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ABSTRAKT

Cilem préce bylo srovnani ne¢kolika immunofluorescencénich metod a
substrati pro detekci endomysidlnich protildtek (EmA). Rutinni metoda (Anti-
Endomysium antibodies AEA) pouzivana Ustavem Kklinické biochemie a
l[aboratorni diagnostiky ve V Seobecné fakultni nemocnici dava u nékterych vzorki
nejednoznacné vysledky vlivem jinych autoprotildtek (napt. ANA, AMA,
ASMA). Bylo provedeno porovnani rutinni metody sjinymi soupravami (IFA-
EmA—-gA — AEMAk 03a-10, ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA FA
Kit). Dal§im cilem bylo naucit se pracovat stouto metodou a umét co nejlépe
hodnotit vzorky z fluorescenéniho mikroskopu.

Testovanych bylo 40 vzorka, kazdy vzorek byl 7x hodnocen za pomoci
EmA metod. Pro srovnani byly vyhodnoceny protilatky IgA, 1gG, aTG.

Po mikroskopickém hodnoceni bylo zjisténo, Ze Z&dna ze souprav
nedokéazala eliminovat vliv jinych autoprotildtek. Nejlepsi pomér mezi kontrastem
pozitivitainegativita me¢l set IFA-EmA—gA — AEMAK 03a-10.

Po statistickém hodnoceni bylo zji&éno, Ze ackoliv souprava |FA-EmA-IgA
— AEMAK 03a-10 poskytuje velmi kvalitni fluorescencni vysledky, dava vice
negativni hodnoty.

Tato prace prinesla velmi cennych zkuSenosti v préci v laboratoti a zaroven
meé velmi dobie naucila hodnotit protildtky proti endomysiu metodou nepiimé

fuorescence.

Klicova dova: celiakie, protilatky proti endomysiu, EmA, imunofluorescence



ABSTRACT

The aim of this thesis was comparing of a several immunofluorescence
methods and substrates for detection endomysial antibodies (EmA). The common
method (Anti-Endomysium antibodies AEA) is used by UKLBD in VFN and by
the some samples gives ambigious results owing to another autoantibodies (e.g.
ANA, AMA, ASMA). The common method was compared with another sets
(IFA-EmA-IgA — AEMAKk 03a-10, ImmuGlo anti-Endomysial Antipody EMA
IFA Kit). Another aim of the work was how to work with this method and be able
to evaluate samples by the fluorescence microscope.

40 samples were tested and each sample was 7 times evaluated by EmA
methods. For comparing were evaluated these antibodies - IgA, 1gG, aTG.

After microscopic evaluation was revealed that none of the sets eliminated
the influence of other autoantibodies. The set IFA-EmA-IgA — AEMAk 03a-10
had the best ratio in contrast to the negativity / positivity, but it gives more
negative values. This thesis brought me a lot of valuable experiences in laboratory
and also teached me how to evaluate endomysium antibodies by indirect

immunofluorescence method.

Key words: codliac disease, endomysium antibodies, EmA, immunofluorescence
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AGA - anti-gliadin antibodies

AMA — anti-mitochondrial antibodies
ANA — anti-nuclear antibodies

APC — antigen prezentujici bunka
ASMA — anti-smooth muscle antibodies
aTG - anti-tissue transluglutaminase
DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole
EmA — endomysial antibodies

FITC - fluorescein isothiokyanét

GDP — guanosindifosfét

GTP — guanosintrifosfét

HLA — human leukocyte antigen

| F — imunofluorescence

|gA — protildtka - imunoglobulin tridy A
1gG — protildtka - imunoglobulin tridy G
PBS - Phosphate Buffered Saline
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1. UVOD

Céliakie patii k autoimunitnim onemocnénim a prokazujeme proto
piitomnost fady autoantigeni, napi. k endomysiu, coz je pojivovy, tkaiovy
protein hladkého svalu, lokalizovany mezi myofibrilami. Endomysiéni protilétky
jsou velmi spolehlivym markerem céliakie (senzitivita 83-95% a specificita 94-
99%), a ve screeningovych algoritmech jsou doporuceny jako druhy krok,
indikujici histologicky prukaz. Metoda detekce je imunofluorescencni, jako
substrét byla pavodné pouZzita svalovina jicnu opic, ovéreny jsou nyni i dalSi
substrdty napi. svalovina pupecniku. Laboratorni technika vyZaduje
immunofluorescencéni  mikroskop, hodnoceni testu neni zcela jednoduché a
vyZaduje dlouhodobé zkuSenosti. [14]



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Celiakie

Celiakie, jinak také zvana celiakalni sprue nebo glutenova enteropatie je
autoimunitni onemocnéni s geneticky podminénou vazbou (HLA-DQ2/DQ8)
(HLA- lidské leukocytarni antigeny) a specifickou odpovédi na spoustéci faktor
peptidy pSenicného gliadinu  (lepku) resp. zasobni proteiny (prolaminy)
piibuznych obilovin, je¢mene, Zitaaovsa[1].

Podstata autoimunitnich chorob spoc¢iva ve vzniku imunitni reakce (at’ uz
zprostiedkované humorani nebo bunéénou imunitou), pii které dochézi k
napadeni struktur vlastniho téla a k jejich poskozeni. Spoustécim faktorem je
agens, proti kterému je namirena imunitni reakce a jehoz antigenni struktura se
podoba organu ¢i tkani, kter4 je potom vlastnimi protildkami ¢i buné¢nou
imunitou poskozena.

V pripadé celiakie je takovym spoustécem pSeni¢ny peptid gliadin, resp.
jeho soucast afagliadin (presnéji sekvence aminokyselin, kterou musi peptid
vznikly &épenim obsahovat, aby byl schopen tuto imunitni reakci vyvolat). Alfa
gliadin je v Zaludku, duodenu a tenkém stievé enzymaticky Stépen na mensi
peptidy, které se potom vézou v submukéze bunek tenkého stieva na povrchové
glykoproteiny HLA-DQ2 a HLA-DQ8 pozitivnich imunokompetentnich bunek.
Tim tedy gliadiny spou&téji ve sliznici tenkého streva imunitni odpoveéd’, ato jak
bunéénou (aktivace cytotoxickych T lymfocyta), tak humordni (dochézi ke
vzniku protilatek proti tkénové transglutaminase a gliadinu pomoci B lymfocyta).

Na z&kladé této reakce dochazi k poskozeni bunék sliznice tenkého stieva
(enterocyttl) a k typickému histologickému obrazu poSkozené sliznice, ktery se
maZe objevit v Siroké kéale od minimélniho postiZeni sliznice (zmény na Urovni
kart&tového lemu enterocyta) a2 k totdni atrofii  klka, hypertrofii
Lieberkuhnovych krypt a infiltraci submukézy lymfocyty. VSechny tyto zmény
mohou v rizném ¢asovém Useku pii dodrzovani bezlepkoveé diety regredovat (v
zavislosti na stupni poskozeni).

O vrozené genetické podstaté svedci to, Ze se celiakie vyskytuje prakticky
vyluené u jedinci s HLA-antigeny DQ2 nebo DQ8. | to, Ze byva ¢astéji sdruZena



s dalSimi autoimunitnimi onemocnénimi a jeji cetnost je vySSi u pribuznych

pacienti postizenych celiakii [2].

2.1.1. Patogeneze onemocneéni

Ackoli je celiskie povazovana za nejlépe prostudované autoimunitni
onemocnéni, patogeneze této nemoci je velmi slozita a nekteré kroky zastavaji
stale neobjasneny.

