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ABSTRAKT

Celiakie je chronické zanétlivé onemocnéni sliznice tenkého stieva, které se
projevuje u geneticky predisponovanych jedinci po poziti stravy obsahujici lepek.
Doposud zistava jedinou moznou 1é¢bou celiakie celozivotni vylouceni lepku ze stravy.

Jednou ze zcela novych terapeutickych strategii je pouziti syntetického polymeru
P(HEMA-co-SS), ktery v gastrointestinalnim traktu specificky vyvazuje gliadin a rusi
tak jeho Skodlivé puisobeni na stievni sliznici. Provedené in vitro testy u¢inktit P(HEMA -
co0-SS) na lidské PBMC a stievni biopsie ukazaly, ze potencidlni terapeutickd schopnost
P(HEMA-co-SS) je velmi ovlivnéna stupném proteolytického zpracovani obou
komponent a také rozdilnou ¢asovou aplikaci P(HEMA-co-SS) do organismu oproti
lepku.

Dalsi uvazovanou podplirnou lécbou celiakie je pouzivani prospesnych
probiotickych bakterialnich kment. Nase pokusy vychazely z poznatku skupiny Prof. Y.
Sanz, ze se 1i8i sloZzeni bakterialni flory u pacientl s aktivni formou celiakie, u pacienti
1écenych bezlepkovou dietou a u zdravych jedinct. Ve spolupraci s touto skupinou jsme
testovali t€inek vybranych bakteridlnich kmenti izolovanych z pacienti s celiakii a
probiotickych bakteridlni kmen na odpovéd bun€k pfirozené imunity na gliadin.
Provedené in vitro pokusy s lidskymi dendritickymi buiikami ukazaly, ze pfitomnost
riznych bakteridlnich kmenti vyznamné ovlivituje odpoveéd’ lidskych dendritickych

bunék na gliadin a mira ovlivnéni zcela zavisi na pouzitém bakteridlnim kmenu.



ABSTRACT

Gluten sensitive entheropathy — celiac disease is a lifelong, genetically
predisposed, immunologically mediated susceptibility to dietary wheat gluten, most
frequently demonstrated by small-bowel damage and malabsorption syndrome. Strict
adherence to gluten-free diet is the sole rational therapy of the disease.

One of the possible therapeutic strategy for the treating of celiac disease is to
utilize the synthetic polymer P(HEMA-co-SS). This polymer is capable specifically
bound gliadin in gastrointestinal tract and by this way to neutralize the damaging effect
of this alimentary protein on mucosa of small intestine in celiac patients. The in vitro
study on human PBMC and specimens of small intestinal biopsies of celiac patients in
our laboratory demonstrated that putative therapeutic ability of P(HEMA-co-SS) is
substantially influenced by degree of proteolytic processing of gliadin and P(HEMA-
co-SS) and also by different timing of per os administration of both components in
organism.

Another putative adjuvant therapy of celiac disease is employing of the
beneficial probiotic bacterial strains. Our experiments were based on the findings of
Prof. Y Sénz and her group demonstrating the significant differences in the composition
of bacterial microflora in patients with active form of celiac disease, patient treated by
gluten-free diet and healthy control. In cooperation with this group we tested the effect
of selected bacterial strains isolated from celiac patients and potentially probiotic strains
on the response of innate immunity cells to gliadin. The in vitro experiments
demonstrated that the various bacterial strains significantly modified the response of
human peripheral blood derived dendritic cells to gliadin, measured by the production
of cytokines and in the expression of functional surface molecules and that the degree

of influence significantly depended on the bacterial strain applied.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC
GFD
BSA
Ca?"

Caco-2/15

CCL25
CCR9
CD
CXCR3
DC
DMFA
ELISA
F

FACS
FBS
Foxp3
FSC

G
GM-CSF

HLA
IEC-6
IEL

IFN

IgA, 1gG
IL

INOs

bunka prezentujici antigen (antigen presenting cell)
bezlepkova dieta (gluten free diet)

bovinni sérovy albumin (bovine serum albumin)

vapenaty kation

nadorova linie odvozena z lidského kolorektalnio karcinomu
(human colon cancer cell line)

chemokin (chemokine C-C motif ligand 25)

chemokinovy receptor (chemokine C-C motif receptor 9)
diferenciacni antigen (cluster of differentiation)
chemokinovy receptor (chemokine C-X-C motif receptor 3)
dendriticka buiika (dendritic cell)

N,N-dimethylformamid

enzyme-linked immunosorbent assay

aminokyselina fenylalanin

fluorescence-activated cell sorting

fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

transkripéni faktor (forkhead box P3)

piimy rozptyl svétla (forward scatter)

aminokyselina glycin

faktor stimulujici kolonie granulocytli a makrofagt
(granulocyte and macrophage colony-stimulating factor)
lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)

linie stfevnich epitelovych bunék (intestinal epithelial cell line)
intraepitelidlni lymfocyt (intraepithelial lymphocyte)
interferon

imunoglobulin tfidy A, G

interleukin

inducibilni syntdza oxidu dusnatého

(inducible nitric oxide synthase)

aminokyselina leucin



LPMC

LPS
MadCam

MCP-1

MFI
MICA

MMP

NF-xB

NKG2D

P
P(HEMA-co-SS)
PBMC

PBS
PEP

Q
RANTES

RPM
slgA
SSC
TGF
Th
THP-1
TMB
TNF
TTG2

Z0T
adp7

monomuklearni buiika v lamina propria

(lamina propria mononuclear cell)

lipopolysacharid

adresinova molekula stfevni tkané

(mucosal vascular addressin cell adhesion molecule)
monocytovy chemotakticky protein

(monocyte chemoattractant protein 1)

median florescencni intenzity

stresovd molekula bunék sttevniho epitelu, ligand pro NKG2D
(MHC class I polypeptide-related sequence A)

matrix metaloproteindza (matrix metalloproteinases)

jaderny faktor kB (neclear factor-kB)

lymfocytarni receptor (natural killer group 2 member D receptor)
aminokyselina prolin

kopolymer hydroxyethylmethakrylatu a styrensulfonatu
mononukledrni buiika periferni krve

(peripheral blood mononuclear cell)

fostaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
prolyl-endopeptidaza

aminokyselina glutamin

chemotakticky faktor

(regulated upon activation normaly T-cell expressed and secreted)
pocet otacek za minutu (revolutions per minute)

sekre¢ni IgA (slizni¢ni)

bocni rozptyl svétla (side scatter)

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)
pomocny T-lymfocyt (helper T-cell)

bunécna linie lidské akutni monocytické leukemie
3,3,5,5-tetramethylbenzidin

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

tkanova transglutamindza izoenzym 2

aminokyselina tyrozin

toxin sekretovany Vibrio cholerae (zonula occludens toxin)

usidlovaci stfevni integrinovy receptor
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1. UVOD A CILE DIPLOMOVE PRACE

Celiakie je chronické zanétlivé onemocnéni sliznice tenkého stieva, které se
projevuje u geneticky predisponovanych jedincl po poziti stravy obsahujici lepek.
Permanentni intolerance lepku je v soucasné dobé Iécitelna pouze celozivotnim
vyloucenim lepku ze stravy. Striktni bezlepkova dieta je u vétSiny pacientii ucinna,
nemocné vSak finan¢né i1 socialné diskriminuje. Pro zkvalitnéni Zivota celiakl je proto
nezbytné zavedeni nové alternativni terapie dopliujici ¢i nahrazujici bezlepkovou dietu.
Jednou ze zcela novych potencialnich terapeutickych strategii je pouziti syntetického
polymeru P(HEMA-co-SS), ktery v gastrointestinalnim traktu specificky vyvazuje
gliadin a rus$i tak jeho Skodlivé plsobeni na stfevni sliznici. Dal§i uvazovanou
podptrnou lé¢bou celiakie je pouzivani prospésnych probiotickych bakteridlnich

kment.
Na zékladé téchto uvedenych skute¢nosti byly stanoveny nésledujici cile pokust:

1) In vitro otestovat a porovnat potencialni terapeutické ucinky P(HEMA-c0-SS)
na lidskych PBMC izolovanych z krve zdravych darch a celiakalnich pacienti a
na stfevnich biopsiich ziskanych od téchto pacientl. Pokusy provést ve dvou
riznych uspotfadanich simulujicich rtizné stupné proteolytického zpracovani a
interakce gliadinu s P(HEMA-co-SS) odpovidajici rozdilné casové aplikaci
P(HEMA-co-SS) do organismu po poziti lepku. Pii pokusech méfit ELISA
metodou koncentraci 1L-10 a TNF-a produkovanych PBMC a biopsiemi po
stimulaci gliadinem, P(HEMA-co-SS) a jejich kombinaci.

2) In vitro otestovat a porovnat, jak mize pfitomnost riznych bakterialnich kment
ovlivnit odpovéd’ lidskych dendritickych bun¢k (ziskanych od zdravych darci)
na gliadin. Pfi pokusech méfit ELISA metodou koncentraci IL-10, TNF-a a IL-
12 produkovanych DC a FACS-analyzou méfit expresi povrchovych markeri

DC po stimulaci gliadinem, riiznymi bakteridlnimi kmeny a jejich kombinaci.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Celiakie

Celiakie (celiakalni sprue, gluten sensitivni enteropatie) je chronické zanétlivé
onemocnéni sliznice tenkého stieva, které se projevuje u geneticky predisponovanych
jedincti po poziti stravy obsahujici lepek (gluten), zasobni protein pSenice, zita a
je¢mene (SoLLID 2002).

Celiakie patii k multifaktorialnim onemocnénim, rozvoj permanentni intolerance
lepku je nasledkem spoluptisobeni faktort genetickych, imunitnich i environmentalnich.
Az 95% postizenych exprimuje na svych antigen prezentujicich bunikach molekuly
HLA-DQ2 ¢i HLA-DQS8, které se vyskytuji u 20-30% evropské populace. K faktoram
prostfedi ovliviiujicim nastup celiakie se fadi doba kojeni, zacatek podavani potravy
obsahujici gluten, stievni infekce, uzivani 1€kt ¢i sloZeni stfevni mikroflory (Di
SABATINO a COrRAZZA 2009).

U geneticky predisponovanych jedincii dochéazi k poruseni ordlni tolerance
Stépnych produktl lepku a néasledné abnormalni imunitni CD4 T-bunécné odpovedi a
humoralni reakci (IgA, IgG) na tyto peptidy i proti vlastnim tkdnim, coZ ma za nasledek
poskozeni stfevni sliznice.

Celiakie je casté, celosvétoveé rozsifené onemocnéni s vysokou prevalenci ve
vsech vékovych kategoriich. V Ceské republice dle odhadii trpi celiakii az 0,5%
populace, coz predstavuje asi 40 000 az 50 000 lidi pii prevalenci 1:200-1:250.
Skutecnost, Ze Zeny trpi celiakii Cast&ji neZ muzi, podporuje Gvahy o autoimunitni
povaze onemocneént.

Klinicky obraz celiakie je velmi rliznorody a byva pfirovnavan k ledovci, jehoz
vrchol vycnivajici nad vodni hladinu tvoii 1éCené klinicky néapadné formy,
nediagnostikovani nemocni s méné napadnymi nebo Zadnymi symptomy piedstavuji
pfevazujici ponofenou c¢ast ledovce (MAKI a COLLIN 1997). VSichni postizeni vSak
vykazuji charakteristické zmény sliznice tenkého stfeva, tj. atrofii klkii, hyperplasii
krypt a infiltraci lamina propria zanétlivymi butikami. Nasledkem téchto patologickych

zmén stfevni sliznice jsou poruchy absorpce zivin, vitamini a minerdlnich latek,
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vyvolavajici predev§im u déti typické (gastrointestinalni) piiznaky celiakie. K nim patii
chronické prijmy, steatorea, obstipace, bolesti bficha, nechutenstvi, zvraceni, ubytek
vahy, unava. Atypickymi (extraintestinalnimi) pfiznaky, které se projevuji predevsim u
dospélych osob, mohou byt arthritidy, bolesti kloubli, anemie, poruchy plodnosti,
zvysena kazivost zubt, afty, mensi vzrist, padani vlast, jaterni ¢i neurologické poruchy
(ALAEDINI @ GREEN 2005, FASANO a CATASsI 2001).

U 20-30% pacientii se celiakie manifestuje kozni formou jako tzv. Duhringova
herpetiformni dermatitida svédici vyrazkou na loktech, hyzdich a zadech. Tito pacienti
nemusi mit soucasné typické gastrointestinalni ptiznaky celiakie, ovSem hladina
sérovych protilatek a poskozeni stfevni sliznice je identické jako u klasickych celiaki
(REUNALA 2001).

Pfi dodrzovéni bezlepkové diety (GFD) dochdzi b&hem 2-3 mésici
k normalizaci sliznice tenkého stéeva, K poklesu titru sérovych protilatek a k vymizeni
klinickych ptiznakli choroby (SEE a MURRAY 2006). Vyjimkou je vzacna ale Zzivot
ohrozujici forma celiakie, tzv. refraktorni sprue, kterd se projevuje stejnymi pfiznaky
jako klasicka celiakie, pacienti vSak nereaguji na 1é¢bu bezlepkovou dietou (RUBIO-
TAPIA 2@ MURRAY 2010).

Diagnostika onemocnéni je snadnd, ale diky rozmanitym, nendpadnym, casto
atypickym klinickym symptomim je diagnostikovano a léfeno pouze 10-15%
nemocnych. Serologické markery celiakie zahrnuji protilatky proti gliadinu, tkanové
transglutamindze a antiendomyzialni protilatky. Stanovuji se ve tfidach IgA a IgG.
Rozhodujicim diagnostickym ukazatelem celiakie je vSak histologicky obraz biopsie
sliznice tenkého stieva odebrané endoskopicky z dolni ¢asti duodena peroralni sondou.
Histologické hodnoceni biopsie se fidi dle Marshovi klasifika¢ni stupnice, ktera
zohledniuje miru poskozeni klku, krypt a infiltrace sliznice intraepitelidlnimi lymfocyty
(MARSH a CROWE 1995). V ramci diagnostickych vySetfeni 1ze provést také stanoveni
specifickych alel kodujicich molekuly HLA-DQ2/DQ8. Soucasti definitivni diagnozy je
také sledovani poklesu klinické a serologické odpovédi pacienta na bezlepkovou dietu.

