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Abstrakt

Ve své bakalské praci jsem se zabyvala vy®eiim celiakie v souvislosti

S osteoporozou.

Cilem této prace bylo stanoveni hladiny protilatekséru proti tkédove
transglutaminaze veide IgA a IgG u pacierit s prokazanou osteoporézou. Na zaklad
vysledki dané studie vyhodnotit mozné souvislosti osteaporé celiakie. Déle

porovnani vysledk s literarnimi udaji.

V prvni ¢asti prace jsem se zaéfila na stavajici poznatky o chorobach celiakie
a osteoporézy. U celiakie jsem nastinila histonioroby, charakteristiku onemasri.
Také jsem se zattila na diagnostiku celiakie pomoci laboratornictobxgickych tesi
ELISA. A na za¥r jsem se zminila o ¢ bezlepkovou dietou. U osteopordzy jsem

popsala jeji historii, ¥iznaky, formy, rizika a komplikace, které osteomarfiinasi.

Metodickoucast mé prace jsem provia v biochemicko-hematologické laboréto
Stafila, s. r. 0. se sidlemGeskych Budjovicich, kde jsem zadstnana. Mieni jsem
provadtla na uUseku mikrobiologie, kde se také provadi iohogicka vySeteni.
Provadla jsem screening celiakie ze séra a to stanoveotilgtek proti tkdove
transglutamindze vefité IgA a IgG metodou ELISA — sandwich. dé&ni jsem
provadtla u 58 sér paciefits diagn6zou osteopordzy. Séra jsem ziskavala @zeogo
mé vedouci prace MUDr. Marie Ladové, ktera vedeeasgickou ambulanci
v Ceskych Budjovicich. Sérologické markery celiakie jsem stan@la enzymo-
imuno analyzou na automatickém analyzatoru Nexgmir Bd firmy Test-line. V této
casti popisuji analyzator Nexgen Four, jeho speadik vlastni kontroly fistroje,
kalibrace a kontroly stanoveni. Déale popisuji pipneetody ELISA sandwich. Jde
0 nekompetetivni enzymoimunoanalyzu. Na&anéto ¢asti jsem popsala metodicky
postup prace,ifpravu pracovnich roztdka kontrol. Ripravu afedéni vzorki k analyze
a pracovni postup pro vyhodnoceni semikvantitativAi indexem pozitivity
a kvantitativni — U/ml. Dale jsem pokiavala vlastnim r&enim. U vSech krak které
jsem Ehem ngfeni provedla jsem postupovala dle standardnichadpieh postup

laboratde Stafila, s. r. o..



Vysledky mého nieni jsem zpracovala veeti ¢asti této prace. Nagrené
vysledky jsem zanesla do tabulky: kvantitativniagzeni hladiny protilatek proti tTg
IgA a IgG (U/ml) v sérech pacians prokadzanou osteoporézou. Dale jsem vypracovala
graf;_ procentudlni vyjaieni vysledk stanoveni hladiny protilatek proti tTg IgA a IgG
VvV séru u paciefits prokdzanou osteopor6zou. Do vyslelem dale zZiadila kalibr&ni
grafy pro metody tki#oveé transglutaminazy IgA a IgG a tabulky rgemych hodnot
kontrol pro tyto metody.

Z 58 zkoumanych vzotkosteoporotickych pacieinbyly 3 vzorky pozitivni, tedy
mély hodnotu hladiny protilatek tTg IgA a IgG vy3akj22 U/ml. 1 vzorek & hranini
hodnoty, to znamend, Ze¢hprotilatky proti tTg IgA a IgG v rozmezi 18 az 2Eml.
Pozitivni vysledky jsem na#tila u pacieni narozenych v roce 1976 a 1978. Hiaii
vysledek n&l pacient narozen v roce 1962. V grafu 1 jsem nar&ené hodnoty
protilatek proti tkéoveé transglutaminaze véidé IgA a IgG vyjadila procentual.
Z 58 merenych vzork byly 3 vzorky pozitivni, coz j@dstavuje 5% a 1 vzorek hrani,
coZz [edstavuje 2%. Ve své analyze jsem vychazela zpossti
zkoumaného materialu a moznosti nasi labéeatOeliakie je onemoe¢ni, kterému se

VVVVVV

s celiakii se potvrdila.

Na za¥r mé prace jsem pro zajimavost uvedl& #&azuistiky, které mi poskytla
MUDr. Ladova ze své ordinace a statistické Udajaberatde Stafila za rok 2012,

tykajici se vyséeni celiakie a s nim spojené diagndzy.



Abstract

My Bachelor’s thesis deals with the examinatioradfac disease in connection to

osteoporosis.

The aim of the thesis was to specify the level antidotes against tissue
transglutaminase in the class IgA and IgG in theireewith osteoporosis diagnosed
patients, to interpret, based on the results of shely, possible link between

osteoporosis and celiac disease as well as to gentipaoutcome with scientific data.

| focused on the present knowledge of osteopsrasd celiac disease in the first
part. As for celiac disease, | described its hystand characteristics. | also paid
attention to diagnostics of celiac disease with dksistance of laboratory serological
tests ELISA. | mentioned the free-gluten diet tneeit after that. As regards
osteoporosis, | described its history, symptomen$) perils and complications which

the disease causes.

| conducted the methodical part of my work in thechemical — haematological
laboratory Stafila where | work, with its seat iGeské Budjovice. As for
measurements, | took them in the department ofahbiotogy, where immunologic tests
are also taken. | carried out the screening ofacetlisease from serum, namely the
determination of antidotes against tissue tranagiinase in the class IgA And IgG,
with the aid of ELISA - a sandwich method. | tookasurements with 58 osteoporosis
diagnosed patients. | obtained the sera thanksetsupervisor of my thesis Mrs. Marie
Ladova, who is at the head of an osteological digpt department inCeské
Budgjovice. | stated the serological markers of celid®ease with the assistance of
enzymatic immunoanalysis conducted on automatityaeaNexgen Four, which was
provided by the firm Test-line. | describe the gmal, its specification, checking and
calibration of the gadget together with determimatchecks in this part of the thesis.
Additionally, there is described the principle bétmethod ELISA- sandwich, which is
non-competitive enzymatic immunoanalysis. At thd ehthe section there is depicted
the methodical procedure of my work, the preparatif working solutions and checks,

the preparation and dilution of samples for analyand working procedure for



semiquantitative interpretation — with positivityndex and for quantitative
interpretation— U/ml. | continued with my own meBsuents. while respecting

standard operations procedures of the laborat@fyl&ta limited liability company.

The results of my measurements are processec ithttd part of the thesis. The
acquired results are given in a table: quantitaitiverpretation of the antidote against
tTg IgA and IgG (U/ml) level in the sera of the egporosis diagnosed patients. Then |
presented a graph interpreting the proportionaitiat of the antidote against tTg IgA
and IgG levels in the sera of the osteoporosisndisgd patients. There are included
calibration graphs for tissue transglutaminase &l IgG and tables of the obtained
data of checks for the methods in the results.

3 out of the 58 examined samples of osteopordatiepts were positive, they had
the level of antibodies higher than 22 U/ml. Onelef samples had marginal figures,
which means it had the antidotes against tTg IgAIgB between 18 and 22 U/ml.
Positive results were found with patients born®7@ and 1978. A patient born in 1962
appeared to have a marginal result. The acquirditiod®@ figures against tissue
transglutaminase in the class IgA and IgG are ptegeproportionally in the graph 1. 3
out of the 58 measured samples were positive, wiaiphesents 5%, and 1 sample was
marginal, which is 2%. My analysis is based on #wailability of the examined
material and the potential of our laboratory. Geliisease is an illness which was not
paid much attention to in the past. Hypothesis abiwei link between osteoporosis and

celiac disease has been proved.

The very end of my thesis presents two intergstises provided by Dr Ladova,
who had chosen them of her patients, and stafislai@ from the laboratory Stafila

relating to the examination of celiac disease #diagnosis collected in 2012.
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Seznam pouzitych zkratek

BMC - bone mineral contents-informuje o obsahu méliev kosti
BMD - bone mineral density- informuje o kostni dighs

CaBp — calcium binding protein

Dg - diagno6za

DPG - deamidovany gliadin peptid

ELFO - elektroforéza

ELISA - enzyme immunoassay (analytickd metoda fona/eni iznych antiget)
IgA - imunoglobulin A

IgD - imunoglobulin D

IgE - imunoglobulin E

IgG - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

QCT - kvantitativni vypoetni tomografie

PTH - parathormon

RTG — rentgen

SD - sndrodatna odchylka

tTG - tk&iova transglutaminaza



Uvod

Jako téma pro svoji bakatkou praci jsem si zvolila vySeni celiakie
v souvislosti s osteopordzou. Celiakie jéddné autoimunitni onemoéni, které
vyvolava nesnasenlivost lepks,nimZ jsou spojeny dalSi komplikace Adpzené
choroby. Mezi hlavni projevy patzaretlivé zmeny na sliznici tenkého #va, které
zpasobuji poruchu veebavani zivin. Dsledkem celiakie je vznik autoprotilatek ve
téidé IgA a IgG proti tk&éové transglutaminaze, gliadinu a autoprotilatek tipro
endomysiu. K onemoeénim, ktera mohou a mnohdy i souvisi s celiakiitiptaké
osteopordza. Lidé trpici osteoporozourpdo rizikové skupiny. Mnoho neobjasrych
piipadi osteopordzy je spojovano s onemsdm celiakii. U &chto pacient se provadi
vySeteni na celiakii a tofedevsim hladiny protilatek proti thévé transglutaminaze ve
tiide 1gA a IgG.

Timto tématem se zabyvam z tohdvddu, Ze v sotasné dob je problematika
celiakie aktualnim, avSak ne tolik probadanym onemom. Pracuji v akreditované
laboratdi Stafila, s. r. 0. pod vedenim MUDr. Marie Lado¥nasi laboratid kromé
jinych vySeteni provadime také vy3ehi celiakie, vySétjeme rovez markery
osteoporézy. Pani doktorka Ladova vede osteologickembulanci a touto
problematikou se zabyv@du let. Zanirem mé bakaki&ké prace je tuto problematiku
nastinit a v ramci vlastniho gfeni zjistit, zda a kolik procent paciéné osteopordézou

trpi zarovaé celiakii.

CiL PRACE: stanoveni hladiny protilatek proti tkéé transglutaminaze véde
IgA a IgG u pacierit s prokazanou osteoporozou — diagn6zou M81-90.akkad této
studie naslednvytvorit statistiku souvislosti osteoporézy s celiakibrévnani vlastnich

vysledki s literarnimi Udaji a diskuze na dané téma.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Onemocreéni zvané ,celiakie”

1.1.1. Co predchazelo celiakii

Historie celiakie zasahuje az do antickych d&bstarovkého Egypta (15).
Jidelniek naSich fedki nebyl pestry. Maso z ulovenééteg a plody kéi a stroni.
Zmena nastala, kdyz naSigalci zjistili, Ze kdyZz se usadi na jednom @istohou zasit
obiloviny a p@&kat si na urodu. Spoustaraolki, ktefi si vylepSili stravu pSenici,
jeémenem¢i zitem, ji Spatd snasela. Mnozi ki ni dokonce zerreli. SilngjSi jedinci
sice gezili, ale pomoci svych gérnpredavali dalSim generacim informaci varujidot

pied lepkem (7).

1.1.2. Charakteristika celiakie neboli celiakalni sprue

Celiakie (coeliacus, kailiakds) — znamené&ighi". Celiakdlni sprue je igvni

onemockni, zpisobujici poruchu vebavani zZivin (7, 16).

Vyskyt celiakie je vCeské republice 1:200. Nekna celiakie riwe vést ke
komplikacim, jako jsou osteopor6za a sni souwseflomeniny, anémie, vySSi

frekvence infeknich¢i nadorovych onemoeni (15).

Jedna se o autoimunitni chorobu, ktera postihugvst sliznici a to pedevsim
v oblasti jejuna. Funkci ivni imunity je poskytnout ochranuid patogerim, pi
zachovani slozeniigvni mikroflory a tolerance k perorélpiijimané potray. Toho je
dosazeno prosdnictvim rkolika Gzce regulovanych mechanignvéetre tvorby IgA
protilatek stevnimi plazmatickymi bitkami. Celiakie je $evni porucha zisobena
dysfunkeni imunitni reakci, pomoci masivnifetni IgA odpo¥di. Sekréni IgA je
povazovan za jeden z &tivych imunitnich efektorovych mechanignv udrzeni

homeostazy na slizénich povrSich (20).
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Celiakie se projevuje zétem stevni sliznice po sekundarnim pozZiti lepku.

