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Abstrakt

Tato diplomovéa price se zabyva zplsoby stanoveni a 1écbou celiakie. Teoretickd Cast
zahrnuje zakladni seznameni s celiakii, jeji historii, prevalenci, etiopatogenezi a
imunopatogenezi. Rozebira moznosti diagnostiky. Dale se vénuje moznostem lécby, tedy
bezlepkové dieté. Zmitiuje legislativu Ceské republiky a Evropské unie. Srovnava finanéni
nakladnost bezlepkové diety a bézné stravy.

V experimentalni ¢asti byly srovnany metody PCR, ELISA a nepfimou imunofluorescenci pro
stanoveni genetické predispozice a protilatek pfi celiakii (hlavné byl kladen diraz na srovnani

protilatek proti gliadinu a deamidovanému gliadinu ve tiidach IgA a IgG).

ABSTRACT

This diploma thesis deals with methods of determining and treatment of coeliac disease. In the
theoretical part of the work sums up informations about coeliac disease - history, prevalence,
etiopathogenesis, immunopathogenesis, possibilities of diagnosis, discusses about gluten-free
diet, mentions legislation of the Czech Republic and the European Union and compares
expensiveness of gluten-free diet and normal diet.

The experimental part of this thesis compares PCR, ELISA and indirect immunofluorescence
methods for assesment of determination of genetic predisposition and antibodies in coeliac
disease (greatest emphasis was placed on the comparison of antibodies against gliadin and

deamidated gliadin antibodies in IgA and 19G).
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1 UVOD

Celiakie je chronické autoimunitni onemocnéni tenkého stieva, které je zapfi¢inéno
nesnasenlivosti lepku. Vznik onemocnéni je podminén genetickou predispozici a pfitomnosti
lepku ve stravée.

Celiakie se muze projevit v jakémkoliv v€ku. Projevuje se nechutenstvim, prijmem, ztratou
hmotnosti nebo naopak nadvahou, tnavou a u déti také poruchou rastu. Dusledkem je
malabsorpéni syndrom, tedy Spatné vstiebavani Zivin, vitamini a minerall, pacienti proto
muzou trpét i anémii, horSim zrakem ¢i ¢astéjSimi zlomeninami.

Pii podezieni na celiakii je pacientovi provedeno genetické vySetfeni predispozice,
imunologické stanoveni specifickych protilatek a biopsie sliznice tenkého stieva. Pro nasledné
stanoveni diagndzy je dilezita jejich spravnd interpretace.

V soucasné dobé¢ neexistuje zadna 1écba, jediny zpasob, jak zabranit klinickym pfiznakim, je
bezlepkova dieta. Jeji podstatou je konzumace potravin prirozené¢ lepek neobsahujicich
(zelenina, ovoce, lusténiny) a potravin se snizenym obsahem lepku (nesmi obsahovat vice nez
100 mg lepku na kilogram potraviny ve stavu, v némz je prodavana koneénému spotiebiteli).
Jako bezlepkové se mohou oznacit ty potraviny, které obsahuji méné nez 20 mg lepku na
kilogram potraviny. Je vhodné dopliiovat ziviny pomoci suplementu.

Na rozdil od jinych diet je bezlepkova dieta jedinym moznym zplisobem 1é¢by. Nedodrzovani
diety vede ke zhorSeni zdravotniho stavu a zvySeni nakladii na zdravotni péci a néaslednou
rekonvalescenci.

Rozdil cenové narocnosti bezlepkové diety a bézné stravy byl vypocitan odborniky ve shodé
se Sdruzenim pacientti ve vysi 80 K¢ za den. Za mésic jsou tedy naklady o 2 400 K¢ vyssi na

jednoho ¢lena rodiny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Celiakie

Celiakie je zavazné chronické onemocnéni travici soustavy (tenkého stieva) déti 1 dospélych.
Je spojena s mnoha dal$imi onemocnénimi, napf. autoimunitni imunopatologické nemoci a
malignity. Disledkem tohoto onemocnéni je malabsorpcni syndrom. [1]

Celiakie je patogeneticky velmi zajimavé onemocnéni. Spojuje v sobé mechanismy
potravinové intolerance a autoimunitniho onemocnéni. Pro spusténi zanétlivého onemocnéni

je nutna pfitomnost lepku ve strave, coz je skupina bilkovin obsazena v obilnych zrnech. [2]

2.1.1 Historie celiakie

Pted 10 000 lety doslo v dé&jinach lidstva k vyrazné zméné zpiisobu Zivota, kterou nazyvame
neoliticka revoluce. V pribéhu tohoto procesu se lidé naucili, Ze je pro n¢ misto dosavadniho
zpusobu obzivy, tedy lovu a sbéru, vyhodnéjs$i usadit se v Grodné oblasti a vénovat se
zem&délstvi. Tento zpisob Zivota pifesto piinaSel jist¢ nevyhody. Chov domacich zvifat
jeCmen zase vedl u urc¢itého procenta populace k zazivacim obtizim. [1]

Prvni, kdo si povSimnul souvislosti v konzumaci téchto obilnin se zaZivacimi problémy, byl
anticky lékat Aretaeus z Cappadoici, diky ¢emuz se o této nemoci miiZeme docist ve spisech
pochazejicich z 2. poloviny 2. stoleti. n.l. Jeho spisy ptelozil a k tisku upravil az v roce 1856
skotsky 1ékaf Francis Adams ze Sydenhamské spole¢nosti. [3]

V priubehu dalSich stoleti nenachazime Zadné 1ékatské zaznamy o celiakii. Po Arateovi je jako
prvni poskytl anglicky lékat Samuel Gee. Jeho spis z roku 1888 nabada pacienty s timto
onemocnénim k pisné dieté, hlavné k vyhybani se moué¢nym jidlam. [1]

Nejlépe na dietni 1€¢bu reagovaly déti. To byl ziegmé divod, pro¢ se o celiakii nejvice
zajimali pediatfi, ktefi vykazovali 1 zna¢ny naskok v I1écbé tohoto onemocnéni. Jednim
z téchto détskych I1ékait byl 1 Christian A. Herter, jenZ napsal knihu o détech s celiakii. Diky
tomu se o celiakii mluvilo jako o Gee — Herterové chorobé. Jeho nazor, ze jsou tuky lépe
snaseny neZ uhlohydraty, podpofil 1 prosluly pediatr Sir Frederic Still. Ten roku 1918 poprvé
poukazal na Skodlivost chleba pro celiaky, pfesnéji fe€eno na jeden druh Skrobu vyskytujici se
v ném. Prvni dietetické opatieni sepsal John Howland v roce 1921, ve kterém byla povolena
konzumace uhlohydratu az v posledni fazi diety, a to ve velmi malém mnozstvi. [1, 4]

Déle byly doporuc¢ovany nemocnym lidem rtzné typy diet (napt. bananova dieta). Az po 2.

svétové valce se nizozemskému pediatrovi W. K. Dickovi podafilo ucCinit zasadni objev



v 1écbe celiakie. U pacienti vyradil zjidelnicku pSeni¢nou, zitnou a ovesnou mouku a
nahradil je pSeni¢nym Skrobem, kukufi¢nou nebo ryzovou moukou. To vedlo K razantnimu
zlepSeni zdravotniho stavu nemocnych déti. Touto praci se inspirovala prof. Charlotte
Andersonova, ktera extrahovala Skrob a nekteré dalsi ¢asti z pSenicné mouky, ¢imz zjistila, ze
vysledna hmota je tim, co pacientim $kodi. Od roku 1950 je sté¢Zejnim bodem 1é¢by celiakie
bezlepkova dieta. [3,4]

2.1.2 Prevalence celiakie

Celiakie patfi mezi velmi casté autoimunitni onemocnéni. Odhaduje se, ze ve vétSiné
rozvinutych zemich je prevalence cca 1% obyvatelstva. V Evropé€ stejné jako v USA se pocet
celiakti odhaduje na tii miliony. V Ceské republice se odhaduje pocet celiakili na &tyficet az
padesat tisic obyvatel (1:200 az 1:250). Pfedpokladd se, Ze je dispenzarizovdano a
diagnostikovano pfiblizné 15% z celkového poc¢tu nemocnych. [13]

Az v poslednich letech za¢indme poznavat moznosti prevalence celiakie. Cilem je definice
metod a prostiedki, kterymi miizeme riziko pfedstavované genetickou dispozici omezit. JiZ
behem téhotenstvi a v Casném détstvi je potieba tato opatieni realizovat. Téhotenstvi u Zen
s diagnostikovanou celiakii a dodrzujici bezlepkovou dietu by mélo byt vzdy planované
Vv klinické remisi onemocnéni. Béhem téhotenstvi se mohou objevit ur¢ité symptomy aktivity,
nejCastéji anémie. Proto se v kazdém trimestru doporucuje provadét kontrola a podle
charakteru zjiSténého symptomu nastavit odpovidajici substituéni terapii. V piipadé
nediagnostikované celiakie je castéj$i opozdény vyvoj plodu, predCasny porod, porod
cisafskym fezem a nizka porodni vaha ditéte. V piipadé podezieni na opozdény vyvoj plodu
by mél byt u matky neprodlené provedeno vySetfeni na celiakii. DodrZzovani bezlepkové diety
pfiznivé ovliviiuje pritbéh téhotenstvi u vétSiny matek s celiakii, které prodélaly opakované
potraty. [14]

Zejména v prvnim roce Zivota maji na funkci a vyvoj stfevni sliznicni bariéry (v€. jeji
propustnosti pro antigenni substance a charakter nasledné imunitni odpovédi), vyvoj stievniho
mikrobiomu a dozrévani slizni¢niho imunitniho systému rozhodujici vliv kojeni a pfijem
lepku béhem kojeni. Pfijem vétSiho mnozstvi lepku do dvou let zivota zvySuje vyskyt
celiakie. Evropska spole¢nost pro pediatrickou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu —
ESPGHAN doporucuje podat opakované¢ malou davku lepku mezi 4. az 7. mésicem. Diky
tomuto postupu dochazi ke snizeni rizika celiakie, alergie na lepek a diabetu 1. typu. Zvysené
riziko celiakie pfedstavuji v tomto obdobi zivota virové enteritidy (zejména rotavirové), proto

se u geneticky disponovanych déti doporucuje sledovat titr rotavirovych protilatek a pii jejich
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zvySeni nasledn¢ vySetiit protilatky proti tkanové transglutaminaze. DalSim rizikovym

faktorem je vakcinace. [17]

2.1.3 Vliv pohlavi, heredita a mortalita na rozvoj celiakie

Pomér postizeni celiakie u zen a muzi je vpoméru 2:1. Celiakie se dédi autosomné
dominantné s netplnou penetranci. U piibuznych 1. stupné (rodice, sourozenci a déti) Cini
vyskyt celiakie 8 — 18 % a u jednovaje¢nych dvojcat dosahuje az 70 %.

Mortalita u v€asné diagnostiky a nasledném dodrzovani bezlepkové diety je mensi nez 1%.

Nez byla zavedena 1écba bezlepkovou dietou, ¢inila mortalita 10 — 30 %. [17]

2.1.4 Cileny screening celiakie

V soucasné dobé€ jsou Casté piipady nedostatecné v€asné a naopak piili§ pozdé diagnostikované
celiakie, které vedou k zavaznym socidlnim a zdravotnim rizikim — at’ uz z pohledu pacienta
(rozvoj 1 jinych autoimunitnich onemocnéni a horsi kvalita Zivota) nebo z pohledu statu
(vysoké vydaje socialniho a zdravotniho pojisténi). [10]

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky vydalo 28. 2. 2011 , Metodicky pokyn — Cileny
screening celiakie®. Tento pokyn vyznamné piispél ke stanoveni spravné diagn6zy pacienti s
celiakii ambulantnimi specialisty a praktickymi 1ékafi. Vydani tohoto dokumentu vedlo ke
zvySeni povédomi o celiakii a v praxi se vice mysli i na tuto diagnézu.

Nase ministerstvo zdravotnictvi je v Evropé prvnim vrcholovym organem ve zdravotnictvi,
ktery vydal toto doporuceni a udé€lalo tak prvni krok k tomu, aby se feSila nejen zdravotni, ale

i socialni problematika pacienti s celiakii. [10, 17]

2.1.4.1 Metodicky pokyn Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky

Cilem tohoto metodického pokynu je Casnd diagnostika celiakie u velké populace doposud
nediagnostikovanych celiakii a zavedeni terapie (bezlepkové diety), odhaleni atypickych
forem celiakie, omezeni a kontrola pfidruzenych autoimunitnich chorob, monitorovani
skute¢né prevalence celiakie v Ceské republice a zlep3eni kvality Zivota celiaki.

Jsou definované rizikové choroby a skupiny, kterych se screening tyka:

- ptibuzni 1. stupné (rodiCe, sourozenci, déti), pfi jejich pozitivit¢ pribuzni 2. stupné
(prarodice, strycové, tety), zejména pii vyskytu podezielého symptomu nebo jiné
autoimunitni nemoci:

- dermatitis herpetiformis (Duhring), mikrocytarni anémie nereagujici na 1écbu preparaty
zeleza, ptedCasnd osteopordza, terapeuticky rezistentni priijmova forma syndromu drazdivého

stfeva, polyneuropatie a myopatie nejasné etiologie, ataxie nejasné etiologie, deprese a
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poruchy chovani, amenorhea, pozdni menarche, infertilita a poruchy reprodukce, Dontliv a
Turnertiv syndrom.

Podezielé symptomy:

- opozdény psychosomaticky vyvoj, nevysvétleny ubytek télesné hmotnosti, nizka
koncentrace celkového zeleza v séru, vyrazné izolované zvySeni sérovych aminotransferaz
(ALT, AST), izolovany deficit IgA, recidivujici aftozni stomatitida a hypoplazie zubni
skloviny.

Ptidruzené autoimunitni choroby:

- diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni tyreoiditida a jiné autoimunitni endokrinopatie,
autoimunitni hepatitida, systémovy lupus erythematodes, primarni sklerézujici cholangitida,
primarni bilidrni cirhdza, Sjogrentiv syndrom, choroby pojiva a IgA nefropatie.

V prvnim stupni diagnostiky se doporucuje stanoveni sérovych autoprotilatek k tkanové
transglutaminaze ve tfid€ IgA a stanoveni celkového IgA. Asiu 1 — 3 % celiakl se vyskytuje
deficit IgA protilatek. V takovémto piipadé se doplni vySetfeni o stanoveni autoprotilatek
k tkanové transglutaminaze ve tfidé IgG.

V ptipadé pozitivity autoprotilatek nebo v piipadé vysoce rizikovych symptomil se provadi
peroralni biopsie aboralniho duodema (pod Vaterovou papilou, D2 a nizsi oddily duodena).