Casto byva celiakie sdruzena s jinymi autoimunitnimi chorobami, typicky
s diabetem 1.typu (3-8%) a autoimunitnimi onemocnénimi §titné zlazy (vice nez 10%),
dalsi chorobou asociovanou s celiakii byva také Downuv syndrom, IgA deficience,
revmatoidni artritida ¢i roztrouSena skler6za. Dlouhodobé nelé€end celiakie mize navic

vést k rozvoji malignich T-bunéénych lymfoml a adenokarcinomt. Toto riziko lze
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velmi vyrazné snizit dodrzovanim bezlepkové diety, kterd je doposud stale jedinou

moznou lé¢bou celiakie (SILANO et al. 2007, SiLANO et al. 2008b).

2.2. Lepek (gluten)

Lepek (gluten), prokdzany exogenni spousté¢ celiakie, je smési zasobnich
bilkovin v endospermu obilnych zrn. Ethanolovou extrakci lze lepek rozdé€lit na
Vv alkoholu rozpustné prolaminy a nerozpustné gluteniny. Prolaminy, hrajici kliCovou
ulohu v patogenezi celiakie, se u pSenice nazyvaji gliadiny, u Zita sekaliny, u jeCmene
hordeiny a u ovsa aveniny. VSechny tyto piibuzné obiloviny c¢eledi lipnicovité
(podceled’ Triticeae) jsou schopny vyvolavat celiakii, jelikoz jejich prolaminy obsahuji
homologni imunogenni epitopy (VADER et al. 2003). Toxicita prolamind spo¢iva jednak
Vjejich pfimém cytotoxickém pulsobeni na sliznici a jednak v jejich schopnosti
aktivovat specifickou T-buné&cnou odpoveéd’, schopnosti indukovat epitelialni apoptozu a
spoustét tak ve stteve zanétlivy proces.

PSeni¢né gliadiny se dle elektroforetick¢é pohyblivosti d€li na o, B, v a ©-
gliadiny. Pro celiaky nejtoxictéjSi a-gliadin je heterogenni monomerni polypeptid
tvofeny riznym poc¢tem aminokyselin (260-800) s celkovou molekulovou hmotnosti 30-
40 kDa. Soucasti aminokyselinového fetézce je Sest molekul cysteinu, které tvofii
intramolekularni disulfidové vazby. Obsahuje vysoky podil prolinu (az 15%), ktery je
zodpovédny za extrémni rezistenci gliadinu k trdvicim enzymiim gastrointestinalniho
traktu a tvofi vyznamné imunogenni epitopy s vysokou afinitou k molekulam HLA-
DQ2/DQ8. Vysoky obsah glutaminu (az 35%) zpiisobuje, ze je gliadin dobrym
substratem pro enzym tkdnovou transglutaminazu 2 (TTG2), ktera zvysuje
imunogenicitu glutenovych fragmenti deamidaci glutaminu. Vysoky obsah prolinu a
glutaminu je spole¢nym rysem vSech prolamini (FUCHS 2005, SHEWRY a TATHAM
1990).

Plisobenim proteaz Zaludku, pankreatu a membranovych peptidaz kartaCkového
lemu tenkého stfeva je gliadin v gastrointestindlnim traktu enzymaticky trdven na dale
nestépitelné fragmenty (HAUSCH et al. 2002). Tyto vznikajici peptidy mohou
prostupovat pies bariéru stfevniho epitelu do lamina propria, pfichdzet zde do kontaktu

S imunitnimi buiikami a indukovat prostiednictvim antigen prezentujicich bunék
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proliferaci a aktivaci specifickych T-lymfocytt. T-lymfocyty mohou byt aktivovany
nativnimi peptidy ¢i peptidy modifikovanymi TTG2.

Dobte definovanym imunodominantnim peptidem a-gliadinu, ktery vyvolava
silnou T-buné¢nou odpovéd, je 33mer (amk 57-89) o aminokyselinové sekvenci
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF. Tento peptid obsahuje 6 ¢astecné
se prekryvajicich HLA-DQ2-vazebnych epitopt (QIAO et al. 2004, SHAN et al. 2002).
Dalsim dobfe charakterizovanym fragmentem a-gliadinu je neimunogenni peptid 31-43
o sekvenci LGQQQPFPPQQPY, ktery je povazovan za neschopny stimulovat gluten
reaktivni CD4 T-lymfocyty. Peptid 31-43 ovSem indukuje v celiakalni sliznici
pfirozenou imunitni odpovéd’ na gliadin, jelikoz zvySuje produkci IL-15, typického
cytokinu pfirozené imunity, ktery inhibuje u¢inky TGF-f, zvysuje leukocytarni infiltraci
lamina propria, podporuje maturaci dendritickych bunék a zplsobuje epitelidlni stres
(BENAHMED et al. 2007, MAIURI et al. 2000, MAIURI et al. 2001, MAIURI et al. 2003).

Ve vodé lepek bobtnd a je pfi¢inou jedineénych pekaiskych vlastnosti
pSenicného tésta, jeho taznosti, pruznosti a lepivosti (WIESE 2007). Tento fakt zajist'uje

bilkovindm pSenice vyjimecny technologicky vyznam v potravindiském pramyslu.

2.3. Patogeneze celiakie

2.3.1. Epitelialni translokace gliadinovych peptidi

V gastrointestindlnim traktu je gliadin hydrolyzovan plisobenim Zalude¢niho
pepsinu, pankreatickymi protedzami a membranovymi peptidazami karta€kového lemu
enterocyti tenkého stfeva na dale nestépitelné fragmenty (HAUSCH et al. 2002). N¢které
gliadinové peptidy (neimunogenni peptid 31-43) mohou piisobit piimo cytotoxicky na
stievni epitel prostfednictvim mechanisml pfirozené imunity, jiné (imunogenni peptid
33mer) jsou schopny aktivovat adaptivni imunitni odpovéd’ (Ciccocioprpo et al. 2005).

Pti oslabeni bariérové funkce sliznice pronikaji gliadinové peptidy pres
epitelidlni vrstvu do lamina propria, kde piichazeji do kontaktu s buitkami imunitniho

systému. Zpusob, jakym se dostavaji gliadinové peptidy ze stievniho lumen do lamina
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propria neni zndm. Piedpokladé se paraceluldrni prinik usnadnény porusenim tésnych
spoju Ci intracelularni transport epitelialni transcytéozou (SCHUMANN et al. 2008).
Uvazuje se také o ,samplovani gliadinovych peptidi dendritickymi buiikami
pfitomnymi v lamina propria, jejichz vycnélky zasahuji mezi stfevnimi epitelidlnimi
bunikami az do lumen stieva, kde odebiraji vzorky peptida, které nasledné prezentuji T-

lymfocytim.

2.3.2. Modifikace a prezentace gliadinovych peptidi

Proniknou-li u celiaki gliadinové peptidy pies poskozenou zvySené propustnou
epitelovou vrstvu stfevni sliznice, stavaji se diky vysokému obsahu glutaminu velmi
afinnim substratem pro enzym tkanovou transglutaminazu 2 (TTG2), jejiz exprese
v organismu (pfedevs$im fibroblasty) je pfi celiakii zvySena (EsSposiTo et al. 2003).
TTG2 je vSudypiitomna Ca2+  dependentni  protein-glutamin:  anim-y-
glutamyltransferaza katalyzujici posttranslacni deamidacni a transamida¢ni modifikace
protein. V patogenezi celiakie ma dvé zasadni role. Jednak je TTG2 cilovym
autoantigenem pro antiendomyzialni a anti-TTG protilatky (DIETERICH et al. 1997) a
dale v lamina propria TTG2 katalyzuje deamidaci glutaminu obsaZené¢ho v peptidech
na glutamat nebo proktizeni gliadinovych peptidii intramolekularni vazbou glutaminu
na dal$i primarni aminy, napt. lyzin. Deamidaci ziskavaji peptidy zaporny naboj, ktery
zesiluje jejich vazbu na HLA-DQ2/DQS8 glykoproteiny na antigen prezentujicich
buiikach (APC) a tim zvySuje 1 imunostimulacni efekt téchto peptidia (ARENTZ-HANSEN
et al. 2000, MOLBERG et al. 1998, VAN DE WAL et al. 1998).

2.3.3. Utinky gliadinu na antigen prezentujici buiiky (APC)

Morfologické a funkéni zmény APC (monocytli, makrofadgl, dendritickych
bun€k) vyvolané gliadinem byly popsany v mnoha studiich. MysSi peritoneélni
makrofagy stimulované gliadinovymi peptidy v pfitomnosti IFN-y produkuji zvySené
mnozstvi TNF-a, IL-10, RANTES a iNOs (TuCKoVA et al. 2000, TUCKOVA et al. 2002).
Gliadin v ptitomnosti INF-y taktéz aktivuje lidské monocytarni bunky linie THP-1 ke
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zvySené produkci IL-8 (NF-kB aktiva¢ni drahou) a TNF-a (JELINKOVA et al. 2004). Pii
dalsich pokusech byl porovnavan tc¢inek gliadinu na lidské periferni monocyty (PBMC)
izolované z krve aktivnich nelécenych celiaki, celiakli dodrzujicich GFD a zdravych
darcd. Gliadin indukoval znatelné vyssi cytokinovou produkci (TNF-a a IL-8) a expresi
povrchovych aktiva¢nich markeri (CD80, CD86, CD83, CD40) u PBMC aktivnich
celiakalnich pacientd nez u PBMC od pacientii na GFD a od zdravych déarcti (CINOVA et
al. 2007). Také lidské dendritické bunky, derivované z PBMC, prochazeji po stimulaci
gliadinem morfologickymi, fenotypovymi a funkénimi zménami. Gliadinem
maturované dendritické buniky zvySuji expresi povrchovych maturaénich markert
(CD83, CD80, CD86, CD40, HLA-DR), ztraci schopnost fagocytozy a zvysuji produkci
cytokinti a chemokind (IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-a, RANTES). Gliadinem stimulované
dendritické bunky maji také vys$i schopnost aktivovat T-lymfocyty (PALOVA-
JELINKOVA et al. 2005, RAKHIMOVA et al. 2009). V nedavné studii byla potvrzena
schopnost gliadinovych peptidi indukovat migraci dendritickych bun€k, doprovazenou
strukturnimi zménami jejich cytoskeletu (rozpad adhezivnich struktur, podozomil)

(CHLADKOVA et al. 2010).

2.3.4. Aktivace piirozené a adaptivni imunitni odpovédi na

gliadin

Prezentace TTG2 modifikovanych gliadinovych fragmenti HLA-DQ2/DQ8
pozitivnimi APC T-lymfocytim vede k aktivaci gliadin-specifickych CD4+ Th-
lymfocyti, efektorovych bunék adaptivni imunity. Aktivované Thl-lymfocyty
produkuji vysoké hladiny prozanétovych cytokint (piedevsim IFN-y, dale TNF-a, IL-2,
IL-6, IL-18, IL-21), které aktivuji dal$i bunécné populace a bunécné enzymy podilejici
se na poskozeni stfevni tkan¢. (FINA et al. 2008, NILSEN et al. 1998, PRZEMIOSLO et al.
1994, SALVATI et al. 2002). Ve stievnich biopsiich celiakédlnich pacient byla prokazana
zvySena aktivita metaloproteaz poSkozujicich extracelularni matrix (MOHAMED et al.
2006). Cytokiny produkované aktivovanymi Th2-lymfocyty fidi aktivaci a klonalni
expanzi B-lymfocytd a jejich diferenciaci do plasmatickych bun¢k produkujicich
specifické IgA a IgG protilatky, které jsou namifeny proti exogennimu gliadinu i

endogennim autoantigenim véetné TTG2 a endomyzia. Ucast téchto protilatek
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Vv patogenezi celiakie neni zcela jasna, v souCasnosti maji pfedev§im diagnosticky
vyznam.

Gliadin specificka T-bunécnd aktivace je soucasti adaptivni imunity a je hlavnim
patologickych mechanismem celiakie. N¢které epitopy gliadinu (peptid 31-43) ale
nejsou rozpoznavany T-lymfocyty a poskozuji stfevni sliznici indukci piirozené
imunitni odpovédi na gliadin bez aktivace T-bun¢k (MAIURI et al. 2003, STEPNIAK a
KONING 2006). Peptid 31-43 stimuluje enterocyty a APC v lamina propria k produkci
IL-15, typického cytokinu pfirozené imunity. IL-15 zvySuje intraepitelidlni infiltraci
lamina propria cytotoxickymi T-lymfocyty (MAIURI et al. 2001) a indukuje expresi
stresovych molekul MICA na butikach stievniho epitelu a expresi NKG2D receptorti na
CD8+ intraepitelialnich T-lymfocytech. Interakce mezi MICA a NKG2D vede
K bunééné smrti enterocytli a postupné atrofii klkd stfevni sliznice (HUE et al. 2004,
MAIURI et al. 2000). Déle IL-15 inhibuje imunoregulacni u¢inky TGF-f a podporuje

maturaci dendrickych bunék (BENAHMED et al. 2007).

Obrazek ¢.1: Mechanismy poskozeni sti‘evni sliznice p¥i celiakii:
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2.4. Alternativni moZznosti terapie

Celiakie je celozivotni onemocnéni v soucasné dob¢ I1écitelné pouze
bezlepkovou dietou (GFD). Naprostym vylouéenim pSenice, Zita, jemene a ovsa ze
stravy dochdzi u nemocnych s klasickou formou celiakie k remisi, Gstupu klinickych
obtizi, poklesu sérovych protilatek a normalizaci histologického obrazu stfevni sliznice.
Pii ptisném dodrzovani je tedy GFD u vétSiny pacient G¢inna, nemocnym vsak velmi
komplikuje zivot. Stravovat se plnohodnotné¢ mimo domov, v zaméstnani, ve Skolach
nebo na dovolené je pro celiaky stale dosti obtizné (LEE A NEWMAN 2003).

Existuje mnoho divodu, pro¢ je v soucasnosti GFD terapii nezcela vyhovujici.
GFD je bezpochyby velkym zdsahem do zivotniho stylu. Kvalitu Zivota pacientl snizuji
zejména niZze uvedend fakta. Bezlepkové potraviny nejsou bézné€ dostupné a jsou
finanéné nakladné (LEE et al. 2007). GFD je malo chutna a pestra. Skodlivy lepek je
aditivem celé fady béznych potravin (uzeniny, jogurty apod.) a kontaminuje potraviny
také béhem vyrobniho technologického procesu (pifi zpracovani a dopravé surovin),
takZe potraviny oznacené jako bezlepkové neziidka obsahuji stopova mnoZstvi lepku a
absolutni vylouceni glutenu z pfijimané stravy je tak témét nemozné. Citlivost celiakt k
lepku je znacné individudlni, nelze tedy stanovit hranici povoleného mnoZstvi lepku
Vv potravé. Ochota dodrzovat GFD se méni individualné i s vékem a specieln¢ mladez
tézko odolava silnému socidlnimu tlaku spolecnosti konzumovat lepek. Kromé toho,
GFD neni G¢inna u pacienti s refraktorni formou celiakie. Pro zkvalitnéni Zivota celiakt
je proto nezbytné zavedeni cenové dostupné, bezpecné a uinné terapie celiakie, ktera
by doplnila ¢i nahradila 1é¢bu GFD (LERNER 2010, SoLLID a KHOSLA 2005, BENAHMED
et al. 2003, ZINGONE et al. 2010).