Dochazi k tomu u geneticky predisponovanych pagii).

Sliznice naSehcaila zabiraji plochu 200 métgtvereenich. Nej@tsi zasluhu na tom
maji miliony klka ve sliznici tenkého Bva, jehoZ povrch 26uji pstkrat. Jednotlivé
epitelové biiky obsahuji mikroklky, pomoci nichz se ze stravifetsavaji do krevniho
ob¢hu zakladni ziviny. Ty sloziSi z nich ji pomahaji svymi enzymy rozlozit na
jednodussi latky. Celiakie je intoleranci ke gliadi ktery je alkoholem rozpustnou
komponentou glutenu neboli lepku. Jelikoz celiakienika konzumaci glutenu
Vv potraw, mizeme jeji piznaky zmirnit dodrZzovanim celozivotni bezlepkoveétyl (7,
25).

Lepek se vyskytuje viznych ceredliich (pSenice¢jaen, zito). Sklada se ze &sn
proteini, které se &i do dvou skupin, prolaminy a gluteiny. Na§gji se vyskytujicim
prolaminem je gliadin (15, 16, 30).

Stépné produkty lepku vyvolaji u vnimavych osob fiegienou imunitni reakci

s trvalou tvorbou autoprotilatek a trvalou&atimunitniho systému (11).

Jestlize pacient postiZzeny celiakii opakoyahjima potravu obsahuijici lepek, vede
to ke znéeni sliznice tenkého igtva, kterd pak vykazuje plochy povrch beziklale
s viditelnymi hlubokymi kryptami. Nasledkem tohoath@zi k funknim poruchéam (7,
14, 15, 16).

Dle Marshovy klasifikace &vni histopatologii onemo¢ni délime do ti stupit:
Marshiv typ 1: zvySeni p&u intraepitelovych lymfocyt, normalni stavba sliznice
Marshiv typ 2: hyperplazie krypt, klky jsou normalni

Marshiv typ 3: hyperplazie krypt, degenerace epitelovyminik doprovazena
atrofii klkia. Typ 3 se daledi na typ A €asté&na atrofie klki), typ B (subtotalni atrofie
klku), typ C (totélni atrofie k) (7, 16, 30).

-12 -



1.1.3. Co si pedstavit pod pojmem ,autoimunitni onemeécft

Fyziologickou funkci imunitniho systému organisma mimo jiné rozlisSit
a tolerovat antigeny tkani vlastnich. Proto Hawe o autoimunitnim onemo&mi
tehdy, kdyz autoimunitni odezva naSeh#latvede k poSkozeni vlastnich tkani.
Autoimunitni reakci dlime na bus¢nou nebo humoralni.iPreakcich humoralnich se
tvori autoprotilatky izotypu 1gG, ty se podili na poZ&ai tkani cytotoxicky, nebo
tvorbou imunokomplek Muze dojit az k funéni zmén¢ bunky, nebo proteinu ke
kteremu se vaze.iPbunéénych reakcich dochazi k poskozujicim &ém diky Tc
a Thl lymfocybm a cytokinovym produkim. O autoimunitnim onemoéni proto
hovaime, kdyZz nizeme charakterizovat autoantigen, a kdyz je mozvgkqzujici
reakci reprodukovat in vitro i in vivo. Hlavni zn&ou autoimunitnich chorob je z&n
oznaovany v anglické odborné liter&aiterminem ,immune mediated inflammatory
disorders” (IMID). Vznika pi poruSe autotoleranceesp. mechanisim které zajisuji
toleranci vlastnich tkani. Celiakie piatdo skupiny organayv specifickych
autoimunitnich chorob, kombinuji se zde jak &tme, tak humoralni autoimunitni

reakce, Vytvé se autoprotilatky proti antigém endomysia a hlaénTG (12).

Protilatky — imunoglobuliny jsou zakladni sloZzkomunitni odpo¥di. Redukuji
Skodlivé antigeny v éte. Zesiluji pisobeni sloZzek frozené imunity — fagocytozy
a komplementu. Jejich absence je n&®ind se Zivotem. Jsou produktem
plazmatickych bugk a B-lymfocyti. Molekuly imunoglobuliti jsou slozeny z lehkych
a €zkych rettzci. Kazdy rettzec ma variabilni a konstantnéast. lzotypy
imunoglobulini jsou uteny dle konstantnickidsti €zkych retzci. RozliSujeme tyto
imunoglobuliny-1gG, IgA, IgM, IgE, IgD (12).

Variabilni ¢ast rettzci udava vazebné misto pro antigen. Imunoglobuliny
nachazejici se v séru, jsou polyklondlni. Nize iwadefasgjsi typy imunoglobulifi
a jejich charakteristiky .

IgM — tvori povrch B lymfocyl a to BCR receptor. T¥bdse jako prvni po setkani

s antigenem. Aktivuje komplement .
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lgG — nefastjSi izotyp. Jako jediny prostupuje ghbtenstvi placentou. Opsonizuje

antigeny a neutralizuje viry.

IgA — vyskytuje se v séru, slinach, slzach a riskiém mléce. Chrani sliznice,

opsonizuje antigeny a neaktivuje komplemerii Be na sérovy a slizimi.

IgE — v séru zdravého jedince se nachazi minignadagicinuje alergické reakce.

Chrani ¢lo pred parazity.

IgD — je sowdasti BCR receptdrna B lymfocytech. V séru se vyskytuje minimaln
(12).

Celiakie je stevni porucha zjsobena dysfurini imunitni reakci, pomoci masivni
strevni IgA odpo¥di. Sekréni IgA je povaZzovan za jeden z ddivych imunitnich

efektorovych mechanisimv udrzeni homeostazy na sliznich povrSich (20).

Sekreéni IgA se @li na dva izotypy a to IgAl a IgA2. IgAl se nachazlychacich
cestach. Druhym je IgA2, kterygvlada v zazivacim traktu. Hlavni funkci sekido
IgA je neutralizovat antigeny nachazejici se nanglich. Tomuto procesiikame
imunitni exkluze. Za pomoci obecnych obrannych medm a to pohyburasinek,
hlenu a gevni peristaltiky, je slizini IgA spolu s navazanym antigenem transportovan
ven z Ela. Sliznéni IgA neaktivuje komplement a proto nedochazi Ikpaovani
sliznic (12).

Deficit IgA je ozn&ovan jako selektivni imunoglobulinovy defektgdsté&nou
nebo Uplnou ztratou imunoglobulinovych izaiy kombinaci s deficitem IgA s&asto
vyskytuje také deficit IgG (12).

1.1.4. NejcastiSi priznaky celiakie

Mnozi autdi cleni priznaky celiakie podle zavaznosti, mista nebo tygjihg

projevu, nafiklad nasledovér (Cervenkova)

Celkové: dti pomaleji rostou ai@stanou fibirat na vaze. Dosfi jedinci naopak
hubnou, jsou unaveni a celkoneklidni.
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Kosterni a pohybové: osteopordza, poruchyis\atritida a bolestivost kostry.

Interni: diky Spatnému wgbavani Zeleza ve isvech dochazi kanémii
z nedostatku Zeleza, pasem takeé velké bolesttibha, nadymani, krvaceni ze sliznic,

otoky a u dti je typicka objemna, kaSovita, mastna a zapachstblice.
Neurologické: migréna, neuropatie, ataxie.
Gynekologické: spontanni potraty, neplodnost, poyunenstruaniho cyklu.
DusSevni: Uzkostné a depresivni stavy.

Kozni: atopicky ekzém, afty v dutinistni (7).

1.1.5. Celiakie a jeji formy

Celiakie ma formu klasickou a latentni, kter& méytk griznaky nebo minimalni
projev. U starSich paciehtse setkame &Sinou se skrytou formou. Objevi se az

s pidruzenym onemocimim a to negjastji s osteopordozou (1).

U klasické formy jsou iitomny gastrointestinalni a extraintestinalni ldk@
piiznaky. V séru jsou pozitivni protilatky proti emdgsiu a tTG. Sevni sliznice je

atrofovana (16).

Je znama je8tjedna forma celiakie a to potencialni, kterd je linickych
piiznaki. V séru jsou pozitivni protilatky proti endomysautTG. Sliznice $evni neni
atrofovand — tim se IiSi odigdchozich forem, jsou fip ni také zji¥ovany

imunohistochemické zémy (16).

1.1.6. Sdruzena onemoéni, ktera souvisi s celiakii

Radime sem autoimunitni onemeéon jako diabetes mellitus 1. typu, Sjoghen
syndrom. Dale sem patjiné imunopathie, jako naiklad deficit IgA, u pacierit
s celiakii je deficit 10krat &Si nez u zdravych jedific IgA nefropathie a i@devSim
Duhringova dermatitida. Nelze opomenout chromosomalady a to Turnéw

syndrom, Dowifv syndrom a Williamév syndrom. DalSi onemoéni souvisejici
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s celiakii jsou anémie. hZe to byt na peroralnidbu nereagujici hypochromni anémie
z nedostatého vstebavani Zeleza. Uétd s neobjastnou hypochromni anémii bylo
diagnostikovano 6 az 12% onemeooh celiakii. Nebo také anémie z nedostatku
vitaminu B12. Naopak makrocytarni anémie z poruchstiebdvani folatu se
v souvislosti s celiakii vyskytuje minimanDalSi je metabolicka osteopatie, kamipat
osteopordza a patologické frakturyuspbené nedostateym vstebavanim minerd|
vapniku, haciku, vitaminu D a bilkovin. # sniZeni hladiny celkové bilkoviny a to
albuminu dochazi ke vzniku hypoproteinemického edéRada bych zminila také
vyskyt maligniho nadoru ve 13%. Z toho v polavpiipad: se jednalo o lymfom (9,16,
23, 30).

V Plzni na X. celostatnim kongresu sekundarni geigary v roce 2012 prehla
piednaSka na téma screening celiakie u patierdsteopenii a osteopor4zou v regionu
severni a $edni Moravy. Screening byl provdd u 40 000 osob, kam byli zahrnuti
pacienti s osteoporozou , dermatitis herpetiformmmii a osobyifbuzné. Vysledkem
vyzkumu bylo zjis&ni, Ze u osteoporotickych paciénse celiakie vyskytla ve 2,4%
piipadi a jednalo se o pacienty kolem 50 |&kw. Anémie se vyskytla u 3,5% paciént

s osteopor6zou. Jednalo se o makrocytarni i mikkéooyanémii (24).

1.1.7. Laboratorni vySé&eni @i diagnostice celiakie

Laboratorni vySéeni celiakie se dn¢ provadi sérologickymi testy ELISA. Jedna
se 0 nekompetetivni — nesékivou metodu. Touto metodou se stanovuji antigeny,
protilatky a hapteny. Pro zéeni se pouZziva enzym, ktery se substratem barevn
reaguje. Vysledh se ngri absorbance barevného produktu. Kecéend se pouzivaji
raizné enzymy a to alkalicka fosfataza, beta-galafttzsi, kenova peroxidaza nebo

glukosaoxidaza (8).

Tyto testy jsou velmi citlivé na specifické protkg: anti-endomysium, anti-
transglutaminaza a anti-gliadin. Protilatky se staii v séru nebo plazénPrincipem je
pevna faze-antigen-protilatka-ziema protilatka. VySéeni se provadi v mikrotitéaich

destékach. SEny jamek na desikach jsou pokryty rekombinantni lidskou tTG.
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Oznaovanou protilatkou je z#eci imunoglobulinovd frakce proti lidskému IgA,
konjugovana kenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stajg@oypomoci
substratu s TMB, jedna se o chromogenni substratoxtpk. Testy se hodnoti jako
pozitivni a negativni. Pozitivita se projevi modry@harvenim, které se pomoci tzv.
zastavovaciho roztokugmeni ve Zluté. Intenzita zbarveni se hodnoti pomeidrhetru
pii vinové délce 450 nm (2).

Protilatky se stanovuji kvantitatitmebo semikvantitativih Pres vysokou citlivost
téchto test nedavné vyzkumy prokazaly, Ze &kterych gipadech je jejich jf@snost
neuplna. A to hlavaiu pacieni s lel®im poskozenim #tvni sliznice a prévse skrytou
formou celiakie. \dci zjistili, Ze je pesrgjSi vySetovat kombinaci protilatek
endomysia, tTG a gliadinu. V tomtdipact je specifita test 95%. \Edci také objevili
protilatky proti deamidovanému gliadin peptidu (DP®roto se zda byt nagsrEjSi
kombinace vySéeni IgA proti tTG a IgG proti DPG. Sérologické tese skladaji z IgA
— tTG screeningu v kombinaci s celkovym sérovym .Igilem je vylodit jedince
s IgA deficitem. B sekundarnim deficitu IgA protilatek se nemusitgefednat
o celiakii. IgA neaktivuje komplement. Toto vy&ati by ntlo byt provedeno jedt

diive, neZz odstranime pacientovi lepek ze stravy (1).

