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Abstrakt

Cilem mé bakalaiské prace bylo stanovit vyskyt autoprotilatek dilezitych pro
diagnostiku celiakie a stanovit jejich dynamiku v pribéhu onemocnéni. Stanoveni
protilatek se provadi pomoci sérologickych laboratornich testli imunofluorescence a
ELISA. Pro diagnostiku celiakie je dilezité stanoveni protildtek proti endomysiu,
deaminovanému gliadinu a tkanové transglutaminaze. Vysledky byly diskutovany na
zaklad¢ poznatkd, ziskanych z dostupné literatury.

V teoretické Casti jsem se zaméfila predevsim na charakteristiku celiakie, zminila
jsem pfic¢inu vzniku nemoci - lepek, podrobnéji jsem se zaméfila na genetiku, se kterou
vznik celiakie vyrazné souvisi, v neposledni fad¢ jsem nastinila laboratorni diagnostiku
celiakie a 1écbu.

V praktické ¢asti jsem se vénovala laboratornimu vysetieni celiakie. Laboratorni
vySetfeni zahrnuje vySetieni protilatek proti endomysiu ve tfidé IgA imunofluorescencni
metodou, kdy je vysledek vyhodnocovan pod fluorescenénim mikroskopem. Protilatky
proti deaminovanému gliadinu a tkanové transglutaminaze se stanovuji ve tidé IgA a
IgG metodou ELISA, kdy je vysledné zabarveni vzorku hodnoceno fotometricky.

Vysetieni protilatek jsem provedla celkem u osmnécti vzorkl. U dvou pacientskych
vzorkl byla, na zéklad€ pozitivity protilatek proti endomysiu, deaminovanému gliadinu
a tkanové transglutaminazy prokazéana celiakie. Jedenact pacientskych vzorkd bylo
negativnich na vSechny stanovované protilatky. U zbylych péti pacientskych vzorkt
byla prokazany pouze protilatky proti deaminovanému gliadinu.

Dynamiku protilatek v prib&hu onemocnéni jsem stanovovala u pacientti, kterym
byla diagnostikovéana celiakie. V grafech je zachyceno, kdy pacienti spravné dodrzovali
bezlepkovou dietu, tzn. stanovované protilatky klesaji. Pokud bezlepkovou dietu
nedodrzovali, protilatky IgA a IgG opét stoupaji.
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traviciho ustroji. Nedostate¢na diagnostika souvisi s vyskytem netypickych symptomu



pro celiakii. Velmi dilezitym opatfenim, jak v¢as diagnostikovat celiakii je cileny

screening, zamefeny na skupiny s vyssi pravdépodobnosti vyskytu tohoto onemocnéni.

Klic¢ova slova : celiakie, protilatky, imunofluorescence, ELISA, dynamika protilatek



Abstract

The goal of my thesis was to determine an incidence of autoantibodies important
for a diagnosis of celiac disease and determine their dynamics in a course of the disease.
The determination of antibodies is performed by using serological laboratory tests
called immunofluorescence and ELISA. For the diagnosis of celiac disease is important
to detect antibodies against endomysium, deaminated gliadin and tissue
transglutaminase. Results were discussed on the basis of findings from available
literature.

In a theoretical part I focused especially on the characteristics of celiac disease. |
mentioned the cause of the disease - gluten, I focused more detail on genetics, which is
strongly related to the emergence of the celiac disease. Last but not least, I outlined a
laboratory diagnosis of celiac disease and the treatment.

In a practical part I devoted to laboratory examination of celiac disease. Laboratory
tests include tests for antibodies against endomysium IgA by immunofluorescence
method. The outcome is evaluated under a fluorescence microscope. Antibodies against
deaminated gliadin and tissue transglutaminase are determined in IgA and IgG
antibodies by ELISA method. The resulting sample is evaluated photometrically.

I conducted antibody testing a total of eighteen samples. Two patient samples were
based on the positivity of antibodies against endomysium, deaminated gliadin and tissue
transglutaminase proven celiac disease. Eleven patient samples were negative for all
antibodies assayed. In the remaining five patient samples were detected only antibodies
against deaminated gliadin.

Dynamics of antibodies during the disease were determined by a patients who were
diagnosed with celiac disease. The graphs shows when the patients properly adhere a
gluten-free diet, ie. determined antibodies decline. If patients do not comply gluten-free
diet, IgA and IgG rise again.

Celiac disease belongs, because of its high prevalence, to one of the major diseases

of a digestive tract. Insufficient diagnosis associated with an occurrence of atypical



symptoms for celiac disease. Very important measure to early diagnose celiac disease
is targeted screening, aimed at groups with a higher probability of occurrence of this

disease.

Key words : celiac disease, antibodies, immunofluorescence, ELISA, antibodies

dynamics
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Seznam pouzitych zkratek

pANCA perinuklearni protilatky proti cytoplazmé neutrofilu
anti-tTG protilatky proti tkdnové transglutaminaze

Ab protilatka

Ag antigen

APC bunky prezentujici antigen

ELISA enzymova imunoanalyza na imunosorbentech
FITC fluoresceinizothiokyanat

HLA lidsky leukocytarni antigen

IgA imunoglobulin A

IgG imunoglobulin G

IL interleukin

TCR receptor T lymfocytu

Thl, Th2 subtypy T lymfocytu

tTG tkanova transglutaminaza
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Uvod

Celiakie je dédicné autoimunitni stfevni onemocnéni vyvolané intoleranci lepku.
Imunitni systém pacientl trpicich celiakii reaguje na pfitomnost lepku v travici soustavé
nepfimefenou imunitni reakci. Dochazi k tvorbé protilatek proti $t€épnym produktim
lepku a pozdéji k tvorbé protilatek proti endomysiu a tkanové transglutamindze.
Dochézi k poskozeni sliznice tenkého stfeva. Doposud jedinou ucinnou lécbou je
celozivotni dodrzovani bezlepkové diety.

V soucasné dobé je celiakie velmi diskutovanym tématem. Prevalence onemocnéni
je dnes mnohonasobné vyssi, nez tomu bylo zhruba pied dvaceti lety. V Ceské republice
se prevalence odhaduje na 1:200-250, coz znamena, ze touto chorobou trpi okolo 40-50
tisic lidi. OvSem odborné sledovano a diagnostikovano je pouhych 10-15%. Vysoky
vyskyt onemocnéni je dan piedev§im zménou manifestace onemocnéni. Dnes uz se jen
malokdy setkavame s klasickym obrazem neprospivani ditéte, mnohem castéjs$i jsou
atypické, tedy mimostfevni pfiznaky, coz je dlivod, pro¢ byva celiakie Ccasto
diagnostikovéana pozdé.

Jako cile mé bakalaiské prace jsem si zvolila : vypracovéani reSerSe, na téma
celiakie, sezndmeni se s metodami imunofluorescence a ELISA, které se pouzivaji v
diagnostice celiakie, stanoveni vyskytu autoprotilatek podilejicich se na patogenezi
celiakie a stanoveni jejich dynamiky v pribéhu onemocnéni.

V teoretické Casti jsem se zabyvala predev§im charakteristikou celiakie. Zminila
jsem lepek, jehoz intolerance je hlavni pficinou vzniku celiakie. Podrobnéji jsem se
pokusila vysvétlit genetickou souvislost s celiakii a vznik a pribéh autoimunitni reakce
ve stieveé predisponovancho jedince. Popsala jsem jednotlivé formy celiakie, které jsou
v souCasné dob€ rozpoznavany. Nastinila jsem stanoveni protilatek, dilezitych pro
diagnostiku celiakie a na zavér jsem se kratce zminila o 16€bé celiakie.

V praktické ¢asti jsem se vénovala laboratornimu vySetfeni celiakie. Laboratorni
vySetieni zahrnuje stanoveni protilatek proti endomysiu ve tfidé IgA a vySetfeni

protilatek proti deaminovanému gliadinu a tkanové transglutaminaze ve tiide IgA a IgG.
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Protilatky proti endomysiu se vySetfuji imunofluorescencné a protilatky proti

deaminovanému gliadinu a tkanové transglutaminaze pomoci metody ELISA.
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Teoreticka ¢ast

1 Historie celiakie

Pied 8 000 - 10 000 lety lidé zjistili, ze lov zvéfe a sbér plodi nejsou jedinym
zpiisobem obZivy. Zejména v oblastech Turecka, Iriku a franu doglo v tomto obdobi ke
vzniku a vyvoji zeméd¢€lstvi. Lidé zacali péstovat a zpracovavat obilniny a néktefi
onemocnéli, praveé pokud jejich jidelnicek obilniny obsahoval (9).

Nejstar$i dochované zédznamy o onemocnéni, které se napadné podoba celiakii
pochazeji ze starého Recka, kdy byl popsan obraz ditéte s nafouklym b¥iskem. Podobny
popis se objevuje také v 1€katiskych pojednanich ze starého Egypta (15).

Nézev celiakie byl odvozen od feckého pojmu ,.koiliakos* (abdominélni, bfisni)
(15). Sviij nynéjsi ndzev celiakie ziskala az v 19.stoleti, kdy Samuel Gee popsal nemoc
jako druh chronickych zazivacich potizi, vyskytujicich se ve vsSech vékovych
kategoriich, ale pfedevsim u déti (19, 20).