Nové terapeutické metody dopliiujici GFD musi byt cenové piijatelné, s nizkym
rizikem vedlejSich u€inkii a musi vykazovat vysoky ucinek u vétSiny pacienti. M¢ly by
byt zaméfeny na neutralizaci nizkého mnozstvi lepku jako ochrana pacientti pied
neumyslnym ¢i nevyhnutelnym pozienim lepku v potravinach kontaminovanych
lepkem pfi primyslové vyrobé. Piimo k 1écbé klasické celiakie ¢i refraktorni sprue, pti
alternativni terapie nahrazujici GFD (SCHUPPAN et al. 2009). Léciva musi byt velmi

dobfe oraln¢ i systémovée tolerovana, neantigenni, se selektivni lokalizaci ¢inku.
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Béhem poslednich desetileti byl ucinén obrovsky pokrok v porozuméni
patofyziologickym procesim souvisejicim s celiakii. Kazdy jednotlivy krok
v patogenezi celiakie je potencialnim cilem novych terapeutickych strategii v 16¢bé
celiakie, od vybéru vhodného pSeni¢ného druhu, pies postup gliadinovych fragmentt do
lumen a jejich prinik pfes stfevni epitel do lamina propria, az po imunomodulaci
imunitnich reakci vyvolanych gliadinem (LERNER 2010, ZINGONE et al. 2010).

Problémem pfi testovani terapeutickych strategii zdstavd moZznost pouziti
zvitecich modeli pro celiakii. Hodnoceni preklinickych studii je tak ve vétSiné piipadi

omezeno na in vitro testy.

2.4.1. Uprava ¢i selekce lepku p¥ijimaného potravou

2.4.1.1. Pouziti piivodnich druhii ¢i geneticky modifikovanych druhu

obilovin se sniZenym obsahem lepku

Slechténim obilovin na tetra- ¢i hexaploidni druhy za i¢elem riistu zemédélské
vynosnosti a vyuziti v potravinaiském pramyslu bylo dosaZzeno zadmérného zvySeni
obsahu lepku v pSenici a tim do$lo k naristu nachylnosti populace k celiakii. Lepek
izolovany z pavodniho primitivniho diploidniho druhu psenice Triticum monococcum
opravdu obsahuje méné¢ imunodominantnich epitopi nez lepek izolovany
z hexaploidniho druhu pSenice Triticum aestivum, ktery je nejpouzivanéj§im pSeniénym
druhem v potravinaiském pramyslu a vyvolava silnou T-bunécnou odpoveéd’ ve srovnani
s Triticum monococcum. Snizit toxicitu stravy pro celiaky je tedy mozné vybérem
obilnych druhti se snizenym obsahem imunogennich sekvenci lepku (MOLBERG et al.
2005). Pseni¢né druhy neobsahujici imunogenni sekvence lze také ziskat metodami
genetick¢ého inZenyrstvi. Problematické ale miZze byt zachovani potravinaisky
dalezitych vlastnosti té€sta vytvofeného z mouky ziskané z pSeni¢nych druhi s nizkym

obsahem lepku.
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2.4.1.2. Enzymatické predzpracovani mouky

Laktobacily pridané ke kvasku dokazi proteolyzovat prolin/glutamin-bohaté
prolaminové peptidy a tak snizovat jejich toxicitu (R1zzeLLO et al. 2007). Podobnou
schopnost degradovat imunogenni T-bunécné epitopy lepku maji i pSeni¢né glutamin-
specifické endoprotedzy produkované béhem kliceni pSenice, kdy umoznuji rostlin€ pro
rust vyuzivat aminokyseliny ze zasobnich glutenovych proteini. To otevird moznost
vytvaret pro celiaky netoxické obilné produkty z mouky ziskané z klicici pSenice
(Kiyosaki et al. 2007). Dalsi moznosti pfedzpracovani mouky je inkubace
s mikrobidlni tkéfovou transglutamindzou a netoxickym substrdtem, se kterym je
gliadin po deaminace prokiizen a ztraci tak vazebnou afinitu k HLA-DQ2/8
(YOKOYAMA et al. 2004, PASTERNACK et al. 1998).

Teprve budouci studie rozhodnou, jaké z téchto strategii je nejvhodnéjsi jak pro
pacienty tak pro primyslovou vyrobu. Produkty ziskané z takto upravené mouky musi
mit zachované pozadované potravinaiské vlastnosti, konzistenci a nutricni hodnotu a
jejich primyslova vyroba musi byt dostate¢né finan¢né efektivni (SCHUPPAN et al.
2009).

2.4.2. Intraluminalni terapie

2.4.2.1. Oralni enzymova terapie

Jednou z dalSich moznosti jak zrusit Skodlivé Gcinky gliadinovych peptidu je
podpofit degradaci téchto peptidi jesté¢ pied jejich prinikem do lamina propria.
Mikrobidlni €1 plisiové prolyl-endopeptiddzy  (PEP) ziskané naptiklad
z Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulata, Aspergillus niger nebo
Myxococcus xanthus  urychluji destrukci prolin-bohatych imunogennich peptidi
gliadinu (STEPNIAK et al. 2006, MITEA et al. 2008). Sama mikrobialni PEP v$ak neni
dostate¢né ucinna, proto byl v in vitro modelu i in vivo na krysim modelu Géinek PEP

ze Sphingomonas capsulata podpofen soucasnou aplikaci endoproteazy =z klicici
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pSenice. Synergistickym uc¢inkem obou enzymi je mozné zvysit bezpecné mnoZzstvi
lepku, které by mohli pacienti vyuzivajici tuto terapii poziit. Oba enzymy mohou byt
podavany jako lyofilizovany prasek ¢i tableta (GASS et al. 2007). Kombinovana oralni
enzymova terapie je nyni v prvni fazi klinickych studii. Stejné¢ jako vétSina
alternativnich terapeutickych strategii nebude ale ani kombinovana oralni enzymova
terapie schopnd dostatecn¢ degradovat veskeré mnozstvi glutenu pfijimané denné
v klasické stravé (desitky gramil), ale spiSe bude slouzit k eliminaci $kodlivého u¢inku
nekolika stovek miligrami az grami glutenu, jako doplnék GFD u vysoce sensitivnich

pacientql.

2.4.2.2. Intraluminalni vyvazani gliadinovych peptida

Pinier a spol. objevili polymerni slou¢eninu P(HEMA-c0-SS), ktera vyvazuje a
inaktivuje gliadin v gastrointestinalnim traktu a rusi tak jeho toxicky efekt na stfevni
sliznici  (PINIER et al. 2009). Tento synteticky linearni  kopolymer
hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) a 4-styrensulfonatu sodného (SS) o molekulové
hmotnosti 45kDa nese negativni ndboj a siln¢ specificky vaze gliadin pii Zalude¢nim
(1,2) 1 sttevnim pH (6,8) prostfednictvim elektrostatickych interakci a vodikovych
vazeb (LIANG et al. 2009, LIANG et al. 2010).

Vyvazovanim gliadinu P(HEMA-co-SS) blokuje jeho natraveni a zabranuje tak
formovani mensich toxickych imunogennich peptidi. Pinier a spol. prokazali, Zze timto
dochazi ke sniZzeni permeability stfevniho epitelu indukované gliadinem a ke sniZeni
aktivace T-lymfocyti u gliadin-sensitivnich HLA-HCD4/DQ8 transgennich mysi, které
P(HEMA-co-SS) velmi dobie tolerovaly i ve vysokych davkach (830 mg/kg/den)
(PINIER et al. 2009). Navic bylo na krysim modelu prokazano, ze pievazna Cast
P(HEMA-c0-SS) (93%) je vyluCovana ztéla ve stolici a ze P(HEMA-c0-SS) neni
vstiebavan do systému ve velké mife dokonce ani pii mirnych zanétlivych zménéch
stievni sliznice a za podminek zvySené intestinalni permeability (PINIER et al., odeslano
do tisku). P(HEMA-c0-SS) ma tedy slibné terapeutické schopnosti a je povazovan za
vhodnou potencialni podptrnou (dopliikovou) terapii celiakie. Prvotni studie prozatim
vyvolavaji nadSeni. V dalSich pokusech je vSak tfeba dikladné provéfit mechanismy

ucinku P(HEMA-c0-SS) in vitro i na in vivo modelech a také ohodnotit jeho u¢innost
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Vv ptitomnosti celého lepku a jinych slozek potravy. Déale by mély nasledovat prvni faze

klinickych zkousek.

2.4.3. Inhibice intestinalni permeability

K pronikani glutenovych peptidi do lamina propria vyrazné pfispiva poruseni
tésnych spoji stfevniho epitelu. Enterocyty stievniho epitelu celiakti uvoliluji po
stimulaci gliadinem a jeho vazb& na membranovy receptor CXCR3 parakrinni protein
zonulin, ktery naruSeni epitelu amplifikuje a zvySuje tak intestindlni permeabilitu. Na
membranovy zonulinovy receptor enterocytll se vaze také toxin sekretovany bakterii
Vibrio cholerae, oznacovany jako ZOT (zonula occludens toxin), vykazujici stejné
u¢inky jako zonulin (FASANO et al. 2000, LAMMERS et al. 2008). Velmi slibnym a
vV soucasné¢ dobé& nejlépe prostudovanym farmakologickym prostfedkem pro 1écbu
celiakie je oktapeptid AT-1001, synteticky homolog ZOT, jenz je schopen blokovat
zonulinové receptory a zamezovat tak poruSeni tésnych spoji stfevniho epitelu a
naslednému paracelularnimu prostupu gliadinovych fragment. Dosavadni klinické
studie prokazuji, ze AT-1001 je pacienty velmi dobfe tolerovan a jeho uZivani zlepSuje
gastrointestinalni ptiznaky celiakie (PATERSON et al. 2007). Ale i vtomto piipadé
samotny terapeuticky efekt AT-1001 nebude pravdépodobné dostatecny pro uplnou

nahradu GFD, proto je povaZovan za potencialni 1€k dopliujici GFD.

2.4.4. Tlumeni adaptivni imunitni odpovédi — suprese

aktivace gliadin-specifickych T-lymfocyti

2.4.4.1. Inhibitory tkanové transglutaminazy

Tkéfova transglutaminaza (izoenzym TTG2) je Ca** dependentni transferazou.

Tento enzym Vv lamina propria deamiduje glutamin obsazeny v gliadinovych peptidech
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na glutamat, ¢cimz zvySuje negativni naboj a nasledné¢ také afinitu modifikovanych
gliadinovych peptidi k molekulam HLA-DQ2/DQS8 na antigen prezentujicich buiikach.
Inhibici deamidace gliadinu je sniZzovana schopnost vazby gliadinovych peptidii na
HLA-DQ2/DQ8 molekuly a zaroveti tlumena aktivace T-bunééné odpovédi. Cinnost
TTG2 je mozno u¢inn¢ inhibovat riiznymi typy strukturnich analogl gliadinovych
peptidii. Potencialné velmi atraktivni zpiisob terapie je ale dosti rizikovy, jelikoz TTG2
je multifunkénim enzymem, ktery je v organismu zapojen do fady dilezitych
fyziologickych procest jako je diferenciace a rast bunck, apoptoéza, bunécna adheze,
endocytoza ¢i hojeni tkani. Lze tedy ocekavat, Ze pokud by inhibitor TTG nepiisobil
striktné lokalné ve stfevni sliznici, mohly by byt inhibovany i jiné transglutaminazy a
dochazelo by k porucham tkanové homeostazy. Kromé¢ toho je znam fakt, ze nckteré
gliadinové epitopy mohou byt rozpoznavany i bez modifikaci TTG2 (SCHUPPAN et al.
2009, SIEGEL a KHOsSLA 2007).

2.4.4.2. HLA-DQ?2 inhibitory

U celiakalnich pacientt je aktivovana adaptivni imunita prezentaci gliadinovych
peptidd na HLA-DQ2/DQ8 nésledovana aktivaci CD4+ T-lymfocytd, které iniciuji a
udrzuji zénétlivou odpoveéd’. Proto se nabizi terapie na principu blokovéani prezentace
peptidit T-lymfocytim pomoci analogi imunogennich gliadinovych peptidd, které by
obsazovaly vazebnd mista na HLA-DQ2 molekulach ale nebyly rozpoznavany gluten-
specifickymi T-lymfocyty. VéEtSina doposud testovanych peptidii ovSem stale vykazuje
spiSe agonisticky uc¢inek s imunogennimi gliadinovymi peptidy a také nizkou vazebnou
afinitu k HLA-DQ2. Kromé toho neni doposud stale zcela jasné, jakym mechanismem
prostupuji gliadinové peptidy skrze epitel do lamina propria a je tedy velmi obtizné
zajistit prednostni prostup analogl gliadinu, aby mohly v lamina propria kompetovat
s imunogennimi peptidy o vazebna mista na cilovych bunkach (SCHUPPAN et al. 2009,
SILANO et al. 2008a, XIA et al. 2006).
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2.4.5. Indukce glutenové tolerance

Nejoptimalnéjsi kauzalni terapii celiakie je obnoveni glutenové tolerance.
Navozeni tolerance bylo studovano intranasalni aplikaci gliadinovych peptidt gliadin-
sensitivnim transgennim HLA-DQS8 mysim a vedlo ke snizeni T-bunécné odpovédi na
gliadin a snizeni produkce prozanétlivych cytokini (SENGER et al. 2003, MAURANO et
al. 2001).

Subkutannimi injekcemi podavané imunogenni gliadinové peptidy navodily
toleranci u gliadinem imunizovanych HLA-DQ2 transgennich mysi. Touto ,,glutenovou
vakcinaci“ doSlo k potlaceni CD4 T-bunétné proliferace, snizeni produkce
prozéanétlivych cytokintl a zvyseni exprese T-regulacnich markert na slezinnych CD4+
bunkach pti odpovédi na stimulaci gliadinem (KEECH et al. 2009).

