UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

Protilatky proti deamidovanému gliadinu jako no-
vy diagnosticky ukazatel u pacienk s celiakalni

sprue

DIPLOMOVA PRACE

Autor prace: Bc. Renata Vytiskova
Vedouci prace: PharmDr. Petr Jilek, CSc.
Konzultant: Doc. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

2012



Prohlasuji, Ze tato diplomova préace je myfivgdnim autorskym dilem a veSkera
data a jejich zdroje, z nichz jsem pro zpracov@npalaiadre cituji. Prace nebyla vyuZzita
pro ziskani jiného kvalifikéeniho titulu.

V Hradci Krélové dne

podpis



Podékovani
Mé velké diky pati Doc. RNDr. Ctiradu Andrysovi, Ph.D za poskytniténzulta-

ce, ochotu, vsfcnost acas, jenz mi ¥noval i psani diplomové prace. Déle bych &t
podtkovat PharmDr. Petru Jilkovi, CSc. za odborné vedendiplomové préace.



ABSTRAKT

Bc. Renata Vytiskova
Protilatky proti deamidovanému gliadinu jako novy diagnosticky ukazatel u paciend

s celiakalni sprue

Diplomova préace
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové
Zdravotnicka bioanalytika

Cilem této diplomoveé prace je zéiih se nha moznosti laboratornihoigazu celia-
kalni sprue. Stanovit vyhovujici senzitivitu a gfietu a navrhnout CUT — OFF hodnoty
pro jednotlivé testy. Dale se z&fih na novy diagnosticky ukazatel - protilatky prdga-
midovanému gliadinu (DGP) - a srovnat ho s prikééni proti nativnimu gliadinu.

Do studie bylo zéazeno 82 pacietif kteri sphovali kritérium minimalg 1 pozitiv-
niho sérologického testu specifickych protilatekeliakie. Hladiny anti - tTG IgA, anti -
DGP éholgA a IgG a anti - gliadin IgA a 1gG bylySefeny pomoci ELISA testu. Pro
stanoveni protilatek proti endomysiu IgA byla vytaziegiméa imunofluorescence.

Pomoci testovaci statistiky byly zgsty signifikantni rozdily v hladinach protilatek
proti tkdiove transglutaminaze IgA a v hladinach IgA progélaproti DGP mezi skupina-
mi S negativni a pozitivni enterobiopsii. V obdippdech byl tento rozdil statisticky velmi
vyznamny (p<0,001).

Byly urceny hodnoty mezi pozitivity pro jednotlivé testyoRanti tTG ve tidé IgA
1,9 U/ml (senzitivita 83,3 %, specificita 75,0 Ugogha pod kivkou 0,890), pro anti DGP
IgA 9,9 U/ml (senzitivita 81,0 %, specificita 776, plocha pod kvkou 0,785), pro anti
DGP IgG 11,4 U/ml (senzitivita 71,0 %, specific@,0 %, plocha podikrkou 0,575), pro
anti AGA IgA 10,14 U/ml (sensitivita 66,7 %, specifa 47,5 %, plocha pod ROGikkou
0,566) a pro anti AGA IgG 8,42 U/ml (64,3 % sendifi, 40 % specificita, plocha pod
kiivkou 0,555).

Metoda srovnani ROCtkek byla pouZita i porovnani klinické pouzitelnosti
provedenych laboratornich téstMezi anti — tTG IgA a anti — DGP IgA nebyla naea



statisticka vyznamnost (p = 0,054, rozdil mezi @timymi plochami pod ROC #vkami
byl 0,105). Testy jsou tedy vzajemnmanenitelné a poskytuji stejné klinické vysledkyi P
srovnani ROC kvek anti — DGP IgA a anti — AGA IgA byl nalezenanamny statisticky
rozdil mezi obma testy (p= 0,001, rozdil mezi plochami pod RQ@kKami je 0,219).
Testy maji rozdilné hodnoty sensitivity a specifi@a nelze je zasmit. i srovnani ROC
kiivek anti — DGP IgG a anti — AGA 1gG nebyl naleagiznamny statisticky rozdil mezi
obéma testy (p= 0,774, rozdil mezi plochami pod RG@¥Kami 0,020). Testy jsou tedy
z hlediska klinické vyuZzitelnosti vzajemaanenitelné.

Klicova slova celiakie, diagnostika celiakie, protilatky aso@oé s celiakii, deamidovany
gliadin



ABSTRACT

Renata Vytiskova, Bc.
Antibodies reacting with deamidated gliadin as a ne diagnostic biomarker in pa-

tients with celiac sprue

Diploma Thesis
Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiadec Kralove

Healthcare Bioanalytics

This thesis is aiming the laboratory diagnosiseadiac sprue to determine the sensi-
tivity and the specificity of individual laboratotgsts. The sensitivity and specificity of a
recently introduced determination of antibodiesiagfadeamidated gliadin in comparison
with classical determination of antibodies agaimastive gliadin were compared. The aim
of this thesis also focuses on new diagnostic mmarkatibodies against deamidated glia-
din and its comparison to antibodies against nagiiaslin.

Together 82 patients were enrolled in to this stddye inclusion criterion was at
least one positive result in the presence of sjeaiitibodies for celiac sprue. To deter-
mine anti-tTG IgA, anti-DGP, and anti-gliadin IgAd IgG antibodies, ELISA tests were
used. Anti-endomysial antibodies were tested byumofiluorescence.

The statistically significant differences (p < 010@vere found comparing values of
anti-tTG IgA and anti-DGP IgA antibodies in cont@ttpositivity of histological examina-

tion of biopsy samples of gut mucosa.

We found the cut-off level of anti-tTG IgA 1.9 U/rfdensitivity 83.3 %, specificity
75.0 %, the area under the ROC curve 0.890), a@frDgA 9.9 U/ml (sensitivity 81.0 %,
specificity 77.5 %, the area under the ROC curv@%), anti-DGP 1gG 11.4 U/ml ( sensi-
tivity 71.0%, specificity 40.0 %, the area undee tROC curve 0.575), anti-AGA IgA
10.14 U/ml (sensitivity 66.7 %, specificity 47.5 ¥he value of the area under the ROC
curve 0.566) and anti-AGA IgG 8.42 U/ml (64.3 % snity, 40 % specificity, the area
under the ROC curve 0.555).



No statistically significant difference (p = 0.054ps found when compared the
level of anti-tTG IgA and anti-DGP IgA. The differee between areas was 0.105. When
comparing the ROC curves of anti-GP IgA and antifAIGA antibodies statistically sig-
nificant difference were found (p = 0.001). Thefelénce between areas was 0.219. When
compared the ROC curves for anti-DGP 1gG and a@AAgG antibodies, no significant
difference was found (p =0.774). The differenceneetn areas was 0.020.

Keywords: celiac sprue, diagnostics of celiac diseaamstibodies associated with celiac

sprue, deamidated gliadin
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1 ZADANI - CIL PRACE

Cilem této diplomoveé prace je zéiih se na moznosti laboratornihoifgazu celia-

kalni sprue, stanovit u vybranych laboratornichapatfi hran&éni hodnoty s vyhovuijici

senzitivitou a specificitou a provést verifikagchto laboratornich stanoveni v readlném

provozu imunologické laborate.

Jmenovité cile diplomové prace jsou:

1.

Vytipovat v laboratornim provozu vhodnou skupinwipati s biopticky prokazanou
celiakii a odpovidajici kontrolni skupinu s negatia bioptickym nalezem tak, aby u
kazdého vybraného pacienta (édb byl alespé jeden z dale uvedenych laboratornich
parameti pro celiakii pozitivni

U vSech vybranych pacianznetit v séru hladiny protilatek proti nativnimu glizdi
ve tidé IgG a IgA, hladinu protilatek proti deamidovanyriadinovym peptidm ve
téide IgG a IgA, hladinu protilatek proti tkévé transglutamindze véidé IgA a pro-
vést pfikaz autoprotilatek proti endomyziu véde IgA

Pomoci testovaci statistikydir piipadné rozdily v hodnotach laboratornich parainetr
mezi skupinami paciefits negativni a pozitivni biopsii

Pomoci ROC analyzy &it meze pozitivity (hrardini hodnoty) pro vSechny kvantitativ-
ni laboratorni parametry pro optimalni pamsensitivity a specificity

Pomoci porovnani ROCrikek zjistit moznost zasmy tesfi v provozu v pipadech,

kdy se plochy pod ROCrivkami u dvojice testovanych laboratornich parafetliSi

Zhodnotit obec# diagnosticky pinos vSech testovanych laboratornich paraimetr
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2 UVOD