Rozvoj onemocnéni je jednoznacné podminén piitomnosti glutenu v
potravé. Po jeho poziti dojde k hydrolyze pSeni¢nych proteina trévicimi enzymy -
pepsinem, trypsinem, chymotrypsinem, elastasou, enteropeptidasami,
karboxypeptidasami a enzymy karta&ového lemu enterocytu, ¢imz dojde k vzniku
krétkych peptidi o délce maximélné nekolik desitek aminokyselin, které nejsou
dale &epitelné trévicimi enzymy.[20]

Peptidy se potom transportuji pies epitel tenkého stieva, do subepitelialni
vrstvy, kde se nachézi enzym tkanova transglutaminasa. Mechanismus transportu
neni stale zcela objasnén a je vysoce pravdépodobné, Ze prave zpisob, jakym jsou
tyto kréké peptidy schopny prostoupit pres epitelidni vrstvu sloZzenou z
enterocytu, je jednim z klicovych kroka vzniku a rozvoje onemocnéni [21]. Bylo
potvrzeno, Ze n¢které genetické modifikace proteind myosinového typu maji za
nasledek zvy3eni permeability bunécnych membran. Napriklad gen MY O9B
koéduje protein myosin typu IX, ktery obsahuje doménu pro Rho-GTPasa
aktivujici protein. Tato GTPasova doména katalyzuje pireménu aktivniho Rho-
GTP na neaktivni Rho- GDP, ¢imZ zasahuje do regulacnich drah prestavby
cytoskeletu a s tim spojenych déju a také mimo jiné ovliviiuje vlastnosti
bunéénych membran [22]. Zvy3ena permeabilita miZe byt také ovlivnéna
nadmérnou expresi zonulinu, proteinu, ktery reguluje mezibunécny transport.[23]

Fragmenty gliadinu jsou poté vysoce pravdépodobné modifikovany
tkénovou transglutaminasou [6]. Deaminované peptidy jsou zachyceny na
bunkach prezentujicich antigen (APC) navazanim na receptory HLA-DQ2 popi.
HLA-DQ8 a tyto buriky je déle prezentuji nezralym T bunkdm. Ty je rozeznaji
jako antigen a diky vzgemné interakci dojde k diferenciaci T-bunék [24].
Enteropatie je potom indukovana uvolnénim interferonu g a dalSich



prozanétlivych cytokini produkovanych efektorovymi T bunkami [25]. Rovnéz
dochézi k uvoliiovani matrixovych methaloproteinas, které mohou poSkozovat
sliznici tenkého stieva [21]. Pribe¢h patogeneze zobrazen na obrazku ¢. 1.
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Obrézek ¢. 1. Pribéh patogeneze. Gliadin v potravé je vystaven pisobeni travicich

enzyma, veetné prolylendopeptidas, za vzniku déle nestépitenych kratkych peptidi. Ty jsou poté
transportovany do subepitelidni vrstvy a vystaveny pusobeni tkénové transglutaminasy (tTG),
ktera specificky modifikuje nekteré glutaminové zbytky na glutamétové. Modifikované peptidy
jsou pomoci APC (buiiky prezentujici antigen) prezentovany CD4+ T butikdm a dochézi k
interakci s HLA DQ2 nebo DQ8. Nasledkem toho dojde k rozvoji imunitni odpovedi, a to jak ke
vzniku zanétlivé reakce, ktera poskozuje sliznici tenkého stieva, tak ke stimulaci B lymfocyta a

produkci protilatek proti gliadinu a tkénové transglutaminase. [25]

2.1.2. Gliadiny a gluteniny



Gliadiny a gluteniny se fadi mezi zasobni proteiny prolaminy. Prolaminy
jsou zésobnimi proteiny ceredlii, nerozpustné ve vodé a roztocich soli, ale
rozpustné ve 40-70% ethanolu [3]. Jsou uloZené v obalové vrstvé obilky -
endospermu, bohaté na aminokyseliny: asparagin, glutamin, arginin nebo prolin.
Naopak velice chudé jsou na esencidlni aminokyseliny lysin, tryptofan a
methionin [4]. Prolaminy pSenice (gliadiny), zita (sekaliny) a je¢mene (hordeiny)
jsou povazovany za toxické ve vztahu k celiakii, zatimco prolaminy kukuiice
(zeiny) a ryZe (oryziny) jsou povazovany za netoxické a nézory na toxicitu
prolaminua ovsa (aveniny) se razni [3].

Gliadiny jsou déleny do ¢tyr frakci nazyvanych alfa-, beta-, gama- a omega
gliadiny po rozdéleni elektroforézou provadénou v nizkém pH [5].

Gluteniny se déli na nizkomolekularni a vysokomolekularni [6]

2.1.3. Klinické projevy

Priznaky onemocnéni celiakii byvaji velmi nespecifické a z tohoto divodu
vétSina pripadi neni stéle jesté diagnostikovana. Pomtickou pri klasifikaci celiakie
jetzv. teorie ledovce. (Obrazek ¢. 2) [7]
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Obrézek &. 2 - Teorie ledovee. Rozdéleni jednatlivych forem celiakie na zakl adé
klinickych projevi [7]



Klasicka forma

Celiakie se muze projevovat klasickymi klinickymi ptiznaky, které se lisi v
détstvi av dospélosti.

V détstvi se u déti po pridani obilnych kasi do stravy objevi objemné mastné
prajmy a dit¢ prestane prospivat (rast a pribyvat na vaze), maze mit nafouklé
brisko.

V dospélosti jsou typickymi priznaky objemné mastné stolice, hubnuti,
proteinoenergetickd malnutrice a bolesti bricha. Tak se vSak v dospélosti
projevuje celiakie jen u malého poctu pacientt, ¢astéji jsou piitomny atypické
piiznaky, napriklad z&cpa, kombinovana kostni nemoc (osteoporéza a
oseomalacie) s moznosti zlomenin dlouhych kosti ¢i obratla, anémie, obcasné
pobolivani bricha, izolované zvy3eni transaminas, Unavovy syndrom, pleSatost -
alopecie, neplodnost, aftdzni stomatitida, epilepsie i deprese a dalsi.

Celiakie se viak muze projevit aZ priznaky komplikaci, napriklad perforaci
stieva pii malignim lymfomu, zlomeninou kosti pri osteopor6ze, nebo tzv.
selhanim stieva, kdy tenké stfevo neni schopné absorbovat Zadné Ziviny, dochézi
k profliznim prajmim a je nutna Uplna parenteralni vyziva. Rozlisujeme n¢kolik
forem celiakie, pricemz Kklinicky diagnostikovana je vétSinou forma
symptomaticka - stypicky vyjadienymi priznaky.

Pacient se symptomatickou formou celiakie ma typické ¢i atypické
piiznaky, pozitivni ndlez na dliznici tenkého stieva a pozitivni sérologické
markery. Stejn¢ se chova forma oligosymptomaticka, kdy piiznaky jsou mélo
vyjédieny ¢i atypické, ndlez na sliznici tenkého streva je typicky a jsou pozitivni

sérologické ukazatele [2].
Ticha forma
Pri tiché formé onemocnéni pacient netrpi Zadnymi gastrointestin@nimi

piiznaky, ovSem vysledek sérologického screeningu je pozitivni a néasledna
biopsie tenkého streva diagndzu celiakie potvrdi [8].



Latentni forma

Jedinci trpici latentni formou onemocnéni nemaji Zadné klinické priznaky a
obvykle byvaji diagnostikovani pomoci sérologickych markert. Histologicky
rozbor tenkého stieva je normalni, ovsem s velkou pravdépodobnosti dojde béhem
Zivota k patologickym zménam v tenkém stievé [8].

Potencialni forma

Potencidlni forma celiakie zahrnuje formy s negativnimi klinickymi
ptiznaky, negativnim histologickym vySetfenim i negativnimi sérologickymi
markery. Pacienti vdak maji genetickou predispozici tohoto onemocnéni, tedy ve
svych enterocytech maji navazané HLA-antigeny DQ2 nebo DQ8 a také mohou
mit zvySeny pocet gama/delta lymfocyti v submukdze diznice [2].

Kozni forma

Duhringova herpetiformni dermatitida je samostatna jednotka, jde o kozni
manifestaci celiakie, kterd se projevuje puchyiky v typickych mistech (nad
extenzory, napinaci v koznich ryhéach, na vlasaté ¢asti hlavy), které nereaguji na
béZné masti, ale reaguji na sulfony - Dapson [2].

Na sliznici stieva jsou jen minimélné znatelné zmeény, nebo je postizeni
stievni sliznice mozaikovité [9].

Steiné jako u celiakie je pozitivni reakce na bezlepkovou dietu, ktera
umozni snizit ¢i Uplng vysadit |écbu sulfony [2].

2.1.4. Prevalence onemocnéni

Prevalence (udava pomér nemocnych jedinct k celkovému poctu jedinci ve
sledované populaci) se v Ceské republice odhaduje na 1:200-250, to znamena, ze



touto chorobou trpi okolo 40-50 tisic osob, ze kterych je sledovana v soucasné
dob¢ pouze as desetina [10].

2.2. Diagnostika celiakie

Presna diagnostika celiakie je dosazena nasledujicimi  souc¢asnymi
diagnostickymi smérnicemi a ma na pamgti, Ze intestindlni biopsie zistava stéle
jedingm obecn¢ prijatelnym zlatym standardem diagnostiky. Stanoveni je
zaloZené na doporuceni odbornou spolecnosti ESPGAN (European Society for
Paediatric Gastroenterology and Nutrition = Evropska spole¢nost pro détskou
gastroenterologii a vyzivu), ddle NASPGHAN (North American Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition = Severoamericka
spolecnost pro détskou gastroenterologii, hematologii a vyZivu).