Holandsky pediatr W. K. Dicke v roce 1950 popsal souvislost obilovin s celiakii.
Prispél ke zlepSeni stavu déti tim, Ze vyfadil pSenici, Zito a oves z jidelnicku
postizenych a nahradil je kukufiécnym Skrobem ¢i ryzovou moukou. Détem se nasledné
vracela chut’ k jidlu a zlepSilo se 1 vstfebani zivin v té€le. Na Dickeho navazal van de
Kamer a v roce 1953 identifikoval v obilovinach hlavni pfi¢inu vzniku celiakie - lepek
(19, 25, 15).

Dalsi vyznamny objev byl o Ctyfi roky pozdéji uc¢inén doktorem J. W. Paulleym,
ktery pifi operaci dospélého cloveéka trpiciho celiakii popsal abnormalitu stievni
vystelky. Zmény na sliznicich tenkého stieva potvrdil také Margot Shiner pomoci oralni
biopsie v roce 1957. Nalez atrofie stfevni sliznice vedl k lepSimu chépani onemocnéni

(12, 16, 19).
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V roce 1992 popsal Marsh rizné stupné¢ onemocnéni sliznice tenkého stfeva a na
tomto zéklad¢ rozdélil onemocnéni do nekolika forem. Vysvétlil tak vyskyt atrofii na

sliznicich, typickych pro celiakii, u lidi bez klasickych celiakdlnich pfiznaki (15).
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2 Charakteristika onemocnéni

Celiakie, celiakalni sprue nebo také glutenova enteropatie, je autoimunitni zanétlivé
sttevni onemocnéni vyvolané intoleranci ke gliadinové frakci proteind (nejcastéji k
pSeni¢nému lepku nebo k pfibuznym proteintim Zita a jeCmene).

Obecnou podstatou autoimunitnich chorob je rozvoj humorélni a bunééné imunitni
reakce, kterd napada a poskozuje struktury vlastniho organismu. Spoustécim faktorem
takové reakce je agens, proti kterému je imunitni reakce namifena a jehoz antigenni
struktura se podoba organu ¢i tkani, kterd je nasledné vlastnimi protilatkami nebo
buné¢nou imunitou poskozena (10, 16, 18).

Celiakie je povazovana za nevylécitelné, tedy celozivotni onemocnéni. Vyskytuje
se u geneticky disponovanych jedinct v détstvi i dospélosti. V détském veku nejcastéji
vznikd po prechodu z mateiského mléka na kasovitou stravu, v dospélosti se projevuje
pfevazné mezi dvacatym a tficatym, nebo mezi padesatym a Sedesatym rokem Zivota
(15, 25).

Pii tomto onemocnéni dochédzi piedev§im k poSkozeni sliznice tenkého stfeva,
hlavné jejuna. Imunitni systém pacientl trpicich celiakii reaguje na pfitomnost lepku v
travici soustavé tvorbou protilatek, které se vysetfuji sérologicky (25). Stépné produkty
lepku nejsou u geneticky disponovanych jedinci tolerovany imunitnim systémem a
vyvolavaji nepfiméfenou imunitni reakci. Béhem reakce dochéazi k tvorbé protilatek
proti témto Stéplim a pozdéji k trvalé tvorbé autoprotilatek, tedy protilatek proti
vlastnim bilkovindm lidského organismu. Imunitni systém je pod trvalym antigennim
tlakem a je tak vystaven neustalé zatézi (7).

Gastrointestinalni projevy onemocnéni se zjist'uji pfedevsim biopsii tenkého stfeva.
Nejcast¢jSimi nélezy jsou : vymizeni klkd, vznik krypt a pfipadnd normalizace

architektury klkti jako odpovéd na spravné dodrzovani bezlepkové diety (25).
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3 Lepek

Spoustécem imunitni reakce je v ptipadé celiakie lepek. Lepek, neboli gluten se
nachazi ve vrchni ¢asti nckterych obilnych zrn, zvané endosperm. Tato cast zrna
predstavuje 70-72% hmotnosti celého zrna a tvoii zéklad pro bilou mouku.

Z chemického hlediska je lepek bilkovina, kterd obsahuje dvé hlavni skupiny
proteint : prolaminy (gliadiny) a gluteliny (gluteniny) (25, 30).

Prolaminy jsou globularni bilkoviny s velkym obsahem prolinu a kyseliny
glutamové, vétSinou jsou odpovédné za vznik imunitni reakce u pacientll trpicich
celiakii. Jedna se o zasobni proteiny ceredlii. Jsou nerozpustné ve vod¢ a roztocich soli,
ale rozpustné v 70% ethanolu.

Nézvy prolamint jsou rizné v zavislosti na druhu obili, ve kterém se vyskytuji.
Prolaminy pSenice (gliadiny), zita (sekaliny) a je¢mene (hordeiny) jsou povazovany za
toxické ve vztahu k celiakii, zatimco prolaminy kukufice (zeiny) a ryze (oryziny) jsou
povazovany za netoxické a nazory na toxicitu prolamind ovsa (aveniny) se razni (15,

30).
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4 Genetika

Na vzniku celiakie se vyrazné¢ podili genetické faktory, tzn. typ lidského
leukocytarniho antigenu (HLA). Pro rozvoj imunitni reakce jsou dalezité hlavné HLA 1.
a HLA II. tfidy. HLA 1. tfidy se vyskytuji na vSech jadernych bunikach v organismu a
HLA II. tfidy se za fyziologickych okolnosti vyskytuji pouze na antigen prezentujicich
buikdch (APC). Mezi APC patii dendritické buniky, monocyty, makrofagy, B
lymfocyty a endotelové buiiky (10, 21).

Molekuly HLA jsou u ¢lovéka kdédovany na kratkém raménku 6. chromozomu. V
pfipadé HLA glykoproteint II. tfidy rozliSujeme celkem tfi izotypy, které¢ se nazyvaji
DR, DQ a DP (10).

Uloha HLA-DQ molekul spodiva v prezentaci antigenii (Ag) na APC T
lymfocytlim. Za rozvoj celiakie ze 40% piipadi zodpovida typ molekul HLA II. tiidy,
zbylych 60% zptsobuji doposud neznamé geny (25).

V tenkém stfevé dochazi ke Stépeni lepku na gliadinové peptidy a pisobenim tTG
se tyto peptidy deaminuji. Deaminované gliadinové peptidy vykazuji vyssi imunogenitu
nez nativni gliadin a podnécuji tak spusténi imunitni reakce.

Deaminované peptidy casto s tTG vytvareji komplex, ktery je APC rozpoznan jako
organismu cizi, a tak dojde k jeho pohlceni a zpracovani. APC prezentuje ¢ast Ag na
svych HLA molekulach II. tfidy Th1l a Th2 lymfocytim. Th2 lymfocyty s APC reaguji
prostfednictvim TCR receptoru a dalSich vedlejSich vazeb. Dochézi k dozravani Th2
lymfocytli a uvoliiovani interleukinti (napt. IL-2, IL-4).

Vlivem interleukin dochdzi, za pomoci Th2 lymfocytl, k vyzravani B lymfocytt
na plazmatick¢é buiky, které produkuji protilatky, namifené proti antigenu
prezentovaném na APC (viz. obr. 1).

Interleukiny uvoliiované Th2 vSak také vedou k aktivaci cytotoxickych T
lymfocyti, které cytotoxicky poSkozuji epitelovou vrstvu a zptsobuji tak atrofii sliznic.

Rovnéz dochazi k wuvolovani matrixovych metaloproteindz z fibroblastt.

Metaloproteinazy také poskozuji sliznici tenkého stfeva.
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Vazba autoprotilatek na tTG vede k zesileni aktivity tTG a v disledku toho se
zvySuje i deaminace gliadinu (1, 10, 18).

Molekula HLA-DQ (stejné jako ostatni molekuly HLA II. t¥idy) se sklada ze dvou
riznych fetézcu alfa a beta, je oznaCovana jako heterodimer. Kazdy jedinec vétSinou
produkuje dvé varianty fetézce alfa a dvé varianty fetézce beta. Celkem tedy Ctyfi
izoformy DQ fetézcil, z nichz pouze dvé jsou majoritni. Rlizné varianty fetézcli umi
vazat rizné typy antigenll a prezentovat imunitnim builkdm rizné sekvence antigenti
nebo autoantigentl odliSnym zptisobem.

Kombinace fetézct alfa a beta urcuje funkéni kapacitu molekuly HLA a jeji vazbu
ke gliadinovym peptidim. Po kontaktu s gliadinem muze dojit k rozvoji zanétlivého
procesu ve sliznici tenkého stfeva u geneticky predisponovaného jedince. U takového
jedince vykazuje molekula HLA-DQ vysokou afinitu k peptidim, které vznikaji pfi
Stépeni lepku.

Prvni projevy celiakie nezavisi vSak pouze na uzké genetické vazbé s HLA-DQ, ale
také na dobé a mnozstvi pozitého glutenu. Pokud je lepku vystaven jedinec s nezralym
imunitnim systémem, rozviji se onemocnéni pomérné rychle (21, 10).

Celiakie se vyskytuje u jedinct s antigeny HLA II. tfidy typu DQ2 nebo DQS.
Celiakie byva c¢asto sdruzena s dal§imi autoimunitnimi onemocnénimi, jako napiiklad
diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni tyreoiditida, autoimunitni hepatitida, primarni
bilarni cirhoza. U pacientd s celiakii se také Castéji setkdvame s deficitem selektivniho
IgA, Sjogrenovym syndromem, Downovym syndromem, Turnerovym syndromem nebo
Williamsovym syndromem. Vét§i pravdépodobnost vyskytu celiakie je také u
ptibuznych pacienti (16, 25).