V poslednim bod¢ se vénuje péci o noveé diagnostikované celiaky. Pacienti se maji odeslat
k zahajeni 1écby a dlouhodobé dispenzarizaci na gastroenterologické pracovisté pro déti a

dorost nebo pro dospélé. [22]

2.1.5 Klinické formy a projevy celiakie

V piipad¢ celiakie existuji ¢tyfi klinické formy — aktivni, tichd, latentni a potencidlni.
V soucasné dobé je predpoklad, Ze asymptomatickych forem celiakie je 7x vice oproti
symptomatickym formam. [7]

e Aktivni celiakie — je vyjadfena klinickymi a histologickymi projevy. Jsou prokazany
atrofické slizni€ni zmény.

e Ticha celiakie — klinické projevy nejsou ziejmeé, imunologické a histologické testy jsou
ovSem pozitivni.

e Latentni celiakie — vétSinou neni bez intestinalnich symptomi, ovSem chybi dikaz
enteropatie. Tato forma celiakie musi spliiovat dalsi kritéria: Casto jsou pfitomny klinické
projevy, sliznice tenkého stieva je pti bézné strave s lepkem normalni, v minulosti byly u
pacienta zachyceny histologické zmény odpovidajici diagnoze celiakie a pozitivni

imunologické vySetient.
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e Potencialni celiakie — pacient nevykazuje klinické ptiznaky, histologicky nalez na jejunu

je normalni, ma negativni specifické protilatky pfi celiakii.

2.2 Etiopatogeneze celiakie
Toto chronické onemocnéni travici soustavy je podminéno vystaveni organismu toxické
frakci glutenu, tedy gliadinu. Aby mohlo dojit k tomuto onemocnéni, musi byt splnény dvé
podminky [4]:

1. Piitomnost gliadinu ve strave

2. Senzitivni organismus

2.2.1 Pritomnost gliadinu ve stravé
Lepek, neboli gluten, je smés bilkovinnych molekul, které tvofi zasobni proteiny obilnych
zrn. Gluten se sklada ze dvou bilkovinnych frakei. Slozky, které nejsou v alkoholu rozpustné,

se nazyvaji gluteniny a nesehravaji v imunopatogenezi celiakie vyznamné;jsi ulohu. Proteiny

rozpustné v alkoholu jsou oznacovany jako gliadiny (Tab. ¢. 1).

albuminy
Bilkoviny a - gliadin » peptid bs1a2
obilovin > globuliny :
gluteniny B1,2 3- gliadiny
gluten <
gliadiny v1 2 3- gliadiny
91,2, 3- gliadiny

Tab. ¢. 1 — Slozeni bilkovin pSenicnych zrn [4]

Molekulova hmotnost gliadinti se pohybuje mezi 18 000 — 75000. Na zaklad¢ této
molekulové hmotnosti se déli na o, B, v a & gliadiny. Stépenim, které se provadi
proteolytickymi enzymy, se izolovaly a identifikovaly jednotlivé frakce prolaminu
(prolaminy obsahuji velké mnozstvi prolinu a glutaminu — u pSenice se nazyvaji gliadiny, viz
Tab. ¢. 2). Mezi témito frakcemi pievazuje a - gliadin o molekulové hmotnosti 18 000.
Z tohoto a - gliadinu byl dal$im S§tépenim vyizolovan peptid bsi4 , ktery je sam schopen
vyvolat celiakii a je oznacovan jako tzv. ,toxicky gliadin“. Pro o - gliadin je typicka

pritomnost sekvenci aminokyselin bohatych na glutamin a prolin (viz. Tab. ¢. 2). [2, 4]
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obilnina prolaminy obsah AK toxicita
pSenice a-gliadin 36 % glutaminu 17-23 % prolinu +++
je¢men hordeiny 36 % glutaminu 17-23 % prolinu ++
Zito sekaliny 36 % glutaminu 17-23 % prolinu ++
oves aveniny 1 glutamin | prolin +
kukufice zeiny | glutamin 1 alanin, leucin -
proso | glutamin 1 alanin, leucin -
ryze | glutamin 1 alanin, leucin -

Tab. ¢. 2 — Obsah glutaminu a prolinu v prolaminech riiznych obilovin [2]

2.2.2 Senzitivni organismus

Velkou roli pii vzniku celiakie hraje dédi¢nost. Pacienti s diagnostikovanou celiakii maji
ptitomné specifické alely HLA-DQ2 a HLA-DQ8 komplexu lokalizované na chromozomu
6p21. K propuknuti onemocnéni sta¢i pfitomnost i jen jedné varianty. [2]

Lepek, ktery je pfijiman s potravou, je travicimi enzymy Sté€pen na jednotlivé bilkovinné
fetézce. Lidsky organismus nedokaZe ve svém stfevé tyto bilkovinné fetézce zcela rozlozit.
Tyto jen Castecné rozlozené gliadinové fragmenty a peptidy jsou zachyceny bunkami epitelu
tenkého stfeva, kde se dostavaji do kontaktu sdal$im enzymem - tkaiovou

transglutaminazou. [2, 4, 34]

2.2.3 Alergie na lepek

Hned na zacatku je nutné si uvédomit rozdil mezi celiakii a alergii na lepek. V ptipad¢ alergie
se jedna o imunologickou reakci na bilkoviny obilovin. V imunopatogenezi alergie pfislusi
hlavni uloha IgE imunoglobulinim reagujicich s opakovanymi sekvencemi prolinu a
chemickych mediatorti (histaminu z zirnych bun¢k a bazofild). Prvni alergické projevy po
setkani s antigenem se mohou objevit po par minutach az hodinach a 1isi se podle expozice
lepkem a zakladniho imunologického mechanizmu. [34]

Nejvyznamnéjsi formou potravinové alergie je anafylaxe vyvolana fyzickou aktivitou (wheat-
dependent exercise-induced anaphylaxis). Alergenem jsou v tomto ptipadé 4 heptapentidy S
glutaminem v poloze 1, 5, 6 a 7 a prolinem v poloze 4. Aminokyseliny v téchto polohach jsou
kritické pro vazbu na IgE. Jinymi frakcemi gliadinu nebo jinymi bilkovinami pSenice se mize

projevit alergie jinymi formami, jako napf. koptivka, atopickd dermatitida a anafylakticka
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reakce. Existuji také alergie profesni, které jsou zpusobeny vdechovanim mouky a obilnych
pracht. Vyskyt se zvySuje s dobou zaméstnani a tedy s dobou expozice. Alergeny u této
formy alergie jsou inhibitory a-amylaz, aglutinin, peroxidaza nebo nespecifické transportni

proteiny lipidu. [34]

2.3 Imunopatogeneze celiakie

V imunopatogenezi celiakie mad mimotadny vyznam geneticka predispozice. Celiakie je
asociovana s HLA-DQ2 (cis kodovana DQA1*05:01 / DQB1*02:01 a trans DQA1*0505
DQB1*03:01 / DQA1*02:01 a DQB1*02:02) a u mensiho poétu nemocnych je asociovana
s HLA-DQ8 (koédovanda DQA1*03:01 / DQB1*03:02). Za predispozici k celiakii jsou
zodpovédné vySe jmenované alely, které jsou soucasti MHC (hlavni histokompatibilni
komplex) na 6. chromozomu a koduji povrchové glykoproteiny HLA druhé tiidy. HLA-DQ je
bunéény povrchovy receptor antigen prezentujicich bunék (APC — viz Obr. 3) a je slozen
Z alfa a beta fetézcti, které na 6. chromozomu koduji 2 lokusy lezici pobliz sebe (HLA-DQA1
a HLA-DQB1 popsany v Piiloze 2). V HLA-DQ2 se vyskytuji proteinové izoformy cis a trans
(cis - na totozném chromozomu a muze byt zdédéno i od jednoho rodice a trans - na
nestejnych chromozomech a je vysledkem kombinace predispozi¢nich alel obou rodict, kteti
sami maji pouze mirnou predispozici). Vétsina jedinct s genetickou predispozici v HLA-DQ2
je cis a pouze asi 3 % jsou trans. Genetickou vazbu u celiakie miZzeme pozorovat zvySenym
vyskytem u piimych piibuznych. [2, 27, 81,82]

Polymorfni ¢ast HLA-DQ2 a HLA-DQ8, odpovédna za vazbu antigennich peptidl, vykazuje
schopnost véazat aminokyseliny s celkov€ negativnim nabojem (kyselina glutamova a
asparagin). Nativni gliadiny maji velmi nizkou koncentraci aminokyselinovych zbytkt
S negativnim nabojem. Jsou ovSem bohaté na obsah glutaminu (viz. Tab. ¢. 2), ktery miize byt
deamidaci snadno pifeménén na kyselinu glutamovou. Modifikace deamidaci nativnich
gliadind na imunologicky reaktivni peptidy je zprostiedkovana aktivitou enzymu tkanova

translutaminaza. Mechanismus reakci je naznacen na Obr. 1. [2]
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Obr. 1 — Mechanismus reakci katalyzovanych tkanovou transglutamindazou [2]

Pro tkanovou transglutaminazu je nativni gliadin (s obsahem 36 % glutaminu) vysoce
afinitnim substratem. Produktem je deamidovany gliadin, ktery je pro molekuly HLA-DQ2 a
HLA-DQS8 vice afinitni a ma schopnost indukovat T lymfocytdrni odpovéd’. Antigenni
peptidy, které obsahuji kyselinu glutamovou, se ucinné vazi na HLA-DQ reakci s negativné
nabitymi aminokyselinami na pozicich 4, 6 a 7 vazebného mista této HLA molekuly
(viz Obr. 2). [2]
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e

gliadin

Obr. 2 — Struktura vazebného mista na molekule HLA-DQ?2 a vazba imunogenniho peptidu [2]

2.3.1 T lymfocytarni odpovéd’

U nemocnych s celiakii je epitelova vrstva stfevni sliznice zvySené propustnd. MoZnou
pri¢inou mtize byt insult infekéni nebo zptisobeny intoleranci jinych potravin, ktera miize byt
zapri¢inéna nedostatecnou dobou kojeni a predCasné =zatizeni nedozralého slizni¢niho
imunitniho systému tuhou stravou. Kdyz nativni gliadin pronikne do tk4n¢, je deaminovéan a
nebo muze vytvaren T komplexy s tkanovou transglutaminazou. U geneticky disponovanych
0sob jsou antigenni fragmenty gliadinu velmi ucinné prezentovany T lymfocytarnimu
systému a rozviji se imunopatologicka T lymfocytarni reaktivita. V antigen-prezentujici bufice
dojde ke zpracovani a nasledné dojde ke stimulaci T lymfocytd. Tyto T lymfocyty maji
dostatecné podnéty k aktivaci B lymfocytl a maji za nésledek tvorbu protilatek proti gliadinu
a tkanové transglutaminaze. Dale vznikaji tzv. pomocné signaly vedouci k aktivaci
cytotoxickych T lymfocyti, které cytotoxicky poskozuji epitelovou vrstvu. Nasledné jsou také
stimulovany fibroblasty a dochazi ktvorbé matrixovych metaloproteindz. Tyto
metaloproteindazy degraduji mezibunénou hmotu a jsou ovlivnény jeji imunobiologické

vlastnosti. Schéma vzniku protilatek viz Obr. 3. [2]
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Obr. 3 — Imunopatogeneze celiakie [2]

2.4 Diagnostika celiakie

Kritéria urend k diagnostice celiakie byla stanovena spoleCnostmi pro détskou
gastroenterologii a vyzivu (ESPGHAN — Evropskd spolecnost pro pediatrickou
gastroenterologii, hepatologii a vyzivu a NASPGHAN - Severoamericka spole¢nost pro
pediatrickou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu). Kritéria diagnostiky celiakie u
dospélych kopiruji kritéria pro détskou gastroenterologii a vyzivu. [7]

V piipadé podezieni na celiakii nebo v ramci screeningu je u pacienta provedena biopsie
sliznice tenkého stieva, genetické vySetfeni a imunologické stanoveni specifickych protilatek

V séru.

2.4.1 Biopsie

ttech odbérh vzorku tenkého stfeva v Case - prvni odbér byl odebran pfi potiZich, nasledné po
dodrzovani bezlepkové diety a zlepSeni stavu stfevni sliznice byl proveden druhy odbér a
nasledné po opétovném zavedeni lepku do potravy a tedy nasledném zhorSeni zdravotniho

stavu se provedl odbér treti. Provedeni tii biopsii je finanéné dosti ndkladné a velmi naro¢né
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pro pacienty. Po objeveni specifickych protilatek (pfedevsim proti tkanové transglutaminaze a
endomysiu) se provadéni biopsii prehodnotilo a v soucasné dobé je pacient zatizen pouze
jednou biopsii vzorku sliznice tenkého stieva. [7]

Pti biopsii z prvniho useku tenkého stteva (duodenum, dvanécternik) je velmi dilezité ziskat
Ctyfi az Sest vzorkii zriznych i1 vzdalenych mist duodena z davodu nerovnomérného
poskozeni stfevni sliznice. Nasleduje odbér jednoho nebo dvou vzorkii z oblasti tenkého
stteva priléhajici k zaludku (bulbus duodeni), protoze se v nékterych ptipadech jedna o jediné
misto, kde se nalézaji zanétlivé procesy a zkracené klky.

Vzorky se vyhodnocuji podle Marchovy klasifikace popisujici pfechod od normalniho slozeni
sliznice az po absolutni vymizeni klkd. March 0 — normalni sliznice, March 1 — zmnozeni
zanétlivych bunck ve stfevni sliznici (zvySeni poctu intraepitelidlnich lymfocytt), March 2
- pokracujici zanétlivy proces. Dochazi k nadmérnému prohlubovani krypt (hyperplasie
krypt), March 3 — v dusledku silného zanétu dochazi ke zkracovani klka (atrofie). Poskozeni
klkt March 3 se dale déli na March 3a — mirnou atrofii, March 3b — tézka atrofie a March 3¢ —

uplna atrofie. Poslednim je March 4 — totalni atrofie, hypoplazie sliznice. [1, 9, 20]

o
e

1%
-

.
-
.r

Obr. 4 — Znazornéni zmén na sliznici tenkého stieva podle Marshe [27]

2.4.2 Genetické vysetieni celiakie

Jak bylo popsano v kapitole 2.3, podileji se na vzniku celiakie genetické faktory. Celiakie je
velmi siln¢ asociovana s HLA-DQ2 (cis kodovana DQA1*¥05:01 / DQB1*02:01 a trans
DQA1*0505 DQB1*03:01 / DQA1*02:01 a DQB1*02:02), kterad je nalezena az u 95%
pacientii a u mensiho poctu pacientil (piiblizné u 5%) je asociovana s HLA-DQS8 (kédovana
DQA1*03:01 / DQB1*03:02).