Sérologicky se stanovuji protilétky tridy IgA algG proti gliadinu, protilétky
téidy IgA ke tkanové transglutaminase a endomysiu. Pokud jsou vysledky testt
pozitivni, je doporucena enterobiopsie. Ta se provadi jesté u neléeného pacienta,
aby se ukézalo, zda je sliznice porusena ¢i nikoliv [11].

K rozvoji onemocnéni muze dojit v jakémkoli véku, ale nejcastéji byva
celiakie diagnostikovana béhem prvnich dvou let Zivota, tedy v dob¢, kdy se
gliadin stdva slozkou potravy, déle potom v puberté a ve stiednim véku. Z
hlediska pohlavi byva diagnostikovano vice Zen nez muzi, ale soucasné studie se
priklangji k tomu, Ze incidence bude ekvivalentni [8]. Na obrazku ¢. 3 je nakreslen

postup pii diagnostice celiakie.
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Obrézek €. 3. Postup pii diagnoze cdliakie [25].




2.2.1. Sérologicke testy

Antigliadinové protilatky - AGA (Anti-gliadin antibodies))

Detekce protilatek tiidy 1gA a 1gG proti gliadinu (AGA) jsou nejcastéji a
nejdéle pouzivanymi sérologickymi markery. ELISA metody detekce AGA jsou
béZn¢ dostupné a z uvedenych markert celiakie jsou AGA ngj levngjsi. Méteni
AGA je dobré pro dlouhodobé sledovani aktudlniho stavu pacienta dodrzujiciho
bezlepkovou dietu. Ukazuje se, Zze IgG AGA dosahuji lepsi citlivosti, ale zaroven
mensi specificity v porovnani s1gA AGA [13].

Protilatky ke tkanové transglutaminase - atTG (Anti-tissue

transluglutaminase)

Protilétky tiidy IgA ke tkanove citlivosti (tTG), jsou pro diagnostiku velmi
piinosné, protoZe poskytuji dostatecnou citlivost a specificitu za rozumnou cenu.
Pozitivni test na protilatky 1gA tTG vede k odebrani histologického vzorku
tenkého stieva. Pokud je test negativni, ale symptomy napovidaji, Ze se jedna o
celiakii, byva doporucen test na 1gG tTG. Je to z toho divodu toho, Ze asi 3
procenta pacienti celiaki maji 1gA deficienci [15]. Stanoveni protilatek ke
tkaiové transglutaminase (atTG) ma velmi vysokou diagnostickou efektivitu
(senzitivita 87-97 % a specificita 88-98 %) [14]

Protilatky k endomysiu - EmA (Endomysial antibodies)

Endomysium je pojivovy protein hladkého svalstva nachazejici se mezi
myofibrilami. Pro stanoveni protilatek proti endomysiu se pouziva metoda
nepiimé imunofluorescence, jako substrat se pouziva napriklad svalovina opi¢iho
jicnu [26]. Vyhodnoceni fluorescence v mikroskopu neni zrovna jednoduché a
vyZaduje dlouhodobé zkuSenosti. Endomysidlni protildtky jsou rovnéz velmi
spolehlivym markerem celiakie (citlivost 83-95 % a specificita 94-99 %) [14].
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2.2.2. Biopsie

Biopsie malého vzorku tenkého stieva se provadi dvéma metodami. A to
CastéjSi enterobiopsii nebo méne ¢astou hloubkovou duodenoskopii [13].

Enterobiopsie

Navzdory prichodu Kklinicky presnych sérologickych testi, je stéle
enterobiopsie dialeZzitym vySetfenim vedoucim k vyvréceni nebo potvrzeni
celigkie. MuZe byt také provadéna u rizikovych pacientt, ktefi maji sice
sérologické testy negativni, ale |ékat ma velké podezieni na toto onemocnéni.
Enterobiopsie se provadi i u pacienta trpicich koZni formou Duhringovou
herpetiformni dermatitidou.

Zmeény na stevni sliznici se mohou velice liSit: pocingje od ¢astecné po
totélni atrofii klki. Mohou se také objevovat rozptylena loZiska atrofovanych kika
po celé délce tenkého stieva. Ukazatelem byva i vysoka koncentrace epitelidlnich
lymfocytu [15].

Enterobiopsie se provadi za Uplného védomi, pouze u déti se podavaji
sedativa. Usty se vpravi do téla biopticka kapsle, ktera je pripevnéna na vodic.
Posouva se skrze jicen a Zaludek az do duodena (dvanactnik), coz je prvni oddil
tenkého stieva. Na rozdil od endoskopie, biopticka kapsle se mize zavést az do
jejuna (la¢nik), kde je atrofie klka pravdépodobnéjsi a pro diagnostiku piesnéjsi
[13]. Poloha kapsle v trévici trubici se kontroluje pomoci rentgenovych snimka
brisni dutiny. KdyZ je kapsle na spravném misté v jejunu, pasobenim podtlaku se
kapsle otevie a odtizne se biopticky vzorek sliznice. Po vytahnuti kapsle ven se
zkontroluje, zda byl vzorek odebran, a pokud ano, zaSle se k histologickému

vySetteni. Biopticky vzorek za pomoci mikroskopu vyhodnoti patolog [16].

Endoskopie
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Za céstecného znecitliveni 1ékar vede dlouhou Uzkou trubici, zvanou
endoskop, skrze pacientova Usta, jicen a Zaludek aZ do duodena. Endoskop ma
kameru, takze vySetiujici |ékait piimo vidi, v které ¢asti traviciho systému se praveé
nachézi. Endoskop se dostane nejdadle na konec duodena. Oproti enterobiopsii
muaze endoskopie vykazovat faleSné negativni vysledky, protoZze se zanét maze
vyskytovat zatim jen v jejunu [17]. Biopticky vzorek za pomoci mikroskopu
vyhodnoti patolog [16]. Na obrézku ¢. 4 je vidét porovnani zdravé sliznice a
sliznice pri onemocnéni celiakii.

Obrézek ¢. 4. Zdrava dliznice a diznice pti onemocnéni celiakii a. Histologie normalni
dliznice, s klky (V) a kryptami (C). Lamina propria neboli subepitelidini vrstva (LP) se nachazi
mezi kryptami a uvniti kazdého klku. Nachézi se tam mnoho krevnich i lymfatickych vliasetnic,
kde dochazi k absorpci produktt traveni. b. Sliznice pfi onemocnéni cdiakii je charakteristicka
atrofii klki, hyperplasii krypt a zvySenou infiltraci lymfocytt v epitelu a subepiteliani vrstve [18].

2.3. Imunofluorescence

Imunofluorescence (IF) patii mezi bézné laboratorni metody v soucasné

medicing. Slouzi k detekci riiznych antigeni ve tkanich i bunkéach, umoznuje viak
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také kvalitativni i kvantitativni prikaz protilatek. K vyhodnocovani se pouziva
fluorescenéni mikroskop.

Prima& imunofluorescence pouziva znacenou protildtku proti specifickym
antigenaim, pritomnym ve tk&ni nemocného. Protildtka pochézi bud
z imunizovaného zviiete nebo se mize jednat o pramyslové produkovanou
monoklonalni protilatku. Antigen je detekovan vetkani odebrané nemocnému
biopsii.

Nep/iima imunofluorescence slouzi k detekci  autoprotildtek v séru
nemocného. Tyto protilatky (sérum pacienta) reaguji se substrétem. Jako substrat
maZe slouZit normélni tkén jiného pacienta nebo (Castéji) tkan zvireci nebo burnky
standardnich bunéénych kultur. Navazané protildtky jsou detekovany pomoci
jinych, znagenych protildtek, specifickych vaci jednotlivym tridam lidskych
protilatek. [27]

2.3.1. Fluorescenéni markery pfi vyhodnoceni EmA

Endomysialni protilatky vytvareji nepravidelné tenké sité¢ kolem sarkolemy.
Ty jsou v ostrém kontrastu s jinymi autoprotilatkami k hladkému svalstvu, které
reaguji se sarkoplazmou. Ostatni detekovatelné protilatky kromé protildtek
ASMA obsahuji také nukledrni protiladtky ANA, antimitochondidni protilatky
AMA Pritomnost ASMA, ANA, AMA protildtek je pricinou falesné
negativnich/pozitivnich vysledkt pii stanoveni endomysialnich protilatek.[38]

2.3.2. Fluorescenéni mikroskopie

Metoda je zaloZzena na skutecnosti, Ze nekteré chemické latky
(fluorochromy) po dopadu svétla o kratsi vinové délce z&i svétlem o delsi vinové
délce - tedy svétlem jiné barvy. Tento jev se nazyva fluorescence. Je projevem
intramolekulové energetické zmény vzbuzené v latce absorbovanym zarenim.