Jak jiz bylo zminéno, u vétSiny pacientil s celiakii miZzeme nalézt dva typy HLA
antigent II. tfidy. Konkrétné se jedna o HLA-DQ2 pozitivni u 90-95% a HLA-DQS8
pozitivni u 5% celiakd. Tyto HLA antigeny ma 20-30% zdravé populace, celiakii vSak

onemocni pouhé 1% (25).
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Obrazek 1 : Schéma imunitni reakce po poziti lepku u vnimavého jedince
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5 Klinické projevy celiakie

V dnesni dobé€ je popsdno mnoho klinickych manifestaci celiakie a ukazuje se, Ze
jsou podstatné rozmanitéjsi nez se predpokladalo zhruba pied dvaceti lety.

Dftive byla celiakie rozeznavana pouze u pacientl s tzv. ,klasickou” formou, tedy
se zazivacimi potizemi. Dnes vSak vime, Ze se celiakie muize projevovat také
neklasickou (mimostifevni) formou, kdy jsou postizeny organy bohaté na tkanovou
transglutamindzu. Neklasickd forma se projevuje napiiklad metabolickymi poruchami
kosti, koznimi problémy, neurologicky, psychicky, nebo mulze byt naopak
asymptomaticka (25).

Ptiznaky onemocnéni mohou byt tedy riizné, coz je diivod, pro¢ je nemoc u mnoha
pacientl diagnostikovana velmi pozd¢.
dramaticky prab¢h intolerance lepku s prudkymi prijmy, ztratou vody a mineralt, které

mohou vést az k Sokovému stavu (7).

5.1 Klasicka forma

Klasickd forma byla diive typickd pro malé déti, které mély gastrointestinalni
potize. Nemoc se u déti projevovala do dvou let od narozeni. Vlivem del$iho kojeni a
pozd¢jsiho nasazeni lepku do stravy byl vSak zaznamenan Casovy posun v zacatku
onemocnéni.

U klasické formy celiakie rozliujeme &asny a pozdni zalatek. Casny zaGatek
znamend, ze se onemocnéni projevi do dvou let od narozeni, dit€¢ neprospivd, miva
prijmy a nafouklé btisko. Pozdni zacatek nemoci vzniké v rozmezi od $kolniho véku do
dosp¢élosti, v tomto obdobi se onemocnéni projevuje spise zvracenim nez prijmem.

Klasickd forma celiakie se potvrdi pozitivni sérologii a biopsii tenkého stfeva. Po

nasledném zavedeni bezlepkové diety by m¢l pacient zaznamenat zlepSeni (25).
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5.2 Atypicka forma

Cast&ji nez klasické se vyskytuji ptiznaky atypické. Pacient s atypickymi, nebo také
neklasickymi pfiznaky maé slabé, né€kdy témét zadné gastrointestinalni potize. Trpi
predevS§im problémy extraintestindlnimi. Jednd se ptedevSim o kostni, kozni,
hemolytické, neurologické, reprodukéni a psychické problémy.

Mezi atypické ptiznaky patii naptiklad osteopordza s vétsi pravdépodobnosti
zlomenin dlouhych kosti ¢i obratlii, malformace zubti, nevysvétlitelnd anémie, inava,
neurologické problémy jako mozeckova ataxie, ztrata paméti, podrazdénost, deprese,
epilepsie, dale opozdény rlst a sexualni zrani, opozdéna puberta, menstruacni poruchy,
neplodnost, opakované potraty, deprese nebo také drazdivy traénik.

Po zavedeni bezlepkové diety opét nastava zlepSeni (25).

5.2.1 KozZni forma

Kozni forma celiakie nebo také Duhringova herpetiformni dermatitida se projevuje
vyskytem puchyii zejména v okoli velkych kloubti (kolena, lokty, ramena, zapé&sti).

Toto onemocnéni bylo piivodné povazovano pouze za kozni. Teprve v roce 1970
bylo zjisténo, ze témét 75% pacientli s Duhringovou herpetiformni dermatitidou krom
koznich projevil také zmény na sliznici tenkého stfeva, charakteristické pro celiakii (11,
25).

Sliznice stfeva mulze byt postizena pouze mozaikovité, takze biopsie nemusi byt
prakazna (11).

Pii spravném dodrzovani bezlepkové diety vSak bylo, u pacienti s Duhringovou

herpetiformni dermatitidou, zaznamenano zlepSeni.
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5.3 Ticha forma

Ticha, silentni, nebo také subklinickd forma byva ¢asto diagnostikovana nahodné.
Pacient netrpi zadnymi gastointestinalnimi problémy a zd4 se byt zcela zdrav.

Onemocnéni potvrdi sérologie (pozitivitou protilatek proti endomysiu a tkanové
transglutamindze) a nasledna biopsie tenkého stieva, kde je vidét atrofie klku.

V imunohistochemickém vySetfeni je mozné vidét zvySeny pocet gama a delta
intraepitedlnich lymfocyti. Po zahdjeni 1écby bezlepkovou dietou pacienti

zaznamenavaji fyzické i psychické zlepSeni (25).

5.4 Asymptomaticka forma

Vyskyt této formy je 7 krat vyssi nez formy symptomatické. Pfibuzni 1. stupné
tvoti zhruba 10% pftipad, proto je zde vhodné vyuziti screeningu v rizikovych
skupinach. Sérologie protilatek je pozitivni.

U asymptomatické celiakie byvaji nevyrazné symptomy, proto je mozné tyto

pacienty zatadit do skupiny se subklinickou celiakii (25).

5.5 Latentni forma

Latentni forma také nema Zzadné klinické ptiznaky. Pacienti trpici touto formou
celiakie maji normalni histologicky obraz stfevni sliznice, tedy bez atrofii, ale maji
pozitivni protilatky proti endomysiu a tkanové transglutaminaze.

V imunohistochemickém vySetfeni je mozné vidét zvySeny pocCet gama a delta

intraepitedlnich lymfocytt.
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Tato forma se objevuje u pacientd, kterym v minulosti byla diagnostikovéana
celiakie, nebo u pacientli u kterych s velkou pravdépodobnosti dojde béhem zivota k

patologickym zméndm v tenkém stieve. U téchto pacienttl je nutny screening (25).

5.6 Potencionalni forma

Potencialni forma nemé zadné klinické ptiznaky, ma negativni histologicky nalez,
ale pozitivni protilatky proti endomysiu a tkanové transglutaminaze.
V imunohistochemickém vySetfeni mliizeme nalézt zvySeny pocet intraepitedlnich

gama a delta T lymfocyti (25).

5.7 Refrakterni forma

Refrakterni forma postihuje predevsim dospélé pacienty. U téchto pacienti
pretrvavaji nebo se vraceji malabsorpcni symptomy po dobu Sesti mésicli az jednoho
roku navzdory dodrzovani bezlepkové diety.

RozliSujeme dva typy refrakterni formy. U typu jedna se vyskytuji normalni
intraepitelové lymfocyty. U druhého typu refrakterni formy celiakie jsou pfitomny

abnormalni (klonalni) intraepitealni lymfocyty (31).
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6 Prevalence onemocnéni

Prevalence (udavéd pocet nemocnych jedincii k celkovému poctu jedinci ve
sledované populaci) zavisi na mnozstvi glutenu ve stravé (9, 14).

V Evrope¢ se celiakie v souc¢asné dobé vyskytuje v poméru 1:100-300, zhruba pied
dvaceti lety se prevalence pohybovala v poméru 1:1000-3000. V rodinach s genetickou
zatézi se vyskyt onemocnéni zvysuje, u sourozencu 2,7-8%, u rodi¢i 0-8,8%, u
potomkii 0-17% a u dvojcat az 75% (10, 15, 25, 32).

Prevalence v Ceské republice se odhaduje na 1:200-250, coZ znamena, Ze touto
chorobou trpi okolo 40-50 tisic lidi. OvSem odborné sledovano a diagnostikovano je
pouhych 10-15% z celkového poctu postizenych (7, 9, 22, 25).

Globalni prevalence onemocnéni vyvolanych potravinami se pohybuje okolo 1%
(3). Pomémé vysoka je v zemich Stfedniho vychodu, vychodni Afriky, Severni
Ameriky, Jizni Ameriky, jizni Asie a velice ¢asto v Indii (9, 14).

Onemocnéni postihuje castéji Zenské pohlavi, v poméru 2:1, ale bezptiznakovou

formou celiakie trpi pfevazné muzi (17).

6.1 Rizikové skupiny pro vyskyt celiakie

VEtsi pravdépodobnost vyskytu celiakie maji pfibuzni prvniho stupné pacientl
trpicich celiakélni sprue, jejich riziko je zhruba 70%. Pacienti majici diabetes mellitus 1.
typu maji 5-10% riziko vyskytu.

Lidé, ktefi maji selektivni deficit IgA maji 10-20% riziko propuknuti celiakie.
Jednd se o nejcastéji se vyskytujici primarni humorédlni imunodeficit, v Evropé se
vyskytuje v poméru 1:500-700.

Do rizikové skupiny patii také lidé s Downovym syndromem, pacienti s autoimunni

hepatitidou nebo s primarni biliarni cirhozou (25).
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6.2 Cileny screening celiakie

Na vyznam celiakie a jeji vCasné diagnostiky ukazuje i zavedeni cilené¢ho
screeningu. V Ceské republice byl screening zaveden Véstnikem Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky v roce 2011 (22).