Podstatnym rizikem této vakcinacni strategie je ale nebezpeci posileni imunizace

namisto navozeni tolerance.

2.4.6. Imunomodulace probiotiky

Za jeden z environmentalnich faktori ovliviiujicich vznik a vyvoj celiakie je
Vv soucasné¢ dob& povaZovana stievni mikroflora. Fyziologickd rovnovéha stievni
mikroflory a urcité probiotické kmeny mohou posilovat funkci stfevni bariéry a mit
protektivni vliv na vznik onemocnéni. Naopak, bakteridlni infekce ¢i preristani
oportunnich patogenti mtize pfispivat k patologickym procestim onemocnéni stimulaci
produkce prozanétlivych cytokinh a zvySovanim intestindlni permeability.
Jednoduchou, bezpecnou a finanéné¢ dostupnou metodou terapie celiakie by se tedy
mohlo stdt uzivani probiotik, preparatd obsahujicich mikroorganismy, které
prostfednictvim potravni kompetice a tvorby bakteriocini potlacuji rist patogenni
mikroflory v tenkém stieveé pacienti, zajist'uji vyuziti pro ¢lovéka nedostupnych zivin a
maji tak pozitivni u¢inky na zdravi organismu (KREJSEK et al. 2007).

Slozeni stfevni mikroflory celiakti se 1i§i od zdravych jedincti vysSim podilem
rodi Bacteroides, Clostridium, Staphylococcus a Eubacterium a niz$im poctem

prospésnych bakterii rodu Bifidobacterium (CoLLADO et al. 2007, SANZ et al. 2007).
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Medina a kol. testovali schopnost probiotickych kment Bifidobacterium longum
a Bifidobacterium bifidum regulovat cytokinovou produkci a expresi povrchovych
markert lidskych perifernich mononuklearnich bunék (PBMC) koinkubovanych s
extrakty bakterii ziskanymi ze stolice pacientu s aktivni celiakii. SniZzeni produkce
prozanétlivych cytokini TNF-a a IFN-y a zvySeni produkce IL-10 podpoiilo tivahy o
pozitivni imunoregulacni roli pouzitych probiotickych kmenti (MEDINA et al. 2008).

Také PBMC stimulované gliadinem za pfitomnosti gram-negativnich bakterii
Escherichia coli a Shigella izolovanych ze stolice celiakalnich pacientti produkuji vyssi
mnozsvi prozanétlivych cytokini (TNF-a, IL-12, IFN-y) nez za pfitomnosti
probiotickych kment Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum. Tyto
povrchovych aktiva¢nich markerdt PBMC je taktéZ vice ovlivnéna v pfitomnosti bakterii
Escherichia coli a Shigella (De PALMA et al. 2010).

Prospésny vliv kmene Bifidobacterium bifidum je zfejmy také z in vivo pokust,
kdy byly vySe uvedené gram-negativni bakterialni kmeny aplikovany v riznych
kombinacich do podvazanych stfevnich kli¢ek bezmikrobnich krys za soucasné
stimulace gliadinem a IFN-y. Pusobeni gliadinu s potencialnimi patogeny Escherichia
coli nebo Shigella vedlo k vyraznému snizeni poctu stievnich poharkovych bun¢k a ke
zvySené sekreci mucinu. Soucasnou aplikaci probiotického kmene Bifidobacterium
bifidum Kk témto potencialnim patogenim a gliadinu bylo dosazeno ¢aste¢né redukce
patologickych zmén stievni sliznice (CINOVA et al., odeslano do tisku).

V jiné studii byly probiotické bakterie Lactococcus lactis podavany HLA-DQ8
transgennim mySim po parenteralni sensibilizaci imunogennim deaminovanym
gliadinem. Vysledkem bylo snizeni T-bunécné odpovedi na gliadin a zvySeni Foxp3
pozitivnich  T-regulacnim lymfocytl v mezenteridlnich lymfatickych wuzlindch

(HUIBREGTSE et al. 2009).
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2.4.7. Ostatni moZnosti terapie

2.4.7.1. Inhibice leukocytarni adheze a migrace leukocytii do zanétlivé

tkané

Migrace leukocyti z cirkulace do cilové tkané (,,homing™) je zajistovana
molekulami, které fidi osidleni tkéni uréitou bunécnou populaci. ,,Homing* stfevnich
efektorovych T-lymfocyti do lamina propria je zajistovan vazbou leukocytarniho
receptoru CCR9 k chemokinovému ligandu CCL25, ktery je sekretovan stfevnim
epitelem, a vazbou leukocytarniho integrinu 04p7 k adresinové molekule MadCam-1 na
sttevnim vysokém cévnim endotelu. Nabizi se tedy dal$i mozna metoda terapie zalozena
na principu blokovani homingu lymfocyti do tenkého stfeva pouzitim antagonistii
CCRO ¢i protilatek proti integrinu 04p7, které jsou v soucasnosti testovany pro lécbu
roztrousené sklerdzy a zéanétlivych stfevnich onemocnéni. Nevyhodou vSak ziistdva
soucCasné blokovani homingu T-regulac¢nich lymfocyti s imunosupresivnim piisobenim
a nasledné zvySeni néchylnosti ke gastrointestinalnim infekcim a porucham oralni

tolerance potravinovych proteinti (SOLLID a KHOSLA 2005).

2.4.7.2. Cytokinova terapie

Stejné jako u tady jinych autoimunitnich a chronickych zanétlivych chorob se
také pii 1écbé celiakie uvazuje o terapii pomoci cytokint. V tivahu ptipadd naptiklad
rekombinantni IL-10 (Tenovil) tlumici Thl imunitni odpovéd’ na gliadin potlacenim
aktivace gliadin-specifickych T-lymfocyti (SALVATI et al. 2005). Dalsimi kandidaty
jsou napiiklad protilatky neutralizujici IFN-y (Fontolizumab), ktery je dominantnim
prozanétlivym  cytokinem  produkovanym  gluten-specifickymi  T-lymfocyty
(PRZEMIOSLO et al. 1995), ¢i anti IL-15 protilatky (HuMax-IL-15 a CRB-15). Uvedené
protilatky jsou v soucasnosti klinicky testovany pro 1é¢bu Crohnovy choroby (anti INF-

v) a revmatoidni artritidy (anti IL-15).
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3. METODY A MATERIAL

I4

3.1. Testovani u¢inku P(HEMA-c0-SS)

3.1.1. Enzymatické Stépeni

Uginktim pepsinu vazaného na agarézovy gel (MP Biomedicals) byl podroben:
1) gliadin (from wheat gluten, SIGMA)
2) P(HEMA-co-SS)
3) gliadin v pfitomnosti P(HEMA-c0-SS)

Z pepsin-agarozového gelu byl centrifugaci (4000 rpm., 5 min., 20°C) odstranén
skladovaci pufr a gel byl tfikrat promyt sterilni vodou a poté tfikrat roztokem 0,1 M
HCl. Za intenzivniho tfepani bylo pii 37°C 45 minut s 5 ml promytého pepsin-
agardzového gelu inkubovano:

1) 7 ml roztoku surového gliadinu o koncentraci 10 mg/ml v 0,2M HCI (pH 1,8)
2) 7 ml roztoku P(HEMA-co-SS) o koncentraci 10 mg/ml v 0,2AM HCI (pH 1,8)
3) 7 ml smési obsahujici:

3,5 ml roztoku surového gliadinu o koncentraci 10mg/ml v 0,1M HCI (pH 1,8)

3,5 ml roztoku P(HEMA-co-SS) o koncentraci 30mg/ml v 0,1M HCI (pH 1,8)
Stépeni bylo poté zastaveno odstranénim pepsin-agarézového gelu centrifugaci (4000
rpm, 5 min., 4°C). Supernatant obsahujici nastépeny gliadin/P(HEMA-c0-SS) byl znovu
centrifugovan kvili odstranéni zbytki gelu, rozdélen do alikvoti a skladovan piti -20°C.
Nastépené vzorky byly testovany RNDr. Zdenkem Zidkem, DrSc. z UEM AVCR E-
toxate testem k vylouceni kontaminace LPS. V pokusech byly pouzity pouze vzorky

s hodnotami LPS pod detekénim limitem (2 pg/ml).

Skladovaci pufr pro pepsin-agorézovy gel :
50 ml H,0, 430 mg NaCl, 29,5 ul CH3COOH (99% tedéné 1/100)
pH 4,5 (upraveno konc.CH3;COOH)
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Oznadeni produktt Stépeni:

1) stépeny gliadin: *gl
2) opracovany P(HEMA-co-SS): *P
3) gliadin $tépeny v piitomnosti PCHEMA-c0-SS):  *(gl + P)

3.1.2. U¢inek P(HEMA-c0-SS) ha PBMC

3.1.2.1. Izolace PBMC gradientovou centrifugaci

Krevni ,buffy coaty od zdravych darcti pro pokusy poskytlo Transfizni
oddéleni Fakultni Thomayerovi nemocnice v Praze.

Krev od pacienti s aktivni celiakii poskytla v rdmci spolecného projektu tato
zdravotnicka pracovisté (krev byla odebrana do zkumavek obsahujcicich citrat sodny
zabranujici sraZeni krve):

VSeobecnd fakultni nemocnice v Praze, Gastroenterologicka ambulance 4.
interni kliniky, Doc. MUDr. Milo§ Dvotak

Poliklinika Zeleny Pruh, Praha 4 - Branik, Gastroenterologicka ambulance,
MUDr. Daniela Timova

Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Gastroenterologickd ambulance, as.

MUDr. Iva Hoffmanova

Krev z ,buffy coati” / nesrdzlivd krev od pacienti byla nafedéna PBS
V objemovém poméru 3:2 a opatrné¢ navrstvena na 20 ml roztoku Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare). Po centrifugaci (1800 rpm, 30 min., 4°C), kdy doslo k rozdéleni krve
na jednotlivé vrstvy, byl odebran husty bily prstenec nad roztokem Ficoll-Paque PLUS
obsahujici lymfocyty, monocyty a trombocyty. Buniky obsazené v odebraném prstenci
byly tfikrat promyty 30 ml PBS, pficemz byly pfi jednotlivych promytich postupné
snizovany rpm centrifugy (1200 rpm, 1000 rpm, 800 rpm, 10 min., 4°C). Po poslednim
promyti a odstranéni PBS byly bunky resuspendovany v 10 ml kompletniho RPMI-1640
media (LONZA) a spocitany pod mikroskopem za pouziti Biirkerovi komurky (pfi
pocitani byly buiiky barveny Trypan Blue (SIGMA) v objemovém poméru 1:1).
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Do 24-jamkové desky (IWAKI) bylo nasazeno 2.10° bunek v 1 ml kompletniho
RPMI-1640 media do 1 jamky. Desky byly ponechany 2 hodiny pti 37°C a 5% CO»,
aby PBMC adherovaly ke dnu jamek. Neadherované buiiky byly odstranény odsatim
media a naslednym promytim jamek 0,5 ml PBS. Adherovanym PBMC byl do kazdé
jamky dodan 1 ml kompletniho RPMI-1640 media a poté byly 24 hodin stimulovany pfii
37°C a 5% CO; ve dvou ruznych variantach pokusu (Tabulka ¢.1 a ¢.2). Kazda z variant

pokusu byla provedena u zdravych dérct i u celiakalnich pacienti.

Kompletni RPMI-1640 medium obsahuje:
10% FBS inaktivované 30 min, 56°C (LONZA)
2 mM L-glutamin (SIGMA)
100 pg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin (SIGMA)

3.1.2.2. Stimulace PBMC

P(HEMA-co-SS) pouzity v pokusech (Obrazek ¢.2) byl syntetizovan na tomto
pracovisti spolupracujicim s nasSi laboratofi: Faculty of Pharmacy, University of

Montreal, Montreal, Canada.

Obrazek ¢.2: Struktura P(HEMA-c0-SS):
g S0 Ha
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Tabulka ¢.1: Stimulace PBMC - varianta pokusu A)

V této varianté pokusu byl pouzit ke stimulaci PBMC §tépeny gliadin a P(HEMA-c0-SS).

K PBMC byl pridan:

Oznaceni:

Davka na 1 ml media:

----- (nestimulované PBMC)

Negativni kontrola

P(HEMA-co-SS) 30 ul P 300 pg/ml

Stépeny gliadin 20 pl *gl 200 pg/ml

20 pul (200 pg) stépeného gliadinu bylo

preinkubovano s 30ul (300pg) P(HEMA-c0-SS) )
*gl +P 20 pl smési

30 min. pfi 37°C a 5% CO,.

K PBMC bylo pfidano 20 pl preinkub. smési.

Stépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (*gl)
*gl + IFN-g

IFN-y 15 pul 150 U/ml (IFN-y)

20 pul (200 pg) stépeného gliadinu bylo

preinkubovano s 30ul (300ug) P(HEMA-c0-SS) )

) ) 20 pl smési
30 min. pfi 37°C a 5% CO,. *gl + P + IFN-g

K PBMC bylo ptidano 20 pl preinkub. smési,
IFN-y 15l

150 U/ml (IFN-y)

* produkt po opracovani pepsinem

Tabulka ¢.2: Stimulace PBMC - varianta pokusu B)
V této varianté pokusu byl ke stimulaci PBMC pouzit gliadin $tépeny v pFitomnosti P(HEMA-co-SS) a

P(HEMA-co-SS) opracovany pepsinem.

K PBMC byl pridan: Oznacdeni: Dévka na 1 ml media:
----- (nestimulované PBMC) Negativni kontrola -—en
LPS (Salmonella typhimurium SIGMA) 1 pl LPS 1 pg/ml
opracovany P(HEMA-c0-SS) 25 pl *P 250 pg/ml
$tépeny gliadin 25 pl *gl 250 pg/ml
liadin Stépeny v piitomnosti P(HEMA-co-SS
£ peny v P ( ) *(gl + P) 25 pl smési
25 ul
opracovany P(HEMA-c0-SS) 25 pl 250 pg/ml (*P)
*P + IFN-g
IFN-y 15l 150 U/ml (IFN-vy)
Stépeny gliadin = 25 pl 250 pg/ml (*gl
peny g u xgl + IFN-g ug/ml (*gl)

IFN-y 15l

150 U/ml (IFN-y)

gliadin $té€peny v piitomnosti P(HEMA-co-SS)
25 ul
IFN-y 15l

*(gl + P) + IFN-g

25 pl smési
150 U/ml (IFN-y)

* produkt po opracovani pepsinem
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Po 24-hodinové stimulaci byly odebrany bunécné supernatanty pro stanoveni

cytokinové produkce ELISA metodou a ulozeny pii -20°C.

