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Souhrn

Mechanismy vedoucí k morfologickým změnám sliznice tenkého střeva při glutenové enteropatii
nebyly dosud plně objasněny, ačkoliv se v současné době uvažuje o dvou hlavních mechanismech:
remodelaci sliznice matrixovými metaloproteinázami a atrofii sliznice způsobené zvýšenou apo-
ptózou. Cílem naší studie bylo analyzovat expresi proteinů regulujících apoptózu a některých pro-
liferačních markerů ve sliznici tenkého střeva u dětí s aktivní (AC) a latentní formou (LC) celia-
kální sprue (CS). Pomocí nepřímé imunohistochemie byla u střevních biopsií 43 dětí s aktivní a la-
tentní formou CS detekována a analyzována exprese Fas, Fas ligandy (Fas-L), tkáňové transgluta-
minázy (tTG), Bcl-2, Bid, glutathion S-transferázy (GST), CAS 3, CAS 8, PARP, Ki-67, Topoisomerázy
IIa a PCNA. Nalezli jsme signifikantně nižší hodnoty exprese Fas na enterocytech u pacientů
s AC než u pacientů s LC a kontrol. Počet Fas-pozitivních slizničních lymfocytů byl snížen u AC
v porovnání s LC. Exprese Fas-L v enterocytech a slizničních lymfocytech byla vyšší u AC a LC v po-
rovnání s kontrolami. Nalezli jsme signifikantně více Bcl-2 negativních lymfocytů u AC než u LC
a kontrol. Exprese Bid v enterocytech byla vyšší u LC v porovnání s AC a kontrolami. V intraepi-
teliálních lymfocytech (IEL) byla též vyšší exprese Bid u LC než u AC a kontrol a na rozdíl od lym-
focytů lamina propria, kde největší počet buněk exprimujících Bid byl nalezen u kontrol. Exprese
CAS 8 byla signifikantně vyšší v kryptálních lymfocytech u AC ve srovnání s LC. Exprese tTG
v extracelulární matrix a bazální membráně byla signifikantně vyšší u LC a AC ve srovnání s kon-
trolami. Exprese tTG byla vyšší ve skupině AC i LC než u kontrol, jak v enterocytech tak i ve
slizničních lymfocytech. Naše nálezy ukazují možnost spoluúčasti Fas/Fas-L, Bcl-2 a CAS 8 na re-
gulaci apoptózy u CS. Zvýšená apoptotická eliminace IEL u LC může částečně vysvětlit zachování
normální vilózní morfologie střevní sliznice. Zvýšená exprese tTG může být časným znakem zvý-
šené apoptózy a může být v souladu s její rolí v patogenezi CS.
Klíčová slova: celiakie – apoptóza – Fas/Fas-L – CAS 3,8 – PARP

Summary
Immunohistochemical Study of the Apoptotic and Proliferative Mechanisms in
the Intestinal Mucosa During Coeliac Disease