Dtivodem zavedeni cileného screeningu byla nedostatecna nebo pozdni diagnostika
nemoci. Vzhledem ke zméné manifestace onemocnéni se dnes jen malokdy setkdvame
s klasickym obrazem neprospivani ditéte. Mnohem castéji se dnes celiakie projevuje
atypickymi, tedy mimostfevnimi pfiznaky a to pfedevsim u dospélych (13, 22).

Dle Véstniku Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky ,je cilem screeningu
Casna diagnostika celiakie s naslednou 1écbou, tedy zavedeni bezlepkové diety, odhaleni
atypickych forem celiakie, zjidténi skute¢né prevalence celiakie v Ceské republice,
prevence komplikaci celiakie, omezeni a lepSi kontrola pfidruZzenych autoimunitnich
chorob, jakoz i zlepseni kvality Zivota® (22).

Cileny screening se provadi u skupin, u kterych ptredpokladdme vyssi riziko
vyskytu onemocnéni. Jednd se predevsim o rizikové skupiny, uvedené v piedchozi
kapitole (13, 22).

Metodika programu cileného screeningu celiakie je dle Véstniku Ministerstva
zdravotnictvi zamétena na :

1. ,,Vytipovani mozného nositele onemocnéni a odeslani probanda k
sérologickému vySetieni autoprotilatek k tkénové transglutamindze (anti-
tTG) a celkového IgA.

2. Pii selektivnim deficitu IgA (u 1-3% celiak) se zada laboratof o
automatické doplnéni vySetfeni stanovenim autoprotilatek k tkanové
transglutaminaze ve tfidé IgG.

3. Pozitivitu autoprotilatek potvrdi peroralni biopsie aboralniho duodena.

4. Histopatologické vySetfeni vzorku sliznice tenkého stieva.

5. Zdravotni péce o noveé diagnostikované celiaky v ramci screeningu.” (22)
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7 Laboratorni diagnostika celiakie

Diagnostika celiakie je zalozena na klinickém obrazu, anamnéze, reakci na
bezlepkovou dietu a na ptipadném histologickém vysSetteni.

Laboratorni diagnostika se zabyva zejména stanovenim piitomnosti specifickych
autoprotilatek vyskytujicich se v séru nebo plazmé pacienta. VySetfeni se provadi
sérologickymi testy ELISA (v ptfipad¢ vySetifeni protilatek proti tTG ve tiid¢ IgG,
vySetieni protilatek proti gliadinu ve tfidach IgA a IgG) nebo imunofluorescenci (v
pfipadé stanoveni autoprotilatek proti endomysiu ve tfidach IgA a IgG).

Pro spravnou funkei slizniéniho imunitniho systému ma kli¢ovou roli sekrecni IgA,
proto se vysetiuji protilatky ve tfidé¢ IgA. OvSem je nutné predpokladat jeho mozny
deficit, nebo jeho pfirozenou nizkou hladinu u malych déti, proto vySetfujeme také
protilatky ve tfidé IgG.

Pozitivita sérologickych testi musi byt nasledné potvrzena biopsii.

7.1 Protilatky proti tkanové transglutaminiaze

Tkanova transglutaminaza je bézn¢ se vyskytujici enzym, ktery ma v rGznych
tkanich a organech ochrannou a remodela¢ni funkci v opravnych procesech.
RozliSujeme celkem osm raznych typid tTG, podle toho, v jaké tkdni se enzym
vyskytuje. V souvislosti s celiakii je nejvyznamnéjsi typ 2 tTG, ktery se vyskytuje ve
stieve a typ 3 tTG, vyskytujici se na povrchu kize.

U pacienti trpicich celiakii se vyskytuji protilatky proti tkanové transglutaminaze
(anti-tTG). Jsou produkovany B lymfocyty ve stievni sliznici a vyskytuji se v krvi,
slinach a Zluci. Vyskytuji se také u fady zanétlivych onemocnéni jako jsou napf.
neurologickd nebo nadorova.

Vysetfeni anti-tTG se provadi ve tfidé¢ IgA pomoci metody ELISA. Pokud jsou

protilatky ve tfidé IgA pozitivni, nasleduje biopsie stieva. V piipad¢ pacientli se
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selektivnim deficitem IgA a u malych déti bude test na protilatky ve t¥idé IgA negativni,
1 kdyZz ma pacient v§echny symptomy odpovidajici celiakii. V tomto ptipadé se provadi
stanoveni protilatek ve tfide IgG.
Hodnoty téchto protilatek se vyuzivaji ke kontrole spravného dodrzovani
bezlepkové diety, pokud je dieta dodrzovana peclive, hodnoty vyrazné klesaji (1, 7, 25).
Hladiny protilatek proti tTG se také pouzivaji jako vhodny marker pro sledovani

prabéhu onemocnéni.

7.2 Protilatky proti endomysiu

Endomysium je jemnda pojivova tkan obklopujici jednotliva hladka svalova vlakna
hladkych svalt. Obsahuje kolagen a retikulin spolecné s tkanovou transglutamindzou,
ktera je hlavnim cilovym antigenem. K prokézani celiakie slouzi jako spolehlivy marker
protilatky proti endomysiu tfidy IgA.

Protilatky jsou stanovovany v krvi nebo séru metodou nepifimé imunofluorescence.
Vysetfeni je povazovano za standard pro detekci protilatek specifickych pro celiakii (1,

25).

7.3 Protilatky proti gliadinu/deaminovany gliadin

Gliadin je spoustéci faktor celiakie. Pro screening se pouZzivaji protilatky tiidy IgA
a IgG. Stanoveni téchto protilatek ma vyznam pfedevS§im u malych déti a starSich
pacientq, ktefi maji malou dystrofii stfevnich klka.

Stanoveni protilatek proti nativnimu gliadinu je vhodné pro odhaleni nemoci v
¢asném stadiu.

V soucasné dob¢ se toto vySetfeni Casto nahrazuje stanovenim protilatek proti

wvewr
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pacientt, ktefi maji specifické protilatky pro celiakii negativni, ale u kterych je vysoka

mira podezfeni na celiakii (1, 25).
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8 Lécba

Doposud jedinou ucinnou lécbou celiakie je dodrzovani bezlepkové diety. Pokud
pacient tuto dietu peclivé dodrzuje, dojde ve stievé k vymizeny krypt a obnoveni klkt
(7).

Za G¢innou se také povazuje tzv. primarni prevence celiakie. Tato prevence spociva
v tom, ze se pilrocnimu ditéti priddva do pokrmu malé mnoZstvi obsahujici lepek.
Takovym piikladem muze byt pfidani dvou 1zi¢ek pSeni¢né mouky, nebo dva piskoty do
presnidavky.

Bylo také zjisténo, Zze 95% pacientl s celiakii toleruje oves, tudiZ je mozné zavést
bezlepkovou dietu bez vylouceni ovsa. Oves vSak nesmi byt nijak kontaminovan jinymi

obilovinami (25).
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Cile prace

1. Vypracovat reSersi na téma ,,celiakie®.

2. Seznamit se s metodami, které se pouzivaji v diagnostice celiakie
(imunofluorescence a ELISA).

3. Stanovit vyskyt autoprotilatek podilejicich se na patogenezi celiakie a jejich

dynamiku v pribéhu onemocnéni.
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Metodika

9 VySetrované vzorky

Materidly potiebné k sepsani této bakalaiské prace byly ziskany v Nemocnici
Ceské Budgjovice v imunologické laboratofi. Vzorky byly odebrany pacientim b&hem
cervna 2015. U vSech vzorkli jsem provedla nepiimy imunofluorescencni test pro
stanoveni protilatek proti endomysiu a ELISA test pro stanoveni protilatek proti
deaminovanému gliadinu a tTG. Protilatky proti deaminovanému gliadinu a tTG ve
tiidé IgA a IgG. Protilatky proti endomysiu ve tfidé IgA.

Stanoveni protilatek jsem provedla celkem u osmnacti pacientskych vzorkd.

9.1 Nepiimy imunofluorescencni test

Neptimy imunofluorescencni test se v imunologii vyuziva ke stanoveni pfitomnosti
autoprotildtek v séru nebo plazmé, v tomto piipadé namifenych proti endomysiu.
Protilatky stanovujeme ve tfideé IgA a IgG. Vysledkem fluorescence je semikvantitativni
vysledek, kdy se hodnoti pfitomnost a intenzita fluorescence.

Pro detekci autoprotilatek je zapotiebi substrat, tedy histologick4 nebo cytologicka
struktura. Protilatky proti endomysiu je mozné ur€ovat v mnoha typech tkani primata
(stfevo, zaludek, ezofag nebo jatra). V tomto piipad¢ se jednd o mikrotonové fezy
opiciho stfeva.

Neptfimy imunofluorescencni test je tzv. dvoustupniovd reakce. V prvni fazi se
inkubuji tkanové fezy fixované na sklicku s nafedénymi pacientskymi vzorky. Pokud
jsou ve vySetfovaném vzorku pfitomny autoprotilatky, dojde k jejich navazani na

antigeny. Nenavazané (nespecifické) protilatky jsou po inkubaci odmyty.
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Ve druhé fazi se ptidd druhd protilatka (obvykle zvifeci). Tato protilatka je
namifena proti Fc-Casti lidského imunoglobulinu a je konjugovand s vhodnym
fluorochromem. Navazani zvifeci protilatky umozni zabarveni jiz navdzanych protilatek
a jejich zviditelnéni pro fluorescencni mikroskop. Pod fluorescenénim mikroskopem
hodnotime, zda preparat sviti ¢i nesviti. Jednd se o subjektivni hodnoceni, které lze
castené objektivizovat pouzitim fluorescencniho kalibra¢niho sklicka a pozitivni a
negativni kontroly (1, 5).

