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Abstrakt

Uvod: Celiakia je komplexna autoimunitna choroba vyvolana u geneticky predisponovanych jedincov
po poziti obilnin obsahujucich lepok. Monocyty ako hlavné efektorové bunky vrodenej imunity hraju
nezanedbatel'ni ulohu v rozvoji imunitnej odpovede v reakcii na patogénne a cudzorodé agens i
v ramci patogenézy celiakie. Jedinou efektivnou liecbou celiakie je prisne a celozivotné dodrziavanie
bezlepkovej diéty, pricom stravovacie vol'by maju kI'i¢ovy vyznam pri regulécii tohto ochorenia.
Ovos sa objavil ako kontroverzna, no nutri¢ne bohata moznost’, ako rozsirit’ bezlepkovt diétu o zdroj
bohaty na vlakninu, mikro- a makroziviny. Preto sme sa v ramci tejto diplomovej prace zamerali na to,
ako vrodeny imunitny systém, konkrétne monocyty, interaguji s aveninovymi peptidmi vybraného
kultivaru bezlepkového ovsa ac¢i dochadza vreakcii na jeho konzumaéciu k imunitnej reakcii

detekovatel'nej na molekularnej urovni.

Material a metédy: Do Stidie bolo zahrnutych 39 pacientov so stabilizovanou celiakiou, ktori po
dobu 14 dni konzumovali denne 50 g surovych ovsenych vlo¢iek vybraného kultivaru. Z plnej krvi
boli pred zaciatkom Stidie apo jej ukonCeni vyizolované CDI4" monocyty pomocou
imunomagnetickej separacie, u ktorych boli stanovované expresic mRNA TLR2, TLR4, TNFa, ILS8
alLIp pomocou kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie s mRNA génu PGKI ako
endogénnou kontrolou. Z plnej krvi boli taktiez pomocou gradientovej centrifugacie vyiizolované
mononuklearne bunky periférnej krvi. Pomocou prietokovej cytometric sme analyzovali pocet
lymfocytov a monocytov a hodnotenie expresie povrchovych markerov TLR2, TLR4, HLA-DR,
CD80 a CD86 umoznilo skumat’ fenotyp leukocytov.

Vysledky: Analyzou a porovnanim mRNA expresii pred a po 14-dennej konzumacii ovsa bolo zistené
mierne zvySenie hladin expresie IL1f3 (p = 0,005) a TNFa (p = 0,053). U TLR2, TLR4 ani IL§ mRNA
nebola detekovana ziadna zmena v nadvdznosti na 14-dennu diétnu intervenciu, zatial ¢o expresia
TLR2 na povrchu CDI14" monocytov slabo, ale Statisticky vyznamne Kklesla. Celkové poéty
monocytov, ich jednotlivych subtypov aj lymfocytov separovanych z plnej krvi sa po diéte bud
nezmenili, alebo sa dokonca nevyznamne snizili. Rovnaky efekt ovsenej diety bol pozorovany aj v
pripadne leukocytov definovanych pomocou expresie povrchovych markerov TLR2, TLR4, HLA-DR,
CD80; iba pokles poétu buniek CD14"CD86" bol $tatisticky vyznamny (p = 0,029).

Zaver: Vysledky naznacujl, Ze na trovni vrodené¢ho imunitného systému pravdepodobne dochadza k
slabej imunitnej reakcii prostrednictvom zvysenia produkcie mRNA prozapalovych cytokinov TNFa a
IL1PB monocytmi, a to pravdepodobne v suvislosti so 14-dennou konzumaciou ovsa. Zda sa vsak, Zze na
bunkovej a proteinovej Grovni tato aktivaciu imunitného systému prostrednictvom zmien v pocte Ci

fenotype monocytov po konzumacii ovsa u pacientov s celiakiou nedetekujeme.

Kruacové slova: celiakia, monocyty, vrodend imunita, ovos, prozapalové cytokiny



Abstract

Introduction: Celiac disease is a complex autoimmune disease induced in genetically predisposed
individuals after ingestion of cereals containing gluten. Monocytes, as the main effector cells of innate
immunity, play a non-negligible role in the development of the immune response in response to
pathogenic and foreign agents as well as in the pathogenesis of celiac disease. The only effective
treatment for celiac disease is strict and lifelong adherence to a gluten-free diet, while dietary choices
are of key importance in the regulation of this disease. Oats have emerged as a controversial but
nutritionally rich option to supplement a gluten-free diet with a source rich in fiber, micro- and
macronutrients. Therefore, in this thesis, we focused on how the innate immune system, specifically
monocytes, interact with the avenin peptides of a selected gluten-free oat cultivar and whether an

immune reaction detectable at the molecular level occurs in response to its consumption.

Materials and methods: 39 patients with stabilized celiac disease were included in the study, who
consumed 50 g of raw oatmeal of the selected cultivar daily for 14 days. CD14" monocytes were
isolated from whole blood before the start of the study and after its completion using immunomagnetic
separation, in which TLR2, TLR4, TNFa, IL8 and IL13 mRNA expressions were determined using
quantitative polymerase chain reaction with PGK1 gene mRNA as an endogenous control. Peripheral
blood mononuclear cells were also isolated from whole blood using gradient centrifugation. Using
flow cytometry, we analyzed the number of lymphocytes and monocytes, and the evaluation of the
expression of surface markers TLR2, TLR4, HLA-DR, CD80 and CD86 made it possible to
investigate the phenotype of leukocytes.

Results: Analysis and comparison of mRNA expressions before and after 14-day oat consumption
revealed a slight increase in IL1B (p = 0,005) and TNFa (p = 0,053) expression levels. No change was
detected in TLR2, TLR4, or IL8 mRNA following the 14-day dietary intervention, while TLR2
expression on the surface of CD14" monocytes decreased slightly but statistically significantly. The
total number of monocytes, their individual subtypes and lymphocytes separated from whole blood
either did not change after the diet or even decreased insignificantly. The same effect of the oat diet
was also observed in leukocytes defined by the expression of surface markers TLR2, TLR4, HLA-DR,
CD8O0; only the decrease in the number of CD14"CD86" cells was statistically significant (p = 0,029).

Conclusion: The results suggest that at the level of the innate immune system, a weak immune
response probably occurs through an increase in mRNA production of the pro-inflammatory cytokines
TNFa and IL1B by monocytes, probably in connection with the 14-day oat consumption. However, it
seems that at the cellular and protein level we do not detect this activation of the immune system
through changes in the number or phenotype of monocytes after consuming oats in patients with celiac

disease.

Key words: celiac disease, monocytes, innate immunity, oats, proinflammatory cytokines
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1. Teoreticky tvod

1.1. Celiakia a jej epidemioldgia

Celiakia je v populécii pomerne Casté ochorenie, ktoré postihuje priblizne 1 z 200 l'udi eurdpskeho
povodu (Zdroj 1). Jedna sa o autoimunitné ochorenie kedy l'udské telo nesprdvne reaguje na lepok
prijaty z potravy, ktory sa nachadza v obilnindch ako je napriklad pSenica, jatmen alebo raz.
K manifestacii celiakie po poziti lepku z potravy prispieva suhra genetickych a environmentalnych
faktorov. Imunitny systém pacientov s tymto ochorenim vytvara Specifické IgA protilatky namierené
proti enzymu tkanivovej transglutaminaze (tTG2), frakciam lepku (najmi gliadinu a gluteninu)
a endomyziu (EMA, tenka vrstva spojivového tkaniva, obklopujiiceho jednotlivé svalové vlakna).
Tkanivova transglutaminaza 2 je multifunkény, na vapenatych kationoch zavisly enzym, ktory sa
nachadza v réznych organoch a ma vyznamnu ulohu v bune¢nej diferenciacii a proliferacii, stabilizacii
extracelularnej matrix, tkanivovych opravach, pri bunecnej adhézii a receptorovej signalizacii.
V sliznici tenkého Creva sa za fyziologickych podmienok vyskytuje v neaktivnej forme (Nurminskaya
& Belkin, 2012). Prave gliadinové peptidy st vd’aka hojnému obsahu glutaminu pre tTG2 vhodnym a
preferovanym substratom, ktory dokaze modifikovat’ deamidéaciou a transamidéaciou. Transamidované
komplexy gliadin-tTG2 v patogenéze celiakie posobia ako autoantigény prispievajiice k zapalovému
procesu a tvorbe autoprotilatok (Dieterich et al., 1998). Nasledne glutén-Specifické CD4+ T-bunky
v tenkom creve celiakov reaguji na fragmenty lepku modifikované tTG2, ktoré st viac

imunoreaktivne a dochadza k destrukcii a prestavbam ¢revného epitelu (Sollid, 2002).

U vacsiny pacientov s celiakiou dochadza pri expozicii lepku ku ¢revnym priznakom ochorenia,
akymi si najcastejSie hnaCka a poruchy vstrebavania zivin, ale aj k variabilnej $kale mimoc¢revnych
prejavov tohto ochorenia napriklad k anémii, diabetes mellitus 1. typu, zvySenému vyskytu
osteoporozy, dermatitis herpetiformis a inym (Sollid, 2000). Jedinym doposial’ znamym a zaru¢enym
spdsobom schopnym zastavit' imunopatologické deje sposobené gluténom je striktné a celozivotné

dodrziavanie bezlepkovej diéty, teda vyradit’ akékol'vek potraviny lepok obsahujuce z jedalnicku.

Celiakia je diagnostikovana komplexne a stanovenie diagndzy zahia: pritomnost’ klinickych
priznakov, sérologické vySetrenie pritomnosti autoprotilatok anti-tTG2 a anti-EMA a biopsiu tenkého
¢reva hodnoteni podla smernic Eurdpskej spolo¢nosti pre detsku gastroenterologiu, hepatologiu
a vyzivu (ESPGHAN) (Husby et al., 2020). Nedavne smernice vSak navrhuju Gpravu, minimalne
u deti, tento diagnosticky pristup upravit’ a uplatnit’ ,,pristup bez biopsie® pre deti s vyrazne vysokymi
hladinami anti-tTG2, ¢o umozni eliminovat’ potrebu invazivnych vysetreni (Losurdo et al., 2021). Na
rozdiel od toho pristupu k detskym pacientom, smernice stale odporucaju vykonavat biopsiu u
dospelych pacientov, kvoli moznej nespolahlivosti samotnej sérologie, kedze duodenalna biopsia

poskytuje klI'i¢ové diagnostické a prognostické informdacie vratane hodnotenia poskodenia ¢revného



epitelu, aktivity ochorenia a stvisiacich stavov ¢i d’alSich potencialnych komplikacii (Ensari & Marsh,
2019).

Z historického hl'adiska civilizaéné faktory udavajiice predpoklad pre vznik celiakie posobili
v 10. — 8. storo¢i pred nasim letopoctom, kedy zmeny spdsobu zivota vtedajSich populacii —
z loveckého a zberacského typu na sedentirny spojeny s rozvojom hospodarstva, viedli k rozmachu
neolitickej diéty, pre ktor je charakteristickd potrava zloZzend najmé zo pSenice a jej pribuznych
obilnin, mlie¢ne vyrobky a miso hospodarskych zvierat. Postupne sa tento typ diéty rozsiril z Afriky
ablizkeho Vychodu aj na ostatné kontinenty. Prave zavedenie novych zdrojov vyzivy umoznili
imunitnému systému ¢loveka stretnut’ sa s novym potravinovym antigénom — gluténom, a na jeho
imunitni toleranciu neboli vSetci jedinci pripraveni. Ti geneticky predisponovani si vyvinuli
abnormalnu imunitnt odpoved’ a nasledne jej obvykle podlahli eSte pred dosiahnutim reprodukéného
veku. Z odlisného podielu zastipenia gluténu v strave a zaroven popula¢nej variabilite v génoch
koédujucich l'udské leukocytarne antigény (HLA), konkrétne HLA-DQ2 a -DQ8, molekuly preferencne
viazuce frakcie gluténu, vyplyvaji odlisné prevalencie celiakie v réznych zemepisnych Sirkach

(Guandalini, 2008).

Epidemiologické Studie v poslednych desatrociach poukazuji na globalny narast incidencie aj
prevalencie celiakie. Podla metaanalyzy vykonanej Singhom a kolektivomroku 2018 sa
séroprevalencia celiakie v globdlnom meritku pohybuje okolo 1,4 % a celiakia potvrdena biopticky
okolo 0,7 %. Prevalencia celiakie sa lisi do urcitej miery podla geografickej oblasti (Obrazok 1),
pohlavia (u zien sa vyskytuje CastejSie nez u muzov, ato vpomere 2 - 3 : 1) a veku (Castejsie je

diagnostikovana u deti nez u dospelych), pricom geografické rozdiely suvisia s pocetnostou vyskytu

génov kodujucich molekuly HLA-DQ2 alebo HLA-DQS8 a typom stravy v danej populacii (Singh et
al., 2018).

| Mexiko b
11,5% -3,5%
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Obrazok 1: Epidemiologia celiakie na prikladoch z niektorych krajin (prevzaté a upravené podla Zdroj
2)

Vramci Eurdpy sa celiakia vyskytuje s vy$Sou prevalenciou nez 1 % v Skandindvskych
krajinach, frsku a Velkej Britanii, kopirujuc relativne vyssiu prevalenciu haplotypov HLA-DQ2 a/alebo
HLA-DQS v severozapadnej Eurdpe (Ciccocioppo et al., 2015; Gujral et al., 2012). Priblizne rovnaka
prevalencia celiakie v populécii ako v Eurdpe sa vyskytuje aj v Severnej Amerike (~1 %). Globalne je
potom nizsiu prevalenciu nez 1 % mozné pozorovat’ v krajinach Juznej Ameriky (~0,4 %) a Karibiku,
v krajinach subsaharskej Afriky (~0,5 %) ¢&i v juhovychodnej Azii, kde okrem nizkeho vyskytu
rizikovych haplotypov zohravajt svoj podiel aj odli$né stravovacie ndvyky — nizka konzumécia pSenice
na ukor hlavnej zlozky tunajSej kuchyne, ktorou je ryza (Gujral et al., 2012). Vysoka prevalencia u
populdcie Zijucej na uzemi Zapadnej Sahary (prevalencia 5,6 %) sa odovodituje ako vysokym podielom
HLA-DQ?2 génov v populacii, tak na pSenicu bohatou stravou zavedenou este pocCas kolonizacie severnej

Afriky (Makharia et al., 2022).

V Ceskej republike ana Slovensku podla vykazanych dat od poistovni (ambulantna
a hospitaliza¢na starostlivost’) trpelo v roku 2017 celiakiou zhruba 0,2 % z celkového poctu obyvatel'ov,
pricom skuto¢na prevalencia bude ovel'a vyssia vzhl'adom k tomu, Ze v tychto udajoch nie s zapocitani
l'udia, ktori lekdra v danom roku nenavstivili, alebo nemaju defintivne potvrdent diagnozu celiakie (t;.
klinické priznaky, sérologia a biopsia tekného creva). Predpokladand prevalencia celiakie podla dat
Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) CR z roku 2021 je u 1 pacienta zo 100, pri¢om
diagnostikovana je len Stvrtina chorych (Zdroj 3).