Jini odbornici doportuji odker protilatek proti tTG ve screeninguiad® IgA. Fi
podezeni na pidruzeny deficit IgA je vhodné odebrat téz protlatiady IgG.
Protilatky proti endomysiu jsou sanfeimym odldrem. Naopak protilatky proti

gliadinu jsou velice senzitivnifesto je jejich specificita nizka (15).

Jak jiz bylo zmisno dive, gliadin je sloZka glutenu, ktera je rozpustreéthanolu.
Gluten je adhezivni protein, ktery je obsazen wnm$geZzitu, ovsu a j@meni. Pomoci
vySeteni IgA a IgG protilatek proti gliadinu iieme sledovat do jaké miry pacienti
s celiakii dodrzuji dietu a spd@l® s vySetenim antiendomysialnich protilatek véd
IgA miZzeme nahradit enterobiopsiici®dmnost protilatek proti gliadinu je velmiasto
pravodnim znakem sniZzené koncentrace sekl® i sérového IgA. U pacians aktivni

celiakii jsou pozitivni protilatky proti aktivovantlG ve tidé IgA ténef u 100%
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onemocgni. U pacieni s dermatitis herpetiformis Duhring se jedna o 70¢.
patogenezi celiakie jeitezity enzym tTG (25).

Post-transléni modifikace gliadinu je katalyzovana tTG. tTG pedevSim
intracelularni protein, ktery je lokalizovan v cgtbu, mitochondriich, jadru
a oddlenich bugenych membran. Je také vylwan extracelulagh Gliadin — tTG
komplex miZze vyvolat imunitni odpasd’ na tTG tim, Ze zjsobuje reaktivitu B-bukk.

Aktivita celiakie je spojena s laboratornim vygetim sérovych protilatek proti tTG (4).

Gliadin, ktery se dostane dcila potravou, puasobi jako substrat pro tTG
a u geneticky zatizenych jedinzagicinuje imunoalteraci (skryté epitopy), ze které
vznikaji tzv. horké epitopy, které jsou ddivé autoagresivni mechanismy celiakie.
Provokuji nebo zafinuji prvotni produkci patogennich autoprotilatektpedtivované

tTG a jsou zodpasdné zarizeni autoimunitni odpadi proti gliadinu (25).

Laboratorni vySéeni tTG v sotiasné dob slouzi k pomoci H diagndze celiakie,
k identifikaci osob s iitomnosti celiakdlnich protilatek, které jsou pawany za
rizikovou skupinu. SlouZzi Iékadm pro kontrolu pi lécb¢é bezlepkovou dietou. Kro#n
toho mize slouzit jako progedek vykru jedindi pro klinické studie zastené na
prevenci nemoci nebaipadné pozorovani. Naopak sérové protilatky proticenysiu
jsou velmi citlivé a zmizi ve &Siné_pripadi do jednoho roku po vyla@eni lepku ze

stravy (18).

Jestlize je sérologické vy$ehi na celiakii pozitivni, je nutné potvrdit diagno
biopsii tenkého #tva. [Eti vySetujeme pomoci enterobioptické kapsle, dbép
vySefujeme pomoci endoskopu. Endoskopické wgsdtje dilezité z divodu moznosti
provedeni diferencialni diagnostiky postizeni duwdéi jejuna. OdBr bioptickeého
vzorku se provadi pod Vaterskou papilou, z dist@induodena nebo z proximalniho

jejuna. Jedné se o oblast, kterou je mozné dosélpfiaastroskopii (15).

Zatimco stevni biopsie je stale povaZzovana za nezbytnou jagndstiku celiakie,
mame doplujici laboratorni vySéeni a to préd¥ seérologické testy ELISA. Jsou

pouzivany vice nez 20 let jako cenné markery preesgng celiakie (29).
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1.1.8. Bezlepkova dieta t#bou celiakie

Jedinou a &innou I&bou celiakie je dozivotni dodrzovani bezlepkovéydidedna
se o dietu sifisnym vylo&enim vSeho, co obsahuje pSenici, Zitocanjen. Potraviny se
povazuji za bezlepkové, pokud obsahuji engak 10 mg gliadinu na 100 g suSiny
vyrobku. Dale jsou vyrobené ze Skrobu, ktely gouZziti neobsahoval vice nez 0,3 g
bilkovin na 100 g suSiny vyrobku.riPzahdjeni léby je nutno na f&chodnou dobu
vylowcit laktdzu ze stravy, ziovodu atrofické sliznice Btva, kde je snizena aktivita
strevni laktazy. (23) ® poctivém dodrZzovani diety zmizi po kratké dafegijemné
piiznaky choroby. Za dity ¢asovy Usek zmizi také protilatky, které jsouikazné
v séru i pfitomnosti lepku ve strav Déle dojde ke z#né skladby stevni mikroflory
a obno¥ struktury sliznice tenkého istva. Organismus se tak celko¥regeneruje.
Nesmi se zapominat naigun vitamii a Zeleza do organismu. ¥zkych gipadech

poskozeni gevni sliznice se podavaji kortikoidy (7, 23).

Cervenkova popisuje ffpad pacienta, ktery pomoci spravného dodrZovani

bezlepkové dietyiedeSel planované transplantaci svydce poSkozenych jater (7).

Také popisuje laboratorni vyzkumy na mysich, ktekazaly, Ze &i dodrzujici

piisnou bezlepkovou dietu v rannérku, nejsou postizeny diabetem mellitus 1. typu.

Naopak pi nedodrZzovani dietniho rezimu r§pmné piznaky neustoupi, ale
postupr zesiluji a pidruzuji se k nim dalSi potize. PoSkozeni sliziieekého seva
muze vést az k jeho perforaci. Visledku nedostateého vstebavani ve gevni sliznici
sili osteopor6za a dochazi k opakovanym zlomenindejvazrejsi je vSak riziko

vzniku zhoubného &vniho lymfomu (7).
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1.2. Onemocregni zvané ,osteoporoza“

1.2.1. Co p‘edchazelo osteopordze

Osteopordza, pradnuti kosti, se dnes povaZzuje za civilimbchorobu s vysokym
vyskytem v pimyslow vyspgelych zemich. Redpoklada se, Ze osteoporoZeného
typu a stup#h se vyskytuje zhruba u 16% naSeho obyvatelstva (14)

Historie osteopordzy saha do 3.-5. stoleti n.nla zaklad zjisteni Smeka a spol.
(1989), kt&i odhalili pedtasnou osteopor6zu u koster mladych Zen pochazejicic
z poltrebise Wadi Quitna v Egym@t Jejich dominkou je, Ze se konzumoval chléb se
zvySenym obsahem fytatu — latky, ktera na sebe véa&tevech vapnik (kalcium, Ca).
Vyznamny krok vped nastal roku 1885, kdy Sommer rozliSil osteopordax
osteomalacie. Nef#Si pokrok nastal po druhé &wvé valce vydanim monografie
Albrighta a Reifensteina ,The Parathyroid Gland dnhetabolit Bone Disease”“. Byla
ustanovena definice osteoporotického syndromu ja&twlogicky Ubytek organické
a anorganicke&asti kosti se zRnami funkce a mikrostruktury kosti a se zvySenym

rizikem zlomenin (3).

1.2.2. Osteopordza a jeji formy

Osteoporozu dime na primarni a sekundarni. Primarni forma ngredou picinu,

kdeZto u sekundarni zname kauzalni faktory (3).

Priméarni osteoporéza nema souvislost s ostatnimorotlami, pai sem

postmenopauzalni a invaloi, neboli stéecka osteoporoéza.

Sekundarni forma je spojena s chorobnymi staviykierych vznika. Pdt sem
nemoci traviciho traktu, chronicka renalni onendaénnemoci zlaz s vriti sekreci,
choroby krve — anémie, nedostatek vitaminu D, rdetogické choroby, dlouhodobé
uzivani kortikoidi. Sekundarni forma osteoporozy je vekiesta (3, 26, 27)
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1.2.3. Charakteristické zndmky osteoporozy

Jedna se o onemasri zpisobené nedostateou kalcifikaci kosti. Poruchou
rovnovahy mezi tvorbou nové hmoty kosti a jejim aditavanim. Tento proces je do
tiicdtého roku ¥ku vyvazeny a poricatém roce je odbouravanétsi nez novotvorba.
Velmi zalezi,jaké mnoZstvi vapniku si organismus rédal do ticatého roku wku.

Z toho vyplyva, Ze nejlepsi prevenci osteoporozygstatény piisun vapniku v ranném
véku a dostai@na tlesna aktivita. Osteoporozui@pbuje nedostatay prisun vapniku
do €la, nedostataé vstebavani vapniku v zazivacim traktu souvisejicidoatatkem
vitaminu D, nebo s chorobami tenkéhdesf, slinivky WisSni, Zlwovych cest, H
celiakii, pi Ubytku Zenskych pohlavnich hormgrpo menopauze (14).

1.2.4. Ptiznaky, kterymi Ize osteopordzu charakterizovat

Casté jsou zlomeniny vertebralni v oblasti bedérnihrdni patge. Daéle
nonvertebralni a to fraktury &u kosti stehenni a zlomeniny dolnihéeglokti. (3).
U dkti trpicich celiakii jecastym giznakem pra¥ nedostéujici nafist kostni hmoty
a vznik osteoporozy v poZ@im wku (26). NegastjSim problémem vSak byva bolest
v zadech, kterou Zigobuji mikrofraktury a kompresél tobratki. DalSi gicinou bolesti
jsou ischemizace a reflexni spazmy paravertebtalngvahi. To vede dale
k vystupiovani hrudni kyfozy a bederni idai lordozy (22).

1.2.5. Jaka rizika a komplikace osteoporoZmasi?

U urité ¢asti nemocnych se osteopordza ve siusti nemusi projevit zadnymi
obtizemi. Pesto choroba dZe pokr&ovat a rozvijet se a prvnim projevenize byt az
nektera z typickych osteoporotickych zlomenin a torteleralni a nonvertebralni.
U osob, které samy netrpi zZzadnymiizmaky je nutno brat v Uvahu moznost
osteoporozy z rizikovych faktdy mezi & pati geneticka zatizenost v rodin

Geneticky faktor je vyznamnym faktorem v rozvojtexsporozy (26).

-21 -



1.2.6. Celiakie jako mechanismus vzniku osteoporézy

Jsou znamy dva mechanismy, které souvisi s celiaksteopor6zou. Jsou to
poruchy stevni absorpce Zivin afpomnost chronického zétu stevni sliznice

spojeného s uvibvanim prozégtlivych cytokini (2).

Pri celiakii dochazi dsledkem pijma ke zplo&ni stevnich kiki. To je hlavni
piicina malabsorpce a s tim spojené poruchyebstvani vapniku. Rzkumy uvadi, ze
20-50% no¥¢ diagnostikovanych paciants celiakii trpi Ubytkem kostni hmoty.
Osteopenie byla vSak prokazana také u patciemelmi dobe zal€enou celiakii nebo
aplr¢ vylécenych. \&dci se domnivaji, Zze k osteopordze spojené s celddchazi
nejen pi nedostatené absorpci vapniku, ale hraji zde roli také jinégchanismy. A to
cytokiny, parathormon, estrogeny, androgeny, kosdi&roidy a vitamin D, které

stimuluji nuklearni faktor B-osteoprotegerin. (17).