Celiakie neboli celiakalni sprue (CS), gluten —zté&mi enteropatie, netropicka
sprue je celozivotni onemaoam zpisobené nesnasenlivosti lepku (glutenu). Samotné pro
jevy tohoto onemocmi jsou vyvolany autoimunitnimi mechanismy, kteséy spusny
vlivem bilkovin - prolamiti, které jsou obsazeny v povrchidisti obilnych zrn Zita, {e
mene, p3enice a ovsa. Hlavni proteinové slozkyeglutsou gliadin a glutenin. dihkem
gliadinu u geneticky vnimavych jedinclochazi nasledrk sliznicnim znénam, vyplaveni
antigliadinovych protilatek a protiladtek proti #@&€ transglutaminaze. Dochéazi
k poSkozeni sliznice zétlivym procesem, fedevSim na sliznici jejuna. Celiakie negt-d
ské onemoaii, jak se #ive pedpokladalo, i kdyZ &Sina prvnich projeyv se vyskytuje
jiz v détstvi. Mezi klasické fiznaky pati abdominéini obtiZze, jako je jgem, bolest b-
cha, nadymani. U doslych se vyskytuje onemoéni velmi ¢asto bez fiznak di
s netypickymi piznaky, a to suje diagnostiku tohoto onemagn. V poslednich letech
vyskyt této nemoci stoupd. Celiakie se dvakiageji vyskytuje u Zzen nez u miz Dia-
gnostika se zaklada na sérologickém stanoveni eattidpek, pro potvrzeni je vSak nutna
enterobiopsie. Jedinou dostupnotbigu je celozivotni dodrzovani bezlepkové diety.

12



3 CELIAKIE

3.1 Historie

Celiakie neni novodobé oneme&an Prvni zminky o této nemoci jsou datovany do
poloviny 2. stoleti naSeho letofia. V té doks fecky |ékad Aretaeus z Kappadokie zeg-
nil kapitolu nazvanou v anglickéntgkladu “The Coeliac Affection”, kde v popisu je ne-
moc s mastnymi @my (steatorrhea), doprovazené nadymanim. Déalepaient vSiml
anavy, ubytku hmotnosti a celkového neprospivaeinblc nazval ,koiliakos". Vyrazisi
pokrok v poznani celiakiefighdzi az o sedmnéct stoleti psgdv 19. stoleti. Anglicky
lekat Samuel Glee zjistil, Ze se d& stav ovlivnit stravBehem ctyriceti let vymezovali
lékai postupr potraviny, které zlepSuji a zhorSuji zdravotnvgiacienti. Nejwtsi rozvoj
piiSel v piibéhu 2. s¥tové valky, kdy holandsky IekaDicke vypozoroval zlepSeni sym-
ptomu i nedostatku obilovin vitsledku valky. A naopakipobnoveni zasobovani a do-
statku chleba doSlo k recidiyprojevia. Dalsi velky pélom priSel v polovirg padesatych let
minulého stoleti, kdy |ékaprovedli prvni enterobiopsii. Postupefasu z histologického
nélezu ukili charakteristicky rys celiakie, a to z&tivou reakci ve sliznici tenkéhoistva a
atrofii klki. Postups ziskali gedstavu o patologickém procesu, ktery probiha kessti
kdyz rekteré nejasnostiiptrvavaji dodnes (Guandalin, 2007; James, 2008).

3.2 Epidemiologie

Z epidemiologického hlediskatrbeme o celiakii mluvit jako o fenoménu ledovce.
Typické Klinické giznaky ma piblizn¢ jen 10 % celko&¥ nemocnych a to je ta $ga le-
dovce, kterou vidime. Informace o ragsii celiakie se opirajitfpdevsim o screeningove
studie v evropskych zemich, USA a zemich severnikwfkteré zjistily prevalenci 1:70 —
550, coz znamend& dramatické zvySeni ophi@ilphozim adam. Udava se, Ze celiakii trpi
1 % swtové populace. Vyskyt celiakie se liSi jak podiénetlivych geografickych oblasti,
tak i podle vyskytu lepku v potrévNejvysSi je v zemich Bidniho vychodu, severoza-
padni a vychodni Afriky, Jizni Ameriky a jizni Asi€eliakie v rozvojovych zemich je
mimoradré vyznamny problém wejného zdravotnictvi, neBahybi program umatijici
diagnostiku a l&eni vSech postizenych a bezlepkové suroviny a pioranejsou ziiznych
divodi dostupné. Celiakie vSakiibyva také v rozvinutych zemich. Podle odhddoi
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v Ceské republice celiakalni sprugipizng 50 000 lidi, z toho jen desetina je diagnostiko-
vana a léi se. Hlavni pi¢inou tohoto stavu je fenotyp onemeait atypicky anebo bekp
znakovy. Vzestup je Zigoben nejen lepsi diagnostikou, ale pegpediob’ se na 8m po-
dileji také faktory prosedi (Frihauf, 2007; Rfi2008).

3.3 Kiinické priznaky

Variabilita griznalka u pacient s celiakii je velmi vysoka. Udava se @zsta sym-
ptomi tohoto onemoai. Hlavni fFiznaky celiakie Ize roziit na abdominalni (klasicka

forma celiakie) a extraabdominalniizobené malabsorpci Zivin.
3.3.1 Abdominalni p¥iznaky

Mezi gastrointestinalnifjfznaky paii opakujici se bolestiitha a nadymani, nad-
meérnda flatulence. DalSi symptom je atypicka stoliobjevuji se piijmy nebo naopak za-
cpa. Stolice je objemna, vahgepahuje 300g. Typicka je steatorea, stolice s velkynoz-
stvim tuki, je kaSovita, nefjemre zapachajici a leskla. ifmy se mohou vyskytovat trva-
le ¢i obcasrE. Objevuje se i nauzea zvraceni. U dlouhodabnerozpoznané nemociaxe
byt stevo postizené natolik, Ze nedokadzeelsivat ani lakt6zu a dochazi k tzv. lakt6zové
intoleranci. Tyto piznaky jsou typické prodi trpici celiakii a po zahajeni bezlepkoveé
diety symptomy rychle vymizi (Kohout, 2006, Nevo?al05).

3.3.2 Extraabdominalni priznaky

Jsou typitéjSi pro dosplé pacienty, jedna se o projevy malabsorpaesapené ce-
liakii. Nedavny piizkum ukézal, Ze jen 1/3 dadpch pacient trpi prijmy. NegasgjSim
piiznakem celiakie v dogfpsti je nedostatek Zeleza a timigpbenéd anemie, kter4 nerea-
guje na lébu Zelezem. Neschopnost iedidvat tuky a cukry Zisobi celkové neprospivani
¢loveka, Unavu a ubytek na vaze. Wstedku toho se nevgtbavaji vitaminy rozpustné
v tucich (A, D, E, K).Casto se u celiaksetkavame s osteomalagiis osteopordzou, coz
je pra¥ nasledek malabsorbce vitaminu D a kalcia. Nedelstiithto dvou latek rize
zpasobit i problémy se sklovinou a zabarvenimzuBokud se nevisbava vitamin K,
muaze dojit k poruSe srazlivosti krve. Typicky je iskyt hypovitamindzy vitamiin roz-
pustnych ve vog a to konkrétél B komplexu s naslednou neuropatii, glositidouoanstti-

tidou. Oxalatova nefrolitiaza a cholesterolova elibdza jsou taktéz idledkem malab-
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sorpce. Celiakie G¥e mit vliv i na nervovou soustavu, a ttegevsim u Zen, kdy se mo-
hou vyskytovat deprese (Prokopova, 2008; Kohou6200

3.4 Formy celiakie

Jak jiz bylo popsano vyse, celiakie saizm projevovat tznymi @iznaky a
v riznych formach. Podle toho jettteme rozdliit na klasickou, atypickou, silentni, la-
tentni, potencionalni a Duhringovu herpetiformnind&titidu (Tabulka 1.).

3.4.1 Klasicka forma
U déti se projevuje abdominélnimitignaky, celkovym neprospivanim, ubytkem
hmotnosti, poruchouistu, hypovitamin6zou, nedostatkem Zeleza a vapniku.

U dosglych se manifestuje celiakigtginou oligosymptomaticky, naplanavnosti,
slizniénimi zmenami, zagty dutiny Ustni, neurologickymi a psychickymi pohaeni. Za-
vaznost piznaki odpovida stadiu choroby a poSkozenéwhi sliznice. Jeffitomen fizny

stupe sniZzeni vyZivy a od toho se odvijejici problémy.