1.2. Problematika obilnin v ramci bezlepkovej diéty

Predtym nez budu v d’alsich kapitolach rozobrané mechanizmy patogenézy celiakie, jej geneticky
podklad a environmentalne faktory, ktoré prispievaju k jej rozvinutiu u predisponovanych jedincov, je
dolezité pochopit, ako vyzera a pdsobi hlavny spustac tohto ochorenia — glutén. V tejto kapitole bude
venovana pozornost’ imunogenicite gluténu, ktory sa nachadza v obilnindch, najméi v pSenici, jaCmeni,
raZi a ovsi, ktory je v kontexte bezlepkovej diéty este stale kontroverzna téma. Ciel'om tejto kapitoly je
uviest’ do problematiky obilnin v kontexte celiakie a zaroven poukazat’ na odli$nosti u imunogenicity

ovsa a jeho potencialne prinosy v bezlepkovej diéte.

Rod Triticeace patri do podcelade lipnicovitych (Poaceae) Na zahiiia rody s mnohymi
domestikovanymi druhmi plodin ako je pSenica, jatmen a raz. Tieto obilniny maji vysoku nutricna
hodnotu a potraviny z nich vyrobené st chutné. Mimo to st z pol'nohospodarskeho hl'adiska pomerne
adaptabilné a dobre skladovatelné. Avsak vSetky odrody psenice, jacmena a raze obsahuju vo svojich
zrnach imunostimulacné gluténové 1inegluténové peptidy, ktoré sa podielaji na roznych
potravinovych alergiach a intoleranciach (Sapone et al.,, 2012). V poslednych desatrociach
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pozorujeme s konzumaciou pSenice a jej pribuznych obilnin dva trendy: 1. narast ochoreni vyvolanych
tymito obilninami, ktory nemozno vysvetlovat' len zlepSenim diagnostickych moznosti a 2.
stravovanie sa bezlepkovou diétou (alebo diétou so znizenym obsahom lepku), ktorti konzumuje viac

jedincov, nez by odpovedalo prevalencii celiakie a alergii na pSenicu (Fasano et al., 2015).

Lepok (latinsky glutén) je vo vode nerozpustnd zmes zasobnych proteinov obilného zrna -
pSenice, razi, jaémena a ovsa, ktora zostava po vymyti zrna (Naik et al., 2018). V pripade pSeni¢éného
gluténu sa jedna o gliadiny a gluteniny, ktoré st pre pacientov s celiakiou toxické (Fasano, 2011).
Gliadiny st vramci svojho aminokyselinového retazca schopné vytvarat intramolekularne
disulfidické mostiky, prostrednictvom ktorych st schopné sa rovnako viazat' aj ku gluteninom, a tym

protein stabilizovat’ (Obrazok 2) (Shewry & Tatham, 1997).

Gliadin Glutenin

Gluten (gliadin + glutenin)

Obrizok 2: Struktiirne zobrazenie psenicného gluténu (prevzaté od (Fasano, 2011))

Proteiny endospermu obilného zrna rozpustné v etanole - prolaminy; pre pSenicu zname ako
gliadiny, pre raz sekaliny, pre jaémen hordeiny a pre ovos aveniny, sa v rdznom pomere podiel’aju na
svojom zastipeni v zrne, ¢o je jeden z kl'i€ovych faktorov odliSnej imunotoxicity tychto obilnin.
Psenica obsahuje najviac prolaminov (80 — 85 % z celkovych proteinov), naopak, v ovsi je ich obsah
najnizsi (10 — 15 % zo zrna) (Biesiekierski, 2017; Shewry et al., 1995). Prolaminy maji vo svojej
primarnej Struktire vysoky obsah prolinu (10 — 29 %) a glutaminu (26 — 53 %), ktoré ich robia
odolnymi voci Tudskym gastrointestinalnym enzymom. Nastiepané peptidy obilnin zahfiiaji
imunogénne a toxické varianty, na ktoré reaguje imunitny systém celiaka dvomi typmi odpovedi -
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rychlou odpoved’ou vrodeného imunitného systému a pomalSou adaptivnou imunitnou reakciou
spojenou s aktivaciou T-buniek v lamina propria mucosae (Maiuri, 1972) . Tieto peptidy v duodenu

celiakov spustaju kaskadu dejov, ktora sa d’alej podiel'a na patogenéze celiakie (Scherf et al., 2018).

Review zroku 2016 zahfnia i popis imunogenicity gluténovych peptidov u ja¢mena a raze
(podobnych molekule pSeni¢ného a2-gliadinu). Ta do znacnej miery zalezi na obsahu prolinu, ktory
zaist'uje rezistenciu voci Stiepeniu gastrointestindlnymi peptidazami (Balakireva & Zamyatnin, 2016).
Skrizena reaktivita medzi a-gliadin Specifickymi T-bunkami pacientov s celiakiou a imunogénnymi
aminokyselinovymi sekvenciami hordeinov a sekalinov otestovana in vitro dokazuje, Ze nie len
pSenica, ale aj jaCmen a raz st pre pacientov s celiakiou imunogénne. Této in vitro ,,cross-reaktivita“

vSak nebola dokdzand pre aveniny v ovsi (Comino et al., 2016; Wahab et al., 2016).

Z podcelade lipnicovitych patri ovos do iné¢ho rodu nez psenica, jaCmen araz. Ovos sa od
tychto obilnin mimo iné lisi v Struktire a percentualnom zastupeni svojich prolaminov, ktoré maju
v porovnani s gliadinmi, sekalinmi a hordeinmi mensi obsah prolinu (Arentz-Hansen et al., 2004).
Okrem mensSieho obsahu prolinu obsahuje ovos také sekvencie aminokyselin, ktoré st in vitro lepSie
Stiepitelné gastrointestinalnymi proteazami a vykazuju len slabi vizbu na HLA-DQ2 antigény
(Comino et al.,, 2016). Nizky imunoreaktivny potencidl ovsa ajeho kultivarov vyplyvajuci
z doterajsich skumani ukazuje dobré predpoklady na zaclenenie tejto obilniny do bezlepkovej diéty

celiakov, av§ak bezpecnost’ a vhodnost’ jeho konzumacie celiakmi zostdva este stale kontroverzna.

Zatial’ ¢o niektoré Stidie naznacuju, Ze ovos je tolerovany celiakmi bez nepriaznivych G¢inkov
(Holm et al., 2006; Stersrud et al., 2003), iné ukazuju, ze uréité kultivary ovsa mozu vyvolat’ imunitnii
reakciu a viest’ k pretrvavajlcej intraepitelialnej lymfocytoze (Tuire et al., 2012) a zapalu v duodenu
(Lundin et al., 2003). Studia zroku 2014 poukazala na to, Ze u celiakov mdZe ovos zmenit
u intestinalnych buniek expresie mRNA pre imunitné zapalové faktory tak, ze dojde k aktivacii T-

buniek a zvySenej permeabilite intestinalnych tesnych spojov (Sjoberg et al., 2014).

Tieto protichodné zistenia odkryvaju individudlnu variabilitu citlivosti pacientov s celiakiou
na ovos a zdoraziuju dblezitost’ rozliSovania medzi réznymi skupinami pacientov s celiakiou na
zéklade ich citlivosti na obilné zrna. Vyskum v poslednych dekadach naznacil, ze medzi jednotlivymi
kultivarmi ovsa existuji rozdiely v schopnosti aveninov vyvolat’ in vitro reakciu T-lymfocytov
celiakov (Silano et al., 2007; Silano et al., 2014). Pri zaCleneni ovsa do bezlepkovej diéty je teda
dolezité zvazovat’ faktory ako je najmenej imunogénny kultivar ovsa, metddy spracovania ovsenych
zin a moznad krizovad kontamindcia zpody obilninami lepok obsahujicimi, alebo nasledne pri

spracovani zozatych ovsenych zin a naslednej distribucii (Comino et al., 2011; Comino et al., 2012).

Metaanalyza zroku 2016 taktiez vyhodnotila, Ze zavedenie nekontaminované¢ho ovsa do
bezlepkovej diéty nie je u stabilizovanych celiakov spojené so ziadnymi rizikami od symptomatologie,

cez sérologické hladiny autoprotilatok az po histologické nalezy (La Vieille et al., 2016) a rovnako
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bola vrandomizovanej klinickej Stadii preukdzand aj bezpecnost' konzumadcie bezlepkového ovsa
detmi s celiakou (Lionetti et al., 2018). U zhruba 8 % celiakov konzumujucich ovos sice dochadza
k vzniku avenin-reaktivnych T-lymfocytov, avSak konzumacia beznych dennych davok ovsa (100
g/den) sposobuje len vel'mi slabu reakciu tychto buniek na avenin (Hardy et al., 2015). Je dolezité
taktiez zmienit, Ze doposial’ nebola in vivo preukazana skrizena aktivacia glutén-reaktivnych T-
lymfocytov po konzumacii bezlepkového ovsa (Comino et al., 2016). Véac¢Sina pacientov s celiakiou je
teda schopna tolerovat ovos vo svojej diéte (pokial nie st na ovos alergicki alebo vo¢i nemu
imunosenzitivni). Je v§ak naozaj dolezité, aby pacienti s celiakiou, ktori chct zaradit’ ovos do svojej

stravy, dbali na vyber skutocne bezlepkového nekontaminovaného ovsa (Haboubi et al., 2006).

Sice sa kvalita bezlepkovych potravin v poslednych desatrociach vyrazne zlepsila a stala sa
dostupnejSou, dodrziavanie bezlepkovej diéty aj napriek tomu nemusi nevyhnutne zabezpecit
dostatocny nutricny a vyvazeny prijem zivin. Ked'’ze ovos je dolezitym zdrojom bielkovin, lipidov,
vitaminov, mineralov a vlakniny, jeho bezpecné zaradenie do bezlepkovej diéty by mohlo zlepsit

nutricny stav a diverzitu stravy celiakov.

1.3. Etiopatogenéza celiakie

Ako uz bolo na tivod zmienené, na rozvinuti celiakie a jej etiopatogenéze sa podiela viacero faktorov
pricom zésadnym je geneticka predispozicia vkombinacii skonzumaciou lepku z potravy,
nasledovana abnormalnou reakciou imunitného systému. Pretoze nie u kazdého jedinca, ktory je
nositel'om rizikovych HLA alel (25 — 40 % beZnej populacie je nositelmi tychto HLA genotypov) sa
celiakia rozvinie, je zrejmé, Ze sa na rozvoji a patogenéze tohto ochorenia podiel'aji aj iné¢ gény a
environmentalne faktory, ktoré tiez zohravaju dolezit tlohu pri rozvoji tohto ochorenia. Stihra medzi
genetickou nachylnostou a environmentalnymi spistaémi je zlozitd a eSte stile nie je Uplne
pochopena. Predpoklada sa, Ze urcité faktory prostredia mozu interagovat’ s genetickou nachylnostou
a vyvolat’ celiakiu u citlivejsich jedincov (Lebwohl et al., 2018). Genetické a environmentalne faktory,
patogenéza a imunopatogenéza v ramci celiakie budi postupne detailnejsie rozobraté v nasledujucich

podkapitolach.
1.3.1. Vplyv genetickych faktorov na rozvoj celiakie

Celiakia je rovnako ako iné autoimunitné ochorenia polygénne dedi¢na. Studie v rodinach s vyskytom
celiakie a Stadie s dvojcatami konzistentne preukazali vysSie riziko (10 — 15 %) rozvinutia celiakie
u pribuznych prvého stupiia diagnostikovanych jedincov (Corazza et al., 1992). Na dedi¢nosti sa
podielaju ako HLA gény, ktoré st hlavnym predisponujucim faktorom, tak neopomenuteln tilohu
zohravaju aj non-HLA gény identifikované hlavne prostrednictvom celogendémovych asocia¢nych
stadii (GWAS) (Lebwohl et al., 2018). V stvislosti s predispoziciou k celiakii boli skimané najma

gény zapojené do imunitnej regulacie, ktoré hraju tlohu pri modulécii imunitnej odpovede na glutén



¢i gény udrzujice integritu crevnej bariéry (Coleman, Quinn, Ryan, Conroy, Trimble, Mahmud,

Kennedy, Corvin, Morris, Donohoe, O’Morain, et al., 2016; Hunt et al., 2008; van Heel et al., 2007).

Gény pre l'udské leukocytarne antigény sa nachadzaji na kratkom ramienku 6. chromozému
(Obrazok 3). Funkciou tychto génov je riadit’ tvorbu proteinov, ktoré pomahaju imunitnému systému
rozliSovat’ medzi telu vlastnymi a cudzorodymi latkami. To umoziiuje imunitnému systému efektivne
identifikovat’ a chrénit’ organizmus pred patogénmi a poSkodenim. S celiakiou asociované st najmi
HLA molekuly 2. triedy, ktoré st lokalizované na povrchu buniek imunitného systému (napriklad na
B-bunkéch, antigén prezentujtcich bunkéch a aktivovanych T-bunkéch) alebo na povrchu niektorych

epitelovych buniek, akymi st napriklad enterocyty (Choo, 2007).

Chromozom 6 kls'ltke ramienko
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Obrazok 3: Lokalizdacia génov HLA na kratkom ramienku 6. chromozomu (prevzaté a upravené podla

(Undlien et al., 2001))

Ako uz bolo spomenuté vysSie, hlavnym faktorom predisponujucim k vzniku celiakie su
$pecifické varianty v oblasti HLA génov. Konkrétne sa jedna o haplotypy HLA-DQ2 a HLA-DQS,
ktoré su pritomné u viacsiny jedincov s celiakou a ich pritomnost’ vyrazne zvySuje riziko vzniku
ochorenia. Az 90 — 95 % celiakov ma haplotyp HLA-DQ2, zatial’ ¢o celiakov s HLA-DQ8 je 5 — 10 %
(Taylor et al., 2019). Lebwohl a kolektiv (2018) uvadzaju, ze pritomnost’ haplotypu HLA-DQ2 alebo
HLA-DQS8 je zodpovedna az za 40 % genetického rizika celiakie. Molekuly HLA-DQ2/ -DQS su
heterodiméry zlozené z alfa a beta podjednotiek, pricom kazda podjednotka mdze byt kddovana
viacerymi alelickymi variantami génu DQOA! v pripade alfa retazca, tak DOBI v pripade beta ret’azca.
Rizikové alely pre ich alfa abeta podjednotky moézu byt pritomné na jednom alebo oboch
chromozémoch aich dedi¢nost’ sa riadi pravidlami mendelovskej genetiky. Konkrétne kombinécie

alelickych variant pre alfa abeta podjednotky na jednom chromozéme tvoria haplotyp. Kazdy
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haplotyp potom koduje urcity sérotyp povrchovych HLA-DQ molekul (Choo, 2007). Az 99 %
celiakov ma gény kodujlce sérotypy HLA-DQ2.2, HLA-DQ2.5 alebo HLA-DQS8 (Tabulka 1). Tieto
sérotypy sa od seba lisia vizbou konkrétnych aminokyselin gliadinového retazca a zaroven v miere
naslednej reaktivity CD4" T-lymfocytov. HLA-DQ2.5 ma najvy$8iu schopnost’ aktivacie CD4" T-
lymfocytov, preto jedinci s tymto haplotypom, obzvlast homozygotni, maju najvyssie genetické riziko
pre vznik celiakie (du Pré & Sollid, 2015; Liu et al., 2014). Je to tiez naj¢astejsi sérotyp vyskytujlci sa
takmer u 95 % celiakov (Ricafio-Ponce et al., 2015). Naopak jedinci s HLA-DQ2.2 na jednom
chromozéme maju najnizsie riziko rozvoja celiakie. VSeobecne plati Ze ¢im vyssia je ,,davka“ génov
predisponujucim k celiakii, tym vysSie je riziko jej rozvinutia, avSak klinicka manifestacia

s konkrétnym haplotypom nekoreluje (Lundin & Wijmenga, 2015).