Mechanisms leading to morphological changes of the small intestine during coeliac disease are not
yet completely recognized, however, two main processes have been suggested recently:
remodelling of mucosa by matrix metalloproteinases, and mucosal atrophy by apoptosis. The aim
of this study was to analyze the expression of proteins regulating apoptosis and some markers of
proliferation in the mucosa of the small intestine of children with active (ACD) and latent form
(LCD) of coeliac disease (CD). Intestinal biopsies of 43 children with ACD and LCD were analyzed
by standard indirect immunohistochemical technique for Fas, Fas ligand (Fas-L), tissue
transglutaminase (tTG), Bcl-2, Bid, glutathione S-transferase (GST), CAS 3, CAS 8, PARP, Ki-67,
Topoisomerase IIa, PCNA expression. We found significantly lower numbers of Fas-expressing
enterocytes in ACD patients than in LCD patients and controls. The number of Fas-positive
mucosal lymphocytes was decreased in ACD when compared with LCD. Fas-L expression in
enterocytes and mucosal lymphocytes was higher in ACD and LCD compared to controls. We found
significantly more Bcl-2 negative lymphocytes in ACD than in LCD and controls. Bid expression in
enterocytes was higher in LCD compared to ACD and controls. In intraepithelial lymphocytes,
there was higher Bid expression in LCD than in ACD and controls compared to expression in
mucosal lymphocytes, where was found higher number of positive cells in controls than in ACD
and LCD. Expression of CAS 8 in mucosal lymphocytes was significantly higher in ACD compared
to LCD. The expression of tTG in extracellular matrix and basal lamina was significantly higher in
LCD and ACD when compared to controls. Expression of tTG was higher in the group of ACD and
LCD in the enterocytes and in the lymphocytes. Our findings showed that Fas/Fas-L, Bcl-2, and CAS
8 may be involved in modulation of apoptosis during CD. Increased apoptotic elimination of IEL in
LCD can partially explain preservation of the normal villous architecture. Increased tTG
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Celiakální sprue (CS) je definována jako celo-
životní intolerance lepku (glutenu), přesněji jeho
frakce a-gliadinu, u geneticky predisponovaných
jedinců, s charakteristickými morfologickými
změnami sliznice tenkého střeva. Reálná inciden-
ce tohoto onemocnění, zjišťovaná sérologickým
skríningem, je udávána v evropské populaci mezi
1:300 až 1:85 (22). Poškození střevní sliznice vy-
volává obvykle malabsorpci s jejími klinickými
a biochemickými projevy. Odstranění lepku ze
stravy vede k remisi onemocnění a je v součas-
nosti jediným druhem terapie. Mimo typického
malabsorpčního syndromu jsou v literatuře uvá-
děny i další závažné komplikace neléčené celia-
kie, včetně zvýšeného výskytu T lymfomu ten-
kého střeva, karcinomu jícnu či karcinomu fa-
ryngu (11, 12). Diagnostika celiakální sprue je
založena na pozitivitě sérologického vyšetření
hladiny protilátek proti endomyziu (EMA), po-
případě protilátek proti gliadinu (AGA) nebo re-
tikulinu (ARA) a na histologickém vyhodnocení
jejunální sliznice. Morfologické změny jejunální
sliznice u celiakie zahrnují zánětlivou infiltraci,
remodelaci a atrofii. Mechanismy vedoucí k mor-
fologickým změnám nejsou zatím kompletně pro-
studovány. Zdá se však, že těchto mechanismů je
několik. Lepek je po zpracování ve střevní slizni-
ci předkládán antigen prezentujícími buňkami
T lymfocytům, které uvolňují zánětlivé mediáto-
ry. Ty stimulují mimo jiné tvorbu metalopro-
teináz, které se významnou měrou podílejí na
remodelaci střevní sliznice (47). Je též diskutová-
na role zvýšené permeability střevního epitelu
a role defektního zpracování lepku enterocyty
(31, 32, 45, 56, 57). Účast na rozvoji slizničních
změn mají také mechanismy programované bu-
něčné smrti – apoptózy. U neléčené celiakie již
byla prokázaná vystupňovaná apoptóza enterocy-
tů, zprostředkovaná cytotoxickými T lymfocyty
v lamina propria i intraepiteliálními lymfocyty
dráhou perforinu/granzymu B (7, 24, 40, 51).
Efekt perforinu může být modulován některými
členy rodiny Bcl-2, které regulují apoptózu změ-
nou permeability mitochondriální membrány
i dalšími proteiny, jako například glutathion
S-transferázou (GST), (17, 18). Dalším z klíčo-
vých proteinů uplatňujících se v patogenezi CS
(39, 41, 42, 53) a zároveň jedním z časných indi-
kátorů apoptózy je tkáňová transglutamináza
(tTG) (1, 2, 49). Tkáňová transglutamináza se po-
dílí na deamidaci gliadinových peptidů, s nimiž
tvoří komplexy, které při rozvoji zánětlivé odpo-
vědi zprostředkované specifickými T lymfocyty