Zahranéni veédci provedli laboratorni studii tykajici se zavistio osteoporédzy
a celiakie. Shromazdili 30 pacién$ Crohnovou chorobou, jejichZgonérny vék byl
19 az 50 rok s pevahou Zen (podén pohlavi 9 Zen : 1 muz) . U deviti bylo riziko
osteopordzy (koieni, vyhublost — BMI <18,5 kg/fi Kontrolni skupina 30 osob byla
sestavena vzhledem Kku a pohlavi. Rmérna doba do diagndzy celiakie byla 4,1 let
a pamérnad doba trvani nemoci byla 4,6 roku. V dobtanoveni diagnozy, byla
nedostaténa absorpce uvedena v 73,4%ppdech. Sérologické testy na celiakii byly
pozitivni u vSech paciefnt Témet polovina pacierit (14 pipadi — 46,6%) ndla v séru
zvySen parathormon a kostni markery jako kalciumorganicky fosfor, chloridy
a celkovou bilkovinu. Crosslaps-marker kostni rpser byl zvySen ve 30%iipadi.
Stejre tak markery novotvorby a resorpce kosti byly vydSpacieni s celiakii ve
srovnani s kontrolami. Hladina vitaminu D v sérpno&azovala zadny vyznamny

rozdil mezi obma skupinami (31).
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1.2.7. Charakteristika struktury a funkce kosti a metatblis vapniku

Skelet tvai 15-20% hmotnosti¢ta. Kostni tk& vznika z mezodermu a to jednak
piimou geménou na kost a jednakgs chrupatité stadium. Kost ma v organizmu troji
funkci. Slouzi jako mechanickd opora, je homeoskyith organem metabolismu
minerah, zejména kalcia a je mistem hemopoézy. Kasterplnit tyto Zivots dilezité
funkce proto, Ze je metabolicky velmi aktivni. Vsto probiha celoZivoth stala
piestavba, remodelace, jeZ gp@ v osteoklastické resorpci a nasledné osteathast
kostni tvorlg. Toto funkni sgazeni zajiBuje obnovu kosti $ zachovani jeji

anatomické a strukturalni integrity (3, 14).

1.2.8. Slozeni kosti z makroskopického hlediska

VnéjSi cast, ozn&ovana jako kortikalni (kompaktni) kost #wozhruba 70%
celkového skeletu. Vrti cast — kost trawita (trabekularni) fedstavuje sice mensSi
podil hmotnosti skeletu, ale pro svou tidtiou strukturu ma podstatnvétSi povrceh.
Vzhledem k velké ploSe je trabekularni kost metiakgl aktivrejSi. Remodelace kosti

neprobih& ve skeletu paral&ln

Povrch kosti je kryt okostici (periostem), ktera dekie vaskularizovana a je
metabolicky aktivni (3, 14).

1.2.9. Slozeni kosti z mikroskopického hlediska

Periost je upewn k vlastni kosti tzv. Sharpeyovymi viakny. Ceévy narvy
prochazeji do kosti Volkmannovymi kanalky. Vlaskdst je smérem od povrchu ke
dieni sloZzena z kompakty a ze spongy6zy. Trabekuléwsf je sloZzena z houbo¥it
uspdadanych trami (trabekul)¢nicich do denové dutiny (3, 14).
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1.2.10. Rozdleni kostnich bugk

Kostni buky zaji&uji metabolickou aktivitu kosti. Jsou to jednakemgilasty, které
tvoii osteoidcili kostni matrix, do niz se ukladaji mineralni isadale osteoklasty,
jejichz hlavni funkci je kostni resorbce a kémeosteocyty, jejichZ uloha v remodelaci
kosti tkvi vjemné regulaci kostni resorbc&imZz dophuji funkci osteoklast
Osteoblasty i osteoklasty vznikaji v kostnifewi. Osteoblasty pochazeji
z mezenchymalnich btk dienového stromatu, zatimco osteoklasty pochazeji Zkbun
hemopoetické tkanstromatu. Zabudovanim do vimich ¢asti kosti se osteoblastym
na osteocyty. Ty vytu@ji v kosti jakési synsycium, propojené kanalky @¥sahuji
tekutinu (3, 14).

1.2.11. Vapnik a jeho metabolismus

Lidsky organismus disponuje asi s 25 moly vapniken je vazan v kostech a zubni
skloviré v podol krystalického hydroxyapatitu. V plazmse vyskytuji iti druhy

vapniku:
1. nedifuzibilni — vaZe se na bilkovinyedevsim na albumin
2. soli,¢i komplexy — vaZze se na citrany, uany, fosforénany
3. ionizovany vapnik, co? je volny kationtCa

Mezi €mito druhy védpniku je rovnovaha, ktera zavisi na plthké na skladb
a koncentraci bilkovin v séru. Biologicky aktiyjeiionizovany vapnik. Ten ovliwje
permeabilitu  membran, krevni srazlivost, svalovoantkakci a nervosvalovou
drézdivost. Denni ptgba vapniku je 20 mmol u da$e osoby. JelikoZz je vapnik
zasadni p vystavk® kosti, n&l by byt jeho pisun o polovinu #Si v obdobi istu,
t¢hotenstvi a laktace. 30%fijatého vapniku je vetbavano v travicim traktu,
predevsim v tenkémigiwe, za podpory vitaminu D (5). Vigbavani vapniku veiste
souvisi také siftomnosti sacharid— laktozy a dalSich cukr Tento stav je zavisly na
mnozstvi laktézy ve strgva aktivie sttevni laktdzy, ktera rozklada lakt6zu na
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glukézu a galaktozu.iPonemoceni tenkého $eva dochazi k poSkozeni laktazy, coz
je enzym nachazejici se na vrcholku tklkPi jeho nedostatku dochazi
k nesnaSenlivosti mléka (laktbzova intolerance).ntde stav nize vést az
k dlouhodobému nedostatku vapniku (14). Metabolsméapnikutidi hormony —
parathormon,kalcitonin a vitamin D, vmensi i@ také kortizol a thyreoidalni
hormony T3 a T4. Mezi organy, které se podili ndaleismu vapniku p#ttenké
strevo, kosti a ledviny (28).

1.2.12. Parathormon (PTH)

Jedna se o peptid, ktery je produkovéistitnymi €lisky, jsou to 4 dliska lezici
na zadni strah Stitné Zlazy. Poditem k jeho sekreci je pokles plazmatické
koncentrace CA Podporuje vyplaveni vapniku z kosti. Parathorrtak@ napimo
pisobi na tenké ®vo tak, e podporuje resorpci ion€&" stevni sliznici (28).
Vyplavovani parathormonu j&zeno mechanismem jednoduchéétmg vazby —
hladinou vapniku v plazén To znamena, Ze zvySena hladina vapniku sekreci

parathormonu tlumi. SniZzena hladina naopak sekigathormonu stimuluje (21).

1.2.13. Vitamin D

Vitamin D je latka rozpustna v tucich, vznikdizkpasobenim slunsiho zdeni.
SpiSe nez o vitamin, jedna se o steroidni hormeno Junkci je udrzeni rovnovahy
minerali, hlavre vapniku a fosforu. Dale ma velky vyznam pro funkeint, svah
a krevniho srazeni. Podporujiest burgk a tvorbu osteokalcinu. Snizuje ztratu kostni

hmoty a vyskyt osteoporotickych zlomenin. Vitaminra d¥ chemické formy:

Ergokalciferol (vitamin D2) vznikd fotochemicky mesterolu v plisnich

a houbachip ultrafialovém zéeni.

Cholekalciferol (vitamin D3) se syntetizuje @ za pmsobeni UV-zéeni na

provitamin 7-dehydrocholesterol (3, 6, 21).
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Vitamin D se petv&i dvémi hydroxylacemi. Prvni probiha v endoplazmatickém
retikulu jaterni biiky, za vzniku kalcidiolu. Druha probihda v mitochoiich
proximalniho tubulu v ledvinach, za vzniku kal@td. Vitamin D se svymi metabolity
vaze v plazmd na specifickou bilkovinu (DBP). Vitamin D owviiuje metabolismus
vapniku. Ve sevni buice podporuje tvorbu CaBP, tim regulujiemos C& stevni
buikou. Jako steroidni hormorigobi na spoustu tkani tim, Ze usingd diferenciaci

burgk pomoci intracelularniho Ga(3, 6, 21).

1.2.14. Kalcitonin

Kalcitonin hormon a tumorovy marker. V souvislostiosteoporézou inhibuje
zvySenou osteoresampi aktivitu. Kalcitonin fadime k peptidovym reguiaim
pusobdim. Tvai se v parafolikularnich C-tikach stitné zlazy. Je prokazana souvislost
kalcitoninu s hormony traviciho Ustroji. Specifick&ceptory kalcitoninu jsou nejvic
funkci je udrzeni kalciové homeostazy na d&me i celkové arovni. Stimulem sekrece
kalcitoninu je zySena koncentrace?Ca plazné. Kalcitonin pisobi ukladani vapniku

do kosti a tim sniZuje hladinu vapniku v krvi (3, 28).

1.2.15. VySefovaci metody $ diagnostice osteopordzy

V klinické praxi se k danémucélu vyuziva celatiova osteodensitometrie. Je
neinvazivni, nebolestiva difom presna. Stanovuje kostni hmotu¢ill Ize kdekoli na
koste. M&ime na pedem domluvené oblasti, daptji v bederni pat#, predlokti

a stehenni kosti (26).

Informuje nas o kostni densi{bone mineral density, BMD) a o obsahu mingral
(bone mineral contents, BMC). BMD vyjage BMC v pongru k Sice kosti. Hlavni
vyznam n&ieni BMD sp@iva ve zhodnoceni rizika zlomenin. Metoda vyuZilaampci
fotoni z rentgenova X-zZé&ni nebo radionuklidového zdroje. Ratlia zatz je
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minimalni (3). Principem této metody jeéteni Ubytku pichodu zé&eni nErenou

oblasti (22). Grafické znazami je vyjadovano v tzv. T-skore a v Z-skore (3).

Matematickym zpracovanim ziskanych dat je stanoverséota kostniho mineralu
v méfené oblasti. Jedna se o statistické Udaje: Z-gkopeset snérodatnych odchylek
(SD) nad nebo pod igdni hodnotou BMD pro jedince stejnéhé&kuw jako je osoba
meiena. T-skore je @@t SD nad nebo pod gmérnou hodnotou BMD pro mladou

populaci. Hodnota BMD pod 2, 5 SD je stanovena jatamice osteoporozy (22).

DalSi metodou je kvantitativni vypetni tomografie (QCT). Nfeni provadné
pouze v oblasti pate. Jde o metodu posuzujici mnoZstvi absorpce ipoilza z&eni
kalcifikovanymi tkagmi. Jako refereini standard slouzi hydrogenfosféman draselny
(K,HPOy) v prepaitu na cni kosti. (3). Pomoci QCT #iime objem hmoty bedernich

obrath a rozliSujeme podil traéité a kortikalni kostni hmoty (26).

Rentgenové (RTG) vySeni se vyuzivaiedevsim k porovnani miry osteoporézy.
Patitdme @i ném podil kortikalni kostni hmoty. Bez dapljiciho vySeteni jej, ale

nenmizeme pouzit k terapii osteoporozy (14, 26).

1.2.16. Kdy osteodenzitometrii indikovat ?

Zahrnujeme sem Zeny a muze s pddrin na metabolické kosterni onemémtn
Dale pacienty s poruchami kosterniho a kalciofaesf@ho metabolismu, bez patrnych
RTG zn®n, Zeny po menopause, pacienty s mentalni anorbByppgonadismem,
anorexii a zvlast pacienty s chronickymi chorobami traviciho traktulaktézovou
intoleranci. Mimo to pacienty s chronickymi jatemi a renalnimi chorobami,
s diabetem 1.typu a tyreotoxikdézou. Toto viSet se roviZ vyuziva ke sledovani

Gcinku I&by osteopordzy a po ortopedickych operacich (3).

K diagnostice osteoporézy pataké laboratorni vySeni. DElime je na obecna
a specialni. Biochemické parametry stanovujemséra a krve, ale také z & Do
obecnych vySéeniradime odpady Ca a P v rannidhale také v mdi sbirané za 24
hodin. V krvi stanovujeme krevni obraz a sedimantceéru hladinu celkového Ca, P

a ostatnich minera) dusikaté katabolity jako jsou urea, kreatininyaelina m@ova.
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Vyznamnymi ukazateli jsou hladina celkové bilkovirgibumin, alkalicka fosfatdza
(odrazi aktivitu osteoblast Mezi specialni vyséeni pati kysela fosfataza
(u osteomalacie, kdeiginou je nedostatek vitaminu D v dekpsti). Dale elektroforéza
(ELFO) bilkovin, crosslaps, hladina vitaminu D, emdtalcinu a parathormonu.fiP
trvale vysoké hladi parathormonu dochazi k vyplavovani vapniku z kdstimize

zagicinovat zvysené odbouravani kosti a s tim spojenéi wygdcovani vapniku do

maci. VySetujeme také hormony Stitné Zlazy a tegevsim TSH a FT4. (3, 14, 26).

Pro dostaténé posouzeni zdravotniho stavu pacienta je nutitd jednak kosterni
markery vypovidajici o novotvogkosti (osteokalcin, alkalickou fosfatazu), kteséy
ve vysSim ¥ku snizené. A také markery pro odbouravani kosgsdla fosfataza,
deoxypyridinolin,casti kolagennicletzcd), ty jsou i poklesu pohlavnich hormdén
zvySené. Tyto informace velmi diwb dophuji denzitometrické wieni. Kontrolni
osteodensitometrie se provadi jedenkrain&o Kontrolni laboratd se provadi po 6
mesicich od zahajenidby (3, 14, 26).