Tabul’ka 1: prevzaté a upravené podla (Taylor et al., 2019)

Zavislosti genetického rizika na pritomnosti konkrétnych HLA haplotypov

Diplotyp HLA-DQ2/DQ8 Genetickeé riziko

DQ2+DQ8 1.7 (14,3 %)

DQ2 + DQ2 alebo DQ2 homozygot DQB1*02 1:10 (10 %)
DQ8 +DQ8 1:12 (8,4 %)

DQ8 + DQB1*02 1:24 (4,2 %)

homozygot DQB1*02 1:26 (3,8 %)

DQ2 na jednej alele 1:35 (2,9 %)

DQB8 na jednej alele 1:89 (1,1 %)

15 DQ2 : DQB1*02 1:210 (0,5 %)

15 DQ2 : DQAT*05 1:1842 (0,05 %)

Pritomnost’ haplotypov HLA-DQ2 ¢i -DQ8 na povrchu antigén prezentujucich buniek
celiakov je rozhodujuca pre rozpoznavanie gluténovych zloziek ako cudzorodych antigénov.
Specifické aminokyselinové zlozenie HLA-DQ2 a HLA-DQS8 molekil vo svojom vidzobnom mieste
vytvara pozitiviny naboj, ktory umozniuje G¢inni vézbu negativne nabitych aminokyselin (prolinu
a kys. glutdmovej) v peptidoch gliadinu (a gluteninu). Vézba tychto deamidovanych peptidov do
vizobnych miest HLA-DQ2/ -DQ8 umozni ich rozpoznanie CD4" T-bunkami, ¢o u celiakov vedie k
charakteristickej imunopatologickej reakcii v duodenalne;j sliznici (Du Pré & Sollid, 2015) (Obrazok
4).
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Obrazok 4: Schematické znazornenie HLA-DQ2/ -DQ8 molekuly na povrchu APC, jej vizbove miesto

skladajuce sa z alfa a beta podjednotky (fialova) ma vysoku afinitu viazat deamidované peptidy
gliadinu (hneda) a tym umozni jeho rozpoznanie T bunecnému receptoru (TCR) vyskytujucemu sa na

povrchu v tomto pripade CD4" T-buniek.

Co sa tyka non-HLA génov spajanych so zvysenou predipoziciou k celiakii, zatial’ bolo
identifikovanych najmenej 42 génovych lokusov na roznych chromozémoch prostrednictvom
celogenomovych asociacnych §tadii (Sharma et al., 2016) a tento pocet sa s prebiehajucim vyskumom
neustale zvysSuje. Mnozstvo z tychto non-HLA génov je tiez asociovanych aj s inymi autoimunitnymi
poruchami. Vo va¢Sine pripadov sa jedna o gény zodpovedné za regulaciu buniek imunitného systému
jak vrodenej tak Specifickej imunity (napr. /L2, IL21, ILISRAP, SH2B3, CCR5, ZNF335...) a o gény
zodpovedné za udrziavanie bariérovej funkcie ¢reva (Coleman et al., 2016; Hunt et al., 2008; Ricafio-

Ponce et al., 2015; van Heel et al., 2007).

1.3.2. Environmentélne faktory

Genetické pozadie celiakie je schopné vysvetlit’ riziko jej rozvinutia len z 55 % (Zdroj 4). Ako bolo
pojednavané v predoslej kapitole, haplotypy HLA-DQ2 a HLA-DQS sa v populacii vyskytuju cCasto,
avSak celiakia sa rozvinie len uzhruba 3 % ich nositelov (Abadie & Jabri, 2015). Medzi
environmentalne faktory potencidlne prispievajice k vzniku celiakie patri dojCenie, naCasovanie
zavadzania a mnozstva lepku do stravy dojéiat a batoliat, virusové infekcie ¢i ¢revny mikrobidm

(Lionetti & Catassi, 2015).

O prospesnosti doj¢enia na zdravie a vyvoj deti dnes uz niet pochyb. Okrem priaznivého

vplyvu na ¢revnu sliznicu a vyzrievanie jak slizni¢nej tak aj systémovej imunity, je dojcenie dobry



sposob, akym sa cez materské mlieko dostavaju k dojcatu gluténové peptidy, ktoré mu napomahaju
k vzniku oralnej tolerancie gluténu (Zdroj 4). Materské mlieko d’alej obsahuje mnozstvo bioaktivnych
latok, ktoré s substratom pre rast prospesnych ¢revnych baktérii. Vplyv dojCenia a nacasovanie doby
zavadzania lepku do stravy dojcCiat s uz roky predmetom vyskumov. Zo zaciatku sa predpokladalo, zZe
dojcenie by mohlo mat’ protektivny efekt na vznik celiakie (Akobeng et al., 2006; Auricchio et al.,
1983). Tato hypotéza vSak bola neskor vyvratena viacerymi Stidiami ako vo svojom review zhrnuli
Lionetti & Catassi (2015). O rok skor Lionetti a kolektiv priniesli v ramci svojich vyskumov aj novy
pohl'ad na tlohu doj¢enia pri vzniku celiakie. U dojciat s familiarnym rizikom vzniku celiakie nebol
pozorovany Ziadny protektivny u¢inok dojéenia. Dizka dojéenia bola podobna medzi detmi, u ktorych
sa celiakia vyvinula, a tymi, u ktorych sa nevyskytla (5,6 a 5,8 mesiaca). TaktieZ nebol zisteny
vyznamny rozdiel v percente deti, u ktorych sa vyvinula celiakia, bez ohl'adu na to, ¢i boli dojcené,
neboli dojéené alebo mali réznu dizku dojéenia. Okrem toho zavadzanie lepku pocas dojéenia alebo na
umelej vyzive vyznamne neovplyvnilo pravdepodobnost’ vzniku celiakie (Lionetti et al., 2014). Hoci
teda existuju opodstatnené dovody na odporuanie predizeného dojéenia, prospektivne §tidie
nezaznamenali Ziaden protektivny ¢inok dojcenia proti celiakii, pretoze u deti s rizikom celiakie sa
ukazuje, ze genetickd predispozicia ma vacsi vplyv na riziko rozvinutia celiakie nez doba dojcenia

a nacasovanie zavadzania lepku do stravy a jeho mnozstvo.

Fenoménom vyskumov v poslednych rokoch sa stal taktiez mikrobiém a jeho loha v réznych
patoldgiach a ochoreniach. V§eobecne hra ¢revny mikrobiém dolezita Glohu pri vyzrievani imunitného
systému v postnatalnom obdobi, vo vyvoji ordlnej tolerancie antigénov, ale aj v samotnej absorpcii
a metabolizme zivin prijatych v potrave. Mikrobiom sa sklada z baktérii (podporujucich regulacni
imunitnu odpoved’ ale aj podporujucich zapalovli imunitnti odpoved’), virusov, plesni a parazitov
(Hogenova et al., 2019). Vyznamna bakteridlna kolonizacia prebieha napriklad uz pri pdrode, preto sa
kladie doéraz na spdsob pdrodu — prirodzeny alebo cisarsky rez, ktory nésledne ovplyvni zloZenie
revnej mikrobioty do Zivota. Ziadne recentné $tudie vsak nedokézali najst’ presved&ivi asociaciu
medzi typom porodu a zvysenim/ znizenim rizika vzniku celiakie (Sander et al., 2018). Co sa tyka
vplyvu uZzivania antibiotik na crevny mikrobiom, jedna sa sice o preukazané disruptory nasho
mikrobiomu, ale ani vysledky studii spajajucich vplyv uzivania antibiotik na rozvoj celiakie doposial’
neprinesli ziadne definitivne zavery (Cenit et al., 2015; Marild et al., 2013). Ukazuje sa vSak, zZe
celiakia je spojena s ¢revnou dysbidzou, ktorti nedokdze napravit' ani bezlepkova diéta. Dysbidza,
nerovnovaha v ¢revnej mikroflore, moéze byt’ ovplyvnend ako genetickymi, tak aj environmentalnymi
faktormi. Zistilo sa, Ze geneticka vybava, najmé u doj¢iat s familiarnym vyskytom celiakie nesucich
haplotypy HLA-DQ2, ovplyviiuje skoré zloZzenie crevnej mikrobioty (Lionetti et al., 2014). To
naznaCuje, Ze genotyp nachylny k vzniku ochorenia moéze ovplyvnit vyber pociatoénych
kolonizatorov &reva a prispiet’ k riziku vzniku ochorenia postupom ¢asu. Crevna dysbidza taktie
modze podporovanim tvorby toxickych a imunogénnych peptidov z lepku prostrednictvom

proteolytickych aktivit intestinalnych enzymov prispievat’ k rozvoju celiakie. Okrem toho moéze

10



ovplyvnit' interakcie nositel-mikroorganizmus atym potencialne ovplyvilovat funkcnost’
a priepustnost’ ¢revnej bariéry a imunitné funkcie zahiajic napriklad regulaciu cytokinovej siete s jej
pro- a protizapalovymi faktormi. Sice doteraz nebola definovana dysbidza typicka pre pacientov
s celiakiou, vyskumy naznacuju ze mikrobiom moZze prispievat’ k patogenéze a klinickej manifestacii
celiakie (Marild et al., 2015). Pochopenie tlohy dysbidzy v patogenéze celiakie si vyzaduje d’alSie
skiimanie jej vplyvu na tvorbu peptidov a ich ucinky na ¢revnt bariéru a imunitny systém (Cenit et al.,

2015; Verdu et al., 2015).

Infekcie, obzvlast’ gastrointestinalne, ovplyviiuji permeabilitu ¢reva, ¢o umozituje imunogénnym
gluténovym peptidom prechadzat’ cez intestindlnu bariéru. St tiez spdjané so zvysSenym rizikom
rozvoja celiakie (Stene et al., 2006). Prechodu virusov (najmé rotavirusov, ale iadenovirusov,
enterovirusov, virusov hepatitidy, EBV,...) cez intestinadlnu bariéru tiez mézu napomoct’ sekvencné
podobnosti medzi virusovymi a gluténovymi peptidmi. Virusové infekcie mozu tiez modifikovat
expresie tzv. pattern recognition receptorov (PRR), Co je rozhodujice pre interakcie hostitel-
prostredie. Sice na tato problematiku existuje vyskum enterocytov, je ale znaéne obmedzeny. Stadie s
inymi buneénymi liniami vSak tieto poznatky o zmenach expresie PRR poskytuju, napriklad u
pediatrickej celiakie boli hlasené pripady, kedy doslo v ¢revnej mukoze k zmenam génovej expresie
toll-like receptorov (TLR) a ich regulatorov (Hernandez et al., 2012; Jiang et al., 2008; Marild et al.,
2015; O’Hara et al., 2012). Na pochopenie vplyvu a zavislosti medzi mikrobiomom, dysbidézou

a infekciami i ich ulohou u celiakie je v§ak potrebny d’al$i vyskum.

1.3.3. Patogenéza celiakie

Ako uz zhrnuli predoslé kapitoly, k rozvoju celiakie su nevyhnutné dva faktory — geneticka
predispozicia a konzumécia lepku v strave. Suhra tychto faktorov u daného jedinca spusti kaskadu
imunopatologickych procesov veducich k tvorbe autoprotilatok, morfologickym zmenam ¢revného
epitelu a klinickym prejavom, ako intestindlnym tak neintestinalnym (Schéma 1). Reakcia je
sprevadzana naruSenim Crevnej bariéry a zvySenou priepustnostou duodena pre antigény pritomné
vjeho lumen. Patofyziologické dosledky nie st limitované len na duodenum, kde dochadza
k autoimunitnému zapalu a procesom destrukcie Crevnej sliznice, ale aj extraintestinalne (Koning et

al., 2005).
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Schéma 1: Priciny a nasledky celiakie (upravené podla (Naik et al., 2018))

Celiakia je teda dnes v znama ako systémové ochorenie so Siroko variabilnymi klinickymi
prejavmi, ktoré st vysledkom malabsorbcie a/alebo imunologického poskodenia. Medzi klasické
¢revné priznaky patria chronické alebo periodické hnacky alebo v opacnom pripade zapcha, steatorea
(nadmerné mnozstvo tuku v stolici), chronické bolesti brucha abrusné koliky, nafukovanie,
nechutenstvo alebo zvracanie. Medzi Casté extraintestinalne prejavy celiakie patri dermatitis
herpetiformis, Unava, anémia acelkovd malnutricia, osteoporéza ¢i osteopénia a poruchy
rozmnozovacej sustavy, v krajnych pripadoch veduce k neplodnosti (Barker & Liu, 2008). U deti
potom mdze v ramci extraintestinalnych prejavov d’alej dochadzat’ k poruchdm rastu, hmotnostnym
ubytkom, neskorSou pubertou, defektom zubnej skloviny, poruchdm spravania a neurologickym

problémom (Fasano, 2005).
1.3.4. Imunopatogenéza celiakie

Kedze je celiakia autoimunitné ochorenie, rada by som v tejto praci zdoraznila zvlast’ v tejto
samostatnej kapitole patologické procesy prebiehajice na imunitnej trovni Specifickej (adaptivnej)

imunity, tak na irovni ne$pecifickej (vrodenej) imunity, a potom sa zamerala na tlohu monocytov.

Toxické a imunogénne gluténové peptidy spustaju dve imunopatologické drahy u celiakie.
Prvou je odpoved neSpecifickej imunity, ktora vedie k aktivacii zloziek adaptivnej imunity a
k priamemu poskodeniu duodenalneho epitelu a druhou je odpoved’ adaptivneho imunitného systému,

ktora prebieha v lamina propria mucosae duodena .