Princip nej¢astéji uzivaného postupu spociva ve vazbé fluorochromu na
ur¢itou bunéénou sloZku (polysacharid, protein), ktera pak pii urcité budici vinové
délce svétla z&fi svétlem jiné vinové délky. Aby svétlo budici fluorescenci
nevadilo pii pozorovani, musi byt odstranéno bariérovym filtrem. Ten pohiti

svétlo vychézejici z preparatu do objektivu a do okularu propusti jen svétlo

13



emitované fluorchromem. Vysledkem je tedy obraz rizné barevnych (v zavislosti
na pouziti typu fluorochromu) zatricich struktur v temném poli.

Varianta této metody s pouzitim mnoha raznych fluorochromi se uziva k
vizualizaci buné¢nych jader, chromozomu, jadérek, cytoskeletu a jeho sloZek,
specifickych bunécnych antigena a dalSich struktur. V' mikrobiologii slouzi k
mikroskopickému prakazu mikroorganismua v klinickych vzorcich (sputum, mog,
kozni Supiny a.). V imunodiagnostice se uziva k detekci bunécnych antigent
sdruZenych s ur¢itymi chorobami. Podstata této imunofluorescencni metody je v
tom, Ze molekuly protilatky (zpravidla monoklondlni) oznatené navazanym
fluorochromem se specificky vaZou s molekulami bunécnych a tkanovych
antigen, ¢imz vznikaji komplexy (antigen+protildtkat+fluorochrom), které ve
vhodném budicim z&feni v mikroskopu fluoreskuji a tim indikuji pritomnost
antigenu v bunce ¢i tkéani. [30]

Nékter e kter é pouzivané fluorochromy

FITC (fluorescein isothiokyanat) — maximum emise mezi 500-600 nm.
Siroce pouzivan pii imunofluorescenci. (Obrézek ¢. 5)

Hoechst (bisbenzimid) — barvi DNA.

DAPI — vaZe se na DNA aRNA (barvi se modie). (Obrazek ¢. 6)

Ethidium bromid — véZze se na dvouretézcovou DNA a RNA (barvi se
0ranzove).

Propidium Jodid — Barvi DNA (barvi se ¢erveng). (Obrézek ¢. 6)

Acridinova oranz — vaze se na DNA (barvi se zelené) a RNA (barvi se
tmave cerveng).

Congo Red — vézZe se naamyloid (barvi se razove). [31]
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Obrézek ¢. 5 - Imunaofluorescence s pouzitim fluorochromu FITC [31]

(Zdraj - http://mwww.bi omedcentral.com/content/supplementary/1471-2121-10-50-S1.j

Obrézek &. 6 — Priklad dalSich pouzivanych fluorochromi - z leva propidium jodid, DAPI. [33]

Fluorescenéni mikroskop

Pro dobré pozorovani emisniho zareni jehoZ intenzita je vzdy mnohem niZsi
neZ intenzita excitatniho zéreni, je pouZita dvojice filtrd — bariérovy filtr a
excitaéni (obréazek. ¢. 7). Excitaéni filtr propou&i z barevného spektra pouze ¢ast
potiebnou pro excitaci fluorescence a zabranuje prachodu svétla o stginé ¢i
podobné vinové délce jako svétlo emisni, které by vytvérelo pozadi. Bariérovy
filtr propoudi pouze emisni ¢ast spektra a zabraiuje prachodu excitaénimu svétlu.

Jako zdroj svétla se u fluorescen¢niho mikroskopu pouziva rtut'ova vybojka.

Podle konstrukce se fluorescencni mikroskopy déli na dvé skupiny. [28]
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Obrézek ¢. 7 - Excitacéni a bariérovy filtr. [31]

Transmisni fluorescenéni mikroskop

U tohoto typu mikroskopu prochazi svétlo excitagnim filtrem a na preparét
prichazi zespodu jako u klasického svételného mikroskopu. Pro osvétleni
preparatu se pouziva kondenzor zéstinovy (obrazek ¢. 8), ktery odrézi svétlo tak,
Ze dopada na preparédt svétlo zboku. Prochézejici excitacni svétlo tak leti mimo
objektiv a do objektivu se dostane emitovana fluorescence.[28] Schéma tohoto

typu mikroskopu je na obrazku ¢. 9.
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[  Bavrier hitfer

Encitar fiter

Obrézek ¢. 8 - Zastinovy kondenzor pouzivany u transmisniho fluorescen¢niho mikroskopu. [31]

Opticel Path of The Transmitted Light
Fluorescence Microscope

Obrézek ¢. 9 — Transmisni fluorescen¢ni mikroskop. [31]
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Epifluorescenéni mikroskop

U tohoto typu mikroskopu prochézi excitacni svétlo objektivem, dopada na
preparat shora a emisni svétlo se vraci zpét do objektivu.[31] Schéma tohoto typu
mikroskopu je na obrézku ¢. 10. Zde je tieba pouzit dichroické zrcadlo (obrézek ¢.
11). To propoudti a odréZi svétlo podle toho, jakou ma vinovou délku. PouZiva se
takovy typ zrcadla, ktery maximum excitaéniho svétla odrézi a maximum

emisniho svéta propoudi [31]

Optical Path of The Reflected Light Fluorescence Microscope

Obrézek ¢. 10 - Epifluorescenéni mikroskop. [31]
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Obrézek €. 11 - Usporadani filtrt a dichroického
zrcadla u epifuorescenéniho mikroskopu. [31]
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Pristrojove a materialové vybaveni

3.1.1. Pristrojové vybaveni

K vyhodnoceni byl pouZzit fluorescenéni mikroskop:
Zeiss Jena Modell Jenalumar

Carl Zeiss Jena

Fluorescenéni ndstavec IF FK11

Zdroj svétla- SH 250

RIRERTRNRR

Foto Petr Kocna, UKBLD
Obrézek &. 12. — Fluoresceneni mikroskop Zeiss Jena Model Jenalumar

Pro potizeni snimka byl pouzit kompaktni digitélni fotoapard s redukéim
nastavcem pro mikroskopy atimto nastavenim:

Olympus C-4040 Zoom

Manualni nastaveni:

ExposureTime - 1/1.6 seconds
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Clona-FNumber - 8.00

| SOSpeedRatings - 200
ExposureBiasValue - -1.30

2048 x 1536 bodii (3.15 MPixels)

OLYMPUS

(Zdroj - http://www.create-desi gns.com/ewidgets/digital camera.html)
Obrézek ¢. 13 — Digitalni fotoaparat Olympus C-4040 Zoom

3.1.2. Diagnostické spoupravy
K meteni byly pouZity tyto 3 EmA soupravy (sety):

Anti-Endomysium antibodies AEA (vyrobce BioSystems S.A)

Obsah:

1) Sklicka-12 sklicek po 8 jamkéch, kazda jamka obsahuje fez opiciho jicnu
(endomysium)

2) PBS (10x) - 1 x 100 ml —fosfatovy pufr (fedéni 1:10 destilovanou vodou)

3) Pozitivni kontrola 2 x 0,3 ml — obsahuje lidské sérum

4) Negativni kontrola 2 x 0,3 ml - obsahuje lidské sérum
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5) IgA FITC/Evansova modi 2 x 2,5 ml — (konjugét) - kozi anti-human IgA
protilatky konjugované s fluorescein izothiokyandem (FITC), Evansova modi

6) Montovaci medium 1 x 3 ml

7) Odsavaci papir 1 x 12

ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA IFA Kit (vyrobce IMMCO
Diagnostics)

Obsah:

1) Sklicka - 8 sklicek po 6 jamkéch, kazda jamka obsahuje ez opi¢iho jicnu
(endomysium)

2) PBS —fosféovy pufr - 2 lahvicky, 1 lahvicka— 1 litr PBS

3) Pozitivni kontrola 1 x 0,5 ml - obsahuje lidské sérum

4) Negativni kontrola1 x 0,5 ml - obsahuje lidské sérum

5) I1gA/IgG FTC/Evansova modi 1 x 5 ml — konjuga - anti-human
polyvalentni protilatky konjugované sfluorescein izothiokyandtem (FITC),
Evansova modi