1.2.17. Ne&kolik zpasohi jak |&it osteopordzu

Lécba osteoporozy neni jednoducha. Jestlize je zah&emozdni fazi, byva
dlouhodoba a malo u&gna. Preventivni Glohu by da mit dietni I€ba, bohata na
vapnik a bilkoviny. Denni ptgba vapniku u dosfg osobycini zhruba 1-2 g na
kilogram €lesné vahy. Velmi @lezita je |€ba fyzickou zatZi, protoZze k remodelaci
kosti a obno¥ kostni hmoty dochazitrpzatzovani skeletu. Dale nesmime opomenout
lé¢bu chorob podporujicich vznik a rozvoj osteoporézyaSem fipad celiakie (kdy
je na mist piisna dieta) (14).

e

NejdalezitejSi je vSak medikamentozni ¢lga, kam pati preparaty vapniku
aplikované preventivhi lé¢ebre (pii Spatném vsebavani vapniku u zaZivacich chorob
jako celiakie). Hormonalni preparaty a to estrogerkombinaci s gestageny. Déle
vitamin D jako kausalni Iék u osteomalacieskmuti kosti). Substituce vitaminem D

musi byt kontinualni, ne jednorazova (14).
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2. Metodika

Laboratorni c¢ast této bakaldké prace jsem provéd v biochemicko-
hematologické laboratoStafila, s. r. 0. se sidlemQeskych Budjovicich, kde jsem
zamestnana. Laboratose @li na rékolik uUseki — biochemicky, hematologicky
a mikrobiologicky. Vedouci laborat® je MUDr. Marie Ladova. Za jeji podpory
a svoleni jsem giteni provadla na useku mikrobiologie, kde se provadi mimo jiné
I imunologicka vySdeni. Vedoucicasti mikrobiologie je MUDr. ¥ra Cihlova, pod
jejimz vedenim jsem pracovalai Fhé praci na mtaké dohliZzela laborantka Bc. Séarka
Ochozkova. LaboratcStafila je akreditovan@eskym institutem pro akreditaci, o. p. s.,
CSN EN ISO 15189: 2007.8em roku 2012 jsem provedla analyzu 58 sér. Prdaad
jsem screening celiakie a to metody: stanovenilatiky IgA proti tTG a protilatky IgG
proti tTG ze séra metodou ELISA-sandwich. Z#la jsem se na problém, zda-li
souvisi onemoami celiakii s diagn6zou osteoporozy. A to na z&klagSeteni sér
pacieni s dg: M81-90 (osteopordza). Tyto vzorky jsem 2zisk@& za pomoci
MUDr. Ladové, ktera vede osteologickou ambulaneieskych Budjovicich a timto
problémem se zabyva jizadu let. NaSe laboratospolupracuje s |éka celého
Jihateského kraje a jak jsem jiz uvedla celiakie je jeda vySeteni, které se v nasi

laboratdi provadi.

Sérologické markery celiakie jsem stanovovala ereymunoanalyzou na

automatickém analyzatoru Nexgen Four od firmy Tésé.

Jedna se o péhautomatizovany, otéeny 4-jehlovy a 4-destkovy analyzator. Je
mozno stanovovat 16 paralelnich tesbwasré v 96 jamkovém formatu. Nize uvadim

podrobrjSi udaje k danémuifstroji.
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2.1. Specifikace analyzatoru NEXGEN FOUR

- 1 centralg uloZena stanice pro vzorky s moznosti zpracovaniz0 vzork.
Centrélni karusel na vzorky se sklada z 8 dizak zkumavky, ozr@nych S1-S8.
Kazdy z drzéalk obsahuje 15 primarnich a 1Eegred’ovacich zkumavek.

- 2 pipetovaci roboticka ramena — systém DUAL. Kazdmeno se sklada ze
standardni vyrnitelné Sptky a kovové jehly. Kazdé rameno u#e zpracovat
2 destéky. Je zde moznost dvoukrokovéhledini vzorki. Pipetovaci objem je 10-
1000ul. Presnost pipetovani je < 2, 5%.

- 2 zasobniky na plastové &gy

4 samostatné inkubatory

2 fotometry

2 promyvaci stanice se snimanim hladiny analgupromyvacich roztak

a integrovany kontejner se senzorem na odpad.

Zarizeni vyuziva software-PC pro Windows XP, obo#&sr@ rozhrani ASTM,
XML, provadi archivovani vysledkpacient, kontrolu kvality Levey-Jemingsiddi se
pravidly Westgard.

Vlastni kontroly pistroje analyzator Nexgen-Four je vybaven vnimi

diagnostickymi funkcemi. Toto programové vybavedimzarguje, Zze po spushi
funkce Self-Test budou tyto kontroly automatickypmeieny. Analyzator neni mozno
pouzit k dalSi analyze, pokud dojde k jakékolivhroet v méieni £chto kontrol.

Kalibrace a kontroly stanovendnalyzator Nexgen Four je kalibrovan vyrobcem.

Zaskoleny pracovnik firmy Test-Line, s. r. 0. , yadi pravidelnou udrzbu a kalibraci
minimalné dvakrat r@né. Je vSak vhodné prov&dkalibrace dle vnihich pravidel
laboratde. A to z divodu dodrzeni spravné laboratorni praxe (13).
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2.2. Princip metody — sendwéova technika ELISA

Jedna se o0 nekompetetivni (nesa@iviou) enzymoimunoanalyzu. Stanoveni
protilatek sendwiovou metodouradime mezi nejpouzivgsi techniky ELISA. Na
pevnou fazi je navazan antigen, ngzrse dale vaze protilatka. Pakdadném promyti
se na takto navazanou protilatku navaze antiglobWtiery je zné&eny enzymem
a druho¢ se IiSi od stanovovaneé protilatky. Dojde ke vznikenaeného
imunokomplexu (na pevnou fazi navazany antigen etilptka ze séra pacienta
+ antiimunoglobulin zngeny enzymem). Timto vznikne tzv. sengviha rmz je
zaloZena dana metoda. Nasleduje dalSi promyvamkubace. Po fidani substratu se
meii barevny produkt. Intenzita zbarveni produktu jEmp Umérna koncentraci
protilatky ve vySabvaném séru pacienta. Vysledné zabarveni roztokiiinm
fotometricky @i vinové délce 450 nm (6, 9, 19, 30).

2.3. Metodicky postup prace

Ve své praci jsem pouzivala imunoenzymatickou smuppro stanoveni protilatek
proti tTG ve tid¢ IgA a IgG od firmy Test-Line.

Jedna se o metodu stanoveni principem sandwichmp&ze-antigen-protilatka-
zna&ena protilatka. Shy jamek na mikrotitrgnich destikach jsou pokryty
rekombinantni lidskou tTG. Zdanou protilatkou je z¥éci imunoglobulinova frakce
proti lidskému IgA a IgG, konjugovan&dnovou peroxidazou. Peroxidazovou aktivitu
stanovujeme substratem s TMB. Pozitivitditgmnost protilatek proti tTG) se ukaze
modrym zbarvenim, které se ptidani zastavovaciho roztoku Zm na Zluté. Intenzita

tohoto Zlutého zbarveni sesthfotometricky g vinové délce 450 nm.

EIA souprava pro stanoveni protilatek proti tTGtkidé IgA a IgG od firmy Test

Line obsahuje:

— potazenou destiu s navazanym antigenem, uloZzenoudksée susidlem,
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— negativni kontrolu (Kal 1). Jedn& se o lidsk&usébez protilatek proti tkivé

transglutaminaze tedtném stavu (2 ml),

— Cut-Off (Kal 2), jedn&a se o lidské sérum obsatiugrotilatky proti tk&ové
transglutaminaze v hrafmi koncentraci (2 ml),

— pozitivni kontrolu (Kal 3), jedna se o lidské w@r s protilatkami proti tkové

transglutaminaze (2 ml),

— kalibrator (Kal 4), jde o lidské sérum s protini proti tkaové

transglutaminaze,

— konjugét: zvieci imunoglobulin proti lidskému IgA a IgG, zZfemy Kenovou
peroxidazou (15 ml),

—tedici roztok vzorik 2 x (55 ml),

— TMB- complete -chromogenni substratovy jednoste¥kroztok s vodou (kD)
a TMB (14 ml),

— 20 x koncentrovany promyvaci roztok 2 x (75 ml),
— zastavovaci roztok s kyselinou sirovou 1 moBl il).

Na soupra¥ je uvedena doba exspirace, ktera je plathdkdadovani i +2 az +8°C.

Souprava nesmi zmrznout (9, 30).

2.3.1. Ptiprava pracovnich roztdk

— reagencie nechame vytemperovat na laboratoriotieg dikladné promichame,

— koncentrovany promyvaci roztgkdime v porru 1:19 destilovanou #0. Po

narecéni je stabilni 1 tyden.

— kalibratory, konjugat a TMB jsouipraveny k praci, jiz se tiedi (9, 30).
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2.3.2. Ptiprava afedni vzorkl k analyze

— dikladré promichana séra gedi 1:100fedicim roztokem vzotk To znamena,
Ze na 1Qul vzorku-séra fidame 100Qul fediciho roztoku vzork Je dilezitéfadné

promichani. Po rfadéni jsou vzorky stabilni nejdéle 24 hodin.

— vzorky je teba skladovatip+2 az +8°C po dobu maximakh4 dni. Jestlize ma

byt skladovaci doba del3i, jeeba vzorky zamrazit na -2C.

Protilatky stanovujeme semikvantitattymebo kvantitativé (9, 30).

2.3.3. Pracovni postup

Nize popsany pracovni postup je prémuanalyzu, kterou se celiakie vy&mtala
v nasi laborati diive, nez byl zakoupen analyzator Nexgen Four. \¢&sngé dob je
tento pracovni postup iéasy inkubaci naprogramovan v analyzatoru, ktefgjssam

provadi.

1a) Pro semikvantitativhi vyhodnoceni indexem pwaibjt

— jamka A1: pipetujeme 10@ Rediciho roztoku vzork—Blank,

— jamka A2: pipetujeme 1Qd Negativni kontroly (Kal 1),

— jamka A3, A4 : pipetujeme 1Q0 Cut-Off kontroly (Kal 2),

— jamka A5 : pipetujeme 1Q0 Pozitivni kontroly (Kal 3),

— do zbyvajicich jamek pipetujeme 1@iGtestovanych vzorkiednych 1:100.

1b) Pro kvantitativni vyhodnoceni v U/ml.

— jamka A1: pipetujeme 10@ Rediciho roztoku vzork— Blank,
—jamka A2 : pipetujeme 1Q0 Negativni kontroly (Kal 1),

— jamka A3, A4 : pipetujeme 1Q0 Cut-Off kontroly (Kal 2),

— jamka A5, A6 : pipetujeme 1Q0 Pozitivni kontroly (Kal 3),

— jamka A7, A8 : pipetujeme 1Q0 Kalibratoru ( Kal 4),
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— do zbyvajicich jamek pipetujeme 10itestovanych vzorkiednych 1100.

2. Takto rozpipetovanou desktu prikryjeme vickem a nechame inkubovat 30
minut @i +37°C.

3. Po inkubaci se obsah jamek odsaje a 4 x promgeEovnim promyvacim

roztokem. Jamky se plni 3Q0. Nakonec seikladn vyklepou zbytky roztoku do

savého materialu.
4. Do vSech jamek se napipetuje 10&onjugatu.
5. Desttka se opt prikryje vickem a necha se inkubovat 30 minkit487 °C.

6. Po inkubaci se obsah jamek odsaje a 4x promggeognim promyvacim
roztokem. Jamky se pini 3Q0. Na konec seikladns vyklepou zbytky roztoku do

savého materialu.
7. Do vSech jamek se napipetuje 10¢ednoslozkoveého substratu TMB-Complete.

8. Desttka se pikryje vickem, vlozi do termostatu a inkubuje se 15 mintit p

+37°C v temnu.

9. Fidanim 100ul Zastavovaciho roztoku ve stejnémigdi jako byl davkovan

TMB-Complete se zastavi reakce.

10. Do 30 minut po zastaveni reakce séizintenzita zbarveni roztakv jamkach

proti jamce Al(blank),  vinové délce 450 nm pomoci fotometru (9, 30).

2.3.4. Validita testu
Nametené vysledky jsou platné wipadt kdyz:
— absorbance blanku je mensi nez 0,150,
— absorbance Negativni kontroly je menSi nez ,200

— absorbance Cut-Off je v rozmezi 0,200-0,60CGt8ijak absorbance Negativni

kontroly,
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— absorbance Pozitivni kontroly je vice jak 3,5aék piimérné absorbance Cut-
Off a mért jak absorbance Kalibratoru (9, 30).

