s endoskopickymi kontrolami bézné i po 12—36 mésicich, a to bez relevantni klinické
a/nebo paraklinické indikace. Kli¢ovym cilem dispenzarizace pacientt s celiakii je plny tstup
klinickych obtizi a normalizace slizni¢niho nalezu (sliznicni zhojeni) (18). Pii stanoveni
diagnozy je kromé revize anamnézy a fyzikalniho vysetfeni doporucen i screening rodinnych
pfislusnikti 1. stupné a pfi jejich pozitivité i 2. stupné (sérologie, genetika) (18).

V prvnim roce po stanoveni diagndzy celiakie jsou vhodné ¢astéjsi klinické kontroly po
3—6 mésicich. Jakmile dojde ke ,,stabilizaci nemoci® (pacient nevykazuje a/nebo nejsou
prokazany znamky komplikaci celiakie a malasimila¢niho syndromu a soucasné pacient zvlada
a dobte adheruje k bezlepkové dieté), Ize prodlouzit interval mezi klinickymi kontrolami na
12-24 mésicu (18). Pacienty s celiakii dispenzarizuje gastroenterolog, internista nebo prakticky
1€kat (17, 66). Z psychosocidlniho pohledu jsou pak dulezité i pacientské organizace, které
mohou zprostfedkovat mnoho praktickych doporuceni a rad pro Zivot celiaka (66).

Ptitomnost klinickych ptiznaki ani pozitivni sérologie nejsou spolehlivymi prediktory
trvajiciho tenkostfevniho postizeni (80, 81). Otazka opakovani horni endoskopie s odbérem
tenkostfevni sliznice v rdmci monitorace pacienta s celiakii je stile kontroverzni a aktudlné se
evropskd, americkd i doporuceni svétové gastroenterologické organizace k tomu tématu striktné
nevymezuji (18, 21, 82). Casna biopticka kontrola v intervalu 6 mésicti od zahjeni bezlepkové
diety se zda byt neoptimalni s ohledem na relativné¢ vysoké riziko zachytu vilozni atrofie
u pacienttl, ktefi jeSté nestacili na absenci lepku v potravé dostatecné zareagovat (61). Jednim
ze zakladnich tkold dispenzarni péce u celiakil je rozdéleni téchto pacientli do skupiny, ktera
nebude vyZadovat opakované endoskopické kontroly s tenkostievnimi biopsiemi (klinicky
asymptomaticti a sérologicky negativni nebo v trendu klesajici pacienti) a dale skupiny, ktera
endoskopickou a histologickou dispenzarizaci vyZadovat bude (pacienti s protrahovanymi
klinickymi obtiZemi a/nebo trvajici sérologickou pozitivitou, u kterych nutné predpokladame
zvySené riziko vzniku komplikaci celiakie, zejména pak tenkostfevni malignity) . Z pohledu
beézné klinické praxe je nutné postupovat u pacientil individudlng. Jako pfiméteny postup lze
u skupiny ,,rizikovych* pacientli (v€k nad 40 let, trvajici klinické ptiznaky a/nebo pozitivni
sérologie a/nebo vstupné tézka/zavazna manifestace nemoci) nabidnout provedeni kontrolni
horni endoskopie s odbérem tenkostfevnich bioptickych vzorkl v intervalu 1-2 let od zahéjeni

bezlepkové diety a dale opét postupovat individualng (18).
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Dosud neexistuje vSeobecn¢ akceptovany, spolehlivy, jednoduse a rychle proveditelny
slova smyslu Ize jako ukazatele aktivity celiakie pouzit kombinaci stejnych klinickych,
laboratornich 1 endoskopickych markert, které pouzivame i1 pro stanoveni diagndzy nemoci,
jejichz pouziti i interpretace mohou byt slozité. Navic, z praktického pohledu a s ohledem na
relativné hojné zastoupeni pacientd s celiakii nereagujici na bezlepkovou dietu, dosud chybi
zafazeni vhodného a objektivniho ukazatele adherence pacientl k bezlepkové dieté.

Anamnestické a klinické ukazatele 1ze shrnout pod termin ,,Ukazatele aktivity zalozené
na symptomech®. Nejcastéji jde o priijmy, bfisni bolesti a/nebo kiece a nadymani nasledované
flatulenci, zacpou, nauzeou, pocitem na omdleni/slabosti, steatoreou, hmotnostnim tbytkem
a v neposledni fad¢ drazdivosti, otoky, bolestmi hlavy, svédénim kize, refluxnimi obtiZemi,
borborygmy. Pro hodnoceni subjektivnich obtizi a kvality zivota pacienti s celiakii 1ze pouzit
dva specifické dotazniky (Celiac Disease Symptom Diary, Celiac Disease Patient-Reported
Outcome), které byly v USA schvaleny Federalnim tfadem pro kontrolu 1é¢iv (FDA). Vyhodou
uvedenych 8kal a dotaznikovych indikatori je jejich Gplna neinvazivita, nevyhodou vSak mize
byt jejich casova ndrocnost a tim 1 velice sporna uplatnitelnost v bézné klinické praxi.

Endoskopicky obraz celiakie je popsan v kapitole 1.2.5.3.2. a je dilezity pro prvotni
diagnostickou, resp. diferencialné diagnostickou rozvahu. Nicméné z pohledu hodnoceni
aktivity jiz diagnostikované nemoci je nutno povazovat nalezy za nespecifické (83). Tato
nevyhoda (limitace) endoskopického hodnoceni aktivity celiakie (alternativné lze pfipustit
termin ,,endoskopické ukazatale aktivity celiakie*) je navic podpofena zjisténim Tursiho, Ze po
zahajeni bezlepkové diety dochazi v ptipadné dobré odpovidavosti pacienta k endoskopickeé
rezoluci (nebo alespoii trendu ke zlepSeni) za piiblizné 6 mésict, avSak k histologické rezoluci
(nebo alespon trendu ke zlepSeni) az za ptiblizn€ 12 mésict (84). Navic, bézna endoskopie je
schopna odhalit pouze hrubsi makroskopické slizni€ni poskozeni spojené s vice pokrocilymi
stadii nemoci (reliéfové zmény, vilozni atrofie, piipadné komplikace celiakie).

Z pohledu ,histologickych ukazatelt aktivity celiakie® je tenkostfevni slizni¢ni histologie
zlatym standardem ke stanoveni diagnozy celiakie a v ramci diferencialni diagnostiky
k vyloucenich jinych pfi€in obtizi nesouvisejicich s celiakii (kapitola 1.2.5.3.3.). VSechny
histologické klasifikace jsou v obecném pohledu zalozeny na dvou ukazatelich — 1. pocet
intraepitelidlnich lymfocytl (IEL), 2. poSkozeni tenkostfevni sliznice (v podobé vilozni atrofie
a/nebo kryptové hyperplazie) (13, 83, 85). Limitace histologickych ukazatelii/klasifikaci pro
béZnou klinickou praxi lze sledovat v sekvenci jiz od samotného odbéru histologického vzorku

z tenkostievni sliznice - samotnd endoskopie je relativné invazivni a Casové ndarocnou
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procedurou, zmény jsou/mohou byt loziskové a tudiz nemusi byt pti odbéru klestémi zastizeny
(angl. sampling error), pro spravny odecet histologie je nutnd optimalni orientace vzorku
a expertni erudice patologa (je riziko subjektivni chyby v popisu diskrétnich 1ézi, zejména
v oblasti stupiii vilozni atrofie) (83). Dulezitym faktorem, ktery ur¢itym zptisobem upozad'uje
moznost vyuziti histologie jako ukazatele aktivity nemoci je i fakt, ze u vyznamné ¢asti pacientt
nedojde i pies adekvatni adherenci k diet¢ k uplné normalizaci histologického nalezu (resp.
normalizaci vilozni architektury) (86). Tato diskordance miize byt vysvétlena riiznym casovym
intervalem ke zlepSeni/zhojeni tenkostievni sliznice v rozmezi dnii, mésict az let (87).

Pod pojmem ,,sérologické ukazatele aktivity celiakie* rozumime pravidelné stanoveni
sérovych hladin autoprotilatek specifickych pro celiakii. VySetfeni je nutnou sou¢ésti stanoveni
diagndzy, kdy sérologie dobie koreluje s histologii (88). Ptesto, ze jsou autoprotilatky pfimo
zapojeny do imunopatogenezy nemoci a tim nutné odrdzeji jeji aktivitu, neni jejich
prognosticky vyznam v monitoraci/dispenzarizaci pacientl s celiakii jasny, a proto neni tento
postup pro monitoraci/dispenzarizaci pacientd s celiakii doporucen (83). Na druhou stranu Ize
pfipustit (a pro béznou klinickou praxi i doporucit) pravidelné meétfeni sérovych hladin
autoprotilatek jako ukazatele adherence k bezlepkové dieté (avSak s védomim, Ze po zahéjeni
bezlepkové diety dochazi k poklesu autoprotilatek s uréitou prodlevou v porovnani se zménou
(zlepsenim) klinickych obtizi a/nebo histologie) (89). Kromé anti-transglutaminazovych
protilatek v tfidé IgA je vhodné pravidelné stanovovat i hladinu celkového IgA k vylouceni
nove vzniklého IgA deficitu (pfi kterém zjiStujeme jejich nizké titry a/nebo abscenci) (90).

K ,,ostatnim ukazatelim aktivity celiakie* patii vySetieni zaméfend na zmény stievni
propustnosti (napf. pomér mocové frakéni exkrece laktulozy a manitolu), pfitomnost
imunologickych komponent a/nebo genetickych znakd v krvi (cytokiny, gluten-reaktivni
T lymfocyty), ukazatele sliznicniho poskozeni a/nebo zanétu (mastné kyseliny vazajici
bilkovina (angl. intestinal fatty acid-binding protein, I-FABP a/nebo fekalni kalprotektin).
Z4dny z uvedenych ukazatelti viak neni v bézné klinické praxi ani v klinickych studiich pevné
ukotven pro svou sloZitost provedeni, nizkou specificitu a/nebo interindividudlni variabilitu

a/nebo nizkou odpovidavost na 1é¢bu (91).
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1.2.8.1. Markery adherence k bezlepkové dieté

Obecné I1ze hodnoceni adherence k bezlepkové dieté rozdelit do ¢ty navazujicich kroki
(ukazateltr), které¢ v SirSim slova smyslu opét sleduji obecny princip pfistupu k pacientovi
(,,anamnéza“ a ,klinika*“ — odp. kapitola 1.2.8.1.1.; ,,paraklinika* — odp. kapitoly 1.2.8.1.2.,
1.2.8.1.3a1.2.8.1.4.).

1.2.8.1.1. Klinické zhodnoceni
Vlastni (subjektivni) vypovéd’ pacienta o rozsahu a dodrzovani bezlepkové diety je
zakladem pro dals$i hodnoceni. Zékladni klinické parametry nutrice (hmotnost, vySka, BMI)

jsou nutnou soucasti vysetieni (18).

1.2.8.1.2. Dietologicka konzultace
Vysetieni a konzultace nutri¢nim specialistou (s vyhodou za pouziti dotaznik(l) mize
prinést cennou informaci o pfipadné nechténé kontaminaci potravy lepkem a souc¢asné zarucuje

doporuceni vyvazené a nutri¢né bohaté stravy pii ptisné bezlepkové dieté (92) .

1.2.8.1.3. Laboratorni ukazatele

Vsechny pro celiakii specifické autoprotilatky jsou gluten-dependentni a po zahajeni
ptisné bezlepkové diety lze ocekavat klesajici trend nebo v optimalnim piipadé normalizaci
jejich titru. Sérologicka pozitivita trvajici déle nez 1 rok svéd¢i s vysokou pravdépodobnosti
pro piitomnost lepku v potrave (93).

UziteCnym a objektivnim ukazatelem adherence k bezlepkové dieté jsou glutenové
imunogenni peptidy (GIP). Jedn4 se o §t€py piivodniho lepku, které jsou odolné k zalude¢nim
1 stfevnim enzymim a lze je kvantitativné stanovit v moci a/nebo stolici. Pozitivni nalez GIP
v moci a/nebo stolici ukazuje na piitomnost lepku v potravé i tim na neoptimalni adherenci

k bezlepkové dieté (94).
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1.3.  Citrulin a ornitin

1.3.1.Historické poznamky

Citrulin byl objeven a extrahovan z vodniho melounu (Citrullus vulgaris) v roce 1914
japonskym biotechnologem Kogou (95, 96). Po mnoho let byl nasledn¢ povazovan za pouhy
intermedialni meziprodukt mocovinového (ureasyntetického, ornitinového) cyklu bez jiné/vétsi
klinické vyznamnosti (97, 98). Prvni poznatky o biologické povaze a funkci citrulinu véetné
jeho vztahu k tenkému stievu piinesl v roce 1981 Windmiiller et al. (99) a od roku 2000 autofii
Crenn, Curis a Cynober ve svych pracich zacinaji uvadét citrulin jako mozny laboratorni
ukazatel tenkosttevni funkce (100-104).

Ornitin byl objeven v roce 1932 Krebsem a Hanseleitem v ramci objevu mocovinového

cyklu (105, 106).

1.3.2.Fyziologické poznamky

Citrulin je neesencialni (v organismu syntetizovatelna) a nebiogenni (neproteinogenni)
aminokyselina. Citrulin se v téle vyskytuje ve dvou formach — jednak jako volny citrulin a dale
jako vazany v ramci tzv. citrulinovanych proteinti (103). Na bunécné urovni je jeho
metabolismus fizen témito tfemi zakladnimi enzymy — v rdmci syntézy/anabolismu citrulinu je
to ornitinkarbamoyltransferaza (OCT, syn. ornitintranskarbamyldza) a NO-syntaza (NOS),
v ramci degradace/katabolismu citrulinu je to argininosukcinat syntdza (ASS, syn. citrulin-
aspartat ligdza) a méné€ vyznamnd argininosukcinat lydza (ASL). Na organové Urovni pak
muzeme metabolismus citrulinu pozorovat ve tiech oddélenych biochemickych drahach, které
probihaji na rznych urovnich — zaprvé v biosyntetické draze (ose) argininu, zadruhé v ramci
produkce NO (NO cyklus), zatteti v ramci produkce mocoviny v jatrech (mocovinovy cyklus)
(103, 107).

OCT piimo katalyzuje pfeménu ornitinu na citrulin. Jedna se o tzv. ,,anabolickou variantu
OCT* zapojenou do syntézy citrulinu (citrulin je v této reakci hlavnim produktem) a tato reakce
je proximdlni soucasti homeostaticky vyznamné biosyntetické drdhy, na jejimz konci je pro
organismus (proteosyntézu) dilezitd aminokyselina arginin (103). Né&které bakterialni druhy
obsahuji 1 tzv. ,katabolickou variantu OCT*, pfi jejiz ¢innosti je citrulin substratem (tento
enzym a reakce nejsou u savet a lidi vyznamné (108)). Na bunééné tirovni je OCT lokalizovana

u prokaryot a nizSich eukaryot v cytoplazmé, u vysSich eukaryot a savcl se vSak naléza
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v mitochondridlni matrix jako soucast tzv. mocovinového (syn. ureasyntetického, ornitinového)
cyklu (109). OCT je preferenéné lokalizovana v jatrech (hepatocytech) a stfevni sliznici
(enterocytech) (110).

NOS je zodpovédna za syntézu oxidu dusnatého (NO) a tato reakce probihd ve vSech
tkanich (103). Existuji tfi zadkladni rodiny NOS — nNOS pfitomna v nervovych buiikach, iNOS
pfitomna v imunocytech (zejména makrofazich) a eNOS ptitomna v endotelovych buiikéch.
Bez ohledu na lokalizaci je mechanismus u¢inku NOS identicky — enzym katalyzuje pfeménu
argininu na NO za vzniku citrulinu (citrulin je tedy v této reakci vedlejSim produktem) (111).
Takto vznikly cytoplazmaticky citrulin (ale i volny plazmaticky citrulin) pak muize byt
vhodnym substratem pro enzymy ASS a ALS za opétovného vzniku argininu. Timto je uzavien
tzv. cyklus oxidu dusnat¢tho (NO — cyklus, ,parcidlni/poloviéni mocovinovy/ornitinovy
cyklus®) umoznujici recirkulaci citrulinu a NO v ramci metabolismu oxidu dusnatého. Pti
nekontrolované aktivit¢ NO cyklu by dochazelo k excesivni a nezadouci produkci NO
s poskozenim okolnich bun¢k a tkdni, a proto je tento cyklus negativné zpétnovazebné
regulovan (molekula NO ma inhibi¢ni vliv na enzym ASS) (103, 112).

ASS je ubikvitérnim cytoplazmatickym enzymem pifitomnym prakticky u vSech
organismu. Je tzv. distalni soucasti jiz zminéné biosyntetické drahy argininu a ptimo katalyzuje
preménu citrulinu na arginin. Topograficky je enzym nejvice ptitomen v jatrech (hepatocytech)
a ledvinach (tubuldrni buiiky), nejméné pak ve stfevni sliznici (enterocytech) (113).

Dosud nebyl zjistén specificky membranovy pienaSe¢ pro citrulin. Transport pies
cytoplazmatickou membranu je zajiStovan obvyklymi aminokyselinovymi transportéry
(konkrétn€ na membrané enterocytu se jedna o natrium dependentni ptenaSec) (114). Transport
citrulinu z a do mitochondrie je pak zajiStovan ornitin-citrulinovym proton- a kalcium-
dependentnim vyménikem lokalizovanym na vnitini mitochondridlni membrané (103, 115).

Volny citrulin obsazeny v potravé (pouze ve vodnim melounu) je absorbovan enterocyty
preferen¢né v oblasti stitedniho a aboralniho ilea (103, 114). Tento dietni zdroj citrulinu je vSak
u clovéka minoritni. Majoritnim zdrojem volného citrulinu je citrulin vznikly primarné
v enterocytech tenkého stfeva (dominantné v jeho oralnich ¢astech — jejunum, duodenum) (100)
ze svého hlavniho prekurzoru glutaminu (ktery je obsazen v bézné potrave a ze sttevniho lumen
prestupuje do enterocytarni cytoplazmy) (116). Za urcitych okolnosti (napi. pii protrahované
nizkobilkovinové dieté, protrahovaném hladovéni, u novorozenych savcl) se prekurzorem
citrulinu mohou stat i jiné (v lumen stfeva pfitomné) aminokyseliny (glutamat, prolin, arginin)
(117, 118). Citrulin vstupuje do portalni krve, obchazi jatra (hepatocyty nemaji schopnost

vychytavat citrulin z portalni a prakticky ani z arteridlni krve) (99) a smétfuje do ledvin
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(epitelové bunky proximalniho tubulu), kde je pomoci enzymli ASS ASL konvertovan na
arginin (119). Arginin néasledné vstupuje do systémové cirkulace a je k dispozici celému
organismu pro proteosyntetické déje. Timto zptisobem citrulin poskytuje dospélému organismu
dostateCny piisun argininu pro metabolické a homeostatické procesy (103). Vzhledem
k deficitu argininu v matefském mléku je u novorozencii aktivni i alternativni dréha konverze
citrulinu na arginin pfimo v enterocytu (120), ktera v dospé€losti mizi. Uvedena osa glutamin —
ornitin/citrulin — arginin je dilezitym reguldtorem dusikové homeostazy. Zaprvé, citrulin de
facto chrani jatra pted nadmérnou nabidkou argininu z potravy (teoreticky by jatra byla schopna
vychytat prakticky vSechen potravou dodany a nésledné¢ v portalni krvi pfitomny arginin
s vyslednym deficitem argininu pro ostatni organy a dale by samotny arginin jakozto silny
pozitivni stimulator ureageneze vedl k depleci ostatnich nadmetabolizovanych aminokyselin)
(121). Citrulin lze tedy povazovat za pomyslny ,maskovany arginin“ obchdzejici jatra
(jak uvedeno, jatra nejsou schopna vychytavat citrulin). Zadruhé, pti specifickych situacich
(napt. nizkobilkovinova dieta nebo hladovéni) dochazi k nadmérné expresi (overexpresi) OCT
v enterocytu s navySenim produkce citrulinu a druhotné k moZnosti snizeni intenzity
(downregulaci) mocovinového cyklu (122).

Vedle volného plazmatického citrulinu, jehoz metabolismus je rozdélen mezi nékolik
kompartementt (stievo, portalni krev, ledviny, systémova cirkulace, povS§echny metabolismus
oxidu dusnatého a tkanova proteosyntéza), existuje 1 forma volného citrulinu, kterd je ptisné
kompartmentalizovana do jater a neni zapojena do ostatnich (mimojaternich) metabolickych
drah. Jatra (hepatocyty) nejsou schopna vychytivat ani uvoliiovat volny citrulin z/do
portalni/systémové cirkulace (99). V hepatocytu (cytoplazmé i mitochondriich) je citrulin
pevnou soucasti jiz zmin€ného mocovinového cyklu (jehoZz zakladni funkci je udrzovani
dusikové homeostazy odstraiovanim nadbyte¢ného a piipadné Skodlivého dusiku v podobé
amoniaku pii souc¢asné syntéze mocoviny).

Kromé volného citrulinu se v organismu vyskytuje citrulin v rdmci citrulinovanych
proteind. Vzhledem k absenci specifického kodonu pro citrulin musi byt jeho nalez
v jakémkoliv proteinu vysledkem posttranslaéni modifikace tohoto proteinu (103). Tato forma
citrulinu je tedy zcela nezavisla na metabolickych drah4dch volného citrulinu. Posttranslacni
modifikace je fizena specifickym kalcium-dependentnim enzymem protein-arginyl
deaminazou (PAD), ktery v rdmci jiz hotového peptidu méni arginin na citrulin. Tento enzym
je pfitomen v mnoha tkanich, a proto i pfitomnost citrulinovanych proteini mize byt
heterogenni (103) a spjata s rliznymi patologickymi stavy, zejména imunitné¢ podminénymi

(autoimunitnimi). Citrulinace proteinil je obecnym mechanismem, ktery zvySuje proteinovou
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antigenicitu. Piikladem imunitn€¢ podminéné nemoci s vazbou na citrulinované proteiny je
revmatoidni artritida, u niz citrulinované proteiny podnécuji vznik autoprotildtek
(ACPA — anti-citrullinated peptide antibodies) (123), dale psoriaza (124) a roztrouSena skler6za
(125).