6) Roztok natedéni vzorki — 1 x 60 ml

7) Montovaci medium 1 x 5 ml

8) Kryci sklickal x 12

IFA-EmA—gA — AEM Ak 03a-10 (vyrobce Virolmmun LaborDiagnostika
GmbH)

Obsah:

1) Sklicka-10 sklicek po 5 jamkéch, kazda jamka obsahuje ez opi¢iho jicnu

(endomysium)

2) PBS 1x —fosfétovy pufr —fedéni s destilovanou vodou do 1 litru
3) Pozitivni kontrola 1 x 0,5 ml — obsahuje lidské sérum
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4) Negativni kontrola1 x 0,5 ml - obsahuje lidské sérum
5) FITC IgA anti-human konjugat 1 x 2 ml

6) Evansova modi 1x 3 ml

6) Montovaci medium 1 x 3 ml

7) Odsavaci papir

3.1.3. Pacientska séra

Bylo wvybrdno 40 zmraZenych pacientskych s&  pochazejici
z gastroenterologické laboratore UKBLD VFN v Praze. Séra byla jiz v minulosti
vyhodnocena a vyfocena setem Anti-Endomysium antibodies AEA. Déle u vSech
sér jiz byly stanoveny protildtky IgA, I1gG a aTG. Dle stanovenych protilatek
IgA, 1gG aaTG a EmA bylo 20 pacientt negativnich a 20 pacienti pozitivnich.
V ¢k testovanych pacienti byl od 11 do 67 let. Testovano bylo 29 Zen a 11 muZz.

3.2. Metodika méreni

V&echna séra pro viechny sety byla v laboratofi UKBLD fedéna v poméru
1:20, jinak byl postup prisné dodrZen dle pokyni vyrobce.

3.2.1. Princip metod

Anti-endomysidlni protildtky ze séra se vaZou na odpovidgjici antigeny
piitomné v tezu opiciho jicnu. Ke zviditelnéni komplexu antigen protildtka je
pouZito sérum s anti-human imunoglobulinem A (IgA) znacenym fluoresceinem.

Vyhodnoceni se provédi fluorescenénim mikroskopem.[37]

3.2.2. Set Anti-Endomysium antibodies AEA — rutinni metoda
laboratofe UKBLD

Pracovni postup dany vyrobcem:

1. Temperace reagenta a vzorki na pokojovou teplotu.
2. Képnout 1 kapku (50 .1) naredéného vzorku (sérum ziedit v porméru 1:5),
nebo kontroly do kazdé jamky s tkanovym rezem. Kompletné pokryt.
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3. Inkubace sklicek 30 minut pii pokojové teploté (15-30 °C) uvniti
zvlhcovaci komarky.

4. Naklonit sklicko a opatrnym poklepavanim o filtraéni papir odstranit
prebytecné kapky vzorku. Pozor na cross-kontaminaci.

5. Oplach krétce v lehkém proudu PBS

6. Sklicka promyt v nadobé obsahujici PBS po dobu 5 minut. Poté PBS
vymenit a promyvani zopakovat.

7. Opatrné sklicko osusit s pouzitim odsavaciho papiru. Jamky nevysuSovat.

8. Do kazdé jamky pridat 1 kapku konjugétu. Sklicka inkubovat po dobu 30
minut pii pokojové teploté (15-30 °C) ve zvlih¢ovaci komarce.

9. Promyt podle bodu 6 aosusit podle bodu 7.

10. Pridat do kazdé jamky nekolik kapek montovaciho média a opatrné
prikryt krycim sklickem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

11. Vyhodnoceni fluorescenénim mikroskopem s excitacnim filtrem 495 nm
a 525 emisnim. [34]

Dal&i nutné vybaveni:

- Zvih¢ovaci komarka

- Promyvaci nadoba

- Kryci sklicka 24 x 60 mm

3.2.3. Set ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA IFA Kit

Pracovni postup dany vyrobcem:

1. Temperace reagenta a vzorki na pokojovou teplotu.

2. Képnout 1 kapku (50 .I) natedéného vzorku (sérum ziedit 1:2,5), nebo
kontroly do kazdé jamky s tk&novym fezem. Kompletné pokryt.

3. Inkubace sklicek 30 minut pti pokojové teploté uvniti zvlihéovaci
komirky.

4. Naklonit sklicko a opatrnym poklepavanim o filtraéni papir odstranit
piebytecné kapky vzorku. Pozor na cross-kontaminaci.
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5. Oplach krétce v lehkém proudu PBS

6. Sklicka promyt v nddob¢ obsahujici PBS po dobu 10 minut.

7. Opatrné sklicko osusit pouZitim papirového rucniku piiloZenim na okraj
jamky. Obsah jamky nevysuSovat.

8. Do kazdé jamky pridat 1 kapku konjugétu. Sklicka inkubovat po dobu 30
minut pii pokojové teploté ve zvih¢ovaci komirce.

9. Odebrat sklicko ze zvlh¢ovaci komirky a znova promyt v nadobé
obsahujici PBS po dobu 10 minut.

10. Zopakovat bod 7.

11. Nakapat rovnomerné na sklicko 3 kapky montovaciho médiatak aby po
prikryti kryciho skli¢ka bylo montovaci médium rovnomerné po celé ploe sklicka
bez vzduchovych bublin. [35]

Dal&i nutné vybaveni:
- Zvih¢ovaci komarka
- Promyvaci nadoba
- Papirovy ruc¢nik

3.2.4. Set IFA-EmA-IgA — AEMAkK 03a-10

Pracovni postup dany vyrobcem:

1. Temperace reagenta a vzorki na pokojovou teplotu.

2. Képnout 1 kapku (20 - 50 1) natedéného vzorku (sérum ziedit v poméru
1:10), nebo kontroly do kazdé jamky s tkanovym fezem. Kompletné pokryt.

3. Inkubace sklicek 30 minut pii pokojové teploté (15-30 °C) uvniti
zvlhcovaci komarky.

4. Naklonit sklicko a opatrnym poklepavanim o filtraéni papir odstranit
prebytecné kapky vzorku. Pozor na cross-kontaminaci.

5. Oplach kratce v lehkém proudu PBS.

6. Sklicka promyt v nddob¢ obsahujici PBS po dobu 3 x 5 minut. Poté PBS
vymenit a promyvani zopakovat.
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7. Opatrné sklicko osusit s pouzitim odsavaciho papiru. Jamky nevysuSovat.

8. Do kazdé jamky pridat 1 kapku konjugétu. Sklicka inkubovat po dobu 30
minut pii pokojové teploté (15-30 °C) ve zvlih¢ovaci komuarce ve tme.

9. Promyt podle bodu 6 aosusit podle bodu 7.

10. Prida se 5 kapek Evansovy modti do 100 ml PBS roztoku a promyvame
v nadob¢ 5 minut.

11. Sklicka kratce oplachneme PBS roztokem, opatrné setfesem prebyvajici
PBS roztok a aplikujeme 2 — 3 kapky montovaciho média na sklicko. Poté jemné
prilozime kryci sklicko, aby nevznikaly vzduchové bubliny.

12. Do 30 minut odecitdme na fluorescenénim mikroskopu se zvétSenim 400
az 800. [36]

Dalsi nutné vybaveni:

- Zvih¢ovaci komarka

- Promyvaci nadoba

- Kryci sklicka 24 x 60 mm

3.3. Statistické zpracovani vysledku

Cetnost

Provedeme-li ndhodny vybér o rozsahu n, mohou se nekteré hodnoty
opakovat vicekrat. Pocet vyskyti n; hodnoty X oznatujeme jako (absolutni)
¢etnost pozorovani hodnoty x.. Pomér ni/n nazyvame pomeérnou (relativni) cetnosti
pozorovani X. Tedy soucet cethosti je roven rozsahu n. Podobné je soucet
relativnich ¢etnosti roven 1.

Soucet ¢etnosti v3ech pozorovani, kterd nepirevyauji hodnotu X, oznatujeme
jako kumulativni ¢etnost pozorovani x. Soucet pomérnych cetnosti vech
pozorovani, kterd neprevysuji hodnotu X, se nazyva kumulativni pomeérnou
(relativni) ¢etnosti pozorovani x;.