Pro ucely mé bakalédiské prace jsem pouzila jiz pfedem pfipraveny set od firmy
EUROIMMUN. Testovaci souprava umoziuje vysetieni lidskych IgA a IgG protilatek

proti endomysiu v séru.

9.1.1 Pracovni pomicky

* sklicka (deset sklicek, kazdé obsahuje deset bioCipll, s fixovanymi zmrazenymi
fezy opiciho stfeva) + kryci sklicka

* konjugat (fluoresceinem znacend sekundarni protilatka, anti-lidské IgA, kozi)

* pozitivni kontrola (lidské sérum s autoprotilatkami proti endomysiu IgA)

* negativni kontrolni sérum (lidské sérum, negativni na autoprotilatky)

e sul pro PBS (pH 7,2)

* Tween 20

* Evans blue

¢ ustalovaci médium (glycerol s PBS) (5)

32



9.1.2 Pracovni postup

V prvni fad€ jsem si piipravila roztok PBS-Tween. Jedno baleni soli pro PBS jsem
rozpustila v 1 litru destilované vody a nasledné ptidala 2 ml Tween 20. Roztok jsem
michala sklenénou tyc€inkou, dokud nebyla smés homogenni. Poté co byl roztok
homogenni, piestoupila jsem k fedéni pacientskych vzorkd.

K dispozici jsem méla osmndact pacientskych sér a tak jsem si pfipravila stejny
pocet Cistych zkumavek, do kterych jsem natedila séra na vychozi koncentraci 1:10
(11,1 pl pacientského vzorku, 100 ul PBS-Tween roztoku).

Poté jsem pfistoupila k provedeni samotného testu. Do kazdého reakcniho policka
na sklicku jsem napipetovala 30 pl nafedéného pacientského vzorku.

Po napipetovani vSech vzorkl na reakéni policka jsem nechala vzorky tficet minut
inkubovat ve vlhké komtrce pii pokojové teplote¢ (+18°C az +25°C), bez ptistupu
svétla, aby nedoslo k vyschnuti vzorkii na skli¢ku (pokud pacientské sérum obsahovalo
protilatky proti endomysiu, navazaly se na antigeny béhem inkubaéni doby).

Po uplynuti inkubac¢ni doby jsem jednotliva sklicka promyla pomoci PBS-Tween
pufru (nenavazané protilatky se tak odstranily). Sklicka jsem pét minut nechala v kyveté
s PBS-Tween pufrem tak, aby se bio€ipy na jednotlivych sklickdch nedotykaly.

Po vyjmuti z kyvety jsem do kazdého reagencniho policka napipetovala 25 pl anti-
lidského séra, znaceného fluoresceinizothiokyanatem (FITC). FITC ve svétle o vinové
délce 490 nm emituje charakteristické zelené svétlo o vinové délce 517 nm (zdrojem
svétla u fluorescencniho mikroskopu je rtutova vybojka). Opét jsem nechala inkubovat
tficet minut ve vlhké komurce pii pokojové teploté, bez piistupu svétla.

Nasledné jsem sklicka proplachla PBS-Tween pufrem a na pét minut vlozila do
kyvety s PBS-Tween pufrem. Aby doslo ke kontrastnimu obarveni, pfidala jsem do
kyvety par kapek Evans Blue.

Jednotliva sklicka jsem po vyjmuti z kyvety opatrné osuSila buni¢inou a do
kazdého reakcéniho policka na sklicku napipetovala 10 pl glycerolu s PBS (zajistuje
lepsi optické prostiedi). Sklicka s bioCipy jsem piekryla krycimi sklicky a néasledné

vyhodnocovala pod fluorescen¢nim mikroskopem.
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9.1.3 Vyhodnoceni pod mikroskopem

Vyhodnoceni jsem provadéla pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus BHS.
Pokud jde o opici stievo, ve fluorescencnim mikroskopu fluoreskuje pojivova tkan klkt
a sttevnich krypt. Ve svalové vrstvé se objevuje plastvovita fluorescence a zabarven je i

endotel podslizni¢nich cév (viz. obr. 2) (5).

Obrazek 2 : siln€¢ pozitivni (hodnoceno +++) Ab proti endomysiu pod

fluorescenénim mikroskopem Olympus BHS, pouzité zvétseni : 200x - vlastni foto

9.2 ELISA test

Princip testu spocivd v navazani specifické protilditky na antigen. Antigen je
navazan na pevné fazi v reagen¢nich jamkéach. V prvnim kroku se v jamkéch inkubuji

nafedéné pacientské vzorky. Jsou-li ve vzorku specifické protilatky, navazi na fixovany
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antigen a nenavazané slozky se odmyji. Nasledn¢ se ptfida druha protilatka (anti-lidska)
s navazanym enzymem, tzv. konjugat. Konjugdt se navaze na komplex protilatky a
antigenu. Po opétovné inkubaci se reakce vizualizuje pfidanim substratu. Pfidany
substrat je $tépen enzymem, ktery je navazany na druhou protilatku. Vznik4 tak barevna
reakce, kterou métime fotometricky (1, 5).

,Vyhodou tohoto testu je dostate¢na citlivost a specifi¢nost. Soucasné systémy
umoznuji automatizaci ELISA testi* (1). Test jsem provadéla ruéné, ale standardné se

vySetieni provadi pomoci analyzatoru Quanta Lyser 160.

9.2.1 ELISA test, vySetieni protilatek proti deaminovanému gliadinu

Pro ucely mé bakalédiské prace jsem pouzila jiz pfedem pfipraveny set od firmy
EUROIMMUN. Testovaci souprava umoziuje vysetieni lidskych IgA a IgG protilatek

proti gliadinu v séru. Vysledek je semikvantitativni, hodnoceny metodou ,,cut-off*.

9.2.1.1 Pracovni pomiicky

* mikrotitracni jamky potazené antigeny (dvanact mikrotitraénich prouzkii po
osmi odlomitelnych jamkéach v rdmecku)

* kalibracni sérum 1 (200 RU/ml, IgA lidské)

¢ kalibracni sérum 2 (25 RU/ml, IgA lidské)

¢ kalibracni sérum 3 (2 RU/ml, IgA lidské)

* pozitivni kontrola (IgA lidské)

* negativni kontrola (IgA lidské)

* enzymovy konjugat (anti-lidské IgA oznacené peroxidazou, kralik)

* vzorkovy pufr
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* promyvaci pufr (10 x koncentrovany)
e chromogen/substratovy roztok (TMB/H,0,)
* stop roztok (0,5 M kyselina sirova) (6)

9.2.1.2 Pracovni postup

V prvni fad¢ jsem si pfipravila promyvaci pufr, ktery je mimo jiné dulezity pro
pfipravu pacientskych vzorkl. Jelikoz se promyvaci pufr doddavd v setu 10x
koncentrovany, je tfeba ho nafedit destilovanou vodou a to v poméru 1:9 (50 ml
promyvaciho pufru, 450 ml destilované vody).

Pacientské vzorky se tfedi vzorkovym pufrem v poméru 1:201 (1 ml vzorkového
pufru, 5 ul pacientského séra).

Jelikoz jsem opét pracovala s osmndcti pacientskymi vzorky, pfipravila jsem si do
ramecku piislusny pocet mikrotitra¢nich prouzkda.

Do jednotlivych reagen¢nich jamek jsem v souladu s pipetovacim protokolem od
firmy Euroimmun (viz. tab. 1) napipetovala 100 pl kalibra¢niho séra 1, kalibra¢niho
séra 2, kalibra¢niho séra 3, pozitivni kontroly, negativni kontroly a 100 pl jednotlivych
vzorkll pacientii. Reagencni jamky jsem nechala inkubovat tficet minut pfi pokojové
teploté (+18°C az +25°C), bez piistupu svétla. Pokud jsou pacientské vzorky pozitivni,
protilatky se béhem inkubace navazi na antigeny.

Po uplynuti inkuba¢ni doby jsem vyprazdnila vSechny jamky a promyla je 300 pl
natedén¢ho promyvaciho pufru (vSechny nenavazané protilatky se tak odstranily).
Promyti po 300 pl jsem u kazdého mikrotitracniho prouzku provedla tfikrat, pfi¢emz
promyvaci pufr jsem v jamkéach nechala vzdy alespon tficet vtefin a ndsledné pufr z
jamek odstranila.

Nasledn¢ jsem do kazdé reagencni jamky napipetovala 100 pl enzymového
konjugatu (peroxiddzou znacené anti-lidské IgA, krali¢i). Mikrotitraéni jamky jsem opét

nechala inkubovat tficet minut pfi pokojové teploté, bez pfistupu svétla. Po uplynuti
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inkubac¢ni doby jsem mikrotitracni jamky vyprazdnila a promyla tiikrat 300 pl, stejné
jako v ptedchozim kroku.

Do kazdé jamky jsem napipetovala 100 pl chromogen/substratového roztoku a
nechala inkubovat pii pokojové teploté, bez piistupu svétla. Po patnacti minutich
inkubace jsem do kazdé jamky napipetovala 100 pl stop roztoku, ktery ukoncil
enzymatickou reakci.

Vysledné zabarveni v mikrotitraénich destickach jsem zmeéfila fotometricky pfi
vlnové délce 450 nm a referencni vinové délce 620 nm (viz. tab. 2, tab. 3).