Bioptické vySetteni je pozitivni a v séru se objevuji specifickétipéatky.
3.4.2 Atypicka forma

Jednad se o formu, kdeiipnaky nejsou specifické a nemusi se projevovat
v gastrointestinalnim traktu. Histologické, imuneunfické i serologické vySni je pozi-

tivni.
3.4.3 Silentni celiakie

U této formy onemoaini se nevyskytuji fiznaky a takéasto unikd pozornosti.
Sliznice tenkého Btva je vSak typicky posSkozena. Vy&eti specifickych protilatek je

taktéz pozitivni.
3.4.4 Latentni celiakie

U téchto pacient je pozitivni sérologické vySini, avSak histologicky nalez je ne-
gativni, mimo peéet reaktivnich lymfocyt v submukoze.
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3.4.5 Potencialni celiakie

Tuto formu nizeme definovat jako zvySené riziko vzniku oneniednbioptické
vySeteni i sérologie jsou negativni. Nagtji je diagnostikovano iy screeningu (Kohout a
dalsi, 2006; Nevoral 2005).

3.4.6 Duhringova herpetiformni dermatitida

CS se mize klinicky manifestovat i pod obrazem Duhringoeretiformni derma-
titidy (DH). Nejde o pidruzenou chorobu ani komplikaci, ale rovnocennoumiu projevu
CS, se shodnou patogenezépbieéu, komplikacemi i progn6zou.

Choroba byla povazovana ¢sté¢ koZzni onemocini do roku 1966, kdy bylo pro-
kazano, Ze sliznice tenkéhoiesta az u 3/4 nemocnych vykazuje stejné &umik
a morfologické zrény jako u CS. Poté, co byl zjit ptiznivy efekt bezlepkové diety nejen
na stevni, ale i kozni zeny, byla pro DH uzZivan#ada nazw, nazndujici urity vztah
k CS. Ol formy jsou na sabzcela nezavislé, mohou se vyskytnout spaié samostaté
a maji kvalitativik shodné laboratorni, histologické i fuimk odchylky (Lata a dalSi, 2010;
Dvorak, 2005).

KoZni obraz odpovida nazvu, jde o erupce typickigerpetiformnich, sil& swdi-
vych puchyka rizného pétu, velikosti i stupé vyvoje, s predile&ni lokalizaci nad exten-
zory kortetin, na trupu, ramenou, hyzdich i ve ksticét3ina nemocnych neméa zadné ob-
tize gastrointestinalniho traktu. Pozitivni jeikaz protilatek proti endomysiu, gliadinu i
tkdioveé transglutaminaze. Zmy v enterobiopsii jsou prokazatelné u 70-80 %eqydti
a identické se z#smami u CS, atrofie ki zarétlivy lymfoplazmocytarni infiltrat, edém
proprie, vyrazné redukce enzymatického vybavergreoyii.

Jedinym kauzalnim &bnym opatenim je trvald a Uplnd bezlepkova dieta. Kozni
nalez ustupuje po podani DDS-Sulippo jejich vysazeni se dermatitida ale rychle ebno
vuje (Dvaak, 2005; web NIH).

3.4.7 Refrakterni celiakie

V sowasnosti se zavadi novy pojem celiakie neodpovidagd&bu (CNL, refrak-
terni celiakie), ktery oziaje nemocné bezdébného Ginku bezlepkové diety aplikované
po dobu nejménSesti misial (od stanoveni diagndzy nebo pteghodném zlepSeni), s
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pietrvavanim nebo znovuobjevenirfiznaki a laboratornich z#m typickych pro celiakii.
CNL se vyskytuje u 7-30 % nemocnychis/edni diagn6zou celiakie a maznou Fici-
domou konzumaci lepku. DalSi moZnosti je jina antwiitni enteritida nebo jiné onemoc-
néni napodobujici symptomatologii celiakie.

U pacient je histologicky nalez pozitivni. Kritéria zahrnwjyraznou atrofii sevni
sliznice a zvySeny pet intraepitelialnich T-lymfocyt (IEL). P¥i refrakterni celiakii je
lécba zahajena&iSinou glukokortikoidy podle stavu pacienta peroiral nebo parenteral-

nim podanim (F&, 2009).

Tabulka 1. Formy celiakie (Krejsek a dalSi, 2004)

Forma Protilatky Biopsie Priznaky
Klasicka + + + Klasické
Atypicka + + Mimostevni
Silentni + + 0,casto RA
Latentni + TEL 0

Potencialni + nebo O T1EL nebo O \&tSinou 0
Refrakterni + + + Klasické
M. Duhring + + Specifické, koZzni

Pozn.: + pozitivni, 0 negativni, RA rodinnd ananmétEL zvySeny intraepitelial-

ni lymfocyty

3.5 Celiakie a pridruzena onemocHrni

Autoimunitni onemocni se vyskytuji u paciefits celiakii 10—-30kratastji nez v
ostatni populaci. Symptomy celiakie mohou byt magky @idruZzenou chorobou. Roz-
poznani celiakie a zahajeni jejéld jsou vyznamné, neBaento postup five zlepSit tera-
peutickou kontrolu fidruzené nemoci. iRiruzené onemoemi miZze byt bd’ organo¥
specifické, kdy autoreaktivita imunitniho systéneunamiena specificky proti aiim na
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urcitych organech, nebo orgariomespecifické, kdy je nateina proti citm v celém orga-

nismu.

Mezi organo¥ specifické pidruzené onemoemi pati autoimunitni tyreoiditida,
ktera se vyskytuje podle studii az u 10 % cdlidk onemocani jsou pozitivni specifické
protilatky proti endomysiu (Fesano, 2006).

Diabetes mellitus 1. typu (DM) je autoimunitni oresreni, které se taktéz vysky-
tuje o celiak jako pidruzené onemoemi. Spojitost mezi chma nemocemi fize byt
zpisobena genetickym pozadim spojenym s HLA DQ2 nelm @dobnymi spouitimi
mechanismy pro autoimunitni proces. Prevalenceetliaf¥i celiakii je 20x vySSi nez u
ostatni populace, procentu&lse pohybuje okolo 5 %. Pozdni diagnostika celiahkige
byt spojena s vysSim rizikem rozvoje DM 1. TypuZ4&aj, Metelko, 2003).

Mezi dalSi onemoemi spojenymi s celiakii p#trevmatoidni artritida, selektivni
deficit IgA, Sjogrefiv syndrom, mikroskopicka kolitida, Addisonova chioap autoimunit-
ni hepatitida, IgA mesangialni glomerulonefritiggimarni biliarni cirh6za, priméarni cho-
langiitida, neuropatie a psoriaza. Mezi organaespecifické fidruzené onemoa@mi fa-
dime systémovy lupus erythematodes, Diwa Turneéiv syndrom (Frihauf, 2001).

3.6 Patogeneze

Celiakie je multifaktorialni onemoéni, tudiz musi fisobit vice faktal, aby se
onemocgini projevilo. Celiakie v sabspojuje mechanismy potravinové intolerance s rysy
autoimunitniho onemoeéni. Na geneticky disponovaném podKkige hlavnim spoustem
zaretlivé reakce lepek. Zjistilo se, Ze k rozvoji oneanéni mohou pispét i dalSi vrgjsi
vlivy, jako je délka kojeni, infelni onemoc#ni, traumatai stres. Na patogenezi se podili
dva vlivy: exogenni a endogenni, ty se d&lé b genetické a imunologické.

3.6.1 Exogenni faktory

Za nejvyznamgsi iniciator celiakie je povazovan prélepek neboli gluten. Jedné
se o sms bilkovin, ktera pedstavuje zasobni proteiny v pSenictnmenu, Zitu a ovsu.
Predpoklddané mnoZstvi glutenu v zrnu obilniny je-78 % z celkového mnoZstvi bilko-
vin. Gluten se sklada z protéimozpustnych v alkoholu, které jsou ozagany jako glia-
diny (prolaminy). DalSi sloZzkou jsou v alkoholu oepustné proteiny gluteniny. Hlavni

Uloha @i patogenezi celiakie je préwrisuzovana gliadiim. Na zéklad molekulové
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hmotnosti je MZeme rozdlit na a, B, y a®. Typické pro tyto gliadiny je vysoky obsah
aminokyselin glutaminu a prolinu. Obsah glutaminosahuje u gliadinu obsazeného
v pSenici a prolaminech z Zita (sekaliny)neene (hordeiny) a ovsa (aveniny) vice jak 30
%. Obsah prolinu je asi 15 % (Tabulka 2.kkMeré studie ukazuji, Ze prolaminy ovsa
nejsou toxické a jen velké mnoZstviabe vyvolat posSkozeni tenkéhoresta (Krejsek,
2004; Wieser a dalSi, 2008).