Ornitin je neesencialni aminokyselina, ktera vznika jako meziprodukt v mocovinovém
cyklu. Je klicovym substratem pro syntézu prolinu, polyamind a pravé vyse zminované¢ho
citrulinu. Hraje také dulezitou roli v regulaci n¢kolika metabolickych procest, které vedou
k onemocnénim, jako je hyperornitinémie, hyperamonémie a gyratova atrofie. Mechanismus
ucinku, ktery stoji za mnohostrannou ulohou ornitinu, dosud nebyl zcela objasnén. Nékolik
typti nadorovych onemocnéni je také charakterizovano nadmérnou syntézou polyamint

z ornitinu (105).

1.3.3.Vyznam v etiopatogenezi a klinice

Etiopatogeneticky a klinicky vyznam citrulinu lze pozorovat ve tiech oblastech:
1.vrozena onemocnéni ve vztahu k defektnimu citrulinovému metabolismu
2.citrulin jako ukazatel tkdnové funkce

3.citrulin jako 1é¢ebny nastroj

Mutace pro kterykoliv enzym a/nebo protein v metabolickych drahédch citrulinu ve
vysledku vede ke zpomaleni mocovinového cyklu v jatrech s vyslednou hyperamonémii, jejiz
progrese vede ke komatu a smrti (103). Ptikladem raritnich nozologickych jednotek jsou napf.
OCT deficience, citrulinémie nebo syndrom hyperornitinémie, hyperamonémie
a homocitrulinémie (angl. Triple H syndrome) (126).

Metabolismus volného citrulinu je rozdélen mezi dva hlavni organy — stievo (syntéza
citrulinu) a ledviny (degradace citrulinu). Proto Ize citrulin vyuZit jako relativné spolehlivy
ukazatel stfevni (viz kapitola 1.3.4 a 1.3.5.) a/nebo ledvinné funkce (zavazna renalni dysfunkce
je provazena hypercitrulinémii) (127).

Citrulin je pfirozenym prekurzorem argininu, ¢ehoZ 1ze vyuZit v ramci suplementace napf.
u pacientl se syndromem kratkého stfeva nebo u sarkopenickych pacientii pokrocilého veéku
(101, 103, 128, 129). Citrulin jako nastroj ovlivnéni metabolismu oxidu dusnatého (ve vztahu
k arterialni hypertenzi a imunostimulaci) byl zkouméan né&kolika autory se slibnymi vysledky
(130). Déale byl u citrulinu popsan hypoamonemizujici potencidl zalozeny na obnoveni

a stabilizaci mocovinového cyklu v jatrech (131).
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1.3.4.Citrulin a enteropatie (véetné celiakie)

Vzhledem k tomu, Ze citrulin je specifickym produktem enterocytd, 1ze jej s vyhodou
vyuzit jako ukazatele celkové funkcni enterocytarni masy (103). Prvni klinické zkuSenosti se
stanovenim citrulinémie ve vztahu k funkci tenkého stieva prinesl Crenn (101). Od té doby
byly publikovany prace, které vyuzivaji citrulin jako ukazatel tenkostievni funkce
u patologickych stavii (tenkostievni resekce se syndromem kratkého stieva, tenkostrevni
transplantace, onemocnéni spojena s vilozni atrofii, postiradiacni enteropatie, enteropatie jako
nasledek onkologické myeloablativni 1écby, nekrotizujici enterokolitida (100, 132-134).
Normalni plazmatickd hladina citrulinu u zdravého dospélého Clovéka se uvadi 40 (£10)

umol/L (96, 134).

1.3.5. Ornitin a enteropatie (v€etné celiakie)

Roli ornitinu ve vztahu ke stfevnim onemocnénim (vCetné celiakie) lze z dostupné
literatury hodnotit jako stale zcela nejasnou (105, 135, 136). Zajimavé vysledky pfinesla nase
recentni pilotni prace (137), ktera ukazuje signifikantn¢ nizsi plazmatické hladiny ornitinu
u pacientil s nekomplikovanou celiakii ve srovnani se zdravymi kontrolami. Jedna se prakticky

o prvni publikaci, ktera popisuje vztah ornitinu k enteropatii (celiakii).
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1.4. Hyposplenismus a celiakie
1.4.1. Hyposplenismus — definice, epidemiologie, anatomie a patofyziologie, diagnostika

1.4.1.1. Definice

Hyposplenismus je definovan jako stav, kdy slezina neplni adekvatné své funkce
(synonymem pro tento stav je téz termin funk¢ni hyposplenismus) (138). Pokud funkce sleziny
vymizela zcela, hovotime o asplenii (pfi zachované slezin€ se jednd o funkéni asplenii, pfi
chybéjici slezin€ o anatomickou asplenii). Pro mensi velikost sleziny pouzivame termin atrofie

sleziny (splenicka atrofie) (139).

1.4.1.2. Epidemiologie

Mnoho  klinickych  stavli  (vrozenych, hematologickych, imunologickych,
gastroenterologickych a iatrogennich) (140, 141) je spojeno s urcitym stupném poruchy funkce
sleziny od reverzibilniho, mirného a klinicky némého hyposplenismu, az po nevratnou atrofii
sleziny s moznou anatomickou asplenii (142). Prototypem nemoci, u které je hyposplenismus
pfitomen v té¢Zké formé prakticky vzdy, je srpkovitd anémie (142, 143). Celiakie je nejcastéjsi
(nejen gastroenterologickou) nemoci, se kterou je hyposplenimus (s nebo bez slezinné atrofie)
asociovan. Prevalence hyposplenismu je udavana az 20 % u nekomplikovanych a u 80 %
komplikovanych forem celiakie (140, 144). Tato asociace byla rozpoznana jiz za¢atkem 80. let
20. stoleti (145, 146). Hyposplenismus se nevyskytuje u déti do cca 2 let véku, pravdépodobné
vzhledem k nezralosti slezinné tkané (resp. jeji marginalni zony) (147). Tize hyposplenismu
koreluje s délkou expozice lepku, pfiCemz bezlepkova dieta je efektivni pro navrat
(nebo alespon zlepSeni) slezinnych funkci (kromé pacientl s ireverzibilni slezinnou atrofii)

(148).

1.4.1.3. Anatomie a patofyziologie
Slezina je periferni (sekundéarni) opouzdieny imunitni orgdn ulozeny v peritoneélni
duting, ktery piedstavuje nejvétsi nahromadéni lymfatické tkané v organizmu (26). Je bohaté
cévné zasobena (5 % minutového srde¢niho vydeje), coz zarucuje trvaly a dostate¢ny piisun
krevnich elementi a antigenil potfebny pro spravné plnéni slezinnych funkcei (149).
Anatomicky oznacujeme slezinny parenchym terminem pulpa (dfefl) a podle povahy
prevazujicich bunék ji délime cervenou a bilou. Funkce Cervené pulpy smétuje ke krevni filtraci

a bilé pulpy k imunitnim tloham (z anglického , filter and fight*) (25).
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Bila pulpa je tvofena ostrivky mizni tkané zanotfenymi do ¢ervené pulpy s pocetné
ptevazujicimi bunikami bilé krevni fady. Mikroprostiedi bilé pulpy je organizovano do né¢kolika
kompartmenta (150). RozliSujeme oblast s pfevahou T lymfocytli morfologicky vézanou na
prab¢h arteria vaginata a oblast s pfevahou B lymfocytl, ktera je vazana na pribéh arteria
centralis a obsahuje jednak mizni folikuly a dale margindlni zénu (MZ), kterd vytvari
pomyslnou hranici mezi ¢ervenou a bilou pulpou. Marginalni zéna je ve sleziné dilezitou
tranzitni zénou pro buiiky opoustéjici krevni tok a sméfujici do bilé pulpy.

Cervena pulpa je tvofena systémem provazct (Billrothovy provazce) a sinusi (slezinné
sinusoidy) s pocetné pievazujicim zastoupenim bunikami ¢ervené krevni fady. Krev pritékajici
do cervené pulpy proudi bud’ piimo do slezinnych sinusoid (pfedstavuje pouze asi 10 %
krevniho pftitoku), nebo do extravaskuldrniho prostoru tvofeného slezinnymi provazci a az poté
se sbird do sinusoid (90 % krevniho pfitoku). Oba obéhy umoziuji latkovou vyménu a filtraci
mezi pulpou a krvi (26).

Funk¢né tvori Cervend pulpa, bild pulpa a marginalni zona tii vzdjemné komunikujici
kompartmenty, které v Sir§Sim slova smyslu zajiStuji propojeni nespecifické a specifické
imunity. VétSina krevniho toku slezinou probihé ptfes marginalni zonu a pod¢l bilé pulpy a tim
zajiStuje optimalni ,,imunitni krevni monitoring®. Opsonizované baktérie jsou efektivné
odstranovany makrofagy sleziny a jater. Nicméné, baktérie, které jsou opsonizovany
nedostate¢né (zejména opouzdiené baktérie, napt. Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis a Haemophilus influenzae typu b) a jejichz polysacharidové pouzdro znemozZiuje
vazbu komplementu a/nebo blokuje interakci se slezinnymi makrofagy, mohou byt eliminovéany
pouze ve sleziné. Tato eliminace je zajiSt€éna pomoci pfirozenych IgM protilatek tvorenych
B lymfocyty marginalni zony. Jedna se o unikéatni B lymfocytarni subpopulaci uloZzenou praveé
v marginalni zoné sleziny. Slezina je tak svou bilou pulpou zapojena zejména do imunity

ziskané (specifické) a marginalni zonou zejména do imunity vrozené (nespecifické) (150).

1.4.1.4.Diagnostika hyposplenismu

Diagnostika snizené funkce sleziny se opird o anamnézu, fyzikdlni a paraklinicka
vySeteni. Mezi né patii metody zaloZené na aplikaci radioizotopem (technecium-99m a/nebo
rubidium 81) znac¢eného nosice po jeho vychytani a nasledné vyplaveni ze sleziny. Tyto metody
interpretovatelnost (151). Déale je mozné vyuzit metod detekce morfologicky alterovanych
cervenych krvinek, které se pfi snizené filtra¢ni (eliminaéni) funkci sleziny nechténé dostavaji

zpét do systémového ob&hu. Patii sem detekce tzv. Howell-Jollyho télisek (Obrazek 4) — zbytki
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jaderné DNA erytrocytil v perifernim krevnim natéru (> 1% zastoupeni téchto erytrocytt sveéd¢i
pro slezinnou dysfunkci) (152). Relativné nizka senzitivita a specificita (zejména v ptipadech
mirnych forem hyposplenismu) vSak tuto metodu upozad’'uje v rutinnim vyuziti (153, 154).
Zlatym standardem pro hodnoceni slezinné funkce a tize hyposplenismu je kvantifikace
tzv. teCkovanych erytrocytt (z anglického ,,pitted erythrocytes®) v perifernim krevnim natéru
(Obrazek 5) pomoci fazové interferencni mikroskopie. Te¢kovani je podminéno vakuolami
vyplnénymi bunécnym detritem (amorfni hmota se zbytky hemoglobinu, Zeleza, feritinu,
zbytky membran a mitochondrii) (155, 156). Senzitivita, specificita i pozitivni prediktivni
hodnota metody se pohybuji v rozmezi 90-98% (157, 158), pti€emz procentudlni zastoupeni
teCkovanych erytrocyti v rozmezi 0-4% je povazovano za normalni (5-14% ukazuje na
slezinnou dysfunkci, > 15% na klinicky vyznamny hyposplenismus, resp. asplenii) (159, 160).
Hodnoceni teCkovanych erytrocytli dobie koreluje s velikosti sleziny (161). Dulezitym
zjisténim je inverzni korelace mezi poctem teckovanych erytrocytti odrdzejicim snizenou
filtra¢ni/krevni funkci sleziny a poctem B lymfocytl marginalni zony odrazejicim poruchu
obranné¢ho/imunitniho kompartmentu sleziny (140).

V bézné klinické praxi lze vypozorovat dva sméry indikace vySetfovani funkéni
schopnosti sleziny. Prvni doporucuje vySetfovat vSechny jedince v riziku pfitomnosti
hyposlenismu bud’ pro pfitomnost nemoci/diagnéz asociovanych s hyposlenismem a/nebo pii
zjisténi zmensené sleziny na zobrazovacim vysetieni (142, 162). Druhy, preferovany v Ceské
republice, vychazi z posledniho doporuceného postupu Spolecnosti pro infekéni lékatstvi
a Ceské vakcinologické spole¢nosti Ceské 1ékaiské spoleénosti JEP pro pééi o pacienty
s porusenou ¢i zaniklou funkci sleziny (138) a vyuziva k vybéru rizikovych jedinct
zjednoduSena klinickd kritéria. Tato zohlediiuji zdkladni onemocnéni, velikost sleziny, pocet
trombocytl a piitomnost Howell-Jollyho télisek (163). V ptipad¢, Ze kritéria nejsou splnéna, je
vySetfeni funkce sleziny indikovdno u nemoci a stavli s vysokou pravdépodobnosti
pfidruZeného hyposplenismu (srpkovitd anémie, lymfoproliterativni nemoci, talasémie, stav po
ozareni sleziny). V ostatnich pfipadech je vysetfeni ptisn€ individualni a jeho indikace patii do

rukou oSetfujiciho 1ékare (vétSinou se jedna 1 ptipady poruchy imunity bez jiného vysvétlent).
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Obrazek 4: Howell-Jollyho télisko v erytrocytu (oznaceno Sipkou, krevni natér)

Zdroj: prof. MUDr. Pavel Zak, Ph.D. (IV. interni hematologicka klinika FNHK)

Obrazek 5: Teckovani erytrocyti (oznaceno Sipkami, krevni natér)
Zdroj: prof. MUDr. Pavel Zak, Ph.D. (IV. interni hematologicka klinika FNHK)
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1.4.2. Hyposplenismus u celiakie

1.4.2.1. Mechanismus vzniku hyposplenismu u gastrointestinalnich onemocnéni vcetné
celiakie

Mechanismus vzniku hyposplesnismu u nemoci GIT neni zcela objasnén, nicméné
existuji relevantni hypotézy, jeZ mohou vysvétlit vznik snizené funkce sleziny u téchto pacientti
(164). Mechanismy se mohou vzdjemné kombinovat, funkéné spolu piimo souviseji a obecné
je 1ze rozdélit na kvantitativni (se snizenim objemu slezinné tkan€ na mikroskopické a/nebo na
makroskopické urovni) a kvalitativni (se snizenim slezinné funkce).

Prvnim (kvanitativnim) mechanismem je tzv. ,retikuloendotelidlni atrofie®. K tomuto
stavu pravdépodobné vede preruSeni (disrupce) lymfocytarni recirkulace slezinou zapticinéné
depleci lymfocytd enterdlni cestou (tj. unikem lymfocyti pfimo do lumen patologicky
zménénou tkani GIT). Mensi naloz lymfocytl ve sleziné vede k jeji retikuloendotelialni atrofii.
V experimetnalnim modelu disrupce lymfocytarni recirkulace slezinou, pfi které byla deplece
lymfocyti zajisténa arteficialni drenazi hrudniho mizovodu, se slezina makroskopicky podoba
slezin¢ pacientt s celiakii (164). K pfechodnému naruseni fyziologické recirkulace mtze dojit
1 po manipulaci se stfevem napt. béhem nitrobtisni operace (165). Pacienti s nekomplikovanym
pribéhem celiakie vykazuji vétsi objemy sleziny nez jedinci bez celiakie. Na druhou stranu,
pacienti s komplikovanou formou celiakie ve smyslu refrakterni celiakie 2. typu s nebo bez
pridruzeného enteropatického lymfomu (EATL) maji vétSinou objem sleziny mensi (166).

Druhym (kvanitativnim) mechanismem je tzv. ,,slezinna atrofie*. Mechanismus vzniku
atrofie sleziny je u celiakie pravdépodobné imunitniho pivodu (167). Atrofii je postizena
dominantné marginalni zona a bila pulpa (164). Imunitni piivod splenické atrofie podporuje téz
vazba k HLA-A8 histokompatibilnimu antigenu a odpovédnymi autoprotilatkami jsou
protilatky specifické pro celiakii pouzivané v diagnostice a/nebo monitorovani nemoci (149).

Ttetim (kvalitativnim) mechanismem je tzv. ,retikuloendotelidlni blokdda“. Urcité,
v plazmé cirkulujici struktury (imunokomplexy, patogeny a/nebo jejich strukturalni
komponenty), mohou piimo interferovat s fyziologickou funkci retikuloendotelového
(monocytomakrofagového) systému ve slezin€ (164). Bylo zjisténo, Zze cirkulujici
imunokomplexy jsou pfi¢inou funk&niho hyposplenismu napt. u revmatoidni artritidy (168), Ze
plazmaferéza (s odstranénim cirkulujicich imunokomplexil) u pacientli s nefritidou a/nebo
vaskulitidou zlepSuje slezinnou funkci (169) a konecné, ze u pacientli s celiakii (nebo
idiopatickym stievnim zanétem) byly prokazany vyssi hladiny komplement vazicich a funkcni

hyposplenismus prohlubujicich imunokomplext (170).
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V ptipad¢ hyposplenismu (resp. retikuloendotelialni blokady) hraje vyznamnou roli také
integrita a bariérova funkce stfevni stény a sttevni mikrobiom (164). PoruSeni bariérové funkce
a integrity stievni stény vede ke zvyseni jeji propustnosti (permeabilité) a moznosti translokace
naptiklad bakterii, toxinti a/nebo imunokomplexti do systémové cirkulace, ze kterého jsou tyto
»hezadouci® struktury vychytavany mimo jiné ve slezin¢. Zde se uvedené substance mohou
navazat na slezinné imunocyty a zpusobit interferenci s jejich pfirozenymi funkcemi a tim
zpusobit pravé zminovanou tzv. retikuloendotelidlni blokadu (171). Ovlivnéni zakladniho
sttevniho onemocnéni s restituci stievni bariéry vede na druhou stranu i ke zlepsSeni funkce
sleziny (172). Vztah mikrobiomu a sleziny je vyznamny zejména pii vyvoji v raném détstvi,
kdy mikriobiota a jejich diverzita hraji roli silného modulatora. Za kritické obdobi jsou
povazovany 2 tydny od narozeni, kdy probihajici stfevni kolonizace pfirozenou flérou
ovliviiuje vznik B bunéénych slezinnych kompartmentl v€etné subpopulace splenickych IgM
pozitivnich B lymfocytd. Tyto bunky hraji vyznamnou roli nejen v antiinfekéni imunité proti
opouzdienym patogentim per se, kdy je slezina hlavnim "motorem" imunitni odpovédi, ale jsou
soucasti 1 mechanismt vedoucich k vytvoteni a udrzeni slizni¢ni imunity gastrointestinalniho
traktu (173). IgM pamét'ové B lymfocyty lokalizované v marginélni zon€ sleziny maji mimo
jiné¢ schopnost migrace do stfevni tkané, kde jsou substratem pro izotypovy piesmyk
(angl. class switch) s naslednou tvorbou tzv. sekretorickych imunoglobulint tiidy IgA (SIgA)
a koordinaci slizni¢ni imunity, ¢imz je uzaviena pomyslna obousmérna ,,0sa stfevo — slezina /
slezina — stfevo®. Vychyleni této osy vede ke snizené slezinné funkci (kdy primarnim inzultem
je alterovana stfevni mikrobiota) nebo ke zvySené vnimavosti ke sttevnim infekcim (kdy
primarnim inzultem je hyposplenismus) (25, 173, 174). K izotypovému pfesmyku dochazi ve
sttevni tkani dvéma zakladnimi mechanismy. Zaprvé, cestou zavislou na T lymfocytech
(T-dependentni izotypovy presmyk) probihajici dominantné v zdrode¢ném centru mezenterialni
uzliny a/nebo v Peyerovych placich (nahlouc¢ené slizni¢ni lymfoidni tkani, jeZ je soucasti
tzv. GALT systému, angl. gut associated lymphoid tissue) (175), a zadruhg, cestou nezavislou
na T-lymfocytech (T-independentni izotypovy pfesmyk) probihajici dominantné v lamina
propria mucosae stievni sliznice (176). Funkéni osa stievo — slezina / slezina — stfevo je

evolu¢né stara a je pfitomna napf. i u riznych druhii obratlovct (napft. ryb) (177).
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1.4.2.2. Vyvoj B lymfocytii a jejich subpopulaci ve vztahu k hyposplenismu a marginalni
z6né sleziny

Z obecného pohledu lze vyvoj B lymfocytu pozorovat ve tfech kompartmentech —
v kostni dieni (primarni/centralni organ imunitniho systému, ve kterém vyvoj za¢ind na urovni
pluripotentni kmenové buniky), v periferni krvi (tranzitni kompartment) a ve slezing,
lymfatickych uzlinach, tonzilach a lymfatické tkani v blizkosti epitelu fady orgénid —
angl. mucosa associated lymphatic tissue, MALT (sekundarni/periferni organy imunitniho
systému, ve kterych dochazi k vyzravani B lymfocyti az do konecného stadia plazmatické
a/nebo pamétové bunky) (25, 178).