fungují jako autoantigeny. Tyto komplexy byly
též prokázány v extracelulární matrix a bazální
membráně střevního epitelu (31, 32, 45, 53, 56,
57). Apoptóza enterocytů zprostředkovaná cytoto-
xickými T lymfocyty je aktivovaná z významné
části interakcí Fas a Fas ligandy (Fas-L). Dosud
nebyla provedena komplexnější studie zabývající
se analýzou exprese těchto znaků účastnících se
apoptózy. Provedli jsme proto analýzu exprese
proteinů Fas, Fas-L, tkáňové transglutaminázy
(tTG), glutathion S-transferázy  (GST), perforinu,
kaspázy 3 a 8 (CAS-3, CAS-8), PARP (Poly-ADP-
Ribose-Polymerase) a proteinů Bcl-2, Bid, pro-
liferačních markerů Ki-67, topoizomerázy IIa
a PCNA v jejunální sliznici nemocných s rozvinu-
tou, latentní a potenciální formou celiakie
a u kontrolní skupiny, s cílem přispět k detailněj-
šímu poznání mechanismů podílejících se na re-
modelaci sliznice tenkého střeva u nemocných
s celiakální sprue. Vzorky jsme dále vyšetřili
i metodou TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick
End Labeling) na přítomnost fragmentované
DNA v buňkách.

Materiál a metody

V našem souboru bylo celkem 64 střevních bi-
opsií od pacientů vyšetřovaných na Dětské klinice
LF UP a Fakultní nemocnice v Olomouci, v období
1997–2000. Celiakální sprue byla diagnostikována
ve shodě s revidovanými kritérii ESPGAN
(European Society for Pediatric Gastoenterology,
Hepatology and Nutrition) (59). Aktivní, potenciál-
ní a latentní forma celiakie byly klasifikovány na
základě návrhu Fergusona a spol (14). V naší stu-
dii jsme měli celkem 25 dětí s aktivní neléčenou
formou celiakie (AC), v průměrném věku 7,5 let;
u všech byly pozorovány klinické projevy malab-
sorpčního syndromu (průjmy, opoždění růstu, vá-
hový úbytek, atd.). Histologické vyšetření proká-
zalo subtotální nebo totální atrofii střevní sliznice
Marsh 3b nebo 3c, dle modifikované Marshovy hi-
stopatologické klasifikace (26) a u všech byla pro-
kázána pozitivita antiendomyziálních protilátek
(EMA). Ve skupině s latentní formou celiakie (LC)
bylo 18 dětí, v průměrném věku 10,9 let, u kterých
byla potvrzena expozice lepkem alespoň po dobu
3 měsíců. U všech byla prokázána pozitivita EMA;
u 7 pacientů byla zjištěna normální morfologie je-
junální sliznice (Marsh 0), u 11 bylo zjištěno více
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expression may be an early sign of increased apoptosis or may be related to its role in CD
pathogenesis.
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než 40 intraepiteliálních lymfocytů na 100 entero-
cytů (Marsh 1), u všech byla přítomnost HLA ale-
ly DQ. Skupinu kontrol tvořilo 21 dětí v průměr-
ném věku 7,6 let. Při histologickém vyšetření byla
zjištěna normální morfologie jejunální sliznice
(Marsh 0), u všech byly EMA negativní; střevní bi-
opsie u této skupiny pacientů byla indikována pro
nespecifické gastrointestinální symptomy. Průkaz
protilátek IgA proti endomyziu v séru byl prová-
děn semikvantitativně nepřímou imunofluores-
cencí. Vzorky jejunální sliznice byly získány biop-
ticky sukční kapslí nebo endoskopicky, fixovány ve
formalínu po dobu 24 hodin a zality do parafínu.
Řezy o síle 5 mm byly umístěny na silanizovaná
skla. K detekci všech prokazovaných markerů
apoptózy a proliferace byla použita standardní ne-
přímá imunohistochemická technika s užitím pri-
márních polyklonálních protilátek: anti-Fas (C 20,
Santa Cruz, California, USA), anti-Fas-L (N 20,
Santa Cruz), anti-CAS-3 (CPP 32, Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK), anti-CAS-8 (H134,
Santa Cruz), anti-Bid (N19, Santa Cruz) a primár-
ních monoklonálních protilátek: anti-Bcl-2 (klon
124, Dako Glostrup, Denmark), anti-GST (klon
353-10, Dako), anti-tTG (klon CUB 7402, Dako),
anti-PARP (klon F2, Santa Cruz), anti-topoizome-
ráza IIa ( klon SWT3D1, Dako), anti-Ki-67 (klon