Tabulka 2. Obsah jednotlivych aminokyselin v ohéch (Krejsek a dalsi, 2004)

Obilnina | Prolaminy| ObsaZzené AMK Toxicita

P&enice| Gliadin 17355 ;/% Sjc:nPro ++

Jemen | Hordeiny 17355 ;/% %”Pm ++
Zito Sekaliny 17355 ;/% gjc:nPro ++
Oves | Aveniny Ig:g +

Nekteré studie prokazuji, Z&asové rozvrzeni zavedeni lepku do stravytimiaze
mit pozitivni vliv na vznik celiakie. S tim ma takgpuvislost doba kojeni. Maské mléko
obsahuje obranné faktory, jako jsou sékieprotilatky IgA, lysozym a lactoferrin, které
chrani sliznice kojence. Tato ochrana je zél@iiezita v dols, nez si di¢ vytvori viastni
imunitu. Studie prokazaly, Ze pokud jghem zavééhi lepku do stravy détkojeno, snizu-

je se riziko rozvoje celiakie (Sollid, 2002).

DalSi z faktoti, které napomahaji vzniku celiakie, jéesini permeabilita. Za fyzio-
logickych podminek je Btvni epitel nepropustny pro makromolekuly, jakonggiklad
lepek. U pacierit s celiakii je zvySena propustnost epitelu a timgaadan prechod glu-
tenu do lamina propria. ZvySena permeabilita n@isabena poskozenim epitelu, ale je
pri¢itana tiznym faktofim, nag. pisobenim prozatlivych cytokini (TNF a, IL 17), bak-

terialni infekci, vijSim pisobenim toxickych latek (Craig a dalsi, 2007).

Infekce je jeden z vyznamnych&gich faktofi. Je prokazéno, Ze riziko vzniku ce-
liakie se zvySuje s ptem infelkenich gastrointestinalnich onemeai v prvnich Sesti
sicich Zivota. Infekce fite zvySit propustnostisivni bariéry a také zvysi sekreci intrace-
lularni transglutaminazy (tTG). Adenoviry maji pdehou strukturu jaka gliadin (Herrera
a dalsi, 2009).
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3.6.2 Endogenni faktory

Jak uz bylo mnohokrat zniino, celiakie je geneticky podngimd. Toto tvrzeni do-
klada mnoho studii, které zjistily vyskyt celiakiezi jednovajenymi dvogaty 70 — 75 %.
U dvojvajenych dvogat je incidence 20 %. Hlavni Ulohu v celiakii hrifHC glykopro-
teiny (major histokompatibility komplex), u lidi natovany jako HLA systém. Je to sloZi-
ty geneticky systém, ktery se vyraznograu podili na zprogedkovani imunitni odpadi
organismu. HLA glykoproteiny jsou molekuly, ktergoy sodasti komplexniho mecha-
nismu, umo#ujiciho imunitnimu systému rozpoznat imunodominapaeptidy. Funkci
HLA molekul je imunodominantni peptidy prezentoviat- lymfocytim. Ty rozpoznaji
cizorody antigen a spusti obrannou reakci. HLA gpioteiny @lime do dvouitid, podle
toho na jakych htkach jsou exprimovany. HLA antigeny Ikidy jsou sloZzeny ze dvou
nekovalentd vdzanych transmembranovych jednotek . Geny, které koduji HLA anti-
geny, jsou umighy na kratkém raminku 6. chromozomu v oblasti 6(2d4rejSi a dalsi,
2009; Utiyama a dalSi, 2004).

Celiakie ma uzkou vazbu s glykoproteiny HLA Hidly, které jsou fitomny jen na
bunkach prezentujicich antigen (APC; dendritickychikach, monocytech, makrofazich a
B lymfocytech). Zde jsou potom rozpoznany CD4+ ponyoni induktorovymi T lymfo-
cyty. U celiakie hraji dlezitou roli HLA-DQ geny, které kéduji HLA-DQ glykaroteiny.
Pomocné induktorové T lymfocyty rozpoznaji peptldpku vazané na DQ2 nebo DQ8
molekulach. DQ2 heterodimer &w cis nebo trans forénse nachazifblizné u 90 % ce-
liaka s alelami DQA1*05/DQB1*02. Zbylych 5 — 10 %ipada na transmembranovy hete-
rodimer HLA — DQ8 kddovany DQA1*03/DQB1*0302. Aftai peptidi glutenu lepku pro
DQ2 a DQ8 molekuly neni u nativniho glutentilip vysoka, jelikoz molekuly jsou schop-
ny poutat negativhnabité aminokyseliny na kotevnich pozicich. K tophispiva tkaova
transglutaminaza, kterd glutamin deaminaeivpde na kyselinu glutamovou, a tim zvySi
jeho afinitu k vazebnym mi&t. VeétSina pacient s celiakii jsou nositeli DQ2 , avSak u 20
— 30 % zdravé populace se vyskytuje také. Z tolmyw, Ze jeho fitomnost pro rozvoj
nemoci je nutnd, nikoliv vSak dostaici (Kagnoff, 2007, Utiyama a dalSi, 2004).

Proto se patralo dale po dalSich genech, které ddylynmit souvislost s celiakii.
Non — HLA oblast, ktera je nejvice s celiakii spdoa, je na chromozomu 5. Zde lezi
mnoho gen, které jsou zapojené do regulace imunitniho systankoduji T - bu&ny
specificky transkripni faktor a prekurzory interleukin Na toto téma byly provédy stu-
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die, které nezavisle na sbpotvrdily informaci, Ze tato oblast méa vliv na plaigii celia-
kie. DalSi vliv na celiakii by mohl mit gen CTLA4-na chromozomu 2. Ten koduje pro-
tein, ktery poskytuje negativni signal proti aktiva- lymfocyti. Studie z iznych evrop-
skych zemi se v8ak ve vysledcich rozchazeji, cozenmaznéovat geografické rozdily
v tomto faktoru. Takovych podobnych oblasti je u&snosti prozkoumano jéstekolik,
nékteré nové se podrobuji genetickému mapovani (Bafisusssan a dalsi, 2003; Utiya-
ma a dalsi, 2004).

3.6.3 Imunologické faktory

Jak jiz bylo mnohokratet¢eno, hlavnim spoultem imunopatologické reakce je
gluten, tedy spiSe jeh#ast gliadin. V travicim traktu dochazi k jekast&nému Stpeni
pomoci peptidaz. Vznikaji tak peptidove frakdevazr o-gliadinu (glutenové peptidy).
Ten musi nejprve projitips stevni sénu. Peptidy lepku prochazejigs stevni epitel tiz-
nymi zpisoby. Prvni moznost je paracelularni trasa. Peptidhou takto prochazet diky
zvySené expresi zonulinu. Tato formegeghodu vSak neniiihsS castd. Dale mohou byt
peptidy lepku transportovany do lamina propriasmmdzou, kdy gliadin grechazi pimo
pies enterocyt zacasti INFy. Jako teti moZnost je vyuZiti retrotranscytarnihtemosu,
kdy se peptid navdZe na sekielgA, ktery se nachazi na povrchu enterocytu (éfara
dalsi, 2009; Sabattino, 2009).

Kdyz prejdou fragmenty gliadinuips stevni epitel do lamina propria, maji nizkou
koncentraci negativn nabitych aminokyselinovych zbytk Tento problémiesi tk&ova
transglutaminaza 2, které je schopna gliadin deawaina glutamin fgmenit na kyselinu
glutamovou. Pokud jefiomny lysin, dochazi k vytueni tzv. crosslinking, ireverzibilni
kovalentni vazby mezi glutaminem a lysinem tzv. (y-glutamyl) - lysinova vazba. Tkéa-
nova transglutaminaza katalyzuje reakci vedoucijikje vzniku. Stai jen malé mnoZstvi
gliadinu, aby doSlo k deaminaci. Takto p&mdny peptid ma negati¥mabity aminokyse-
linovy zbytek a ten ma&si afinitu a schopnost se navazat na specifickdtanmholekul
HLA DQ2 a DQ8. Pro vazbu antigennich peptjd rozhodujici aminokyselina na pozici 6,
ta je schopna vazat kyselinu glutamovou, vznikldedpSlou deaminaci (Molberg adalsi,
2000).

Enzym tTG2 je intracelularni enzym zavisly na Cal.posSkozeni (mechanicky
stres, zatt) vSak niize byt uvolin z buiky. Za fyziologickych podminek hraje tTG2 roli
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v buré¢ném fistu a diferenciaci, tvotbextracelularni matrix, reparaci tkdni a apoptoze
(Molberg a dalsi, 2000).