Test je hodnocen metodou ,,cut-off*. Pozitivni vysledky se hodnoti + az +++ dle
nasobku ,,cut-off** hodnoty. Za ,,cut-off* je povaZzovano kalibra¢ni sérum 2 s hodnotou
25 RU/ml. Vysledky se vyhodnocuji semikvantitativné, vypoctem poméru extinkéni
hodnoty pacientského vzorku a extinkéni hodnoty kalibra¢niho séra 2. Pokud je pomér
extinkci <1,0, vzorek je hodnoceny jako negativni. Pokud je vysledny pomér extinkei

>1,0, vzorek je hodnocen jako pozitivni (6).

Tabulka 1 : Schéma pipetovaciho protokolu pii stanoveni protilatek proti

deaminovanému gliadinu, dle firmy Euroimmun

1 2 3

A kalibra¢ni sérum 1 pacient 4 pacient 12
B kalibra¢ni sérum 2 (,,cut-off*) pacient 5 pacient 13
C kalibra¢ni sérum 3 pacient 6 pacient 14
D pozitivni kontrola pacient 7 pacient 15
E negativni kontrola pacient 8 pacient 16
F pacientl pacient 9 pacient 17
G pacient 2 pacient 10 pacient 18
H pacient 3 pacient 11

Zdroj : ptevzato z EUROIMMUN MEDIZINISCHE LABORDIAGNOSTIKA AG. (6)
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Tabulka 2 : Naméfené hodnoty optickych denzit pfi stanoveni protilatek proti
deaminovanému gliadinu ve tfid¢ IgA, semikvantitativni hodnoceni, méfeno pfi

450/620 nm

1 2 3
A 1,443 0,273 0,201
B 0,316 (,,cut-off<) 0,195 0,232
C 0,095 0,196 1,288 (+++)
D 0,823 1,154 (+++) 0,203
E 0,091 0,541 (+) 0,179
F 0,561 (+) 0,215 0,377 (+)
G 0,196 1,203 (++4) 0,175
H 0,307 0,379 (+)

Tabulka 3 : Naméfené hodnoty optickych denzit pfi stanoveni protilatek proti
deaminovanému gliadinu ve tfid¢ IgG, semikvantitativni hodnoceni, méfeno pfi

450/620 nm

1 2 3
A 1,073 0,042 0,091
B 0,144 (, cut-off) 0,031 0,057
C 0,043 0,101 0,547 (+++)
D 0,373 1,503 (+++) 0,088
E 0,028 0,048 0,049
F 0,108 0,037 0,111
G 0,067 0,257 (+) 0,085
H 0,045 0,067

9.2.2 ELISA test, vySetieni protilatek proti tkanové transglutaminaze

Pro ucely mé bakaldiské prace jsem opét pouzila jiz pfedem pfipraveny set,

tentokrat od firmy Orgentec. Testovaci souprava umoziuje vySeteni lidskych IgA a
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IgG protilatek proti tTG v natfedénych vzorcich lidského séra. Vysledky jsou

kvantitativni.

9.2.2.1 Pracovni pomiicky

* mikrotitracni jamky potazené antigeny (dvanact mikrotitraénich prouzkii po
osmi odlomitelnych jamkéach v rdmecku)

e kalibrator A (0 U/ml)

¢ kalibrator B (5 U/ml)

¢ kalibrator C (10 U/ml)

e kalibrator D (25 U/ml)

e kalibrator E (75 U/ml)

* kalibrator F (200 U/ml)

* pozitivni kontrola

* negativni kontrola

* vzorkovy puft (5 x koncentrovany)

* enzymovy konjugat (obsahuje anti-lidské protilatky)

* TMB substratovy roztok

* ukoncovaci roztok

* promyvaci pufr (50 x koncentrovany) (27)

9.2.2.2 Pracovni postup

V prvni fadé jsem si nafedila promyvaci pufr a vzorkovy pufr. Padeséatkrat

koncentrovany promyvaci pufr (20 ml) jsem v odmérném vélci natfedila destilovanou
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vodou na celkovy objem 1000 ml. Pétkrat koncentrovany vzorkovy pufr (20 ml) jsem v
odmérném valci natedila také destilovanou vodou a to na celkovy objem 100 ml.

K dispozici jsem méla opét osmnact pacientskych vzorkd, které jsem do novych
zkumavek jednotlivé natedila vzorkovym pufrem v poméru 1:100 (10 pl pacientského
vzorku, 990 ul vzorkového pufru).

Do testovaciho ramecku jsem si pfipravila ptisluSny pocet mikrotitra¢nich prouzk,
odpovidajicich poctu pacientskych vzorki, kalibratora a kontrol.

Do kazd¢ reagencni jamky mitrotira¢niho prouzku jsem, dle pipetovaciho schématu
od firmy Orgentec (viz. tab. 4) napipetovala 100 pl kalibracnich vzorkd, kontrolnich
vzorkll a pacientskych natedénych vzorkli. Vzorky jsem inkubovala tficet minut pfi
pokojové teploté (20°C-28°C), bez pristupu svétla (pokud byl vzorek pozitivni,
protilatky se navazaly na antigeny).

Po uplynuti inkuba¢ni doby jsem odstranila obsah jamek a promyla je tfikrat 300 pl
promyvaciho roztoku (odstranila jsem tak nenavdzané ¢astice). Po poslednim promyti
jsem do kazdé jamky ptidala 100 pl enzymového konjugéatu. Patnact minut jsem
inkubovala pii pokojové teploté, bez piistupu svétla. Nasledné jsem odstranila obsah
jamek a promyla je tfikrat promyvacim roztokem, stejné€ jako v predchozim kroku.

Do kazdé jamky jsem napipetovala po 100 ul TMB substrdtu a patnact minut
inkubovala (pokojova teplota, bez pfistupu svétla) (viz. obr. 3). Po uplynuti inkubacni
doby jsem do kazdé¢ jamky napipetovala 100 pl stop roztoku (viz. obr. 4), ktery ukoncil
enzymatickou reakci a pét minut inkubovala.

Po ukonceni posledni inkubace jsem vyhodnotila vzorky pomoci readeru (¢tecka
mikrotitra¢nich desti¢ek) (viz. tab. 5, tab. 6).

Vysledky se odecitaji z kalibracni kiivky, jsou kvantitativni (U/ml). Pokud je
hodnota <10 U/ml, vysledek je negativni. Pokud je hodnota > 10 U/ml, vysledek je
pozitivni (27).
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Tabulka 4 : Schéma pipetovaciho protokolu dle firmy Orgentec

1 2 3 4
A kalibrator A pacient 1 pacient 9 pacient 17
B kalibrator B pacient 2 pacient 10 pacient 18
C kalibrator C pacient 3 pacient 11
D kalibrator D pacient 4 pacient 12
E kalibrator E pacient 5 pacient 13
F kalibrator F pacient 6 pacient 14
G pozitivni kontrola pacient 7 pacient 15
H negativni kontrola pacient 8 pacient 16

Zdroj : ptevzato z ORGENTEC (27)

Tabulka 5 : Naméfené hodnoty optickych denzit pfi stanoveni protilatek proti tTG

ve tfid¢ IgA, odecitajici se z kalibracni kiivky, kvantitativni hodnoceni, méfeno pfi

450/620 nm
1 2 3 4

A 0.000 0,013 0,009 0,034
B 0,133 0,009 0,572 (pozitivni) 0,017
C 0,221 0,031 0,002

D 0,468 0,028 0,069

E 0,933 0,014 0,007

F 1,412 0,035 0,238 (pozitivni)

G 0,691 0,036 0,006

H 0,062 0,112 0,025
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Tabulka 6 : Naméfené hodnoty optickych denzit pfi stanoveni protilatek proti tTG

ve tfidé IgG, odecitajici se z kalibra¢ni kiivky, kvantitativni hodnoceni, méfeno pii

450/620 nm
1 2 3 4

A 0.000 0,048 0,073 0,106
B 0,137 0,052 0,836 (pozitivni) 0,061
C 0,268 0,097 0,055

D 0,514 0,060 0,114

E 0,979 0,063 0,055

F 1,591 0,119 0,222 (pozitivni)

G 0,696 0,091 0,077

H 0,064 0,066 0,053

Obrazek 3 : Vizualizace pozitivni reakce po pfidani substratu

Zdroj : vlastni foto
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Obrazek 4 : Zména intenzity zabarveni vzorku po pfidani stop roztoku

Zdroj : vlastni foto
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Vysledky

1) Vysledky vlastniho stanoveni pritomnosti protilatek

Protilatky jsem stanovovala celkem u osmnacti anonymnich pacientskych vzork,
ziskanych v imunologické laboratofi nemocnice Ceské Bud&jovice. U vsech vzorki
jsem provedla nepiimy imunofluorescencni test pro stanoveni protilatek proti
endomysiu a ELISA test pro stanoveni protilatek proti deaminovanému gliadinu a tTG.

Vysledky jsou diskutovany, na zakladé dalSich udaji ziskanych z databaze
imunologické laboratofe a na zdkladé poznatkll ziskanych z dostupné literatury, v

kapitole ,,diskuze*.