MIB1, Dako). K detekci byly dále použity biotiny-
lované sekundární protilátky a streptavidin kon-
jugovaný s peroxidázou (Dako nebo Novocastra).
U negativních kontrol byly primární protilátky vy-
nechány. Exprese sledovaných proteinů byla hod-
nocena v enterocytech na apexech klků i v kryp-
tách, u lymfocytů lamina propria (LPL) a intraepi-
teliálních lymfocytů (IEL). V bazální membráně
(BM) byla zjišťována přítomnost tTG. Stupeň imu-
nopozitivity vyšetřovaných proteinů byl hodnocen
semikvantitativně při 400násobném zvětšení v ná-
sledujícím rozmezí: 0 = méně než 11 % pozitivních
buněk, 1 = 11–29 % pozitivních buněk, 2 = 30 až
59 % pozitivních buněk, 3 = více než 60 % pozitiv-
ních buněk. Dále byla hodnocena intenzita poziti-
vity ve stupnici 1–3 (1 – mírná, 2 – střední, 3 – vy-
soká pozitivita); součinem těchto dvou veličin bylo
vypočítáno histoscore (škála 0–9). Objektivita se-
mikvantitativního vyhodnocování byla dále porov-
nána s výsledky vyhodnocení exprese Fas a Fas-
L při použití systému počítačové analýzy obrazu
LUCIA M (Laboratory Imaging, Praha). Srovnání
exprese analyzovaných proteinů mezi aktivní celi-
akií, skupinou latentní a potenciální formy celia-
kie a kontrolami bylo provedeno chí-kvadrát testy
a pomocí dvojcestné analýzy rozptylu s hladinou
významnosti 0,05.
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aktivní celiakie  latentní celiakie  kontroly  AC/K AC/LC LC/K
(AC) (%) (LC) (%) (K) (%) p≤ p≤ p≤

Fas enterocyty 6,7 80 81 0,0000001 0,00002 nesignifikantní
glykokalyx 2,4 32,3 53,3 0,014

slizniční lymfocyty 6,7 60 9,5 nesignifikantní 0,004 0,007

Fas-L enterocyty apex 90,5 100 100 nesignifikantní
enterocyty krypt 100 80 42,9 0,002 nesignifikantní nesignifikantní

LPL apex 100 90 66,7 nesignifikantní
LPL krypt 100 70 28,6 0,0001 nesignifikantní nesignifikantní

Bcl-2 LPL apex 7,1 22,2 4,8 nesignifikantní
LPL krypt 0 77,8 66,7 0,0001 0,0004 nesignifikantní

Bid enterocyty apex 74 84,4 70,6 nesignifikantní
enterocyty krypt 46 62,5 25,5 0,001 0,024 0,002

LPL apex 86 68,7 35,3 0,000001 nesignifikantní 0,004
LPL krypt 50 46,9 21,6 0,005 nesignifikantní 0,015
IEL apex 12 34,4 7,9 nesignifikantní nesignifikantní 0,009
IEL krypt 4 12,5 4 nesignifikantní

Perforin enterocyty apex 92 100 96,3 nesignifikantní
enterocyty krypt 80 85 74 nesignifikantní
lymfocyty apex 88 90 88,9 nesignifikantní
lymfocyty krypt 92 85 84,2 nesignifikantní

IEL apex 82 70 81,5 nesignifikantní
IEL krypt 72 45 74,1 nesignifikantní

Tab. 1. Výsledky imunohistochemického vyšetření markerů apoptózy
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Výsledky

Ve všech vyšetřovaných skupinách byla ex-
prese proteinu Fas v enterocytech vyšší v kryp-
tách, než v horní části klků. Procento Fas po-
zitivních enterocytů bylo signifikantně nižší u ne-
mocných s AC (6,7 %) ve srovnání s kontrolami
(81 %) (p ≤ 0,0000001) a LC (80 %) (p ≤ 0,00002).
Obdobných výsledků jsme dosáhli i při hodnocení
Fas-pozitivity glykokalyxu, která byla u AC paci-
entů 2,4 % avšak u LC pacientů 32,3 % a u kon-
trol 53,3 % (p ≤ 0,014) (obr. 1). Procento Fas pozi-
tivních lymfocytů infiltrujících lamina propria
bylo u AC signifikantně nižší (6,7 %; p ≤ 0,004) ve
srovnání s LC (60 %) (tab. 1).