Deamidovany gliadin tvd komplexy bu’ s dalSim gliadinem anebo vznika kom-
plex gliadin - tTG2. Tyto komplexy jsou zpracovay&antigen prezentujici ilkou (APC)
a dale prezentovany recepior T lymfocytim (TcR). Aktivované CD4+ T - lymfocyty
reguluji imunopatologicky z&h ve stevni sliznici a to tak, Ze dochazi k jejickrepené na
Th 1 lymfocyty, produkujici velké mnozZstvi proz#ivych cytokini predevSim INFy a
TNF a. Dale také dochazi kipmené na Th2 lymfocyty, které pomoci Th2 cytokimkti-
vuji B lymfocyty. Dochazi k naslednéemené na plazmatické hiky, které tvdi gliadino-
vé protilatky a protilatky proti tkéové transglutaminaze (Obrazek 1.je@poklada se, Ze
vazba autoprotilatek na tTG2 ma za nasledek jedealeni jeji schopnosti deaminovat
gliadin a v disledku toho zesilit celou imunopatologickou reak¢@dnak vazba autoproti-
latek inhibuje jiné vlastnosti transglutaminazyedevsim jeji schopnost aktivovat trans-
formujici mistovy faktorp (TGFB) (Horejsi a dalSi, 2009, Craig, a dalSi, 2007).

Tento vyznamny pluripotentnistovy faktor je produkovan jako neaktivni prekur-

zor, ktery musi byt proteolyticky &ten, aby byl pl& biologicky aktivni. TGH3 se zapoju-

je do imunopatogeneze celiakie hnedkalikrat. Zaprvé je to vyznamnyastovy faktor,
ktery reguluje diferenciaci epitelovych hitkn Zadruhé stimuluje fibroblasty k tvartme-
ziburg¢né hmoty. Ta je u nemocnych s celiakii rozkladar@sfednictvim matrixovych
metaloproteindz, fiedevsim typu 1 a 3, které jsou produkovaignymi buikami po sti-
mulaci TNFe. Nedostatek aktivni formy T@Hna za nasledek jednak zastaveni diferenci-
ace epitelovych buk a jednak chybi tlumivy efekt na Thl lymfocyty @feoff, 2007;
Cerf — Bensussan,2003).

Vyznamnou roli v patogenezi celiakie hraje INRJeho hladiny jsou u celiakevy-
Seny. Ten takéifspiva k degradaci extracelularni matrix, dale paySuje toxicitu intrae-
pitelidinich lymfocyfi (IEL) a NK burgk, coz vede k poSkozeni enteracyt

Do imunopatogeneze celiakie je zapojena jak adaipitimunita, tak i vrozena (Ob-
razek 1.). Imunitni reaktivita je zpréstikovana diky witym fragmenim gliadinu, kon-
krétre je nejvice prozkoumany fragment p 31 — 43. Tytptig vyvolaji imunitni reakci
bez toho, aby doslo k aktivaci T- lymfoéyt lamina propria. Tento adaptivni systém je
typicky masivnim nérstem intraepitelovych lymfocyt Tyto lymfocyty se fenotypavi
funkeéné liSi od CD4+ T — bukk v lamina propria. Pr&u nemocnych celiakii seikrat
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caseji vyskytuji T lymfocyty s expresi TcR v intraepitelialni oblasti.

Hlavni roli

v ptirozené imuni hraje interleukin 15. Bylo prokdzano, Zze pokudgato interleukin

neutralizovan, rie dojit k zastaveni patologické reakce. IL — 1prigdukovan bikami

strevniho epitelu, plazmocyty a dendritickymitami, pomoci fragmenta — gliadinu
(p31-43) (Kagnoff, 2007; Cerf — Bensussan,2003).

Peptidya — gliadinu dale fisobi expresi ligandu MICA a MICB (neklasickych mo-
lekul HLA 1. tridy) a HLA — E u poSkozenych enterotyTyto molekuly jsou rozpoznany

NK — receptory NKG2D na intraepitealnich lymfocytecVazbou mezi receptorem
NKG2D a jeho ligandem MICA dochazi k aktivaci cyigickych lymfocyti a tudiz k po-

Skozeni enterocyta zvySeni propustnosticei/niho epitelu (Wieser a dalSi, 2008).
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Obrazek 1. Imunopatogeneze celiakie
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3.7 Lécbha

3.7.1 Bezlepkova dieta

Jako jedina l&ba celiakie je v dneSni ddldoporieno Fisné dodrzovani bezlep-
kové diety. Ze stravy musi byt vyldeny vSechny obilniny (pSenicejaen, Zito i oves).
V nekterych zemich je oves povolenCeské republice je v3ak povaZzovan pro celiaky za
JLoxicky“. Normalni strava obsahuje 7-20 g lepku den a k vyvolani ifiznaki celiakie
stati 50 mg lepku. K tomu, aby byla potravina pokladaasbezlepkovou, tak podléqul-
pisi mize obsahovat maximari0 mg gliadinu/100 g vyrobku (Sabattino, 2009).

Pti diagnostikovani celiakie by &y byt kontrolovany vitaminy a mineraly. Nejs-
t&ji je nutné dodavat kalcium a Zelezo. Bezlepkov@tudmusi dodrZovat vSichni pacienti
s jakoukoliv formou onemoeéni tj. s klasickou, atypickou, latentni i potencami. Radné
dodrzovani diety je podléiznych studii udavano u 45 — 81 % nemocnycktbhéceliakie
je velmi jednoducha,psto compliance pacienk bezlepkové diétklesa i nedostatku
informaci ¢i pii pripus€ni jakéhokoliv zpochybini nutnosti pisného vylodeni lepku z
potravy. Rizikovym obdobim je puberta, vapghu které mize dochazet k vymizenitip
znala pii poruSovani diety (Frihauf, 2007, Kohout 2007).

Pokud je bezlepkova dieta debdodrzovana, dochazi pdizné dlouhé dob
k vymizeni giznalka a obno¥ struktury sliznice tenkéhoistva. Délka reparace zavigep
devSim na stupni atrofieist/ni sliznice a dkslednosti pi dodrZzovani bezlepkové diety. |
obtasné poruSeni diety (ndklad 1x za 14 dni) fEe vést k petrvavajicimu poskozeni
sliznice tenkého gtva \tetre rizika komplikaci (Kohout, 2007).

Bezlepkova dieta je pro celiaky velkou firsain zagzi, nebd’ bezlepkové suroviny
a potraviny jsou 4 - 10x drazSi nez stejné komoslibpsahem lepku. Celozivotni dodrzo-
vani bezlepkové diety fie byt velmi obtizné, protozZe lepek jEdavan i do potravin,
které na prvni pohled vypadaji, Zempl dietni kritéria nap ¢okolady, uzeniny, kieni,
jogurty. Vlastnosti lepku jsou vyuzivany i v dal§ioblastech jako najklad kosmetice
(rténky), lékarenstvi afidavaji se i do lepidel (Frihauf, 2007; Kohout 2007
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3.7.2 Alternativni lé ¢ba

V souwasné dob probihd mnoho vyzkuim které ¢ast&né ¢i zcela Uplg mohou
v blizké budoucnosti nahradit bezlepkovou dietutoTstudie jsou zaloZeny na novych
poznatcich o patogenezi aipéhu patologické reakce. Jednou z moznosti je vygeiiie-
tického inZzenyrstvi a modifikovat kodon pro proliobilninach a tak snizit imunostimula-
ci T- lymfocyti strevni sliznice. DalSi moznost je upravit propustnstiggvniho epitelu.
Hlavni protein zpisobujici zvySenou permeabilitu je zonulin. Pokudskytedy podéo
jeho funkci inhibovat, sniZila by se propustnopkie do lamina propria. Jiz byla vytiena
vakcina, ktera funguje na tomto principu a je \faki klinického testovani. Z dalSich moz-
nosti se nabizi inhibovat tTG2, ale jelikoz tentayen ma éznorodou biologickou ulohu,
mohou se vyskytnout négdvidatelné nezadouctinky. Byly navrhnuty i gkteré dalSi
postupy, které jsou zaloZeny na inhibici INfiebo IL — 15, pofjpack inhibici reakce mezi
ligandem MICA a receptorem NGK2D. VSechny tyto nastgsou zatim jen ve fazi vy-
zkumu (McCallister 2012; Tye-Din, a dalSi, 2010).