V celkové svétové populaci je vSak HLA-DQ?2 piitomen z 20 — 30 %, ale pouze u ptiblizné
jednoho procenta se rozvine celiakie. Z tohoto dtvodu vyplyva, Ze pouziti metod HLA
typizace je nevhodny screeningovy test k vyhleddvani pacientl s celiakii. Bézn¢ se pouziva
pouze u pacientd s diagnosticky nejasnymi piiznaky.
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Pacient s celiakii ma v 99% pozitivni genetické vySetfeni na HLA-DQ2 a HLA-DQS, coz
znaci, ze existuji jesté dalsi non-HLA geny, které jsou nutné k rozvoji celiakie.
Naopak u pacientli, kteti maji pozitivni genetické vySetteni, se nemusi po celou dobu zivota

celiakie rozvinout. Maji k ni pouze genetické predispozice. [1, 17, 21]

2.4.3 Imunologické vySeti‘eni celiakie

Celiakie patfi mezi autoimunitni enteropatie a primarné postihuje sliznici tenkého stieva.
V sérech nemocnych s celiakii, ktefi nejsou 1éceni (nedodrzuji bezlepkovou dietu), se mohou
nalézat protilatky proti gliadinu, deamidovanému gliadinu, tkanové transglutamindze,
endomysiu a retikulinu ve tfidach IgA a IgG. [25]

Roku 1971 Seah poprvé popsal sérové protilatky proti gliadinu. Koncem 20. stoleti byly
prokazany existence dalSich imunopatologii souvisejici s celiakii. Chorzelski poprvé popsal
protilatky proti retikulinu, Ladinser protilatky proti endomysiu a v roce 1997 Dieterich zjistil,
Ze primarnim autoantigenem protilatek proti endomysiu je tkanova transglutaminaza. [25]
Imunologické diagnostické metody piispély vyznamnym dilem k diagnostice celiakie. OvSem
k samotnému stanoveni diagnozy celiakie pozitivni imunologicka vySetieni protilatek nestaci.
K potvrzeni celiakie musi byt vzdy provedena biopsie. [25, 26]

Pfi prvotnim vySetieni na celiakii by nemocny nemél dodrZovat bezlepkovou dietu. Pfi
dodrZzovani bezlepkové diety dochdzi k poklesu protildtek a regeneraci sliznice tenkého
stteva. Mlze tedy dojit ke vzniku fale$n€ negativnich vysledki a urceni Spatné diagnozy.
Mezi koncentraci protilatek a pfijmem glutenu existuje zavislost, diky které mulzeme

monitorovat 1é¢bu pacienta a adherenci k bezlepkové dieté. [25, 26]
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Obr. 5 — Monomer imunoglobulinu [61]

2.4.3.1 Protildtky proti tkdriové trasglutamindze

Hlavni enzym hrajici roli v patogenezi tohoto onemocnéni je tkanova transglutaminaza
nachazejici se v lamina propria intestinalni sliznice. Jako jiné transglutaminazy spojuje
fetézce proteinil mezi aminoskupinou lysinu a karboxamidovou skupinou glutaminu, ¢imz
vytvafi vazby vysoce odolné vuéi proteolyze. Za fyziologickych podminek enzym deamiduje
nativni gliadin a vznikd modifikovany gliadin (tzv. deamidovany gliadin).

U predisponovanych jedincti tkanova transglutamindza odpovida za zvySenou afinitu
gliadinovych  peptidi  k molekulam HLA na  antigen-prezentujicich  buikéach.
Semikvantitativni nebo kvantitativni detekci provadime enzymovou imunoanalyzou ELISA.
Specifita a senzitivita protilatek proti tkanové transglutaminaze je velmi vysoka (senzitivita je
kolem 97 % a specificita 91 %).

V soucasné dobé se pouziva jiz tfeti generace téchto testli pouzivajicich rekombinantni
tkanovou transglutamindzu. Prvni generace téchto ELISA testi pouzivala jako antigen
tkaflovou transglutamindzu z morcecich jater, coz z divodu kontaminace antigenniho
Substratu jinymi antigennimi proteiny vedlo k mnohym faleSn€ pozitivnim vysledkiim.
V druhé generaci byla vyuzita tkanova transglutaminaza z lidskych erytrocytt.

Podle pokynu Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky k cilenému screeningu celiakie se

doporucuje vysettit protilatky proti tkanové transglutaminaze ve tidé IgA a stanovit celkové
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IgA k vylouceni IgA deficitu protilatek. V ptipad¢ vyskyt IgA deficitu se doporucuje vysetiit
protilatky proti tkanové transglutaminaze ve tfidé IgG. [19, 25, 28]

2.4.3.2 Protilatky proti gliadinu a deamidovanému gliadinu

Gliadin je frakce glutenu, kterd je rozpustna v alkoholu a za né&kterych okolnosti vyvolava
imunitni odpovéd’ stfevniho slizni¢niho imunitniho systému. Pacienti s celiakii nedodrzujici
bezlepkovou dietu maji pozitivni protilatky ve tiidach IgA i1 IgG. Standardné se vySetiuji
paralelné, protoze protilatky proti gliadinu ve tfidé IgG jsou senzitivnéjsi a ve tfidé IgA jsou
sttevnich onemocnéni, alergii nebo imunopatologii. Ve srovnani s protildtkami proti tkanové
transglutamindze maji vyrazné nizsi hodnoty senzitivity a specificity.

V dnesni dobé jsou testy na stanoveni protildtek proti gliadinu nahrazovany za testy na
stanoveni protilatek proti deamidovanému gliadinu. Testy na stanoveni protilatek proti
deamidovanému gliadinu maji ve tfidé IgA o 9 % vyssi senzitivitu a o 3 % vyssi specificitu a
ve tfidé IgG 0 9 % vyssi senzitivitu a 0 22 % vyssi specificitu (hodnoty se 1i$i podle pouzitych
souprav). [24, 25, 28]

Protilatky proti gliadinu a deamidovanému gliadinu se stanovuji enzymovou imunoanalyzou
ELISA. Zékladni rozdil mezi obéma variantami je v pouziti antigenu navazané¢ho na povrch
jamek mikrotitracnich desticek. V testech na stanoveni protilatek proti gliadinu je pouzit
antigen ziskany extrakci nativniho gliadinu a vtestech na stanoveni protilatek proti
deamidovanému gliadinu jsou pouzity syntetické deamidované gliadinové peptidy.

Pti 1écbé bezlepkovou dietou zpravidla protilatky klesaji (mohou klesnout az pod hladinu

detekce) a pii dlouhodobéjSim a spravném dodrZovani diety mohou testy vykazat negativni
vysledek. [25, 28]

2.4.3.3 Protilatky proti endomysiu

Protilatky proti endomysiu jsou namifeny proti bilkovinné slozce pojivové tkdn€ nachazejici
se mezi myofibrilarnimi sténami zazivaciho ustroji. Tyto protilatky ve tfidach IgA a IgG jsou
detekovany nepiimou imunofluorescenci. Testy se hodnoti bud’ kvalitativné (pozitivni /
negativni), nebo semikvantitativné (stanovuje se nejvyssi titr, pii kterém je viditelna pozitivni
reakce).

Specificita a senzitivita je u stanoveni protilatek proti endomysiu velmi vysokd. Test je
vhodny ke konfirmaci pozitivnich vysledkli testl na stanoveni protiladtek proti tkanové

transglutaminaze. [24, 25, 28]
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2.4.3.4 Protilatky proti retikulinu

Protilatky proti retikulinu cili na strukturalni komponenty kolagenu piedevsim typu IIl. Na
zékladé rozdilné reaktivity se retikulin rozdéluje na 5 typt (R1, R2, Rs, R3 a R4). Pouze
retikulin typu R1 je asociovan s celiakii. Stanoveni protilatek proti retikulinu bylo popularni
piedevsim v 80. letech 20. stoleti. V dneSni dobé nasledkem nizké senzitivity vySetfeni
ustupuje do pozadi. [25, 29, 30]

Protilatky proti retikulinu se vyskytuji nejen u pacientd s celiakii, ale i U pacientd
s Dithringovou herpetiformni dermatitidou, Crohnovou nemoci, revmatoidni artritidou nebo u
zavislych na heroinu. [29, 30]

Vyskyt protilatek proti retikulinu je charakteristicky u nemocnych s celiakii nedodrzujicich
bezlepkovou dietu ve tfidé IgA u 90 — 95 % a ve t¥idé IgG u 70 %. Dale je mozné je detekovat

u 20 % nemocnych s Crohnovou nemoci. [29, 30]

2.4.3.5 Protilatky proti aktinu ve ti'ide I1gA

Cytoskeletarni  struktura enterocytu je tvofena mikrofilamenty, coZz jsou vldkna
polymerovaného aktinu (strukturni bilkovina). Aktin je uspotfadan do sité, ktera je pti celiakii
naruSena kvili protilatkdm tvotrenych prave proti aktinu. Koncentrace protilatek je v umérna k
poskozeni stievni sliznice.

VyuZivaji se dva zplisoby detekce — pomoci nepfimé imunofluorescence i pomoci enzymové
imunoanalyzy (ELISA). V pfipad€ nepiimé imunofluorescence se jako substrat pro protilatky
pouziva linie Hep-2 bun¢k a v ptipadé ELISA testu se jako antigen pro vazbu s protilatkou

pouziva aktin izolovany z krali¢iho svalu. [31]

2.4.3.6 Aktivita paraoxondzy 1

Paraoxonéza 1 je glykoprotein tvofeny 354 aminokyselinami, ktery je syntetizovany v jatrech.
V organismu ma dualezitou antioxidacni a protizanétlivou roli. Je to kalcium-dependentni
esteraza vyskytujici se v krvi lidi jako slozka subfrakce lipoproteint o vysoké hustoté,
obsahujici apolipoprotein A-I. Jejim fyziologickym substratem jsou oxidované fosfolipidy. Je
schopna hydrolyticky §tépit organofosfaty napt. paraoxon, insekticidy parathion a
chlorpyrifos a nervové jedy jako soman a sarin. Dale vykazuje laktonazovou aktivitu, je tedy
schopna hydrolyticky §tépit dihydrokumarin a jiné laktony napt. diuretikum spironolakton a
inhibitory HMG-CoA reduktazy, statiny a n¢které z fluorochinolond.

Aktivita paraoxondzy 1 je redukovana rliznymi patogenetickymi mechanismy provazejici
onemocnéni jako ischemicka choroba srdecni, diabetes mellitus, celiakie a jina, kde tvorba

reaktivnich forem kysliku hraje jednu z kli¢ovych roli vzniku.
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Paraoxonazova aktivita pii celiakii souvisi s markery zavaznosti onemocnéni a negativné
koreluje s hladinou lipid hydroperoxidu a s citlivosti séra na peroxidaci lipida vyvolanou in
vitro kovovymi ionty. Paraoxonaza 1 je schopna $tépit organofosfaty jako je paraoxon, dale
vykazuje aktivity laktonazovou a arylestarazovou. Pro hodnoceni jeji aktivity byly pouzity tfi
ruzné substraty — paraoxon pro paraoxonazovou aktivitu, dihydrocenmarin pro laktonazovou a
fenylacetat pro arylesterdzovou.

Celiakie je spojena s oxidativnim poskozenim a se znaénym poklesem paraoxonaza 1 aktivity.
Ackoliv pokles paraoxonazy 1 a zvySeni koncentrace produkta lipidové peroxidace neni
specificky pro celiakii, jednd se o marker, ktery svou aktivitou poukazuje na zanétlivé a
cytotoxické déje v organismu.

Stanoveni aktivity paraoxondzy 1 lze pouzit pii diagnostice celiakie jako pomocny test

k doplInéni primarnich testd. [32, 33]
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2.5 Metodika pro diagnostiku celiakie

Pro imunologické stanoveni protilatek pfi celiakii se pouzivaji metody:
e ELISA

e Nepfimé imunofluorescence

e Chemiluminiscen¢ni imunochemicka reakce v pevné fazi

Pro genetické stanoveni predispozice k celiakii se pouziva metoda:

e SSP-PCR

2.5.1 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked immuno Sorbent Assay) je v diagnostice celiakie nejcastéji
pouzivand metoda. Patii mezi heterogenni enzymové imunoanalyzy s riznym uspoiadanim.
Nejcastéji se pouziva nekompetitivni uspotadani pro stanoveni protilatek:

Pevna faze — antigen — protilatka — znacena protilatka (viz. Obr. 7). Antigen je imobilizovan
na povrchu jamek mikrotitracni desticky. [24]

Do jamek se pipetuje nafedéné sérum pacientll. Behem inkubace v této prvni fazi dochazi
k navazani specifickych protilatek ze séra na imobilizovany antigen. Po inkubaci se provede
promyti jamek, pti kterém dojde k odstranéni zbytku nafedéného séra.

Po promyti se piida do jamek mikrotitratni desticky konjugét, ktery obsahuje kienovou
peroxidazu s protilatkou proti lidskému imunoglobulinu IgA resp. IgG.

Po nésledné inkubaci se opét provede promyti jamek, a tim se odstrani piebyte¢ny konjugat.
Nasledné se ptida substrat (3,3°,5,5'- tetramethylbenzidin). Po krat§i inkubaci se provede
zastaveni reakce pfidavkem zastavovaciho roztoku (roztok kyseliny sirové). Dojde k barevné
reakci (viz. Obr. 6). Absorbance testovanych vzorkll porovnavame s absorbanci standardd,
které jsou vzdy soucdsti setu. Absorbance je umérnd mnozstvi navazanych protilatek

(mnozstvi protilatek pfitomnych v lidském séru). [43 - 56]
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Obr. 6 — Ukazka pozitivai reakce po pridavku zastavovaciho roztoku (Zluté zbarveni svédci o
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pritomnosti specifickych protilatek v lidském séru) [60]
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Obr. 7 — Schéma metody ELISA [62]



2.5.2 Metoda neprimé imunofluorescence

Jednd se o metodu, kterd je zalozena na vizualizaci reakce antigen — protilatka a patii mezi
ovefené metody pfi stanoveni autoprotilatek.

Jedna se o dvoustupiiovou reakci. V prvnim kroku se pifida vysetifovany vzorek séra do
bunécné suspenze. Dojde k navazani specifické protilatky k bunécné strukture. V druhém
kroku dojde k detekci pouzitim druhé protilatky (substrat z opi¢iho jicnu) s vhodnym
fluorochromem (fluoresceinizothiokyanat).

Jedna se o kvalitativni metodu. ZkuSeny laboratorni pracovnik odecitd fluorescen¢nim
mikroskopem, zda preparat sviti. Slovni hodnoceni pfitomnosti protilatek je negativni nebo

pozitivni. [24]

Obr. 8 — Mikroskopie nepiimé imunofluorescence endomysia [63]
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2.5.3 Chemiluminiscen¢ni imunochemicka reakce v pevné fazi

Protilatky proti gliadinu ve tfidé IgE jsou stanovovany na analyzatoru Immulite 2000 XPi.
Jako pevna faze funguje polystyrenova kulicka obalend biotinem, kterd je umisténa v reakéni
zkumavce. Analyzator do této zkumavky piida alergen (v naSem piipad¢ gliadin) s
navazanym streptavidinem a poté stanovovany vzorek séra. V piipadé piitomnosti
specifickych IgE protilatek se navazi na kulicku. Po inkubaci analyzator pfida konjugat a po
dalsi inkubaci dojde k promyti reakéni zkumavky, kdy je odstranén zbytek nenavazaného
konjugatu.