Vyvojova stadia B lymfocytu jsou provazena zménami v repertoaru povrchovych
antigenl (znakdl oznafovanych zkratkou CD s piifazenou Cislici, angl. CD — cluster of
differentiation) (179). Imunofenotypovy profil B lymfocyti Ize sledovat pomoci mnohobarevné
pratokové cytometrie v primarnich i1 sekundarnich imunitnich organech, nicméné
nejdostupnéj$im materidlem k ziskani vySetfovaného materialu je periferni zilni krev (178).
Sledovani zastoupeni jednotlivych subpopulaci B lymfocytl pomoci vySe uvedené metody je
vyuzivano nejen pro diagnostiku, ale i monitoraci aktivity a/nebo efektu 1écby imunitné
podminénych (autoimunitnich, imunodeficitnich), krevnich a infekénich nemoci (zejména
virovych véetné stavii po o¢kovani) (180, 181). K zakladnim povrchovym bunéénym znakiim
stanovovanym pii pratokové cytometrii patii CD45 (panleukocytdrni antigen — odliSeni
leukocytll od ostatnich krevnich elementd) (182), CD19 (specificky B lymfocytarni antigen)
(183), CD21 (znak zralého B lymofcytu) (184), CD27 (znak pamétového B lymfocytu) (185).
Déle je moZzné¢ stanovit imunoglobulin tfidy IgM (je soucasti specifického B lymfocytarniho
receptoru BCR, ve vyvojoveé posloupnosti je vytvarfen jako prvni a jeho vystavenim na povrchu
bunky v kostni dfeni definujeme stadium nezralého B lymfocytu ptipraveného k vyplaveni do
periferni krve; izotypové pfesmyknuté pamétové B lymfocyty a plazmatické bunky tento
membranovy znak ztraceji) (186) a imunoglobulin tfidy IgD (je téZ soucasti specifického
B lymfocytarniho receptoru BCR, proti IgM je vytvafen a na povrch bunky vystavovan
v pozdgjSich vyvojovych stadiich tzv. T2 tranzientniho lymfocytu a stejné jako IgM ho
izotypové€ piesmyknuté pamétové B lymfocyty a plazmatické bunky ztraceji (186).

Prvni bunkou ve vyvojové fadé B lymfocytu je pluripotentni hematopoetickd kmenova
buiika v kostni dfeni, kterd pokracuje pies stadium spolecného lymfoidniho progenitoru do
stadia pro-B lymfocytu a nasledné pre-B lymfocytu. Jiz ve vyvojovém stadiu pro-B lymfocytu
zaCind proces genového pieskupeni (ndhodné kombinace genovych segmentti kodujicich

fetézce imunoglobulinu, ktery bude v dalsim vyvoji vystaven jako BCR receptor na povrchu
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B lymfocytu, resp. uvolnén v podobé cirkulujici protilatky) — jedna se kriticky bod v celé
vyvojové kaskadé B lymfocytu, ktery zajistuje Sirokou rozmanitost (diverzitu) produkovanych
imunoglobulint (25). Navazujici stadium nezralého B lymfocytu je definovano vystavenim
povrchového imunoglobulinu tfidy IgM a soucasn¢ je také poslednim stadiem lokalizovanym
do kostni diené. Po vstupu nezralého B lymfocytu do periferni krve tento oznacujeme jako
tranzientni B lymfocyt (178, 187), u kterého je silici exprese znaku IgM (188). Tranzientni
B lymfocyty vstupuji do sleziny (a ostatnich sekundarnich imunitnich organti), kde ¢ast z nich
pod vlivem vysokoafinitni BCR signalizace reaguje s t¢lu vlastnimi solubilnimi autoantigeny
pfindSenymi krvi a stdvaji se terCem negativni selekce s naslednou apoptézou (189). Zbylé
ptezivsi tranzientni B lymfocyty jsou atrahovany do slezinnych folikull bilé pulpy, kde jsou
chranény pied cirkulujicimi autoantigeny a pomoci nizkoafinitni (prahové) BCR signalizace
zde davaji vzniknout buikdm jiz exprimujicim ,,znaky zralosti“ IgD a 1 CD21 (186).
V lymfatickém folikulu bilé pulpy sleziny dochéazi nasledn¢ k dilezitému vyvojovému kroku,
pti kterém ze zralého tranzientniho B lymfocytu vznikaji dva morfologicky, imunofenotypicky,
funkéné 1 topograficky odlisné typy B lymfocytl — folikularni B lymfocyty (naivni burika, ktera
bude nasledné v dal§imu vyvoji setrvavat v lymfatickém folikulu bilé pulpy sleziny) a prekurzor
B lymfocytu marginalni zony (naivni burika, kterad bude nasledn¢ k dal$imu vyvoji sméfovana
mimo lymfaticky folikul do slezinné marginalni zony) (187, 190).

Folikularni B lymfocyty (FOB) jsou malé recirkulujici naivni buniky, které z vEtsi casti
vytvareji B bunécéné folikuly v bilé pulpé sleziny a jsou v kone¢ném duisledku urcené k produkei
vysoce specifickych a vysoce afinitnich protilatek (dominantné proti proteinovym antigentim)
ve spolupraci s pomocnymi T lymfocyty (tzv. T-dependentni tvorba protilatek, zejména pii
sekundarni protilatkové odpovédi). Jedna se o nejpocetnéjsi subpopulaci B lymfocytt.

V dal$im pokracovani B lymfocytarni fady se FOB podileji na tvorb& priméarniho lymfatického
folikulu, kde vytvareji zarodecné centrum, a po dalsi bunétné proliferaci vytvareji sekundarni
lymfaticky folikul. Tato struktura je polarizovana na tmavou zoénu obsahujici aktivné se délici
bunky, které snizuji expresi svych typickych povrchovych imunoglobulinti a soucasné v nich
dochdzi k tzv. somatické hypermutaci (intenzivni mutace v genech pro variabilni segmenty
imunoglobulinii jejichz cilem je zvySeni afinity receptoru k danému antigenu) a svétlou zonu,
do které bunka postupuje po ukonceni somatické hypermutace a pii které dochazi znovu
k reexpresi povrchovych (jiz somaticky hypermutovanych) imunoglobulint (178, 187). FOB
dale postupuji ve vyvoji a ve spolupraci s aktivovanymi pomocnymi T lymfocyty dochazi
k zdméné konstantni casti produkovaného imunoglobulinu (misto plivodniho IgM jsou

produkovany jiné izotypy — IgG, IgE, IgA) — tuto zménu v imunoglobulinové vybavé
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oznacujeme jako tzv. izotypovy presmyk (angl. class switch). lzotypove presmyknuty
folikularni B lymfocyt jiz neni naivni butikou, protoze se v piedchozich vyvojovych stadiich
jiz setkal s antigenem a Ize ho tedy oznacit jako ,,pamétovy* s odpovidajicim povrchovym
znakem CD27. Je souCasn¢ konecnym produktem ,klasického* vyvoje B lymfocytu pres
zarodecné centrum lymfatického folikulu. Pfi pritokové cytometrii jsou tyto bunky
identifikovany jako CD27+IgM-IgD-. Jednd se o dlouhodobé Zzijici buiiky, které mohou
cirkulovat periferni krvi a prabézné osidlovat sekundarni imunitni organy i kostni dfen.
V pozdéjsich stadiich se pak tyto buiitky mohou vyvijet podle sily afinity jeho povrchového
imunoglobulinového receptoru (BCR) tfemi cestami. Zaprvé, vysoce afinitni bunky pokracuji
do staddia plazmablasti (proliferujici bunky produkujici IgM nebo izotypove presmyknuté
produkujici IgG, IgA, IgE nebo vyjimecné IgD), které se nasledné usazuji zpét v kostni dieni
v podobé plazmatickych bunék (neproliferujici buiikky produkujici protilatky, které vsak
postupné ztraceji své povrchové imunoglobuliny). Zadruhé, stiedné afinitni bunky se
trasformuji do stadia pamétovych bunck (konkrétné izotypoveé presmyknutych pamétovych
B lymfocytl), které zajist'uji imunologickou pamét’ s rychlou tvorbou specifickych protilatek
(izotypové presmyknutych protilatek) pti sekundarnim setkani s antigenem. Zatieti, nizce
afinitni bunky umiraji apoptoézou (187).

B lymfocyty marginalni zony (MZB), vzniklé ze své naivni prekurzorové buiiky, jsou
sttedn¢ velké bunky z vétsi Casti a typicky rezidentni ve slezinné margindlni zo6n€ a jsou
v kone¢ném diisledku uréené k zajiSténi intenzivni primarni protilatkové odpovédi (jedna se
o prvni obrannou linii dominantn¢ proti polysacharidovym antigenim) bez spoluprace
s pomocnymi T lymfocyty (tzv. T-independentni tvorba protilatek) (190). Piesto, Zze MZB jsou
povazovany za primarné rezidentni buiky marginalni zony sleziny, Ize je detekovat i v periferni
krvi (191, 192), kde byvaji oznacovany jako tzv. lymfocytim marginilni zény podobné
B lymfocyty (angl. marginal zone-like B lymphocytes) s identickym imunofenotypem
CD27+IgM+IgD+. Analyzou tohoto periferniho cirkulujiciho subsetu B lymfocyti u déti do
2 let v&€ku bylo zjisténo, ze geny povrchovy BCR jsou mutovany jiz v pribéhu ontogeneze
samotné burnky (tedy bez antigenniho vlivu a jesté pfed stddiem T-independentni protilatkové
produkce) (193). Pro vznik MZB je striktné nutné prostiedi marginalni zony sleziny. Jedna se
o unikatni Cast sleziny na rozhrani Cervené a bilé pulpy, kterd se nenachédzi nikde jinde
v organismu. Pfi hyposplenismu a/nebo asplenii jakékoliv etiologie dochazi k poruse zrani
a vyvoje MZB, jejich depleci a ve vysledku zvySenému riziku infekci opouzdienymi patogeny.
U déti do dvou let, u kterych je oblast marginalni zony pfirozené nezrald, je procentudlni

zastoupeni MZB v periferni krvi z celkového poctu B lymfocyttl asi 6 % ve srovnani s az 20 %
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v obdobi po dozrani margindlni zony a jejich zastoupeni opét klesd v pokrocilém véku (164).
Po setkani s antigenem u MZB dochéazi na rozdil od FOB k podstatné méné intenzivni
somatické hypermutaci (pfedstavuji substrat pro extrafolikularni somatické hypermutace)
1 k dalsim krokii zvySujicim jejich antigenni afinitu a diverzitu (selek¢ni procesy, izotypovy
pfesmyk), a proto tyto buiilky ve stadiu plazmablasti produkuji ptivodni ve vyvoji B lymfocytu
zakotveny imunoglobulin tfidy IgM (184). Imunofenotypové je pro MZB typickd vysoka
hustota povrchového imunoglobulinu IgM, stfedni hustota znaku IgD a znaku CD21. MZB neni
naivnim lymfocytem (jiz se setkal s antigenem) a Ize ho oznacit (stejn¢ jako izotypové
ptesmyknuty folikularni B lymfocyt) jako ,,pamétovou bunku opét s odpovidajicim
povrchovym znakem CD27. MZB je finalnim produktem ,,alternativniho* vyvoje B lymfocytu,
ktery neprochazi pies zarode¢né centrum lymfatického folikulu (jedna se tedy o separétni
extrafolikularni vyvojovou cestu B lymfocytu) (193, 194). MZB jsou po setkani s antigenem
schopny velmi rychlé aktivace a tento d¢j je dale umocnén, pokud je na antigen navazan
komplementovy fragment C3d (ktery je rozpoznan povrchovym znakem CD21) (195). Jedna
se o nejreaktivnéjsi subpopulaci B lymfocytti (196). Relativn€ pomaly krevni pritok marginalni
zonou sleziny prodluzuje ¢as kontaktu antigenu s MZB a tim ve svém dusledku intenzifikuje
mohutnost protilatkové odpovédi (178). Pti analyze pratokovou cytometrii jsou obvykle MZB
gatovany pomoci znakl IgD (nebo IgM) a CD27 a jsou identifikovany jako buiiky s fenotypem
IgD+CD27+ (nebo IgM+CD27+).

Souhrnné fefeno rozeznavame dva typy pamétovych B lymfocytd, které jsou
imunofenotypové ureny svym povrchovym znakem CD27. Zaprveé, izotypoveé presmyknuté
pamétoveé B lymfocyty, které jsou findlnim produktem ,.klasického* vyvoje piivodné naivniho
folikularniho B lymfocytu pfes germindlni centrum lymfatického folikulu a jako dlouho Zijici
bunky usazené v kostni dieni zajiStuji konstantni produkci vysoce specifickych a afinitnich
protilatek (nejcastéji tiidy IgG) v reakci na jiz sekundérni setkani s antigenem (sekundérni
infekci). Zadruhé, izotypové nepfesmyknuté pamétové B lymfocyty, které odpovidaji
B lymfocytim marginalni zény a které vznikaji ,,alternativni vyvojovou cestou pies
T2 prekurzor B lymfocytu marginalni zony (vznikly v lymfatickém folikulu z T2 tranzientniho
lymfocytu) a jsou smé&fovany do oblasti margindlni zony sleziny, kterou pribézné osidluji.
Marginalni zéna sleziny je pro jejich vyvoj a pteziti nezbytna a hraje tak nezastupitelnou roli
v iniciaci imunitni odpovédi nezavislé na T lymfocytech pfi infekei nebo vakcinaci kapsuldrnim
polysacharidovym antigenem (142). Produkci pfirozenych antibakteridlnich protilatek tiidy

IgM tyto buiiky pfedstavuji prvni obrannou linii proti infekcim (197). U nemocnych s chybéjici
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¢i dysfunkéni slezinou tedy hladina téchto lymfocyta koreluje s poruchou funkce tohoto organu
a tyto lymfocyty mohou byt neptimym ukazatelem hyposplenismu.

Stézejnimi  pracemi zabyvajicimi se hyposplenismem u celiakie jsou prace
Di Sabatina et al. z roku 1998, 2007, 2011 a 2013 (142, 144, 198, 199). Jako jeden z prvnich
ukazuje na imunologické odchylky u pacientl s celiakii nejen v oblasti tenkého stfeva (v jeho
sténg), ale 1 v periferni krvi za pouziti metod nepiimé fluorescence a pritokové cytometrie. Na
konci 20. stoleti jesté pfimo nedefinuje abnormality v B lymfocytarnich subpopulacich, ale
ukazuje na odchylky na trovni celkovych lymfocytii, které mohou souviset s rozvojem
ptidruzenych autoimunitnich onemocnéni a/nebo malignit. Ve svych dalSich pracich ukazuje
na mozné tromboembolické a zejména infekéni komplikace hyposplenismu u celiakie
a soucasné na vyznam prevence ve smyslu vakcinace a casné antibiotické 1écby u rizikovych
pacientll. Jednoznacny piinos a metodiku stanovovani hyposplenismu u pacientl s celiakii pak
doklada v poslednich dvou uvedenych publikacich, zejména pak u pacienti s komplikovanymi
formami celiakie. Nase predkladand prace je pak prvni, ktera se zabyva problematikou

hyposplenismu u pacientt s nekomplikovanou celiakii.
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2. Klinické studie
Vyzkumnd ¢ast disertani prace se zabyva feSenim jejich tfi hlavnich cild formou ti

samostatnych klinickych studii.

Cile:

- Ovefit mozné vyuziti stanoveni plazmatickych koncentraci aminokyselin citrulinu

a ornitinu jako ukazateld aktivity celiakie

- Ur¢it mozné vyuziti jednotlivych subpopulaci B lymfocyta v jejich vyvojové fade jako

ukazatelti funk¢éniho hyposplenismu, resp. aktitivy celiakie

- Stanovit potencialni vyuziti koncentraci gliadin 33-meru ve stolici jako ukazatele

adherence k bezlepkové dieté u pacientt s celiakii

52



3. Plazmatické hladiny citrulinu a ornitinu u nemocnych s celiakii

3.1. Uvod

Celiakie patfi v nasi populaci k relativné ¢astym onemocnénim s potencialné zavaznymi
dopady pii pozdni diagnostice a 1écb¢ (vCetné malignich komplikaci). Diagnosticky piistup
u pacientl se suspektni celiakii je v bézné klinické praxi jasn¢ definovan a zalozen na stanoveni
sérovych hladin protilatek proti tkdnové transglutamindze v tfidé IgA a na histologickém
vysetieni bioptickych vzorka duodenalni sliznice (17-19, 21). Postizeni tenkého stieva hraje
dominantni roli v diagnostice a klinické manifestaci onemocnéni (18, 43). Charakteristickym
histologickym obrazem nelécené celiakie je zvySeny pocet intraepitelidlnich lymfocyti,
hyperplazie krypt a zejména atrofie sliznice tenkého stieva (13, 14). Atrofie klkii neni
specificka pouze pro celiakii a muze doprovazet i fadu dalsich enteropatii (18, 19, 200, 201).
Ackoli nekomplikované formy celiakie obvykle nevedou k vyznamné stfevni dysfunkei (202,
203), muze vést onemocnéni k malasimilacnimu syndromu. Pacienti s celiakii maji zvySené
riziko vzniku zavaznych komplikaci — refrakterni celiakie, ulcerdzni jejunoileitida a/nebo
zhoubny tenkostfevni nador (lymfom, adenokarcinom). V ptipad¢€ pfitomnosti alesponi jednoho
z vySe uvedenych stavli hovofime o "komplikované" celiakii a pii jejich absenci
o "nekomplikované" celiakii (17, 20, 204).

Na rozdil od diagnostiky neléceného onemocnéni neni dosud k dispozici spolehlivy
ukazatel pro hodnoceni funkce tenkého stfeva u pacientii 1écenych bezlepkovou dietou
s nekomplikovanou celiakii v klinické remisi (17, 83, 137). U téchto nemocnych jsou kontroly
a dispenzarizace zaloZeny kromé klinického stavu na stanoveni sérologickych markert
a v n¢kterych ptipadech také na kontrolni endoskopii s biopsii tenkého stfeva. Tento ptistup
vSak neni v hodnoceni aktivity choroby zcela spolehlivy, klinické, laboratorni 1 endoskopické
ukazatele spolu koreluji pouze castecné, a endoskopicky ptistup navic snizuje adherenci
nemocnych ke kontrolam a je relativné invazivni s nenulovym rizikem komplikaci. Pfesto miize
u ¢asti nemocnych pretrvavat nerozpoznana histologicka aktivita celiakie a tim 1 riziko vzniku
komplikaci. Vzhledem k tomu je nalezeni novych, neinvazivnich markert aktivity onemocnéni
(respektive odpovédi na bezlepkovou dietu pii kontrole jejiho dodrzovéni) zasadni. Jednim
z moznych kandidatnich markerti aktivity choroby je citrulin. Jednd se o neesencialni
a nebiogenni aminokyselinu, jejiz biologicky potencial byl po mnoho let povazovan za nizky

a v lidském téle byla identifikovana pouze jako meziprodukt v mocovinovém cyklu
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a metabolismu aminokyselin. Od roku 2000 se v literatufe objevuji nekteré udaje o uloze
cirkulujiciho citrulinu jako mozného markeru funk¢ni integrity tenkého stfeva a vilozni atrofie
u dalSich enteropatii, v¢etné celiakie (98, 100-102, 104). Bylo zjisténo, Ze uloha citrulinu
v organismu je komplexni, vcetn¢ jeho vlivu na kardiovaskularni systém (205), jeho
antioxidac¢nich a imunomodula¢nich tc¢inkti (206, 207) a zejména jeho role pii udrzovani
dusikové homeostazy (128, 208). VétSina publikovanych praci je pro vyuziti citrulinu
k monitorovani celkové enterocytarni masy u stavi se zavaznou poruchou funkce tenkého
stteva navozenou bud’ chirurgicky (syndrom kratkého stieva) nebo soucasné probihajici
enteropatii (komplikované formy celiakie). Data o vyuzitelnosti citrulinu k monitoraci aktivity
nekomplikované celiakie v klinické remisi jsou nedostatecna (209). Vzhledem k tomu jsme se
vnas$i pradci zaméfili na zmény plazmatickych hladin citrulinu v populaci nemocnych
s nekomplikovanou formou celiakie, na bezlepkové dieté a v klinické remisi. V této souvislosti
je dalsi otdzkou moznost vyuziti nékterych prekurzori citrulinu (ornitinu) a jejich korelace
s hladinou citrulinu v monitoraci aktivity celiakie. Pro ornitin v této indikaci konkrétni data

v recentni literatufe stale chybi.

3.2. Metodika

Studie ,,Plazmatické hladiny citrulinu a ornitinu u nemocnych s celiakii* byla
koncipovana jako prospektivni, srovnavaci studie (pfipadi a kontrol). V ramci projektu jsme
porovnavali skupinu nemocnych konsekutivné sledovanych v nasi gastroenterologické poradné
pro diive diagnostikovanou celiakii se skupinou zdravych dobrovolnikii ziskanou z kohorty
darct krve.

Mezi zatazovaci kritéria studie patfila diagndza celiakie (stanovend kombinaci pozitivni
sérologie, ktera vzdy zahrnovala protilatky proti tkanové transglutaminaze v t¥idé IgA
a v nékterych ptipadech 1 dalsi) a kompatibilni histologicky nélez v bioptickych vzorcich
ziskanych z duodena v pribéhu gastroskopického vySetteni pied zahdjenim bezlepkové diety.
Nemocni byli léceni bezlepkovou dietou, celiakie byla v klinické remisi, bez projevi
komplikaci onemocnéni.

Vytazovaci kritéria zahrnovala vek <18 let, graviditu, jiné aktivni onemocnéni
gastrointestinalniho traktu a pankreatobiliarni soustavy, aktivni onkologické onemocnéni,
komplikace celiakie, jiné formy enteropatie vcetné¢ potencidln¢ enterotoxické medikace

(NSAID) a pfitomnost onemocnéni potencialné ovliviiujiciho plazmatické koncentrace
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citrulinu a/nebo ornitinu (napf. rendlni insuficience). Nemocni nebyli na dieté obsahujici vodni
meloun.

Ve skupin¢ zdravych kontrol (darci krve) byla celiakie vyloucena provedenim
extenzivniho sérologického protokolu zahrnujiciho nejen protilatky proti tkanové
transglutamindze v tfidé IgA, ale i v tfidé IgG, a dale endomyzidlni protilatky v tfidach IgA
a IgG, protilatky proti deamidovanému gliadinovému peptidu v tfidach IgA a IgG
a antiretikulinové protilatky v tfidach IgA a IgG. Zdravé kontroly byly klinicky bez jakychkoliv
obtizi.