Tabulka 7 : Vysledky stanoveni autoprotilatek proti endomysiu u vySetfovanych

vzorkll, nepfima imunofluorescence

Cislo vzorku Rok narozeni IgA Ab

1 1957 negativni

2 1958 negativni
3 1959 negativni

4 1968 negativni

5 1970 negativni

6 1976 negativni

7 1976 negativni

8 1981 negativni

9 1984 negativni
10 1984 pozitivni +++
11 1992 negativni
12 1998 negativni
13 1998 negativni
14 1999 pozitivni ++
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15 2002 negativni
16 2002 negativni
17 2005 negativni
18 2007 negativni

Tabulka 8

vysetfovanych vzorkl, ELISA

: Vysledky stanoveni protildtek proti deaminovanému gliadinu u

Cislo vzorku Rok narozeni IgA Ab IgG Ab

1 1957 pozitivni + negativni

2 1958 negativni negativni

3 1959 negativni negativni

4 1968 negativni negativni

5 1970 negativni negativni

6 1976 negativni negativni

7 1976 pozitivni +++ pozitivni +++
8 1981 pozitivni + negativni

9 1984 negativni negativni
10 1984 pozitivni +++ pozitivni +
11 1992 pozitivni + negativni
12 1998 negativni negativni
13 1998 negativni negativni
14 1999 pozitivni +++ pozitivni +++
15 2002 negativni negativni
16 2002 negativni negativni
17 2005 pozitivni + negativni
18 2007 negativni negativni
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Tabulka 9 : Vysledky stanoveni autoprotilatek proti tTG u vySetfovanych vzorkd,

ELISA

Cislo vzorku Rok narozeni IgA Ab IgG Ab
1 1957 negativni negativni
2 1958 negativni negativni
3 1959 negativni negativni
4 1968 negativni negativni
5 1970 negativni negativni
6 1976 negativni negativni
7 1976 negativni negativni
8 1981 negativni negativni
9 1984 negativni negativni
10 1984 pozitivni (8 U/ml) pozitivni (13 U/ml)
11 1992 negativni negativni
12 1998 negativni negativni
13 1998 negativni negativni
14 1999 pozitivni (34 U/ml) | pozitivni (56 U/ml)
15 2002 negativni negativni
16 2002 negativni negativni
17 2005 negativni negativni
18 2007 negativni negativni

2) Stanoveni dynamiky vyskytu protilatek

Pro stanoveni dynamiky protilatek jsem pouzila udaje z databaze imunologické

laboratore. Udaje se tykaly anonymnich pacienti.

V grafech je zaznamenana dynamika protilatek anti-tTG v pribéhu onemocnéni po

zavedeni bezlepkové diety. Vysledky jsou diskutovany v kapitole ,,diskuze®.
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Graf 1 : Stanoveni dynamiky protilatek anti-tTG v pribéhu onemocnéni u anonymniho

pacienta ¢islo 19

225

200

175

150

125 -

100

1U/ml

=] gA

75 - g6
50 -

25 1

0

Datum vysetfeni anti-tTG

Graf 2 : Stanoveni dynamiky protilatek anti-tTG v pribéhu onemocnéni u pacienta se

vzorkem ¢islo 7
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Graf 3 : Stanoveni dynamiky protilatek anti-tTG v pribéhu onemocnéni u pacienta se

vzorkem ¢islo 10
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Graf 4 : Stanoveni dynamiky protilatek anti-tTG v pribéhu onemocnéni u pacienta se

vzorkem ¢islo 14
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Diskuze

1) Diskuze o namérenych vysledcich

Protilatky jsem stanovovala v imunologické laboratofi nemocnice Ceské
Budgjovice. Pomoci metod imunofluorescence a ELISA jsem stanovovala protilatky
celkem u osmnacti pacientskych vzorka.

U dvou vzorkll (10, 14) jsem na zakladé pozitivity protilatek proti endomysiu,
deaminovanému gliadinu a tTG potvrdila diagnostiku celiakie. U zbylych Sestnacti

vzorkl jsem celiakii neprokézala.

Vzorky pozitivni na Ab proti deminovanému gliadinu, endomysiu a tTG

U vzork ¢islo 10 a 14 byly protilatky proti endomysiu, deaminovanému gliadinu i
tTG pozitivni, tudiZ u obou vzork byla prokézana celiakie.

Pacientka se vzorkem cislo 10 byla na vySetfeni poprvé v roce 2013. Ten samy rok
ji, na zékladé pozitivity protilatek, byla diagnostikovdna celiakie a nasledn¢ byla
zavedena bezlepkova dieta. Hladiny IgA byly v normé.

Pacientka se vzorkem ¢islo 14 byla na vySetfeni poprvé v roce 2013, kdy byla
pozorovana na patologicky stav. Celiakie ji byla, na zaklad¢ pozitivity protilatek,
diagnostikovana v roce 2014. Nasledné byla zavedena bezlepkové dieta. Hladiny IgA

byly v normé.

Vzorky negativni na Ab proti deaminovanému gliadinu, endomysiu a tTG

U vzorkt ¢islo 2, 3, 4, 5, 6,9, 12, 13, 15, 16, 18 bylo stanoveni protilatek proti
endomysiu, deaminovanému gliadinu a tTG negativni.

Pacientka se vzorkem ¢islo 2 byla na vySetfeni poprvé v roce 2010 z diivodu bti$ni
bolesti. VySetfeni na protilatky proti endomysiu, deaminovanému gliadinu a tTG jsou
stale negativni. Hladiny IgA nebyly vySetfovany. Pacientce byla diagnostikovana

chronicka hepatitida.
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Pacient se vzorkem ¢islo 3 byl na vySetfeni poprvé, stanovované protilatky byly
negativni. Hladiny imunoglobulinli nebyly méfeny. U tohoto vzorku byly navic
stanovovany autoprotilatky proti cytoplazmé neutrofili. Perinukledrni protilatky proti
cytoplazmé neutrofili (pANCA) byly pozitivni, coz zna¢i moznou diagnézu ulcerdzni
kolitidy. Byla prokazéana také intolerance kravského mléka.

Pacientka se vzorkem ¢islo 4 byla na vysetfeni poprvé. Stanovované protilatky byly
negativni. Hladiny imunoglobulind byly v normé, diagnostikovdna byla systémova
autoimunita.

Pacienti se vzorky ¢islo 5, 6, 9 byli na vySetieni poprvé. Protilatky proti endomysiu,
deaminovanému gliadinu a tTG byly negativni. Hladiny IgA byly v normé.
Diagnostikovana byla funkéni dyspepsie.

U pacienta se vzorkem ¢islo 12 byl diagnostikovan Gilbertiv syndrom. Gilbertiv
syndrom neboli nekonjugovana hyperbilirubinémie je benigni stav, typicky chronickym
mirnym zvySenim nekonjugovaného bilirubinu pfi hladovéni, psychické nebo fyzické
ZAt&Zi, &i po poziti alkoholu. Cast pacientli méa nespecifické symptomy, trpi travicimi
potizemi, slabosti, inavou ¢i bolesti bficha (26). Domnivam se, ze na zaklad¢ téchto
nespecifickych symptomt, které se vyskytuji v souvislosti s celiakii, bylo u vzorku cislo
12 doporuCeno vySetfeni na celiakii. Pozitivita protilatek proti endomysiu,
deminovanému gliadinu ani tTG vSak nebyla prokézana. Hladiny IgA byly v normé.

Pacient se vzorkem cislo 13 byl na vySetfeni poprvé v roce 2000, z diivodu bolesti
kloubli. Na protilatky proti endomysium, deaminovanému gliadinu a tTG je stale
negativni. Pacientovi byla diagnostikovdna stfevni malabsorpce. Hladiny IgA byly v
norme.

Pacientovi se vzorkem cislo 15 byl diagnostikovan hypopituitarismus. Jak jiz bylo
zminéno, jedinou ucinnou lé¢bou celiakie je dodrzovani bezlepkové diety. V nékterych
pfipadech vSak byva dodrzovani bezlepkové diety netspésné. Lécbu mohou
komplikovat pfidruZzend autoimunitni onemocnéni, onemocnéni §titné zlazy nebo jako v
tomto pfipadé endokrinni poruchy. Diive hypopituitarismus nebyl popséan jako soucasné
se vyskytujici s celiakii, symptomy této nemoci byly plivodné povazovany za ptiznaky

Spatné kontrolované celiakie. Collin a spol. popsali tfi pfipady hipopitutitarismu u
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pacientii s celiakii, u kterych bylo dodrzovéani bezlepkové diety netspésné. Prvni
pacient mél diabetes mellitus I. typu a trpél hypoglykemii, druhy pacient m¢l svalovou
atrofii neznamého ptivodu a tieti pacient trp&l poruchou ristu. Zadny z nich nemél
zvétSenou hypofyzu, coz naznacuje, Ze hipopituitarismus byl autoimunitniho ptvodu.
Celkovy stav pacientli se zlepSil az po substituéni terapii (2). U pacientského vzorku
¢islo 15 nebyly protilatky proti endomysiu, deminovanému gliadinu ani tTG prokazany.
Hladiny IgA byly v norm¢.

Pacient se vzorkem cislo 16 byl na vySetfeni z dlivodu bfis$ni bolesti. V roce 2008
byl pozitivni na protildtky proti deaminovanému gliadinu (++). Protilatky proti
endomysiu a tTG byly negativni. Hladiny IgA byly v normé&. Pacientovi byla
diagnostikovana alergie.

Pacientka se vzorkem cislo 18 byla na vySetfeni poprvé, protilatky proti endomysiu,
deaminovanému gliadinu a tTG byly negativni. Hladiny IgA byly v normé.

Diagnostikovana byla zacpa.

Vzorky pozitivni na Ab proti deaminovanému gliadinu, ale negativni na Ab
proti endomysiu a tTG

U pacientskych vzorkl ¢islo 1, 7, 8, 11 a 17 byly prokazany protilatky proti
gliadinu. Nebyla vSak prokadzana celiakie.