Ked’ u celiaka dojde k pozitiu lepku z potravy, v traviacom trakte dochadza k jeho nastiepeniu
na kratSie peptidy pomocou gastrointestinalnych peptidaz. Frakcie gluténu, vratane gluteninu
a gliadinu (predominantne jeho 33-méru) su rozpoznavané ako Skodlivé cudzorodé agens APC
bunkami v Crevnej sliznici. APC spracuju gliadinové peptidy a zacnll ich vystavovat’ na svojom
povrchu prostrednictvom HLA-DQ2 a/ alebo HLA-DQS8 molektil CD4" T-lymfocytom. Interakcia

12



medzi gliadinovymi peptidmi naviazanymi cez HLA molekuly na APC a CD4" T-bunkami vedie k
aktivacii T-buniek a uvolneniu prozapalovych cytokinov, ako je interferon-gama (IFNy) a interleukin
(IL)15, 1L17, 1IL21, IL8 ¢i tumornekrotizujuci faktor alfa (TNFa). Tieto cytokiny prispievaji jednak
k zapalu, a jednak k povolavaniu d’al$ich zloziek imunitného systému poskodzujicich ¢revnu sliznicu.
Okrem toho aktivované T-bunky stimuluju B-bunky k tvorbe protilatok imunoglobulinu A (IgA) a
imunoglobulinu G (IgG), cieliacim na vlastnt tTG2, endomyzium a gliadin. Tvorba tychto protilatok a
ich ukladanie v sliznici ¢reva a krvnej cirkulécii d’alej udrziava a podporuje patologick imunitnu
odpoved’ a prispieva k poSkodzovaniu c¢revného tkaniva (Koning et al., 2005). Pre grafické

znazornenie popisovanej patologickej reakcie je nizsie prilozeny Obrazok 5.
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Obrazok 5: Zjednodusena schéma patogenézy celiakie (upravené podl'a Kochhar et al., 2016)).
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1.3.4.1.  Uloha $pecifickej imunity v patogenéze celiakie

Ako bolo postupne priblizené v predoslych kapitolach, patogenéza celiakie je silne asociovana
s glutén-$pecifickymi CD4" T-bunkami, ktoré sa k nej prispievaju hned’ na niekol’kych urovniach. Su
schopné proliferovat’ a diferencovat’ sa do mnohych bunec¢nych podtypov v zavislosti od antigénnej a
cytokinovej stimuldcie, su taktiez velkym producentom prozapalového IFNy. Tento prozapalovy
cytokin d’alej podporuje ich diferenciaciu na T-helper 1 bunky (Thl), ktoré podporuju zmenu
produkcie triedy imunoglobulinu B-bunkami a prezentdciu HLA, ana Th17 bunky. IFNy ma tiez
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tlmivl aktivitu na T-regulacné lymfocyty (Tregs) (Larkin et al., 2013), ktoré zodpovedaju za imunitna
toleranciu, a podporuje diferencidciu a aktivitu cytotoxickych CD8" T-lymfocytov (Tau et al., 2001).
Cytotoxické T-lymfocyty mimo iné poSkodzuju pri celiakii duodendlnu sliznicu. IFNy indukuje
uvolnenie matrixovych metaloproteaz a d’alSich enzymov z myofibroblastov v lamina propria
mucosae, ktoré vedie k destrukcii medzibunkovej hmoty a remodelaciam intestinalnej sliznice (De Re

et al., 2017; Quinn et al., 2015; Roychoudhuri et al., 2013).

Okrem toho maji CD4" T-bunky priamy cytotoxicky efekt prostrednictvom sekrécie
cytotoxickych granul obsahujicich granzym B a perforin (Takeuchi & Saito, 2017). Dokézu priamo
usmrtovat cielové bunky sposobom vidzby antigénu s HLA molekulami II triedy pri priamom
kontakte. Glutén-Specifické CD4" T-bunky sa podiel'aju aj na indukcii Th2 tak, Ze poskytuju podporu
B-bunkdm. Komplexy gliadin-tTG2 su prostrednictvom B-bunkového receptoru (BCR)
internalizované a nasledne su na povrchu tychto B-buniek prezentované gliadinové peptidy vo vézbe
na HLA molekuly (Abadie & Jabri, 2015; Fleckenstein et al., 2004). Tymto spdsobom je gliadin opat
prezentovany CD4" T-bunkam, to vedie k zosilneniu T-bune¢nej odpovede. Dochadza k aktivacii B-
buniek, ktoré za¢nl klonalne expandovat’ a diferencovat’ sa do plazmatickych buniek, ktoré nasledne
produkuju IgA a IgG protilatky smerujuce proti vlastnej tTG. Dochadza ik tvorbe autoprotilatok

namierenych proti endomyziu a samotnému gliadinu (Sollid et al., 1997).

Podl'a pozorovani mézu anti-tTG2 protilatky narti$at’ angiogenézu a vaskularnu permeabilitu,
negativne ovplyviiovat’ proliferaciu a diferenciaciu enterocytov, modulovat funkciu a permeabilitu
intestinalnej bariéry, ¢im dochadza k vi¢Siemu mnozstvu vtoku gliadinu prenikajuceho do lamina
propria mucosae (Zdroj 5). V kazdom pripade sa ale pritomnost’ IgA protilatok proti tTG2 (a
endomyziu) zacala vyuzivat ako spolahlivd diagnosticka metoda, ktora dnes predstavuje zlaty
Standard v neinvazivnej diagnostike celiakie. NajCastejSie stanovovanymi protildtkami su anti-tTG2
IgA a endomyzialne (EMA) IgA protilatky. Specifickost’ tychto testov je pomerne vysoka, pohybuje
sa od 90 % do 98 %, o znamena, Ze presne identifikuju jedincov bez celiakie, ale citlivost’ (schopnost’
testu spravne identifikovat jedincov s celiakiou) tychto testov sa vSak moze lisit’. Pre anti-tTG2 IgA sa
citlivost’ pohybuje od 80 % do 95 % a pre EMA IgA je este vyssia, od 90 % do 98 % (Rostom et al.,
2005).

1.3.4.2.  Uloha ne$pecifickej imunity v patogenéze celiakie

Vrodena imunita tvori prva, rychlu a neSpecificka liniu obrany tela pred patogénmi a cudzorodymi
latkami. Je nevyhnutna pre udrziavanie homeostdzy a prevenciu infekcii. Hlavné funkcie neSpecificke;j
imunity zabezpecuju jej efektorové bunky (medzi ktoré patria monocyty, makrofagy, dendritické
bunky (DC), neutrofily, anatural killer bunky) a zahimaju rozpoznavanie patogénov, fagocytozu,
inicidciu zapalovych procesov, aktivaciu komplementu a bariérovi ochranu. Vrodena imunita taktiez
hré kl'ucovu ulohu pri iniciovani imunitnej odpovede v spolupraci so zlozkami adaptivnej imunity
(Beutler, 2004).
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Pre celkové pochopenie celiakie je nevyhnutné doékladne presktimat’ tlohu vrodeného
imunitného systému v patogenéze tohto ochorenia, najmd v jeho indukcnej a efektorovej faze.
Vrodena imunita sa v kontexte celiakie zapaja do dvoch zasadnych procesov: na jednej strane pdsobi
ako spust’a¢, ktory sa podiel'a na strate tolerancie voci gluténu, zaroven vSak pdsobi ako faktor, ktory
aktivuje tzv. bunky s prirodzenou schopnostou zabijat. V ramci tenkého Creva tak prebiehaju
dynamické vzajomné interakcie medzi zlozkami vrodeného imunitného systému vratane cytokinov a
APC buniek, mikrobiomom, epitelovymi bunkami creva a intraepitelialnymi lymfocytmi (Kim et al.,

2015).

1.3.4.3.  Monocyty ako zékladna zlozka neSpecifickej imunity v patogenéze
celiakie

Monocyty, zakladna zlozka neSpecifického imunitného systému, pochadzaji z myelomonocytovych
kmenovych buniek z kostnej drene. Postupne potom monoblasty, odvodené z tychto myelomovych
buniek, dozrievaji v monocyty. Zrelé monocyty prechadzaji do krvného obehu, kde cirkuluja 1 - 3
dni pred svojou migraciou do réznych tkaniv, kde sa d’alej diferencuju a $pecializuju ako makrofagy
(Ziegler-Heitbrock, 2000). Ziegler-Heitbrock navrhol na definiciu krvnych monocytov pouzitie
protilatok CD14 a CD16. Pouzitim tychto markerov je mozné identifikovat’ dve ,.hlavné®, odlisné,
populacie monocytov. Jedna populacia pozostava zo silne CDI14-pozitivnych monocytov
(oznacovanych ako klasické monocyty alebo CD14""CD16™ monocyty), zatial’ ¢o minoritni populaciu
tvoria CD16-pozitivne monocyty, ktoré exprimuju CD14 na nizSej Grovni (zname ako neklasické
CD14*'CD16" monocyty). Nasledne bola eSte popisana tretia skupina takzvanych intermediarnych
monocytov, ktorda exprimuje relativne vySSie hladiny CD14 spojené s nizSou expresiou CDI16

(oznacovana ako CD14""CD16") (Obrazok 6).

33A_B_CDM14FITC+COMERE+..  mono

108

100

PE-4
10*

10°

-~

-4
]
et

104 10° 10t 10° 108
FITC-A
Obrazok 6: Zndzornenie zastupenia jednotlivych populdcii monocytov z periférnej krvi pomocou

prietokovej cytometrie, ruzova — populacia neklasickych monocytov, fialova — populacia
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intermediarnych monocytov, svetlomodra — populacia klasickych monocytov. Poznamka: autorka

pouziva iny format oznacovania populacii monocytov nez Ziegler-Heitbrock.

Nielen klasické monocyty, ale aj neklasické monocyty mézu fungovat ako prekurzory
dendritickych buniek, ktoré sliizia ako hlavna spojka medzi vrodenym a adaptivhym imunitnym
systémom prave vd’aka svojej schopnosti spracovat’ antigénny material a prezentovat’ ho na svojom
bunkovom povrchu (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Pokial’ ide pri skimani populacie monocytov
pomocou prietokovej cytometrie o vylicenie d’al§ich buniek, ktoré by mohli na povrchu exprimovat’
CD14 alebo CD16, ako st napriklad natural killer bunky (NK), vysledky mozno zlepsit’ pridanim anti-
HLA-DR ku kombinécii protilatok CD14 a CD16. Pri analyze plnej krvi pridanie tejto protilatky
taktiez vyluci DR-negativne, CD16-pozitivne granulocyty (Ziegler-Heitbrock, 2000).

Prevladajiicou podskupinou monocytov su klasické monocyty (u zdravych jedincov tvoria
okolo 80 — 90 % z celkovej populacie monocytov), ktoré hraji kI'i€ovt tilohu ako tzv. ,,scavengerové*
- vychytavacie bunky. Intermedidrne a neklasické monocyty su spdjané s prozapalovym fenotypom v
dosledku ich mobilizacie pocas chorobnych stavov a ich schopnosti vyluovat klicové zéapalové
cytokiny, ako s napriklad INFy, TNFa a IL1B (Belge et al., 2002; Frankenberger et al., 1996).
Taktiez bolo v in vivo §tudii skimajucej stimulaciu klasickych monocytov faktorom stimulujiucim
kolonie makrofagov (M-CSF) preukazané, Ze po stimulacii M-CSF dochadza k pociato¢nej expanzii
intermedidrnych monocytov v krvnom obehu, po ktorej nasleduje zvysenie frekvencie neklasickych

monocytov (Korkosz et al., 2012).

Rozpoznavanie patogénnych agens prebieha prostrednictvom Toll-like receptorov (TLRs), ¢o
su proteiny rozpoznavajiuce molekuldrne vzory spojené s patogénmi (PAMPs). St hojne exprimované
na monocytoch, makrofagoch, ale aj dendritickych bunkach a neutrofiloch, ale mo6Zeme ich nast’ aj na
fibroblastoch ¢i epitelidlnych bunkach. Ako zhrnuli vo svojom review Kawasaki a Kawai, 'udské
monocyty exprimuju rad Toll-like receptorov, ¢o im umoziuje rozpoznanie réznych PAMPs a
iniciaciu imunitnych reakcii proti roznym patogénom vratane baktérii, virusov, hub a parazitov.
Aktivaciou TLRs dochadza k spusteniu signalnej kaskady, ktord vedie k produkcii cytokinov a
imunomediatorov, podporujucich zépalové procesy a nabor d’alSich buniek imunitného systému. TLRs
maju rézne rozpoznavacie schopnosti, napriklad TLR4 identifikuje lipopolysacharidy (LPS)
gramnegativnych baktérii, TLR2 a TLRI1 tvoria heterodiméry, ktoré rozpoznavaju bakteridlne
lipoproteiny a peptidoglykany, TLR6 tvori tiez heterodiméry s TLR2, priCom rozpoznava diacylované
lipoproteiny a TLR9 rozpoznava nemetylované motivy CpG DNA bezZne sa vyskytujice v bakterialnej
a virusovej DNA (Kawasaki & Kawai, 2014).
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Ked monocyty identifikuju patogén pomocou svojich PRRs alebo sa stretnti s poskodenym
tkanivom, mozu sa diferencovat’ na makrofagy alebo dendritické bunky. V nadviznosti na stretnutie
s patogénom alebo poskodenym tkanivom tieZ monocyty za¢ni produkovat cytokiny, ktoré moézu
podporovat’ zapal a aktivovat’ iné imunitné¢ bunky (Schéma 2). Monocyty su schopné produkovat
viacero proti i prozapalovych cytokinov, mimo iné¢ TNFa, IL1, IL6 ¢i IL8. Tieto cytokiny hraju
dolezita lohu v imunitnych odpovediach a zapaloch. TNFa sa podiel'a na podpore zépalu a aktivacii
imunitnych buniek (Cinova et al., 2007; Jelinkova et al., 2004). IL1p je silny prozapalovy cytokin,
ktory stimuluje imunitni odpoved (Palova-Jelinkova et al., 2013), IL6 hra ulohu pri regulécii
imunitnej a zapalovej odpovede (Larkin et al., 2013) a IL8 je chemokin, ktory atrahuje a aktivuje
najmi neutrofily do miesta zapalu (Mukaida et al., 1998). Tymto sposobom pdsobia monocyty ako

zakladna zlozka vrodenej imunitnej odpovede, ktord poskytuje prva liniu obrany proti patogénnym

agens.

Schéma 2: Kaskdda signalizacie a patologického imunitného procesu na urovni monocytov

Monocyty zohravaju dolezita ulohu v autoimunitnych ochoreniach, ako je napriklad
reumatoidnd artritida, systémovy lupus erythematosus alebo celiakia, kde prispievaju k tvorbe

autoprotilatok a pretrvavajucemu zapalu (Ma et al., 2019).

Predoslé vyskumy ukazali, Ze gliadin mdze viest’ k upregulacii TLR2 a TLR4 u pacientov

s celiakiou: napriklad Stadia publikovand v casopise PLOS One od ceskych kolegov
z Mikrobiologického ustavu AV CR zistila, Ze pepsinom natravena frakcia pSeniéného gliadinu
zvysila expresiu TLR4 u pacientov s celiakiou, ¢o viedlo k produkcii IL-1p (Palova-Jelinkova et al.,
2013). Stidia d’alej uvadza, Ze tento subor pacientov s celiakiou vykazuje v sére vyssiu prevalenciu
krvnych dendritickych buniek a monocytov pozitivnych na TLR2 a TLR4 v porovnani so zdravymi
kontrolami. Dalsie §tidie naznacujt, ze gliadinové peptidy mozu ovplyvnit’ produkciu prozapalovych
cytokinov prostrednictvom drah zavislych od TLR, ¢o naznacuje potencidlnu ulohu TLR2 a TLR4
v imunopatogenéze celiakie (Serena et al.,, 2019). Na duodenalnych preparatoch z biopsii deti s
celiakiou bolo preukdzané, ze expresia mRNA pre TLR2, TLR4 (a TLR3) bola zvySena oproti
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zdravym jedincom, a u deti so stabilizovanou celiakiou bola expresia tychto povrchovych molekul
vysSia, nez u deti s nelieCenou celiakiou (Szebeni et al., 2007). Vysledky tychto §tidii zdoéraziuju
prepojenie medzi stimulaciou imunitného systému celiakov gliadinom a upregulaciou TLR2 a TLR4,
¢o prispieva k lepSiemu pochopeniu zapalovej aktivacie imunitného systému pri celiakii. Makrofagy
pacientov s celiakiou taktiez vykazuju vacsiu schopnost’ prezentovat’ antigény, a to zvySenim expresie
kostimulacnych molekil CD80, CD86 a CD40, ¢o sa v konecnom ddsledku prejavi aj aktivnejSim

stavom ich T lymfocytov (Molaaghaee-Rouzbahani et al., 2022).