Vsem pacienttim i zdravym kontroldm byl po zatazeni do studie odebran vzorek zilni krve
(3,5 ml, bez ohledu na lacnéni) a ten byl aplikovan na separacni gel, nasledné centrifugovan
(ndsobek gravitaéniho zrychleni 2000 g, teplota 20 stupiii Celsia) a zamrazen na -80 stupiii
Celsia. Nakonec bylo pomoci vysokoucinné tekutinové chromatografie (Ultimate 3000 RS
pump Dionex, Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) kombinované s vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrii s orbitrap analyzatorem (Q-Exactive Focus, Thermo Scientific, San
Jose, CA, USA) provedeno kvantitativni stanoveni plazmatickych hladin citrulinu a ornitinu.
Hodnoceni bylo provedeno na =zikladé difive publikované metody pouzivajici

pentafluorobenzoylchlorid jako derivacni reagenc (210). Izotopové oznaCeny citrulin-d, and

ornitin-d¢ byly pouzZity jako wvnitini standard. Chromatograficka separace s hmotnostni
spektrometrickou analyzou byly dfive vyvinuty, optimalizovany a nasledné validovany podle
Doporuceni pro bioanalytickou metodologickou validaci (211). Béhem studie byly pouzity
Certifikovand lyofilizovand kalibrace a materidlova kontrola (RECIPE Chemicals
+ Instruments GmbH, Munich, Germany).

Ziskana data byla zpracovdna pomoci metod deskriptivni statistiky. Data s normalnim
rozdélenim hodnot byla dale analyzovana parametrickym dvouvybérovym t-testem a data
s nenormalnim rozdélenim byla testovana neparametrickym Mann-Whitneyho a Kolmogorov-
Smirnovovym testem. Pro kvalitativni parametry byl pouZit Fishertiv piesny test. Pro korela¢ni
analyzu byl pouzit Spearmantiv korela¢ni koeficient. Pro vySe uvedenou statistickou analyzu
byl pouzit program NCSS 2021 Statistical Software (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, USA, 2021:
ncss.com/software/ncss).

Klinicka studie byla schvalena spole¢nou univerzitni etickou komisi (referencni ¢islo:
202 107 PO6). Vsechny postupy byly v souladu s etickymi normami instituciondlni vyzkumné
komise a s Helsinskou deklaraci z roku 1964 a jejimi pozdé€j$imi zménami (212). VSichni
pacienti byli pfed zafazenim do studie pIné€ informovani a podepsali pisemny souhlas. U vSech

ziskanych udajl byly vymazany vSechny osobni identifikacni tidaje.
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3.3. Vysledky

Do studie byly zafazeny dvé skupiny ucastnikli: studijni skupinu tvofilo celkem 94
pacientu s diive diagnostikovanou celiakii a kontrolni skupinu 35 zdravych jedinct z kohorty
darct krve. Zakladni demograficka data studijni skupiny byla nasledujici: 29 muza (31 %),
primérny veék 53 + 18 let (median: 47 let, mezikvartilové rozpéti: 31 let) a 65 Zen (69 %),
pramérny vék 44 + 14 let (median: 41 let, mezikvartilové rozpéti: 20 let) - podrobnosti v tabulce
1. Zakladni demografickd data studijni skupiny byla nésledujici: 10 muza (29 %), primérny
vék 51 £+ 14 let (median 47 let, mezikvartilové rozpéti 19 let) a 25 zen (71 %), prumérny vék
46 + 12 let (medidn 45 let, mezikvartilové rozpéti 18 let) - detaily v tabulce 1.

Primérné doba trvani onemocnéni byla ve skupin€ pacientt s celiakii 160 + 144 mésict,
medidn: 118 mésich (mezikvartilové rozpéti: 181 mésic). NejcastéjSim vstupnim
histologickym nalezem byl u pacientt s celiakii typ 3a podle Marsh-Oberhuberovy klasifikace
(14) v 24 ptipadech (24 %). Zadny z pacientii nepodstoupil resekci tenkého stieva.

Ve skupiné pacientii se vyskytovala néktera dal§i imunitné podminéna onemocnéni:
revmatoidni artritida (1 pfipad), autoimunitni tyreopatie (19 ptipadil), atopickd dermatitida
(4 ptipady), vitiligo (3 ptipady), autoimunitni hepatitida (1 ptipad), IgM nefropatie (1 piipad),
diabetes mellitus (5 ptipadt), asthma bronchiale (12 pfipadl), polyserositida (1 ptipad),
antifosfolipidovy syndrom (1 ptipad), systémova sklerdza (2 piipady), autoimunitni gastritida
(1 ptipad), spondylartritida (1 ptipad), psoriaza (2 ptipady), eozinofilni ezofagitida (1 ptipad),
hereditarni angioedém (1 ptipad). U Zadného pacienta se nevyskytl pfidruZzeny Sjogreniv
syndrom. Deficit IgA byl zjistén u 4 pacientdl, nebyl pozorovan u zadné zdravé kontroly.
Genotypizace HLA nebyla pro upfesnéni diagnostiky nutnd u zaddného z pacientli, nebyla
vySetfovana ani u zdravych kontrol.

P11 statistickém hodnoceni pacientl s celiakii a skupiny zdravych kontrol (darcii krve)
byly sledovany a porovnavany kvantitativni a kvalitativni znaky. Pii sledovani kvantitativnich
znaki byl kladen dliraz na plazmatické koncentrace citrulinu a ornitinu jako moznych ukazateld
tenkostfevni funkce a/nebo celkové funkéni enterocytarni masy.

Koncentrace ornitinu v séru nemocnych s celiakii byly ve srovnani s kontrolni skupinou
zdravych dobrovolnikl statisticky vyznamné nizsi (p <0,001). Statisticky vyznamné rozdily
byly dale zjistény také v parametrech BMI, BSA, MCV a v sérové koncentraci tkanové
transglutamindzy IgA (detaily v tabulce 1) —tyto vysledky vSak nebyly hodnoceny jako klinicky
vyznamné. Vzhledem k vétSinou zamitnuté normalité byly k vyjadieni miry variability kromé

hodnot aritmetického priméru a smérodatné odchylky pouzity také median a mezikvartilové
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rozpéti (75. percentil minus 25. percentil). Korelacni analyza pomoci neparametrického
Spearmanova koeficientu pofadové korelace prokazala statisticky vyznamné silnéjsi korelaci
mezi plazmatickymi koncentracemi citrulinu a ornitinu ve skupiné¢ pacienti s celiakii
(Spearmantiv koeficient = 0,723) oproti skupiné zdravych kontrol, kde byla korelace slaba
(0,723 vs. 0,313; tabulka 2, graf 1) (31). Nezjistili jsme silnou korelaci mezi dobou trvani
onemocnéni a plazmatickymi koncentracemi citrulinu a/nebo ornitinu. U ostatnich
kvantitativnich znakii nebyla zjiSténa silnd mira korelace ve skupiné€ pacienti s celiakii
a zdravych kontrol (tabulka 3).

Hlavnim sledovanym kvalitativnim znakem bylo koufeni. Ve skupiné pacientii bylo
celkem 13 kutéki (14 %), z toho 5 muzl (39 %) a 8 Zen (61 %). V kontrolni skupiné bylo
ptitomno celkem 5 kutékt (14 %), z toho 2 muzi (40 %) a 3 Zeny (60 %). Nezjistili jsme zadné
vyznamné rozdily v plazmatickych koncentracich citrulinu a ornitinu u kufdk a nekuiaki

v obou sledovanych skupinach (tabulka 4 a 5).
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Tabulka 1. Zakladni kvantitativni ukazatele u pacientii s celiakii a u zdravych kontrol

(darcu Kkrve)

Ukazatel Kontroly (35 subjektt)Celiakie (94 subjektii)Statisticka vyznamnost
AP + SO; median; IQR) [AP + SO; medidn; IQR)

Vek (roky) 47 + 13. 46 + 16. p=10,372
47; 18 43; 21

Hmotnost (kilogramy) (82 + 22. 70 + 16. p = 0,062
75; 23 68; 21

BMI 27 + 4. 25+5. p = 0,006
27; 6 24; 6

BSA (m?) 1,8+0,2. 1,7+0,2. p=0,011
1,8;0,3 1,7;0,3

Hemoglobin (g/L) 142 + 10. 137 + 13. p=0,072
141; 13 138; 15

Leukocyty (10°/L) 7+ 2. 7+ 2. p=0,814
6; 2 7; 3

MCV (fL) 90 + 4. 87 +£5. p = 0,002
91;5 87; 5

Transglutaminaza  [gA2 + 2. n = 90 (4 nemocni s IgAjp = 0,024

(U/mL) 2; 1 deficitem z analyzy vyfazeni)

12 £ 42,
3; 4

Citrulin (umol/L) 30 + 10. 27 + 10. p=0,136
29; 10 27; 15

Ornitin (umol/L) 97 £ 26. 25+ 3. p <0,001
07; 42 63; 34

AP — aritmeticky primér, SO — smérodatnéd odchylka, pmol — mikromol, U — unit (jednotka),
L — litr, fL — femtolitr, IQR — mezikvartilové rozpéti, n = pocet subjekti, BMI = body mass
index (index t€lesné hmotnosti), BSA = body surface area (télesny povrch), MCV = mean

corpuscular volume (stfedni objem erytrocytu)
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Tabulka 2. Korelace mezi ostatnimi kvantitativnimi ukazateli a plazmatickou koncentraci

citrulinu a ornitinu ve skupiné pacienti s celiakii (vyjadifeno pomoci Spearmanova

koeficientu potfadové korelace)

Ukazatel Citrulin — total Sila korelace Ornitin — total Sila korelace
M/ Z) M/ Z)
Vék (roky) 0,215 (0,081/0,261) | slaba (velmi slaba / | 0,303 (= 0,002 /| slaba (velmi slaba /
slaba) 0,431) stiedni)
Hmotnost - 0,066 (—0,079 /| velmi slaba (velmi | 0,093 (0,007/0,082) | velmi slaba (velmi
(kilogramy) —-0,105) slaba / velmi slaba) slaba / velmi slaba)
BMI 0,027 (0,126 /| velmi slaba (velmi | 0,138 (0,149/0,124) | velmi slaba (velmi
—0,001) slaba / velmi slaba) slaba / velmi slaba)
BSA (m2) -0,132 (0,185 /| velmi slaba (velmi | 0,072 (—0,062 /| velmi slaba (velmi
—-0,169) slaba / velmi slaba) | 0,055) slaba / velmi slaba)
Hemoglobin (g/L) 0,111 velmi slaba 0,042 velmi slaba
Leukocyty (10%/L) —0,0445 velmi slaba —-0,074 velmi slaba
MCV (fL) —0,064 velmi slaba 0,028 velmi slaba
Transglutaminaza —0,206 slaba —0,065 velmi slaba
IgA (U/mL)
Doba trvani nemoci | —0,0305 velmi slaba 0,0047 velmi slaba

(mesice)

M — muzi, Z — zeny, umol — mikromol, U — unit (jednotka), L — litr, IQR — mezikvartilové

rozpéti, n = pocet subjektl
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Graf 1. Korelace mezi plazmatickou koncentraci citrulinu a ornitinu u pacientii s celiakii
(u nemocnych s celiakii je Spearmantv koeficient potradové korelace = 0,723,

u zdravych kontrol je Spearmantiv koeficient poradové korelace = 0,313)
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Tabulka 3. Korelace mezi ostatnimi kvantitativnimi ukazateli a plazmatickou koncentraci

citrulinu a ornitinu ve skupiné zdravych kontrol (vyjadfeno pomoci Spearmanova

koeficientu potfadové korelace)

Ukazatel Citrulin — total Sila korelace Ornitin — total Sila korelace
M/Z) M/ 7)

Vek (roky) 0,375 (0,610/0,204) | slaba (silna / slaba) | 0,132 (—0,553 /| velmi slaba (stfedni /

0,345) slabd)

Hmotnost 0,101  (-0,330 /| velmi slaba (velmi [ 0,119 (0,128 /| velmi slaba (velmi

(kilogramy) 0,073) slaba / velmi slaba) | 0,144) slaba / velmi slaba)

BMI 0,027 (0,430 /| velmi slaba (stfedni/ | 0,232 (0,139/0,233) | slaba (velmi slaba /
0,002) velmi slaba) slabd)

BSA (m?) 0,128 (0,321 /| velmi slaba (slaba / | 0,221 (—0,079 /| slaba (velmi slaba /
0,070) velmi slaba) 0,284) slaba)

Hemoglobin (g/L) 0,105 velmi slaba —0,125 velmi slaba

Leukocyty (10%/L) -0,510 stiedni —0,245 slaba

MCV (fL) 0,092 velmi slaba —0,086 velmi slaba

Transglutaminaza -0,175 velmi slaba —-0,027 velmi slaba

IgA (U/mL)

M — muzi, Z — Zzeny, pmol — mikromol, U — unit (jednotka), L — litr, IQR — mezikvartilové

rozpéti, n = pocet subjektl
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Tabulka 4. Plazmatické koncentrace citrulinu a ornitinu ve skupiné pacientii s celiakii ve

vztahu ke koufeni

Ukazatel Koufeni — ANO Kouteni — NE Statisticka vyznamnost
(n = pocet subjekti; AP + | (n = pocet subjekt; AP +
SO; median; IQR) SD; median; IQR)
Citrulin (umol/L) n=13 n=381 NS (p=0,579)
26+ 10 27+ 10
22; 15 27; 15
Ornitin (umol/L) n=13 n =281 NS (p =0,550)
69 +29 65+24
62; 41 63; 33

AP — aritmeticky primér, SO — smérodatna odchylka, NS — nesignifikantni, S — signifikantni,

umol — mikromol, L — litr, IQR — mezikvatilové rozpéti, n = pocet subjekti

Tabulka 5. Plazmatické koncentrace citrulinu a ornitinu ve skupiné pacientu s celiakii ve

vztahu ke koufeni

Ukazatel Koui‘eni — ANO Koui'eni — NE Statisticka vyznamnost
(n = pocet subjekt; AP + | (n = pocet subjektlt; AP +
SO; median; IQR) SO; median; IQR)
Citrulin (umol/L) n=>5 n=30 NS (p = 0,588)
28+ 4 31£10
28; 7 29; 11
Ornitin (umol/L) n=>5 n=30 NS (p =0,948)
97 +29 97 + 26
98; 50 97, 43

AP — aritmeticky primér, SO — smérodatna odchylka, NS — nesignifikantni, S — signifikantni,

pmol — mikromol, L — litr, IQR — mezikvatilové rozpéti, n = pocet subjektii
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3.4. Diskuse

Cilem této Casti nasi prace bylo ovéfit vyznam nekterych plazmatickych aminokyselin
(citrulinu a ornitinu) jako potencidlnich neinvazivnich markeri poskozeni struktury a funkce
tenkého stieva. Do studie byly Umyslné zafazeni pacienti na bezlepkové dieté
s nekomplikovanou formou celiakie, ktefi dosahli klinické remise a u kterych je dalsi
vysetiovani (v€etné endoskopického) velice diskutabilni. NaSim hlavnim zjisténim, dosud
v literatufe nepopsanym, jsou statisticky vyznamné nizs§i plazmatické koncentrace ornitinu
u pacientll ve srovnani se zdravymi kontrolami. Na druhé strané, statisticky vyznamny rozdil
v plazmatickych koncentracich citrulinu mezi obéma skupinami respondentii zjistén nebyl.
Ornitin jsme do prace zafadili jako potencidlné citlivéjsi prekurzor citrulinu. Citrulin je
pomérné Siroce akceptovan jako marker funkéniho selhavéani tenkého stieva, predevSim
u tézSich forem enteropatii. Z tohoto pohledu a na zékladé naSich dat citrulin
u nekomplikovanych forem 1é¢ené celiakie v klinické remisi vyuzitelny neni, ornitin je naopak
jako marker nadéjny.

Ackoliv je v soucasnosti diagnostika celiakie dobfe definovana na zdkladé kombinace
klinickych projevil, pozitivnich sérologickych markerti (pozitivni protilatky proti tkanové
transglutamindze v tfidé IgA, TTG IgA) a typického histologického obrazu ve sliznici tenkého
stieva (18, 19, 21), spolehlivé neinvazivni markery aktivity choroby chybéji (17). Prave tato
skupina nemocnych je ¢asto asymptomaticka ¢i oligosymptomaticka a je ohrozena (v ptipadé
trvajici zanétlivé aktivity a atrofie sliznice tenkého stieva) vznikem zavaznych komplikaci
(refrakterni celiakie 2. typu, ulcerativni jejunoileitida, lymfom) (213). V redlné klinické praxi
zUstava "zlatym" standardem monitorovani onemocnéni opakovanym stanovenim specifickych
autoprotilatek a invazivni histologické vySetifeni bioptickych vzorkli z duodenalni sliznice
(17-19, 21) — tento pfistup mé vSak nékolik problematickych momenti a v nékterych ptipadech
dokonce selhava.

Sérologicka aktivita autoprotilatek specifickych pro celiakii mize byt obtizné
interpretovatelnd u imunokompromitovanych pacientd (napf. imunodeficitni stavy vcetné
deficitu IgA, imunomodula¢ni 1é¢ba pro jinou diagnézu). Dal§imi oblastmi sniZzujicimi
uzitenost sérologickych markert pfi sledovani aktivity celiakie jsou imunitni dysregulace,
o ¢emz sveéd¢i napt. s celiakii Casto spojeny funkcéni hyposplenismus a deficit selektivnich
pamétovych B lymfocytl (191) ¢i tzv. séronegativni celiakie (17) s neschopnosti TTG IgA
opustit sliznici do krevniho ob&hu (214). Dynamika sérologické odpovédi miiZze byt navic

zavadéjici. Ackoli snizeni sérovych koncentraci TTG IgA ukazuje na ucinek bezlepkové diety
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a je markerem snizené aktivity onemocnéni (200), protilatkova odpoveéd’ (a tedy sérologicka
detekce TTG IgA) nemusi byt pritomna, pokud je lepku opétovné konzumovano méné¢. V téchto
pripadech citlivost TTG IgA klesd a neodrazi zavaznost histologickych zmén na sliznici
tenkého stfeva (19). Také v naSem souboru byl priimér hladin TTG IgA pouze mirné nad horni
hranici normy a median hluboko v normalnim rozmezi.

Ani zmény histologického nélezu v tenkém stievé nejsou spolehlivym ukazatelem
pribéhu onemocnéni. Histologické zmény napodobujici celiakii se objevuji napi. u bézné
dostupnych a uzivanych 1ékti (napf. nesteroidni antiflogistika nebo inhibitory protonové
pumpy), vzhledem k fokalnimu vyskytu atrofickych zmén u nékterych pacientil je endoskopie
spojena 1 s rizikem faleSné negativnich nalezli, a je spojena nepochybné také s nemalymi
ekonomickymi ndklady vzhledem k mnoZzstvi nemocnych stouto chorobou Iléc¢enych.
Histologické sledovéani zaloZzené na opakovanych gastroskopiich v analgosedaci u pfevazné
asymptomatickych nemocnych navic stale predstavuje relativné invazivni postup s rizikem
urCitych komplikaci. Tento pfistup dale vyznamné snizuje compliance nemocnych
k doporuceni oSettujicich 1ékati a je spojen s rizikem komplikaci endoskopického vySetieni
a soucasné analgosedace.

Identifikace novych neinvazivnich markerti funkéniho stavu tenkého stfeva je tedy
logickou snahou klinického vyzkumu. Vzhledem ke vztahtim metabolismu citrulinu a ornitinu
k enterocytim a funkci tenkého stieva (detailné popsanym v kapitole 1.3) jsme se rozhodli
testovat zmény plazmatickych hladin pravé téchto dvou aminokyselin u nemocnych s celiakii
ve srovnani se zdravymi dobrovolniky.

Literarni tidaje naznacuji uZite¢nost stanoveni plazmatickych koncentraci citrulinu pro
sledovani zadvaznosti tenkostfevniho onemocnéni u pacientli s rozsahlym a/nebo destruktivnim
postiZzenim sliznice tenkého stieva (vcetné komplikovanych forem celiakie, jako je refrakterni
celiakie, ulcerdzni jejunoileitida a/nebo enteropatie asociovand s T-bunécnym lymfomem), kdy
tyto stavy mohou vést az k selhani tenkého stfeva a/nebo malasimilaénimu syndromu (202, 203,
215), spiSe nez u pacientii s nekomplikovanymi formami celiakie (100, 216). Na rozdil od
téchto pomérné zavaznych klinickych stavili, vyZadujicich intenzivni a metabolickou péci, méli
vSichni nemocni zafazeni do nasi studie jiz dfive diagnostikovanou celiakii s dobrou klinickou
a laboratorni odpovédi na bezlepkovou dietu (zadny pacient nemél klinicky aktivni a/nebo
komplikované onemocnéni) a Zadny z pacientl nemél znamky stievniho selhani a/nebo
malasimila¢niho syndromu. PtestoZe jsme vzhledem k literarnim udajlim i nas$im ptfedchozim
zkuSenostem piedpokladali minimalné 20 % nemocnych s trvajici atrofii tenkého stieva, a tedy

s ur¢itou poruchou funkce tenkého stfeva a trvajicim zvySenym rizikem pozdnich komplikaci,
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statisticky vyznamné zmény plazmatickych hladin citrulinu jsme u nekomplikovanych celiaki
vremisi ve srovnani se zdravymi kontrolami nezjistili. V této souvislosti je zajimava
restrospektivni analyza autorti Schiepatti et al. zroku 2023 (213). Autorim se podafilo
identifikovat fenotyp pacienta s celiakii, u kterého je i pfes dodrzovani bezlepkové diety
zvysené riziko trvajici vilozni atrofie (perzistujici vilozni atrofie, pVA) a to v dobé diagnozy
1 v pribéhu dispenzarizace. Tato prace potvrdila asociaci mezi trvajici vilozni atrofii a rizikem
zavaznych komplikaci vcetné tenkostfevnich malignit. Hodnoticimi kritérii byly: 1. klasicky
priabéh nemoci (pfitomen malasimila¢ni syndrom; 1 bod), 2. vék v dobé diagnozy > 45 let
(1 bod), 3. nedostate¢na klinicka odpovéd’ na bezlepkovou dietu (1 bod), 4. Spatnd adherence
k bezlepkové dieté (2 body). Pacienty je nasledn¢ mozno oznacit za nizkorizikové (skore 0-1,
5% riziko pVA, kontrolni tenkostfevni biopsie nemusi byt provedena), stfednérizikové (skore
2, 16% riziko pVA, biopsie je indikovana po individudlnim zhodnoceni jejitho benefitu)
a vysokorizikové (skore 3, 73% riziko pVA, biopsie by méla byt provedena). Z tohoto pohledu
byli nasi pacienti ve skupin¢ nizkorizikovych (max. riziko plynouci z véku) a tedy absence
statisticky vyznamnych zmén plazmatickych hladin citrulinu v této kohorté neni takovym
ptekvapenim. Dalsi studie zatrazujici korelaci mezi Schiepattiho skére, hladinou citrulinu
a histologickymi zménami tenkého stfeva u nemocnych nedosahujicich remise onemocnéni
mohou pfinést zajimavéjsi zjisténi a odhalit pfipadny potencidl citrulinu jako markeru snizené
funkce u téz8ich forem atrofie tenkého stieva.