Za&kladni piehled o zjisténych hodnotéch uréité proménné poskytuje
rozdéleni ¢etnosti jednotlivych kategorii. To muZe byt prezentovano ve dvou
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forméach a to v tabulce nebo grafu. V socidlnich védach je tato z&kladni analyza
nazyvana jako tiidéni 1. stupné. [39]

Korelace

Korelace znamen& vzgjemny vztah mezi dvéma procesy nebo velicinami.
Pokud se jedna z nich méni, méni se korelativné i druh& a naopak. Pokud se mezi
dvéma procesy ukéze korelace, je pravdépodobné, Ze na sob¢ zavisegji, nelze z
toho vak jedté usoudit, Ze by jeden z nich musel byt pticinou a druhy nésledkem.
To samotné korelace nedovoluje rozhodnou.

V uréitéjSim slova smyslu se pojem korelace uziva ve satistice, kde
znamend vzgemny linearni vztah mezi znaky ¢i velicinami x a'y. Miru korelace
pak vyjadiuje korelaéni koeficient, ktery muze nabyvat hodnot od —1 az po
+1.[39]

Korelace ve statistice

Vztah mezi znaky ¢i velicinami x a'y maze byt kladny, pokud (priblizneg)
plati y = kx, nebo z&porny (y = -kx). Hodnota korelacniho koeficientu —1 znati
zcela nepiimou zavislost, tedy ¢im vice se zvétSi hodnoty v prvni skupiné znaka,
tim vice se zmenSi hodnoty v druhé skupiné znaki, napt. vztah mezi uplynulym a
zbyvajicim ¢casem. Hodnota korelacniho koeficientu +1 znagi zcela primou
zévislost, napt. vztah mezi rychlosti bicyklu a frekvenci otatek kola bicyklu.
Pokud je korelacni koeficient roven 0, pak mezi znaky neni Zadna statisticky
zjigtitelna lineérni zavislost. Je dobré si uvédomit, Ze i pfi nulovém korelacnim
koeficientu na sob¢ veliciny mohou zaviset, pouze tento vztah nelze vyjédrit
lineérni funkci, ato ani piiblizne. [39]

Kontingenéni tabulky

Neparametrickd metoda se pouzivi k zji&éni, zda mezi dvéma znaky
existuje prokazatelny vyrazny vztah. Znaky mohou byt:
* kvalitatitni,
« diskrétni kvantitativni,
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* 5pojité kvantitativni, ale s hodnotami sloucenymi do skupin.
Méame-li dva takové znaky, uspoiéddédme data do kontigencni tabulky.
Kategorie jednoho znaku urcuji fadky a kategorie druhého znaku sloupce.
Jednotliva pozorovéni jsou zafazena do prislusné bunky kontigenéni tabulky
podle hodnot danych dvou znaka. Pokud jeden ze znakid mar kategorii a druhy
znak ma s kategorii, dostdvame kontigencni tabulku typu r x s. Kontigen¢ni

tabulku typu 2 x 2 nazyvame ¢tyipolni tabulka. [40]

Pro statistické zpracovani byl pouzit program MS Excel 2003 ve kterém byly
vytvéreny kontingen¢ni tabulky a korelacni analyzy.
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4.  VYSLEDKY
4.1. Mikroskopické hodnoceni

4.1.1. Vyhodnoceni vysledkl setu Anti-Endomysium antibodies
AEA

Na obrézku ¢. 14 je vidét vyhodnoceny negativni vzorek. Je ale patrné, Ze i
kdyZ je negativni, neni bez svételkujici zelené, jak by mél byt vzorek v idedlnim

piipadg.

Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek ¢. 14 - Priklad negativniho vzorku soupravy Anti-Endomysium antibodies AEA

Na obrézku ¢. 15 je jasn¢ zérici fluorescencni barvivo, které ndm déla

vzorek jasné pozitivnim, je ale patrné, Ze sviti i jiné struktury nez je endomysium.

29



R S

Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek ¢. 15 — Priklad pozitivniho vzorku soupravy Anti-Endomysium antibodies AEA

4.1.2. Vyhodnoceni vysledkt setu ImmuGlo anti-Endomysial
Antibody EMA IFA Kit
Na obrézku ¢. 16 je vidét velmi silné endomysium, které se velmi dobie ve
fluorescencnim mikroskopu hledalo. Na tomto obrézku se vidét negativni vzorek.
Obrézek ¢. 17 jasné vystihuje pozitivni vzorek, kdy jasné zari veliké
endomysiélni struktury.
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Obrézek ¢. 16 — Priklad negativniho vzorku soupravy ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA
IFA Kit

Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek ¢. 17 — Priklad pozitivniho vzorku soupravy ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA
IFA Kit
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4.1.3. Vyhodnoceni vysledku setu IFA-EmA—-IgA — AEMAK 03a-
10

Negativita u této soupravy je velmi ¢ista. (viz obrézek ¢. 18)

Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek ¢. 18 — Priklad negativniho vzorku soupravy IFA-EmA-IgA — AEMAK 03a-10

Na obrazku ¢. 19 je vidét jasné pozitivni vzorek, kde sviti prakticky jenom
endomysium a Z&dné jiné struktury.
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Foto Petr Kocna, UKBLD
Obrézek ¢. 19 — Priklad pozitivniho vzorku u soupravy IFA-EmA-IgA — AEMAK 03a-10

4.1.4. Mikroskopické vyhodnoceni nejednoznaénych vzork

V&echny tii sety vyrobci jsou u problematického vzorku nejednoznagné — je
to szpasobeno vlivem zvySenych jinych autoprotilatek napt. AMA, ASMA,
ANA.

Ve statistickém hodnoceni jsou tyto vzorky popsany jako negativita + X v
piipadé, Ze nesviti endomysium, ale sviti stejné intenzivé jako pozitivni vzorek
endomysia, jina strukturatkané. Pokud jasné sviti pozitivni struktura endomysia a
zéroven sviti i jiné struktury, je vzorek oznacovan terminem pozitivita + X. Tyto
terminy jsou pouzivany pouze v ramci laboratore UKBLD pro jednoznasny popis
vyhodnoceni.

Na obrazcich 20, 21, 22 a 23 je vidét jak struktura hladkého svalstva sviti,
ale nejsou tvoieny nepravidelné tenké sité, které vytvareji endomysialni
protilatky (negativita + X). Tento obrézek vytvéreji protilatky k hladkému
svalstvu reaguijici se sarkoplazmou.
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Na obrézku ¢. 20 je vidét, Ze sviti jiné struktury, neZ na predchozim

obrazku, jsou zobrazeny jiné protilatky nez proti endomysiu.

Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek ¢. 20. Priklad faleSné pozitivniho vzorku u soupravy Anti-Endomysium antibodies AEA
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Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek &. 21. Priklad falesné pozitivniho vzorku u soupravy ImmuGlo anti-Endomysial Antibody
EMA IFA Kit

Foto Petr Kocna, UKBLD
Obrézek &. 22. Priklad falesné pozitivniho vzorku u soupravy IFA-EmA-IgA — AEMAK 03a-10
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Foto Petr Kocna, UKBLD

Obrézek &. 23. Dal§i priklad falesné pozitivniho vzorku soupravy |mmuGlo anti-Endomysial
Antibody EMA IFA Kit
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4.2. Statistické hodnoceni souprav

Pro jednodusSi popis zavedeme:

Soupravac. 1 = Set Anti-Endomysium antibodies AEA

Souprava¢. 2 = Set ImmuGlo anti-Endomysial Antibody EMA IFA Kit
Souprava¢. 3 = Set IFA-EmA—-IgA — AEMAK 03a-10

Vyhodnoceni - Dr. Petr Kocna

Soupravy ¢. 2 a 3 se shodly na 15 pozitivnich a 20 negativnich vzorcich. U 3
vzorku nastala situace kdy souprava ¢. 3 projevila negativitu a souprava ¢. 2
pozitivitu. Ani v jednom piipadé nenastala situace, Ze by u soupravy ¢. 3 byly
vzorky pozitivni au soupravy ¢. 2 negativni. Z celkového souctu ¢etnosti vychazi,
Ze souprava ¢. 2 byla z 47,4% pozitivni, resp. z 52,6% negativni, souprava ¢. 3
z 39,5% pozitivni, resp. 60,5% negativni. Viz tabulka¢. 1.