V poslednim kroku je ptidan substrat dioxetan adamantyl fosfat. Jedna se molekulu obsahujici
energeticky bohatou vazbu mezi dvéma kysliky a fosfatovou skupinou navazanou na
pyrimidinové jadro. Alkalicka fosfatdza obsazena v konjugatu odstépuje fosfatovou skupinu a
molekula se rozpadne. Uvolni se tak energie rozpadem vazby mezi kysliky a vznikne
luminiscence, kterd je méfena fotondsobicem. Intenzita svétla, tedy pocet fotond, je umérny

mnozstvi specifickych IgE ve vzorku pacienta. [59]
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Obr. 9 — Immulite 2000 XPi [64]
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2.5.4 SSP - PCR

Jednd se o izolaci lidské DNA z krve s naslednou typizaci HLA lokusti asociovanych s
genetickou predispozici k celiakii pomoci SSP - PCR (sequence specific primer - polymerase
chain reaction).

Diky metoddam PCR bylo dosazeno v diagnostice HLA zna¢ného pokroku. Sekvenovani HLA
alel umoznilo jasnou typizaci s vysokym rozliSenim na tirovni DNA s mnoha vyhodami oproti
klasickym serologickym metodam.

Klinickym materialem je plnd krev (potieba leukocytil), z niz se izoluyje DNA daného
pacienta. Izolace lidské DNA se provadi pomoci izolaéni soupravy NucleoSpin Blood kit
(Macherey-Nagel).

Pro soupravu HISTO TYPE Celiac Disease je poté tato purifikovand DNA vychozim
materidlem. Souprava vyuziva princip SSP-PCR. Metoda je zaloZena na poznatku, zZe
prodluzovani primert je zavislé na pfesné shod¢ 3'-koncti obou primerti s templatovou DNA.
Pouze ptesné nasednuti obou primert na cilovou sekvenci vede k ziskani produktu, ktery je

poté identifikovan na agardzové elektroforéze.
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2.6 Moznosti 1é¢by celiakie

V soucasné dob¢ je hlavnim a jedinym dostupnym zplsobem 1écby dodrzovani bezlepkové
diety. U pacientt s aktivni a tichou formou celiakie je potfeba se zaméfit na 1éCbu rozvratu
vnitiniho prostfedi. Velmi tézké stavy pak vyzaduji péci na jednotce intenzivni péCe —
intenzivni metabolicka péce, rehydratace organismu a parenteralni vyziva. Vzhledem
k poskozeni sliznice tenkého stieva je nezbytné doplnéni vitamint a mineralti (hlavné vapniku

a zeleza, kyseliny listové). [4]

2.6.1 Bezlepkova dieta

Klinické ptiznaky celiakie zpusobuje lepek a jeho toxické peptidy obsazené v obilovinach. U
konkrétnich druht se jedna o gliadiny u pSenice, hordeiny u Zita, secaliny u je¢mene, aveniny u
ovsa, zeiny u kukufice a oryzeiny u ryze. Mirou nebezpec€nosti je riizna mira rezistence toxickych
sekvenci jednotlivych prolamint na piisobeni proteaz traviciho traktu. [2]

Podstatou bezlepkové diety je vylouCeni vyrobkl z pSenice, jeCmene, Zzita, mezidruhovych
ktizenct i vyrobka, ve kterych je pSenicny Skrob kontaminovan lepkem k udrzeni vhodné textury.
Hlavni soucasti této diety je tedy kukuficna mouka, ryZe, brambory, soja a dalSi potraviny
pfirozené neobsahujici lepek jako je ovoce, zelenina a lusténiny. [2]

ProtoZe toto onemocnéni Casto provazi malabsorpéni pfiznaky, je tfeba dbat i na spravny piijem
mineralt, hlavné vapniku a zeleza, a vitaminii. Dospéli celiaci neziidka trpi poruchou tvorby a
vyvoje kosti, ¢asté jsou i zlomeniny v disledku nedostatku vitaminu D, a nedostatek vitaminu A
muze zpusobovat 1 hor$i zrak. Kvilli Spatnému vstiebavani zeleza a kyseliny listové jsou pacienti
také Cast&ji anemicti. [2, 19]

U celiakie dochazi k poskozeni stfevnich bun¢€k, a to pfedevsim bun¢k kartaicového lemu, které
obsahuji enzymy sachardzu a laktazu stépici slozené cukry sachardzu a laktézu. Z tohoto diivodu
muze byt laktazy nedostatek, ktery se projevi nesnaSenlivosti laktdzy. Potom je tfeba vyloucit ze
stravy i mléko a vyrobky z ngj. [2, 19]

Dietu je potieba upravit podle aktudlni faize onemocnéni. Celiakélni krize - je charakterizovana
tézkou podvyzivou a dehydrataci. Nejdiive je nutné upravit rozvrat vnitiniho prostiedi a poté se
soustfedit na vyzivu. Ta se podava nejprve parenteralné. Floridni celiakie - v této fazi se zacina
pozvolna zatézovat travici trakt podavanim specialnich vyzivnych prostiedki obsahujicich
jednotlivé Ziviny. Poté se do jidelnicku zatazuji dobie sndSené bezlepkové potraviny. Sachardzu je
vhodné nahradit glukozou. Klidova faze - je nutné dodrzovat piisnou bezlepkovou dietu, aby

nedoslo k relapsu onemocnéni. [2, 19]
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2.6.2 Obiloviny

Obiloviny patii do Celedi Poaceae (lipnicovité), které mizeme rozdélit do dvou skupin podle
morfologickych a fyziologickych vlastnosti. Do prvni skupiny patii ryze, kukufice, proso, ¢irok a
pohanka. Do druhé psenice, Zito, jeCmen, oves a mezidruhovi kiizenci. Obiloviny této druhé
skupiny obsahuji toxické prolaminy, které zpisobuji celiakii u predisponovanych jedincti.
Vyjimkou z druhé skupiny lipnicovitych je odriida pSenice durum, jejiz dekapeptid mize u
1éCenych celiakli zplisobit presmyk imunitni odpovédi Thl na odpovéd Th2 (u slizni¢nich T
bun¢k). Odpovéd Thl posiluje prozanétlivou reakci a to hlavné stimulaci makrofagt. Zakladni
funkce Th2 je spoluprace s B-lymfocyty, které se jiz setkaly s antigenem a interakce k Th2 vede
k pomnozeni daného klonu B-lymfocyti a jejich pfeménu na formu tvotici protilatky. Jde tedy o
pfeménu zanétlivé reakce na supresorovou, protizanétlivou. Proto byly pro terapii navrzeny
molekuly, které jsou schopné takto ménit typy Th odpovédi. [2, 19]

Oves obsahuje prolamin avenin, ktery je mnohem mén¢ nebezpeceny. Ovsem odpoveéd na otazku,
zda podavat celiakim vyrobky z ovsa, je nejednoznacna. V kazdém piipad¢ je ale nutné jejich
¢isténi. Kanadska spolecnost pro celiakii stanovila jako bezpecnou davku 70 g ovsa pro dospélého
a 25 g ovsa pro déti. V Ceské republice neni doporucen, kdezto ve Skandinavii je b&zné
povolen. Americka spole¢nost pro celiakii nechava rozhodnuti na pacientech, ale neni stanoven

jako vhodny pro nové diagnostikované jedince. [2, 19]

2.6.3 Odstranéni toxickych sekvenci

Odstranéni klinickych ptfiznaki celiakie dnes neznamena jen konzumaci bezlepkovych potravin.
Stézejni je nekonzumovat toxické sekvence v prolaminech. Ty je mozné odstranit genetickou
modifikaci rostlin nebo specialni pfipravou tésta, kdy se pii kvaSeni ptidavaji bakterie mlééného
kvaseni pro rozklad toxické sekvence aminokyselin v peptidech proteolytickou reakci nebo
fungalni protedzy, které vykazuji vysokou stabilitu v kyselém prostiedi. Nejprve se pouzivaly
k odstranéni stopového mnozstvi lepku v bezlepkovych potravinach, pozdéji vSak byla prokazana

i jejich schopnost odstranit lepek i z pSeniénych jidel. [19, 35]
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2.6.4 Legislativa (mnoZstvi lepku a oznacovani potravin)

Soucasna Ceska legislativa tykajici se pozadavkli na mnozstvi a oznacovani lepku vychazi
Z natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 41/2009 ze dne 20. ledna 2009 o sloZeni a
oznaCovani potravin vhodnych pro osoby s nesnasenlivosti lepku. Toto nafizeni se vV Ceské
legislativé projevilo ve vyhlasce ¢. 35/2012 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 54/2004 Sb., o
potravinach urcenych pro zvlastni vyzivu a o zpusobu jejich pouziti, ve znéni pozdéjsich
predpisi.  Tato  vyhlaSka ze dne 23. ledna 2012 mé& platnost od
31. ledna 2012 a t¢innost od 1. tinora 2012. [36, 37]

Legislativa uvedena v Priloze ¢. 1

2.6.5 Oznaceni bezlepkovych potravin

Celiaci mohou snaset rizné mnozstvi lepku. Jednim s cilti legislativy je umoznit celiakiim
vyrobky s riznym obsahem lepku tak, aby nalezli potraviny, které budou odpovidat potiebam
a mife citlivosti. Vymezuji se dv€ zékladni kategorie:

e Bez lepku - 1ze uvést pouze tehdy, pokud obsah lepku v potraviné ve stavu, v némz je
prodavana kone¢nému spotiebiteli, ¢ini nejvyse 20 mg lepku na kilogram potraviny.

e Velmi nizky obsah lepku — lze uvést pouze tehdy, pokud jedna nebo vice slozek
vyrobenych z pSenice, Zita, jeémene, ovsa nebo jejich kiizenct, které byly specialné
zpracovany tak, aby v nich byl sniZzen obsah lepku, nebo tyto slozky obsahuji, nesmi
obsahovat vice nez 100 mg lepku na kilogram potraviny ve stavu, v némz je
prodavéana konec¢nému spotiebiteli.

V soucasné dobé se pouzivd 1 alternativni zplsob oznaceni bezlepkovych potravin

(viz Obr. 10), ale vzdy musi byt i jeden z vyS$e uvedenych tdajt. [37, 38]
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Obr. 10 — Mozné zpiisoby oznaceni bezlepkovych potravin [39, 40, 41]
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2.6.6 Nakladnost bezlepkové diety

Ministerstvo prace a socialnich véci Ceské republiky si nechalo analyzovat problematiku
nakladnosti dietniho stravovani oproti stravovani béznému. Tento projekt byl feSen a
zpracovan spolecnosti Forsapi, s.r.o. pod vedenim odbornikti Fakultni Thomayerovy
nemocnice doc. MUDr. Pavla Kohouta, PhD. a Tamary Starnovské. [42]

Z hlediska organizace se jednd o velmi narocnou dietu. Pacienti jsou velmi omezeni, co se
ty¢e moznosti stravovani, protoze bez rizika nemohou navs$tévovat vefejna stravovani a
zavodni jidelny. Vybér vhodnych potravin je také velmi omezeny a nékteré z nich se nedaji
koupit v béznych obchodech a jejich cena je vyrazné vyssi oproti béznym potravinam. [42]
Finanéni naroky na bezlepkovou dietu se lisi i podle schopnosti pacienta si sam vafit ze
surovin nebo pouzivat potraviny prumyslové vyrobené a polotovary. Pacienti s celiakii mivaji
dalsi onemocnéni ¢i velmi Casto se vyskytujici komplikace vyzadujici kombinaci diet (napf.
nemoci je nezbytné organismu doplnit ziviny, o které pfisel v nelécené fazi nemoci. Pacient
musi uzivat nutri¢ni suplementy (hlavné¢ mineralni latky, vitaminy a stopové prvky), které
nejsou ve vétsing pripadu hrazeny ze zdravotniho pojisténi. [42]

V tvahu musi byt vzato i to, Ze na rozdil od jinych diet je bezlepkova dieta jedinym moZznym
zpisobem lécby. Nedodrzovani diety vede ke zhorSeni zdravotniho stavu a zvyseni nakladu
na zdravotni péci a naslednou rekonvalescenci. [42]

Rozdil cenové narocnosti bezlepkové diety a béZzné stravy byl vypocitan odborniky ve shodé
se SdruZenim pacienti ve vysi 80 K¢ za den. Za mésic jsou tedy naklady o 2 400 K¢ vyssi na
jednoho ¢lena rodiny. [42]

Jak bylo napsdno vySe, tak pacienti s celiakii casto musi dodrZovat vice diet najednou
(kombinace diet). Velmi ¢asto musi vzhledem k naruSené sliznici tenkého stieva dodrzovat
bezlaktézovou dietu. Vylouceni mlécnych vyrobkii a mléka ze stravy zvySuje financni
naro¢nost o 10 K¢ za den, coz odpovida vy$§im mési¢nim nakladim o 300 K¢ na jednoho
¢lena rodiny. [42]

Vzhledem k narusené stfevni sliznici a tedy Spatnému vstfebavani minerali a vitamint Se
velmi zvysuje riziko osteoporozy. Bezlepkovou dietu je proto nutné ptipravovat s ohledem na
tento faktor. Celiakie zuzuje moznost vybéru potravin vhodnych pii osteopordze a musi se
uzivat vhodné potravni a nutricni suplementy. Finan¢ni naro¢nost je denn¢ vyssi o 15 K¢, coz
meésicné odpovida 450 K¢ na jednoho Clena rodiny.