Vzhledem k nedostatecné citlivosti zmén plazmatickych hladin citrulinu ve skupiné
1éenych celiakli v klinické remisi (viz vySe) jsme hledali dal§i podobny marker, citlivé)si
k poSkozeni tenkého stfeva jiZ na tirovni pouhé zanétlivé infiltrace ¢i pocCinajici atrofie sliznice.
Jednim z nich by podle naSeho nazoru mohl byt metabolicky prekurzor citrulinu — ornitin.
V literature jsme nenasli Zddnou dosud publikovanou praci, kterd by hodnotila aminokyselinu
ornitin jako ukazatel tenkostfevniho poSkozeni, resp. ukazatele aktivity celiakie v dospélé
populaci. Zda se, ze naSe recentn¢ publikovana studie (137) je v tomto ohledu viibec prvni.
Studie autorti Torinsson et al. z roku 2018 (217) se zabyva perifernim spektrem amikokyselin
u détskych pacientl s nelécenou celiakii a jednim z n¢kolika jejich zjisténi je zvySeni hladiny
ornitinu u téchto pacientl. Prakticky se tedy jedna o vysledky piekvapivé zcela opacné
proti naSi praci. Moznym vysvétlenim jsou odliSnosti obou studovanych populaci (studie
Torinsson et al. zahrnovala nemocné s nelécenou / aktivni celiakii). MoZznym, byt spiSe
hypotetickym, vysvétlenim zvySeni ornitinu v t€chto pfipadech by mohl byt pasivni ptestup
aminokyseliny pies zanétem poSkozenou tenkostievni sliznici pii jeho bohatém vyskytu v dieté

a dale mozny relativni deficit aminokyselin u dospélych pacientll s dlouhotrvajicim
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onemocnénim (217). Statisticky vyznamné nizsi plazmatické koncentrace ornitinu u dospélych
pacientli s nekomplikovanou celiakii (p <0,001) ve srovnani se zdravymi kontrolami, zjisténé
v nasi studii, mohou naznacovat skutecné jeho vétsi citlivost ve srovnani s citrulinem, jako
markeru poskozeni sliznice tenkého stieva. Piesto nelze ignorovat také jind alternativni
vysvétleni tohoto fenoménu. Jednim z nich mohou byt napiiklad zmény plazmatickych hladin
aminokyselin zpisobené rozdily mezi respondenty na zadklad¢ dietnich odliSnosti (celiakie:
bezlepkova dieta vs. darci krve: béznd racionalni strava). Ackoliv je citrulin specifickym
produktem enterocytli a ve stravé, s vyjimkou melound, neni téméf pfitomen (218) a neni
uvoliovan také jinymi bunikami, jeho metabolit ornitin je ve stravé pomérné bézny a jeho denni
pfijem muze byt az n¢kolik grama. Dalsi dalezitou skutecnosti je také metabolické spojeni
ornitinu s argininem, ktery je substratem pro jeho tvorbu. SniZeny obsah argininu v bezlepkové
diet¢ muze teoreticky také ptispivat k zjisténym niz§im hladindm v plazmé pacientt (22, 219).
Vliv lepku na metabolismus ornitinu mize byt dalSim z faktort vstupujicich do problematiky.
Z tohoto pohledu nelze vyloucit také mozny vliv bezlepkové diety na zjisténa data a urcity vliv
na hladiny ornitinu v séru u celiaki. Samotny lepek kromé toho stimuluje aktivitu arginazy
(enzym potiebny k pfeméné argininu na ornitin), a proto muze bezlepkova dieta vést
k relativnimu snizeni aktivity arginazy a tim i k niz§i produkci a snizeni plazmatickych
koncentraci ornitinu u celiaki (220). Toto by mohlo byt dal§im z vysvétleni diametralné
odli$nych nalezl u dospé€lych celiakii ve srovnani s détskou populaci (kterd byla bez bezlepkové
diety). K dokresleni slozitosti interpretace vysledkii byly hladiny obou aminokyselin (citrulinu
a ornitinu) zkoumany u jedincii bez projevii malnutrice ¢i nizkobilkovinné diety. Dalsi studie
budou muset nase pozorovani potvrdit i u nemocnych s pretrvavajici klinickou, sérologickou
¢i histologickou aktivitou celiakie.

Je otazkou (¢i spiSe spekulaci), zda lze vySe uvedenymi tvrzenimi vysvétlit prekvapivou,
statisticky vyznamnou korelaci mezi plazmatickymi koncentracemi citrulinu a ornitinu
ve skupiné pacienti s celiakii oproti skupiné zdravych kontrol, kde byla jejich korelace slaba
(tabulka 2 a obrazek 1). Hypoteticky by k vysvétleni statisticky signifikantné¢ silngjsi korelace
mohla pfispét podrobnéjsi analyza obsahu aminokyselin ve stravé (bezlepkové dieté, raciondlni
sttedoevropské vyzivé) a metabolickych zmén v jejich produkei. Nase prace ma také nékteré
dalsi limitace. Hlavni z nich je absence longitudinilniho sledovéni pozorovanych zmén
plazmatickych hladin aminokyselin v ¢ase a absence korelace s invazivnimi testy (histologické
zmény sliznice tenkého stieva) spolu podrobnéjsi analyzou nutri¢nich parametri (vetné

sérovych hladin Zeleza, feritinu a ostatnich). Dalsi, spiSe mén¢ vyznamnou limitaci, je absence
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genotypizace HLA ve skupiné zdravych kontrol, kterd by definitivné vyloucila séronegativni
celiakii, ackoli jeji pravdépodobnost je v této skupin€ velmi nizka.

Ptes statisticky vyznamné rozdily zjisténé v indexu télesné hmotnosti (BMI, p = 0,006),
télesném povrchu (BSA, p = 0,011) a stfednim objemu erytrocytd (MCV, p = 0,002) mezi
pacienty s celiakii a zdravymi kontrolami, nelze tato zjiSténi povazovat za klinicky vyznamna
vzhledem k relativné nizkym rozdiliim absolutnich hodnot (detaily v tabulce 1). Vzhledem
k ptedpokladané absenci zavazné formy tenkostievniho selhavani a malasimila¢niho syndromu
jsme tento vysledek téz predpokladali.

Presto, Ze jsme v naSem souboru nezjistili signifikantni rozdily v plazmatickych
koncentracich citrulinu nebo ornitinu ve vztahu ke koufeni, jsou z hlediska vztahu koufeni
a rizika vzniku celiakie zajimavé vysledky metaanalyzy autord Wijarnpreecha et al. (221).
Zaprvé, signifikantné niz$i riziko vzniku celiakie maji soucasni kutéaci proti jedinciim, ktefi
nikdy nekoufili (OR 0,52, 95 % CI, 0,32-0,84). Zadruhé, riziko vzniku celiakie mezi byvalymi
kuiaky a jedinci, ktefi nikdy nekoufili neni signifikantné rozdilné (OR 1,10, 95 % CI,
0,76—1,60). Obecné tedy z uvedené metaanalyzy vyplyva urcitd favorizace kouteni ve vztahu
k riziku vzniku celiakie a autofi dokonce koufeni opatrné oznacili za mozny environmentalni
protektivni faktor. Metaanalyza uvadi téz dvé hypotézy, které mohou vysvétlit uvedena tvrzeni
o vztahu koufeni (resp. biologického ucéinku cigaretového kouie) a celiakie. Zaprvé, cigaretovy
kout mize mit negativni imunomodulaéni efekt na klicové bunécné a/nebo humorélni
komponenty tenkostievniho zadnétu ve smyslu sniZeni reaktivity T lymfocytli a/nebo snizeni
exprese tkanové transglutaminazy (222). Zadruhé, cigaretovy kout mize zpusobovat snizeni
permeability stfevni stény (223) a tim hned v Givodu patogenetické kaskady celiakie snizovat

naloZ imunorekativnich gliadinovych $té€pii v lamina propria tenkostfevni sliznice.

3.5. Zavér

V soucasné dobé neexistuje univerzalni, vSeobecné piijaty a validni ukazatel aktivity
celiakie v oblasti tenkého stfeva. Zejména u pacienti s nekomplikovanou celiakii na
bezlepkové dieté je stanoveni perzistujici zdnétlivé aktivity nemoci obtizné vzhledem k casté
absenci klinickych pfiznakl. Na druhou stranu by identifikace tohoto (idedln¢ neinvazivniho)
markeru umoznila selektovat nemocné v trvajicim zvySeném riziku zavaznych (vCetné
malignich) komplikaci a umoznila jejich intenzivngj$i dispenzarizaci (v¢etné endoskopické

a histologické).
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Vhodnym kandidatem na takovy ukazatel se zd4d byt dle nasich novych (dfive
nepublikovanych) dat u nemocnych s nekomplikovanou celiakii pfedev§im neesencialni
neproteinogenni aminokyselina ornitin a jeji stanoveni v plazmé. Vysledky nasi prace ukazuji,
ze praveé plazmatické koncentrace ornitinu by mohly byt citlivéjsi pro posouzeni aktivity
onemocnéni a poskozeni tenkého stieva nedosahujici intenzity tézké atrofie ¢i tenkostfevniho
selhani (zde dominuje citrulin). K potvrzeni nasich vysledk bude ale v budoucnu potieba
provést dalsi studie, zejména se zamétrenim na vliv diety a metabolickych zmén na plazmatické
hladiny specifickych aminokyselin a ovéfit vysledky nasi prace korelaci s histopatologickymi

nalezy také longitudinalné.
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4. Funk¢ni hyposplenismus u nemocnych s celiakii

4.1. Uvod

Enteropatie (v€etné celiakie) mohou byt (podle dostupnych dat) spojeny s poruchou
funkce sleziny (140, 141). Hyposplenismus je stav, kdy je organ anatomicky zachovan, ale
neplni svou fyziologickou funkci. U komplikovanych a tézSich forem celiakie je uddvana
prevalence funkéniho hyposplenismu az 80 %, kdy mize byt spojen se zavaznymi klinickymi
konsekvencemi, zejména ve formé tézkych bakterialnich infekci (140, 144).

Porucha funkce sleziny se mtize projevit alteraci dvou zakladnich mechanismi, kterymi
organ disponuje — filtraénim a obrannym. V ptipad¢ poruchy filtra¢ni slezinné funkce dochazi
k sekundarni trombocytoéze (se zvySenim rizika tromboembolismu), nedostatecné sekvestraci
erytrocytl nebo jinych organismu Skodlivych a/nebo nepotifebnych struktur (149, 224).
Sledovani konsekvenci poruchy filtracni funkce sleziny (radioizotopové metody, detekce
erytrocytarnich Howel-Jollyho télisek ¢i teCkovanych erytrocytll) je v soucasné dob¢ zlatym
standardem pro diagnostiku a sledovani tize hyposplenismu (152, 156, 225, 226). V ptipad¢
poruchy obranné funkce sleziny vSak nejsou diagnostické a sledovaci postupy ustalené, a to
presto, ze klinické nasledky slezinné imunitni dysfunkce mohou u pacienti (zejména
s komplikovanymi formami celiakie) byt zdvazné az fatalni. Obavané jsou bakteridlni infekce
opouzdienymi pneumokokovymi, meningokokovymi a/nebo hemofilovymi patogeny
(Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophylus influenzae typ b). Syndrom
fulminantné probihajici sepse u splenektomovanych (tzv. OPSI syndrom, angl. Overwhelming
PostSplenectomy Syndrome) se tyka nejen pacientl po chirurgické splenektomii, ale i pacientl
s anatomicky zachovanou, ale funkéné vyznamné alterovanou slezinou (138, 142, 227).

Literarni data prokazuji korelaci mezi tizi enteropatie, respektive poruchou funkce
tenkého stfeva u nemocnych s komplikovanou ¢i téZkou formou enteropatie a sniZenim
slezinnych funkci (144, 198, 199). Z tohoto pohledu funguje priikaz sniZeni slezinné funkce
jako neptimy marker poskozeni tenkého stieva.

Cilem nasi studie bylo ovéfit pfitomnost hyposplenismu jako potencidlniho markeru
aktivity celiakie pomoci stanoveni zastoupeni B lymfocyti a jejich subpopulaci v kohorté
lé€enych nemocnych s nekomplikovanou, asymptomatickou celiakii. Nepiima identifikace

hyposplenismu by v této populaci mohla vyznamné pfispét jednak k jeji t€sné€jsi dispenzarizaci
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a dale k edukaci pacientl i oSetfujicich 1ékait a tim k prevenci vzniku zavaznych (zejména

infekénich) komplikaci funkéniho hyposplenismu (142, 145).

4.2. Metodika

Studie ,,Funkéni hyposplenismus u nemocnych s celiakii“ byla organizovana jako
prospektivni, srovnavaci (studie ptipadi a kontrol). V ramci projektu jsme porovnavali skupinu
nemocnych konsekutivné sledovanych v naSi gastroenterologické poradné pro drive
diagnostikovanou celiakii se skupinou zdravych dobrovolnika ziskanou z kohorty darcii krve.

Mezi zatazovaci kritéria studie patfila diagndza celiakie stanovend kombinaci pozitivni
sérologie (kterd vzdy zahrnovala protilatky proti tkanové transglutamindze v tfidé IgA
a v nekterych piipadech i dalsi) a kompatibilni histologicky nélez v bioptickych vzorcich
ziskanych z duodena v pribéhu gastroskopického vysetfeni pred zahdjenim bezlepkové diety.
Nemocni byli 1é¢eni bezlepkovou dietou, celiakie byla v klinické remisi, bez projevi
komplikaci onemocnéni.

Vytazovaci kritéria zahrnovala vek <18 let, graviditu, jiné aktivni onemocnéni
gastrointestinalniho traktu a pankreatobiliarni soustavy, aktivni onkologické onemocnéni,
komplikace celiakie, jiné formy enteropatie vcetné¢ potencialn¢ enterotoxické medikace
(NSAID) a pfitomnost onemocnéni potencialné ovliviiujictho plazmatické koncentrace
citrulinu a/nebo ornitinu (napf. renalni insuficience).

Ve skupiné zdravych dobrovolnikii (darci krve) byla celiakie vylouc¢ena provedenim
extenzivniho sérologického protokolu zahrnujiciho nejen protilatky proti tkanoveé
transglutamindze v tfidé IgA, ale 1 v tfidé IgG a dale endomyzialni protilatky v tfidach IgA
a IgG, protilatky proti deamidovanému gliadinovému peptidu v tfidach IgA a IgG
a antiretikulinové protilatky v tfidach IgA a IgG. Zdravé kontroly byly klinicky bez jakychkoliv
obtiZi.

Funkce sleziny byla monitorovdna nepiimo pomoci stanoveni jednotlivych
B lymfocytarnich subpopulaci s pouZitim panelu DuraClone IM B cell (Beckman Coulter),
ktery umoziuje identifikaci jednotlivych vyvojovych stadii zrani B bunék. K fenotypizaci
bunék byla pouzita metoda prutokové cytometrie. Princip této metody spociva v prukazu
povrchovych markeri lymfocytl v periferni krvi pomoci ptimo znacenych monoklonéalnich
protilatek. Protilatky jsou znaceny barevnymi fluorochromy, z nichz kazdy je konjugovéan
k jiné protilatce. ROzné vlnové délky umozZiluji soucasnou vicebarevnou fluorescenci

jednotlivych bunék, takze z jednoho méfeni miizeme zjistit vice znakid najednou. Méfeni se
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provadi na pritokovém cytometru, ktery je schopen analyzovat vlastnosti jednotlivych bunék
pti rychlém priichodu malym otvorem. Tyto vlastnosti jsou zjistovany pomoci méfeni rozptylu
svétla, objemu castice i jeji fluorescence. K analyze naméfenych dat byl pouzit software
Kaluza (Beckman Coulter). K fenotypizaci B lymfocytii se pouziva nesrazena periferni krev,
kterd se pfed znaCenim monoklonalnimi protildtkami centrifuguje a promyje dvakrat
fyziologickym roztokem, aby se odstranily sérové imunoglobuliny pfitomné v plazmé. Ty by
se mohly navazat na monoklondlni protilatky anti-IgD a anti-IgM obsazené v koktejlu
Duraclone ke stanoveni imunoglobulinii na povrchu B lymfocyta jako BCR receptoru.

Naslednym a dilezitym krokem je tzv. gatovani. Jednd se o postupné zarazovani
a specifikaci jednotlivych B lymfocytarnich subpopulaci pomoci série podanych
monoklonélnich protilatek namitenych proti povrchovym znaklim sledovanych subpopulaci (ve
smyslu od obecného ke konkrétnimu, resp. od vSech leukocytii ve vzorku ziskanych reakci
s anti-CD45 protilatkou, pies B lymfocyty pozitivni na anti-CD19 az po jednotlivé konkrétni
subpopulace definované pfislusnym imunofenotypem). Zakladni strategii pfi gatovani je
v prvnim kroku odstranéni tzv. dubletli (bunék, které prosly laserovym paprskem pfistroje jako
shluky dvou a vice bunék) a ponechani tzv. singlett (jednotlivych buné€k), ze kterych vychazi
nasledna podrobnéjsi analyza.

Promyté krev byla inkubovana 15 minut ve tm¢ s monoklonalnimi protilatkami panelu
Duraclone. Jde o koktejl protilatek anti-IgD-FITC, anti-CD21-PE, anti-CD19-ECD, anti-
CD27-PC7, anti-CD24-APC, anti-CD38-APC-A750, anti — I[gM-PB a anti-CD45-KO. Béhem
inkubace doslo k navéazani specifickych monoklonalnich protilatek na antigenni determinanty
exprimované na B lymfocytech. Nasledné se provedlo odstranéni erytrocyti pomoci lyza¢niho
¢inidla OptiLyseC (Beckman Coulter) a vzorek se zmé&fil na pritokovém cytometru. Analyza
umoziuje 5000 B lymfocytl pomoci softwaru Kaluza (Beckman Coulter).

Pouzitim panleukocytarniho znaku CD45 proti hodnoté Side scatter (zkr. SS, parametr
bocniho lomu a rozptylu svétla po priichodu buiiky laserovym paprskem, ktery je indikatorem
vnitini bunééné struktury, resp. granularity) byly oddéleny leukocyty od ostatnich ¢éstic ve
vzorku (erytrocyty, prachové cCastice, debris). Navazujici krok vyuziva identickych znaki
(CD45 a SS) k ziskani samotnych lymfocytt, které odpovidaji rozméroveé nejmensim buiikdm
ve vzorku. Naslednym pouzitim znaku CD19 (nebo CD20) opét proti znaku SS bylo dosazeno
zisku jiZ pouze populace B lymfocyti a v dalSich gatovacich krocich bylo jiz pracovano pouze
s touto B lymfocytarni subpopulaci. B lymfocyty se déle podle exprese anti-IgD a anti-IgM
rozdélili na 4 kvadranty (subpopulace) — IgD+IgM+, znichZz byl déale vyclenén pomoci
negativni anti-CD27 naivni buiikky (CD27-IgD+IgM+), pokud se na jejich povrchu exprimuje
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znak CD27, §lo o primarné efektorové B lymfocyty (fenotyp CD27+IgD+IgM+). Z dal§iho
kvadrantu dvojité negativnich IgD-IgM- se pomoci exprese anti-CD27 urcily pamétové
izotypové presmyknuté B lymfocyty (fenotyp CD27+IgD-IgM-) a znich dalsi analyzou
plazmablasty pomoci vysoké exprese anti-CD38 (CD27+CD38+++). Dalsi analyzou se urcily
populace tranzientnich B lymfocytt, které opoustéji kostni dfeil a vyznacuji se vysokou expresi
znaku anti-IgM, anti-CD38 a anti-CD24 (fenotyp CD27-IgM++CD38++CD24++).

Ziskané udaje byly statisticky vyhodnoceny pomoci metod deskriptivni statistiky. Data
s normalnim rozloZzenim byla déale analyzovdna parametrickym neparovym t-testem a data
s nenormalnim rozloZenim byla testovana neparametrickym Mann-Whitneyho testem.

Studie byla schvéalena spole¢nou univerzitni etickou komisi. VSechny postupy byly
v souladu s etickymi normami institucionalni vyzkumné komise a s Helsinskou deklaraci z roku
1964 a jejimi pozdéjSimi dodatky. VSichni pacienti podepsali pisemny souhlas. U vSech
ziskanych udajii byly vymazany vSechny osobni identifikacni idaje v souladu se zdkony na

ochranu divérnosti Ceské republiky.

4.3. Vysledky

Do studie byla zafazena studijni skupina 100 pacientii s nekomplikovanou celiakii na
bezlepkové dieté a kontrolni skupina 35 zdravych darcti krve. SloZeni studijni skupiny dle véku
a pohlavi bylo: 30 muzt (30 %), primérny vék 52 + 16 let (medidn: 44 let, mezikvartilové
rozpéti: 31 let) a 70 Zen (70 %), primérny veék 45 + 14 let (median: 43 let, mezikvartilové
rozpéti: 21 let). V kontrolni skupiné bylo 10 muza (29 %), primérny veék 51 £ 14 let (median
47 let, mezikvartilové rozpéti 19 let) a 25 Zen (71 %), primérny vék 46 = 12 let (median 45 let,
mezikvartilové rozpéti 18 let).