Souprava €. 3

STelllo]-\V=WeAVAN pOzitivita | negativita | celkovy soucet | %
pozitivita 15 3 18 47,4
negativita 20 20 52,6
celkovy soucet 15 23 38

% 39,5 60,5

Tabulka ¢. 1 - Kontingen¢ni tabulka - srovnéni ¢etnosti pozitivity a negativity u souprav ¢. 2a3

Soupravy ¢. 1 a3 se shodly na 15 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich. U 1
vzorku se ob¢ soupravy dopustily stejné chyby (negativita +X). U 1 vzorku
souprava ¢. 3 dala nepiilis jasny vysledek (pozitivita +X) narozdil od soupravy ¢.
1 kde byla pozitivita. U 4 vzorki nastala situace kdy souprava ¢. 3 projevila
negativitu a soupravac. 1 pozitivitu. Viz tabulka¢. 2.
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Souprava €. 1

Souprava €. 3 pozitivita | negativita | negativita + X | celkovy soucet | %
pozitivita 15 15| 37,5
negativita 4 19 23| 57,5
negativita +X 1 1| 25
pozitivita +X 1 1| 25
celkovy soucet 20 19 1 40

% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 2 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se

soupravou ¢. 3

Souprava ¢. 1 a 2 se shodly na 18 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich.
V 1 vzorku souprava ¢. 1 projevila pozitivitu a souprava ¢. 2 negativitu. Kazda ze

souprav vykézala 1 nepresny vysledek. Viz tabulka ¢. 3.

Souprava €. 1
celkovy

Souprava €. 2 pozitivita | negativita | negativita +X | soucet %
pozitivita 18 18|45,0
negativita 1 19 20|50,0
negativita +X 1 1| 2,5
pozitivita +X 1 1| 2,5
celkovy soucet 20 19 1 40
% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 3 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se

soupravou ¢. 2

Vyhodnoceni - Dr. Zdislava Vani¢kova

Soupravy ¢. 2 a3 se shodly na 15 pozitivnich a 20 negativnich vzorcich. Ve
2 vzorcich souprava ¢. 3 projevila negativitu a souprava ¢. 2 pozitivitu. V 1
piipadé nastala situace, kdy souprava ¢. 3 projevila pozitivitu a souprava ¢. 2
negativitu. Z celkového souctu ¢etnosti vychézi, Zze souprava ¢. 2 byla z 44,7%
pozitivni, resp. z 55,3% negativni, souprava ¢. 3 z 42,1% pozitivni, resp. 57,9%

negativni. Viz tabulkac¢. 4.
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Souprava €. 3

STelllo] -\ WA pOzitivita | negativita | celkovy soucet | %
pozitivita 15 2 17 44,7
negativita 1 20 21 55,3
celkovy soucet 16 22 38

% 42,1 57,9

Tabulka ¢. 4 - Kontingen¢ni tabulka - srovnéni ¢etnosti pozitivity a negativity u souprav ¢. 2a3

Soupravy ¢. 1 a3 se shodly na 16 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich. V 1
vzorku se ob¢ soupravy dopustily stejné chyby (negativita +X). V 1 vzorku
souprava ¢. 3 dala nepiilis jasny vysledek (pozitivita +X) narozdil od soupravy ¢.
1 kde byla pozitivita. U 3 vzorki nastala situace kdy souprava ¢. 3 projevila
negativitu a souprava¢. 1 pozitivitu. Viz tabulka¢. 5.

Souprava €. 1
Souprava €. 3 pozitivita | negativita | negativita +X | celkovy soucet | %
pozitivita 16 16| 37,5
negativita 3 19 22| 57,5
negativita +X 1 1| 25
pozitivita +X 1 1| 25
celkovy soucet 20 19 1 40
% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 5 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se
soupravou ¢. 3

Souprava ¢. 1 a 2 se shodly na 17 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich.
U 2 vzorku sourava ¢. 1 projevila pozitivitu a souprava ¢. 2 negativitu. Kazda ze
souprav vykézala 1 nepresny vysledek. Viz tabulka ¢. 6.

Souprava €. 1
celkovy

Souprava €. 2 pozitivita | negativita | negativita +X | soucet %
pozitivita 17 17|42,5
negativita 2 19 21|52,5
negativita +X 1 1| 2,5
pozitivita +X 1 1| 2,5
celkovy soucet 20 19 1 40
% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 6 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se
soupravou ¢. 2

39



Vyhodnoceni - Petr Martikan

Soupravy ¢. 2 a 3 se shodly na 15 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich. U 5
vzorku nastala situace kdy souprava ¢. 3 projevila negativitu a souprava ¢. 2
pozitivitu. Ani v jednom piipadé nenastala situace, kdy souprava ¢. 3 byla
pozitivni a souprava ¢. 2 negativni. Z celkového souctu cetnosti vychézi, ze
souprava ¢. 2 byla z51,3% pozitivni, resp. z 48,7% negativni, souprava ¢. 3
z 38,5% pozitivni, resp. 61,5% negativni. Viz tabulkac. 7.

Souprava ¢. 3

STelllo]-\V=WeAVAN pOzitivita | negativita | Celkovy soucet | %
pozitivita 15 5 20 51,3
negativita 19 19 48,7
celkovy soucet 15 23 39

% 38,5 61,5

Tabulka ¢. 7 - Kontingen¢ni tabulka - srovnéni ¢etnosti pozitivity a negativity u souprav ¢. 2a3

Soupravy ¢. 1 a3 se shodly na 15 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich. U 1
vzorku se obé¢ soupravy dopustily stejné chyby (negativita +X). U 5 vzorka
nastala situace kdy souprava ¢. 3 projevila negativitu a souprava ¢. 1 pozitivitu.
Viz tabulkac. 8.

Ouprava
ouprava pozitivita | negativita | negativita +X | celkovy soucet | %
pozitivita 15 15| 37,5
negativita 5 19 24| 62,5
celkovy soucet 20 19 1 40
% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 8 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se
soupravou ¢. 3

Soupravy ¢. 1 a2 se shodly na 20 pozitivnich a 19 negativnich vzorcich.
Obe ze souprav vykazaly 1 nepresny vysledek. Viz tabulka¢. 9.

[ 1]
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pozitivita negativita | negativita +X | celkovy soucet |%
pozitivita 20 18]50,0
Negativita 19 20 47,5
negativita +X 1 1| 2,5
Celkovy soucet 20 19 1 40

% 50 47,5 2,5

Tabulka ¢. 9 - kontingenéni tabulka - srovnéni ¢etnosti u rutinni metody (souprava ¢. 1) se
soupravou ¢. 2

J

Celkove porovnani méricich souprav

Podle porovnani ¢etnosti pozitivit a negativit vsech souprav, vychazela
pramérné od hodnoticich osob negativita u soupravy ¢. 1 48,7%, soupravy ¢. 2
52, 2%, soupravy ¢. 3 60,0%. Pozitivita u soupravy ¢. 1 51,3%, soupravy ¢. 2
47,8% au soupravy ¢. 3 40,0%. Viz graf ¢. 1.

100,00% -
90,00% -
80,00% -

70,00% -

60,00% -

| Pozitivita
O Negativita

50,00% -

Procenta

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Souprava €. 1 Souprava €. 2 Souprava €. 3
Cetnosti jednotlivych souprav

Graf ¢. 1 — Procentualni vyjadieni primérnych éetnosti pozitivit a negativit vSech tii souprav

Po zpracovani korelacni analyzy vSech mereni (tabulka ¢. 10) se ukazalo, Ze
srutinni metodou 100% koreluje vyhodnoceni Petrem Martikanem se soupravou
¢. 2. Dde z292% Dr. Kocna se soupravami 2 a 3, stgjnou shodu mela Dr.

V ani¢kova.
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Soup. €.3- Soup. €. 3- Soup.&. 3 Soup.€ 2- Soup.€ Soup.C.
Soup.€.1 PK VA, - PM PK 2-2V 2-PM
1
0,47929 1
0,506776 0,978073 1
0,743237| 0,7576684 | 0,7245688 1
0,604541 | 0,9244922 | 0,9432422| 0,6390644 1
0,579292 | 0,9424525| 0,9211324| 0,6674238| 0,9816887 1
1| 0,4792898| 0,5067763| 0,7432367 | 0,6045405 | 0,579292 1

Tabulka ¢. 10 - kordlaéni anayza - vysedky ukazujici jak se shoduji jednotlivé vys edky mérené
riznymi osobami a riznymi soupravami

Dale jsme korela¢ni analyzou zpracovaly vyhodnocené soupravy vsech tii
osob (tabulka ¢. 11). Je vidét, Ze nejvice mez sebou koreluji soupravy ¢. 1 a
soupravy ¢. 3.

el 0,84610379 1
0,6045405 | 0,522868442 1

Tabulka ¢. 11 — korelagni analyza vyhodnocenych vSech ti souprav

Porovnanim korelatni analyzou vSech tii souprav s protilatkami (tabulka ¢.
12) se ukazala nejvétsi shoda mezi protilatkami 1gG a aTG se soupravou ¢. 1
(rutinni metodou).