Kombinaci vSech tii diet, které jsou velmi Casté, vyhdzi celkovd cenova naroc¢nost na

potraviny mési¢né 0 3 150 K¢ vyssi oproti bézné straveé na jednoho ¢lena rodiny. [42]
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Je dieta drazsi

Mgsicni rozdil proti

nezli racionalni Kombinace | racionalni stravé
Oznaceni diety strava? Pouziti doplitkt diet K¢/mésic/pacient
S omezenim tuktl ne nekdy diabeticka 0

funk¢éni
S omezenim zbytkll ne potraviny nékdy | diabeticka 0
Pooperacni Setfici ne vétSinou / vzdy - 0
Settici ne - - 0
Diabeticka ne - ano 0
Redukéni ne - - 0
Pii
hyperlipoproteinemii ne - ano 0
S omezenim bilkovin ano Casto ano 0
osteoporoza,
laktozova

Bezlepkova ano na pocatku intolerance 2400
Pti fenylketonurii ano - - podle véku
Pfi osteopordze ano - - 450
Laktozova
intolerance ano - tézka - - 300
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Soupravy

ELISA Anti-transglutaminaza — IgA protilatky (Anti-tTG IgA) — BioSystems
ELISA Anti-transglutaminaza — 1gG protilatky (Anti-tTG IgA) — BioSystems
ELISA EIA Gliadin IgA — TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.
ELISA EIA Gliadin 1IgG — TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.
ELISA EIA Gliadin DA IgA — TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.
ELISA EIA Gliadin DA IgG — TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.
ELISA GliaDea IgA — Generic Assays GmbH

ELISA GliaDea IgG — Generic Assays GmbH

ELISA-anti-GLIADIN-II-A, Biogema, vyrobné druzstvo
ELISA-anti-GLIADIN-II-G, Biogema, vyrobné druzstvo
ELISA-anti-GLIADIN deamidovany-A, Biogema, vyrobné druzstvo
ELISA-anti-GLIADIN deamidovany-G, Biogema, vyrobné druZstvo

ELISA Anti-Gliadin IgA, BL Diagnostika GmbH

ELISA Anti-Gliadin IgG, BL Diagnostika GmbH

Izola¢ni souprava NucleoSpin Blood kit (Macherey-Nagel)

PCR — HISTO TYPE Celiac Disease, BAG Health Care GmbH

Neptima imunofluorescence — IgA a IgG protilatek proti ENDOMY SIU, BioSystems

Protilatky proti Gliadinu IgE — chemiluminiscenéni imunochemicka reakce, Immulite 2000

3.2 Pristroje a pomicky

Immulite 2000 (BioVendor — Laboratorni medicina a.s.)
Micro plate reader (Dynex CR)

Laminarni box SAFE 2010 (Thermo Fisher Scientific)
Laminarni box AURA MINI (BioAir)

Centrifuga Eppendorf 5417R (Eppendorf)
Thermo-Shaker TS-100 (Biosan)

Vortex-GENIE-2 (Scientific Industries)
NanoPhotometer (Implen)

Termocycler MJ Research PTC-200

Ultra Cam Digital imaging

Ultraviolet Crosslinker



Zdroj pro elektroforézu a elektroforeticka vana

Pipeta nastavitelnd Finnpipette F1 1-10 pl, 2-20 pl, 5-50 pl, 10-100 upl, 20-200 pl,
100-1000 pl (Thermo Scientific Inc.)

Imunofluorescen¢ni mikroskop (Olympus)

Automaticka promyvacka (DYNEX)

Termostat

Kéadinky, odmérné valce (100 ul, 200 pl)

Deionizovana a destilovana voda

Jednorazové rukavice

Sterilni gaza

Vortex

3.3 Vybér vzorki
Pro ucely této diplomové prace byly vybrany vzorky pozitivni (byla diagnostikovana
celiakie), negativni (byla celiakie vyloucena) a neznamé.
e 10 vzorka s diagnostikovanou celiakii
e 10 vzorki s vylou€enou celiakii
e 20 vzorki nezndmych
Vsichni pacienti, jejichz vzorky byly pouzity pro stanoveni protilatek a HLA typizaci celiakie,
podepsali informovany souhlas s Gi€asti v této diplomové praci a vyplnili kratky dotaznik
tykajici se celiakie a bezlepkové diety. Z dotazniku vyplynulo, Ze:
e 2 pacienti s diagnostikovanou celiakii nedodrzuji bezlepkovou dietu a mivaji zazivaci
obtize. Zbylych 8 pacientl bezlepkovou dietu dodrzuje.
e Zneznamych vzorku si vSichni stézuji na zazivaci potize a jiné zdravotni problémy, které
mohou souviset s celiakii. 5 znich dodrzuje bezlepkovou dietu, i kdyz neméli

diagnostikovanou celiakii.

3.4 Separace a skladovani vzorki

Sérum bylo od krevni srazeniny oddéleno centrifugaci. Vzorky jsou stabilni 1 tyden pfi
uchovavani pii 2 - 8°C a v piipadé, ze je potieba vzorky skladovat delsi dobu, musi se
uchovavat pfti teploté -20 az -70°C.

Pted pouzitim byly vzorky rozmraZzeny a vytemperovany na pokojovou teplotu (20 az 25 °C).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Vcasna diagnostika celiakie je velmi dulezita. V ptipad¢ podezieni na celiakii nebo v ramci

screeningu je u pacienta provedeno genetické vySetifeni a imunologické stanoveni

specifickych protilatek v séru. V ptipad¢ pozitivity je ndsledné provedena biopsie.

Cilem experimentalni ¢asti bylo:

Provést genetické vysetieni u Ctyficeti vzorkl.

Stanovit specifické protilatky ze séra.

Porovnat vysetfeni na stanoveni protilatek proti gliadinu a proti deamidovanému gliadinu.
Porovnat zavislost vyskytu protilaitek proti tkanové transglutamindze a proti
deamidovanému gliadinu.

Vybrat vhodny test pro diagnostiku celiakie (bud’ stanovovat protilatky proti gliadinu
anebo protilatky proti deamidovanému gliadinu).

Otestovat a vybrat vhodnou komeréni soupravu pro stanoveni.
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4.1. Genetické vySetieni

Pouzita metoda: SSP - PCR (popis v kap. 2.5.4)

4.1.1 Postup izolace

Izolace lidské DNA z pln¢é krve byla provedena pomoci izola¢ni soupravy NucleoSpin Blood

kit (Macherey-Nagel). Postup:

1. Pied izolaci vytemperovat suchy blok a elu¢ni BE Buffer na 70°C.

2. Napipetovat 25 ul Proteinase K na dno 1,5 ml zkumavky, ptidat 200 pl vzorku a 200 pl
Buffer B3. Vortexovat.

3. Inkubovat 15 min. pii 70 °C a ob¢as zamichat, pfipadné na Thermo-Shakeru nastavit
800 rpm. Poté kratce centrifugovat.

4. Ptidat 210 pl absolutniho etanolu. Vortexovat a kratce centrifugovat.

5. Pipetovat vzorek na kolonku a centrifugovat 1 min. pfi 11000 rpm.

6. Prenést kolonku do ¢isté 2 ml zkumavky. Ptidat 500 pl Buffer BW.

7. Centrifugovat 1 min. pti 11000 rpm.

8. Kolonku umistit do nové sbérné zkumavky a ptidat 600 pl Buffer BS.

9. Centrifugovat 1 min. pti 11000 rpm.

10. Vylit zkumavku a centrifugovat 1 min. pti 11000 rpm (Cas se miize prodlouzit az na 3
min. k dostate¢nému odstranéni zbytkt etanolu).

11. Ptfenést kolonku do ¢ist¢ 1,5 ml zkumavky. Pfidat 50 pl Buffer BE (pfedehifatého na
70°C) a inkubovat 1 min. pti pokojové teploté. Centrifugovat 1 min. pfi 11000 rpm.

4.1.2 Priprava PCR

1. Piipravit si potfebné reagencie a nachystat a popsat PCR desticku. Namichat PCR sm¢s.

2. Slozeni PCR smési: 222 ul destilované vody + 28 pl 10x PCR pufru + 2,2 ul Taq
polymerazy.

3. Vortexovat sm¢s a odebrat 10 pl smési do pozice 24, ktera slouzi jako negativni kontrola
a v pripadé kontaminace lidskou DNA zde budou detekovatelné specifické fragmenty.

4. Do smési ptidat 28 pl lidské DNA konkrétniho vzorku, vortexovat a kratce centrifugovat.

5. Do zbyvajicich 23 pozic postupné piidat vzdy 10 pul PCR smési obsahujici DNA. Zacit
pozici 1 (je oznacena Sipkou) a pokracovat do predposledni pozice 23.

6. Dikladn¢ zaviit desticku pomoci Cepicek a setfepat piipadné kapky na sténach. Modry
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sediment (lyofilizované primery a dNTP) musi byt v kontaktu s PCR mixem, proto

ptipadné vzduchové bubliny musi byt odstranény.



7. Desticku vlozit do termocycleru a zapnout na ptislusny amplifikacni program (CEL-

BAG):

Programme-Step Temp. |Time No. of Cycles
First Denaturation 96°C 5 Min 1 Cycle
Denaturation 96°C 20 Sec |5 Cycles
Annealing+Extension | 68°C 1 Min

Denaturation 96°C 20 Sec |10 Cycles
Annealing 64°C 50 Sec

Extension 72°C 45 Sec
Denaturation 96°C 20 Sec |15 Cycles
Annealing 61°C 50 Sec

Extension 72°C 45 Sec

Final Extension 72°C 5 Min 1 Cycle

Tab. ¢. 4 — Nastaveni amplifikacniho programu [66]

8. Po dokonceni amplifikace je mozno skladovat PCR produkty pii 2-8 °C do doby
elektroforetické separace.

9. Pfipravit gel na elektroforetickou separaci (5,1 g agarézy 170 ml 0,5x TBE pufr
S upravenym pH 8).

10. Provést elektroforetickou separaci.

11. Vyhotovit fotku ptislusného gelu.

4.1.3 Vyhodnoceni vysledkii:

e Testovani kvality soupravy

Soucasti kazdého vySetfeni byla negativni kontrola detekujici mozné kontaminace a interni
standard sledujici kvalitu izolace DNA a detekujici také pfipadné inhibice, ¢imz se ovéiuje
validita kazdého testu. Kazdy test v sobé vzdy zahrnuje vlastni zkoumany vzorek + negativni
kontrolu a interni standardy (viz Obr. 11 — 14, které byly pofizeny na pracovisti molekularni
diagnostiky laboratoii IFCOR-99, s.r.0.). Externi hodnoceni kvality bylo opakovan¢ uspésné.
Byl proveden odecet a urcena predispozice.

Elektroforézou byly separovany specifické PCR fragmenty a fragment interniho standardu.
Interni standard byl detekovan ve vSech drahach jako fragment o velikosti 1070 bp, kromé
drahy 5, ktera ma velikost 429 bp. Pfi nepfitomnost specifického PCR fragmentu muze byt
dana draha hodnocena jako negativni. Moznosti a zpisob vyhodnoceni uvedeny v Priloze 2.

Vyhodnoceni testovanych vzorkt uvedeno v Ptiloze 4.

Vsechny parametry kvality byly v pofddku a metoda je vhodna pro genetické stanoveni

celiakie.
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Hodnoceni: bez predispozice

Obr. 11 — Fotografie gelu - nebyly nalezeny alely DQAI1 a DGBI lokusit asociované s celiakii, pozice 5 — interni
standard o velikosti 429 bp, pozice 1 - 4 a 6 - 23 interni standard o velikosti 1070 bp, NK — negativni kontrola a
M — 100 bp velikostni marker.

Hodnoceni: 1,5,6,19 -> s predispozici (DQ?2)

Obr. 12 — Fotografie gelu — nalezeny alely DOAI a DQOBI lokusii asociované s celiakii (DQA1*05:01 a
DQB1*02:01), pozice 5 — interni standard o velikosti 429 bp, pozice 1 - 4 a 6 - 23 interni standard o velikosti
1070 bp, NK — negativni kontrola a M — 100 bp velikostni marker.

Hodnoceni: 2,12,13,14,15,18 -> s predispozci (DQS)

Obr. 13 — Fotografie gelu — nalezeny alely DOQAI a DQBI lokusii asociované s celiakii (DQA1*03:01 a
DQB1*03:01), pozice 5 — interni standard o velikosti 429 bp, pozice 1 - 4 a 6 - 23 interni standard o velikosti
1070 bp, NK — negativni kontrola a M — 100 bp velikostni marker.
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Hodnoceni: 1,2,5,6,12,13,14,15,18,19 -> s predispozici (DQ2,DQ8)

Obr. 14 — Fotografie gelu — nalezeny alely DQAL a DQBL lokusii asociované s celiakii (DQA1%*05:01,

DQB1*02:01, DQA1*03:01 a DQB1*03:01), pozice 5 — interni standard o velikosti 429 bp, pozice I - 4 a 6 - 23

interni standard o velikosti 1070 bp, NK — negativni kontrola a M — 100 bp velikostni marker.

Vyhodnoceni vzorkii:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 6 vzorku s predispozici DQ2
e 2 vzorky s predispozici DQS
e 2 vzorky s obéma predispozicemi DQ2 i DQS

Z 10 negativnich vzorku:

e 10 vzorki s negativnim nalezem

Z 20 neznamvch vzorku:

e 5 vzorkl s predispozici DQ2
e 1vzorek s predispozici DQS

e 14 vzorki s negativnim nalezem
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4.2 Stanoveni specifickych protilatek pro celiakii

Po vysetieni genetické predispozice k celiakii nasledovalo stanoveni specifickych protilatek:

Protilatky proti tkaiiové transglutaminéaze ve tfidach IgA a IgG
Protilatky proti endomysiu ve tiid¢ IgA a IgG
Protilatky proti gliadinu ve tfidach IgA, IgE a IgG

Protilatky proti deamidovanému gliadinu ve tiidé IgA a IgG

Vyhodnoceni testovanych vzorkl uvedeno v Ptiloze 4 a 5.

4.2.1 VySetieni protilatek proti tkafiové transglutaminaze ve tridé IgA a IgG

Pouzita metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - semikvantitativni stanoveni.

Postup odec¢tu: Byla méfena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky
pii vinové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou
630 nm.

Interpretace testu: Vypoctem byl stanoven index pozitivity (absorbance vzorku /
pruméré absorbance CUT-OFF). Index pozitivity mensi nez 0,8 je povazovan za
negativni vysledek, mezi 0,8 — 1,2 je vysledek povaZovéan za hrani¢ni a vétsi nez 1,2 za

pozitivni vysledek.

Hodnoceni kvality pouZzité komercni soupravy — hodnotici parametry:
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Absorbance nulového standardu (blanc) ma byt mensi nez 0,4.
Absorbance negativni kontroly ma byt nizsi nez 0,8.

Absorbance pozitivni kontroly ma byt vyssi nez 1,2.

Protilatky IgA | Protilatky IgG

Kontroly| OD |Kontroly| OD
BL 0,105 BL 0,135
NK 0,206 NK 0,178
CO 0524, CO |0,49
CO 0,537 CO 0,485
PK 1,894 PK 1,792

Tab. ¢. 5 - Parametry kontroly kvality komercni soupravy protildtek proti tkanové
transglutaminaze ve tride IgA a 19G vyhoveély ve vsech parametrech (modre zbarveny

hodnocené hodnoty)



Externi hodnoceni kvality bylo opakované uspésné. Vsechny parametry kvality byly

Vv poradku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorku:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfid¢ IgA
e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzorku:

e 10 vzorka s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 neznamvch vzorku:

e 20 vzorku s negativnim vysledkem protilatek

4.2.2 VySetieni protilatek proti endomysiu ve tfidach IgA a IgG

e Pouzitd metoda: Metoda neptimé imunofluorescence (popis kap. 2.5.2) - kvalitativni

stanoveni.

e U fluorescen¢nich metod se kalibrace neprovadi.

Hodnoceni kvality pouZzité komeréni soupravy — hodnotici parametry:

e Negativni kontrola — negativni fluorescence.

e Pozitivni kontrola — pozitivni fluorescence.
Externi hodnoceni kvality bylo opakované tisp&$né.