2.3.5. Interpretace vysledk

Vypocet indexu pozitivity (IPYabsorbance testovaného vzorku sesliygrimérnou
absorbanci Cut-Off (naéfenou v téZze sérii vySeni)

Interpretace vysledkméreni:

— IP menSi nez 0, 9 = negativni,
—1P 0,9 az 1, 1= hratmi,

— IP WtSi nez 1, 1= pozitivni.

Hranicni vysledek miteni je poteba opakovat za 3-6 tydra to formou nového

odbiru vzorku.

Kvantitativni vyhodnoceni v jednotkach (U/ml)

Toto vyhodnoceni sgiva v sestrojeni kalibtai kiivky. Na osu X se nanese
koncentrace kalibratérv U/ml. Na osu Y se nanesou odpovidajici absomdaahakto
ziskané body se spoji viikku. Hladina protilatek v analytech (U/ml) se siah
odeitem €chto hodnot z dané kalikfai kiivky (9, 30).

2.4. Prabéh vlastniho méreni

U vSech krok, které jsem &hem ng€feni provedla, jsem postupovala dle
standardnich opetaich postup laboratde Stafila, s. r. 0. Praci jsem za&pta na
piijmu materialu, ktery je spalay pro vSechny Useky labor#go Stafila. Pracovnik
svozu pivezl material, ktery jsem rodtlila. Fifadila jsem zadanky k odebranému
materialu dle jména,ifjmeni a rodnéhaisla. Takto rozidény material je zadan do
pacitate pracovniky k tomu vySkolenymi. NaSe labofafwracuje s péitacovym
programem Infolab. Po zadani Zadanky do systémauniidten ¢arovy kod, ktery jsem

nalepila na zkumavku a na giahou Zadanku. Takto zanesena data s poZzadovanymi
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vySetenimi jsou systémem Infolab daleedany na konkrétni Useky laborigpkde se
zde pracovali lidé velice pkvi a zodpowdni. KdyZ se zde stane chyba mzd&lovani

a zadavani, tak se velice obtfzvdhaluje a mize to ohrozit pedevsim pacienta. V nasi
laboratdi mame se¥domité zamistnance a proto mame také minimalni reklamace ze

strany spolupracujicich léka

Zkumavky scarovymi kody jsem odnesla o#éstlit. Séra se centrifuguji 10 minut
pii 3000 ot&kach za minutu (vyobrazeni centrifugy je flgze 2). Po uko¥eni
centrifugace jsem zkumavky slila. To znamend, 2enjoddlila odstedné sérum od
krevni masy. Sérum jsem odlila do zkumavek s tofogdarovym kédem , ktery je
shodny s primarni zkumavkou. Dale jsem séra veamskoj odnesla na Usek

mikrobiologie, kde jsem #teni provadla (viz priloha 3).

Takto ziskané vzorky jsem uzala vickem a uloZila do lednice. Screening celiakie
provadime jednou za dva @ dny. Jde o vySéeni, které neni rutinni a kazdy den neni
takové mnozstvi materialu, které by pokrylo naklagpjené s timto vySenim. Séra
uchovavame v ledniciipteplo& +2 az +8°C po dobu nejdéle 4 dn Pri delSim

skladovani je nutno séra zamrazit na °Q0

Provedla jsem gfeni protilatek proti tTG veiidé IgA a IgG ze séra, metodou
ELISA-sandwich, kvantitativnim vyhodnocenim v U/mb automatickém analyzatoru-

fotometru Nexgen-Four od firmy Test-Line.
Screenink celiakie v laboraicstafila se sklddéa zeékolika vySeteni a to stanoveni:
— protilatek proti tTG vertdeé IgA,
— protilatek proti tTG vertde 19G,
— protilatek proti gliadinu veide 1gA,
— protilatek proti gliadinu veride IgG,

— protilatek proti endomysiu véde IgA.
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Stanovovala jsem protilatky proti tTG vigdk IgA a IgG u dosg@lych, protoze dle
odborniki tyto protilatky maji pi diagnostice celiakie ne§iSi vypowdni hodnotu.

Specifenost protilatek IgA a IgG proti gliadinu je ve sr@ni s protilatkami proti
tTG IgA, 1gG vyrazi niZSi. Protilatky proti gliadinu mohou byt ale pa# jedinym
sérologickym markerem celiakie u novorozimacmalych dti (25).

Réano jsem zapnula analyzator Nexgen Four, kterywiastni p@ita¢ s ovladacim
softwarem. Je propojen s laboratornimiipgem. Po spushi se aktivuje opetai
program analyzatoru a pitace. Dale jsem pustila udrzbughem které se analyzator
inicializuje a provede kontrolu vSech systémovycéstrofi a proplach pomoci
destilované HO, ktera se doplje podle paeby lEhem prace a po ukéeni nereni.

(Fotografii analyzatoru Nexgen Four dokladamiigze 5).

Dale jsem si vyndala séra zlednice a nechala jenwyerovat na pokojovou

teplotu.

Spol&né se vzorky jsem si vyndala z lednice sety pro wgsetprotilatek proti tTG
ve tideé IgA a protilatek proti tTG veridé IgG od firmy Test-Line. Nechala jsem je také

vytemperovat na laboratorni teplotu.

Analyzétor je propojen s laboratorni databazi kifolV programu Load and status
session, ve kterém se pracuje, jsem si zvolilalpdgmé&terého jsemignesla z Infolabu
soubor pacierit ktery jsem vySdbvala. Poet piipravenych vzork z lednice souhlasil

se vzorky zadanymi v gdaci.

V analyzatoru je v kazdénm¥igluSném panelu naprogramovano usmisteagencii
pro tu gisluSnou metodu. Reagencie jsou usmgtv panelech wenych pro jednotlivé

metody.

Po vytemperovani @&adném promichani vSech pelinych reagencii, jsem je
umistila dle programu na tené panely pro tTG IgA a IgG. Na kazdy panel jsem
umistila lahvéky s negativni kontrolou, pozitivni kontrolou, COff, kalibratorem,
konjugatem, fedicim roztokem vzok TMB-Complete 3, promyvacim roztokem

a zastavovacim roztokem, nalezici kazdé neetddtomto vySeteni ma kazdarida

-37-



protilatek swj fedici roztok. Kazdy panel ma své reagencie ze ssého Tyto panely

jsem vlozila na utené misto do analyzatoru.

Po takovéto fipraw reagencii jsem jako dalSi krok provedidppavu destiek, ve
kterych cela analyza probiha. Dékyi jsou sodasti kazdého setu. Do deéstk jsem
vlozila potebny pd@et stripi potazenych rekombinantni lidskou tTG s navazanym
antigenem. Stripy nesmi zvlhnout, proto jsou v dettmeticky uzateny se suSidlem.

(Ukazku panelu s reagenciemi a déstise stripy dokladam vifloze 4).

Dle schématu v pidtaci jsem umistila stripy na @vdesttky — pro analyzu IgA
a IgG protilatek. Pget stripi na kazdé desite se odviji od pftu vySetovanych
pacienti. Na prvni pozici je vZdy na de&te umistn strip ktery slouzi pro kontrolni
roztoky, jez jsou blank, negativni kontrola, Cut;Qfozitivni kontrola a kalibrator.
DalSi stripy jiz slouzi pro vysSeivané vzorky. NejvyhodijSi je vySetovat soubor
pacieni délitelny osmi. Takto fipravené destky jsem vlozila do analyzatoru na
pozice pro & urcené (viz. piloha 6).

Daéle jsem si v programu Load and status sessioledgta rozmisini zkumavek se
séry pacierit pro kazdou metodu. Dle tohoto schématu jsem rdidengera na fislusné
pozice do karuseél (viz. piiloha 7). Ke kazdému séru naleZely¢dpiedredovaci
zkumavky. Analyzator si véthto prazdnych zkumavkach fedil vzorky 1:100, to
znamena 1Qul vzorku-séra +100Qu fediciho roztoku vzork Koncentrovanyedici

roztokiedime v poréru 1:19 destilovanou #D. Po n&edni je stabilni 1 tyden.

Po €chto krocich byl analyzéator s roztoky a séfipraven k praci. VSe jsem j&st
jednou zkontrolovala a odstartovalidqazem Run.

Analyzator provadi vlastni analyzu sam. To znamer®,si nejprve riedi
vySetovana séra v prazdnych zkumavkach v karuselu wponi:100 gedicim
roztokem vzork. Napipetuje kontrolni vzorky do mikrotitaich destiek. Déle
predredéna séra rozpipetuje po 1Q0 na ucend mista v mikrotitiaich destikach.
Dale analyzator provadi kroky popsané vysSe pro ttaivni vyhodnoceni v U/ml.
Inkubani ¢asy a teploty ma takérgsré naprogramovany. Analyza probiha zhruba

2 hodiny. Kori po pidani zastavovaciho roztoku, kteryispbi zastaveni reakce

-38 -



v analytu. Dojde ke z#m¢ intenzity zabarveni vzorku (viztippha 8). Tato se
fotometricky zn&ti v jamkach proti jamce Al(blank)fipvinové délce 450 nm. Konec

meieni ndm oznami zvukova signalizace.

Po zaz#ni signalizace o uka@eni nereni jsem v programu Load and status sesson
otevela soubor s natbenymi daty — protilatky proti tTG veitle IgA a ve tide IgG.
Ke kazdé metaotise také zobrazily hodnoty negativnich a pozitikrkontrol a hodnoty
Cut-Off. A déle se zobrazila kaliknai kiivka pro kazdou metodu: na osu X se nanesly
koncentrace kalibratdrv U/ml. Na osu Y se nanesly odpovidajici absorbdantrol.
Takto ziskané body se spojily wikku. Hladina protilatek v analytech (U/ml) byla
stanovena od¢em tchto hodnot z dané kalilifiai kiivky. Dané metody maji rozdilné
Kiivky.

Nametené vysledky jsou platné wipadt, kdyz: absorbance blanku je menSi nez
0,150, absorbance negativni kontroly je mensi n@D0) absorbance Cut-Off je
v rozmezi 0,200-0,600 &t&i jak absorbance negativni kontroly, absorbaroztipni
kontroly je vice jak 3,5 nasobekdpnérné absorbance Cut-Off a menez absorbance

kalibratoru.

Pokud nanstené hodnoty odpovidaji podminkam vySe zmym, je test oznan
jako validni a nizeme pouzit vysledky pati vySetované sérii vzonk. U nefeni, ktera

jsem provedla byly kontrolni testy vzdy validni.

Pod timto hodnocenim se zobrazila tabulka s vysledkienych vzork.
U kazdého vzorku byl vysledek vyjéh ¢iselre (U/ml) a slovié (negativni, hragni,

pozitivni).

Takto nandtené vysledky byly z piitace analyzatoru automatickyrgneseny do
systému Infolab, tam sedipadily k prislusnému pacientovi. Dale doslo jeke kontrole
|ékarem a po odsouhlaseni byly vy&i8y a odeslany pomoci svozové sluzby k téka
ktery toto vySeaeni poZadoval. Bkterym lékaim byly vysledky odeslany také

elektronicky.
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3. Vysledky

Vysledky laboratorniho giteni stanoveni hladiny protilatek proti tTG IgA &lg

Mé meteni spaéivalo v analyze 58 vzotksér pacierit s prokazanou osteoporozou,
tedy diagnézou M 81-90. Vzorky sér jsem ziskalav#l vedouci prace MUDr. Marie
Ladové, ktera jiZadu let Iéi ve své osteologické ordinaci pacienty s osteapmrd
M¢éreni jsem provada metodou ELISA-sandwich na imunologickém analymat
Nexgen Four. Ze screeningu celiakie jsem volilatani protilatek proti tTG veite
IgA a IgG z toho dvodu, Ze dle odbornikjako napiklad Fojtika, 2009 maji tyto
protilatky spolu s antiendomysiélningrotilatkami nejvyssi vypasdni hodnotu fi

diagnostice celiakie. Kazdé sérum bylo od jinéhcigrga.

Vysledky nEieni jsem zanesla do tabulkyslo 1., ve které uvadim na&bené
hodnoty hladiny protilatek proti tTG véde IgA a IgG. Vzorky jsem &islovala 1 az 58
a pod kazdy jsem uvedla rok narozeni pacienta @rdto, Ze jsem chila zjistit jaké
vékové kategorie se pozitivita celiakigi pnemocini osteoporézou tyka. Vysledky
meéfeni jsem udala kvantitatien(U/ml) a kvalitativié (pozitivni, negativni a hragmi).
Pozitivni a hranrini hodnoty jsem ozrda tuéné. Z divodu ochrany soukromych dat

pacienti, jsem neuvatla jména ani rodnéisla.