Jako dalSi alternativni dbéa byla navrzena peroralni enzymoterapie. Enzyimy r
nych mikroorganisrtin (Flavobacterium meningosepticum Sphingomonas capsulata
Myxococcus Xanthlisbyly testovany pro bu celiakie. Tyto enzymy jsou schopny
vitro degradovat prolin s obsahem peptiddteré jsou jinak odolnéi¢i degradaci protea-
zami v zazivacim traktu. 88ina z ¢chto enzyn je nevrat® inaktivovana v Zaludku pep-
sinem a kyselym pH a degradovan&d¥i zkousi kombinovat enzymy #zanych mikroor-
ganisnii ¢i uzawit enzymy do obalu, aby nepodlehly degradacippichodu Zaludkem.
Zatim bez kladného vysledku (Caputo, a dalsi, 2010)

UvaZzuje se také o vyuZiti enzynmikroorganisni pii zpracovani obilovin. Kon-
krétre pii peceni chleba se mohou pouzit laktobacily, které umbydrolyzu albuminu,

globulinu a gliadinové frakce¢hem doby kynuti. | tato teorie je stale ve fazikujmu
(Caputo, a dalsi, 2010).

3.8 Komplikace

Nel&ena celiakie je z dlouhodobého hlediska Zivot zkjiata potencialé fatalni
onemocgini. Komplikace Ize rozit na vyplyvajici z malabsorpce, #igruZzenych one-

mocreni a onkologické.
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NejcastjsSi maligni komplikace u celiakie je vysoce agrasimon- Hodgifiv lym-
fom (NHL), obvykle definovan jako s enteropatii s@ejici T lymfom (EATL). Jedna se o
klonalni proliferaci intraepitelialnich lymfoayt V nékterych gipadech je EATL spojovan
s refrakterni celiakii, kdy az u 80 % pacienereagujicich na ¢éu je diagnostikovan pra-
vé EATL. EATL se obyejné vyviji v jejunu, ale mze také byt nalezen v ileu a lymfatic-
kych uzlinach, méncasto v Zaludku a tlustémistg. Rizné studie ukazaly vyznamny
vztah mezi adenokarcinomem tenkéh@w a celiakii. U pacieftkromg NHL je zvySené
riziko i adenokarcinomu jicnu a dlazdicového kaoomu hltanu (Prokopova, 2008, web
NIH).

Riziko malignity je u neléenych celiak zhruba dvojndsobnériBna bezlepkova
dieta provazena trvalou normalizaci protilatek v&dmoklesu rizika vSech komplikaci na
arovai bézné populace (Malkusova a dalsi, 2010).

Ke komplikacim zfisobenych malnutrici piét metabolickd osteopordza. Kostni
zmeny vznikaji nedostatkem vitaminu D a kalcia a vyplaim prozaétlivych cytokin.
Z dalSich komplikaci fizeme uvést neuropsychiatrické poruchysgbené ovoidni aktivi-
tou rekterych malych peptid vzniklych S€penim gliadinu. Z dvodu malabsorpce e
dochazet ke snizené plodnosti a to u obou pohierwdral 2005).
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4 DIAGNOSTIKA CELIAKIE

Mimofadna rozmanitost Klinickych projgvznesnaduje \Wasné zji&tni celiakie.
Zvoleny diagnosticky postup je ovlign fenotypem choroby.iPklasickych gastrointesti-
nalnich projevech je pacient bez prodleni poslargastroenterologii. Jsou — li projevy
choroby atypické, je vyS&ni a Iéba nantiena pedevsSim symptomaticky, Bupraktic-
kym lékaem, nebo fislusnym specialistou. Pokud neni celiakiecgsti diferencialni dia-
gnostiky, jeji rozpoznani sete vyrazg opozdit anebo nemoc neni zisa nikdy. Coz
muaze mit fataIni nasledky. Celiakie je celdtwe vyrazré poddiagnostikovana. Zlatym
standardem pro potvrzeni celiakie staistava endoskopické vy$ehi tenkého geva.
Diagnostika celiakie se provede na zaklaodnoceni soubdridaji klinickych ptiznaki,
pozitivity sérologickych markér celiakie, enterobiopsie aetelné klinické i sérologické
odpowdi na bezlepkovou dietu. Tato kritéria byla vypra&oa Evropskou spalaosti pro
détskou gastroenterologii a vyzivu (ESPGHAN) (Koha2@06).

4.1 Histologické vySefeni

V 70. letech bylo fjato schéma dopotujici provedeni 3 biopsii sliznice tenkého
streva. Pro stanoveni diagndzy je nezbytnikpe hyperplastickych atrofickych zm sliz-
nice po expozici lepkem a dalSi provedeni biopsieUpra¥ sliznice i dodrzovani
bezlepkové diety. # zavedeni sérologickych téstlo diagnostiky bylo odéthto kritérii
upuseno. V sodasné dob pokud neni pochyby o spravnosti diagnozy, je mgia&ést
jen dw biopsie, #které zdroje uva$i dokonce jednu (Bangin a dalsi, 2003).

Pro histologicky pikaz celiakie se preferuje vygeni duodendlni sliznice misto adb
ru sliznice jejuna enterobioptickou kapsli pro sratelnou senzitivitu a moznost cileného
odbiru z makroskopicky suspektnich loziseki¢pmz za optimalni se povazuje ¢dd—6
vzorki. OdkEr enterobioptickou kapsli se provadi jen u mensiith Z makroskopického
hlediska dochézi u celikk vyhlazeni Kerckringovyclias, je patrny mozaikovity reliéf
sliznice (Obrazek 2 B, D) a fissury (Obrazek 2.)Isevni sliznice a také je witl napad-
ngji cévni kresba (Daum, a dalSi, 2011).
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Obrazek 2. Endoskopicky obraz sliznice duodena Mem Clinic, 2010)

Pozn.: A - normalni sliznice, B, D — mozaikova ktwra, C — fissura mukoézy

Mikroskopicky nalez s&dci pro celiakii, pokud v bioptickém preparatu naleae
atrofii a tvarové zrény klkt, hyperplazii krypt, zvySeny @et intraepiteliadlnich lymfocyt
Bungcny infiltrat je tvaren gredevsim plazmocyty a lymfocyty. Zmy, které jsou patrné u
postizené sevni sliznice, popsal doktor Marsh v roce 1995 @bk 3., Tabulka 3.) (Lata

a dal8i, 2010).
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Obrazek 3. Z@ny sliznice podle Marshe (Méaskova, 2010)

U histologického vyséeni celiakie mize dochézet k faledrpozitivnim vysledkm,

protoZe atrofii klki zpasobuiji i jiné piciny, jako gecitlivélost na jiné potraviny, intoleran-
ce laktézy, gastroenteritida, uzivani nesteroidrdobtirevmatik, dysregulace imunitniho
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systému f autoimunnich chorobach nebo imunodeficitech,pdiické stevni zasty atd.
(Goldemund, 2001).

Tabulka 3. Marshova klasifikace (Eri2011)

Typ Popis

Normalni histologie, muze se vyskytovat u nempc-
nych s potencialni formou celiakie
Normalni sliznéni struktura, zvyseny @et IEL
(>40)
Normalni vzhled klk, prohloubeni krypt, zvySen
pocet IEL (>40)

Mirn4, subtotalnéi totalni atrofie klki, krypty
hypertrofické, zvySeny pet IEL (>40)
Koneiny stup& poskozeni, ireverzibilni atrofickg

zmeny klka, velmi zvySeny péet IEL

Normalni - MO

Infiltrativni - M1

Hyperplasticky - M2

Destruktivni - M3

Hypoplasticky - M4

4.2 Geneticke vySetovaci metody

Jak jiz bylo zmigno vySe, na rozvoji celiakie se podileji i genetidiaktory. Je
prokazana asociace mezi celiakii a heterodimereb HQ2 kédovanym DQAL1*05 a
DQB1*02 alelami u 95 % nemocnych. U zbyvajicich S&ovyskytuje heterodimer HLA -
DQ8 kodovany alelami DQA1*03 a DQB1*0302. JelikaZ asi u ttetiny zdravé populace
jeden z &chto heterodimeru vyskytuje, né#eme pomoci pozitivniho vysledku HLA typi-
zace potvrdit celiakii. HLA typizaci je vhodné pan¥t jako dophkové vySeteni pokud je
histologie nebo screening protilatek nejednényanebo u rizikovych jediric Negativni
vysledek vSak z 95 % iwie onemoceni vylowit. Nekteré vysledky (pozitivni DQB1 *
0201) mohou odrazet zavaznost onengogrkdy byla prokazana spojitost s touto alelou a

vyrazrejsi atrofii klka, a pomalejSi reakci na bezlepkovou dietu.