Aktivaciou tychto receptorov dochadza mimo iné k zvySeniu produkcie prozéapalovych
cytokinov, ako st napriklad TNFa a IL6. Monocyty taktiez produkuju prolaktin, ktory
u autoimunitnych ochoreni stimuluje priebeh imunitnej reakcie (De Bellis et al., 2005) a podporuje
d’alsiu produkciu cytokinov, ako st TNFa, IFNy, IL10 a IL12, ¢omu sa uz v minulosti v kontexte
celiakie venoval tim nasho laboratéria (Brynychova et al.,, 2016b; Némeckova, 2010). Ina stadia
kolegov z AV CR skiimala modulaciu podskupin makrofigov v patogenéze celiakie a zistila, Ze
makrofagy izolované od pacientov s celiakiou vyraznejsie reagovali na gliadinové peptidy v porovnani
s makrofagmi zdravych jedincov. Pri tejto reakcii bolo zaroven pozorované zvysSenie produkcie

prozapalovych cytokinov IL8 a TNFa (Cinova et al., 2007).

Niekol'ko d’alsich in vitro studii taktiez preukazalo, Ze je mozné aktivovat’ monocyty pridanim
frakcii gliadinu, ¢o vedie k produkcii uz vysSie spomenutych TNFa, IL1B, IL6 a IL8 cytokinov a
inych zapalovych mediatorov (Tuckova et al., 2000; Tuckova et al., 2002, Jelinkova et al., 2004;
Cinova et al., 2007), o pravdepodobne prispieva k poskodeniu a zapalu v ¢revnej sliznici u pacientov

s celiakiou.
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2. Hypotézy a ciel prace

Cielom tejto prace bolo overit na molekularnej trovni ¢i na vybrany vyslachteny kultivar ovsa
pacienti so stabilizovanou celiakiou zareaguju zmenou expresie vybranych povrchovych markerov a
produkciou zépalovych cytokinov na trovni vrodenej imunity. Na zéklade poznatkov z doterajSich

stadii boli formulované nasledujice predpoklady:

e Vybrané kultivary ovsa maji vdaka nizkemu obsahu Pro pre viacsSinu celiakov nizky
imunoreaktivny potencidl ajeho konzumadcia u stabilizovanych celiakov nie vo véicSine
pripadov spdjana so zmenami sérovych autoprotilatok ¢i prozapalovych markerov

e Frakcie prolaminov su schopné aktivovat’ zlozky vrodenej i ziskanej imunity celiakov

o Imunitna dysbalancia vedie k zvySeniu expresie ako povrchovych molekal (TLR2, TLR4,
CD80, CD86), tak k zvyseniu produkcie prozapalovych cytokinov (TNFa, IL1[3, ILS...)

bunkami vrodeného imunitného systému

Na zaklade doterajSich poznatkov boli teda formulované ciele prace:

e Porovnat’ zmeny mRNA expresie vybranych markerov produkovanych CD14" monocytmi —
TLR2, TLR4, TNFa, IL1pB, IL8 — pred a po diétnej intervencii

e Zhodnotit' pocty leukocytov u pacientov so stabilizovanou celiakiou a porovnat zmeny
v pocte leukocytov (monocytov a lymfocytov) s vybranymi povrchovymi antigénmi — TLR2,

TLR4, HLA-DR, CD80, CD86 — pred a po diétnej intervencii
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3. Materialy a metddy
3.1. Ovos

Stcasna uroven vedeckého poznania umoznuje v ramci bezlepkovej diéty u jedincov so stabilizovanou
celiakiou konzumovat’ tzv. ,,bezlepkovy ovos®, ¢o je Cisty ovos, ktory nie je kontaminovany ostatnymi

lepok obsahujucimi obilninami akymi st pSenica, jaémen a raz.

V Slachtitel’'skej stanici $pecializovanej na §lachtenie ovsa (Selgen, a. s. v Krukaniciach) boli
vypestované odrody ovsa s nizkou ,,celiakalnou reaktivitou” - majice obsah gluténu v koncentracii,
ktora nepresahuje 20 mg/kg. Jedna sa o odrody: Ovos siaty (Avena sativa L.) konkrétne dve odrody:
SG-K 16370 a Azur a d’alej o Ovos bezduchy (4vena nuda L.) ajeho dve odrody Saul a Hynek. Z
detekénym limitom. Zo zfn tejto odrody boli vo Vyskumnom ustave rastlinnej vyroby (VURV)
pripravené celozrnné ovsené vlocky pomocou laboratérneho vlockovaca a splnenie legislativneho
limitu pre bezlepkovi potravinu — teda obsah gluténu pod 20 mg/kg ovsenych vlociek - bolo u tychto
vlogiek overené v akreditovanom laboratoriu (VUPP, Praha). Ovsené vlocky boli nasledne vékuovo
zabalené podla jednotlivych dennych porcii (50 g) zvlast pre kazdého respondenta (14 balickov,
celkom 700 g vlociek). Rozporciované vlocky boli do zaciatku studie skladované v papierovej krabici
v sklade VURV pri 6 °C. Vo Fakultnej nemocnici Kralovské Vinohrady (FNKV) boli vlocky

skladované v suchej miestnosti pri izbovej teplote na II. Internej klinike FNKV.

3.2. Darcovia biologického materialu

Pre tcely tejto diplomovej prace bolo vybranych 39 pacientov (4 muzi a 35 zien) v priemernom veku
41 rokov (min. 20 rokov, max. 77 rokov), ktori su dlhodobo sledovani v ambulancii pre celiakiu II.
Internej kliniky FNKV, a u ktorych je dlhodobo dokumentovand remisia celiakie (minimalne 2 roky),
a zaroven nemaju alergiu ¢i senzitivitu na ovos. Pacienti konzumovali ovsené vlocky v dennej davke
50 g po dobu 14 po sebe nasledujucich dni. Vlocky boli konzumované bud’ za surova s pripadnym
dochutenim jogurtom, mlieka, ¢i ovocia alebo v podobe povarenej ovsenej kaSe. Pred zacatim
konzumacie ovsa a po jej skon¢eni bol v ambulancii pre celiakiu II. Internej kliniky FNKV hodnoteny
klinicky stav ucastnikov $tudie prostrednictvom osobného dotazniku a nasledne vykonany krvny odber
na stanovenie experimentdlnych markerov imunitnej aktivacie. Design Studie je schématicky

znazorneny na Schéme 3.

vyplnenie

dotazniku

ohladom odber krvi na
konzumacia zdravotného dal$iu analyzu

vyplnenie

dotazniku

ohladom
zdravotného

odber krvi na
dal$iu analyzu
na biochemickej
a molekularne;j
urovni

ovsa po dobu 14 stavu pocas na biochemickej
dni konzumacie a molekularne;j
ovsaa urovni
osobnych
pripomienok

stavu a
dodrziavani
bezlepkovej

diéty
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Schéma 3: Dizajn Studie, odberov a spracovania krvného materialu.

Vychodiskovym materidlom pre metody pouzité v tejto praci bola plna krv ziskana od pacientov
so stabilizovanou celiakiou. Pacientom boli odobraté 3 vakuety (dve s citradtom sodnym proti zraZaniu
krvi a jedna bez citratu sodného) o objeme 8 ml, ktoré boli riadne oznacené kodovacim systémom
,»NA* (n — ¢islo pridelené pacientovi podla poradia) pre vzorky odoberané pred zaciatkom konzumacie
ovsa a ,,nB“ po skonceni uzivania ovsa. Pod prislusSnymi kédovymi oznaceniami boli vzorky d’alej
laboratdrne 1 Statisticky spracovavané. Metody spracovania krvi st pre ucely tejto prace rozdelené na
metody zalozené na izolaciu CD14" monocytov z krvi a $tudium génovej expresie na irovni mRNA,
metddy spracovania krvi na naslednti analyzu zmien poctu leukocytov a porovnanie zmien v pocte
leukocytov s vybranymi povrchovymi antigénmi, metdda na izolaciu séra z krvi pre izol4ciu a analyzu

tzv. vol'nej DNA (cfDNA) a metody Statistického spracovania vysledkov.

3.3. Metddy izolacie a spracovania CD14" monocytov z krvi a §tadium génove;j
expresie na urovni mRNA

Na stadium génovej expresie na trovni mRNA boli pouzité monocyty, ktoré boli vyizolované z
periférnej krvi pacientov pomocou imunomagnetickej separacie. Z tychto monocytov bola nésledne
vyizolovana RNA, ktora bola reverzne transkriptazovou reakciou prepisand do cDNA, a t4 bola d’alej
pouzitda pre kvantitativnu polymerazovi retazovi reakciu (qPCR) na relativne kvantitativne
vyhodnotenie expresie mRNA génov pre TLR2, TLR4, TNFa, IL-8 a IL-1p. Ako endogénna kontrola
bola pouzita mRNA pre fosfoglycerat kinazu 1 (PGK1). Data ziskané prostrednictvom qPCR boli

prepocitané na hodnotu 27-dCt a $tatisticky vyhodnotené pomocou programu GraphPad Prism 8.

3.3.1. Imunomagnetické separacia monocytov

Separacia monocytov z periférnej krvi prebiehala na lade prostrednictvom imunomagnetickych
gul6cok Dynabeads™ CD14, ktoré maju na sebe naviazanu protilatku anti-CD14. Vyizolované
monocyty boli bezprostredne po izolacii z plnej krvi zlyzované a uchovévané v mraznicke pri — 80 °C.
Neskor bola z lyzatov izolovand RNA. Kvoli nizkym vytazkom a nizkym hodnotdm absorbancie
A260/230 bola nasledne zvolena metdéda na purifikaciu vzoriek precipitaciou etanolom, ktora
nepriniesla oCakavané zlepSenie, a preto sa d’alej pracovalo s nepurifikovanou RNA. Tato RNA bola
prepisana pomocou reverzne transkriptazovej reakcie do cDNA a nasledne uchovavana pri teplote — 20

°C. Protokol pouzity k imunomagnetickej separacii bol nasledovny:

Chemikalie:
Dynabeads™ CD14, Invitrogen by Thermofisher Scientific, USA

Lyza¢ny roztok (stcast kitu GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit), Sigma-Aldrich,
Nemecko
PBSspH=7,4

21



Postup:

V 50 ml centrifugacnej skimavke sa zmieSa v pomere 1:1 8 ml krvi a vychladené PBS.

Na 1 ml krvi sa pridava do centrifugacnej skumavky 25 pl magnetickych gul'6¢ok Dynabeads.
50 ml centrifugacnd skimavka sa nechd za obCasného premieSavania 20 min inkubovat’ na
lade.

Nasledne sa centrifuga¢na skimavka vlozi do magnetického stojana, ktory je tiez vlozeny do
ladu a necha sa inkubovat’ 3 min.

Po 3 minutach sa sérologickou pipetou odpipetuje zmes krvi a PBS do Sava.

Centrigugacna skimavka je doliata do 15 ml PBS, kratko a dokladne sa premieSa obsah
a centrifugacna skiimavka sa opét’ vlozi na 3 min do magnetického stojanu.

Krok 5. a 6. sa zopakuje este 2 x .

Je pripraveny lyza¢ny roztok, kedy je 500 ul lyzacného roztoku napipetovanych do 1,7 ml
mikroskumavky a nasledne pripipetovanych 5 ul Merkaptoetanolu.

Po poslednom premyti sa odsaje vsetka tekutina z 50 ml centrifugacnej skumavky
v magnetickom stojane. Nasledne sa do nej napipetuje lyzaény roztok a suspenzia sa

prepipetuje do mikroskimavky, ktora sje d’alej uchovavana v mraznicke na — 80 °C.

3.3.2. Izolacia RNA

RNA bola izolovana zo zamrazeného lyzatu CDI14" monocytov. Izolacia bola vykondvana v

laminarnom boxe na kolonkach so silikagelovou membranou, ktoré su sucastou vysSie uvedeného

izola¢ného kitu tej istej Sarze (GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit). Na silikagelovej

membrane bola RNA zachytena a nasledne bola premyvand premyvacimi roztokmi. Tym doslo

k zbaveniu sa réznych moéznych RNA kontaminujucich latok. RNA bola na konci izolacie uvolnena z

membrany pomocou deionizovanej vody.

Chemikalie pouzité na izolaciu RNA:

GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit, Sigma-Aldrich, Nemecko

premyvaci roztok 1

premyvaci roztok 2

70 % etanol, pripraveny nariedenim z 96 % etanolu, P-LAB a.s., Praha

Voda z MILLIPORE Gradient systému; Milli-Q
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Postup:

L.

10.

Vzorky boli vytiahnuté dostato¢ne vopred z mraznicky, rozmrazené pri izbovej teplote a nasledne
zvortexované.

Bunec¢ny lyzat bol napipetovany do modrej filtracnej kolonky a ta bola centrifugovana na 14000
rpm po dobu 2 min.

Modré kolonka bola vyhodena a do filtratu pridanych 500 pl chladeného 70 % etanolu, roztok bol
nasledne zvortexovany.

V dvoch opakujtcich sa krokoch bolo na ¢ervenii RNA binding kolonku prepipetovanych vzdy
500 pl vzniknutého roztoku a centrifugované na 14000 rpm 15 s a nasledne filtrat odliaty.

Do kolonky bolo napipetovanych 500 pl premyvacieho roztoku 1 (WASH 1) a centrigugované na
14000 rpm 15 s.

Filtrat bol nasledne odliaty a na kolonku bolo napipetovanych 500 ul premyvacieho roztoku 2
(WASH 2), centrigugované na 14000 rpm 15 s.

Opakovanie kroku 6. pri 14000 rpm po dobu 2 min.

Nakoniec po odstraneni filtratu bola mikroskimavka s kolonkou esSte raz centrifugovana na
14000 rpm po dobu 1 min.

Kolonka bola prenesena do Cistej zbernej mikroskiimavky a bolo pridanych 40 ul Milipore vody,
nasledne prebehla inkubacia pri izbovej teplote po dobu 1 min.

Mikroskimavka bola centrifugovana na 14000 rpm po dobu 1 min. Vo filtrate bola obsiahnuta
RNA, ktora bola nasledne zvortexovalna auchovavana na lade. Koncentraciu a Cistotu

vyizolovanej RNA bola zmerana na pristroji NanoPhotometer Pearl (Implen).

3.3.3. Reverzne transkriptdzova PCR

Prostrednictvom reverzne transkriptizovej polymerazovej retazovej reakcie (RT-PCR) bola

vyizolovand RNA prepisana do cDNA, ktora bola d’alej vyuzitd pre qPCR. Priprava RT reakcie
prebiehala v laminarnom boxe podl'a laboratorne zauzivaného protokolu.

