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Souhrn

Mechanismy vedouci k morfologickym zménam sliznice tenkého stieva pii glutenové enteropatii
nebyly dosud plné objasnény, aékoliv se v sou¢asné dobé uvazuje o dvou hlavnich mechanismech:
remodelaci sliznice matrixovymi metaloproteinazami a atrofii sliznice zptusobené zvysSenou apo-
ptozou. Cilem nasi studie bylo analyzovat expresi proteini regulujicich apopt6zu a nékterych pro-
liferaénich markeru ve sliznici tenkého stieva u déti s aktivni (AC) a latentni formou (LC) celia-
kalni sprue (CS). Pomoci nepfimé imunohistochemie byla u stievnich biopsii 43 déti s aktivni a la-
tentni formou CS detekovana a analyzovana exprese Fas, Fas ligandy (Fas-L), tkaniové transgluta-
minazy (tTG), Bel-2, Bid, glutathion S-transferazy (GST), CAS 3, CAS 8, PARP, Ki-67, Topoisomerazy
ITa a PCNA. Nalezli jsme signifikantné nizsi hodnoty exprese Fas na enterocytech u pacientu
s AC nez u pacientu s LC a kontrol. Poéet Fas-pozitivnich slizni¢nich lymfocyta byl sniZzen u AC
v porovnani s LC. Exprese Fas-L v enterocytech a sliznié¢nich lymfocytech byla vyssi u AC a LC v po-
rovnani s kontrolami. Nalezli jsme signifikantné vice Bcl-2 negativnich lymfocytia u AC nez u LC
a kontrol. Exprese Bid v enterocytech byla vyssi u LC v porovnani s AC a kontrolami. V intraepi-
telialnich lymfocytech (IEL) byla téz vyssi exprese Bid u LC nez u AC a kontrol a na rozdil od lym-
focytd lamina propria, kde nejvétsi pocet bunék exprimujicich Bid byl nalezen u kontrol. Exprese
CAS 8 byla signifikantné vyssi v kryptalnich lymfocytech u AC ve srovnani s LC. Exprese tTG
v extracelularni matrix a bazalni membrané byla signifikantné vyssi u LC a AC ve srovnani s kon-
trolami. Exprese tTG byla vyssi ve skupiné AC i LC neZ u kontrol, jak v enterocytech tak i ve
slizniénich lymfocytech. Nase nalezy ukazuji moZnost spolutéasti Fas/Fas-L, Bcl-2 a CAS 8 na re-
gulaci apoptozy u CS. ZvySena apoptoticka eliminace IEL u LC miuzZe éasteéné vysvétlit zachovani
normalni vil6zni morfologie stievni sliznice. Zvy$ena exprese tTG muZe byt éasnym znakem zvy-
Sené apoptozy a muze byt v souladu s jeji roli v patogenezi CS.
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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), Bel-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 tT'G was higher in the group of ACD and
LCD in the enterocytes and in the lymphocytes. Our findings showed that Fas/Fas-L, Bel-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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expression may be an early sign of increased apoptosis or may be related to its role in CD