VySeteni se provadi neiastji z krve nebo ze stu z bukalni sliznice pomoci
PCR s néaslednou hybridizaci se sekwvenspecifickymi sondami. Vyhoda genetického
vySeteni je, Ze neni zavislé na bezlepkovédaje mozné provést kdykoliv (web Quest

Diagnostics).
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4.3 Screening celiakie

Zamerem screeningu je cilérvyhledat dosud nediagnostikované celiaky. Jeljkoz
celiakie stale diagnostikovanateské populaci hil nedostaténé ¢asto, nebo naopak poz-
dé. Fricinou je iznorody fenotyp nemoci. V seéasné dob prevladaji stevni @giznaky jen
u malych dti, kdezto u dosflych dominuji atypické fiznaky. DalSi ficinou jsou nestan-
dardni a chybné diagnostické postupy. Cilem scngenje ¢asna diagnostika celiakie s
naslednowasnou lébou (zavedeni bezlepkové diety), odhaleni atypibkipcem celiakie,
zjisténi skuténé prevalence celiakie €eské republice, prevence komplikaci celiakie,
omezeni a lepSi kontrol&igruzenych autoimunitnich chorob (&r2011).

Cileny screening byl ¢eské republice schvélen ministerstvem zdravotn®vi2.
2011. Screeningové vy$ehi se sklada ze dvou krinkPrvni krok spéiva ve stanoveni
sérovych autoprotilatek ke thdvé transglutaminaze veéidé IgA a stanoveni celkového
IgA. Pokud je vysledek pozitivnifistupuje se k druhému kroku coZ je enterobiopsie a
nasledné histologické vydeni vzorku. B vysoce rizikovych faktorech se dopduje
poslat pacienta na biopsii fimegativnim vysledku. Cileny screening celiakigosevadi u
piesré definovanych cilovych skupin, u nichz Izéedpokladat vysSi vyskyt jedifics ne-
poznanou celiakii (F¢j 2011).

A. Rizikové choroby a skupiny

e piibuzni celiak 1. stup# (rodice, sourozenci,di), pii jejich pozitivite také 2. Stup-
n¢ (prarodte, strycové, tety), zejméndiwyskytu podeelého symptomu nebo jiné
autoimunitni choroby

 dermatitis herpetiformis (Duhring)

» mikrocytarni anemie nereagujici naldé preparaty Zeleza

* predasna osteopordza

* terapeuticky rezistentnifgmova forma syndromu drazdivéhdesta
e polyneuropatie a myopatie nejasné etiologie

* ataxie nejasné etiologie

* deprese a poruchy chovani

e amenorhea, pozdni menarche

« infertilita a poruchy reprodukce

* Downiv a Turnetév syndrom
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B. Podexelé symptomy

» opozany psychosomaticky vyvoj

* nevyswtleny tbytek &glesné hmotnosti

* nizké sérove Zelezo

* vyrazné izolované zvySeni sérovych aminotrangf@d&T, ALT)
* izolovany deficit IgA

* recidivujici aftozni stomatitida

* hypoplazie zubni skloviny

C. Pridruzené autoimunitni choroby

* diabetes mellitus 1. typu

* autoimunitni thyreoiditida a jiné autoimunitniderkrinopatie
* autoimunitni hepatitida

* systémovy lupus erythematodes

* primarni sklerotizujici cholangiitida

e primarni biliarni cirhéza

* Sjogreriiv syndrom

* choroby pojiva

* IgA nefropatie (Fd, 2011)

4.4 Serologicky prikaz celiakalni sprue

Typicka pro celiakalni sprue je mohutna protilatkovdpo¥éd’, kterd se vyuziva
v diagnostice tohoto onemagr. Do krve pacierit jsou vyplavovany protilatky widé
IgA a IgG proti iznym antigennim slozkam lepku a fik&ym strukturam. Primagnse
stanovuji protilatky veitde IgA, jelikoZ vykazuji vySSi specificitu i senzitiu. K detekci
protilatek ve tide 1gG se pistupuje, pokud je u pacienta z§igtdeficit celkového IgA. Ten
se vyskytuje asi u 3 % celidkPro stanoveni protilatek jsou v dnesni &ptevazri pou-
Zivany ELISA techniky nebo n&méa imunofluorescence. Vyseni protilatek nesta pro
definitivni diagndzu celiakie, i kdyZ toto vy$ehi ma svoje misto. Stanoveni protilatek je
vhodné jako dopljici vySeteni k enterobiopsii a klinickymifznakim a hodi se i ke kon-
trole dodrzovani bezlepkové diety (Obrazek 4.) (wekna).

Prvni piikaz protilatek byl proveden v roce 1970, kdy Shia@&allard nasli zvySe-
né mnoZzstvi imunoglobulin predevSim IgA, v oblasti bazalni membrany u padient

31



s neléenou celiakii. DalSi studie prokazaly depozity ié&enych pacierit nejen v bazalni
membrag, ale také v kryptach, kolem subepitelialnich filesti a ve stnach cév tenké-
ho steva. Déle bylo zjigno, Ze pi disledném dodrZzovani bezlepkové diety depozita vy-
mizela a naopak,ipnavratu k normalni stréwe imunoglobuliny ofi objevily.

Mezi protilatky asociované s celiakii piaprotilatky proti endomysiu veide IgA
(anti - EMA), protilatky proti gliadinu veridé 1gA (anti - AGA IgA) a ve tid¢ 1gG (anti -
AGA 1IgG), protilatky proti tkéové transglutaminaze (anti - tTG) wé&dé IgA. V posledni
doke hraji vyznamnou roli i protilatky proti deamidov&mu gliadinu jak veifdé IgA tak
ve tridé IgG (anti— DGP IgA, 1gG). (James, 2000; AdamL&a)9

1. Podezreni na celiakii

f

2. Serologickeé testy it
Stanoveni anit - tTG lgh, anti - EMA, Pozitivni vysledky

Hegativni stanoveni celkového Igh protilatek ue'trldf. lga

wisledek nebo celkowy deficit Iga a
pozitivni protilatky ve tridé
lgG

Nizka = | 3. Enterohiopsie ——| Zwirsend pravdépodobnost

pravdépodobnost | Stale velké celiakie

celiakie klinicke

podezieni

Pozitivni histologie
Hegativni histologie

4. Predhéina diagndza celikie
l Zadné klinické nebo
" 2 histologicke zlepseni
|Celiakie nepravdepodobna 5. Bezlepkova dieta
Klinické nebo l
ity Jiné piiciny
zlepseni khinickych
5. Definitivni diagndza celikie priznaku

Obrazek 4. Algoritmus pro stanoveni celiakie

4.4.1 Protilatky proti endomysiu

Endomysium je pojivova tkahladkého svalu lokalizovana mezi myofibrilami. Ob-

s w7

klopuje jednotlivd svalovéa vldkna. Z toho vyplyv# pro detekci endomysialnich protila-
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tek se pouzivaji tkan kde je velké zastoupeni svalového vlakna. Pojidedezy opéiho

jicnu fixované na podloznim skku (James, 2000).

Stanoveni protilatek proti endomysiu metodouifrep imunofluorescence jako
prvni popsal Chorzelski v roce 1983. Cilovy aut@pm @i stanoveni protilatek proti en-
domysiu je tkéova transglutaminadza. Z toho vyplyva, Ze jak pabky proti tkaove
transglutaminaze tak i endomysiu jsou rni@my proti stejnému antigenu. Stanovuji se pro-
tilatky ve fide IgA (James, 2000; Adams, 1996).

Tyto protilatky velmi rychle reaguji na dietu, sofiy se krord diagnostiky mohou
vyuzit i v monitoringu l&by. Je prokdzano, Ze pomoci stanoveni protilatekgéno za-
chytit latentni formu celiakie, kdy jeShedoSlo k poSkozenitstvni sliznice. V kombinaci
s protilatkami proti tTG veridé IgA Ize dosahnout tégh 100 % senzitivity i specificity.
Test se nehodi pro diagnostiku celiakie i dlo 2 let (snizena senzitivita i specificita)
(James, 2000; Kopecky 2004).

4.4.2 Protilatky proti tka nové transglutaminaze

Jak jiz bylo popsano vySe, ti@va transglutaminaza hraje velmilezitou roli
nejen i celiakii, ale i v dalSich biologickych procesedento enzym pétdo velké rodi-
ny transglutamindz, ktera sélidha 8 druli. Tkaiova transglutaminaza gatdo skupiny 2.
Hlavni role tTG u celiakie sgéva v deaminaci gliadinu (Molberg a dalSi, 2000).

Vroce 1997 Dieterich a spol. prokdzali tTG2 jakatoantigen u celiakie.
V sowasné dob jsou anti - tTG2 stanovovany pomoci ELISA a SiroogiZzivany
v diagnostice celiakie. Problematickoiistava nizka standardizace ELISA anti tTG testu a
jeho zavislost na kvatitantigenu, kdy rize dochazet k fale8megativnim a fale€npozi-
tivnim vysledkim. Nizké hladiny protilatek jsou popisovany i uyjitn onemoc#ni, jako
jsou jiné autoimunitni onemoéni, infarkt myokardu, nadory a infekce (Caja a gals
2011).