3.1.2.3. ELISA stanoveni cytokinové produkce IL-10 a TNF-a

Koncentrace IL-10 a TNF-a v bunécnych supernatantech byly stanoveny
s pouzitim téchto komerénich ELISA-kita: DuoSet Human IL-10 (R&D Systems)
DuoSet Human TNF-a (R&D Systems)

Roztoky:
PBS: do 1000 ml H,0: 90g NaCl

2g NaH,PO, . H,0O

12 g Na;HPO, . 12 H,0

pH 7,2-7,4 (upravit 1 M NaOH)
pted pouzitim fedit 1/10 v H,O

Promyvaci puft: 0,05% Tween v PBS (pH 7,2-7,4)

Redici roztok: 1% BSA v PBS (pH 7,2-7,4)

Substratovy roztok: TMB: 40 mg TMB do 27 ml DMFA
pipetou vnést do 73 ml H,O
citronan sodny: 2,94 g do 100 ml H,O
pH 4,2 (upravit kys.citronovou)
TMB + citronan sodny smisit v objemovém poméru 1:1

ptidat 2 ul H,O; na 10 ml substratového roztoku

Protilatky a standard byly natedény v fedicim roztoku do pracovnich koncentraci
dle navodu, ktery byl soucésti kitu. 96-jamkova deska (MaxiSorp NUNC) byla pokryta
100 pl Capture-antibody a inkubovana pies noc pii pokojové teploté. Po vytfepnuti byla
deska ttikrat promyta 400 pl promyvaciho pufru a blokovana 300 pl fediciho roztoku 1
hodinu pti pokojové teploté. Po vytiepnuti byla deska tfikrat promyta a bylo piidano
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100 pl vzorku (standardu) na jamku, vzdy v duplikatech. Jako blank byl pouzit fedici
roztok. Po 2-hodinové inkubaci byla deska tiikrat promyta a bylo pfidano 100 pl
Detection-antibody. Po 2-hodinové inkubaci byla deska tfikrat promyta, bylo ptidano
100 pl roztoku streptavidinu konjugovaného s kienovou peroxiddzou a deska byla
inkubovéana 20 minut ve tmé. Po tfech promytich bylo pfidano 100 ul substratového
roztoku a po 20-minutové inkubaci ve tmé byla ELISA zastavena pfidavkem 50 pl 2M
H,SO,4. Optickd denzita vzorkli byla zmétena na ELISA-readeru (EL 800 BioTek) pii
vinové délce 450 nm. Naméfené hodnoty byly zpracovany a vyhodnoceny s pouzitim

Genb softwaru.

3.1.3. U¢inek P(HEMA-c0-SS) na biopsie

3.1.3.1. Odbér biopsie duodenalni sliznice

Bioptické vzorky sliznice byly odebirany pacientiim za ucelem diagnostiky na
téchto pracovistich:

Vseobecna fakultni nemocnice v Praze, Gastroenterologickd ambulance 4.
interni kliniky, Doc. MUDr. Milo§ Dvotéak

Poliklinika Zeleny Pruh, Praha 4 - Branik, Gastroenterologickd ambulance,

MUDr. Daniela Tamova

Vzorek sliznice se odebird tenkym a plné¢ ohebnym endoskopem pro vySetieni
horni casti travici trubice. Vykon se provadi nalacno, v leze na boku, s pouzitim

vhodného lokdlniho sedativa. Odbér vzorkt je nebolestivy a trva vétSinou 10 minut.

3.1.3.2. Stimulace biopsii

Ihned po odbéru byly biopsie vlozeny do 0,5 ml kompletniho RPMI-1640 media
obsahujiciho 0,001% inhibitoru proteaz (CYTOSKELETON) a na suchém ledu
transportovany do laboratofe. Zde byly oplachnuty v PBS, vlozeny do jamek 24-
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jamkové desky do 0,5 ml kompletniho RPMI-1640 media s inhibitorem proteaz

(0,001%) a stimulovany ve dvou riznych variantach pokusu dle Tabulky ¢.3 a ¢.4.

Tabulka ¢.3: Stimulace biopsii — varianta pokusu A)

V této varianté pokusu byl pouZit ke stimulaci biopsii $tépeny gliadin a P(HEMA-co-SS).

K biopsiim byl piidan: Oznaceni: Davka na 0,5 ml media:
----- (nestimulovana biopsie) negative control e

P(HEMA-co-SS) 30 ul P(HEMA-co-SS) 300 pg/ml

§tépeny gliadin 20 pl gliadin digest 200 pg/ml

20 pul (200 pg) stépeného gliadinu bylo

preinkubovano s 30ul (300ug) P(HEMA-c0-SS)
30 min. pfi 37°C a 5% CO,. gliadin digest + P(HEMA-coSS) 20 pl smési
K biopsii bylo pfidano 20 pl preinkubované

smési.

Tabulka ¢.4: Stimulace biopsii — varianta pokusu B)
V této varianté pokusu byl ke stimulaci biopsii pouzit gliadin §tépeny v pFitomnosti P(HEMA-c0-SS) a
P(HEMA-co-SS) opracovany pepsinem.

K biopsiim byl piidan: Oznaceni: Davka na 0,5 ml media :
----- (nestimulovana biopsie) negative control

opracovany P(HEMA-c0-SS) 25 pl *P(HEMA-co0-SS) 250 pg/ml

§tépeny gliadin 25 pl gliadin digest 250 pg/ml

gliadin $tépeny v pfitomnosti

P-digest (gliadin + P(HEMA-co-SS 25 ul smési
P(HEMA-co-SS) 25 pl gest (9 ( 2 :

* produkt po opracovani pepsinem

Po 24-hodinové stimulaci byly odebrany bunécné supernatanty pro stanoveni

cytokinové produkce ELISA metodou.
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3.1.3.3. ELISA stanoveni cytokinové produkce IL-10 a TNF-a

viz. 3.1.2.3.

3.2. Uc&inek stitevnich bakterii na DC

3.2.1. Diferenciace DC z PBMC

Pro pokusy byly pouzity DC z ,,buffy coati* od zdravych darci.

Bunky ziskané pii gradientové centrifugaci po promyti prstence byly nasazeny
do plastovych kultivagnich lahvi (75 ¢cm? NUNC) v poétu 50.10° bungk v 10 ml
kompletniho RPMI-1640 media na 1 lahev a ponechany 2 hodiny pii 37°C a 5% COy,
aby PBMC adherovaly ke dnu ldhve. Neadherované bunky byly odstranény odsatim
media a naslednych promytim lahvi silnym proudem 10 ml PBS z pipety. Adherovanym
PBMC (CD11+, CD14+) bylo dodano do kazdé lahve 10 ml kompletniho RPMI-1640
media a v pfitomnosti GM-CSF (500U/ml media, GENTAUR) a IL-4 (20ng/ml media,
PEPROTECH) byly ponechény 5 dni pii 37°C a 5% CO,. Diferencované DC (CD11+,
CD14-) uvolnéné ze dna byly z lahvi ziskany v odsatém mediu a naslednym promytim
silnym proudem PBS byl ze dna odstranén zbyly podil DC, které mohly zistat
pfichyceny ke dnu. Bunécna suspenze byla centrifugovéana (1200 rpm, 10 min., 4°C), po
odstranéni media byly bunky resuspendovany v 10 ml kompletniho RPMI-1640 media a
spocitany pod mikroskopem za pouZiti Biirkerovi komurky (pfi po€itani byly bunky
barveny Trypan Blue v objemovém poméru 1:1).

Dno jamek 24-jamkové desky bylo potazeno 4% roztokem poly(2-
hydroxyethylmethakrylatu) (SIGMA) v absolutnim ethanolu pro zabranu adherence DC.
Do kazd¢ jamky bylo nasazeno 1.10° DC v 1 ml kompletniho RPMI-1640 media a poté
byly DC 24 hodin stimulovany dle Tabulky ¢.5.
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3.2.2. Stimulace DC

Bakterie pouzité pti pokusech byly izolovany a vypéstovany na tomto pracovisti
spolupracujicim s nasi laboratofi: Institute of Agrochemistry and Food Technology
(IATA), National Spanish Research Council (CSIC), Valencia, Spain.

Kmeny Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum pochazeji ze
stfevnich exkrementi zdravych darct, Escherichia coli byla izolovana ze stievnich
exkrementt celiakalnich pacienti dodrzujicich GFD a Shigella byla ziskana ze sttevnich
exkrementti aktivnich celiaki. Kmen Bacteroides fragilis byl ziskan komer¢né.

Alikvoty suspenze bakterii v PBS byly skladovany pii -80°C.

Tabulka ¢.5: Stimulace DC:

K DC byl pridan: Oznacdeni: Dévka na 1 ml media:

----- (nestimulované DC) Negativni kontrola --—--

Stépeny gliadin 20 pl *gl 200 pg/ml

LPS (Escherichia coli SIGMA) 1 ul LPS 1 pg/ml

Bifidobacterium longum 100 pl B.LONG 3,45.10° bakterii/ml

Bifidobacterium longum 100 pl 3,45.10° bakterii/ml

o B.LONG + *gl

Stépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (gl)

Bifidobacterium bifidum 100 pl B.BIF 2,10.10° bakterii/ml

Bifidobacterium bifidum 100 pul 2,10.10° bakterii/ml
B.BIF + *gl

§tépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (gl)

Bacteroides fragilis 100 pl B.FRAG 5,55.10° bakterii/ml

Bacteroides fragilis 100 pl 5,55.10° bakterii/ml
B.FRAG + *gl

§tépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (gl)

Escherichia coli 100 pl EC 8,60.10° bakterii/ml

Escherichia coli 100 pl 8,60.10° bakterii/ml
EC + *gl

Stépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (gl)

Shigella 100 pl SHIG 8,20.10° bakterii/ml

Shigella 100 pl 8,20.10° bakterii/ml
SHIG + *gl

Stépeny gliadin 20 pl 200 pg/ml (gl)

* produkt po opracovani pepsinem

Po 24-hodinové stimulaci byly odebrany bunécné supernatanty pro stanoveni
cytokinové produkce ELISA metodou a ulozeny pii -20°C. DC byly ihned podrobeny
FACS analyze.
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3.2.3. Stanoveni cytokinové produkce DC

Koncentrace IL-10, TNF-a a IL-12 v bunéénych supernatantech byly stanoveny
s pouzitim téchto komerénich ELISA-kita: DuoSet Human IL-10 (R&D Systems)
DuoSet Human TNF-a (R&D Systems)
IL-12 Eli-pair Kit (DIACLONE)

3.2.3.1. ELISA stanoveni IL-10, TNF-a

viz 3.1.2.3.

3.2.3.2. ELISA stanoveni IL-12

Roztoky:
PBS: do 1000 ml H,0: 90g NacCl

29 NaH,PO, . H,0

12 g Na;HPOq4 . 12 H,0

pH 7,2-7,4 (upravit 1 M NaOH)
pted pouzitim fedit 1/10 v H,O

Promyvaci puft: 0,05% Tween v PBS
Blokovaci roztok: 5% BSA v PBS
Redici roztok: 1% BSA v PBS

Protilatky a standard byly natedény v fedicim roztoku do pracovnich koncentraci
dle névodu, ktery byl soucasti kitu. 96-jamkova deska byla pokryta 100 ul Capture-
antibody a inkubovéna ptes noc pii 4°C. Po vytfepnuti obsahu jamek byla deska dvakrat
promyta 400 pl promyvaciho pufru a blokovana 250 ul blokovaciho roztoku 2 hodiny

pii laboratorni teploté. Po vytifepnuti byla deska ponechana 24 hodin pfi laboratorni
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teploté vyschnout. Do jamek bylo vneseno 100 pl vzorku (standardu) v duplikétech a
soucCasn¢ 50 ul Detection-antibody. Jako blank byl pouzit fedici roztok. Po 3-hodinové
inkubaci pfi laboratorni teploté byla deska tfikrat promyta a bylo ptidano 100 pl roztoku
streptavidinu konjugovaného s kfenovou peroxidazou. Po 20-minutové inkubaci ve tmé
a tfech promytich bylo pfidano 100 ul roztoku TMB a deska byla inkubovana 15 minut
ve tm¢. ELISA byla zastavena ptidavkem 100 pul 1 M H,SO, a optickd denzita vzorki

byla zmétena pii vinové délce 450 nm na ELISA-readeru.

3.2.4. Analyza DC pritokovou cytometrii

DC resuspendované ve 100 ul media byly vlozeny do 96-jamkové desky
(NUNC) umisténé na ledu a znaceny 20 minut ve tm¢ 10 pl téchto monoklonalnich
protilatek (v ptislusSném fedéni):

CD11c-Allophycocyanin (Invitrogen)

CD14-AlexaFluor700 (EXBIO)

CDB83-Phycoerythrin (Invitrogen)

CD86-Phycoerythrin (IMMUNOTECH)

CDA40-FITC (BD BIOSCIENCEYS)

HLA-DR-FITC (BD BIOSCIENCES).

Deska byla centrifugovana (2000 rpm, 2 min., 4°C) a medium vytfepnutim odstranéno.
Buriky v desce byly dvakrat promyty 200 pl vychlazeného PBS s 0,1% obsahem NaN3 a
pro analyzu resuspendovany ve 100 ul tohoto roztoku. Do vSech jamek bylo ptidano 10
ul Hoechst 33258 (v ptislusném tedéni, Invitrogen) pro oznaceni mrtvych bunék a poté
byly DC podrobeny FACS-analyze na pritokovém cytometru BD LSR II (BD
Biosciences). Pro analyzu povrchovych markeri byly bunky postupné vybrany
(,,gating®) podle téchto parametri:

1. buniky singletové

2. buniky zivé (Hoechst negativni)

3. buniky standartni velikosti a granularity (dle FSC a SSC)

4. bunky CD11+CD14-
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U vyselektované populace singletovych, Zivych, standartnich a CD11+CD14- bun¢k
byla analyzovana mira exprese povrchovych markerd CD83, CD86, CD40 a HLA-DR.
Vysledky méfeni byly zpracovany a vyhodnoceny BD FACS DiVa6 softwarem.