Mezni hodnoty hladiny protilatek proti tTG IgA aGg

- Mérg jak 18 (U/ml) = negativni.
- Vrozmezi 18 az 22 ( U/ml) = hrani.
- Vice jak 22 ( U/ml) = pozitivni.
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Tabulka¢. 1: kvantitativni vyjaéieni hladiny protilatek proti tTG IgA a 1gG ((U/ml)

Vv Sérech paciefits prokazanou osteopordzou.

Protilatky proti tk& fiové transglutaminaze IgA a IgG (0, 00 — 17, 99) i

Séra pacienti s prokdzanou osteopor6zou-Dg M 81-90

VS(')?L?J Hodnota Hodnota VS(I)SF:(cl)J Hodnota Hodnota
Roenik tTG IgA tTG 1gG Roenik tTG IgA tTG IgG

1. 2,58 3, 59 30. 88, 94 90, 05
1970 negativni negativni 1976 pozitivni pozitivni

2. 22,45 25, 06 31. 1,04 2,08
1978 pozitivni pozitivni 1946 negativni negativn

3. 4, 89 5,25 32. 1, 87 5, 09
1969 negativni negativni 1975 negativni negatiyni
4. 11, 64 7,91 33. 0, 00 4,41
1939 negativni negativni 1957 negativni negatiyni
5. 2,11 4, 06 34. 3,35 5, 58
1941 negativni negativni 1956 negativni negatiyni

6. 0, 59 1, 08 35. 0, 00 0, 08
1982 negativni negativni 1976 negativni negatiyni

7. 0, 07 3, 06 36. 0, 86 0, 95
1944 negativni negativni 1954 negativni negatiyni
8. 5, 18 7,01 37. 0, 18 7,59
1944 negativni negativni 1939 negativni negatiyni
9. 0, 64 3, 68 38. 4, 06 5, 27
1945 negativni negativni 1979 negativni negatiyni
10. 5, 00 2,46 39. 5, 80 7, 06
1946 negativni negativni 1946 negativni negatiyni
11. 6, 43 2,48 40. 0, 01 1,04
1948 negativni negativni 1977 negativni negatiyni
12. 2,80 4, 05 41. 4, 49 7, 56
1945 negativni negativni 1970 negativni negatiyni
13. 4, 83 7,01 42. 2,56 4, 38
1945 negativni negativni 1961 negativni negatiyni
14, 0, 00 0, 08 43. 0, 46 2,31
1950 negativni negativni 1960 negativni negatiyni
15. 3,42 7,08 44, 2,09 5,97
1953 negativni negativni 1957 negativni negatiyni
16. 2,51 5, 09 45. 2,57 3, 60
1957 negativni negativni 1960 negativni negatiyni
17. 0, 01 0, 22 46. 0, 75 11, 64
1968 negativni negativni 1948 negativni negatiyni
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Cislo Cislo
vzorku Hodnota Hodnota vzorku Hodnota Hodnota
Roénik tTG IgA tTG IgG Roénik tTG IgA tTG IgG
18. 0, 50 1,48 47. 7,46 11, 34
1949 negativni negativni 1956 negativni negatiyni
19. 0, 06 4, 32 48. 5, 82 9, 38
1952 negativni negativni 1943 negativni negatiyni
20. 8, 24 12,29 49. 22, 22 33, 02
1973 negativni negativni 1978 pozitivni pozitivni
21. 4,54 17,48 50. 4,28 9,11
1970 negativni negativni 1982 negativni negatiyni
22. 4,32 9, 06 51. 4,08 7,25
1939 negativni negativni 1938 negativni negatiyni
23. 3,93 10, 21 52. 1, 48 8, 80
1959 negativni negativni 1939 negativni negatiyni
24, 6, 03 5, 89 53. 2,59 4, 40
1963 negativni negativni 1979 negativni negatiyni
25. 2,79 5, 17 54, 10, 94 17, 35
1964 negativni negativni 1984 negativni negatiyni
26. 1, 30 4, 48 55. 3,43 2,25
1985 negativni negativni 1960 negativni negatiyni
27. 2,55 14, 53 56. 3, 60 5, 68
1979 negativni negativni 1963 negativni negatiyni
28. 0, 16 1,74 57. 6, 59 7,28
1965 negativni negativni 1984 negativni negatiyni
29. 1, 08 0,01 58. 19, 06 21, 30
1976 negativni negativni 1962 hraniéni hraniéni
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Procentualni vyjad Feni stanoveni protilatek proti tkA nové
transglutamindze IgAa IgG v séru u pacient G s prokazanou
osteopor6zou

pozitivni o
50 hrani¢ni
\ 2%

negativni
93%

Grafé. 1: Procentualni vyj&dni vysledk stanoveni hladiny protilatek proti tTG IgA a

IgG v séru u paciefits prokdzanou osteopordzou

Poznamka: Graf. 1 udava procentudlni roddni pozitivnich, hragnich a negativnich
vysledii z celkového pétu 58 vzork.
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Spravnost nagtenych hodnot doklddam kalild@imi grafy pro tTG, IgA a IgG
a tabulkami s nagiienymi absorbancemi kontrol. Kalildr grafy a tabulky jsem
zanesla k vysledim meieni. Red kazdou analyzou jsem provedlaremi kontrolnich
vzorki, na zaklad kterého je v programu analyzatoru sestrojen kalitirgraf. Pokud
by nangéfrené hodnoty kontrol neodpovidaly pozadovanym hatinpttak je dalSi
meieni neplatné a musi se i s kontrolami opakovatabkienych vzork, které jsem
v pribéhu roku zpracovavala, byly kalilf@i grafy a absorbance kontrol u obou metod
tTG IgA a IgG validni a tudiz i natrené vysledky objektivni. V této praci jsem pouzila
na ukazku dva kalibtai grafy a d¥ tabulky z mého wteni. Kalibr&ni kiivky jsem
sestrojila tak, Ze na osu X jsem nanesladfamé koncentrace kalibratow U/ml a na
osu Y odpovidajici absorbance. Ziskané body jsemjilakiivkou. Rada bych popsala
také hodnoty v tabulkdch pod kalibrami grafy. BLANK je slepa kontrola, jejiz
absorbance musi byt mé&fak 0,150 a od#dta se od vSech ostatnich kontrol. STD1 je
negativni kontrola jejiz absorbance musi byt vZzéyngi jak 0,200. STD2 je CUT-OFF,
ktery je pimérem absorbanci CUT-OFF1 a CUT-OFF2. Absorbance SmiD&i byt
v rozmezi 0,200 az 0,600. STD3 je pozitivni korgraoz je pimér pozitivnich kontrol
1 a 2. Absorbance STD3 musi byit8i jak 3, 5 nasobek {omérné absorbance CUT-
OFF. STD4 je kalibrator, jehoz absorbance jenmrem kalibratoé 1 a 2. Absorbance
STD4 musi byt #Si jak hodnota STD3. Hladinu protilatek ve vzohci@/ml)
stanovujeme odtem téchto absorbanci z kalibmai kiivky. Kazda metoda tTG, IgA

a 1gG ma jiny tvar kalibrani kiivky.
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Kalibra éni graf tTg IgA

STD3

Absorbance[OD]

STD1
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Kalibra¢ni grafé. 2 vztahu hodnot mezinarodnich jednotek [U] tT@ tta absorbanci

Tabulkac. 2 — vlastni nagtené hodnoty kontrol pro metodu tTG IgA

vzorki

Kontrola Typ kontroly Absorbance [OD] Koncentrace kalibratoru [AU/mi]
BL Blank 0,045 0

STD1 Standard 0,101 5

STD2 (1/2)| Standard 0,461 19,497
STD2 (2/2)| Standard 0,486 20,651
STD2 Standard-@imér | 0,474 20

STD3 (1/2)| Standard 1,953 97,032
STD3 (2/2)| Standard 2,067 102,334
STD3 Standard-@imér | 2,010 100
STD4(1/2) | Standard 4,410 198,280
STD4 (2/2)| Standard 4,494 201,720
STD4 Standard-gmeér | 4,452 200
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Kalibra éni graf tTg IgG
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Kalibratni grafé. 3 vztahu hodnot mezinarodnich jednotek [U] tTG lnp absorbanci

vzorki

Tabulkaé¢. 3 — vlastni naktené hodnoty kontrol pro metodu tTG IgG

Kontrola Typ kontroly Absorbance [OD] | Koncentrace kalibratoru [AU/m]
BL Blank 0,061 0

STD1 Standard 0,045 5

STD2 (1/2) | Standard 0,244 19,014
STD2 (2/2) | Standard 0,272 20,925
STD2 Standard-gmeér | 0,258 20

STD3 (1/2) | Standard 0,702 49,339
STD3 (2/2) | Standard 0,722 51,938
STD3 Standard-gmeér | 0,712 50
STD4(1/2) Standard 0,967 99,419
STD4 (2/2) | Standard 0,973 100,581
STD4 Standard-@mér | 0,970 100

- 46 -




4. Diskuze

Dle Kotalove, 2009 (16) je celiakie onemeénin kterému se vidvéjSich dobéach
newnovala pilis velka pozornost. V s@asnosti mame diky rozvoji¢dy a stale
novych laboratornich vySeni a poznatk vétSi zkuSenosti s timto onema@oim. Vime
jiz, ze s celiakii souvisi spousta druhotnych onemyoi a [Fiznaki, které by se ne#ty
podceéiovat. Tato problematika ¢nzaujala a proto jsem se rozhodla provést vyzkum
souvislosti celiakie s osteopor6zou. Dle KotalovéNavorala, 2002 (23) vznika
osteopor6za druhoinpii onemocrni celiakii a to nedostateym vstebavanim
minerah, vapniku, h&iku, vitaminu D a bilkovin z poSkozenétestni sliznice.
Ptiznaky mohou mit plizivy nebo nevyrazny charakt@aaient dlouhou dobu nevi, Ze
je nemocny. Teprve silici potize ho dovedou k odikowvi, ktery diagnostikuje
osteoporézu. Veclanku Gliadin + transglutaminaza autoprotilatky, moenice
Sternberk, 2009 (25) se udava Ze u padisnaktivni celiakii jsou pozitivni protilatky
proti aktivované tTG ve fidé IgA témei u 100% onemocami. Z me tabulky
nantienych hodnoté. 1 je patrné, Ze z 58 zkoumanych vZor&steoporotickych
pacientt jsou 3 vzorky pozitivni na fikaz celiakie, tedy maji hodnotu hladiny
protilatek tTG IgA a IgG vysSi jak 22 U/ml. 1 vz&rema hranini hodnoty, to znamena,
Ze jsou protilatky proti tTG IgA a IgG v rozmezi &8 22 U/ml. Dle EIA metodického
navodu je pdeba hranini vysledek mteni opakovat za 3-6 tyéira to formou nového
odkeru vzorku. Soutasre se ukazalo, Ze u&pnost zachytu pacieahnts indikovanou
celiakii podle vySe uvedenych markée zavisla na&ku vySetovanych osob (pozitivni
vysledky jsem nagfila u pacieni narozenych v roce 1976 a 1978, tj.is@&b-37 let.

Hranieni vysledek mil pacient narozeny v roce 1962).

Odhady z #v¢jSi doby o prevalenci celiakie s osteoporézou, étedavaly
hodnoty 1:300 jsou dnes jiz dle Fojtika, 2009 pattoxeny (10). A to zidodu
diivéjSiho nedostatmého ¥déni o spektru choroby a jeji klinice. Dle nejrSich
screeningovych prograirse v Evrop a USA udava prevalence celiakie a osteoporozy
1:70 az 550 (10). P&ka ve svéntlanku uvadi, Ze o souvislosti celiakie s osteopoudz
existuje dostatek dat, ktera se é&ieelre dosti lisi (27).
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V grafu ¢. 1 jsem narené hodnoty protilatek proti tTG veidé IgA a IgG
vyjadiila procentuald. Z 58 neienych vzork byly 3 vzorky pozitivni, coz fedstavuje
5% a 1 vzorek hratini, coz gedstavuje 2%. Mé vysledky se liSi od vyzkumu, kieyly
proveden vroce 2012 v regionu severni gedsti Moravy. Tam bylo zji8ho, Ze
u osteoporotickych paciantse celiakie vyskytla ve 2,4%ftipadi. Sledovano bylo
40000 osob s osteoporozou, anémii a dermatitisetifypnis. Ve své analyze jsem
vychazela z dostupnosti zkoumaného materialu a osiZznasi laborate. Musime brat
v Gvahu, Ze pgirzkum na Morav byl provaén u daleko vice osob a také stravovaci
navyky, Zivotosprava a genetické predispozigdto osob se mohly liSit od paciént
v naSem regionu. Jak jiz byfe¢eno udaje jednotlivych vyzkuimse od sebe dosti lisi.
Napiklad Fojtik, 2009 (10) udava vyskyt osteopenie8uak 24% pacieits celiakii.
Osteopenie byla vSak prokazana také u patientelmi dobe zal€enou celiakii nebo

aplré vylééenych.