Primeérnd doba trvani onemocnéni (a tedy 1 1écby bezlepkovou dietou) byla ve studijni
skupin€é nemocnych s celiakii 153 + 143 mésicl, median: 111 mésicii (mezikvartilové rozpéti
174 mésicti). Nejcastéjsim vstupnim histologickym nalezem byl v této skupiné typ 3a podle
Marsh-Oberhuberovy klasifikace. Zadny z pacientli nepodstoupil resekci tenkého stfeva a/nebo
splenektomii. Ve skupiné pacientll se vyskytovala dale n¢ktera autoimunitni onemocnéni:
revmatoidni artritida (1 ptipad), autoimunitni tyreopatie (19 ptipadil), atopicka dermatitida
(4 ptipady), vitiligo (3 ptipady), autoimunitni hepatitida (1 ptipad), IgM nefropatie (1 ptipad),
diabetes mellitus 1. typu (5 ptipadd), astma bronchiale (12 ptipadii), polyserositida (1 ptipad),
antifosfolipidovy syndrom (1 ptipad), systémova sklerdza (2 ptipady), autoimunitni gastritida

(1 ptipad), spondylartritida (1 ptipad), psoridza (2 pifipady), eozinofilni ezofagitida (1 ptipad),
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hereditarni angioedém (1 piipad). Projevy herpetiformni dermatitidy (Duhringova nemoc) byly
zaznamenany u 10 pacientli. Nebyl zaznamenan zadny pacient s pfidruzenym Sjégrenovym
syndromem. Deficit IgA byl zjiStén u ¢tyf pacientt, ale u Zadného dobrovolnika ve skupiné
zdravych kontrol. V anamnéze pacientll 1 kontrolni skupiné nebyla zaznamenana zavazna
infekce zpiisobend Streptococcus pneumoniae. Genotypizace HLA nebyla v ramci projektu
provadéna.

Ve statistickém Setieni pacientl s celiakii a ve skupiné zdravych kontrol (darcti krve)
byly sledovany a porovnavany kvantitativni a kvalitativni znaky. Pfi sledovani kvantitativnich
znakl byl kladen diraz na krevni hodnoty leukocyti a jejich subpopulaci v jejich vyvojové fadé
jako moznych ukazatelti snizené funkce sleziny (hyposplenismu). Ve skupin¢ kvalitativnich
znakl jsme se zaméfily na ty s moznou souvislosti s celikakii a jeji aktivitou. Zdékladni
parametry krevniho obrazu v bilé fadé (leukocyty, celkova hladina lymfocytii, B lymfocyth)
byly u obou porovnavanych skupin normalni a nebyly mezi nimi zji§tény statisticky vyznamné
rozdily. Hodnota celkovych leukocytii byla u pacienti s celiakii primérné 6,66 + 1,69 x 10°/L
a ve skupiné zdravych kontrol 6,55 + 1,56 x 10°/L (p = 0,74, podrobnéji viz tabulky 1-3
a tabulka 4 a graf 1). Relativni hodnoty celkovych lymfocytl byly u pacienti s celiakii
pramérné 29,21 + 9,12 % a ve skupiné zdravych kontrol 30,63 = 7,18 % (p = 0,4044, podrobnéji
viz tabulky 1-3 a tabulka 5 a graf 2). Absolutni hodnoty hladiny lymfocyti byly u pacientd
s celiakii primérn& 1,93 = 0,75 x 10°/L a ve skupin& zdravych kontrol 1,98 + 0,58 x 10°/L
(p = 0,5042, podrobngji viz tabulky 1-3 a tabulka 6 a graf 3).

Relativni hodnoty B lymfocytii byly u pacient s celiakii primérné 9,24 + 4,19 %
a ve skupin€ zdravych kontrol 9,09 + 3,76 % (p = 0,8533, podrobnéji viz tabulky 1-3
a tabulka 7 a graf 4). Absolutni hodnoty B lymfocytii byly u pacientl s celiakii primérné
0,18 £ 0,10 x 10%/L a ve skupiné zdravych kontrol 0,18 = 0,10 x 10°/L (p = 0,9082, podrobné&ji
viz tabulky 1-3 a tabulka 8 a graf 5).

73



Tabulka 1.
Hodnoty zédkladnich krevnich parametrii u pacienti s celiakii

IQR — mezikvartilové rozpéti (interquartile range)

Ukazate]l | Minimum Maximum AritmetickyMedian 95% SmérodatndRelativni 25-75  p-hodnota
(pocet pramer interval odchylka |smérodatnapercentil
pacientl spolehlivosti odchylka |(IQR)
n = 100)
Leukocyty 2,55 10,20 6,66 6,93 6,46az7,15 1,69 0,25 5,31- 0,1351
(10°/L) 8,06

(2,72)
Lymfocyty (10,09 53,70 29,21 27,50 26,11 az 9,12 0,31 22,75 - 0,2853
(relativni 31,48 34,55
cetnost, %) (11,80)
Lymfocyty 0,49 4,26 1,93 1,87  1,64az2,08 0,75 0,39 1,39- 10,0232
(absolutni 2,36
cetnost, (0,98)
(10°/L)
B lymfocyty(0,90 19,00 9,24 8,80 7,60 az 4,94 0,45 5,85— 10,1805
(relativni 10,26 11,55
cetnost, %) (5,7
B lymfocyty0,010 0,45 0,18 0,16 0,14 az0,19 0,10 0,57 0,10— 0,0835
(absolutni 0,24
¢etnost, (0,14)
(10°/L)
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Tabulka 2.
Hodnoty zédkladnich krevnich parametrii u zdravych kontrol (darct krve)

IQR — mezikvartilové rozpéti (interquartile range)

Ukazate]  Minimum Maximum |Aritmeticky Median95% intervalSmérodatna Relativni [25-75  p-hodnota

(pocet praumer spolehlivosti jodchylka |smérodatn percentil
kontrol 4 odchylka/(IQR)
n = 35)
Leukocyty 3,05 9,70 6,55 6,01 5,74az26,95 |1,56 0,24 5,70 - 10,5389
(10°/L) 7,64

(1,93)
Lymfocyty (17,30 49,50 30,63 30,50 27,17 az 7,18 0,23 25,26 — 10,3660
(relativni 32,90 35,58
cetnost, %) (10,35)
Lymfocyty (1,00 3,12 1,98 1,91 1,63 az224 (0,58 0,29 1,47—- 10,1631
(absolutni 2,38
cetnost, (0,91)
10°/L)
B lymfocyty2,40 16,90 9,09 9,40 (791 az 11,05 3,76 0,41 5,50 - 10,3208
(relativni 12,45
cetnost, %) (6,95)
B lymfocyty0,04 0,39 0,18 0,18 0,13az0,23 0,10 0,52 0,10— 10,5008
(absolutni 0,26
cetnost, (0,16)
10°/L)
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Tabulka 3.
Srovnani hodnot zikladnich krevnich parametri mezi skupinou pacienti s celiakii

a skupinou zdravych darca krve (T-test)

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve
n=100 n=35
AritmetickySmérodatna Aritmeticky Smérodatna Rozdil 95% intervalp — hodnota

pramer odchylka  primér odchylka |aritmetickych/spolehlivosti

praméri

Leukocyty (10°/L)6,67 1,69 6,55 1,56 -0,11 -0,75 az 0,540,7382
Lymfocyty 29,21 9,12 30,63 7,18 1,42 -1,94 a7 4,790,4044
(relativni Cetnost,

%)

B lymfocyty9,24 4,19 9,09 3,76 -0,15 -1,74 a7 1,440,8533
(relativni Cetnost,

%)

B lymfocyty0,18 0,10 0,18 0,10 0,00 -0,03 az 0,040,9082

(absolutni Cetnost,

10°/L)
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Tabulka 4.
Nezavisly vybérovy T-test pro ¢etnost leukocyti (10°/L) u pacienti s celiakii

a u zdravych darci krve

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve
Pocet 100 35
Aritmeticky primér 6,66 6,55
95% interval spolehlivosti 6,32 az 7,00 6,02 az 7,09
Rozptyl 2,86 2,42
Smérodatna odchylka 1,69 1,56
Smérodatna odchylka priméru 0,17 0,26
F-test shody rozptyla p=0,589

T-test (za predpokladu rovnosti rozptyli)

Rozdil -0,11
Sdruzena smérodatna odchylka 1,66
Standardni chyba 0,33

95% interval spolehlivosti -0,75 az 0,54
Studentiiv t-test -0,34

Stupné volnosti 133

Oboustranna pravdépodobnost p=20,74

Zbytkové hodnoty

D'Agostino-Pearsontlv test pro normalni rozd€leni Normalita akceptovana (p = 0,2855)
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Graf 1.

Krabicovy graf pro ¢etnost leukocyti (10°/L)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Tabulka 5.
Nezavisly vybérovy T-test pro relativni cetnost celkovych lymfocyti (%) u pacienti

s celiakii a zdravych darci krve

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve

Pocet 100 35
Aritmeticky primér 29,21 30,63

95% interval spolehlivosti 27,40 az 31,02 28,17 az 33,10
Rozptyl 83,19 51,48
Smeérodatna odchylka 9,12 7,18
Smérodatna odchylka priméru 0,91 1,21

F-test shody rozptyla p=0,113

T-test (za predpokladu rovnosti rozptyli)

Rozdil 1,42
Sdruzena smérodatna odchylka 8,67
Standardni chyba 1,70
95% interval spolehlivosti -1,94 az 4,79
Studentiv t-test 0,83
Stupné volnosti 133

Oboustranna pravdépodobnost p =0,4044
Zbytkové hodnoty

D'Agostino-Pearsontv test Normalita akceptovana (p = 0,1745)

pro normalni rozd€leni
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Graf 2.

Krabicovy graf pro relativni ¢etnost lymfocyti (%)

p = 0,4044

Pacienti s celiakii

Zdravi darci krve

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Tabulka 6.

Mann — Whitneyho test pro absolutni &etnost celkovych lymfocyti (10%/L)

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve
Pocet 100 35
Nejniz$i hodnota 0,49 1,00
Nejvyssi hodnota 4,26 3,12
Median 1,87 1,91
95% interval spolehlivosti pro median 1,64 az 2,08 1,63 az 2,24
Mezikvartilové rozpéti 1,39 to 2,36 1,47 az 2,38
Hodges-Lehmanniiv medianovy rozdil 0,07
95% interval spolehlivosti -0,17 az 0,35
Mann-Whitneyho test
Primérné hodnota u pacientt s celiakii 66,67
Primérna hodnota u zdravych darct krve 71,80
Mann-Whitneyho U-test 1617,00
Test statistic Z (corrected for ties) -0,67
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Graf 3.
Krabicovy graf pro absolutni ¢etnost celkovych lymfocyta (10°/L)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Tabulka 7.
Nezavisly vybérovy T-test pro relativni ¢etnost B lymfocyti (%) u pacientii s celiakii

a zdravych darci krve

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve

Pocet 100 35
Aritmeticky primér 9,24 9,09

95% interval spolehlivosti 8,41 az 10,08 7,80 az 10,39
Rozptyl 17,59 14,14
Smeérodatna odchylka 4,19 3,76
Smeérodatna odchylka priméru 0,42 0,64

F-test shody rozptylt p=0,476

T-test (za pfedpokladu rovnosti rozptylit)
Rozdil -0,15

Sdruzena smérodatna odchylka 4,09

Standardni chyba 0,80

95% interval spolehlivosti -1,74 az 1,44
Studentuv t-test -0,19

Stupné volnosti 133

Oboustranné pravdépodobnost p=0,8533
Zbytkové hodnoty

D'Agostino-Pearsontv test Normalita akceptovana (p = 0,1153)

pro normalni rozd¢leni
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Graf 4.

Krabicovy graf pro relativni ¢etnost B lymfocyti (%)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Tabulka 8.
Nezavisly vybérovy T-test pro absolutni ¢etnost B lymfocyti (10°/L) u pacienti s celiakii

a zdravych darci krve

Pacienti s celiakii Zdravi darci krve

Pocet 100 35
Aritmeticky primér 0,18 0,18

95% interval spolehlivosti 0,16 az 0,20 0,15 a2 0,22
Rozptyl 0,01 0,01
Smeérodatna odchylka 0,10 0,10
Smérodatna odchylka priméru 0,01 0,02

F-test shody rozptyla p=0,654

T-test (za predpokladu rovnosti rozptyli)

Rozdil 0,00

Sdruzena smérodatna odchylka 0,10

Standardni chyba 0,02

95% interval spolehlivosti -0,04 az 0,04

Studentiv t-test 0,12

Stupné volnosti 133

Oboustranna pravdépodobnost p=0,9082

Zbytkové hodnoty

D'Agostino-Pearsontiv test Normalita akceptovana (p = 0,0648)

pro normalni rozde¢leni
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Pacienti s celiakii Zdravi darci krve

Absolutni ¢etnost B lymfocytii (10°/L)

0,0 [ | |

Graf S.
Krabicovy graf pro absolutni ¢etnost B lymfocyti (10°/L)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve

V ramci analyzy B lymfocytarnich subpopulaci jsme nalezli statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinou pacientll s celiakii a skupinou zdravych kontrol v subpopulaci B lymfocyti
marginalni zoény. Relativni hodnoty pamétovych B lymfocytli marginalni zény byly u pacienti
s celiakii primérné 0,91 £+ 0,74 % a ve skupin€ zdravych kontrol 1,63 £+ 1,09 % (p <0,0001,
podrobnéji viz tabulky 9-11 a graf 6). Absolutni hodnoty pamétovych B lymfocytli marginalni
zony byly u pacientd s celiakii primérné 17,37 + 14,55 x 10°/L a ve skupiné zdravych kontrol

31,77 £ 22,65 x 10°/L (p = 0,0002, podrobné&ji viz tabulky 9-11 a graf 7).
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Tabulka 9.

Hodnoty jednotlivych subpopulaci B lymfocytii u pacientii s celiakii

Pocet

subjektl

B lymfocyty (100
marginalni

zony —

relativni

cetnost (%)

B lymfocyty (100
marginalni

zony —

absolutni

cetnost

(10°/L)

Naivni B 100
lymfocyty —
relativni

cetnost (%)
Naivni B 100
lymfocyty —
absolutni

cetnost

(10°/L)
[zotypové 100
presmyknuté

B lymfocyty

— relativni
¢etnost (%)
[zotypové 100
pfesmyknuté

B lymfocyty

— absolutni
cetnost

(10°/L)

Min

0,00

0,21

0,10

2,43

0,00

0,07

Max

pramer

4,50 0,88

81,76 16,785

14,40 5,94

328,40 114,04

3,90

1,07

91,15 122,08

0,70

13,67

5,40

101,77

0,95

15,14

87

spolehlivosti jodchylka

0,50 az 0,83 0,72

10,83
15,28

az|14,61

4,47 az 6,46 3,36

87,94
121,32

az74,15

0,80 az 1,10 |0,74

13,90
19,24

az19,64

Aritmeticky Median 95% interval Smérodatna Relativni

25-75  p—hodnota

smérodatna percentil

odchylka
0,82

0,87

0,57

0,65

0,69

0,89

(IQR)
0,40-
1,15
(0,75)

<0,0001

6,70-
20,78
(14,09)

<0,0001

3,30-
8,05
(4,75)

0,1323

57,00-
158,03
(101,04)

0,0406

0,60-
1,35
(0,75)

<0,0001

8,22-
28,66
(20,44)

<0,0001



,,1gM only*
B lymfocyty
—relativni  [100

Cetnost (%)

,,IgM only“ |100
B lymfocyty

— absolutni
cetnost

(10°/L)
Tranzientni 100
B lymfocyty

— relativni
cetnost (%)
Tranzientni 100
B lymfocyty

— absolutni
cetnost

(10°/L)
PPlazmablasty| 100
— relativni
cetnost (%)
PPlazmablasty| 100
— absolutni
cetnost

(10°/L)

Vek (roky) 100

0,00 1,80

0,04 43,93

0,00 10,85

0,00 114,72

0,00 10,07

0,00 10,96

20,00 87,00

0,37

7,12

0,18

3,34

0,01

0,17

46,86

0,30

5,58

0,12

2,02

0,01

0,12

43,50

88

0,30 az 0,40

4,58 az 6,89

0,08 az 0,16

1,53 az 3,34

0,01 az 0,01

0,09 az 0,15

39,72
47,00

0,27

5,94

0,19

3,37

0,012

0,18

az15,50

0,73

0,84

1,02

1,01

1,22

1,05

0,33

0,20-  <0,0001
0,45

(0,25)

3,43-  <0,0001
9,60

(6,17)

0,05-  <0,0001
0,25
(0,20)

0,87-  <0,0001
5,06
(4,20)

0,00 az<0,0001
0,01

(0,01)

0,04 az<0,0001
0,20

(0,21)

35,00 az0,0291
58,00
(23)



Tabulka 10.
Hodnoty jednotlivych subpopulaci B lymfocytii u zdravych darct krve

Pocet Min Max |AritmetickyMedian 95% intervalSmérodatnaRelativni 25-75 p-hodnota
subjekt prumer spolehlivosti odchylka smeérodatnapercentil

odchylka |(IQR)

B lymfocyty 35 0,30 4,40 1,55 1,30 0,82az 1,78 1,07 0,69 0,70- 10,0256

marginalni zony 2,08

— relativni (1,38)

cetnost (%)

B lymfocyty 35 4,28 109,60 30,28 25,54 15,40 az 22,25 0,73 14,18- 10,0002

marginalni zony 36,04 43,17

— absolutni (28,99)

Cetnost (10%/L)

Naivni B 35 0,70 9,80 4,95 5,10  3,65az6,15 2,51 0,51 2,78- 10,2941

lymfocyty — 6,78

relativni ¢etnost 4)

(%)

Naivni B 35 11,88 291,88 101,61 108,87 61,11 az 65,04 0,64 43,68- 10,1240

lymfocyty — 126,73 151,13

absolutni (107,45)

Cetnost (10%/L)

[zotypove 35 0,40 3,70 1,32 1,00 0,90 az 1,38 0,81 0,61 0,70-  |0,0031

presmyknuté B 1,55

lymfocyty — (0,85)

relativni Cetnost

(%)

Izotypove 35 6,28 90,16 25,66 21,21 16,24 az 17,03 0,66 14,12- <0,0001

presmyknuté B 26,63 31,00

lymfocyty — (16,88)

absolutni

Cetnost (10%/L)

LlgM only“ B 35 0,10 1,80 0,43 0,30 0,20 az 0,48 0,36 0,83 0,20-  <0,0001

lymfocyty — 0,58
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relativni Cetnost
(%)

,,1gM only* 35
B lymfocyty —
absolutni

Cetnost (10%/L)
Tranzientni 35
B lymfocyty —
relativni Cetnost
(%)

Tranzientni 35
B lymfocyty —
absolutni

Cetnost (10%/L)
Plazmablasty — 35
relativni Cetnost
(%0)

Plazmablasty — 35
absolutni

Cetnost (10%/L)

1,43

0,02

0,21

0,00

0,00

45,28 8,14

0,37 0,13

10,16 22,67

0,04 0,01

1,28 0,14

5,95

0,12

2,13

0,00

0,06

90

4,56 az 8,43 7,95

0,06 az 0,15 0,10

1,34 az 2,89 2,24

0,00 az 0,01 0,01

0,05 az 0,14 0,22

0,98

0,75

0,84

1,55

1,59

(0,38)

3,55-
9,15
(5,61)

0,05-
0,17
(0,12)

1,14-
3,90
(2,76)

0,00-
0,01
(0,01)
0,04-
0,18
(0,14)

<0,0001

0,0178

0,0002

<0,0001

<0,0001



Tabulka 11.

Srovnani hodnot jednotlivych subpopulaci B lymfocyti mezi skupinou pacienti s celiakii

a skupinou zdravych darca krve

Pacienti s celiakii
Pocet Median
poradi
B lymfocyty 100 0,70 60,47
marginalni zéony —
relativni Cetnost
(70)

B lymfocyty 100 13,67 60,70

marginalni zény —
absolutni etnost
(10°/L)

Naivni B 100 101,77 69,38
lymfocyty —
absolutni Cetnost
(10°1)

[zotypové 100 0,95 64,76
presmyknuté B

lymfocyty —

relativni Cetnost

(%)

Izotypové 100 15,14 64,14

presmyknuté B
lymfocyty —
absolutni ¢etnost
(10°/L)

,,1gM only* 100

0,30 67,14

Prumérné

Zdravi darci krve

Pocet Median

35 1,30

35

25,54

35

108,87

35

1,00

35 21,21

35 0,30

91

Primérné p - hodnota
poradi

89,51 0,0002
88,86 0,0002
64,06 0,4884
77,26 0,1030
79,04 0,0523
70,46 0,6617



B lymfocyty —
relativni Cetnost
(%)

,,1gM only*

B lymfocyty —
absolutni Cetnost
(10°/L)
Tranzientni

B lymfocyty —
relativni Cetnost
(%)

Tranzientni

B lymfocyty —
absolutni etnost
(10°/L)
Plazmablasty —

relativni Cetost (%)

Plazmablasty —
absolutni ¢etnost

(10°/L)

100

100

100

100

100

5,58

0,12

2,02

0,01

0,12

66,89

69,50

68,64

71,91

70,79

92

35

35

35

35

35

5,95

0,12

2,13

0,00

0,06

71,17

63,73

66,19

56,84

60,04

0,5773

0,4526

0,7498

0,0342

0,1610



Tabulka 12.