3.3. Seznam pouzitych chemikalii

3,3,5,5-tetramethylbenzidin (SIGMA)

citronan sodny dihydrat (LACHEMA)
dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (LACHEMA)
ethanol absolutni (MERCK)

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (LACHNER)
hydroxid sodny (LACHEMA)

chlorid sodny (LACHNER)

kyselina citronova monohydrat (LACHEMA)
kyselina chlorovodikova (LACHEMA)

kyselina octova (LACHNER)

kyselina sirovd (LACHEMA)
N,N-dimethylformamid (LACHEMA)

peroxid vodiku (LACHNER)

phosphate buffer saline (0,9% NaCl, FRESENIUS)
Tween-20 (DUCHEFA)
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4. VYSLEDKY

4.1. U¢inek P(HEMA-c0-SS) ha PBMC

Pokusy byly provedeny ve dvou variantich. Ve varianté¢ A) byly PBMC
stimulovany P(HEMA-c0-SS), Stépenym gliadinem a kombinaci obou po piedchozi
30ti-minutové preinkubaci. Ve varianté B) byly vSechny komponenty pouzité pro
stimulaci PBMC opracovany pepsinem, ke stimulaci PBMC byl tedy pouzit P(HEMA -
c0-SS) opracovany pepsinem, Stépeny gliadin a gliadin $tépeny v piitomnosti P(HEMA-
co-SS).

Naméiend data byla statisticky zpracovana v programu PRISM pouzitim t-testu

(* odpovida P < 0,05; ** odpovida P < 0,01; *** odpovida P <0,001).

4.1.1. Varianta pokusu A)

Pti prvni varianté pokusu A) byly PBMC stimulovany nestépenym P(HEMA -co-
SS), stépenym gliadinem a kombinaci obou po predchozi 30ti-minutové preinkubaci.
V kultivaénim medium pfitom nebyl/byl pfitomen IFN-y. Jako negativni kontrola byly
pouzity nestimulované PBMC v mediu. Produkce cytokind IL-10 a TNF-a byla
stanovena ELISA metodou u 9 zdravych darci a u 5 celiakalnich pacientd. Hodnoty
v grafu jsou uvedeny jako primérnd hodnota koncentrace +/- hodnota smérodatné

odchylky v pikogramech cytokinu na 1 mililitr media.

4.1.1.1. Cytokinova produkce PBMC zdravych darct

Naméfené hodnoty produkce IL-10 a TNF-ao u PBMC od zdravych darct
stimulovanych podle varianty pokusu A) ukazuji Grafy ¢.1 a ¢.2.
Hodnoty obou stanovovanych cytokinti byly u negativnich kontrol i po stimulaci

samotnym P(HEMA-c0-SS) velmi nizké. Po stimulaci St€penym gliadinem vyrazné
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vzrostla hladina IL-10 i TNF-a. Pfi soucasné stimulaci $tépenym gliadinem a
P(HEMA-co-SS) se hladina TNF-a jest¢ zvysila, zatimco hladina IL-10 zGstala na
témet stejné hodnoté jako pfi stimulaci samotnym St€penym gliadinem.

Pfi stimulaci Stépenym gliadinem spole¢né s IFN-y byla produkce IL-10 nizsi
nez pii stimulaci Stépenym gliadinem bez pfitomnosti IFN-y. Hodnota TNF-a po
stimulaci Stépenym gliadinem v pfitomnosti IFN-y dvojndsobné vzrostla oproti
stimulaci $tépenym gliadinem v mediu bez IFN-y. Pii soucasné stimulaci §tépenym
gliadinem a P(HEMA-co0-SS) v pfitomnosti IFN-y sice hodnota IL-10 oproti stimulaci
samotnym Stépenym gliadinem v pfitomnosti IFN-y dvojnasobné vzrostla, oproti
stimulaci samotnym S$tépenym gliadinem a soucasné stimulaci Stépenym gliadinem a
P(HEMA-co-SS) se vSak nezménila. Produkce TNF-a po soucasné stimulaci §tépenym
gliadinem a P(HEMA-co-SS) v pfitomnosti IFN-y se oproti stejné stimulaci bez
pfitomnosti IFN-y téméf nezménila a oproti hodnot¢ TNF-a po stimulaci samotnym

Stépenym gliadinem v pfitomnosti IFN-y jesté dokonce mirn¢ klesla.

Graf ¢.1: Varianta pokusu A), stimulace PBMC zdravych darci, produkce IL-10:
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Graf ¢.2: Varianta pokusu A), stimulace PBMC zdravych darci, produkce TNF-a:
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4.1.1.2. Cytokinova produkce PBMC pacientt

Naméfené hodnoty produkce IL-10 a TNF-o u PBMC od pacientl
stimulovanych podle varianty pokusu A) ukazuji Grafy ¢.3 a ¢.4.

Celkoveé hladiny stanovovanych cytokinli byly u pacientii zhruba dvojnésobné
vys$si nez u zdravych darct. Negativni kontroly ani stimulace samotnym P(HEMA-co-
SS) nevykazovaly vyraznou produkci ani jednoho ze stanovovanych cytokini. Po
stimulaci Stépenym gliadinem vyrazné vzrostla hladina IL-10 i TNF-a. Po soucasné
stimulaci $tépenym gliadinem a P(HEMA-co-SS) se zvysila hladina IL-10, méné
vyrazné¢ se zvysila také hladina TNF-a.

IL-10 odpovéd’ na Stépeny gliadin v pfitomnosti IFN-y byla velmi vyrazné niz§i
nez odpovéd na S$tépeny gliadin samotny. TNF-a odpovéd na Stépeny gliadin
v ptitomnosti IFN-y byla mirné¢ vyS$i nez odpovéd’ na samotny Stépeny gliadin. Pfi
soucasné stimulaci Stépenym gliadinem a P(HEMA-c0-SS) za piitomnosti IFN-y se
produkce IL-10 mnohonasobné zvysila oproti produkci IL-10 po stimulaci $tépenym

gliadinem v ptitomnosti IFN-y zatimco produkce TNF-a zlstala téméf nezménéna.
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Graf ¢.3: Varianta pokusu A), stimulace PBMC pacienti, produkce IL-10:
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Graf ¢.4: Varianta pokusu A), stimulace PBMC pacientii, produkce TNF-a:
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4.1.2. Varianta pokusu B)

V druhé variant¢ pokusu B) byly PBMC stimulovany P(HEMA-co-SS)
opracovanym pepsinem, Stépenym gliadinem a gliadinem S$tépenym v piitomnosti
P(HEMA-co-SS). U c¢asti pokusi byl v kultivaénim medium pfitomen IFN-y. Jako
negativni kontrola byly pouzity nestimulované PBMC v mediu a jako pozitivni kontrola
byla pouzita stimulace pomoci LPS. Produkce cytokint IL-10 a TNF-a byla stanovena
ELISA metodou u 8 zdravych darci a u 14 celiakalnich pacientt. Hodnoty v grafu jsou
uvedeny jako prumérnd hodnota koncentrace +/- hodnota smérodatné odchylky

v pikogramech cytokinu na 1 mililitr media.

4.1.2.1. Cytokinova produkce PBMC zdravych darct

Nameétené hodnoty produkce IL-10 a TNF-o u PBMC zdravych darct
stimulovanych podle varianty pokusu B) ukazuji Grafy ¢.5 a ¢.6.

Hodnoty obou stanovovanych cytokint byly u negativnich kontrol velmi nizké
V porovnani s ostatnimi stimulovanymi PBMC. IL-10 odpovéd po stimulaci
opracovanym P(HEMA-co-SS) se nezménila oproti negativni kontrole, TNF-a odpovéd
na opracovany P(HEMA-co0-SS) byla vsak dvojnasobna oproti negativni kontrole. Po
stimulaci $t€penym gliadinem velmi vyrazné vzrostla produkce I1L-10 i produkce TNF-a.
oproti negativnim kontrolam. Produkce obou cytokinti po stimulaci $t€épenym gliadinem
byla shodna s produkci po stimulace LPS (pozitivni kontroly). Po stimulaci gliadinem
Stépenym v piitomnosti P(HEMA-c0-SS) vyrazné klesla hodnota IL-10 a vyrazné
stoupla hodnota TNF-a ve srovnani se stimulaci samotnym §t€penym gliadinem.

Produkce IL-10 i TNF-a po stimulaci samotnym opracovanym P(HEMA-c0-SS)
se po piidavku IFN-y nezménila. Pti stimulaci $t€épenym gliadinem a v ptitomnosti IFN-
vy se snizila odpovéd IL-10a zvysila odpovéd” TNF-o oproti stimulaci samotnym
Stépenym gliadinem. Po stimulaci gliadinem $tépenym v pfitomnosti P(HEMA-C0-SS)
Vv prosttedi IFN-y se hodnota IL-10 nezménila oproti stimulaci gliadinem Stépenym v
pritomnosti P(HEMA-c0-SS) a oproti stimulaci §tépenym gliadinem v prostiedi IFN-y.
Hladina TNF-a po stimulaci gliadinem S$tépenym v piitomnosti P(HEMA-co0-SS)

v prostfedi IFN-y byla mirné vyssi nez hladina TNF-a po stimulaci gliadinem Stépenym

43



v pritomnosti P(HEMA-c0-SS) a mirn¢ niz$i nez hladina TNF-a po stimulaci $t€penym

gliadinem v prostiedi IFN-y.

Graf ¢.5: Varianta pokusu B), stimulace PBMC zdravych darci, produkce IL-10:
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Graf ¢.6: Varianta pokusu B), stimulace PBMC zdravych darci, produkce TNF-a:
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4.1.2.2. Cytokinova produkce PBMC pacientu

Namétené hodnoty produkce IL-10 a TNF-o u PBMC od pacienti
stimulovanych podle varianty pokusu B) ukazuji Grafy ¢.7 a ¢.8.

Hladiny obou stanovovanych cytokinii u negativnich kontrol byly u pacienti
vyrazné vyss$i nez u negativnich kontrol zdravych darci. Oproti zdravym darcim také
velmi vyrazné vzrostla produkce IL-10 i TNF-a vyvolana samotnym opracovanym
P(HEMA-co-SS). Dosazena hodnota TNF-o byla dokonce dvojnasobné vyssi nez
hodnota TNF-a po stimulaci PBMC pacienti §t€épenym gliadinem a také vys§i nez po
stimulaci LPS (pozitivni kontrola). Produkce IL-10 po stimulaci $t€penym gliadinem
byla jen mirn¢ vys$i nez po stimulaci opracovanym P(HEMA-co-SS). Po stimulaci
gliadinem $tépenym za ptitomnosti P(HEMA-co-SS) doslo k poklesu produkce 1L-10 a
vyraznému zvyseni produkce TNF-a oproti stimulaci samotnym $tépenym gliadinem.

I opracovany P(HEMA-c0-SS) v prostiedi s IFN-y stimuloval PBMC pacientt
k vysoké produkci IL-10 i TNF-a oproti zdravym darcim. PBMC stimulované
gliadinem §tépenym v piitomnosti P(HEMA-c0-SS) v prostiedi IFN-y produkovaly
mirné niz§i mnoZzstvi IL-10 a vys$S§i mnoZstvi TNF-a neZ PBMC stimulované §tépenym

gliadinem v prostiedi IFN-y.
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Graf ¢.7: Varianta pokusu B), stimulace PBMC pacientii, produkce IL-10:
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Graf ¢.8: Varianta pokusu B), stimulace PBMC pacienti, produkce TNF-a:
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4.2. U¢inek P(HEMA-co-SS) na stfevni biopsie

Pokusy byly provedeny ve dvou variantach. Ve variant¢ A) byly biopsie
stimulovany P(HEMA-c0-SS), stépenym gliadinem a kombinaci obou po piedchozi
30ti-minutové preinkubaci. Ve variant¢ B) byly vSechny komponenty pouzité pro
stimulaci biopsii opracovany pepsinem, ke stimulaci PBMC byl tedy pouzit P(HEMA.-
€0-SS) opracovany pepsinem, Stépeny gliadin a gliadin Stépeny v ptitomnosti P(HEMA-
co-SS).

Naméiend data byla statisticky zpracovana v programu PRISM pouzitim t-testu

(* odpovida P < 0,05; ** odpovida P <0,01; *** odpovida P < 0,001).

4.2.1. Cytokinova produkce biopsii - varianta pokusu A)

Pti prvni varianté pokusu A) byly biopsie odebrané¢ 5 nelécenym celiakalnim
pacientim stimulovany P(HEMA-c0-SS), stépenym gliadinem a kombinaci obou po
pfedchozi 30ti-minutové preinkubaci. Jako negativni kontroly byly pouzity
nestimulované biopsie v mediu. Produkce cytokinii IL-10 a TNF-a byla stanovena
ELISA metodou. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Grafu ¢€.9 jako primérné hodnoty
koncentrace +/- hodnota smérodatné odchylky v pikogramech cytokinu na 1 mililitr

media.

Negativni kontroly (nestimulované biopsie) neprodukovaly detekovatelné
mnozstvi ani jednoho ze stanovovanych cytokini. Biopsie inkubované s P(HEMA -co-
SS) produkovaly nizké hladiny obou cytokind. Po stimulaci §tépenym gliadinem se
vyrazné zvysila produkce obou cytokinti, pfedev§sim TNF-a. Pfi soucasné inkubaci
biopsii se Stépenym gliadinem a P(HEMA-co0-SS) se produkce IL-10 jesté o néco

zvysila a produkce TNF-a vyrazené klesla.
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Graf ¢.9: Varianta pokusu A), stimulace biopsii pacientii, produkce IL-10 a TNF-a:
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4.2.2. Cytokinova produkce biopsii - varianta pokusu B)

V druhé varianté pokusu B) byly biopsie odebrané 4 neléCenym celiakalnim
pacientim stimulovany P(HEMA-c0-SS) opracovanym pepsinem, $tépenym gliadinem
a gliadinem S$tépenym v ptitomnosti P(HEMA-c0-SS). Jako negativni kontrola byly
pouzity nestimulované biopsie v mediu. Produkce cytokini IL-10 a TNF-a byla
stanovena ELISA metodou. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Grafu ¢.10 jako primérné
hodnoty koncentrace +/- hodnota smérodatné odchylky v pikogramech cytokinu na 1

mililitr media.

48



Negativni kontroly (nestimulované biopsie) neprodukovaly detekovatelné
mnozstvi ani jednoho ze stanovovanych cytokinil. Biopsie inkubované se opracovanym
P(HEMA-co-SS) produkovaly nizké hladiny IL-10 a neprodukovaly detekovatelné
mnozstvi TNF-a. Po stimulaci Stépenym gliadinem se vyrazné zvysila produkce obou
cytokint, pfedevsim TNF-a. Pfi inkubaci biopsii s gliadinem Stépenym V pfitomnosti
P(HEMA-co-SS) se snizila produkce obou cytokinli, u TNF-a poklesla az pod hranici
detekce.