Chemikalie:

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems by Thermofisher Scientific,
USA

e 10x RT pufr

e 25x dANTP Mix (100mM)

e 10x RT nahodné primery

e  MultiScribe Reverse Transcriptase (MultiScribe reverzni transkriptaza)

Voda zo systému MILLIPORE Gradient; Milli-Q

Postup:

1. Vsetky komponenty kitu, okrem reverznej transkriptazy, sa nechali roztopit na Tlade,

zvotexovat’ a stoCit’.
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2. Podla poctu reakcii bolo pripravené pozadované mnozstvo reakénej zmesi +2 rezervné

reakcie. Uvedené mnozstvo je na jednu reakciu:

10X RT puft .ooeveieieeceene 2ul
25% ANTP miX ..oocovvevvereennns 0,8 ul
10x RT nahodné primery ..... 2 ul
Reverzna transkriptaza .......... 1w
Milipore H20 ........cccccvvvvennn. 4,2 ul

3. Po namiesani reak¢nej zmesi bola reakéna zmes udrziavana na l'ade.

4. Do 200 ul mikroskimaviek bolo napipetovanych 10 pl reakénej zmesi.

5. Zmes bola doplnena vodou a prislusnou RNA tak, aby vysledny objem reakcie bol 20 pul
a obsah RNA 20 ng.

6. Mikroskumavky boli kratko centrifugované a nasledne vlozené do Professional Thermocycler-

u (Biometra, An Analytik Jena Company), kde bol nastaveny program:

1. krok (hybridizécia s primermi) ............... 10 min / 25 °C
2. krok (predlzovanie vlakna) ..................... 120 min / 37 °C
3. krok (denaturacia enzymov) ................... 5s/85°C

7. Po skonceni programu bola prepisana cDNA uchovavana v mraznicke pri — 20 °C.

3.3.4. Kvantitativna polymerazova retazova reakcia (qPCR)

Kvantitativna PCR (qPCR) vyuZziva TagMan® sondy na stanovenie mnozstva templatu cDNA v
redlnom case. Tieto sondy s navrhnuté tak, aby sa viazali na Specificki sekvenciu DNA. Pocas
gPCR, ked’ sa sonda naviaze na cielovu sekvenciu, dochadza k Stiepeniu DNA polymerazou, kedy sa
reportér z 5' konca sondy dostava z dosahu zhasaca, ktory je na 3' konci. Tym reportér prestane byt
zhaSany a zacne svietit. Intenzita fluorescencie je zaznamenavana LED lampou zabudovanou v
Specialnych cykléroch. Signél z lampy je prevadzany do amplifikacnych kriviek pomocou softvéru.
Narast fluorescen¢ného signalu v exponencidlnej faze je priamo umerny poctu kopii vstupného

materialu, teda nasej cDNA.

Vystupom z qPCR pre kazda vzorku, ktorti sme robili v technickych tripletoch, st hodnoty Ct.
Tie udavaji PCR cyklus, v ktorom fluorescencia amplifikovaného templatu prekro¢i prah
detekovatel'nosti fluorescencie - pre kazdy sledovany gén a endogénnu kontrolou. Z tychto hodnot
bolo vypo&itané priemerné Ct pre dant vzorku. Dalej sa vypo¢itala hodnota dCt, ktora udéva rozdiel
expresie medzi sledovanym génom a endogénnou kontrolou v ramci jednej vzorky. Tato vypocitana
hodnota dCt poslizila d’alej na vypocet 27-dCt, ktory udava relativne mnozstvo templatu
normalizované ku génu pre endogénnu kontrolu v ramci vzorky. Ziskané tdaje vypovedajii o miere

expresie jednotlivych sledovanych génov u pacientov pred a po diétnej intervencii ovsom. Tieto
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udaje boli Statisticky spracované pomocou programu GraphPad Prism 8 (Graphpad Software, San

Diego, CA, USA).

Pristroje:
LightCycler® 480 II /384, Roche Applied Science, Svajéiarsko

Chemikalie:

qPCR Probe Mix No-ROX, PCR Biosystems Ltd, Spojené kralovstvo

TagMan Gene Expression Assays-on-Demand, Applied Biosystems by Thermofisher Scientific, USA

PGK1: Hs99999906 _m1
TLR2: Hs00152932 ml1
TLR4: Hs00152939 ml1
TNFa: Hs01113624 gl
CXCLS8 (IL-8): Hs00174103_ml
IL-1B: Hs01555410_m1

Voda zo systému MILLIPORE Gradient; Milli-Q

Postup:
1.

Zmrazena cDNA o objeme 20 ul po RT-PCR sa nechala roztopit pri izbovej teplote
anasledne bola nariedena 60 pl H20. Zriedena ¢cDNA bola uchovavana v mraziacom
stojanéeku.
qRPC Probe mix sa nechal roztopit’ pri izbovej teplote a zmes sondy a primerov pre jednotlivé
gény sa roztapala v tme (prikryté alobalom) pri izbovej teplote.
Na zaklade poctu reakcii bolo pripravené potrebné mnozstvo zmesi master mixu a sondy (+2
rezervné reakcie). Jedna reakéna zmes obsahuje:

e 7 ul Master mix-u

e (0,7 ul prislusnej sondy a primeru

o 23 ulH20
Na 384 jamkovej dosticke (Lightcycler 480 multi-well Plate 384) bolo vzdy do jamky
napipetovanych 10 pl reak¢nej zmesi.
Do prislusnych jamiek boli pridané 4 pl urcitej cDNA.
Dosticka bola prelepena optickou foliou a nasledne bola po dobu 2 min centrifugovana pri
1500% g.
Zcentrifugovana dosticka bola vloZena do pristroja LightCycler® 480 II /384 od firmy Roche
a pomocou inStalovaného software-u bol nastaveny protokol podl'a nasledujucich parametrov:
1. Krok: 2 min pri 50 °C
Krok (hot start): 10 min pri 95 °C
Krok (denaturacia): 15 s pri 95 °C } .

Kroky 3. a 4. sa opakuja 50 x

Krok (hybridizacia, extenzia): 1 min, 60 °C
Krok (chladenie): 30 s, 40 °C

A I

25



Po dokonceni reakcie boli pomocou metddy ,,second derivative maximum* ziskané data Ct, mean Ct a
smerodatna odchylka, ktoré boli neskor Statisticky spracované a vyhodnotené v programe GraphPad

Prism 8.

3.4. Metody spracovania krvi na nasledna analyzu zmien poctu leukocytov a expresie ich
povrchovych antigénov

3.4.1. Izol4cia mononukledrnych buniek (PBMCs) z plnej krvi

Izolacia PBMCs bola vykonand prostrednictvom gradientovej centrifugéacie cez Ficoll-Paque. Ficoll-
Paque je bezfarebna husta tekutina, ktord umoziuje rozvrstvenie krvnych elementov na zaklade ich
odlisnej hustoty. PInd krv nariedend PBS je navrstvend na Ficoll-Paque a po polhodinove;j
centrifugacii pri izbovej teplote sa vytvori viditeI'né rozvrstvenie krvnych elementov na vrstvu plazmy,
vrstvu mononuklearnych buniek (PBMC), pod nimi je Ficoll-Paque a na spodku skimavky sa drzia

erytrocyty a granulocyty, ktoré by mali byt pritomné vo forme peliet.
Chemikalie:

Ficoll-Paque PLUS, Cytiva Sweden AB, Svédsko

PBSspH=7,4

FACS staining pufr = 1 % BSA, 0,01 % azid sodny, PBS

Postup:

1. Do vakuet s citritom sodnym sa odobralo 8 ml krvi. Ta bola preliata do 50 ml centrifugacnej
skimavky a vakueta bola potom premyta 8 ml PBS.

2. Zmes krvi zriedenej PBS v pomere 1:1 bola sérologickou pipetou vrstvena na 3 ml Ficoll-u po
4 ml.

3. Centrifugovalo sa na 360 rcf pri izbovej teplote 20 °C po dobu 30 mindt.

4. Do 50 ml centrifugacnej skimavky bolo naliatych 5 ml PBS.

5. Po centrifugécii boli pipetou odobraté prstence mononuklearnych buniek a prenesené do 50 ml
centrifugacnej skiimavky pripravenej v kroku 4. Nasledne bolo do 50 ml centrifugacne;j
skimavky doliate PBS na vysledny objem 20 ml.

6. Nasledne sa centrifugovalo na 1500 rpm pri izbovej teplote po dobu 10 mintt.

7. PBS bolo odliate do Sava, vzniknuta peleta buniek bola jemne zvortexovand, doplnena o PBS
do objemu 20 ml a opét’ sa centrifugovalo, tentokrat na 1250 rpm pri izbovej teplote 10 mintt.

8. PBS bolo opitodliate do Sava a nasledne bol k pelete PBMCs dopipetovany 1 ml FACS
staining pufru. Do mikroskiimavky bolo odobratych 10 pl bune¢nej suspenzie a pridanych
eSte 40 pul PBS na nariedenie. V Burkerovej komoérke boli pod mikroskopom spocitané

monocyty.
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9. 50 ml centrifuga¢né skiimavky s PMBCs a FACS staining pufrom boli udrziavané v chlade az

do momentu pripravy preparatov na prietokovl cytometriu.

3.4.2.  Analyza celkového poctu leukocytov a expresie ich povrchovych antigénov
prostrednictvom prietokovej cytometrie (FCM)

Prietokovd cytometria umoziiuje rychle kvantitativne a kvalitativne charakterizovanie velkych
heterogénnych bunecnych populacii v suspenzii alebo disociovanych pevnych tkanivach. Dokéze
merat’ vel'kosti buniek, ich granularitu ¢i expresiu povrchovych a intracelularnych molektl. Metoda
spoc¢iva vo vlozeni suspenzie buniek do cytometra, pricom tieto bunky vel'mi uzkym a rychlym
prietokom pretekaju cez laserovy la¢. Rozptyl svetla je detekovany dvoma optickymi detektormi.
Jeden detekuje rozptyl svetla pozdiz drahy lasera, znamy ako priamy rozptyl (FSc) a druhy detekuje
rozptyl pod uhlom devétdesiatich stupiiov, inak nazyvany ako bo¢ny rozptyl (SSc). Spolocne tieto dva
parametre pomahaju diferencovat’ bunky v ramci bunec¢nej populacie na zaklade velkosti a vnutornej
zlozitosti. FSc rozlisuje bunky podl'a vel'kosti a SSc poskytuje informacie o vnitornej zlozitosti bunky
ovplyvnenej organelami, ako st granule a jadro. V pripade indetifikacie kvalitativnych hodnot,
napriklad povrchovych markerov proces zahfiia znacenie buniek fluorescencnymi farbivami alebo
protilatkami, ktoré sa viazu na $pecificky bune¢ny povrch. Oznacené bunky potom opit’ prechadzaju
cez prietokovy cytometer, ktory vyuziva laserové svetlo na excitaciu fluorescenénych farbiv a detekciu
vyslednych fluorescenénych signalov a intenzita fluorescenénych signalov je umerna mnozstvu

cielového proteinu exprimovaného bunkami.

Pristroj:

CytoFLEX S, model B75442, Suzhou Xitogen Biotechnologies Co. , Ltd, Cina

Chemikalie:
FACS staining pufr = 1 % BSA, 0,01 % azid sodny, PBS
Fluorescencne znacené protilatky:

Anti-Human CD282 (TLR2) (APC), eBioscience by Thermofisher Scientific, USA
Anti-Human CD284 (TLR4) (APC), eBioscience by Thermofisher Scientific, USA
Anti-Hu CD80 (APC), EXBIO Praha a.s., Ceské republika

Anti-Hu CD86 (PerCP), EXBIO Praha a.s., Ceska republika

Anti-HLA-DR (FITC), EXBIO Praha a.s., Ceska republika

Anti-Hu CD14 (FITC), EXBIO Praha a.s., Ceska republika

Anti-Hu CD16 (PE), EXBIO Praha a.s., Ceska republika

Conjugated antibody CD14/PE, EXBIO Praha a.s., Ceské republika
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Postup:

/

1. Pre kazdého pacienta boli pripravené 4 skimavky znaené A — D. Dalej boli nachystané
d’alsie 2 skimavky na zmes buniek od vsetkych pacientov a skimavky jednofarebne znacené
(8 ks, jednofarebné kontroly).

2. Do nachystanych skiimaviek pre pacientov bolo napipetovanych 1x10"6 buniek v FACS
staining pufri. Zostatok buniek bol rozdeleny do dvoch skimaviek, kde bola zmes buniek od
vSetkych pacientov, ktord posluzila pri optimalizacii nastavenia cytometra.

3. Nachystané skimavky boli scentrifugované na 1800 rpm po dobu 2 min. Nésledne bol FACS
stainig pufr odstrieknuty do vylevky. K zvortexovanym bunkém bol pridany opat’ stainig pufr
o objeme 100 pl a nasledovalo zvortexovanie.

4. Do skumaviek ,,A“ bolo odpipetovanych 400 pl bunecnej suspenzie a staining pufiru.
Skumavky ,,A“ neboli fluorescen¢ne znacené, pretoze slizia ako neznacend kontrola, a po
dobu pripravy ostatnych vzoriek boli uchovavané v chladnicke. Protilatky na znacenie buniek
boli najprv jemne zvortexované a nasledne podl'a schémy (vid’ nizsie) rozpipetované prislusné
fluorescencne znaCené protilatky v prislusnych objemoch do nachystanych oznacenych
skimaviek.

4 4 N
B C D
CD14 (FITC)........... 7l CD14 (FITC) .......... 7l CD14 (PE) o Sl
CDI6 (PE)... 4yl CDIG6 (PE)............ 4yl HLA-DR (FITC) ... 8
TLR4 (APC) .......... 3,5l TLR2 (APC) ... 4l CDBO (APC) v 10wl
CD86 (PerCP) ....... 10 pl
N N AN

5. Nachystané skiimavky s bunkami a florescen¢ne znacenymi protilatkami boli inkubované po
dobu 45min v chladnicke prikryté alobalom.

6. Po uplynuti inkubacnej doby boli skamavky zcentrifugované, FACS staining pufr bol
odstrieknuty, nasledovalo zvortexovanie, dopipetovanie staining pufru o objeme 500 pl
a centrifugacia.

7. Oplachovaci krok po odmyti protilatok sa opakoval celkom este 3 x.

8. Po poslednom oplachnuti buniek bolo do vsetkych skimaviek dopipetovanych 400 pl staining

pufru avzorky premerané na pristroji CytoFlex S. Vysledky boli vyhodnotené

prostrednictvom softvéru CytExpert.

Pri vyhodnocovani vystupov z prietokovej cytometrie bola pouzita nasledovna gate-ovacia stratégia

(stratégia zalozend na ohraniCovani buneénych populdcii podla vybranych parametrov); z

vychodiskového poctu 50 000 udalosti zaznamenanych cytometrom doslo najprv k odstraneniu
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mftvych a nahlu¢enych buniek tvoriachich duplety, triplety atp. pomocou FSc (plocha) x FSc (vyska).
Zo vzniknutého gate-u tzv. ,singletov boli d’alej na zaklade fyzickych parametrov (SSc x FSc)
definované bunecné populacie monocytov alymfocytov. Monocyty su vicsie ako lymfocyty a
vykazuju FSc vysSej intenzity. Tato charakterizacia leukocytarnych bunecnych populacii umoznila
d’alsie vyhodnocovanie vysledkov porovnavajucich zmeny v poétoch monocytov, CD14" a CD16"
znac¢enych monocytov ¢i lymfocytov s fluorescencne znacenymi povrchovymi markermi v ndviznosti

na 14-dennt konzumaciu ovsa.

3.5. Izolacia séra z krvi

Sérum bolo izolované z krvi, ktora bola odobrana do vakuety bez protizrazanlivych faktorov. Tato krv
bude d’alej uchovavana v mraznicke pri — 80 °C a nasledne pouzitd na izolaciu a analyzu cell-free

DNA (cfDNA), ¢o uz nie je sucast'ou tejto diplomovej prace.