Mann-Whitneyho test pro relativni ¢etnost naivnich B lymfocytt (%) u pacientii s celiakii

a ve skupiné zdravych darci krve

Pocet

Aritmeticky primér

95% interval spolehlivosti
Rozptyl

Smeérodatna odchylka

Smérodatna odchylka priméru

F-test shody rozptyla

Pacienti s celiakii

100
5,94

5,27 az 6,

11,28
3,36
0,36

p=0,054

60

93

Zdravi darci krve
35

4,95

4,09 az 5,81
6,2767

2,51

0,42



Tabulka 13.
Nezavisly vybérovy T-test pro relativni ¢etnost subpopulace naivnich B lymfocyti (%)

u pacientu s celiakii a zdravych darcu krve

T-test (za predpokladu rovnosti rozptylt)

Rozdil -0,99

Sdruzena smérodatna odchylka 3,16

Standardni chyba 0,62

95% interval spolehlivosti -2,21 az 0,24

Studentiiv t-test -1,59

Stupné volnosti 133

Oboustranna pravdépodobnost p=0,11

Zbytkové hodnoty

D'Agostino-Pearsontiv test Normalita akceptovana (p = 0,1179)

pro normalni rozd¢leni
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Graf 6. Krabicovy graf pro relativni ¢etnost B lymfocyti marginalni zény (%)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Graf 7. Krabicovy graf pro absolutni ¢etnost B lymfocytii marginalni zéony (10°/L)

Vlevo: pacienti s celiakii; vpravo: zdravi darci krve
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Obrazek 1. Pritokova cytometrie

Celkova leukocytarni populace (zobrazena jako tecky vSech barev) ziskand kombinaci
panleukocytarniho znaku CD45 (monoklonélni protilaitka CD45-KO) vici parametru Side
Scatter (SS INT). Celkova lymfocytarni populace (zobrazena jako zelené a Cervené tecky

a ohranicend cernou linkou) odpovidé leukocytlim s nejmensi velikosti podle SS
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Obrazek 2. Pritokova cytometrie

Celkova B lymfocytarni populace (zobrazena jako tmave zelené a Cervené tecky a ohranicena
cernou linkou) ziskana kombinaci B lymfocytarniho znaku CD19 (monoklonalni protilatka
CDI19-ECD) vii¢i parametru Side Scatter (SS INT). Ostatni bunky lymfocytarni fady

(non-B buiiky) jsou zobrazeny jako oranzové a svétle zelené tecky
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Obrazek 3. Pritokova cytometrie

Jednotlivé subpopulace B lymfocyti ziskané kombinaci znak IgM (monoklonalni protilatka
IgM-PB) vuci IgD (monoklonélni protilatka IgD-FITC). Bunky s imunofenotypem IgM+ IgD+
(zobrazené jako tmavé zelené a fialové tecky) odpovidaji souboru zatim nerozliSenych
B lymfocytd margindlni zény spolu s naivnimi B lymfocyty. Buiiky s imunofenotypem
IgM-IgD- (zobrazené jako <cervené tecky) odpovidaji souhrnu pievazn€ izotypove
presmyknutych pamétovych B lymfocytl s plazmablasty. Buiiky s imunofenotypem IgM+IgD-
(zobrazen¢ jako fidce vykreslené tmave zelené, fialové 1 Cervené tecky) odpovidaji subpopulaci

,»1gM only*
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Obrazek 4. Pritokova cytometrie

B lymfocyty marginalni zony s imunofenotypem CD19+IgM+IgD+CD27+ ziskané kombinaci
znaki CDI19 (monoklondlni protilaitka CD19-ECD) vici CD27 (monoklondlni protilatka
CD27-PC7) ze souboru zatim nerozlisenych IgM+IgD+ B lymfocytt (viz obrazek 3) jsou
zobrazeny jako relativné fidce vykreslené tmave zelené tecky (ohraniceno Cervenou linkou).
Naivni B lymfocyty s imuofenotypem CD19+IgM+IgD+CD27- jsou zobrazeny jako husté

vykreslené tmaveé zelené a fialové tecky (ohrani¢eno modrou linkou)
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Obrazek 5. Pritokova cytometrie

Izotypové presmyknuté pamétové B lymfocyty s imunofenotypem CD19+IgM-IgD-CD27+
ziskané kombinaci znakli CDI19 (monoklonédlni protilastka CD19-ECD) vici CD27
(monoklonalni protilatka CD27-PC7) ze souboru IgM-IgD- B lymfocytl (viz obrazek 3) jsou

zobrazeny jako Cervené tecky (ohrani¢eno ¢ernou linkou)
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Obrazek 6. Pritokova cytometrie

Jednotlivé subpopulace B lymfocytl ziskané kombinaci znakti CD27 (monoklonélni protilatka
CD27-PC7) viéi IgM (monoklondlni protilatka IgM-PB). Builkky s imunofenotypem
CD27-IgM+ (zobrazené jako tmavé zelené a fialové tecky a ohraniCeny cernou linkou)

odpovidaji subpopulaci obsahujici mimo jiné tranzientni B lymfocyty (viz obrazek 7)
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Obrazek 7. Pritokova cytometrie

Tranzientni B lymfocyty s imunofenotypem CD19+IgM+CD27-CD24+CD38+ ziskané
kombinaci znakti CD24 (monoklonalni protilatka CD24-APC) vici CD38 (monoklondlni
protilaitka CD38-APC-Alexa750) ze souboru CD27-IgM+ B lymfocytli (viz obrazek 6) jsou

zobrazeny jako fialové tecky (ohraniceno ¢ernou linkou)
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Obrazek 8. Pritokova cytometrie

Plazmablasty s imunofenotypem CD19+IgM-IgD-CD27+CD38+ ziskané kombinaci znakl
CD38 (monoklonalni protilatka CD38-APC-Alexa750) vici CD27 (monoklonalni protilatka
CD27-PC7) ze souboru IgM-IgD- B lymfocytl (viz obrazek 3) jsou zobrazeny jako ¢ervené

tecky (ohraniceno Cernou linkou)
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4.4. Diskuse

Zakladnim cilem této Casti prace bylo ovéfit pfitomnost hyposplenismu v populaci
asymptomatickych nemocnych s nekomplikovanou celiakii 1écenych bezlepkovou dietou jako
mozného neptimého markeru aktivity celiakie. Pro prikaz hyposplenismu byla zvolena metoda
stanoveni subpopulaci B lymfocytl v periferni krvi pomoci priatokové cytometrie. Konkrétné
byly stanovovany B lymfocyty marginalni zény, které byly v minulosti prokdzany jako
potencialni marker hyposplenismu u nemocnych s komplikovanymi formami celiakie
(198, 199).

Klicovymi vysledky nasi prace bylo zjisténi, Ze pacienti s lé€enou, nekomplikovanou
celiakii, maji ve srovnani se skupinou zdravych kontrol také statisticky vyznamné snizené
hladiny B lymfocyt margindlni zony v periferni krvi. V ostatnich parametrech bilého krevniho
obrazu (zakladnich u subpopulacnich) jsme statisticky vyznamné rozdily neprokazali. Nalez je
ve shodé¢ s nalezy u komplikovanych a tézkych forem celiakie a podporuje hypotézu pietrvavani
imunologickych abnormalit i u nemocnych v klinické remisi na bezlepkové dieté. Toto zjiSténi
je dle naSeho nejlepSiho védomi jedno z prvnich v této populaci celiakd. V budoucnu bude
potieba ovérit hypotézu mozného vyuziti téchto nalezl jako neinvazivnich metod stanoveni
aktivity celiakie korelaci pfedevsim s histologickymi nalezy v oblasti tenkého stieva
(se stanovovanim subpopulaci lymfocyti pii perzistenci lymfocytarni enteritidy
a pfitomnosti/absenci atrofie sliznice tenkého stfeva). V tuto chvili je absenci téchto korelaci
nutno pfiznat jako jednu z limitaci nasi prace.

Metodicky jsme ke stanovovani B lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi zvolili
pritokovou cytometrii pomoci kombinace monoklonalnich protilatek proti povrchovym
znakim B lymfocytl. B lymfocyty margindlni zony v periferni krvi jsou imunofenotypové
CD27+ IgM+ IgD +. Pfesto, Ze dominantnim znakem bunék této subpopulace je jejich
povrchovy imunoglobulin tfidy IgM, ktery nese jeji funkéni vyznam (vzhledem k tomu, Ze
pravé IgM bude v dalSich fazich ¢asné imunitni reakce hrat dominantni roli), je pro rozliSeni
této subpopulace od ostatnich (zejména od izotypové piesmyknutych pamétovych
B lymfocytil) spolehlivéjsi pouziti znakti CD27 a IgD. Pfi gatovani pomoci CD27 a IgM muze
dochéazet k chybam pfi odectu u jedinct, ktefi vytvareji B lymfocyty s imunofenotypem
CD27+ IgM+ IgD-.

Na buriku s imunofenotypem CD27+ IgM+ IgD- mizeme pohlizet ze dvou perspektiv.
Zaprvé, pokud buiiku popisujeme jako prekurzor budouciho B lymfocytu marginalni zony, kdy

pozitivni znak CD27 ukazuje obecné na pamétovou buiiku, pozitivni znak IgM na vyvojovou
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vétev v marginalni zéné, avSak negativita znaku IgD ukazuje na jakousi ,,bunécnou
nedozréalost™ (obecné tedy miizeme hovofit o nedozralém B lymfocytu marginalni zény, kdy je
,opozdéni ve vyvoji®). Zadruhé, pokud bunku pozorujeme jako soucast vyvoje smétujiciho
k izotypové pfesmyknutému pamétovému B lymfocytu, ukazuje znak CD27 opét obecné na
pamét'ovou builku, negativita znaku IgD ukazuje na spravné probéhly izotypovy piesmyk v této
ttide, avSak trvajici pozitivita znaku IgM ukazuje na urcité opozdéni v izotypovém presmyku
(nebo eventualni vyhnuti se izotypovému presmyku a ponechani si exprese IgM zapiicinéné
antigennim tlakem) v této tfidé (obecné bychom tedy mohli hovofiit o nekompletné izotypove
pfesmyknutém pamétovém B lymfocytu). Pfi pouziti gatovani CD27 a IgD mohou bunky
s fenotypem CD27+ IgM+ IgD- nespravné spadat do oblasti izotypové presmyknutych
pamétovych bunck. Proto jsme v k ovéfeni piipadné vyse uvedené chyby doplnili gatovani se
znaky IgM a IgD, kdy zvySené procento bunck IgM+ IgD- ukazuje na pfitomnost klonu
CD27+ IgM+ IgD- a tim 1 na uvedenou chybu (viz Obrazek 3) (108).

Stran detekce funkéniho hyposplenismu je bézna klinické praxe dosud zalozena na sadé
vySetfeni, kterd hodnoti spiSe filtraéni schopnosti sleziny v oblasti ¢ervené pulpy. Zlatym
standardem je pak stanoveni tzv. teckovanych erytrocytl v krevnim nétéru pomoci fazové
interferenéni mikroskopie. Okrajovymi metodami jsou radioizotopové vysetieni sleziny
a detekce tzv. Howel-Jollyho télisek v perifernim krevnim natéru (164). Stanoveni B lymfocyti
marginalni zoény v periferni krvi 1ze povaZzovat v soucasné dob¢ jako jednu z presnéjSich metod
hodnoticich funkéni hyposplenismus z pohledu imunitniho potencialu (na rozdil od vySetfeni
teCkovanych erytrocytd, které je i dnes zlatym standardem pro hodnoceni hyposplenismu
z pohledu filtraéni funkce sleziny). Podle naSich zkuSenosti neni sonografické méfeni objemu
sleziny v tomto ohledu vhodnou metodou hodnotici funkéni hyposplenismus, piedevs§im
vzhledem k velkym interindividualnim rozdilim jak na strané pacienti, tak k nizké shod¢ mezi
vySetiujicimi 1€ékafi, a to 1 pfesto, Ze se jednd o metodu dostupnou a relativné nenakladnou.
Vzhledem ktomu jsme UZ zobrazeni k morfologické korelaci naSich nalezii nezvolili
(a dale pak hodnoceni pomoci MRI ¢i CT je spojeno s vysokymi naklady a radiacni zatézi
nemocnych).

Diagnostika a hodnoceni funkéniho hyposplenismu z pohledu imunitniho potencialu
sleziny (ktery je ,,lokalizovan‘ do oblasti jeji bilé pulpy) pomoci metodiky, kterou jsme pouzili
v nasi praci, neni v klinické praxi dosud zcela etablovana. Vysetteni subpopulace B lymfocyta
margindlni zény miZze detekovat hyposplenismu s potencidlné vyznamnymi klinickymi

konsekvencemi (poruchy priméarni imunitni odpovédi zejména proti opouzdienym bakteriim).
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Z literarnich tidaju jsou patrny prace, které ukazuji vyznam hyposplenismu u pacienti
s celiakii. Jednou z klicovych praci ve smyslu vysvétleni mechanismu vzniku funkéniho
hyposplenismu u pacientii s gastrointestinalnimi onemocnénimi, resp. celiakii, je prace autorti
Mathur et al. z roku 2022 (164). Ludvigsson et al. (141) zaznamenal ve Svédském narodnim
zdravotnim registru s vice nez 15 000 pacienty s celiakii vyznamné vyssi riziko sepse
(zptisobené zejména S. pneumoniae) ve srovnani s referencni skupinou hospitalizovanych
pacientl i s obecnou populaci. Podobné vysledku ukazuji i prace Thomase et al. (228), Rockert
Tjernberga et al. (145) i Simonsova metaanalyza z roku 2018 (146). Z ¢eskych autorii se otazce
deficientnich B lymfocytarnich populaci vénoval Hrnéii et al. (192), ktery ukazal trvalou
depleci B lymfocytli margindlni zoény u pacientli se systémovym lupus erythematodes.
Dle literarnich tdaji vSak dosud nebyla publikovana préce, kterd by ptimo popisovala vyuziti
(at’ jiz experimetndalni a/nebo klinické) imunologickych biomarkeri slezinné funkce.

Nase vysledky, které ukazuji na signifikantné¢ snizené hodnoty pamétovych
B lymfocytli margnialni zony u pacient s celiakii ve srovnani se skupinou zdravych kontrol,
dokladaji nutnost povazovat pacienty s celiakii obecné jako populaci rizikovou z hlediska
moznych superinfenci (vCéetné obavaného a potencidlné fataln€ probihajiciho tzv. OPSI
syndromu) i pfesto, Ze jsou na bezlepkové diet¢ v klinické remisi bez dal$ich komplikaci.
Dalsim dulezitym vystupem naSich vysledkd pro klinickou praxi je jednozna¢na podpora
stavajicich doporuceni tykajicich se vakcinace pacienti s celiakii, resp. s funkénim
hyposplenismem. DileZitym zjiSt€énim je to, Ze signifikantné niz8i hladiny byly prokazany
u pamétovych B lymfocytd marginalni zony (tj. lymfocytl, které neprosly izotypovym
presmykem) na rozdil od pamétovych B lymfocytl, které izotypovym presmykem prosly.

Funk¢ni osa stfevo — slezina / slezina — stfevo, kterd byla detailné popsana v kapitole
1.4.2.1, a jeji potencidlni vychyleni at’ smérem k alterované stfevni a/nebo slezinné funkci dale
ukazuje na dilezitost hodnoceni imunologického potencidlu slezinné tkang€. Zajimavym
zjiSténim je, Ze pokud do funkéniho modelu ,,0sa stievo — slezina / slezina — stfevo* dosadime
nami stanovované ukazatele potencidlni aktivity celiakie (tedy z pohledu stfevni tkané
aminokyseliny citrulin a ornitin a z pohledu slezinné tkané¢ B lymfocyty marginalni zony),
ziskame komplexni obraz funk¢ni aktivity obou organti jako projevu aktivity celiakie. Vysledky
obou Casti nasi prace, tedy stanovovani koncentraci plazmatického citrulinu a ornitinu
a hodnoty pamétovych B lymfocytlh margindlni zény jsou v souladu s nasimi pfedchozimi
vysledky v nasich pilotnich pracich (137, 191) a podle nasSich nejlepSich znalosti je naSe prace

(v¢etné uvedenych pilotnich studii) v literatufe prvni, ktera se cilen¢ vénuje ukazatelim aktivity
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celiakie u pacientt s nekomplikovanou formou nemoci. Nase vysledky smétuji k citlivéjSimu,
neinvazivnimu a stratifikovanéjsimu hodnoceni aktivity celiakie u pacientl v klinické remisi.
Nase prace méa nékolik vyznamnych limitaci, kterych si je autor védom. Hlavni limitace
(ptesto, ze prace byla vedena jako prospektivni) je absence korelace mezi naSimi vysledky
a jednim ze stéZejnich ukazatell aktivity nemoci, ktery je obecné pouzivan — k endoskopickym
a/nebo histologickym nélezem. Dalsi limitaci je absence prospektivniho sledovani zmén hodnot
pamétovych B lymfocytli margindlni zony u pacienta s celiakii v Case. V neposledni fad¢ 1ze
pripustit limitaci prace v absenci prikazu Howell-Jollyho télisek a teCkovani erytrocytt jakozto

ukazateli filtracni schopnosti sleziny.

4.5. Zavér

V kontextu znamého a v klinické praxi pouzivaného hodnoceni aktivity celiakie
z pohledu klinického, laboratorniho (sérologického), endoskopického a histopatologického
jsme se v nasi praci zamétili na hodnoceni imunologické, které neni dosud v bézné klinické
praxi pevn¢ zakotveno.

Stanoveni pfitomnosti hyposplenismu neni (nejen u pacientt s celiakii) v souc¢asné dob¢
v klinické praxi rutinn¢ etablovano. Jiz v minulosti bylo ale prokazano, zZe riziko funkéniho
hyposplenismu u nemocnych s celiakii je redlné a mize mit zavazné klinické konsekvence.
Vzhledem k tomu a k vysledkiim nasi prace prokazujicim pfitomnost funkéniho hyposplenismu
ve skupiné nemocnych s lécenou celiakii v klinické remisi se domnivame, Ze monitorace
funkce sleziny by méla u nemocnych s celiakii patfit k zakladnim indikatorim aktivity
onemocnéni.

Moznosti, jak funkci sleziny hodnotit existuji, maji ovSem své limitace. Zlatym
standardem ziistdva hodnoceni filtra¢ni (eliminacni) funkce sleziny, jejimZz morfologickym
podkladem je Cervena pulpa. Pro tato vySetieni je k dispozici n¢kolik laboratornich vySetfeni,
zejména pak detekce tzv. teCkovanych erytrocytll v krevnim natéru. Mnohem mensi pozornost
je vénovana méfeni imunologické funkce sleziny. Jednim z kandidatnich postuptl, jak tuto
funkci stanovit, je vySetfeni B lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi (a z pohledu
funkéniho hyposplenismus pak konkrétni subpopulace pamétovych B lymfocytlh margindlni
zony, které jsou pilifem vrozené imunity a jsou prvni linii obrany proti opouzdienym
bakteriim). NaSe prace prezentuje pouZitelnou metodiku v tomto hodnoceni u nemocnych

s celiakii.
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Celiakie je nejCastéjsi gastroitestinalni nemoci, kterd je s funkénim hyposplenismem
asociovana. Praktickymi vystupy ze stanoveni imunologické kapacity sleziny u pacientl
s celiakii je v€asnd a cilena 1éCba bakterialnich infekci a disledné vedeni prevence ve smyslu
vakcinace. Vysledky nasi prace naznacuji, Ze pravé hodnoty pamétovych B lymfocyta
marginalni zony by teoreticky mohly byt velmi citlivym ukazatelem k posouzeni imunologické
kapacity sleziny u pacientt s celiakii obecné a tim i nepiimo ukazatelem aktivity celiakie.

K potvrzeni naSich vysledkt bude tieba provést dalsi studie, zejména se zaméfenim na
studovani vyvoje hodnot jednotlivych B lymfocytarnich subpopulaci v ¢ase vcetné stavi po

provedenych ockovanich.
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5. Nové markery adherence k bezlepkové diet€é u nemocnych

s celiakii

5.1. Uvod

Dlouhodobéa a striktni bezlepkova dieta je aktuadlné jedinou spolehlivou lécbou pro
pacienty s celiakii. PoruSovani bezlepkové diety (imysIné nebo netimysiIné) je vSak relativné
Casté. Pravé rozliSeni mezi moznymi chybami v bezlepkové dieté¢ a rozvojem takzvané
refrakterni celiakie je pomérné zdsadnim krokem vzhledem k potencidlné zavaznym nasledkiim
a komplikacim téchto forem celiakie véetn¢ vzniku obtizn¢ 1€éCitelnych, malignich komplikaci
zahrnujicich lymfom i adenokarcinom.

Inovativnim a dosud v klinické praxi nezavedenym zplisobem monitorace dodrzovani
(adherence) bezlepkové diety je stanoveni koncentrace gliadin 33-meru ve stolici.

Spoustécim faktorem v imunopatogenezi celiakie je lepek (gluten) obsazeny v pSenici
1 ostatnich obilovinach (je¢meni, Zitu, ovsu). Jednotlivymi peptidy pSeni¢ného lepku jsou
albuminy, globuliny, gluteliny a prolaminy. Dilezitymi pSeni¢cnym prolaminy jsou pak
konkrétn¢ gliadiny (méné dtlezitymi skupinami z pohledu imunopatogeneze celiakie jsou
prolaminy zita — secaliny, jecmene — hordeiny a ovsa — aveniny), které lze nasledné podle
chemickych vlastnosti rozdélit na alfa, beta, gama a delta podskupinu. Z hlediska
imunopatogeneze celiakie je jedine¢nym peptidem alfa-2-gliadin 33-mer (dale gliadin 33-mer),
ktery nepodléhd degradaci Zalude¢nimi Stdvami, ani pankreatickymi ¢i stfevnimi enzymy
(229). Tento glutenovy imunoreaktivni peptid (GIP) 1ze detekovat ve stolici a je tudiZ pfimym
ditkazem o ptitomnosti lepku v dieté. Gliadin 33-mer je ¢astecné absorbovan stfevni sliznici do
cirkulace a nasledné ledvinami vyluc¢ovan do moce, kde ho 1ze téZ detekovat a monitorovat —
tento postup vSak nebyl pfedmétem nasi prace.

U zdravych osob nedodrzujicich bezlepkovou dietu je koncentrace gliadin 33-meru ve
stolici v rozmezi 200-30 000 ng/g (0,2-30 pg/g). U osob dodrzujicich bezlepkovou dietu neni
gliadin 33-mer ve stolici detekovatelny. Pfi poruseni bezlepkové diety je gliadin 33-mer
detekovatelny ve stolici v nasledujicich tfech dnech (230).