Graf ¢.10: Varianta pokusu B), stimulace biopsii pacientii, produkce IL-10 a TNF-a:
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4.3. Ucinek stitevnich bakterii na DC

V tomto pokusu bylo testovano, jak mize byt odpovéd’ dendritickych bun¢k na
gliadin ovlivnéna pfitomnosti riznych bakteridlnich kmend. Studovan byl
imunomodulacni vliv riiznych bakteridlnich kmenii na produkci cytokini a expresi
povrchovych matura¢nich markert dendritickych bunék ziskanych z krve 10 zdravych

darcu.

4.3.1. Cytokinova produkce DC

Dendritické bunky ziskané z krve 10 zdravych darct byly stimulovany §tépenym
gliadinem, riznymi bakteridlnimi kmeny nebo kombinaci bakteridlnich kmenti
s gliadinem. Produkce IL-10, TNF-a a IL-12 byla stanovena ELISA metodou.
Nameétené hladiny cytokini jsou uvedeny v Grafech ¢.11 (IL-10), ¢.12 (TNF-a) a ¢.13
(IL-12) jako primérné hodnoty koncentrace +/- hodnota smérodatné odchylky
v pikogramech cytokinu na 1 mililitr media.

Vsechny bakteridlni kmeny i1 samotny gliadin indukovaly u DC zvySenou
produkci IL-10 ve srovnani s negativni kontrolou (nestimulovanymi DC). Nejvyssi
hodnoty IL-10 produkovaly DC po stimulaci bakterialnimi kmeny Escherichia coli a
Shigella, a to i oproti pozitivni kontrole (DC stimulovanym LPS). Kmen
Bifidobacterium longum jako jediny indukoval niz§i produkci IL-10 nez samotny
gliadin. Pti kostimulaci DC gliadinem a bakterialnimi kmeny byly hodnoty IL-10 u
vSech bakteridlnich kmenti jest¢ zvySeny oproti stimulaci samotnymi bakteridlnimi
kmeny bez gliadinu, pfi¢emz nejvyssi nartst hodnoty IL-10 indukovala kostimulace
gliadinem s kmenem Bifidobacterium bifidum.

Zvysenou produkci TNF-a oproti negativni kontrole (nestimulovanym DC)
vyvolaly u DC vSechny bakterialni kmeny i samotny gliadin. Kmen Bifidobacterium
longum jako jediny stimuloval DC k niz§i produkci TNF-a nez samotny gliadin.
Stimula¢ni u¢inek gliadinu na DC byl srovnatelny s uc¢inkem kmene Bifidobacterium
longum pii kostimulaci s gliadinem. Velmi vyrazné zvySeni produkce TNF-o ve
srovnani s ostatnimi kmeny indukovaly u DC samotné kmeny Escherichia coli a

Shigella, ptficemz pii kostimulaci téchto dvou kment s gliadinem uz nedoslo k dalsimu
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zvySeni produkce TNF-o. VSechny ostatni kmeny koinkubované s gliadinem
indukovaly zvySeni produkce TNF-a. Nejvyraznéji (dvojnasobn¢) se zvysila produkce
TNF-a po kostimulaci gliadinem s kmenem Bifidobacterium bifidum.

Nestimulované¢ DC (negativni kontrola) a DC stimulované kmenem
Bifidobacterium longum neprodukovaly detekovatelné mnozstvi IL-12. Stimulacni
ucinek Bifidobacterium longum v kombinaci s gliadinem byl vSak vyssi ve srovnani se
stimulacnim u¢inkem LPS (pozitivni kontrola). VSechny ostatni bakteridlni kmeny
indukovaly u DC vyssi produkci IL-12 neZz samotny gliadin, pfi¢emz nejméné byly DC
stimulovany k tvorbé IL-12 kmenem Bifidobacterium bifidum, po ptidavku gliadinu
ovSem produkce IL-12 nékolikanasobné vzrostla. Nejvyssi produkce IL-12 byla
indukovana kmeny Escherichia coli a Shigella. Piidavek gliadinu k Escherichia coli
zvysil stimulaéni G¢inek tohoto kmene, zatimco kostimulace DC kmenem Shigella
v kombinaci s gliadinem vedla k mirnému snizeni produkce IL-12 oproti stimulaci
samotnym kmenem Shigella. Produkce IL-12 vyvolana kmenem Bacteroides fragilis se

po pridavku gliadinu mirn¢ zvysila.

Graf ¢.11: Produkce IL-10 dendrickymi buifikami po stimulaci bakt.kmeny:
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Graf ¢.12: Produkce TNF-a dendritickymi buiitkami po stimulaci bakt.kmeny
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Graf ¢.13: Produkce IL-12 dendritickymi buiikami po stimulaci bakt.kmeny
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4.3.2. Analyza DC priitokovou cytometrii

Dendritické bunky ziskané z krve 10 zdravych darcti byly stimulovany §tépenym
gliadinem, rGznymi bakteridlnimi kmeny nebo kombinaci bakteridlnich kment
s gliadinem. Pro FACS-analyzu byly stimulované bunky postupné vybrany (,,gating®)
podle parametrii zobrazenych na Obrazku ¢.3 a ¢.4. Exprese povrchovych markera takto
vybrané populace bunék byla stanovena prutokovou cytometrii. Namétené hodnoty
exprese povrchovych markert jsou uvedeny v Grafech ¢.14 (HLA-DR), ¢.15 (CD86),
¢.16 (CD40) a ¢.17 (CD83) jako primérné hodnoty MFI (medidn fluorescencni
intenzity) +/- smérodatnd odchylka. Obrazek ¢.5, ¢.6, ¢.7. a ¢.8 ukazuje histogramy
jednoho z dil¢ich pokust. Histogramy zobrazuji posun MFI stimulovanych DC

(¢erveng) doprava oproti negativni kontrole — nestimulovanym DC (zelen¢).

Obrazek €.3: Vybér bunék pro FACS-analyzu (,,gating*):

singletové bunky zivé bunky standardni buiiky
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Obrazek ¢.4: Vybér dendritickych bunék (CD11+CD14-) pro FACS-analyzu:
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0
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Comp-Alexa Fluor 700-A- CD14

Specimen_001_C1_CO01 fcs
Count: 39514
DC

Po stimulaci gliadinem, LPS (pozitivni kontrola) i vSemi bakteridlnimi kmeny
zvySovaly DC expresi vSech sledovanych povrchovych markerti. Nestimulované DC
(negativni kontroly) exprimovaly oproti stimulovanym DC nejméné znaky CD83 a
CD86. Znaky CD40 a HLA-DR byly vyrazné zvySeny vSemi stimuly oproti negativni
kontrole (nestimulovanym DC), zatimco vyrazné zmény exprese CD83 a CD86
vyvolavaly jen n¢které bakterialni kmeny.

Stimula¢ni u¢inek Zadného z pouzitych stimulanti na expresi CD40 a HLA-DR
nebyl vyrazné€ odlisny oproti ostatnim. Pfidavek gliadinu ke kmenim Bacteroides
fragilis, Escherichia coli a Shigella nevyvolal zménu exprese CD40 ani HLA-DR.

Expresi CD83 vyrazné zvySovaly oproti negativni kontrole (nestimulovanym
DC) vsechny pouzit¢ kmeny bakterii s vyjimkou Bifidobacterium longum, jehoz
stimulaéni u¢inek byl nizky, srovnatelny s nizkym stimula¢nim G¢inkem samotného
gliadinu. Exprese CD83 po stimulaci LPS (pozitivni kontrola) byla také nizka, jen o
malo vyssi neZ po stimulaci gliadinem. U vSech bakteridlnich kmentll vyvolal pfidavek
gliadinu zvyseni exprese CD83 s vyjimkou Bifidobacterium bifidum, kde doslo naopak
ke snizeni.

Exprese CD86 byla zvySena stimulaci vSemi bakteridlnimi kmeny oproti
negativni kontrole (nestimulovanym DC) a gliadinu. V expresi CD 86 po stimulaci
Bacteroides fragilis, Escherichia coli, Shigella nebyl témét zadny rozdil, a to ani po
pfidavku gliadinu k témto bakterialnim kmentm. Celkové nejvyssi expresi CD 86

vykazovaly DC stimulované Bifidobacterium bifidum s gliadinem.
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Graf ¢.14: Povrchova exprese HLA-DR stimulovanymi DC:
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Graf ¢.15: Povrchova exprese CD 86 stimulovanymi DC:
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Graf ¢.16: Povrchova exprese CD 40 stimulovanymi DC:
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Graf ¢.17: Povrchova exprese CD 83 stimulovanymi DC:
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Obrazek ¢.5: FACS-analyza dendritickych bunék (exprese povrchovych markeri):
(jeden z dil¢ich pokusii)
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Obrazek ¢.6: FACS-analyza dendritickych bunék (exprese povrchovych markeri):

(jeden z dil¢ich pokusii)
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Obrazek ¢.7: FACS-analyza dendritickych bunék (exprese povrchovych markeri):

(jeden z dil¢ich pokusii)
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Obrazek ¢.8: FACS-analyza dendritickych bunék (exprese povrchovych markeri):

(jeden z dil¢ich pokusii)

negativni kontrola (nestimulované DC) - zelena
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5. DISKUZE

U geneticky predisponovanych jedincti exprimujicich HLA-DQ2/DQS8 vyvolava
lepek, zasobni protein pSenice a ptibuznych obilovin, abnormalni imunitni CD4 T-
bunécnou odpovéd’ a tvorbu IgA a IgG protilatek, coz vede ke spusténi mechanismu
vedoucich k poSkozeni stievni sliznice (SOLLID 2002).

Piestoze se v poslednim desetileti objevilo mnoho novych moznosti terapie
celiakie vychazejicich z pokroki postupné objastiujicich presné mechanismy
patogeneze tohoto onemocnéni, je doposud stale jedinou moznou ucinnou terapii
komplikaci dlouhodobého nedodrzovéni bezlepkové diety (GFD) je rozvoj T-
bunééného lymfomu. Pro zkvalitnéni zivota celiakii je nezbytné zavedeni novych

alternativnich metod terapie dopliujicich ¢i nahrazujicich GFD (ZINGONE et al. 2010).

5.1. Potencialni terapeuticky ucinek P(HEMA-c0-SS)

Gliadin, v ethanolu rozpustna frakce lepku, je v gastrointestinalnim traktu
enzymaticky hydrolyzovan na déle nesStépitelné imunogenni fragmenty, které aktivuji
pfirozenou 1 adaptivni imunitni odpovéd’ na gliadin 1 vlastni tkdn€ a indukuji tak
patologické zmény struktury stievniho epitelu a poruSeni t€snych spoji mezi enterocyty
(LAMMERS et al. 2008). Liang a spol. syntetizovali polymerni slou¢eninu P(HEMA-co-
SS), kterd ma schopnost selektivné vyvazovat gliadin v gastrointestindlnim traktu a
zabranovat tak jeho natraveni na imunogenni fragmenty nebo neutralizovat jiz vzniklé
fragmenty. Tento synteticky linearni kopolymer hydroxyethylmethakrylatu (HEMA) a
4-styrensulfonatu sodného (SS) o molekulové hmotnosti 45kDa nese negativni naboj a
siln¢ specificky vaze gliadin pii Zaludecnim (1,2) i stfevnim pH (6,8) prostiednictvim
elektrostatickych interakci a vodikovych vazeb (LIANG et al. 2009, LIANG et al. 2010).

Skupina Maud Pinier prokazala schopnost P(HEMA-c0-SS) rusit tyto Skodlivé
ucinky gliadinu na stievni epitelové bunky in vitro (Caco-2/15 a IEC-6). Soucasnym
podavanim gliadinu s P(HEMA-c0-SS) také dosahli snizeni permeability stievniho

epitelu indukované gliadinem a sniZzeni aktivace T-lymfocytli u gliadin-sensitivnich
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HLA-DQ8/HCD4 transgennich mysi, kter¢ P(HEMA-c0-SS) velmi dobfe tolerovaly 1
ve vysokych davkach (PINIER et al. 2009). Navic bylo na krysim modelu ovéteno, ze
prevazna cast P(HEMA-c0-SS) (93%) je vylu¢ovana z téla ve stolici a ze P(HEMA-
coSS) neni vstfebavan do systému ve velké mife dokonce ani pfi mirnych zanétlivych
zménach stievni sliznice a za podminek zvySené intestinalni permeability (PINIER et al.,
odeslano do tisku).

Na zaklad¢ zjisténych vlastnosti se o P(HEMA-c0-SS) uvazuje jako o vhodném
budoucim léCivu dopliujicim GFD pii provedeni neumyslnych ¢i nevyhnutelnych
dietnich chyb.

Nase laboratof byla vyzvana skupinou Maud Pinier ke spolupraci na in vitro
pokusech testujicich potencialni terapeutické uc¢inky P(HEMA-co-SS) na PBMC
izolovanych z krve zdravych darcii a celiakdlnich pacientl a na stfevnich biopsiich
ziskanych od téchto pacientii. Pokusy byly realizovany ve dvou riiznych uspotfadanich
simulujicich rizné stupné proteolytického zpracovani a interakce gliadinu s P(HEMA-
c0-SS) odpovidajici rozdilné casové aplikaci P(HEMA-c0-SS) do organismu po poziti
lepku. V prvni varianté pokusu (A) byl nejprve ptipraven pepsinem $tépeny gliadin a
poté byl k nému piidan P(HEMA-co-SS). Tato varianta napodobovala situaci, kdy se
P(HEMA-co0-SS) v travicim traktu setka s jiz ¢astecné natravenym gliadinem. Takova
situace by mohla teoreticky nastat pfi nasledném podani P(HEMA-co-SS) aZ po pfijmu
potravy. V druhé varianté pokusu (B) byl gliadin $tépeny uz v pfitomnosti P(HEMA-co-
SS), coz mélo napodobit situaci, kdy k vazbé P(HEMA-c0-SS) s gliadinem dojde jesté
pied jeho natravenim v zaludku, tedy teoreticky za souc¢asného piijmu P(HEMA-c0-SS)
S potravou. Pii obou variantach pokusu byla méfena koncentrace IL-10 a TNF-a
produkovanych PBMC a biopsiemi po stimulaci gliadinem, P(HEMA-c0-SS) a jejich
kombinaci. Imunomodulaéni u¢inek P(HEMA-co-SS) potvrdily jak kultivace PBMC tak
1 kultivace stfevnich biopsii. Polymer zna¢né ovliviioval produkci cytokinl
Vv kultivaénim mediu. Vysledky obou variant pokusu se ovsem lisily.