Procento Fas-L pozitivních enterocytů v api-
kálních částech klků bylo u všech skupin vyšší
než 90 %. V kryptálních enterocytech byla Fas-
L signifikantně vyšší (p ≤ 0,002) u AC (100 %),
než u kontrol (42,9 %). Exprese Fas-L v cytoplaz-
mě enterocytů měla typicky granulárně/mikrove-
zikulární charakter (obr. 2). Procento slizničních
lymfocytů exprimujících Fas-L bylo signifikantně
vyšší (p ≤ 0,0001) u AC (100 %) ve srovnání s kon-
trolami (28,6 %) (tab. 1).

Nalezli jsme signifikantně více Bcl-2 nega-
tivních lymfocytů ve skupině s AC (100 %) než
u LC (22,2 %) (p ≤ 0,0001) a u kontrol (33,3 %)
(p ≤ 0,0004) (obr. 3). Exprese Bid byla nejvyšší
v kryptálních enterocytech nemocných s LC (62,5
%), ve srovnání s AC (46 %) (p ≤ 0,024) a kontro-
lami (25,5 %) (p ≤ 0,001). V LPL byla nejnižší ex-
prese Bid zjištěna u kontrol (21,6 %) v porovnání
s AC (50 %) (p ≤ 0,005) a s LC (46,9 %) (p ≤ 0,015)
(obr. 4). V IEL byla zjištěna vyšší přítomnost Bid
(34,4 %) u LC ve srovnání s AC (12 %) (p ≤ 0,046)
a kontrolami (7,9 %) (p ≤ 0,009) (tab. 1).

Exprese CAS-8 byla v kryptálních enterocy-
tech signifikantně vyšší u AC (93,8 %) ve srov-
nání s LC (75 %) (p ≤ 0,017). V IEL byla ex-
prese CAS-8 nejnižší u LC (12,5 %) v porovnání
s kontrolami (42 %) (p ≤ 0,005) a AC ( 58,3 %)
(p ≤ 0,00004). Exprese CAS-3 v kryptálních ente-
rocytech byla nesignifikantně vyšší u AC (94 %)
v porovnání s kontrolami a LC (89,8 %; 82,8 %),
v LPL nebyly mezi vyšetřovanými skupinami
zjištěny významné rozdíly. Exprese CAS 3 v IEL
byla signifikantně vyšší u AC (46 %), než u LC
(24,1 %) (p ≤ 0,054) a kontrol (8,2 %) (p ≤ 0,00002)
(tab. 2).

Exprese tTG v enterocytech byla nesignifi-
kantně vyšší u AC (33,3 %) a u LC (22,2 %) ve
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aktivní celiakie  latentní celiakie  kontroly  AC/K AC/LC LC/K
(AC) (%) (LC) (%) (K) (%) p≤ p≤ p≤

CAS-8 enterocyty apex 93,8 90,6 100 nesignifikantní
enterocyty krypt 93,8 75 88 nesignifikantní 0,017 nesignifikantní

LPL apex 79,2 78,1 92 nesignifikantní
LPL krypt 70,8 71,9 92 0,007 nesignifikantní 0,015
IEL apex 72,9 31,3 74 nesignifikantní 0,0002 0,0001
IEL krypt 58,3 12,5 42 nesignifikantní 0,00004 0,005

CAS-3 enterocyty apex 92 82,8 93,9 nesignifikantní
enterocyty krypt 94 82,8 89,8 nesignifikantní
lymfocyty apex 76 72,4 77,6 nesignifikantní
lymfocyty krypt 56 58,6 63,3 nesignifikantní

IEL apex 74 58,6 46,9 0,006 nesignifikantní nesignifikantní
IEL krypt 46 24,1 8,2 0,00002 nesignifikantní nesignifikantní

tTG enterocyty 33,3 22,2 14,3 nesignifikantní
slizniční lymfocyty 20 11,1 0 nesignifikantní
bazální membrána 33,3 66,7 38,1 nesignifikantní

GST enterocyty 6,7 33,3 4,8 nesignifikantní
slizniční lymfocyty 6,7 11,1 0 nesignifikantní

PARP enterocyty apex 48 53,2 46,7 nesignifikantní
enterocyty krypt 80 87,5 81,6 nesignifikantní
lymfocyty apex 40 65,7 55,3 nesignifikantní
lymfocyty krypt 56 68,8 63,3 nesignifikantní