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgA
e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzork:

e 10 vzorka s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 nezndmvch vzorku:

e 20 vzorku s negativnim vysledkem protilatek
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4.2.3 VySetieni protilatek proti gliadinu ve tridé IgA a IgG

Pro stanoveni protilatek byly vybrany soupravy tfi firem:

e Komer¢ni souprava 1. Biogema, vyrobné druzstvo

e Komeréni souprava 2: BL Diagnostika GmbH

e Komeréni souprava 3: TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.

U kvantitativnich metod jsou kalibrac¢ni kiivky, spojnice trendu a jeji rovnice, ze které byla
vypocitana koncentrace protilatek, uvedeny v Pfiloze 3. Vyhodnoceni testovanych vzorki

uvedeno v piiloze 5.

4.2.3.1 Test komercni soupravy 1

e Pouzitd metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - kvantitativni stanoveni.

e Postup odectu: Byla méfena intenzita zabarveni roztoku v jamkéach mikrotitracni desticky
pti vlnové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou 630 nm.

e Interpretace testu: Vytvoii se kalibracni kiivka a stanovi se koncentrace protilatek
jednotlivych vzorka (U/ml). Koncentrace protilatek mensi nez 11 U/ml je povazovan za
negativni vysledek, mezi 11 U/ml a 14 U/ml je vysledek povaZovéan za hrani¢ni a vétsi
nez 14 U/ml za pozitivni vysledek.

Hodnoceni kvality pouZzité komer¢ni soupravy — hodnotici parametry:

e Absorbance nulového standardu ma byt mensi nez 0,2.

e Absorbance nejvyssiho standardu ma byt vyssi nez 0,8.

e Koncentrace protilatek v negativni kontrole pro obé¢ tiidy ma byt mensi nez 9 U/ml.

e Koncentrace protilatek v pozitivni kontrole ma byt ve ttid¢ IgA 29+6 U/ml a ve trid¢ IgG
3246 U/ml.

Parametry kalibra¢ni kiivky Kontrola soupravy
Standard | c (U/ml) |OD (IgA) |OD (IgG) | Kontrola |c (U/ml) [OD
K1 0 0,181 0,028 Ve tride¢ IgA
K2 5 0,571 0,574 NK 2,99 0,368
K3 10 0,804 0,935 PK 34,87 1,405
K4 20 1,329 1,399 Ve trid¢ IgG
K5 40 1,677 1,672 NK 4,68 0,219
K6 160 1,763 1,751 PK 36,98 1,378

Tab. ¢. 6 — Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhovély ve vsech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)
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Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorkii:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgA
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzorku:

e 10 vzorka s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 nezndmvch vzorku:

e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG

e 16 vzorku s negativnim vysledkem protilatek

4.2.3.2 Test komercni soupravy 2

e Pouzitd metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - kvantitativni stanoveni.

e Postup odectu: byla métena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitracni desticky
pii vinové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouZit filtr s vinovou délkou 630 nm.

e Interpretace testu: Vytvoii se kalibracni kiivka a stanovi se koncentrace protilatek
jednotlivych vzorkii (U/ml). Koncentrace protilatek mensi nez 12 U/ml je povazovan za
negativni vysledek a vétSi nez 12 U/ml za pozitivni vysledek.

Hodnoceni kvality pouZzité komeréni soupravy — hodnotici parametry:

e Absorbance nulového standardu ma byt mensi nez 0,2.

e Absorbance nejvyssiho standardu ma byt vyssi nez 0,8.

e Koncentrace protilatek v negativni kontrole pro ob¢ tiidy ma byt mensi nez 12 U/ml.

e Koncentrace protilatek v pozitivni kontrole pro ob¢ tfidy ma byt 20 — 40 U/ml.
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Parametry kalibracni kiivky Kontrola soupravy
Standard | c (U/ml) | OD (IgA) [OD (IgG) |Kontrola |c (U/ml) |OD
K1 0 0,021 0,020 Ve tride¢ IgA
K2 6,3 0,307 0,357 NK 4,98 0,119
K3 12,5 0,574 0,747 PK 33,67 1,245
K4 25 1,085 1,251 Ve tridé IgG
K5 50 1,607 1,656 NK 4,69 0,219
K6 100 1,245 1,785 PK 36,98 1,378

Tab. ¢. 7 — Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhovély ve vSech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgA
e 4vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzork:

e 10 vzorki s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 neznamych vzorku:

e 3vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG

e 17 vzorki s negativnim vysledkem protilatek

4.2.3.3 Test komercni soupravy 3

e Pouzitd metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - semikvantitativni stanoveni.

e Postup odectu: Byla méfena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitraéni desticky

pti vinové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou 630 nm.

e Interpretace testu: Vypoctem se stanovi index pozitivity (absorbance vzorku / primérna

absorbance CUT-OFF). Index pozitivity mensi nez 0,9 je povazovan za negativni
vysledek, mezi 0,9 — 1,1 je vysledek povazovan za hrani¢ni a vétsi nez 1,1 za pozitivni

vysledek.
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Hodnoceni kvality pouzité komercni soupravy — hodnotici parametry:
e Absorbance nulového standardu (blanku) ma byt mensi nez 0,150.
e Primérna absorbance CUT-OFF vrozsahu 0,200 — 0,600 a vétSi nez absorbance
negativni kontroly.
e Absorbance negativni kontroly pro ob¢ tfidy ma byt mensi nez 0,200.
e Absorbance pozitivni kontroly pro obé tfidy ma byt vétsi nez 1,5 nasobek primeérné

absorbance CUT-OFF.

Ve tfidé IgA Ve tridé¢ I1gG
Kontroly |OD | Kontroly | OD
BL 0,006 |BL 0,017
NK 0,073 INK 0,095
CcoO 0,532 |CO 0,495
CcoO 0,536 |CO 0,502
PK 2,007 |PK 1,842

Tab. ¢. 8 - Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhovély ve v§ech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorki:

e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tiideé IgA
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzorku:

e 10 vzorki s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 nezndmvch vzorku:

e 3 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tiid¢ IgG

e 17 vzorku s negativnim vysledkem protilatek
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4.2.4 VySetieni protilatek proti deamidovanému gliadinu ve tfidach IgA a IgG

Pro stanoveni protilatek byly vybrany sety tii firem:

Komer¢ni souprava 4: Biogema, vyrobné druzstvo
Komeréni souprava 5: Generic Assays GmbH

Komeréni souprava 6: TEST-LINE, Clinical Diagnostics, spol. s r.o.

U kvantitativnich metod jsou kalibracni kiivky, spojnice trendu a jeji rovnice, ze které byla

vypocitana koncentrace protilatek, uvedeny v Pfiloze 3. Vyhodnoceni testovanych vzorki

uvedeno v piiloze 5.

4.2.4.1 Test komercni soupravy 4

Pouzita metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - kvantitativni stanoveni.

Postup odectu: Byla métena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitracni desticky
pti vlnové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou 630 nm.
Interpretace testu: Vytvoii se kalibraéni kiivka a stanovi se koncentrace protilatek
jednotlivych vzorka (U/ml). Koncentrace protilatek mensi nez 13 U/ml je povazovan za
negativni vysledek, mezi 13 U/ml a 15 U/ml je vysledek povazovan za hrani¢ni a vétsi

nez 15 U/ml za pozitivni vysledek.

Hodnoceni kvality pouZzité komer¢ni soupravy — hodnotici parametry:
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Absorbance nulového standardu ma byt mensi nez 0,1.

Absorbance nejvyssiho standardu ma byt vyssi nez 0,8.

Koncentrace protilatek v negativni kontrole pro obé tfidy ma byt mensi nebo rovna
9 U/ml.

Koncentrace protilatek v pozitivni kontrole ma byt ve tiidé IgA 29+6 U/ml a ve tfidé IgG
3246 U/ml.



Parametry kalibracni kiivky Kontrola soupravy
Standard | c (U/ml) | OD (IgA) [OD (IgG) |Kontrola |c (U/ml) |OD
K1 0 0,020 0,018 Ve tride¢ IgA
K2 5 0,067 0,133 NK 6,35 0,078
K3 10 0,091 0,216 PK 32,97 0,254
K4 20 0,173 0,388 Ve tridé IgG
K5 40 1,335 0,524 NK 1,37 0,052
K6 160 1,084 1,391 PK 36,50 0,508

Tab. ¢. 9 — Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhovély ve vSech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgA
e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzork:

e 10 vzorki s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 neznamych vzorku:

e 20 vzorki s negativnim vysledkem protilatek

4.2.4.2. Test komercni soupravy 5

e Pouzita metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - kvantitativni stanoveni.

e Postup odectu: Byla méfena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitraéni desticky
pii vlnové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou 630 nm.

e Interpretace testu: Vytvoii se kalibracni kiivka a stanovi se koncentrace protilatek
jednotlivych vzorkli (U/ml). Koncentrace protilatek mensi nez 10 U/ml je povazovan za
negativni vysledek, mezi 10 U/ml a 15 U/ml je vysledek povazovan za hranicni a veétsi
nez 15 U/ml za pozitivni vysledek.

Hodnoceni kvality pouzité komeréni soupravy — hodnotici parametry:

e Absorbance standardu 1 ma byt mensi nebo rovna 0,5.
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Absorbance standardu 4 ma byt vyssi nez 1,2.
Koncentrace protilatek v negativni kontrole pro obé¢ tfidy ma byt mensi nez 10 U/ml.

Koncentrace protilatek v pozitivni kontrole vyssi nez 15 U/ml.

Parametry kalibra¢ni kiivky Kontrola soupravy
Standard | c (U/ml) |OD (IgA) |OD (lIgG) | Kontrola |c (U/ml) |OD
K1 1 0,015 0,012 Ve tride¢ IgA
K2 10 0,537 0,455 NK 4,19 0,432
K3 30 1,291 1,112 PK 59,86 1,389
K4 100 1,710 1,644 Ve tride IgG
K5 300 1,792 1,777 NK 4,34 0,387

PK 23,84 0,989

Tab. ¢. 10 — Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhoveély ve viech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorki:

4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve téidé IgA

2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tfidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzorku:

10 vzorkt s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 nezndmvch vzorku:

20 vzorkl s negativnim vysledkem protilatek

4.2.4.3 Test komercni soupravy 6
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Pouzita metoda: ELISA (popis v kap. 2.5.1) - semikvantitativni stanoveni.

Postup odectu: Byla méfena intenzita zabarveni roztoku v jamkach mikrotitraéni desticky
pii vinové délce 450 nm. Jako referencni filtr byl pouzit filtr s vinovou délkou 630 nm.
Interpretace testu: Vypoctem se stanovi index pozitivity (absorbance vzorku / primérna

absorbance CUT-OFF). Index pozitivity mensi nez 0,9 je povazovan za negativni



vysledek, mezi 0,9 — 1,1 je vysledek povazovan za hrani¢ni a vétsi nez 1,1 za pozitivni
vysledek.
Hodnoceni kvality pouzité komeréni soupravy — hodnotici parametry:
e Absorbance nulového standardu (blanku) mé byt mensi nez 0,150.
e Prumérna absorbance CUT-OFF vrozsahu 0,200 — 0,600 a vétsi nez absorbance
negativni kontroly.
e Absorbance negativni kontroly pro ob¢ tfidy ma byt mensi nez 0,200.
e Absorbance pozitivni kontroly pro ob¢ tiidy je vétsi nez 1,5 ndsobek pramérné

absorbance CUT-OFF.

Ve tiide IgA | Ve tride IgG
Kontroly|OD | Kontroly | OD
BL 0,010 |BL 0,014
NK 0,087 |NK 0,075
CO 0,365 |CO 0,440
CO 0,369 |CO 0,448
PK 1,467 |PK 1,571

Tab. ¢. 11 - Parametry kontroly kvality komercni soupravy vyhovély ve vsech parametrech

(modre zbarveny hodnocené hodnoty)

Vsechny parametry kvality byly v pofadku a souprava je vhodna pro stanoveni.

Vyhodnoceni vzorki:

Z 10 pozitivnich vzorku:

e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgG
e 4 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek ve tfidé IgA
e 2 vzorky s pozitivnim vysledkem protilatek v obou tiidach IgA a IgG

Z 10 negativnich vzork:

e 10 vzorka s negativnim vysledkem protilatek

Z 20 neznamych vzorku:

e 20 vzorku s negativnim vysledkem protilatek
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4.3 Hodnoceni

Porovnani vySetfeni na stanoveni protilatek proti gliadinu a proti deamidovanému gliadinu

e Vsechny testované komer¢ni soupravy vyhovély kontrolam kvality a je mozné je pouzit

k diagnostice celiakie.

e Vevysledcich testl komer¢nich souprav na stanoveni specifickych protilatek proti

gliadinu a deamidovanému gliadinu ve tfidach IgA a IgG je patrna vyssi senzitivita a

specifita komer¢nich souprav na stanoveni protilatek proti deamidovanému gliadinu v

obou tfidach imunoglobulini. Komer¢ni soupravy na stanoveni protilatek proti gliadinu

vykazuji vys$i nespecifickou pozitivitu protilatek v obou tfidach imunoglobulini —

vyraznéji ve tfideé IgG. (viz. Tab. €. 12 a Graf ¢. 1 a 2).

Celkovy Protilatky proti gliadinu Protilatky proti deamidovanému gliadinu

pocet IgA IgG IgA IgG

vzorkli | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni
40 32 8 30 10 34 6 34 6

Tab. ¢. 12 — Srovnani podle poctu pozitivnich a negativnich vysledkii v jednotlivych testech

(vysledky vychazi z Prilohy 5) a grafické srovndni v Priloze 6

Pti 1écbé bezlepkovou dietou zpravidla protilatky klesaji (mohou klesnout az pod hladinu

detekce) a pii dlouhodobéj$im a spravném dodrZzovani diety mohou testy vykdzat negativni

vysledek.

e Zvysledkii uvedenych v Pfiloze

5 je wvidét,

zZe

vSechny

testované

vzorky

s diagnostikovanou celiakii vykazuji pozitivni protilatky proti gliadinu a proti

deamidovanému gliadinu ve tfidé IgA nebo ve tfidé¢ IgG. Vyjma vzorkd védomé

porusujicich bezlepkovou dietu, maji pozitivni protilatky v obou podtiidach, tedy IgA i

IgG. Lze tedy s jistotou tvrdit, ze u vSech 10 vzorku s diagnostikovanou celiakii byl ve

stravé obsazen lepek.
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Grafické srovnani vysledki:

Srovnani vysledka stanoveni protilatek proti gliadinu a deamidovanému gliadinu

Index pozitivity

12345678 91011121314151617 181920212223 24252627 2829 30313233 34353637383940
Cislo vzorku

Graf'¢. 1 — Srovnani vysledkii stanoveni protilatek proti gliadinu a deamidovanému gliadinu ve tiide
IgA (modra rada — komercni souprava 3 a cervend rada — komercni souprava 6). V zeleném poli se
nalézaji negativni vysledky, v Sedém poli vysledky hranicni a ve svétle cerveném poli pozitivni

vysledky.