Samotny P(HEMA-c0-SS) nevyvolaval u PBMC zdravych darcti ani u PBMC
pacienti zvySenou produkci IL-10 ani TNF-a oproti negativnim kontrolam
(nestimulovanym PBMC), zatimco P(HEMA-c0-SS) opracovany pepsinem stimuloval
PBMC zdravych darct i pacientl k vyrazné vyssi produkci poskozujiciho TNF-a oproti
negativnim kontroldm (nestimulovanym PBMC). P(HEMA-c0-SS) V nativni formé se
tedy choval na rozdil od P(HEMA-c0-SS) opracovaného pepsinem velmi inertné¢ a
neindukoval sam o sob& produkci cytokint. Pfidavek P(HEMA-co-SS) ke gliadinu
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Vv ptitomnosti IFN-y (dominantniho prozanétlivého cytokinu poskozené stfevni sliznice
pfi celiakii) vyrazné zvysil produkci protektivniho IL-10 u zdravych déarct i u pacientti
oproti stimulaci samotnym gliadinem, zatimco hladina poskozujiciho TNF-a zlstala
zachovana, coZ podporuje uvahy o pozitivnim terapeutickém u¢inku P(HEMA-co-SS).

Pti inkubaci PBMC s gliadinem $tépenym v piitomnosti P(HEMA-c0-SS) doslo
ke snizeni produkce protektivniho IL-10 a vyraznému zvySeni produkce TNF-o oproti
inkubaci se samotnym gliadinem, a to u zdravych darcti i u pacienti. Plisobenim
pepsinu na P(HEMA-co-SS) se tedy ziejm¢ méni jeho biologické vlastnosti a snizuji
potencialni terapeutické schopnosti, jelikoz sam opracovany P(HEMA-c0-SS) je
schopen stimulovat tvorbu poskozujiciho TNF-a a to zejména u pacientt. Tyto vysledky
jasn¢ ukazuji jak vyznamné ovliviiuje zpusob aplikace P(HEMA-c0-SS) imunitni
odpovéd PBMC na gliadin.

U biopsii odebranych pacientim vyvolaval P(HEMA-co-SS) i P(HEMA-co-SS)
opracovany pepsinem vys§i produkci IL-10 i TNF-o ve srovnani s negativnimi
kontrolami (nestimulovanymi biopsiemi) ale nizs§i ve srovnani s gliadinem. Pfi souc¢asné
inkubaci biopsii s gliadinem a P(HEMA-co-SS) se zvysila produkce protektivniho IL-
10 a vyrazné klesla produkce poskozujiciho TNF-a oproti stimulaci samotnym
gliadinem. Navzdory zminénym vysledkim pokusii s PBMC, biopsie stimulované
gliadinem S§tépenym v pfitomnosti P(HEMA-co-SS) produkovaly sice nizs§i hladiny
protektivniho IL-10 avSak produkce poskozujiciho TNF-a klesla pod hranici detekce.

Dospéli jsme tedy k zavéru, Ze pii provedeni dietni chyby se prozatim jevi jako
terapeuticky vyhodnéjsi varianta pokusu A), tedy pouziti enzymaticky neopracovaného
P(HEMA-c0-SS) v nativni podobé¢, odpovidajici teoretické situace neutralizace jiz
¢astecné natraveného gliadinu naslednym podanim P(HEMA-co-SS) jako antidota aZ po
pfijmu potravy.

V nasledujicich pokusech je tfeba provétit dalsi mozné varianty simulujici dalsi
zpusoby aplikace P(HEMA-c0-SS) do organismu. Néasledovat by mély také prvni faze
klinickych zkousek.

Jiné podobné studie zatim nebyly provedeny. Ziskand data jsou soucasti

pfipravované publikace (PINIER et al., odeslano do tisku).

63



r we

5.2. Imunomodulac¢ni ucinek stirevnich bakterii

Vznik celiakie je vysledkem spoluptisobeni faktorti genetickych, imunitnich a
environmentalnich. KliCovym a nezbytnym exogennim spoustééem celiakie je gliadin
(D1 SABATINO a CorAzzA 2009). Za jeden z environmentalnich faktord ovliviujicich
nastup celikie je v soucasnosti povazovana stievni mikroflora, jelikoz bylo zjisténo, ze
jeji slozeni u celiakii se liSi od zdravych osob a méni se i po dodrzovani bezlepkové
diety. Stfevni mikroflora celiakli obsahuje ve srovnani se zdravymi jedinci vyssi podil
rodi Bacteroides, Clostridium, Staphylococcus a Eubacterium a nizs$i pocet
prospésnych bakterii rodu Bifidobacterium (CoLLADO et al. 2007, SANZ et al. 2007).

Fyziologicka stfevni mikroflora a urcité probiotické kmeny prostiednictvim
potravni kompetice a tvorby bakteriocinli potlacuji riist patogenni mikrofléry, posiluji
funkci stfevni bariéry a plisobi protektivné na vznik onemocnéni. Naopak, pferlistani
oportunnich patogenti muze piispivat k patologickym procesim onemocnéni stimulaci
produkce prozanétovych cytokind a zvySovanim intestindlni permeability (KREJSEK et
al. 2007).

Pozitivni  G¢inky probiotickych kment  Bifidobacterium  bifidum a
Bifidobacterium longum byly jiz prokdzany v mnoha studiich. Medina a kol.
koinkubovali lidské PBMC s extrakty bakterii ziskanymi ze stolice pacientd s aktivni
celiakii. Soucasnym piidavkem probiotickych kment Bifidobacterium bifidum nebo
Bifidobacterium longum dosahli sniZzeni koncentrace prozanétlivych cytokinti TNF-a a
IFN-y a zvyseni koncentrace protektivniho IL-10 v kultivaénim mediu (MEDINA et al.
2008). Také PBMC stimulované gliadinem za pfitomnosti gram-negativnich bakterii
Escherichia coli a Shigella izolovanych ze stolice celiakalnich pacienti produkovaly
vy$§i mnozstvi prozanétlivych cytokind (TNF-a, IL-12, IFN-y) nez za piitomnosti
probiotickych kment Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum. Tyto
Pritomnosti bakterii Escherichia coli a Shigella byla taktéz vice ovlivnéna exprese
povrchovych aktivaénich markerd PBMC (DE PALMA et al. 2010). Pfi in vivo pokusu,
kdy byly vySe uvedené gram-negativni bakteridlni kmeny aplikovany do podvéazanych
sttevnich kli¢ek bezmikrobnich krys za soucasné stimulace gliadinem a IFN-y, bylo
ptidavkem probiotického kmene Bifidobacterium bifidum ktémto potencidlnim

patogeniim a gliadinu dosazeno ¢astecné redukce patologickych zmén stfevni sliznice
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vyvolanych plsobenim gliadinu a zminénych gram-negativnich bakterialnich kmena
(CiNnoVA et al., odeslano do tisku).

Jednoduchou a bezpecnou alternativni terapii celiakie by se tedy mohlo stat
uzivani probiotik.

Dendritické bunky (profesionalni APC), hraji klicovou tulohu v aktivaci
antigenné specifické T-bunécné odpovédi, kterd je v ptipadé celiakie hlavni ptic¢inou
poskozeni sliznice tenkého stfeva. Morfologické, fenotypové a funkéni zmény DC po
stimulaci gliadinem byly jiz popsany v n¢kolika studiich, ze kterych je ziejmé, Ze
gliadin indukuje maturaci DC. Gliadinem maturované DC zvysuji expresi povrchovych
maturacnich markerd (CD83, CD80, CD86, CD40, HLA-DR), ztraci schopnost
fagocytozy a zvysuji produkci cytokinii a chemokini (IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-q,
RANTES). Gliadinem stimulované DC maji také vyssi schopnost aktivovat T-
lymfocyty (PALOVA-JELINKOVA et al. 2005, RAKHIMOVA et al. 2009).

Cilem nasi studie bylo zjistit, zda a jak mlze ptitomnost riznych bakterialnich
kment ovlivnit odpovéd’ lidskych dendritickych bunék na gliadin. Metodou ELISA byla
métena produkce IL-10 a TNF-a dendritickymi buiikami zdravych darcli po stimulaci
gliadinem, bakterialnimi kmeny nebo jejich kombinaci. Souc¢asné s produkei cytokinli
byla méfena také exprese povrchovych maturaénich markert DC pritokovou
cytometrii.

Bakterie pouzité pii pokusech byly izolovany a vypéstovany na pracovisti
Yolandy Sanz ve Valencii. Kmeny Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum
pochazeji ze sttevnich exkrementt zdravych darcid, Escherichia coli byla izolovana ze
stfevnich exkrementl celiakalnich pacientti dodrzujicich GFD a Shigella byla ziskana ze
sttevnich exkrementd aktivnich celiaki. Kmen Bacteroides fragilis byl ziskan
komercné.

Vsechny bakteridlni kmeny 1 samotny gliadin vyvolaly u DC zvySeni produkce
protektivniho IL-10 1 protizanétlivécho TNF-o oproti negativnim kontroldm
(nestimulovanym DC). K nejnizs§i produkci obou cytokini stimuloval DC kmen
Bifidobacterium longum, ktery také jako jediny z pouzitych stimulii indukoval u DC
niz8i produkci IL-10 i TNF-a nez samotny gliadin. Nejvyssi hladiny obou cytokint
produkovaly DC po stimulaci gram-negativnimi kmeny Escherichia coli a Shigella,
pficemz stimula¢ni Gc¢inek téchto kment na DC jiz nebyl déale ovlivnén piitomnosti
gliadinu v kultivaénim mediu. ZvySeni produkce IL-10 i TNF-a po koinbuace

bakterialnich kment s gliadinem bylo nejvyrazné&jsi u kmene Bifidobacterium bifidum.
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Nestimulované¢ DC (negativni kontroly) ani DC stimulované kmenem
Bifidobacterium longum neprodukovaly IL-12, cytokin podporujici Thl-zanétlivou
bunécnou odpovéd’. I po stimulaci gliadinem byla produkce IL-12 u DC velmi nizka
V porovnani s ostatnimi bakteridlnimi stimuly. Toto zjisténi odpovida vysledkiim
dosavadnich studii, které ukézaly, ze gliadin ptekvapivé nezvySuje hladinu IL-12
Vv zanétlivém prostiedi stfevni sliznice a IL-12 pravdépodobné nehraje v patogenezi
celiakie vyznamnou roli (NILSEN et al. 1998, PALOVA-JELINKOVA et al. 2005). Vyrazné
vyS$8i produkci IL-12 nez ostatni pouzité kmeny indukovaly u DC kmeny Escherichia
coli a Shigella, jejichz stimulaéni schopnost byla dale jen malo ovlivnéna piidavkem
gliadinu.

Vysledky méteni exprese povrchovych markert DC byly velmi individualné
variabilni a mezi stimulacnimi G¢inky jednotlivych bakteridlnich kment nebyly zfejmé
vyrazné rozdily. Tyto vysledky proto nevedly k jednozna¢nym zjisténim.

Nicméné ze ziskanych vysledkd cytokinové produkce vyplyva, ze jednoznacné
nejmocnéj$imi bakteridlnimi stimulatory dendritickych bun¢k byly potencidlni patogeny
Escherichia coli a Shigella. Kmen Bacteroides fragilis stimuloval DC vzdy vice nez oba
probiotické kmeny rodu Bifidobacterium ale méné nez gram-negativni kmeny
Escherichia coli a Shigella. Z obou testovanych probiotickych kmenti stimuloval DC
k vyraznéj$i produkci stanovovanych cytokind kmen Bifidobacterium bifidum nez
Bifidobacterium longum. Pravé kmen Bifidobacterium bifidum vykazoval ze vSech
testovanych kmenil nejvyssi synergisticky ucinek s G€inkem gliadinu, tedy koinkubaci
s gliadinem se nejvice zvySovala jeho schopnost stimulovat DC k cytokinové produkci
ve srovnani se vSemi ostatnimi testovanymi bakteridlnimi kmeny. Tyto vysledky
potvrzuji vyznamné imunomodulacni schopnosti probiotického kmene Bifidobacterium
bifidum popsané v predchozich provedenych studiich (MEDINA et al. 2008, DE PALMA et
al. 2010, CiNoVvA et al., odeslano do tisku).

V dalsi studii by mély byt ke stimulacim DC pouZity kombinace jednotlivych
bakterialnich kment mezi sebou a s gliadinem pro napodobeni redlného sloZeni stfevni
mikroflory. Pro srovnani s reakci DC zdravych darcii by také mély nasledovat pokusy

na bunkach a tkanich ziskanych od celiakélnich pacientt.
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6. ZAVER

1)

2)

Na zakladé porovnani vysledkl ziskanych ze dvou riznych variant pokust, pfi
kterych byly testovany ucinky P(HEMA-co-SS) na lidské PBMC a strevni
biopsie, jsme dosp€li k zaveéru, ze pii provedeni dietni chyby se jevi jako
terapeuticky vyhodné¢jsi varianta pokusu A), tedy pouziti enzymaticky
neopracovaného P(HEMA-c0-SS) Vv nativni podobé, odpovidajici teoretické
situaci, kdy je tfeba neutralizovat jiz Castecné natraveny gliadin naslednym
podanim P(HEMA-c0-SS) jako antidota az po piijmu potravy obsahujici lepek.
Z vysledkii varianty pokusu B) vyplynulo, Ze plisobeni pepsinu ziejmé méni
biologické vlastnosti P(HEMA-co-SS) a snizuje tak jeho potencialni

terapeutické schopnosti.

Pfi testovani imunomodulac¢nich u€inki riznych bakterialnich kment na lidské
dendrické bunky stimulované gliadiem se potvrdilo, ze jednoznaéné
nejmocngjSimi stimulatory DC jsou potencialné patogenni kmeny Escherichia
coli a Shigella. Nejméné byly DC stimulovany probiotickym kmenem
Bifidobacterium longum. Kmen Bacteroides fragilis stimuloval DC vzdy vice
nez oba kmeny Bifidobacterium ale méné¢ nez gram-negativni kmeny
Escherichia coli a Shigella. Ze vsech testovanych kmend vykazoval nejvyssi
synergisticky ucinek s G¢inkem gliadinu probioticky kmen Bifidobacterium
bifidum.
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