Cilem projektu byla objektivizace anamnestickych dat o striktnim dodrzovani
bezlepkové diety u nemocnych sledovanych sceliakii a analyza pficin pozitivity

gliadin 33-meru ve stolici.
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5.2. Metodika

Studie ,,Nové markery adherence k bezlepkové dieté u nemocnych s celiakii byla
provedena jako prospektivni studie. Do studie byly zafazeni pacienti konsekutivné vysetrovani
v gastroenterologickych poradnach 2. interni gastroenterologické kliniky FNHK s celiakii na
bezlepkové dieté. Mezi zarazovaci kritéria studie patfila predchozi diagn6za celiakie (stanovena
kombinaci pozitivni sérologie, ktera vzdy zahrnovala protilatky proti tkdnové transglutaminaze
v tiid¢é IgA a v nékterych piipadech 1 dalsi) a kompatibilni histologicky nalez v bioptickych
vzorcich ziskanych zduodena v pribéhu gastroskopického vySetfeni pfed zahajenim
bezlepkové diety. Nemocni byli [é¢eni bezlepkovou dietou, celiakie byla v klinické remisi, bez
projevi komplikaci onemocnéni. VSichni nemocni deklarovali pouceni o bezlepkové dieté pred
jejim zahajenim lékafem ev. sestrou, nevyzadovali Zadné vysvétleni a dieté podle svého
presvédceni rozuméli. V den vySetfeni vyplnili dotaznik ,,Gluten-free diet compliance score*
autort Biagi et al. z roku 2012 (231).

Vytazovaci kritéria zahrnovala vek <18 let, graviditu, jiné aktivni onemocnéni
gastrointestindlniho traktu a pankreatobiliarni soustavy, aktivni onkologické onemocnéni,
komplikace celiakie, jiné formy enteropatie vcetné¢ potencialné enterotoxické medikace
(NSAID).

Dodrzovani bezlepkové diety bylo objektivizovano stanovenim gliadin 33-meru ve
stolici. K detekci a stanoveni koncentrace gliadin 33-meru ve stolici byla pouZita metoda
imunoabsorb¢niho stanoveni ve formatu sendvic¢ové ELISA. Diagnostickd senzitivita metody
je 97,1 %, specificita 83,3 %, pozitivni prediktivni hodnota 91,9 % a negativni prediktivini
hodnota 93,75 %. Pozitivni vysledek, a tudiz ptimy prikaz lepku v potravé odpovida dolnimu
limitu detekce a je 0,3 ug GIP/g stolice (dynamické rozmezi je 0,3-1,25 ug GIP/g stolice),
hodnoty 0,15-0,3 ug/g jsou hodnoceny jako slabé pozitivni, hodnoty mensi nebo rovny
0,15 ug/g jsou interpretovany jako negativni.

K vySetfeni byl pouzit vzorek stolice o objemu 1-2 gramy vlozeny do €istého a suchého
kontejneru bez jakékoliv chemické piisady nebo konzervaénich latek. Vzorek byl nésledné
zamrazen na teplotu -20 stupnii Celsia a uloZen k dal§imu zpracovani pomoci doddvaného kitu
1IVYLISA GIP Stool firmy BIOMEDIAL, S.L. (Camas-Sevilla, Spain, www.biomedial.com).
Po ptipravé reagencii (promyvaci pufr v podobé 10ndsobného koncentratu nafedéné¢ho pred
pouzitim 1:10 destilovanou vodou a extrakéni roztok pfipraveny k pouZiti po slouceni s 60 ml
100 % etanolu) a vzorkli (homogenizaty stolice vzniklé michanim lzickou a laboratorni

ttepackou po piedchozim piidani extrakéniho roztoku a nasledné inkubované piti 50 stupnich
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Celsia po dobu 60 minut) byla suspenze nasledné¢ odstiedéna pii 2 500 g po dobu 10 minut.
Ptred zapocetim vlastniho stanoveni byla veskera cinidla a vzorky ponechdna k dosazeni
pokojové teploty 20-28 stupni Celsia a konjugovana protilatka byla ponechana ulozena pii
teploté 4-8 stupnu Celsia az do pouziti. Nasledn€ pomoci mikrocentrifugacnich zkumavek typu
Eppendorf ® bylo postupné pfipraveno piislusné fedéni a objem vzorku (300 mikrolitrti) a bylo
ptidano 100 mikrolitri konjugatu protilatky za pokojové teploty po dobu 60 minut (232).
Absorbance byla odec¢itana pomoci pfistroje Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate

Photometer (www.fishersci.at) pii vinové délce 450 nm.

Ziskané udaje byly porovnany s referencnimi hodnotami udavanymi vyrobcem
komer¢niho vysetfovaciho kitu uvedeno v textu vyse. Skupina nemocnych s pozitivitou gliadin
33-meru ve stolici byla déle analyzovana. Pacienti byli konfrontovani s vysledkem a m¢li se
pokusit najit vysvétleni pfitomnosti lepku diet€.

Vsechny postupy byly v souladu s etickymi normami institucionalni vyzkumné komise
a s Helsinskou deklaraci z roku 1964 a jejimi pozdéjsimi dodatky (212). VSichni pacienti
podepsali pisemny souhlas. U vSech ziskanych udaji byly vymazany vSechny osobni

identifika¢ni udaje v souladu se zdkony na ochranu diivérnosti Ceské republiky.

5.3. Vysledky

Do studie bylo zatazeno celkem 109 nemocnych 1é€enych pro celiakii indikovanych
k trvalé a striktni bezlepkové dieté v klinické remisi onemocnéni. Zakladni demograficka data
studijni skupiny byla nasledujici: 29 muzt (27 %), prumérny veék 55 + 16 let (median: 49 let,
mezikvartilové rozpéti: 29 let) a 80 Zen (73 %), prumérny vék 47 + 14 let (median: 45 let,
mezikvartilové rozpéti: 20 let).

Z hlediska subjektivné uddvaného dodrZzovani bezlepkové diety byla v den odbéru
vzorku na vySetfeni pfimym dotazem zaloZeném na dotazniku ,,Gluten-free diet compliance
score” autorti Biagi et al. zroku 2012 (231) zjisténa nasledujici fakta: uplnou adherenci
k bezlepkové diet¢ udavalo 96 pacienti (88 %), casteCnou adherenci s vyznamnymi
pochybenimi vyzadujicimi ndpravu udavalo 12 pacientd (11 %) a Zadnou adherenci referoval
pouze 1 pacient (1 %).

Pti statistickém hodnoceni jsme ziskana data porovnali s referen¢nimi hodnotami pro
detekci gliadin 33-meru ve stolici (referen¢ni hodnoty: < 0,15 pg/g = negativni, 0,16 — 0,29
ug/g = slabé pozitivni, > 0,3 ug/g = pozitivni) a soucasné konfrontovali s udavanou deklaraci

stran dodrzovani bezlepkové diety.
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Z pohledu referen¢nich hodnot gliadin 33-meru detekovaného ve stolici se v nami
studovaném souboru podatilo prokazat celkové 78 negativnich vysledkt (72 %), 11 slabé
pozitivnich vysledkil (10 %) a 20 pozitivnich vysledkil (18 %). Bez ohledu na pohlavi a vék
jsme tim ve studijni skupin€ zjistili nedodrzovéani (nonadherenci) bezlepkové diety nami
definovanou jako pozitivni ¢i slabé pozitivni vysledek u 31 pacientt (28 %).

Ciselné hodnoty koncentraci u detekovaného gliadin 33-meru ve stolici byly nasledujici:
negativni vysledek byl v detekovatelném rozmezi zachycen 38krat s primérnou hodnotou
0,08 0,03 ng/g a medianem 0,08 pg/g a v ostatnich negativnich piipadech byl vysledek 40krat
oznacen jako nedetekovatelny. U 11 slabé pozitivnich nalezii byla primérna hodnota
0,21 + 0,06 pg/g a median 0,24 pg/g a u 20 pozitivnich nalezi byla primérna hodnota
0,67 + 0,38 pg/g a median 0,51 pg/g.

Po vyhodnoceni odbéru vzorku stolice byli pacienti sezndmeni s jejich vysledky.
Se znalosti vysledku koncentrace gliadin 33-meru ve stolici 8 % pacienti zménilo svou

predchozi vypovéd a pripustilo obcasné porusovani bezlepkové diety (20 % celkem).
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Tabulka 1. Vysledky stanoveni GIP ve stolici u pacienti s celiakii

GIP — gliadinové imunogenni/imunoreaktivni peptidy, AP — aritmeticky primér,

SO — smérodatna odchylka, pug — mikrogram, g — gram, n — pocet subjekt

Ukazatel (vysledek | Pofet bez ohledu na | Procentualni Ciselné hodnoty
GIP) detekovatelné rozmezi | zastoupeni bez ohledu | v detekovatelném
(n) na detekovatelné | rozmezi (n = pocet
rozmezi (%) subjekti; AP =+ SO;
medidn; jednotky: ng/g
stolice)
Negativni 78 72 n=38;
0,08 +0,03;
0,08
Slabé pozitivni 11 10 n=11;
0,21 £ 0,06;
0,24
Pozitivni 20 18 n=20;
0,67 £ 0,38;
0,51
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= Negativni

u Slabé pozitivni

= Pozitivni

Graf 1. Procentualni rozloZeni vysledki detekce gliadin 33-meru ve stolici u pacienti

s celiakii

Tabulka 2. Zména v deklaraci adherence/nonadherence u pacienti s celiakii po jejich

konfrontaci s vysledkem GIP

Ukazatel Adherence k BLD (%) Nonadherence k BLD (%)
Deklarace pted stanovenim GIP | 88 12
Deklarace po stanoveni 80 20
GIP
GIP - gliadinové imunogenni/imunoreaktivni peptidy, BLD — bezlepkova dieta,

ug — mikrogram, g — gramf
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5.4. Diskuse

Cilem nasi prace bylo ovéfit vyuzitelnost stanoveni Stépného produktu lepku
(gliadin 33-meru) ve stolici u pacientil s jiz diive diagnostikovanou celiakii k objektivizaci
adherence ¢i nonadherence k bezlepkové dieté.

Klicovym vysledkem nasi prace je laboratorné (pomoci fekalniho gliadin 33-meru)
potvrzena adherence k bezlepkové diet¢ u vice nez 2/3 pacientii ve studijni kohorté.
U 8 % pacientll doslo po konfrontaci s vysledkem fekalniho gliadin 33-meru ke zméné
vypovédi stran dodrzovani bezlepkové diety (pfipustili nonadeherenci).

Intepretaci vysledkli povazujeme i pies absenci kontrolni skupiny za klinicky
vyznamnou. Vyznam adherence k bezlepkové dieté u pacientd s celiakii je vysoky. Lepek je
hlavnim spousté€em imunopatologické reakce v tenkosttevni sliznici a jeho pfisun do stfeva pti
nedodrzovani bezlepkové diety tuto reakci dale udrzuje, a navic v Case fixuje a akcentuje.
Nejobavanéjsi komplikaci celiakie je vznik tenkostfevniho zhoubného nadoru (zejména
lymfomu, méné CcCasto adenokarcinomu), resp. premalignich stavi (refrakterni celiakie,
ulcer6zni jejunoileitida). Samotné laboratorni stanoveni gliadin 33-meru ve stolici neni
prikazem tenkostievniho poskozeni, ale je pfimym dikazem o pfitomnosti lepku v lumen
travici trubice. Oproti standardné¢ pouzivanému sérologickému vySetieni pro celiakii
specifickych protilatek (které odrazi az druhotnou reakci imunitniho systému na piitomnost
lepku v lumen GIT a na aktivitu nemoci ,hledi ze strany tenkostfevni tkan¢* a je ukazatelem
dlouhodobym), je fekalni gliadin 33-mer ukazatelem pfimym a v tomto ohledu jedinym (a na
aktivitu nemoci ,,hledi ze strany pacienta®, resp. jeho rozhodnuti o adherenci k bezlepkové dieté
a je ukazatelem kratkodobym). Vyznam stanoveni fekalniho gliadin 33-meru u pacientl
s celiakii neni pouze lékafsky nebo laboratorni, ale 1 spoleCensky, resp. motivacni.
Pii pozitivnim vysledku (ktery dokazuje nonadeherenci k bezlepkové dieté¢) u pacienta
deklarujiciho striktni dodrzovani, se lékat dostavd do potencialné konfliktni situace, kdy je
nucen pacientovi predlozit dikaz o pritomnosti lepku v jeho travici trubici. Z praktického
pohledu je tedy vhodné, resp. nutné, pacientovi piinos vySeteni fekalniho gliadin 33-meru
vysvétlit a komentovat jesté pred vlastnim odbérem vzorku, s cilem zbavit ho obavy ze ztraty
davéry lékate pii pripadném zjisténi pozitivity a v dodrzovani bezlepkové diety ho nalezité
a opakovan¢ motivovat.

Vysvétleni 8 % nemocnych trvajicich na adherenci ke striktni bezlepkové dieté
a pozitivitou gliadin 33-meru ve stolici je dvoji. Test nema 100 % specificitu a je tedy mozna

fale$na pozitivita, kterd by méla byt korigovana opakovanym testovanim. U ¢asti nemocnych
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se muze jednat skute¢né o urcity strach pfiznat 1ékari védomé porusovani bezlepkové diety,
dalsi ¢ast ale mize byt zpisobena nejasnosti pfi pouceni o dietnich opatienich, ale také
pritomnosti lepku v potravinach deklarovanych jako bezlepkové. VSechny tyto faktory je
potieba v ptipad¢ rozporu bezi anamnézou a prikazem gliadin 33-meru ve stolici zvaZovat
a s nemocnym Vv klidu a podrobné probrat.

Adherenci k bezlepkové dieté u pacienti s celiakii se zabyva recentni prace
Biagiho et al. (231) a dale napt. piehledova prace Wiesera et al. (233). Z Ceskych autort
vyzdvihuji vyznam adherence k bezlepkové dieté, resp. monitorovani adherence pomoci
fekalniho gliadin 33-meru, autofi Kocna et al. (230), Vyhnanek et al. (234) a ve sv¢ disertacni
praci téz Packova (235). Nase vysledky jsou obecné v souladu (zejména stran vyznamu
bezlepkové diety a jejiho monitorovani mimo jiné pomoci neinvazivnich ukazatelii, kterym
fekalni gliadin 33-mer je) s vySe uvedenymi literdrnimi reSerSemi. Nase prace téZ poukazuje na
vyhodu neinvazivniho a rychlého stanoveni (oproti sérologii a/nebo histologii) pfipadného
porusSeni bezlepkové diety.

Vysledky nasi prace predstavuji vyznamny argument pro podporu zafazeni vySetfovani
fekalniho gliadin 33-meru jakozto citlivého ukazatele adherence k bezlepkové dieté do bézné¢ho
dispenzéarniho procesu pacientli s celiakii. Nejedna se vSak o ndhradu stavajicich ukazateld
(zejména sérologickych), ale o jejich doplnék.

Nase prace ma nékolik diilezitych limitaci. Hlavni limitaci je absence kontrolni skupiny
a nasledného sledovani koncentraci fekalniho gliadin 33-meru v ¢ase a absence korelace

s invazivnimi testy (zejména histologickymi zménami sliznice tenkého stieva).

5.5. Zavér

Inovativnim a pomérné spolehlivym ukazatelem dodrzovani bezlepkové diety je
stanoveni koncentrace gliadin 33-meru ve stolici. Jedna se o pfimy prikaz pfitomnosti lepku
v lumen travici trubice. Tento citlivy ukazatel tak dopliuje jiz zavedené dotaznikové a dale
vétSinou invazivni metody k monitoraci adherence k bezlepkové dieté (sérologie, histologie)
a v bézné klinické praxi by m¢l podle naSeho ndzoru zaujmout své misto.

K potvrzeni naSich vysledki bude tieba provést dalsi studie, zejména se zaméfenim na
dlouhodobé¢ sledovani dynamiky koncentraci fekéalniho gliadin 33-meru a pfesnéjsi stanoveni
senzitivity a specificity testu pfi testovani s riznym mnozstvim konzumovaného lepku

a u zdravych dobrovolnikli
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6. Zavéry

6.1.

6.2.

6.3.

Ovérili jsme moznost vyuziti stanoveni plazmatickych koncentraci aminokyselin
ornitinu a citrulinu jako neinvazivnich ukazateli aktivity celiakie. Nasim hlavnim
zjisténim, dosud v literatufe nepopsanym, jsou statisticky vyznamné nizsi plazmatické
koncentrace ornitinu u pacientli s nekomplikovanou formou celiakie lécenych
bezlepkovou dietou ve srovndni se zdravymi kontrolami. Neesencidlni nebiogenni
aminokyselina ornitin se tedy zda byt nadéjnym ukazatelem zejména v této skupiné
nemocnych. Plazmatické koncentrace ornitinu by mohly byt citlivéjSim markerem pro
posouzeni aktivity onemocnéni a tenkostfevniho poskozeni, které nedosahuje tézké
vilozni atrofie a/nebo tenkostievniho selhani (v téchto ptfipadech dominuje dle
literatury citrulin). Citrulin byl v naSem souboru pravdépodobné vzhledem k remisi
onemocnéni ve srovnani s kontrolnim souborem v normalnich mezich. Nase zjisténi by
mohlo teoreticky umoznit lepsi selekci pacientii, u kterych (s ohledem na trvajici

urcitou miru aktivity nemoci) pietrvava téz riziko zavaznych komplikaci celiakie.

Vysetiili a stanovili jsme koncentrace B lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi
u pacienti s mirnou (nekomplikovanou) formou celiakie na bezlepkové dieté
a prokézali jsme selektivni deficit pamétovych B lymfocyti marginalni zény jako
obraz funk¢niho hyposplenismu v této populaci. Vedle v klinické praxi relativné bézné
pouzivaného klinického, laboratorniho a endoskopicko-histologického hodnoceni
aktivity celiakie jsme prezentovali moznost hodnoceni zaloZeného na vySetieni funk¢ni
(imunologick€) kapacity sleziny. Hodnoceni a sledovani funkce sleziny by mélo patfit
vzhledem k moznym zdvaZznym (zejména infekénim) konsekvencim 1 u téchto pacientli

k zékladnim vySetfenim v ramci jejich dispenzarizace.

Stanovili jsme koncentrace gliadin 33-meru ve stolici u pacientt s celiakii a ovétili tak
jejich adherenci k bezlepkové dieté. Konfrontaci vysledkii s anamnézou nemocnych
jsme prokazali, Ze gliadin 33-mer ve stolici je pomémé spolehlivym ukazatelem
neadherence k bezlepkové dieté¢ a soucasné, ze ho lze vyuzit jako nepfimy marker
hodnoceni aktivity nemoci ve smyslu udrzovani zadnétlivého stavu v tenkém stievée pfi

trvajicim pfisunu lepku.
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Udaje uvedené v bodé 1 poskytuji dobrovolné a jsem si védom toho, Ze sviij souhlas
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subjektlim pouze bez identifika¢nich idaja, to je anonymni data pod ¢iselnym kédem. Rovnéz
pro vyzkumné a védecké ucely mohou byt VaSe osobni udaje poskytnuty pouze bez

identifika¢nich udajii (anonymni data) nebo s Vasim vyslovnym souhlasem.

132



(s odvoldanim na Metodicky navod Ministerstva zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané iidajii
v informacnich systémech provozovanych ve zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané iidaji
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II. interni gastroenterologicka klinika LF UK a FN v Hradci Kralové, Sokolska 581, 500 05
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tel: +420 495 834240, fax: +420 495 834785

Nazev studie: Ukazatel¢ aktivity celiakie — stanoveni kontrolni skupiny

Koordinator vyzkumu: MUDr. Ladislav Douda
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1. Souhlasim, Ze mi pti darovani krve/krevni slozky bude navic odebrano 16 ml
krve, kterd bude odesldna k imunologickému a biochemickému vySetfeni
(stanoveni sérologickych ukazatelli celiakie vcetné protilatek proti tkanové
transglutamindze, hladiny citrulinu a ornitinu a vySetfeni pamétovych
B lymfocyttl). Vysledky vySetfeni darkyn a darct (vzorkti zdravé populace)
budou vyuzity pro porovnani s vysledky pacientti s celiakii. Odbérem 16 ml krve
nebude piekroceno povolené mnozstvi odebrané krve v souvislosti s darcovstvim
krve/krevni sloZzek. Ze vzorki nebudou provadéna zadna geneticka vySetient,
vzorky budou po skonfeni analyzy zlikvidovany (nebudou uchovavany).

2. V piipadé¢ zjisténi abnormalniho nalezu budete informovani prostiednictvim
Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice Hradec Kralové, piipadné Vam
budou nabidnuta dopliiujici vySetfeni na II. interni gastroenterologické klinice

FN HK.

Udaje uvedené v bodé 1 poskytuji dobrovolné a jsem si védom/a toho, Ze sviij souhlas se

zpracovanim osobnich idaji mohu kdykoliv odvolat.

Doplnék k informaci pro darce / darkyni
Pti zatazeni do studie nebudou Vase osobni data pfedavana mimo Transfuzni oddéleni FN
Hradec Kralové. Transfuzni oddéleni FN HK shromazd'uje a uchovava osobni tdaje a tidaje

o zdravotnim stavu darci v souladu s platnou legislativou (zakon ¢. 110/2019 Sb., Zakon
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o zpracovani osobnich udajt; zakon. ¢. 378/2007 Sb., Zakon o 1é€ivech; vyhlaska ¢. 143/2008
Sb., Vyhlaska o lidské krvi; v§e ve znéni pozd¢jsich predpisit).

Datum Podpis darkyné/darce Podpis lékare
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Gluten-free diet compliance score

Biagi F. Brit J Nutrition. 2012:108, 1884-8

Score
Do you eat gluten =3 Yes A normal portion
voluntarily? \
l Just a taste / 0
No /\ Often
J Rarely e
1

When you eat out, do you tell the person
who is cooking about your disease? — No

¥

—>
Yes
Do you check the labels of packaged food? =3 No /

¥

Yes
* No =—————3 3

Do you only eat packaged food guaranteed by /
the Coeliac Association? — YES m— 4

Figure. Questionnaire and scoring system to assess compliance in celiac
patients.

“Often”: The patient consumes gluten so often that he/she cannot remember
when or how many times this happened.

“‘Rarely”: The patient consumes gluten only occasionally that he/she can
remember when or how many times this happened.

The final score of the questionnaire is made up of five levels (0—4), which, from a
clinical point of view, can be grouped into three levels.
1. Patients with a score of 0 or 1 do not follow a strict GFD.
2. Patients with a score of 2 follow a GFD, but with important errors that
require correction.
3. Patients with a score of 3 or 4 follow a strict GFD.

The CCA thanks Dr. Biagi and his co-authors for permission to use this tool for Canadians with
celiac disease.
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