Srovnani vysledka stanoveni protilatek proti gliadinu a deamidovanému gliadinu
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123456 78 91011121314151617 181920212223 24252627 2829 30313233 34353637 383940
Cislo vzorku

Graf'¢. 2 — Srovnani vysledkii stanoveni protilatek proti gliadinu a deamidovanému gliadinu ve tride
IgG (modra rada — komercni souprava 3 a ervend rada — komercni souprava 6). V zeleném poli se
nalézaji negativni vysledky, v Sedém poli vysledky hranicni a ve svétle cerveném poli pozitivni

vysledky.
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Porovnat zavislost vyskytu protilatek proti tkanové transglutamindze a deamidovanému

gliadinu.

Po srovnani vysledkt stanoveni protilatek proti tkanové transglutamindze a deamidovanému

gliadinu byla zjiSténa shoda ve vSech stanovovanych vzorcich (viz. Tab.

Graf ¢. 3a4).

¢. 13 a

Celkovy | Protilatky proti tkanové transglutamindze | Protilatky proti deamidovanému gliadinu
pocet IgA 19G IgA 19G

vzorkll | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni
40 34 6 34 6 34 6 34 6

Tab. ¢. 13 — Srovnani podle poctu pozitivnich a negativnich vysledkii v jednotlivych testech

(vysledky vychazi z Prilohy 4 a Prilohy 5) a grafické srovnani v Priloze 6

Tento vysledek potvrzuje tvrzeni, e modifikace nativnich gliadini deamidaci na

imunologicky reaktivni deamidovany gliadin, kterd je zprostiedkovana aktivitou enzymu

tkanova translutaminaza, je platna.

Podminkou tvrzeni je pfitomnost gliadinu ve stravé a senzitivni organismus.

Nativni gliadin

v

Pozitivni

protilatky proti

gliadinu
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Tkainova

transglutaminaza

\ 4

Deamidovany

gliadin

Pozitivni protilatky

proti tkanové

transglutaminaze

v

Pozitivni protilatky

gliadinu

proti deamidovanému

Diagram ¢. 1 — Tvorba protilatek




Grafické srovnani vysledki:

Srovnani vysledka stanoveni protilatek proti tkafiové transglutaminazea deamidovanému
gliadinu

Index pozitivity

123456 78 91011121314151617 181920212223 24252627 2829 3031 3233 34353637 383940
Cislo vzorku

Graf ¢. 3 — Srovnani vysledkii stanoventi protilatek proti tkanové transglutamindze a deamidovanému
gliadinu ve trideé IgA (modra rada — komercni souprava 6 a cervend rada — protilatky proti thkanové
transglutamindze). V zeleném poli se nalézaji negativni vysledky, v Sedém poli vysledky hranicni a

ve svétle cerveném poli pozitivni vysledky.

tkafiové transglutaminazea deamidovanému

Srovnani vysledka stanoveni protilatek proti

Index pozitivity
=5

0.4

123456 78 91011121314151617 181920212223 24252627 2829 30313233 34353637 383940
Cislo vzorku

Graf ¢. 4 — Srovnani vysledkii stanoveni protilatek proti tkanové transglutamindze a deamidovanému
gliadinu ve tridé IgG (modra fada — Komercni souprava 6 a cervend rada — protilatky proti tkanové
transglutaminaze). V zeleném poli se nalézaji negativni vysledky, v Sedém poli vysledky hranicni a

ve svétle cerveném poli pozitivni vysledky.
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Pti 1écbé bezlepkovou dietou zpravidla protilatky klesaji (mohou klesnout az pod hladinu
detekce) a pii dlouhodobéj$im a spravném dodrzovéani diety mohou testy vykazat negativni
vysledek.

o Zvysledki uvedenych v Pfiloze 5 je wvidét, ze vsSechny testované vzorky
s diagnostikovanou celiakii vykazuji pozitivni protilatky proti gliadinu a proti
deamidovanému gliadinu ve tifid¢ IgA nebo ve tfidé IgG. Vyjma vzorki védome
porusujicich bezlepkovou dietu, maji pozitivni protilatky v obou podtiidach, tedy IgA i
IgG. Lze tedy s jistotou tvrdit, ze u vSech 10 vzorkl s diagnostikovanou celiakii byl ve

stravé obsazen lepek.

Ve tfech neznamych vzorcich byla zjisténa ptitomnost IgE protilatek proti gliadinu a Ize ji

klasifikovat jako alergii na gliadin (dle Tab. ¢. 16).

U Sesti neznamych vzorkd byla zjiSténa geneticka predispozice k celiakii. Protilatky proti

celiakii byly negativni. Lze je tedy vyhodnotit jako pacienty s potencialni celiakii.
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5 ZAVER
V teoretické cCasti byla zhodnocena problematika celiakie, jeji prevalence, etiopatogeneze,

imunopatogeneze, diagnostika a Iécba.

eV Ceské republice je odhadovan pocet celiakll na étyficet az padesat tisic obyvatel (1:200
az 1:250). Piedpoklada se, ze je dispenzarizovano a diagnostikovano ptiblizné 15%

z celkového poc¢tu nemocnych. Byly popsany klinické formy a projevy celiakie.

e Byl popsan rozdil mezi celiakii a alergii na lepek.

e Byl popsan metodicky pokyn Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky — Cileny
screening celiakie, ktery pfispél ke stanoveni spravné diagnézy pacientl s celiakii

ambulantnimi specialisty a praktickymi lékafi.

e Byla popsana etiopatogeneze celiakie. Ke vzniku tohoto onemocnéni musi byt splnény
dvé podminky: Pfitomnost gliadinu ve stravé a senzitivni organismus. Celiakie je

geneticky podminéné chronické autoimunitni onemocnéni.

e Byly rozebrany moZnosti diagnostiky celiakie a doporu¢eni ESPGHAN a NASPGHAN.
V piipadé podezieni na celiakii nebo v rdmci screeningu je u pacienta provedena biopsie
sliznice tenkého stfeva, genetické vySetfeni a imunologické stanoveni specifickych

protilatek v séru.

e Byly popsany jednotlivé protilatky stanovované pii podezieni na celiakii a jednotlive

metodiky, které se v této diagnostice vyuzivaji.

e Byla popsédna v soucasné dobé¢ jedind moznost 1écby — dodrzovani bezlepkové diety. Byly

rozebrany legislativni poZadavky tykajici se mnozstvi a oznaceni lepku v potravinach.

e Byla vypocitana nakladnost bezlepkové diety oproti bézné stravé na jednu osobu.
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V experimentalni ¢asti bylo vybrano ctyficet vzorku (10 s diagnostikovanou celiakii, 10

s vylou¢enou diagnoézou celiakie a 20 neznamych vzorkl) a na zakladé¢ dotazniku

s informovanym souhlasem byly dale zpracovany.

U vsech vzorkt bylo provedeno genetické vySetieni celiakie a stanoveni protilatek proti
tkanové transglutaminaze, endomysiu, gliadinu, deamidovanému gliadinu ve tfid¢ IgA a

IgG a protilatky proti gliadinu ve tfidé IgE.

U vSech testl byly vyhodnoceny kontrolni parametry (validita testi). U kvantitativnich
metod vytvoreny kalibracni kiivky, byly prolozeny spojnici trendu a stanovena jeji
rovnice, ze které se nasledné vypocitala koncentrace protilatek. U semikvantitativnich

metod byly vypocitany indexy pozitivity z podilu hodnoty absorbance vzorku a primérné

hodnoty CUT-OFF.

Bylo provedeno porovnani vySetfeni protilatek proti gliadinu a deamidovaného gliadinu.
(srovnavacim prvkem byla jiz zavedena metoda na stanoveni protilatek proti tkanové
transglutaminaze). Byla zjiSténa vyS$i senzitivita a specifita souprav na stanoveni

protilatek proti deamidovanému gliadinu v obou tfidach.

Byla porovnana zavislost vyskytu protilaitek proti tkanové transglutaminaze a

deamidovanému gliadinu - byla zji$téna shoda ve vSech stanovovanych vzorcich.

Na zaklad¢ téchto méfeni a po nasledném vyhodnoceni vysledkl bylo rozhodnuto vedenim

laboratote, ze Alergologicka a imunologicka laboratof IFCOR-99, s.r.o. v Blansku bude

provadét vySetieni protilatek proti deamidovanému gliadinu.

Na zaklad€ porovnani parametrii kvality, vyhodnoceni vysledki stanoveni, interpretaci a ceny

souprav Set 4, Set 5 a Set 6 bylo dale rozhodnuto vedenim laboratofe, Ze stanoveni

protilatek proti deamidovanému gliadinu bude v laboratofi provadéno na soupravach
Set 6.

58



6 PRILOHY

Priloha 1

Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 41/2009

Na 31. zasedani Komise pro Codex Alimentarius, které se konalo v terminu 30. ¢ervna 2008 —
4. &ervence 2008 v Zenevé, byla piijata norma pro potraviny pro zvlastni vyzivu osob s
nesnaSenlivosti lepku s cilem umoznit t€émto osobam nalézt na trhu rozmanité potraviny
odpovidajici jejich potiebam a jejich citlivosti na lepek. Tento kodex byl zohlednén pii tvorbe
tohoto nafizeni.

Nafizeni se v Clanku 3 vénuje sloZeni a oznaovani potravin vhodnych pro osoby
s nesnasenlivosti lepku:

Potraviny pro osoby s nesndSenlivosti lepku, jez sestavaji z jedné nebo vice slozek
vyrobenych z pSenice, Zita, jemene, ovsa nebo jejich kiizencii, které byly specidlné
zpracovany tak, aby v nich byl sniZzen obsah lepku, nebo tyto slozky obsahuji, nesmi
obsahovat vice nez 100 mg/kg lepku v potraving€ ve stavu, v némz je prodavana kone¢nému
spotiebiteli. Pfi oznacovani takovychto vyrobku, jejich obchodni upravé a v souvisejici
reklamé se uvede vyraz ,,velmi nizky obsah lepku®.

Vyraz ,,bez lepku* 1ze uvést pouze tehdy, pokud obsah lepku v potraviné ve stavu, v némz je
prodavana konecnému spotiebiteli, ¢ini nejvyse 20 mg/kg.

Oves obsazeny v potravindch pro osoby s nesnaSenlivosti lepku musi byt specialné vyroben,
pfipraven a/nebo zpracovan tak, aby bylo zamezeno kontaminaci pSenici, Zitem, jemenem

nebo jejich k¥izenci, pficemz obsah lepku v ovsu nesmi byt vyssi nez 20 mg/kg. [36, 38]

Vyhlaska €. 35/2012 Sb.
Tato vyhlaska zpracovava ptislusné piedpisy Evropské unie a upravuje v nadvaznosti na ptimo
pouzitelné ptedpisy Evropské unie druhy potravin pro zvlastni vyzivu, pozadavky na
zdravotni nezavadnost potravin urcenych pro zvlastni vyzivu, jejich sloZeni, oznacovani a
podminky a zpusob jejich pouziti [37]:
e Smérnice Rady 92/52/EHS ze dne 18. Cervna 1992 o pocatecni a pokracovaci
kojenecké vyziveé uréené pro vyvoz do tietich zemi
e Smérnice Komise 96/8/ES ze dne 26. unora 1996 o potravinach pro nizkoenergetickou
vyzivu ke snizovani hmotnosti
e Smérnice Komise 1999/21/ES ze dne 25. biezna 1999 o dietnich potravinach pro
zvlastni 1écebné ucely
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Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/13/ES ze dne 20. bfezna 2000 o
sblizovani pravnich ptedpist Clenskych stati tykajicich se oznaCovani potravin, jejich
obchodni Upravy a souvisejici reklamy

Smérnice Komise 2006/125/ES ze dne 5. prosince 2006 o obilnych a ostatnich
ptikrmech pro kojence a malé déti

Smeérnice Komise 2006/141/ES ze dne 22. prosince 2006 o pocatecni a pokracovaci
kojenecké vyzivé a o zméné smérnice 1999/21/ES

Smeérnice Komise 2007/29/ES ze dne 30. kvétna 2007, kterou se méni smérnice
96/8/ES, pokud jde o oznacovani, reklamu a obchodni Upravu potravin pro
nizkoenergetickou vyzivu ke snizovani hmotnosti

Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/39/ES ze dne 6. kvétna 2009 o
potravinach urcenych pro zvlastni vyzivu

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 ze dne 20. prosince 2006 o
vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pti oznacovani potravin

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1925/2006 ze dne 20. prosince 2006 o
pfidavani vitaminli a mineralnich latek a nékterych dalSich latek do potravin

Natizeni Komise (ES) €. 1609/2006 ze dne 27. fijna 2006, kterym se na obdobi dvou
let povoluje uvedeni na trh pocatecni kojenecké vyZzivy na bazi hydrolyzath
syrovatkovych bilkovin ziskanych z bilkovin kravského ml¢ka

Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny

Naftizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007 ze dne 5. prosince 2007, kterym se méni nafizeni
(ES) €. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny

Natizeni Komise (ES) ¢. 41/2009 ze dne 20. ledna 2009 o slozeni a oznacovani
potravin vhodnych pro osoby s nesnasenlivosti lepku

Natizeni Komise (ES) €. 953/2009 ze dne 13. fijna 2009 o latkach, které mohou byt

pro zvlastni vyzivové ucely ptidavany do potravin pro zvlastni vyzivu



Priloha 2

Hodnoceni pozic rozdélenych fragmenti a mozné interpretace vysledki a uvadénych

komentait v piipadé pfitomnosti / nepfitomnosti specifickych PCR fragmentti v drahach

(klicové alely asociované s predispozici k celiakii jsou vyznaceny tu¢né):

1. 1,5,6,19 -> DRB1*03 — DQA*05:01 — DQB*02:01 (DQ2 typ)

Vysledek DQ2 pozitivni
U pacienta byly nalezeny alely DQA1 a DQBI1 lokusti asociované s
celiakii.

Komentar Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni

celiakie. Diagnézu je potieba potvrdit stanovenim protilatek ¢i

dal$imi diagnostickymi postupy.

2. 3,4,6,7,9,10,11, (15), 17, 23 -> DRB1*07 — DQA1*02:01 — DQB1*02:02
DRB1*11 - DQAL* 05:05 — DQB1*03:01 (DQ2 typ)

Vysledek DQ?2 pozitivni
U pacienta byly nalezeny alely DQA1 a DQBI lokusti asociované s
celiakii.

Komentat | Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie.

Diagnézu je potfeba potvrdit stanovenim protilatek ¢i  dalSimi

diagnostickymi postupy.

3. 2,12,13, 14, 15, 18 -> DRB1*04 - DQA1*03:01 — DQB1*03:02 (DQ8 typ)

Vysledek DQS8 pozitivni
U pacienta byly nalezeny alely DQA1 a DQBI lokusi asociované s
celiakii.