IEL apex 28 25 20,4 nesignifikantní
IEL krypt 30 3,1 14,2 nesignifikantní 0,011 nesignifikantní

Tab. 2. Výsledky imunohistochemického vyšetření markerů apoptózy
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Obr. 1. Pozitivita Fas-proteinu v glykokalyxu

Obr. 4. Exprese Bid v enterocytech a lymfocytech u ACObr. 3. Exprese Bcl-2 ve slizničních lymfocytech
u kontrol

Obr. 2. Exprese Fas-L (granulárně/mikrovezikulární)
v cytoplazmě enterocytů

srovnání s kontrolami (14,3 %). Pozitivita tTG ve
slizničních lymfocytech byla nesignifikantně vyš-
ší u AC (20 %) a u LC (11,1 %) než u kontrol (0 %).
V extracelulární matrix a bazální membráně
byla exprese tTG nesignifikantně vyšší u LC
(66,7 %) než u AC (33,3 %) a u kontrol (38,1 %)
(obr. 5). Při zjišťování pozitivity GST v enterocy-
tech a slizničních lymfocytech byly zjištěny nej-
vyšší hodnoty u LC (33,3 % pozitivních enterocy-
tů a 11,1 % pozitivních lymfocytů) (obr. 6), signi-
fikantní rozdíly mezi jednotlivými skupinami
však zjištěny nebyly (tab. 2).

Nebyly zjištěny signifikantní rozdíly v expre-
si PARP v enterocytech, ale tato byla ve všech
skupinách vyšší v kryptách (80–87,5 %), než na
vrcholech klků (obr. 7). V lymfocytech lamina
propria byly zjištěny hodnoty u AC 56 %, u LC
68,8 % a u kontrol 63,3 %. Exprese PARP byla
zjištěna nejvyšší u enterocytů i lymfocytů LP
u LC ( 87,5 % a 68,8 %), nejnižší u rozvinuté for-

my celiakie (80 % a 56 %). V IEL byla exprese
PARP u skupiny latentní celiakie (3,1 %) signifi-
kantně nižší než u AC (30 %) (p ≤ 0,011) (tab. 2).

Při zjišťování proliferační aktivity pomocí
proteinu Ki-67 u enterocytů krypt byly zjištěny
nesignifikantně vyšší hodnoty u LC, v porovnání
s AC a kontrolami. U LPL byla zjištěna signifi-
kantně vyšší exprese Ki-67 u AC (81 %) v porov-
nání s LC (41,7 %) (p ≤ 0,013) a kontrolami (36 %)
(p ≤ 0,004). Exprese Ki-67 u IEL byla signifikant-
ně zvýšena u AC (38,1 %) (p ≤ 0,003) i LC (33,3 %)
(p ≤ 0,007), než u kontrol (0 %) (tab. 3).

Při zjišťování proliferační aktivity pomocí sle-
dování exprese proteinu topoizomerázy IIα jsme
nezjistili významné rozdíly v expresi tohoto pro-
teinu v enterocytech ani v LPL u jednotlivých
skupin (obr. 8). U IEL byly signifikantně vyšší
hodnoty zjištěny u LC (71,4 %) v porovnání
s kontrolami (21,7 %) (p ≤ 0,004) a AC (38,4 %)
(p ≤ 0,007) (tab. 3).
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Obr. 5. Exprese tTG v extracelulární matrix a bazální
membráně u LC

Obr. 6. Exprese glutation S-transferázy (GST) v entero-
cytech u LC

Obr. 7. Vyšší exprese PARP v enterocytech krypt než
v superficiálních částech sliznice u AC

Obr. 8. Exprese topoizomerázy IIα v enterocytech
a lymfocytech u LC

aktivní celiakie  latentní celiakie  kontroly  AC/K AC/LC LC/K
(AC) (%) (LC) (%) (K) (%) p≤ p≤ p≤

Ki-67 enterocyty apex 28,5 8,4 16 nesignifikantní
enterocyty krypt 80,9 100 88 nesignifikantní
lymfocyty apex 81 41,7 36 0,004 0,013 nesignifikantní
lymfocyty krypt 76,2 41,6 40 nesignifikantní

IEL apex 38,1 33,3 0 0,003 nesignifikantní 0,007
IEL krypt 9,5 4,2 0 nesignifikantní