Dle Paltky (27) rekter4 data udavaji, Zeripzachytu celiakie trpi 1/3 paciént
osteoporézou. Ogay pohled na problém, jakasty je vyskyt nediagnostikované
celiakie u osteoporotickych paciéntje jest slozigjSi. A to z divodu, Ze celiakie
u paciend s osteoporézou ma jéstlalSi giznaky jako jsou nevystlitelna sekundarni
hyperparathyre6za, malabsorpce, anémie (27). MewoKotalova, 2002 (23) se ve
svém ¢lanku mimo jiné zmiuji o souvislosti celiakie s hypochromni anémii
Z nedostatého vstebavani Zeleza, ktera na&lb@& nereaguje. V této souvislosti bych
rada popsala dva zajimavéigady vySateni celiakie, které mi poskytla MUDr. Ladova

ze své hematologické ordinace.

V prvnim gipad byl v roce 2007 do hematologické ambulance odgsément ve
véku 37 let. Jiz @ nastupu do vojenské sluzby mu byla & mikrocytarni anémie
s nizkou hladinou Zeleza v séru. Pacient byl habpitvdn v Ugedni vojenské
nemocnici, kde byla provedena sternélni punkceezZebylo podavano parenteréin
a metabolismus Zeleza se znormalizoval. V roce7 2@Doratorni testy prokazaly
pozitivitu protilatek proti tTG IgA a IgG. ii? peroralnim podavani Zeleza se néda
udrzet KO v norma ani hladinu Zeleza v séru. Parenteralni podavéleza vsak vedlo
vzdy k normalizaci KO i hladiny Zeleza v séru. Bus pacient odmitl drzet
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bezlepkovou dietu a peroralnicka Zelezem nebylacinna, byl nemocny igdan do
p&e hematologického odtkni v nemocnici. V satasné dob je problém s podavanim
parenteralni formy Zeleza v ambulancich. Tentdsap podani je povolen pouze

nemocnicim.

Ve druhém pgipad byla v kwtnu roku 2012 do hematologické ambulance
k MUDr. Ladové odeslana pacientka vékw 51 let pro lehkou makrocytarni anémii
spojenou s Unavovym syndromemjjpry a vahovym ubytkem. Laboratorni testy
prokazaly deficit vitaminu B12 a kyseliny listov8ale byly zjiS€ny vysoce pozitivni
protilatky proti tTG IgA, gliadinu IgA a endomysilgA. Zawr byl: celiakie s pla
rozvinutym obrazem malabsorpce, sekundarni hypatipmedzou a nedostatkem

vitaminu B 12. Pacientce bylaifena pisna bezlepkova dietpp které se citi Iépe.

Z mnoha odbornych studii je znamo, Ze celiakie Kroosteopordzy souvisi
i sftadou dalSich onemoémi. Ve svych¢lancich toto zmiuji nagiklad Kotalova (16),
nebo Nevoral (23). Dovolila jsem si proto pro zajirast a na dopémi mé prace
zpracovat pehled diagnoz, které byly spojeny s pozitivnimilegky vySeteni celiakie.
V prabé¢hu roku 2012 jsme v Labordtdstafila, s. r. 0. na useku mikrobiologie vydet
537 sér na screening celiakie. Stanovovany bylilatky proti tTG ve fide IgA, 19G
a gliadinu ve ifidé IgA a IgG. VysSeteni byla provaéha dle pozadavk oSetujicich
leékara na zadankach. Z 537 sér bylo 38 sér pozitivnicbethiakii a 4 séra fa hranéni
vysledek. 10 paciefaits diagnézamiitdy K - nemoci travici soustavy #o pozitivni
hodnoty vySeeni celiakie. 8 pozitivnich vysleflkse pojilo s diagn6zamitity L -
nemoci kize a podkozniho vaziva. 7 pozitivit bylo n&eno u diagnéz veité R - jina
neucena Wisni bolest. 5 pacietits diagnézami - faktory ovliviiujici zdravotni stav
melo také pozitivni vysledky. 5 pozitivit bylo natifeno téZz u diagnéd - nemoci
dychaci soustavy. A jeden pozitivni vysledek sekytlau diagnéz veifdé A - infekeni
a parazitarni nemodd - nemoci krve a imunityk - nemoci endokrinni a metabolické.
Hraniéni vysledky byly nar¥eny 4 a to: 3 u dignézitdy R a 1 ve tid¢ Z. Vysledky
dokladam v piloze 1- tabulkow.4: prehled diagndz pojicich se s pozitivnimi vysledky
screeningu celiakie. Do tabulky jsem zanesla pozitvysledky néteni, diagnézu a rok

narozeni pacienta.
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Daleko dilezitéjSi je vSak to, Ze se potvrdila hypotéza o sousislosteoporozy
s celiakii. A je velmi dlezité aby byl branietel na to, Ze se za&ipnaky osteopordzy
mohou skryvat i dalSi onemasmi jako praé¢ celiakie. Pokud stane celiakie

neodhalena, f¥e se osteopordza dale zhorSovat a tim i kvaNtat@ipacienta.
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5.Zavér

Celiakie je onemoaini, kterému se vidv¢jSi dok newnovalo [iliS pozornosti.
Panovaly dokonce myty o tom, Ze &ticceliakie v pubett vymizi aclovek je po zbytek
Zivota zdrav. S celiakii ale souvisi spousta dmfch onemocEni a Fiznaki, které by
se nendly podceaiovat. Pati sem mimo jiné i osteopordza. Neni vSak zanediétahi
souvislost celiakie s anémii. V dneSni &obe jiz fada |ék&l specialish touto
problematikou zabyva. Ale jefada Iék#&i nagiklad obvodnich, kié se v praxi s touto
problematikou nesetkavaji takasto, a proto této problematice H&[adaji takovy

vyznam. Bitom pacient zavitd s prvnimfignaky pra¢ k obvodnimu Iéka.

Muj vyzkum spgival ve stanoveni hladiny protilatek v séru proké&ipvé
transglutaminaze véite IgA a IgG u 58 pacieits prokdzanou osteopor6zou, metodou
ELISA. Déle jsem vytviila statistiku souvislosti osteopordzy s celiaMiij vyzkum se
porgkud liSi od dat, ktera udavatakum na Moray. Dle Paléky vSak o souvislosti
celiakie s osteopor6zou existuje dostatek dat,akise aleciselrt dosti liSi (27).

V kazdém pipact se potvrdila hypotéza o vztahu celiakie a oste@por

Dle Paltky, 2007 (27) vsotasné dob nemizeme zaujmout jednozére
stanovisko, zda cilénvyhledavat pacienty s celiakii v osteoporotick@ydaci. Bylo by
zapotebi citlivéjSich metod k detekci choroby. Jednou z metod bllonbyt vySeteni
HLA antigemi. Dle studie ma &sSina pacient s celiakii v evropské populaci
heterodimérni zémy v HLA DQ2 a HLA DQ8 a to asi u 70% osob. V gasné dob
musime vychazet z kvalitniho klinického vy&eti a sledovani sekundarnickizpaki

choroby a dale aktivnpo celiakii fi osteoporoze patrat.
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7. Prilohy:

Priloha 1: Tabulka ¢.4 - prehled diagndz, pojicich se s pozitivnimi vysledky

screeningu celiakie

Tkanova transglutaminaza IGA , IgG (0, 00 — 17, 99) U/ml
gliadin IgA, IgG (0, 00 - 22, 49) RU/mlI

v(z:cl)sr:Su Hodnota Hod_nota Hodnota Hodnota Diagnéza
Roénik tTG IgA gliadin IgA tTG IgG gliadin 1gG

1. 8, 46 16, 14 6, 68 32,56 L282
2000 negativni negativni negativni pozitivni

2. 30, 26 1,48 L209
2000 pozitivni negativni

3. 3,57 22,52 K529
2002 negativni pozitivni

4. 0, 93 1,58 24,08 2,01 J069
2002 negativni negativni pozitivni negativni

5. 36, 08 33, 46 K30
2002 pozitivni pozitivni

6. 74, 65 J039
2002 pozitivni

7. 26, 20 R104
2003 pozitivni

8. 23,14 A084
2003 pozitivni

9. 0, 04 2,71 32,04 6, 31 L200
2004 negativni negativni pozitivni negativni

10. 0, 96 1,11 6, 27 27,53 Z000
2005 negativni negativni negativni pozitivni

11. 12,74 26, 23 R104
2010 negativni pozitivni

12, 0, 06 1,63 0, 14 22, 68 J069
2010 negativni negativni negativni pozitivni

13. 3,61 4,61 10, 25 24, 45 J100
1946 negativni negativni negativni pozitivni

14, 1,95 9, 63 20, 00. 08 2,12 R104
1953 negativni negativni hrani éni negativni

15. 20, 23 40, 8 Lo11
1954 hrani éni pozitivni
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Cislo

Hodnota

Hodnota

Hodnota

Hodnota

‘F’{f)ogr‘j:,’k TG IgA | gliadin IgA TG IgG | gliadin Igg | Didgnoza
16. 20, 20 88, 08 D519
1961 hrani éni pozitivni
17. 4,45 22,58 6,71 3,84 K30
1963 negativni pozitivni negativni
18. 55, 47 6,3 K509
1968 pozitivni negativni
19. 38, 18 K599
1969 pozitivni
20. 24,29 3,97 Z000
1973 pozitivni negativni
21. 0, 004 35,24 J209
1973 negativni pozitivni
22. 34,48 9,17 10, 30 14, 27 L301
1976 pozitivni negativni negativni negativni
23. 145, 78 J311
1976 pozitivni
24. 23, 80 K599
1977 pozitivni
25. 4,32 3,52 5,84 60, 93 K523
1980 negativni negativni negativni pozitivni
26. 4,57 2,44 22,77 3,27 LO39
1980 negativni negativni pozitivni negativni
27. 7,07 3,65 8, 03 23, 68 K900
1983 negativni negativni negativni pozitivni
28. 18,9 R509
1985 hrani éni
29. 37,35 56, 89 71,55 19, 52 Z008
1976 pozitivni pozitivni pozitivni negativni
30. 0, 09 3,23 8,78 25,61 Z000
1988 negativni negativni negativni pozitivni
31. 2,88 18, 89 Z000
1990 negativni hrani éni
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Cislo

oty | ettt | Mot | tedhon | Hodre | piagnze
Roénik

32. 14,59 2,98 20, 40 4,82 R104
1990 negativni negativni hrani éni negativni

33. 67, 98 16, 49 57, 47 K900
1992 pozitivni negativni pozitivni

34. 1,23 Z000
1992 negativni

35. 50, 8 8, 85 7,24 5,94 K30
1993 pozitivni negativni negativni negativni

36. 78, 30 L209
1994 pozitivni

37. 10, 66 25,17 5,9 6,94 R104
1995 negativni pozitivni negativni negativni

38. 0, 06 29, 44 0, 03 19, 42 R104
1996 negativni pozitivni negativni negativni

39. 3,27 22,71 3,33 5, 09 R104
1997 negativni pozitivni negativni negativni

40. 13,9 23,01 E46
1997 negativni pozitivni

41. 12,02 8, 61 4,7 24, 87 L200
1999 negativni negativni negativni pozitivni

42. 4,02 8,6 5, 05 49, 17 R69
1999 negativni negativni negativni pozitivni
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Priloha 2: Centrifuga

Zdroj: vlastni foto

Priloha 3: vzorky pipraveny k analyze

Zdroj: vlastni foto
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Priloha 4: panel s reagenciemi a deéka se stripy od firmy Test-Line
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Zdroj: vlastni foto

Priloha 5: analyzator Nexgen Four

Zdroj: vlastni foto
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Priloha 6: pozice v analyzatoru Nexgen Four pro ddstise stripy
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Zdroj: vlastni foto

Priloha 7: rozmistni zkumavek do karusel analyzatoru Nexgen Four
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Zdroj: vlastni foto
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Priloha 8: zmeéna intenzity zabarveni vzorku péigani zastavovaciho roztoku
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Zdroj: vlastni foto
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