Komentat | Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie.

Diagnézu je potieba potvrdit stanovenim protilatek ¢i  dalSimi

diagnostickymi postupy.
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4. 3,6,7,17 -> DRB1*07 — DQA1*02:01 — DQB1*02:02 (DQ2 typ S mirnou predispozici)

Vysledek DQ2 pozitivni
Ptitomnost haplotypu DQA1*0201/DQB1*0202. Nalezeny genotyp je
asociovan s mirnym rizikem celiakie.

Komentat | Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie.

Diagnézu je potieba potvrdit stanovenim protilatek ¢i  dalSimi

diagnostickymi postupy.

5. 4,9, 10, 11, (15), 23 -> DQA1*05:05 — DQBI1*xx:xx (DQ2 typ ojedinéle asociovan

s predispozici k celiakii)

Vysledek DQ2 pozitivni
U pacienta byl detekovan genotyp (pfitomnost alely DQA1*0505), ktery
je v ojedinélych ptipadech asociovén s diagnozou celiakie.

Komentat | Upozornéni: Tento vysledek nelze interpretovat jako potvrzeni celiakie.

Diagnézu je potieba potvrdit stanovenim protilaitek ¢i1  dalSimi

diagnostickymi postupy.

6. Pritomnost specifickych fragmenti, které neodpovidaji vySe uvedenym kombinacim,
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pfip. nepfitomnost jakychkoli specifickych PCR fragmentd.

Vysledek DQ2 negativni a/nebo DQS8 negativni

U pacienta nebyly nalezeny alely DQA1 a DQB1 lokust asociované s
Komentar

celiakii. Vysledek s vysokou pravdépodobnosti tuto diagnézu vylucuje.
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Obr. 15 — Interpretace gelu elektroforézy




Priloha 3

Kalibraé¢ni kiivky, spojnice trendu a jeji rovnice:
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Graf'¢. 5 — Kalibracni krivka komercni soupravy 1 ve tride 1gA
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Graf ¢. 6 — Kalibracni krivka komercni soupravy ve tride IgG



e Pro komer¢ni soupravu 2

Kalibrac¢ni kfivka komer¢ni soupravy 2 ve tiidé IgA
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Graf ¢. 1 — Kalibracni kiivka komercni soupravy 2 ve tride IgA
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Graf ¢. 8 — Kalibracni krivka komercni soupravy 2 Ve tride IgG
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Pro komer¢ni soupravu 4
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Graf ¢. 10 — Kalibracni krivka komercni soupravy 4 ve tride IgG
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Graf'¢. 12 — Kalibracni krivka komercni soupravy 5 ve tride IgG
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Priloha 4

Hodnoceni vysledku:

e Genetického vysetieni

e Stanoveni protilatek proti tkanové transglutaminaze a endomysiu

e IgE protilatek na gliadin (vylouceni alergie na gliadin)

Genetické Protil{atvky Proti Protilatky Alergie
T tkanové proti na
Identifikace vysetreni transglutaminaze | endomysiu gliadin
Hodnoceni Index pozitivity | Hodnoceni polgi?i?/);ty
Vzorek | Pohlavi Celiakie: DQ-2 | DQ-8 IgA IgG IgA | 1gG IgE
1 Zena Diagnostikovana + - 0,15 2,15 - + <0,10
2 Zena Diagnostikovana - + 0,24 1,84 - + <0,10
3 Zena Diagnostikovana + - 0,29 1,76 - + <0,10
4 Zena Diagnostikovana + + 4,46 0,26 + - <0,10
5 Muz | Diagnostikovana + + 2,44 0,32 + - <0,10
6 Muz | Diagnostikovana + - 2,15 0,39 + - <0,10
7 Muz | Diagnostikovana - + 3,25 2,15 + + <0,10
8 Zena Diagnostikovana + 2,11 0,24 + - <0,10
9 Muz | Diagnostikovana + - 0,52 1,54 - + <0,10
10 Muz | Diagnostikovana + - 1,65 2,07 + + <0,10

Tab. ¢. 14 — Hodnoceni vzorkii s diagnostikovanou celiakii (Cervené zabarveny pozitivni

vysledky , - negativni vysledek a + pozitivni vysledek)

Identifikace vysettent transglutaminaze | endomysiu gliadin
. Index pozitivity | Hodnoceni In_d_e>§
Hodnoceni pozitivity
Vzorek | Pohlavi Celiakie: DQ-2 | DQ-8 IgA IgG IgA | 1gG IgE

11 Muz Vyloucena - - 0,15 0,25 - - <0,10
12 Muz Vyloucena - - 0,12 0,24 - - <0,10
13 Zena Vyloucena - - 0,32 0,26 - - <0,10
14 Zena Vyloudena - - 0,13 0,31 - - <0,10
15 Muz Vyloucena - - 0,24 0,17 - - <0,10
16 Muz Vylou¢ena - - 0,19 0,52 - - <0,10
17 | Zena Vyloug¢ena - - 0,21 0,18 - - <0,10
18 Zena Vyloucena - - 0,42 0,24 - - <0,10
19 Zena Vyloudend - - 0,25 0,34 - - <0,10
20 Zena Vyloucena - - 0,47 0,29 - - <0,10

Tab. ¢. 15 — Hodnoceni vzorkii s vyloucenou diagnozou celiakie (¢ervené zabarveny pozitivni
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vysledky , - negativni vysledek a + pozitivni vysledek)




Genetické Protile:ltvky Proti Protiléj[ky Alergie
T tkanové proti na
Identifikace vysettent transglutaminaze | endomysiu gliadin
Hodnoceni Index pozitivity | Hodnoceni pOIQi?ie\;;ty
Vzorek | Pohlavi Celiakie: DQ-2 |DQ-8| IgA [o]€ IgA | 19G IgE
21 Zena Neznamy vzorek - - 0,32 0,37 - - <0,10
22 Zena Neznamy vzorek - - 0,36 0,28 - - <0,10
23 Muz | Neznamy vzorek - - 0,24 0,34 - - <0,10
24 Muz | Neznamy vzorek - - 0,61 0,29 - - <0,10
25 Zena Neznamy vzorek + - 0,54 0,21 - - <0,10
26 Muz | Neznamy vzorek - + 0,37 0,18 - - <0,10
27 Zena Neznamy vzorek - - 0,29 0,36 - - <0,10
28 Zena | Neznamy vzorek - - 0,19 0,59 - - <0,10
29 Zena Neznamy vzorek + - 0,12 0,61 - - <0,10
30 Zena | Neznamy vzorek - - 0,37 0,18 - - <0,10
31 Zena Neznamy vzorek - 0,39 0,27 - - <0,10
32 Zena Neznamy vzorek - - 0,17 0,74 - - <0,10
33 Muz | Neznamy vzorek + - 0,27 0,65 - - <0,10
34 Zena Neznamy vzorek + - 0,37 0,18 - - <0,10
35 Zena | Neznamy vzorek - - 0,33 0,59 - - <0,10
36 Zena Neznamy vzorek + - 0,29 0,18 - - <0,10
37 Zena | Neznamy vzorek - - 0,16 0,37 - - <0,10
38 Zena Neznamy vzorek - - 0,18 0,28 - - 7,82
39 Muz | Neznamy vzorek - - 0,24 0,12 - - 15,8
40 Muz | Neznamy vzorek - - 0,31 0,28 - - 9,53

Tab. ¢. 16 — Hodnoceni neznamych vzorkii (Cervené zabarveny pozitivni vysledky , - negativni

vysledek a + pozitivni vysledek)
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Priloha 5

Hodnoceni vysledki vzorkGi a srovnani setli na stanoveni protildtek proti gliadinu a

deamidovanému gliadinu:

Protilatky proti gliadinu

Protilatky proti deamidovanému gliadinu

Identifikace Setl Set 2 Set 3 Set 4 Set5 Set 6
Koncentrace | Koncentrace Index Koncentrace | Koncentrace Index

(U/ml) (U/ml) pozitivity (U/ml) (U/ml) pozitivity

Vzorek IgA IgG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA 1gG IgA IgG | IgA | IgG
1 6,2 754 | 48 | 824|014 | 228 | 105 | 829 98 | 1258]0,16 | 1,58
2 325 | 542 | 285|563 | 125|295 | 98 92,6 85 |124,6 10,24 1,72
3 246 | 482 | 185 | 63,2 | 1,48 | 2,49 | 11,2 | 1043 | 6,2 99,2 10,69 1,42
4 18,2 6,5 | 16,2 | 11,1 | 119|035 | 285 | 11,2 | 30,6 79 |154]0,46
5 21,5 58 | 154 | 105 | 1,27 | 0,49 | 426 | 105 | 1056 | 8,3 |1,62]0,19
6 19,5 49 | 183 | 98 | 118|063 1058 | 95 |1258 | 7,9 |1,78]|0,24
7 356 |[358 242|256 | 135|219 | 984 | 1326 | 195,2 | 185,2 | 2,21 | 2,34
8 100,2 | 7,1 | 865 | 10,2 | 248 | 054 | 856 | 49 954 | 98 [215]0,21
9 4,2 658 | 82 | 725|029 | 221 | 4.1 74,2 | 3,2 96,5 |0,61| 2,25
10 985 | 248 | 785|298 | 296|195 | 91,2 | 1242 | 854 | 543 |0,71 252

Tab. ¢. 17 — Hodnoceni vzorkii s diagnostikovanou celiakii (Cervené zabarveny pozitivni

vysledky)

Protilatky proti gliadinu

Protilatky proti deamidovanému gliadinu

Identifikace Setl Set 2 Set 3 Set 4 Set5 Set 6

Koncentrace | Koncentrace Index Koncentrace | Koncentrace Index
(U/ml) (U/ml) pozitivity (U/ml) (U/ml) pozitivity
Vzorek IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG
11 49 | 8.2 85 | 102 | 015|048 | 95 | 111 | 82 | 92 | 0,12 | 0,35
12 4,2 | 5,6 6,5 98 | 025|056 | 86 | 102 | 83 | 95 | 0,15 | 0,42
13 39 | 42 | 49 89 | 016 | 049 [ 45 84 | 85| 72 | 0,21 | 0,41
14 56 | 76 | 102 | 86 | 0,18 | 0,61 | 8,6 96 | 91 | 65 | 0,25 | 0,38
15 72 | 54 | 11,1 | 93 | 0,24 | 058 | 49 9,2 74 | 54 | 0,15 | 0,51
16 8,1 | 38 95 | 10,3 | 0,46 | 0,69 | 5,9 8,7 76 | 56 | 0,21 | 0,78
17 45 | 7,2 85 | 106 | 0,21 | 0,48 | 5,8 8,9 59 | 59 | 0,11 | 0,42
18 35 | 65 7,9 94 1019|039 | 10,2 | 7,2 72 | 75 | 0,13 | 0,38
19 28 | 74 | 8,6 82 | 015|051 97 | 102 | 81 | 79 | 0,17 | 0,55
20 6,1 | 6,8 5,6 72 | 014 | 049 | 101 | 98 | 93 | 82 | 0,19 | 0,61

Tab. ¢. 18 — Hodnoceni vzorkii s vyloucenou diagnozou celiakie (Cervene zabarveny pozitivni
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vysledky)




Protilatky proti gliadinu

Protilatky proti deamidovanému gliadinu

Identifikace Setl Set2 Set 3 Set4 Set5 Set 6
Koncentrace | Koncentrace Index Koncentrace | Koncentrace Index
(U/ml) (U/ml) pozitivity (U/ml) (U/ml) pozitivity
Vzorek IgA | 19G | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG | IgA | 1gG
21 82 | 10,2 | 10,2 | 112 | 042 | 052 | 72 | 108 | 7,2 | 83 | 0,15 | 0,36
22 75 | 9,8 85 | 105|035 | 057 | 62 | 11,3 | 56 | 91 | 0,19 | 0,84
23 45 | 84 | 46 98 | 0,26 | 063 | 56 98 | 74 | 84 | 0,24 | 0,74
24 42 | 164 | 49 | 136 | 0,29 | 1,22 | 4,2 69 | 81 | 96 | 0,25 | 0,68
25 5,6 6,5 52 | 11,3 | 0,48 | 0,71 | 7,8 72 | 52 | 82 | 0,19 | 0,54
26 97 | 108 | 63 | 105 | 0,39 | 069 | 9,6 84 | 61 | 81 | 0,31 | 0,87
27 105 | 102 | 7,2 84 | 032 |051| 54 95 | 42 | 76 | 0,22 | 0,61
28 92 | 162 | 95 | 138|024 | 131 ]| 48 | 105 | 56 | 79 | 0,24 | 0,54
29 85 | 104 | 82 78 |1 021|049 | 102 | 112 | 42 | 85 | 0,29 | 0,49
30 76 | 95 | 49 85 (015|039 | 115 | 108 | 84 | 74 | 0,33 | 0,37
31 58 | 158 | 72 | 129|019 |125| 82 | 102 | 63 | 76 | 0,32 | 0,81
32 74 | 58 79 | 42 | 027 | 047 | 74 94 | 6,7 | 64 | 0,19 | 0,75
33 95 | 87 7,6 6,5 | 031|054 | 59 74 | 42 | 52 | 0,32 | 0,74
34 49 | 85 81 | 10,2 | 0,29 | 059 | 45 95 | 49 | 85 | 0,41 | 0,68
35 84 | 10,2 | 86 | 106 | 0,24 | 0,74 | 7,2 82 | 53 | 7,4 | 0,27 | 0,49
36 95 | 152 | 102 | 125 | 0,18 | 1,21 | 8,9 65 | 81 | 91 | 0,21 | 0,51
37 108 | 75 | 10,6 | 105 | 0,47 | 0,37 | 96 | 105 | 41 | 84 | 0,39 | 0,82
38 89 | 82 | 111 | 98 | 024 | 042 | 42 | 113 | 86 | 96 | 0,14 | 0,42
39 9,4 7,5 7,5 56 | 063|039 | 102 | 10,2 | 82 | 9,2 | 0,19 | 0,36
40 98 | 49 74 | 72 | 024|019 | 95 85 | 6,2 | 76 | 0,24 | 0,45

Tab. ¢. 19 — Hodnoceni neznamych vzorkii (Cervené zabarveny pozitivni vysledky)
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACP
ALT
AST

CUT-OFF (CO)

DNA
ELISA
HLA
IgA

IgE

l9G

K1 - K6
MHC
NK
PCR

PK

SSP

Th odpoveéd

Antigen prezentujici buiika
Alaninaminotransferaza
Aspartataminotransferaza

Hrani¢ni hodnota

Deoxyribonukleova kyselina
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
Human Leucocyte Antigen
Imunoglobulin A

Imunoglobulin E

Imunoglobulin G

Kalibrator 1 — Kalibrator 6 (oznaceni standardi)
Hlavni histokompatibilni komplex
Negativni kontrola

Polymerase chain reaction

Pozitivni kontrola

Sequence specific primer

Zan&tova T lymfocytarni odpovéd’
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