PCNA enterocyty apex 79,1 48 56 nesignifikantní
enterocyty krypt 95,8 68 76 nesignifikantní 0,012 nesignifikantní
lymfocyty apex 70,8 28 36 0,022 0,006 nesignifikantní
lymfocyty krypt 75 28 40 0,036 0,004 nesignifikantní

IEL apex 37,5 0 0 0,003 0,003 nesignifikantní
IEL krypt 20,8 0 0 nesignifikantní nesignifikantní nesignifikantní

Topoizome- enterocyty apex 30,8 42,8 17,3 nesignifikantní
ráza IIα enterocyty krypt 88,5 80,9 100 nesignifikantní

lymfocyty apex 61,6 61,9 43,4 nesignifikantní
lymfocyty krypt 57,7 61,9 47,8 nesignifikantní

IEL apex 38,4 71,4 21,7 nesignifikantní 0,007 0,004
IEL krypt 30,7 9,6 0 0,015 nesignifikantní nesignifikantní

Tab. 3. Výsledky imunohistochemického vyšetření markerů proliferace
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Diskuse

Mechanismy vedoucí k rozvoji slizniční atro-
fie u celiakie nejsou ještě plně objasněny, ale zdá
se, že v tomto procesu má důležité místo remode-
lace matrixovými metaloproteinázami a vystup-
ňovaná apoptóza enterocytů (6, 34, 47). Tkáňová
transglutamináza (tTG) je v současnosti řazena
mezi hlavní efektory programované buněčné
smrti a její průkaz může sloužit jako indikátor
připravenosti k apoptóze (39, 42, 53). U celiakie je
tTG také považována za univerzální autoantigen,
který je cílem cytotoxických T-lymfocytů (41).
V naší studii jsme nalezli vyšší expresi tTG
v bazální membráně střevní sliznice u pacientů
s latentní formou celiakie, což může podporovat
hypotézu o její významné roli v patogenezi tohoto
onemocnění (5, 10). Zvýšenou expresi tTG jsme
prokázali i v enterocytech u aktivní a v menší mí-
ře i latentní celiakie. Tyto nálezy jsou ve shodě
s předpokladem vystupňované apoptózy a zvýše-
né ztráty enterocytů u CS. Při interpretaci je
však nutno vzít v úvahu, že získané výsledky
průkazu exprese tTG mohou být v závislosti na
typu analyzovaných buněk a tkání značně varia-
bilní (54). Možnou zvýšenou připravenost sliznič-
ních lymfocytů k apoptóze u aktivní CS, jak je
uváděno i v další recentní studii (9), také podpo-
ruje náš nález snížené exprese proteinu Bcl-2
v těchto buňkách. Naopak ve slizničních lymfocy-
tech u pacientů s LC jsme prokázali nízkou pozi-
tivitu exprese tTG a vysokou expresi proteinu
Bcl-2, na základě čehož lze přijmout hypotézu
o ochranném antiapoptotickém efektu proteinu
Bcl-2 na slizniční lymfocyty. Je známo, že apoptó-
za může být zahájena několika odlišnými mecha-
nismy zahrnujícími vnější receptorovou dráhu,
mitochondriální dráhu a dráhu indukovanou po-
škozením DNA. GST je obdobně jako protein Bcl-
2 v průběhu apoptózy jedním z důležitých regulá-
torů permeability mitochondriální membrány
(17, 18). Na základě našich nálezů vysokých hod-
not exprese GST v enterocytech a lymfocytech
u LC, můžeme spekulovat o jisté ochranné roli
GST, bránící rozvoji atrofie sliznice. Dále pro
zvýšenou apoptózu enterocytů u obou skupin ce-
liakie svědčí zvýšená exprese proapoptotického
proteinu Bid. Možné vysvětlení námi zjištěné Fas
negativity velkého počtu enterocytů a téměř
kompletní negativity jejich apikální části, stejně
jako vysokého počtu Fas negativních lymfocytů
v lamina propria u aktivní celiakie, lze spatřovat
v předchozí ztrátě Fas pozitivních buněk násled-
kem vazby elementů exprimujících Fas-L (6).
Tyto závěry podporuje také nález zvýšené expre-
se Fas-L na enterocytech a lymfocytech v lamina
propria, a to jak u aktivní, tak i latentní formy
celiakie. Výše popsané změny byly pozorovány