Postup:

1. Vakuety so zrazenou krvou boli centrifugované na 1800 rpm pri 4 °C po dobu 10 minut.

2. Sérum bolo odobrané pipetou bez porusenia pelety krvnych elementov do mikroskiimaviek
o objeme 1,7 ml.

3. Mikroskimavky s odobratym sérom boli stocené na malej centrifige na maximalnych
otackach po dobu 5 min.

4. Vsetko sérum od kazdého pacienta bolo prepipetované bez porusenia pelety do jednej zbernej
15 ml centrifugacnej skiimavky.

5. Nasledne boli mikroskimavky o objeme 1,7 ml oznacené prislusnym kédom pacienta, do
kazdej bolo rozalikvotované sérum o objeme 520 pl.

6. Sérum je uchovavané v mraznicke pri — 80 °C.

3.6. Statistické spracovanie vysledkov

Statistické spracovanie vysledkov jednotlivych analyz bolo vyhodnotené v programe GraphPad Prism
8. Najprv bola vzdy overena normalita dat pomocou 4 testov: Anderson-Darling testom, D'Agostino &
Pearson testom, Shapiro-Wilk testom a Kolmogorov-Smirnov testom. Nasledne boli odstranené
odl'ahlé hodnoty so smerodajnou odchylkou vé¢Sou nez 3. V pripade normalneho parametrického
rozloZenia dat u oboch skupin (pred diétou i po diéte) boli pouzité parové t-testy a u neparametrického
rozlozenia dat bol pouzity Wilcoxonov test. U Statisticky vyznamného vysledku je u normalneho
rozloZzenia dat vo vysledkoch uvadzany priemer asmerodatna ochylka (SD) a v pripade
neparametrického rozloZenia dat je uvazdany median a interkvartilovy rozsah (IQR) s prislusnym
oznacCenim udaju prinaleziacemu hodnote pred diétou ako ,,A“ a po diéte ,,B*“. Hranica Statistickej

vyznamnosti bola p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1.  Stadium zmien génovej expresie na urovni mRNA

Ct hodnoty ziskané prostrednictvom kvantitativnej PCR boli prepocitané na tzv. hodnoty 2"*-dCt,

ktoré boli dalej Statisticky spracovavané podla postupu popisaného vyssie (vid 3.6. Statistické

spracovanie vysledkov). Ziskané vystupy ukazuju prehlad o zmenach génovej expresie vybranych

markerov u 37 pacientov, a teda o imunitnom nastaveni ich monocytov.

4.1.1.
intervencii

Toll-like receptor 2

Zmeny expresic mRNA vybranych markerov CD14" monocytov po diétnej

Na porovnanie mRNA expresie TLR2 pred pozivanim ovsa a po pozivani ovsa bol pouzity parovy t-

test, ktorym bola zistena zvysena expresia TLR2 mRNA u pacientov po diéte (priemer A = 0,28 (SD =

0,11), priemer B = 0,32 (SD = 0,12); p = 0,028), a to konkrétne 1,1 x (Obrazok 7).
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Obrazok 7: Expresia TLR2 mRNA v monocytoch pred diétou (fialovad) a po diéte (zelena), ciary
rovnobezné s osou x znacia priemer, miera signifikancie p = 0,0281.
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Toll-like receptor 4

Na porovnanie mRNA expresie TLR4 pred pozivanim ovsa a po pozivani ovsa bol pouzity parovy t-
test, ktorym nebola zistena ziadna Statisticky signifikantna zmena génovej expresie TLR4 mRNA

u pacientov po diéte (Obrazok 8).
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Obrazok 8: Expresia TLR4 mRNA v monocytoch pred diétou (fialova) a po diéte (zelend), ciary

rovnobezné s osou x znacia priemer, miera signifikancie p = 0,9554.

Tumornekrotizujuci faktor alfa

Na porovnanie mRNA expresie TNFa bol pouzity Wilcoxonov test. V porovnani s mierou expresie
pred zacatim diétnej intervencie sme po jej ukonceni detekovali 1,4-nasobny, avSak Statisticky
nevyznamny, narast expresie mRNA TNFa (median A = 0,03 (IQR = 0,01), median B = 0,04 (IQR =
0,02), p=10,0527) (Obrazok 9).
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Obrazok 9: Expresia TNFo. mRNA v monocytoch pred diétou (fialova) a po diéte (zelena), ciary

rovnobezné s osou x znacia median, miera signifikancie p = 0,0527.

Interleukin 8

Na porovnanie mRNA expresie IL8 pred pozivanim ovsa a po poZzivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov

test, ktorym nebola zistend ziadna Statisticky signifikantna zmena expresie IL8§ mRNA u pacientov po

diéte (Obrazok 10).
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Obrazok 10: Expresia IL8 mRNA v monocytoch pred diétou (fialova) a po diéte (zelena), ciary

rovnobezné s osou x znacia median, miera signifikancie p = 0,9596.
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Interleukin 1 beta

Na porovnanie mRNA expresie IL1 pred pozivanim ovsa a po poZzivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov
test, ktorym bolo zistené Statisticky signifikantné (p < 0,01) zvySenie expresie IL13 mRNA
u pacientov po diéte (median A = 0,04 (IQR = 0,03), median B = 0,06 (IQR = 0,03), p = 0,0052) a to

celkom 1,5 x (Obrazok 11).
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Obrazok 11: Expresia IL1 mRNA v monocytoch pred diétou (fialovd) a po diéte (zelend), ciary

rovnobezné s osou x znacia median, miera signifikancie p = 0,0052.
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4.2.  Vplyv diétnej intervencie na kvantitativne a kvalitativne zmeny leukocytov vratane
exprese ich vybranych povrchovych markerov

4.2.1. Zmeny v celkovom pocte leukocytov

Vystupy ziskané z prietokovej cytometrie umoznili skimat’ absolitne pocty a rdzne fenotypy
bunecnych populacii leukocytov, vratane monocytov a lymfocytov a ich povrchovych antigénov. Data
z prietokovej cytometrie boli dostupné a vyhodnotené na 20 paroch vzoriek. Na porovnanie zmeny
celkového pocetu monocytov bol pouzity Wilcoxonov test a na porovnanie zmeny poctu lymfocytov
bol pouzity parovy t-test. Celkovo bol po diéte u vacSiny pacientov pozorovany Statisticky
nevyznamny pokles poctu monocytov (median A = 2876 (IQR = 829), medidn B = 2264 (IQR =
1556), p = NS) ilymfocytov (priemer A = 24714 (SD = 5541), priemer B = 23087 (SD = 4788), p =

NS) (Obrazok 12) s vynimkou piatich pacientov, ktori sa odliSuji nasledne aj u ostatnych analyz.
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Obrazok 12: Zmeny v celkovom pocte monocytov (p = 0,1232) i lymfocytov (p = 0,1248) pred diétou
(fialova) a po diéte (zelend). Populdcie monocytov a lymfocytov boli definované na zdiklade

monocytarneho a lymfocytdarneho gate-u pomocou FSc a SSc.
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pocet monocytov

4.2.1.2. Zmeny v rdmci monocytarnych subpopulacii

V ramci sledovania zmien v pocte monocytov na urovni monocytarnych subpopulacii pomocou
Wilcoxonovho testu neboli pozorované Ziadne vyznamné zmeny (Obrazok 13). Znovu sme po diéte
pozorovali Statisticky nevyznamny pokles po¢tu monocytov vramci kazdej z monocytarnych
subpopulacii definovanych na zaklade pritomnosti CD14 a CD16 povrchovych antigénov: klasické
monocyty (median A = 512 (IQR = 492), medidn B = 329 (IQR = 477), p = NS); intermediarne
monocyty (median A =309 (IQR = 921), median B =316 (IQR = 297), p = NS); neklasické monocyty
(median A =759 (IQR =961), median B =478 (IQR = 724), p = NS).
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Obrazok 13: Zmeny v ramci monocytarnych subpopulacii pred diétou (fialovd) a po diéte (zelend).
Klasicke monocyty (p = 0,3536), intermediarne monocyty (p = 0,2024), neklasické monocyty (p =
0,2162).
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4.2.2. Zmeny v poéte CD14" monocytov exprimujtcich vybrané povrchové markery
Toll-like receptor 2

Na porovnanie po¢tu monocytov exprimujucich na svojom povrchu TLR2 pred pozivanim ovsa a po
pozivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov test. Nebol pozorovany Statisticky vyznamny trend v

zmene poctu monocytov vystavujucich na svojom povrchu tento Toll-like receptor (Obrazok 14).

Zmeny v poéte CD14"TLR2" monocytov
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Obrazok 14: Zmeny v pocte CD14" monocytov exprimujiicich na svojom povrchu TLR2 pred diétou
(fialova) a po diéte (zelend), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,4749.
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Stredna hodnota intenzity fluorescencie (MFI) pre Toll-like receptor 2

Na zistenie zmien v hodnotach MFI pre TLR2 na povrchu monocytov bol pouzity parovy t-test,
ktorym bola zistena Statisticky signifikantne znizena (p < 0,05) miera fluorescencie TLR2 u pacientov
po diéte (priemer A = 9350 (SD = 1987), priemer B = 7362 (SD = 1376), p = 0,0021), a to konkrétne
0,8 x (Obrazok 15).
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Obrazok 15: Zmeny MFI TLR2 na povrchu CDI14" monocytov pred diétou (fialova) a po diéte
(zelend), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,0021.

Toll-like receptor 4

Na porovnanie po¢tu monocytov exprimujucich na svojom povrchu TLR4 pred pozivanim ovsa a po
pozivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov test. Znovu nebol pozorovany ziadny Statisticky vyznamny
trend v zmene po¢tu monocytov vystavujucich na svojom povrchu tento receptor (Obrazok 16) a ani

miera fluorescencnej intenzity sa po diéte nelisila (data neprezentované).
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Obriazok 16: Zmeny v pocte CDI14" monocytov exprimujiicich na svojom povrchu TLR4 pred diétou

(fialova) a po diéte (zelend), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,3289.

HLA-DR

Na porovnanie po¢tu monocytov exprimujucich na svojom povrchu molekuly HLA-DR pred
pozivanim ovsa apo pozivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov test. V pripade tohto markeru sa
pohybujeme na hranici Statisticky vyznamnej zmeny (median A = 2665 (IQR = 1632), median B =
2062 (IQR = 1098), p = 0,057) v poklese poc¢tu monocytov a to 1,25 x (Obrazok 17).

Zmena v poéte CD14*HLA-DR* monocytov
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Obrazok 17: Zmeny v pocte CDI14" monocytov exprimujiicich na svojom povrchu HLA-DR pred
dietou (fialova) a po diéte (zelena), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,057.
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CD80

Na porovnanie po¢tu monocytov exprimujucich na svojom povrchu CD80 molekuly pred pozivanim
ovsa apo pozivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov test. U tohto markeru nebol pozorovany ziadny

Statisticky vyznamny rozdiel (Obrazok 18).
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Obrazok 18: Zmeny v pocte CD14 ‘monocytov exprimujiicich na svojom povichu CD80 pred diétou
(fialova) a po diéte (zelend), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,4109.

CD86

Na porovnanie po¢tu monocytov exprimujucich na svojom povrchu CD86 pred pozivanim ovsa a po
pozivani ovsa bol pouzity Wilcoxonov test. U tohto markeru pozorujeme Statisticky vyznamny pokles
(median A = 2009 (IQR = 1748), median B= 1087 (IQR =1274), p = 0,029) v pocte monocytov po

diétnej intervencii, konkrétne 1,85 x (Obrazok 19).
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Obrazok 19: Zmeny v pocte monocytov exprimujucich na svojom povrchu CD86 pred diétou (fialova)
a po diéte (zelena), miera Statistickej vyznamnosti p = 0,029.

4.2.3. Zmeny v pocte lymfocytov exprimujucich vybrané markery

Analyza zmien v pocétoch buniek s vybranymi povrchovymi markeromi pomocou prietokovej

cytometrie umoznila ziskat’ data nielen o monocytoch, ale aj o lymfocytoch definovanych pomocov

FSc a SSc gate-ov aexpresie povrchovych antigénov. Zozbierané data boli u lymfocytarnych

populacii HLA-DR* nebo CD80" vyhodnocované parovym t-testom au CD86" lymfocytarnych

populacii pomocou Wilcoxonovho testu. Analyzy tychto dat priniesli Statisticky nevyznamné

vysledky, preto boli iba zhrnuté do nasledujucej tabulky (Tabulka 2).

Tabulka 2: Zmeny v pocte lymfocytov exprimujucich vybrané povrchové antigény, p = NS.

red red red red .,
dri)étou diéte dl;étou diéte dri)étou diéte dIi)étou po dicte
318 | 288 95 | 545 307 | 299 148 80

394 | 397 | 244 196 342 | 351 256 243

702 | 381 | 765| 171 413 | 370 423 273
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5. Diskusia

Téato diplomova praca nadvizujuca na klinicka Stidiu Fakultnej nemocnice Kralovské Vinohrady
a Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby mala za tlohu zistit, ¢i 14-dennd konzumacia vybraného
kultivaru ovsa aktivuje vrodent imunitu u pacientov so stabilizovanou celiakiou, a ¢i tato zmena bude

detekovatel'na na bunkovej a molekularnej Grovni.

V tejto praci som sa zamerala na: 1) analyzu mRNA expresie vybranych markerov
produkovanych CD14" monocytmi, ktoré predstavuju zakladnt zlozku vrodenej imunity a produkuju
pre svoje fungovanie dolezité PAMPs (TLR2 a TLR4), a prozapalové cytokiny (TNFa, IL8 a IL1p).
Hladiny expresie mRNA tychto markerov sme stanovovali u 37 jedincov, nakol’ko z pévodnych 39
boli 2 ucastnici zo $tadie vyradeni skrz zdravotné problémy (COVID-19) a 2) zmeny v pocte
a fenotype leukocytov, Specificky monocytov a lymfocytov, a zmeny v expresi ich povrchovych
molekul TLR2, TLR4, HLA-DR, CD80, CD86, ktoré¢ boli merané u 20 pacientov, nakol’ko u ostatnych

pacientov nebol material v dostato¢nej kvalite na pouzitie pre d’alSie parové analyzy.