pathogenesis.
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Celiakalni sprue (CS) je definovana jako celo-
zivotni intolerance lepku (glutenu), piesnéji jeho
frakce a-gliadinu, u geneticky predisponovanych
jedinct, s charakteristickymi morfologickymi
zménami sliznice tenkého stieva. Realna inciden-
ce tohoto onemocnéni, zjistovana sérologickym
skriningem, je udavana v evropské populaci mezi
1:300 az 1:85 (22). Poskozeni stievni sliznice vy-
volava obvykle malabsorpci s jejimi klinickymi
a biochemickymi projevy. Odstranéni lepku ze
stravy vede k remisi onemocnéni a je v soucas-
nosti jedinym druhem terapie. Mimo typického
malabsorpéniho syndromu jsou v literatuie uva-
dény i dalsi zavazné komplikace nelééené celia-
kie, véetné zvysSeného vyskytu T lymfomu ten-
kého stieva, karcinomu jicnu ¢ karcinomu fa-
ryngu (11, 12). Diagnostika celiakalni sprue je
zaloZena na pozitivité sérologického vySetieni
hladiny protilatek proti endomyziu (EMA), po-
ptipadé protilatek proti gliadinu (AGA) nebo re-
tikulinu (ARA) a na histologickém vyhodnoceni
jejunalni sliznice. Morfologické zmény jejunalni
sliznice u celiakie zahrnuji zanétlivou infiltraci,
remodelaci a atrofii. Mechanismy vedouci k mor-
fologickym zménam nejsou zatim kompletné pro-
studovany. Zda se vsak, Ze téchto mechanismu je
nékolik. Lepek je po zpracovani ve stievni slizni-
ci predkladan antigen prezentujicimi bunkami
T lymfocytim, které uvoliuji zanétlivé mediato-
ry. Ty stimuluji mimo jiné tvorbu metalopro-
teinaz, které se vyznamnou mérou podileji na
remodelaci stievni sliznice (47). Je téz diskutova-
na role zvySené permeability stfevniho epitelu
a role defektniho zpracovani lepku enterocyty
(31, 32, 45, 56, 57). U¢ast na rozvoji slizni¢nich
zmén maji také mechanismy programované bu-
nééné smrti — apoptdézy. U nelééené celiakie jiz
byla prokazana vystupriovana apoptéza enterocy-
th, zprostiedkovana cytotoxickymi T lymfocyty
v lamina propria i intraepitelidlnimi lymfocyty
drahou perforinu/granzymu B (7, 24, 40, 51).
Efekt perforinu muze byt modulovan nékterymi
¢leny rodiny Bcl-2, které reguluji apoptoézu zmé-
nou permeability mitochondrialni membrany
i dalsimi proteiny, jako napiiklad glutathion
S-transferazou (GST), (17, 18). Dalsim z klico-
vych proteind uplatiiujicich se v patogenezi CS
(39, 41, 42, 53) a zaroven jednim z ¢asnych indi-
katoru apoptozy je tkanova transglutaminaza
(tTG) (1, 2, 49). Tkanova transglutaminaza se po-
dili na deamidaci gliadinovych peptid, s nimiz
tvoii komplexy, které pii rozvoji zanétlivé odpo-
védi zprostifedkované specifickymi T lymfocyty

funguji jako autoantigeny. Tyto komplexy byly
téZz prokazany v extracelularni matrix a bazalni
membrané stievniho epitelu (31, 32, 45, 53, 56,
57). Apoptdza enterocytt zprostifedkovana cytoto-
xickymi T lymfocyty je aktivovana z vyznamné
Casti interakei Fas a Fas ligandy (Fas-L). Dosud
nebyla provedena komplexnéjsi studie zabyvajici
se analyzou exprese téchto znaka tucastnicich se
apoptozy. Provedli jsme proto analyzu exprese
proteintu Fas, Fas-L, tkanové transglutaminazy
(tTG), glutathion S-transferazy (GST), perforinu,
kaspazy 3 a 8 (CAS-3, CAS-8), PARP (Poly-ADP-
Ribose-Polymerase) a proteinu Bcl-2, Bid, pro-
liferaénich markertu Ki-67, topoizomerazy Ila
a PCNA v jejunalni sliznici nemocnych s rozvinu-
tou, latentni a potencialni formou celiakie
a u kontrolni skupiny, s cilem piispét k detailnéj-
§imu poznani mechanismt podilejicich se na re-
modelaci sliznice tenkého stieva u nemocnych
s celiakalni sprue. Vzorky jsme dale vysSettili
i metodou TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick
End Labeling) na piitomnost fragmentované
DNA v burikéch.

Material a metody

V nasem souboru bylo celkem 64 stfevnich bi-
opsii od pacientti vySetiovanych na Détské klinice
LF UP a Fakultni nemocnice v Olomouci, v obdobi
1997-2000. Celiakalni sprue byla diagnostikovana
ve shodé s revidovanymi kritérii ESPGAN
(European Society for Pediatric Gastoenterology,
Hepatology and Nutrition) (59). Aktivni, potencial-
ni a latentni forma celiakie byly klasifikovany na
zakladé navrhu Fergusona a spol (14). V nasi stu-
dii jsme méli celkem 25 déti s aktivni nelééenou
formou celiakie (AC), v pramérném véku 7,5 let;
u vSech byly pozorovany klinické projevy malab-
sorpéniho syndromu (prijmy, opozdéni rastu, va-
hovy ubytek, atd.). Histologické vySetfeni proka-
zalo subtotalni nebo totalni atrofii stfevni sliznice
Marsh 3b nebo 3¢, dle modifikované Marshovy hi-
stopatologické klasifikace (26) a u vSech byla pro-
kazana pozitivita antiendomyzialnich protilatek
(EMA). Ve skupiné s latentni formou celiakie (L.C)
bylo 18 déti, v pramérném véku 10,9 let, u kterych
byla potvrzena expozice lepkem alespon po dobu
3 mésicu. U vSech byla prokazana pozitivita EMA;
u 7 pacientt byla zjisténa norméalni morfologie je-
junalni sliznice (Marsh 0), u 11 bylo zjisténo vice
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