s maximem v oblasti krypt a méně byly vyznače-
ny v apikálních partiích klků. Pro tento jev ne-
máme zatím bližší vysvětlení. Hypotéza aktivní
role Fas/Fas-L zprostředkované apoptózy při CS
je také podporována granulárním charakterem
exprese Fas-L v enterocytech. Již v předchozích
studiích je pohlíženo na mikrovezikulární lokali-
zaci Fas-L jako na nově identifikovaný efektivní
způsob rychlého zahájení autokrinně nebo para-
krinně zprostředkované buněčné smrti cestou
rychlého uvolnění granul obsahujících Fas-L na
buněčný povrch (27, 58). Přítomnost Fas-L na po-
vrchu enterocytů není překvapující, v literatuře
byla uvedena přítomnost Fas-L i na povrchu dal-
ších buněk (46, 60). Je rovněž známo, že některé
metaloproteinázy hrající úlohu v remodelaci sliz-
nice u CS interagují s Fas-L a ovlivňují tak prů-
běh apoptózy. Maiuri a spol. a Ciccocioppo a spol.
(2001) zjistili naopak na enterocytech dospělých
nemocných s aktivní celiakií zvýšenou expresi
Fas (7, 24). Tito autoři používali k průkazu poně-
kud odlišných metod a vyšetřovali vitální nefixo-
vané buňky získané od dospělých pacientů, zřej-
mě ještě před navázáním elementů nesoucích
Fas-L. Normální morfologii jejunální sliznice
u latentní celiakie by mohla částečně vysvětlit
rychlá eliminace cytotoxických IEL mechanis-
mem apoptózy: Di-Sabatino a spol. (9) považují
zvýšenou apoptózu IEL u neléčené celiakie odpo-
vědnou za autoimunní a maligní komplikace této
choroby. Tito autoři však nestudovali latentní for-
mu choroby. Nižší exprese PARP v apikálních
partiích sliznice u nemocných CS i u kontrol ve
srovnání s kryptami může být výrazem vystup-
ňované fyziologické apoptózy této části klků.
Tento fenomén byl prokázán i jinými metodami,
například metodou TUNEL (33). Zvýšenou poho-
tovost lymfocytů v lamina propria k apoptóze
u aktivní a také latentní celiakie podporují nále-
zy nižší exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2
spolu s vyšší expresí Bid ve srovnání s kontrola-
mi. Klíčová role v indukci slizničních změn je
u celiakie připisována intraepiteliálním lymfocy-
tům, zejména v časných fázích patogeneze (16).
Tyto cytotoxické lymfocyty exprimují Fas-L.
Produkují dále proteinázy perforiny a granzymy
A a B, které svou aktivitou způsobují lýzu ente-
rocytů (9, 51). Naše nálezy exprese CAS-3 mohou
dokumentovat zvýšenou apoptózu IEL u obou fo-
rem celiakie. Vyšší exprese Bid a naopak nižší ex-
prese PARP u IEL latentní celiakie ve srovnání
s aktivní celiakií i kontrolami mohou u této formy
celiakie reflektovat vystupňovanou apoptózu. Na
základě získaných dat můžeme potvrdit, že sig-
nální dráha Fas/Fas-L se účastní aktivace apo-
ptózy enterocytů u latentní i aktivní celiakie.
Vyšetřované proteiny jsou zahrnuty do mecha-
nismů vedoucích k slizničním morfologickým
změnám. Změny v expresi Fas a Bid ve střevní
sliznici, zvýšení tTG v BM a rozdíly v počtu Fas-
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L a Bcl-2 pozitivních lymfocytů u CD jsou kom-
patibilní s časnou fází imunitní reakce vyvolané
gliadinem a podporují hypotézu o významné roli
tTG v tomto procesu. Detekce těchto proteinů ve
střevní sliznici může být přínosná při morfologic-
kém hodnocení a při stanovení aktivity choroby.
Tato vyšetření by mohla mít praktický význam
v predikci vilózní atrofie jejunální sliznice.
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v˘kladov˘m slovníkem lékafisk˘ch termínÛ srozumiteln˘m ‰iroké vefiejnosti
u nás.
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