Bolo pozorované, ze u expresie mRNA pre TLR2 doslo k Statisticky vyznamnému zvySeniu
produkcie tejto mRNA monocytmi po 14-dennej konzumacii ovsa, a to celkom 1,1 x. Z biologického
hl'adiska mozno toto pozorované zvySenie expresie mRNA TLR2 hodnotit’ ako nevyznamné. Nésledne
bola vyhodnotena aj pritomnost’ tychto receptorov na povrchu monocytov po diétnej intervencii. V
porovnani s vysledkami z qPCR analyz sme pomocou FCM u vzoriek po diéte detekovali skor
Statisticky nevyznamny pokles v pocte monocytov s tymto povrchovym markerom. Tento nesulad by
mohol byt sposobeny napriklad tym, Ze sice sa nezmenil pocet TLR2" monocytov, ale mohlo dojst’ k
zvyseniu mnozstva TLR2 receptorov na povrchu monocytov. Tato hypotézu sme sa rozhodli overit’
pomocou stanovenia hodnét tzv. strednej fluorescencnej intenzity (MFI). Ta sice preukazala Statisticky
vyznamny pokles TLR2 na monocytoch po diéte, aviak biologicky vyznam ostiva otazny. Dalsim
vysvetlenim by mohlo byt, Ze monocyty sice zareaguju na stimul zvySenim produkcie mRNA pre
TLR2 gén, avSak kvoOli roznym post-transkripym mechanizmom (napr. splicing alebo RNA
interferencia) sa nevytvori adekvatne odpovedajiice mnozstvo produktu tohto génu, ktory by nasledne
monocyty vystavovali na svojom povrchu (Carpenter et al., 2014). To ako sa po stimulacii
pozapalovymi cytokinmi v priebehu ¢asu meni mRNA expresia TLR2 a TLR4, bolo stanovované uz
v minulosti napriklad na mysich bune¢nych linidch makrofagov Matsuguchim a kolektivom (2000). Ti
prisli na to, Ze do 2 hodin po stimulacii tychto makrofagov napriklad tumornekrotizujicim faktorom
alfa ¢i interleukinom 1B dochadza k vyznamnému zvySeniu produkcie mRNA pre TLR2, ktora vsak
po 8 hodinach od stimulacie zaCina ustavat’ a do 12 h klesé pod bazalnu hladinu (Matsuguchi et al.,
2000). My sme vsak vychadzali z predpokladu, Ze pokial’ by avenin z ovsa stimuloval monocytarnu

produkciu mRNA TNFa ¢i IL1J, a tieto cytokiny by mali schopnost” d’alej spustat’ produkciu mRNA

41



TLR2 ako to popisuje Matsuguchi a kolektiv, tak by tato reakcia bola in vivo do istej miery opozdena,

a teda odbery 24 h po poslednej konzumaécii ovsa by ju este pravdepodobne dokazali zachytit’.

Vysledky analyz tychto mRNA vybranych prozapalovych cytokinov poukdzali na nasledujuce
rozdiely v ich expresii monocytmi po diétnej intervencii: u TNFa bolo pozorované 1,4 x zvySenie (na
hranici Statistickej vyznamnosti p = 0,0527) po konzumacii ovsa a v pripade mRNA expresie IL1[3
sme pozorovali Statisticky vyznamné zvysenie produkcie tohto cytokinu a to 1,5 x. Z biologického
hladiska sa jedna vsSak skor len o malé zvySenie produkcie mRNA TNFa a IL1[B, ¢o nemusi
korespondovat’ s hladinami proteinov, do ktorych sa tato zmena mRNA expresie premietne, a tym
d’alej ovplyviiovat’ expresie mRNA TLR2 ¢i TLR4, ktoré v pripade naSich vzoriek po diéte ostali

prakticky nezmenené.

Zvysenie hladin TNFa a IL1J by mohlo byt vysvetlené napriklad zmenou v ramci populacie
monocytov, a to zvi¢Senim poctu neklasickych monocytov na tkor klasickych. Neklasické monocyty
su totiz zname tym, ze tvoria zvySené mnozstvo prave tychto zapalovych cytokinov (Wong et al.,
2012). Analyza v poéte zastipeni jednotlivych bunecnych populacii vSak toto vysvetlenie nepotvrdila
nakol'ko v pripade nasich monocytov nedoslo k zvdcSeniu populacie neklasickych monocytov
v suvislosti s konzumaciou ovsa a takisto korelacna analyza ukazala nevyznamny, negativny, vztah
medzi populaciou neklasickych monocytov a produkciou IL1p a TNFa po diétnej intervencii (sklon

regresnej priamky = —817,1; R square hodnota = 0,01011, data neprezentované).

U mRNA IL8 nebola pozorovana ziadna zmena v expresii v naviznosti na konzumaciu ovsa.
Tieto vysledky budii overené vystupom analyz VURV stanovenim sérovych hladin tohto

prozapalového cytokinu pomocou Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).

Klinicka $tadia z roku 2007 ukazala, Ze mRNA expresia TLR2 a TLR4 buniek duodenélne;j
sliznice bola u pacientov ako s liecCenou, tak nelieCenou celiakiou vysSia nez u zdravych kontrol.
Zaroven bola v biopsidch duodenalnej sliznice u deti so stabilizovanou celiakiou pozorovana i vyssia
expresia. mRNA tychto markerov nez u nelieCenych pacientov (Szebeni et al., 2007). Kolegyna
Brynychova a kolektiv taktiez zaznamenali trend vys$Sej expresic mRNA TLR2 u monocytov
pacientov s aktivnou celiakiou oproti pacientom, ktori st na bezlepkovej diéte. V pripade mRNA
expresic TLR4 nebol pozorovany rozdiel medzi monocytmi z aktivnych pacientov a pacientov na
bezlepkovej diéte (Brynychova et al., 2016b). Ciccocioppo a jeho tim tiez zistili, ze gliadin spdsobuje
vyznamnu upregulaciu hladin mRNA TLR4 (a TLR7, TLRS) v dendritickych bunkach odvodenych z
kostnej drene z HLA-DQS8 transgénnych mysi (Ciccocioppo et al., 2008), takze by sme o¢akavali, ze
v pripade imunogenicity vybraného kultivaru ovsa by doslo k upregulacii mRNA tychto PRRs. Co sa
tyka nami pozorovanych zmien v expresii TLR4 po 14-dennej konzumacii ovsa ako na Grovni mRNA,

tak na urovni povrchovej expresie neboli pozorované ziadne vyznamné zmeny. To by odpovedalo
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vysledkom, ktoré ziskali viaceré timy zaoberajliice sa skimanim zmien v stvislosti so stimulaciou
tohto Toll-like receptoru pSeni¢nym gliadinom ako na mysich, tak na 'udskych modeloch (Armstrong
et al., 2004; Matsuguchi et al., 2000), nakol’ko aveniny v ovsi su menej imunogénne nez gliadiny

pSenice.

To ako spolu interaguji monocyty, ich PRRs a prozdpalové cytokiny bolo popisané uz
v predoslych kapitolach (1.3.4.3). Cesky tim z Akademie véd poukédzal na viacerych $tadiach, e
monocyty je mozné aktivovat pridanim frakcii pSeni¢éného gliadinu, ¢o vedie k produkcii
prozépalovch cytokinov ako TNFa, IL1B, IL8 cytokinov a inych zépalovych mediatorov (Cinova et
al., 2007; Jelinkova et al., 2004; Tuckova et al., 2002). Zaroven vSak bolo v teoretickom tivode tejto

prace poukazané na zasadné rozdiely medzi imunogenicitou gliadinovych a aveninovych peptidov.

Celkovo sme po 14-dennej konzumacii ovsa u vacSiny pacientov pozorovali skér pokles
v celkovom poéte monocytov (i lymfocytov) zo singlet gate-u. Zaroven klesol aj pocet CD14*
monocytov, ktoré na svojom povrchu vystavuju nami sledované markery TLR2 a TLR4, HLA-DR,
CD80 a CD86. V pripade CD14"HLA-DR" monocytov sa ich pokles 1,25 x pohyboval na hranici
Statistickej vyznamnosti (p = 0,057) a v pripade CD14"CD86" monocytov sa jednalo o $tatisticky
vyznamny pokles 1,8 x (p = 0,029). Jedna sa opidt vSak o zanedbatelny biologicky vyznam.
Ocakavana by pritom bola opa¢na reakcia v nadvéznosti na 14-dennu konzumaciu ovsa v pripade jeho
potencialnej imunogenicity, pretoze podl'a recentnej Stadie Ceského timu Hudca a kolektivu z roku
2021, dochadza po stimulacii zrelych dendritickych buniek odvodenych z monocytov celiakov
frakciami pSeni¢ného gliadinu naopak k narastu povrchovej expresie CD86 u tychto buniek (Hudec et

al., 2021).

Z testov stanovujucich hladiny sérového IgA vykonanych vo FNKYV vyplynulo, Ze u Ziadneho
pacienta nedoSlo po 14 diioch konzumacie ovsa k produkcii tychto autoimunitnych protilatok (Priloha
1). Zarove nam boli poskytnuté vysledky osobnych dotaznikov, ktoré uéastnici §tudie vypinali pred
vstupom do Studie, aj po douzivani ovsa. Dotaznik (Priloha 2) hodnotil hlavne subjektivne zdravotné
problémy pocitované pocas konzuméacie ovsa a to najmé narast ¢i Ustup zdravotnych problémov po

uzivani ovsa na bodovej §kale od 0 (ziadne problémy) do 6 (najvacsie problémy).

Ostava otazne, ¢i je 14 dni dostacujica doba na to, aby doslo k vzniku imunitnej odpovede na
avenin v bezlepkovych ovsenych vloc¢kach, ktora by bola detekovatena pomocou sérovych hladin
anti-tTG2 IgA protilatok. Na zaklade predoslych vyskumov totiz 14-dennd konzumadcia urcitého
mnozstva pSeni¢ného lepku a nésledna analyza sérovych protilatok nepreukazala zmeny hladin tohto
markeru ani po 14, ani po 28 diioch a ani vyznamné zmeny na duodendlnom tkanive ziskanom
biopsiou (Ldhdeaho et al., 2011; Leffler et al., 2013; Sarna et al., 2018). Zaroveii neboli detekované
vyznamné zmeny v produkcii prozapalovych cytokinov ako TNFa, INFy ¢i fibroblast growth faktor
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Specifické pre gluténova prozapalova odpoved’. Klinicka sttidia Sarnu a kolektivu vSak preukazala
postupné vyznamné zhorsenie intestindlnych priznakov celiakie hlavne zmeny v konzistencii stolice,

plynatosti a celkovom subjektivnom pocite (Sarna et al., 2018; Stamnaes et al., 2021).

Vysledky dotaznikov (z FNKV) od pacientov, poukazujice na nérast tazkosti pri konzumacii
ovsa, zaznamenali hlavne pritomnost’ palenia zahy, nadfvanie, flatulanciu a bolest’ v epigastriu, no
podl’a pacientov samotnych sa jednalo iba o minimalnu zmenu (v rozmedzi 0 = Ziadne t'azkosti do 3 =
stredné tazkosti (najhorsie tazkosti = 6)) oproti stavu pred uzivanim ovsa. Co sa tykalo zmien
v konzistencii stolice — bola pozorovanad znacna variabilita. Zatial' ¢o niektori pacienti reagovali na
konzumaciu ovsa tuhSou stolicou ¢i vyskytom zacpy, ini mali po ovsenych vlockach stolicu redsiu, ale
znovu §$lo len o minimalne zmeny oproti stavu pred konzumaciou (v rozmedzi 0 = ziadne t'azkosti do 3
= stredné tazkosti). VacSina pacientov (~76 %) vSak hodnotila konzumaciu ovsenych vlociek
pozitivne ako po kvalitativnej stranke, tak aj po subjektivnej fyziologickej stranke (ustup bolesti

v epigastriu, menej nadlivania, nepritomnost’ zacpy a zdrava konzistencia stolice).

Zarovei na predoslych stidiach zaoberajucich sa konzumaciou ovsa celiakmi bolo zistené, ze
iba niektoré kultivary su imunogénne a vysledné pdsobenie na organizmus pacienta je individudlne
(Comino et al., 2011; Comino et al., 2012; Silano et al., 2007, Silano et al., 2014). Dalsie faktory,
ktoré by mohli ovplyvnit’ reakciu imunitného systému na vybrany kultivar ovsa st napriklad rozne iné
pridruzené autoimunity k celiakii alebo alergie. Je totiz zname, Ze tieto faktory by mohli ovplyvnit
¢i objasnit’ niektoré nami pozorované trendy, ako napriklad preco vysledky analyz tych istych 7
pacientov vychadzaju naopak nez u vicSiny (po diéte unich dochadzalo skér k velkému narastu
expresii mRNA a zvySovaniu poctu leukocytov). Po nahliadnuti do zdravotnych zaznamov tychto
pacientov bola u 5 pacientov zistena lie¢ba hypotyredzy (pri autoimunitnej tyreoitide) a zaroven u 3
pacientov su zaznamy o alergidch na sezénne pely, rozto¢e ¢i potravinové alergie hlavne na orechy,
jablkd a marhule; nie je tak mozné vylucit, Ze ich atypicka reakcia na konzumaciu testovaného

kultivaru bezlepkového ovsa bola v dosledku tychto skuto¢nosti.

Z doteraz zozbieranych vysledkov tejto Stadie tak po 14-dennej konzumacii vybraného
kultivaru ovsa pozorujeme na molekularnej trovni u buniek neSpecifickej imunity len slabu reakciu
imunitného systému. S moznym biologickym vyznamom bolo detekované iba Statisticky vyznamné,
ale len mierne zvySenie mRNA expresie TNFa a IL1f, a naopak pokles v zastipeniu CD14"CD86"

monocytov.
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6. Zaver

V tejto diplomovej praci sme skimali vrodenu imunitni odpoved’ pacientov so stabilizovanou
celiakiou na 14-dennti konzumaciu vybraného bezlepkového kultivaru ovsa na bunecnej
a molekularnej trovni. Konkrétne sme sa zamerali na zmeny mRNA expresie vybranych markerov
produkovanych CD14" monocytmi (TLR2, TLR4, TNFa, IL8, IL1B) a zmenu v poéte leukocytov
s vybranymi povrchovymi molekulami (TLR2, TLR4, HLA-DR, CD80, CD86) pred apo diétnej

intervencii.

Zistili sme, Ze po 14-dennej konzumaécii ovsenych vlo¢iek vybraného kultivaru doslo len k
slabej reakcii imunitného systému, ktoru sme detekovali iba na urovni mRNA expresie TNFa a IL1J.
Tieto zmeny su vsak z biologického hl'adiska skor malé. Zda sa vsak, Ze na bunkovej a proteinovej
urovni aktivaciu imunitného systému prostrednictvom zmien v poéte ¢i fenotype leukocytov po
konzumacii ovsa u pacientov s celiakiou nedetekujeme, az na pripad CD14°CD86" monocytov, kde

bol pozorovany Statisticky vyznamny pokles v ich pocte.
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7. Zoznam pouzitych skratiek
APC — antigén prezentujica bunka

AV CR — Akademie v&d Ceské republiky
BCR — B bunecny receptor

CD (napr. CD14) — diferenciacny antigén
cDNA — komplementarna DNA

cfDNA - cell-free DNA

Ct — prahovy cyklus

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosrat

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

EMA - endomyzium

ESPGHAN — European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition

FCM - prietokova cytometria

FNKYV - Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
FSc — z anglického ,,forward scatter, priamy rozptyl
GWAS — celogendmova asociacnd Studia

HLA - l'udsky leukocytarny antigén

IgA /-G — imonoglobulin A/ -G

INFy — interferébn gama

LPS — lipopolysacharid

M - CSF — Faktor stimulujtci kolonie makrofagov

MFI — mean fluorescent intensity

PAMPs — Molekularne vzory asociované s patogénom
PBMCs — mononuklearne bunky periférnej krvi

PBS — fosfatom pufrovany fyziologicky roztok

PRR - vzorec rozpoznavajice receptory

gqPCR — kvantitativna polymerazova retazova reakcia
RT- PCR — reverzne transkriptazova polymerazova retazovea reakcia
SSc — z anglického ,,side scatter*, bo¢ny rozptyl

TCR — T bunecny receptor

TLR - toll-like receptor

Thl/ -2 — subpopulacia pomocnych T lymfocytov -1/ -2

Treg — regula¢ny T lymfocyt
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tTG2 — tkanivova transglutaminéza 2
VURYV - Vyskumni tstav rostlinné vyroby

UZIS CR — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky
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