B o

Soup€.3 Soupé. 2 IgA

[o]€]

1
STolijoNeMSIll 0,84610379 1
0,6045405 | 0,522868442 1
0,77674983| 0,6094494| 0,336123 1
0,91268033 | 0,739296087 | 0,47881 | 0,851064 1
0,95951449 | 0,796972293 | 0,519462 0,9/0,95119 1

Tabulka ¢. 12 - koreladni anayza vyhodnocenych souprav s protildtkami
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Po zji&eni, Ze nejvice spolu koreluji protilétky s rutinni metodou (souprava
¢. 1) jsme vytvorili kontingen¢ni tabulky cetnosti s jednotlivymi protilatkami a
naSi rutinni metodou (tabulka ¢. 13, 14, 15), ze kterych je vidét, Ze v 2 pripadech
souprava prokazovala pozitivitu a protilédtky 1gA a 1gG negativitu a zéroven set

vzdy udélal 1 chybu s nejasnym vysledkem.

Ouprava
gA pozitivita | negativita | negativita +X | celkovy soucet
pozitivita 19 1 20
negativita 1 19 20
celkovy soucet 20 19 1 40

Tabulka ¢. 13 — kontingenéni tabulka ¢etnosti soupravy ¢. 1 s protilatkami 1gA

Ouprava
0 pozitivita | negativita | negativita +X | celkovy soucet
pozitivita 19 19
negativita 1 19 1 21
celkovy soucet 20 19 1 40

Tabulka ¢. 14 — kontingenéni tabulka ¢etnosti soupravy ¢. 1 s protiladtkami 1gG

Ouprava
3 pozitivita | negativita | negativita +X | celkovy soucet
pozitivita 20 20
negativita 19 1 20
celkovy soucet 20 19 1 40

Tabulka &. 15 — kontingenéni tabulka ¢etnosti soupravy ¢. 1 s protilatkami atTG
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5. DISKUZE

Podle porovnani ¢etnosti pozitivit a negativit souprav, vychéazela pramérné
od vSech hodnoticich osob nejvysSi negativita u soupravy ¢. 3 60,0%. Souprava ¢.
2 vykazovala negativitu 52, 2%, soupravac. 1 48,7%.

Pozitivita byla nejvyssi u rutinni soupravy (souprava ¢. 1) 51,3%, souprava
¢. 2 47,8% a souprava¢. 3 40,0%.

Pokud se zamétime na jednotlivé osoby co odecitaly, tak se daji vysledky
hodnotit jako velmi vyrovnané. Dr. Petr Kocna vyhodnotil celkové 45,6% vzorka
pozitivnich, resp. 53,6% negativnich. Dr. Zdislava Vanictkovéa 45,6%, resp 53,5%
a Petr Matikan 46,7%, resp. 52,6%.

U korelaéni analyzy vech hodnoticich souprav a v3ech hodnoticich osob
vySla 100% shoda vyhodnoceni Petra Martikana soupravy ¢. 3 s rutinni metodou
(souprava ¢. 1) a déle 92% shoda ve vyhodnoceni spourav ¢. 2 a 3 Dr. Petrem
Kocnou a zéroven Dr. Zdislavy Vani¢kove.

Po zhodnoceni v3ech tii souprav nam korelacni analyza ukézala, Ze z 84%
koreluje rutinni metoda se soupravou ¢. 3 a pouze z 60% soupravac. 2.

Po porovnani souprav s dalSimy markery celiakie — protildtkami 1gA, 1gG a
atTG ndm vysla nejvétsi shoda s rutinni metodou a protildtkami 1gG 91% a aTG
96%.

NaSim cilem bylo zjigtit, zda po srovnani souprav jinych
immunofluorescencnich metod a substrédti  pro detekci antiendomysidnich
protildtek budou nékteré piesnéji hodnotitelné a ¢itelngjsi nez rutinné pouzivana
souprava u nejednoznaénych vzorku, které obcas komplikuji vyhodnoceni.
Vysledek mikroskopického hodnoceni nam ukazal, Ze Z&dnd ztestovanych
souprav neuméla problém s interakci jinych protilatek (a tim téZSim odegitanim)
Vyresit.

Déle jsme hodnotili jak dobie umi vzorek ukézat rozdil mezi negativitou a
pozitivitou. Jestli je vzorek UpIné tmavy pii negativité, nebo i pies negativitu
trochu fluorescen¢né zéri. V tomto hodnoceni vy3la nejlépe souprava ¢. 3, kde byl

kontrast mezi pozitivnim a negativnim vzorkem nejvétsi.
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Jak u rutinni soupravy, tak u soupravy ¢. 3 byly fezy endomysia piiblizné
stejné veliké a bylo nékdy obtizngjSi je hledat. U soupravy ¢. 2 byly tezy
nékolikrat vétsSi a nutnost zdlouhavéjSiho hledani odpadala.

Jednotlivé soupravy byly priblizné stejné¢ vybaveny az na rozdily, Ze rutinni
metoda a souprava ¢. 3 nedavaji kryci sklicka. Souprava ¢. 2 dav4, ale misto toho
nedava filtracni papir na suSeni prebytecnych reagencii.

Pracovni postup byl u vSech velmi podobny, jen svyjimkou soupravy ¢. 3,

kde nebyla evansova modi primo v konjugétu a musela se pridavat do ¢étrvtého
oplachu.
Souprava ¢. 1 a 3 pouziva jako substrét pro endomysialni protilatky opic¢i jicen. U
soupravy ¢. 2 je pouzita neznama svalovina opi¢iho hladkého svalu.Nejvice
pouzivanymi substraty pro endomysidlni protildtky je opic¢i jicen, svalovina
pupecniku, opici ileum gj.

Specifita i senzitivita svaloviny opic¢iho jicnu, pupecniku a opi¢iho ilea je
velmi podobna[42, 43]

Priikaz endomysialnich protilatek by mél byt proveden v nékolika fedénich
vzorku séra od 1:5 (pro zakladni screening) aZ 1:40 (prikaz onemocnéni).
Vzhledem k finan¢ni narocnosti testu je vétSinou provadéno hodnoceni pouze v
jediném fedéni, nejcastéji 1:20. [14] NaSe fedéni bylo 1:20 a vysledky byly velmi
dobré.

Specificita odecitané flourescence soupravy ¢. 1 byla 95%, soupravy ¢. 2
95% a soupravy ¢. 3 96%, senzitivita odecitané fluorescence byla 100%, 95% a
100%.

V porovnani EmA a jinych ELISA testt, EmA stde vykazuje nejvysSi
specificitu. [44]

Stanoveni EmA je ve srovnéni stesty ELISA technicky i finanéné

VD4

nérocnéjsi atest je vhodny k ovéreni hrani¢nich vysledku. [41]
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6. ZAVER

Dle mikroskopického hodnoceni vy3la nejlépe souprava ¢. 3 - IFA-EmA—
IgA — AEMAK 03a10. M¢la nejlepSi kontrastni pomér mezi pozitivitou a
negativitou, bohuZel také nedokézala odstranit vliv ostatnich autoprotilatek
zkreslujici vyhodnoceni vzorku.

Podle gatistického hodnoceni méla souprava |IFA-EmA-IgA — AEMAK
03a-10 nejvice negativnich vysledki, které byly zptsobeny vySSim redéni vzorka,
které bdzné pouziva laborator UKBLD. Pokud bychom opakovali vyhodnoceni
s niZzsim fedénim, pozitivita by se projevila, ale vyhodnoceni by se prodrazilo.

Cela tato souprava je 2x draZsi neZ rutinné pouzivana a jelikoz Zadné ze
souprav nedokazala odstranit neprijemné chyby vlivem jinych autoprotilétek,
laborator UKBLD zistava u své rutinni soupravy Anti-Endomysium antibodies
AEA.

DalSi piinos, avelmi pro mé dalezity, kteratato diplomova préce piinesla je
rozsireni obzord a prace v laboratori, jak uZz pri pripravéch vzorka pro
vyhodnoceni ve fluorescenénim mikroskopu, tak hlavné samotné vyhodnoceni
vzorkd, které neni snadnym Ukolem. Podle satistického srovnani vsech

zkuSenych osob co vzorky vyhodnocovali, jsem mél velmi srovnatelné vysledky.
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