U vzorku ¢islo 1 byly prokazany protilatky proti deaminovanému gliadinu ve tfidé
IgA slab€ pozitivni (+). Hladiny IgA byly v normé. Pacientce byla diagnostikovana
funkéni dyspepsie.

U vzorku ¢&islo 7 byly prokazéany silné pozitivni protilatky proti deaminovanému
gliadinu ve tfid¢ IgA (+++) i IgG (+++). Hladiny IgA byly v normé. Této pacientce byla
v roce 2009 diagnostikovana funkéni dyspepsie a nésledné celiakie. Nyni nebyly
prokézany protilatky proti endomysiu a tTG. Pokud vSak pacientka nedodrzuje
bezlepkovou dietu, protilatky proti endomysiu a tTG se mohou projevit s odstupem.

U vzorku cislo 8 byly prokdzany pouze slabé pozitivni protilatky proti

deaminovanému gliadinu ve tfidé IgA (+). Pacientce byla diagnostikovéana celiakie v
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roce 2009, ale protoze dodrzuje bezlepkovou dietu, nebyly nyni prokazany protilatky
proti endomysiu a tTG. Hladiny imunoglobulinli nebyly méfeny.

U vzorku ¢&islo 11 byly prokazany protilatky proti deaminovanému gliadinu ve tfidé
IgA (+). Pacientka byla vySetfena z diivodu bfisni bolesti. Hladina IgA byla mirné€ pod
normou, protilatky proti endomysiu a tTG byly negativni.

U vzorku ¢&islo 17 byly prokazany protilatky proti deaminovanému gliadinu ve tfidé
IgA (+). Hladiny imunoglobulinii nebyly méteny. Pacient byl na vySetieni poprvé z

diivodu koznich projevil. Diagnostikovéana byla alergie na kravské mléko.

2) Diskuze o stanoveni dynamiky protilitek v prubéhu onemocnéni

Na zéklad¢ stanoveni dynamiky protilatek proti tkdnové transglutaminidze bych
chtéla poukazat na pomérné znac¢ny rozdil mezi hladinami IgA a IgG v pribchu
onemocnéni. Tento rozdil je pravdépodobné zpisoben odliSnym biologickym
polo¢asem rozpadu imunoglobulini IgA a IgG. Biologicky polocas IgA je 6 dni a
biologicky polocas IgG je 21 dni (36).

Pokud pacient/ka spravné dodrzuje bezlepkovou dietu, hladina protilatek ve tiidé
IgA, diky svému kratkému biologickému polocasu, vyrazné klesa. Hladina protilatek
IgG klesa také, ale kvuli delSimu biologickému polocasu klesd pomaleji. Pokud vSak
neni dieta dodrzovéna spravné, hladiny IgA stoupaji vyrazné rychleji oproti IgG, coz by
mohla vysvétlovat rtizné rychld tvorba IgA a IgG v reakci na opakovany antigenni
podnét.

V grafu ¢islo 1 je zndzornéna dynamika protilatek proti tkdnové transglutaminéaze v
priabéhu onemocnéni u anonymni pacientky (Cislo 19) z databaze. Pacientce byla
celiakie diagnostikovana v roce 2010, zacala dodrzovat bezlepkovou dietu. OvSem v
obdobi od prosince 2013 do dubna 2014 pravdépodobné bezlepkovou dietu
nedodrzovala, coz lze pfedpokladat na zdkladé mnohonasobné zvySené hladiny IgA. Po
opétovném dodrzovani bezlepkové diety hladiny IgA opét klesaji. V obdobi od fijna
2010 do listopadu 2014 jsou hladiny IgG vyssi nez IgA, coz by na zaklad€ screeningu,
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dle Véstniku Ministerstva zdravotnictvi, nebylo zjiSténo, protoze se vysetiuji anti-tTG
pouze ve tfid¢ IgA. Pokud by pacientka od zacatku spravné dodrZovala bezlepkovou
dietu, doslo by k rychlému poklesu IgA (diky rychlému polocasu rozpadu) a celiakie by
tak nebyla prokézana. Vysledky by vlastné byly falesné negativni. Pokud by vSak byly
stanoveny také anti-tTG ve tfid¢ IgG, mohla by byt celiakie u pacientky (diky pomérné
pomalému poloc¢asu rozpadu IgG) prokazéana.

Dynamiku protilatek jsem znazornila také u pacientii se vzorky ¢islo 7, 10 a 14. U
vSech tfech pacientd byla diagnostikovana celiakie. Mnou stanovované protilatky
prokézaly celiakii pouze u vzorkl ¢islo 10 a 14, coz znadi, ze pacientka se vzorkem
¢islo 7 dodrzuje bezlepkovou dietu.

U pacientky se vzorkem ¢islo 7 byla celiakie diagnostikovdna v roce 2009.
Dodrzuje spravné bezlepkovou dietu, coz lze pfedpokladat dle poklesu protilatek IgA a
IgG v priibéhu onemocnéni (viz. graf ¢. 2). Nyni nebyly prokézany protilatky proti
endomysiu a tTG.

U pacientky se vzorkem ¢islo 10 byla diagnostikovana celiakie v roce 2013. Dle
dynamiky protilatek (viz. graf ¢. 3) lze fici, ze pacientka zpocatku peclivé dodrzovala
bezlepkovou dietu. Ovsem od fijna 2013 do fijna 2014 mnohonéasobné vzrostla hladina
protilatek IgA (méné IgG), coz znac¢i nedodrZeni bezlepkové diety. Nasledné hladiny
obou protilatek klesaji, coz znac¢i opétovné dodrzovani bezlepkové diety.

Dynamika protilatek u vzorku ¢islo 14 (viz. graf ¢. 4) je podobna jako u vzorku
¢islo 7. Zpocatku byly hladiny protilatek I[gA mnohonasobné vyssi, nez jsou nyni. Po
zavedeni bezlepkové diety protilatky IgA vyrazné klesly. Nizké hladiny protilatek
znaci, ze pacientka dodrzuje bezlepkovou dietu.

V soucasné dob¢ se pomérné cCasto setkdvame s piipady lidi, ktefi dodrzuji
bezlepkovou dietu, pfestoze jim nebyla diagnostikovana celiakie. Mohou timto
zpiisobem fesit své jiné zdravotni problémy. V mnoha ptipadech dodrzovani bezlepkové
diety pomohlo ke zlepSeni zdravotniho stavu. Problém vSak nastava v ptipadé, Ze by tito
lidé celiakii skute¢né¢ méli. Pokud by byli vySetiovani dle Véstniku Ministerstva
zdravotnictvi (celkové IgA a anti-tTG ve tfid¢é IgA), jejich vysledky na protilatky by, na
zaklad¢ pomémné kratkého polocasu rozpadu IgA, byly faleSné negativni. Vzhledem k
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dynamice poklesu protilaitek v pribéhu onemocnéni, by bylo vhodné zatadit do
screeningu vySetfeni anti-tTG ve tfidé IgA 1 IgG. Diky delSimu polocasu rozpadu IgG

by tak bylo mozné celiakii prokazat i ptes dodrzovani bezlepkové diety.
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traviciho tstroji. V Ceské republice se prevalence odhaduje na 1:200-250, coZ znamena,
ze touto chorobou trpi okolo 40-50 tisic lidi. Vysoky vyskyt onemocnéni je dén
predevs§im zménou manifestace onemocnéni. Dnes uz se jen malokdy setkdvame s
klasickym obrazem neprospivani ditéte, mnohem castéjSi jsou atypické, tedy
mimostfevni ptiznaky, coz je divod, pro¢ byva celiakie Casto diagnostikovana pozdé.
Velmi dilezitym opatifenim, jak vcas diagnostikovat celiakii je cileny screening,
zamefeny na skupiny s vyssi pravdépodobnosti vyskytu tohoto onemocnéni.

Cilem teoretické casti mé bakalarské prace bylo shrnuti aktudlnich informaci o
celiakii. Zminila jsem pfi¢inu vzniku nemoci - lepek, blize jsem se zaméfila na
genetiku, se kterou vznik celiakie vyrazné souvisi a podrobnéji jsem popsala vznik a
prabéh imunitni reakce u vnimavého jedince po poziti lepku. Uvedla jsem jednotlivé
formy celiakie, které jsou v soucasné dobé rozpoznavény, nastinila jsem stanoveni
protilatek, dilezitych pro diagnostiku celiakie a na zavér jsem se kratce zminila o 1écbé
celiakie.

V praktické ¢asti jsem se zabyvala pfedevSim stanovenim protilatek klicovych pro
diagnostiku celiakie. Protilatky jsem stanovovala v Nemocnici Ceské Budg&jovice v
imunologické laboratofi celkem u osmnacti pacientskych vzorkti. U vSech vzorkd jsem
provedla nepfimy imunofluorescencni test pro stanoveni protilatek proti endomysiu ve
tiidé IgA a ELISA test pro stanoveni protilatek proti deaminovanému gliadinu a
tkanové transglutaminaze ve tfidé IgA a IgG. Celiakie byla na zdkladé pozitivity
protilatek prokdzana celkem u dvou pacientskych vzorkd. Na zdklad€ stanoveni
dynamiky protiladtek proti tkailové transglutamindze v pribéhu onemocnéni jsem
poukdzala na zna¢né rozdilnou dynamiku mezi IgA a IgG pii dodrZzovani bezlepkové

diety.
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