Stanoveni &chto protilatek ma velmi vysokou specificitu a sémitu a proto je
doporuieno jako screeningove vygemi (Frt, 2011).

4.4.3 Protilatky proti gliadinu

Gliadin je hlavni spoust celiakalni sprue. Protilatky jsou stanovovany EA ISe-

todou. Protilatky proti gliadinu se stanovuji ja& #idé IgA tak ve tidé 19gG. IgA protilat-
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ky rychle reaguji naiftomnost lepku v potrava proto jsou vhodné k monitorovani dodr-
Zovani bezlepkové diety. IgG maji v tomto ohledungievyznam a odrazi spiSe zvySenou
stievni propustnost (Bandw a dalSi, 2003).

Uvadi se, Ze IgG protilatky majétéi senzitivitu, ale jsou mérspecifické. U IgA
protilatek je tomu naopak, ty se vyzod nizsi senzitivitou a vySSi specificitou. Kombin
ce €chto tesh piinasi senzitivitu okolo 95 % a specificitu 90 % @hds, 1996).

4.4.4 Protilatky proti deamidovanému gliadinu

V sowasné dob probiha mnoho studii, tykajicich se deaminovangledinu a
protilatek proti gmu. Vznik deaminovaného gliadinghem imunopatologickych prodes
celiakie byl jiz popséan v kapitole 1.6.3.

Stanoveni protilatek proti DGP je prowéd taktéZ metodou ELISA. Rozdil je vSak
v antigenu, ktery je navazan na jamky mikrotitriadestiky. Na rozdil od stanoveni proti-
latek proti gliadinu, kdy antigen je nativni gliadziskany extrakci,ipdetekci protilatek
proti deamidovanému gliadinu se jako antigen pajZsyntetické deamidované gliadino-
vé peptidy (Rashtak a dalsi, 2008, Caja a daldi1 R0

Specificita i senzitivita je u jednotlivych téstizna a zavisi na zdroji a kvalian-
tigenu, kalibratorech, #&ici meto@. Proto je mozné, ze se vysledky z jednotlivych-sou
prav liSi. Rehled specificity a senzitivity jednotlivych téstalezneme v Tabulce 4., i kdyz
razné literarni zdroje uv&g raizné hodnoty (Volta a dalSi, 2011).

Tabulka 4. Specificita a senzitivita jednotlivyelit (Volta a dalsi, 2011)

Senzitivita Specificita
AGA-IgG 73 % 87 %
AGA-IgA 73 % 77 %
EMA 94 % 100 %
TTG IgA 97 % 91 %
DGP IgA 84 % 90 %
DGP IgG 84 % 99 %
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4.5 Moznosti stanoveni protilatek asociovanych s celiak

V diagnostice celiakie se pouzivaiedevSim imunoanalyzy. Tyto metody jsou za-
loZené na reakci antigen — protilatka a podle dnihualizace je roz#lujeme na enzymo-
vou imunoanalyzu EIA (zi&ni enzymem), imunofluorescenci (2eai fluorochromem) a
celiakie se vyuzivd heterogenni enzymova imunoaaabnama pod zkratkou ELISA
(z anglického Enzyme Linked Immunosorbent AssaydleDse pro diagnostiku celiakie
pouziva nefima imunofluorescence (Litzman a dalSi, 1998; Laahova 2006).

4.5.1 ELISA

V tomto typu metody je jedna komponenta imunoch&imetody (antigen nebo
protildtka) nespecificky navazana na povrch peazé.fJako pevné faze se vyuzivag-r
né materialy, nap zkumavky, jamky mikrotitrénich destiek, magnetick€astice. Pevna
faze usnatiuje oddleni vazanych a volnych zéenych reaktarit V diagnostice celiakie

se pro stanoveni protilatek dagtji pouziva nekompetitivni uspadani.

Na pevné fazi je navazan antigen pro&iemé protilatce. Takto navazané antigeny
neni mozno P bézZném promyvani vymyt. iRlame n&edné pacientovo sérum a po inku-
baci vymyjeme. Pokud byly v sérdifpmny dané protilatky, doSlo k navazani. V druhém
kroku pidame konjugat, ktery obsahuje sekundarni protild#éna&enou enzymem.
produkt. Vysledn& barevna reakce je detekovanarfetiacky na pistroji tzv. ELISA rea-
der. Jedna se o modifikovany spektrofotometr utaf¢i metreni barevné reakceipuz-
nych vinovych délkach a upraveny na moznostééei z mikrotitr&nich destiek. Vy-
sledky Ize vyhodnotit jak kvalitatientak kvantitative. Kvantitativni vyhodnoceni je pro-
vadno pomoci kalibratdr, kdy po sestrojeni kalibéai kiivky je mozno ze zgienych
absorbanci odést vysledné koncentrace jednotlivych protilatekehzita zbarveni jednot-
livych jamek je pimo Umérnd mnoZstvi protilatek ve vzorku (Litzman a dalE998;
Lochmanova 2006).
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4.5.2 Imunofluorescence

Tato metoda je zaloZena na reakci antigen proalaste na rozdil odipdchozi
ELISA metody, je protilatka zana fluorochromy. Tuto metodutieme rozdlit na pi-
mou, ktera je pouzivana kikazu antigenu aipmou, ktera je vhodna pro stanoveni proti-
latek. V diagnostice celiakie se pouziva ifie@ imunofluoresce, kdy detekujeme protilat-

ky proti endomysiu.

Dulezité je vybrat vhodny antigenni substrat, coi jge \&tSirg pripadi u prikazu
EMA ftezy opéiho jicnu. VyuZivaji se ifezy lidského pupmiku. V prvni kroku
k fixovanémurezu fidame n&edény pacientsky vzorek. Pokud jsou specifické prikifa
piitomny, navazi se neezy. V druhém kroku ifidame zvieci protilatky proti lidskym
imunoglobulinim konjugované s fluorochromem FITC. Mezikrokem Zelyw promyti pre-
paratu, které slouzi k odstkar nenavazanych protilatek. Po zamontovani je mqitapa-

rat pozorovat ve fluoresc&mim mikroskopu (Litzman a dalSi, 1998; Lochmano®@e).

Pozitivni vysledek se projevuje zelenou fluoresceamdomysiai hladké svalovi-
ny. Pozitivni sérum na tkanitipomina i fluorescenci veli plastev. Od&tani provadi
zkuSeny laboratorni pracovnik, protoZze vysledakenbyt ovlivien subjektivni chybou
(Manéskovéa 2010).

V subjektivnim hodnoceni spiva i nevyhoda této metody. DalSi z nevyhod je, Ze
metoda nefimé imunofluorescence je nérgjSi na provedeni. Zéthto divoda jsou
upiednositiovany ELISA testy. Nicméh bylo prokazano, Ze stanoveni EMA ma vysSi
specificitu i senzitivitu nez stanoveni protilatgfoti nativnimu gliadinu ELISA metodou
(Manaskova, 2010).
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5 METODIKA A MATERIAL

5.1 Soubor pacienti

VySetrovany soubor pacieintpochazel z poraden gastroenterologické&take kli-
niky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Soubosaloval 82 osob, z toho 28 niwe
véku od 2 do 79 let. Rmerny vk byl 33let. Zen bylo 54, vedku od 1 do 79 let
s piamérem 35 let (Tabulka 5.). Pacienti byli vybrani podiasledujiciho kritéria: mini-
malré 1 pozitivni sérologicky test specifickych protéat U vSech dchto pacient byla

provedena enterobiopsie jako zlaty standard didgtyoseliakie.
5.2 Laboratorni metodiky

U vSech vzorl byly stanoveny protilatky proti tké@vé transglutaminaze véide

IgA, protilatky proti deamidovanému gliadinu véde IgA a IgG, protilatky proti nativni-
mu gliadinu IgA a 1gG. Pro stanoverichto markeit byla pouzita ELISA metoda typ
.sendvi”, kdy reaguje antigen sppomnymi protilatkami a zr@nymi protilatkami. Anti-
gen je navazan na mikrotitiai destéce. Zn&enou protilatkou je zwéci imunoglobulino-
va frakce proti lidskému IgA nebo IgG konjugovan&isnovou peroxidazou. Stanoveni
peroxiddzoveé aktivity se provadi pomoci substrBozitivita se projevuje modrym zbar-
venim, které se poridani zastavovaciho roztoku &m na Zluté zbarveni. Jeho intenzita se

meti na fotometru f vinové délce 450 nm.

Pro piikaz protilatek proti endomysiu bylo vyuzito metouggimé imunofluores-
cence, kdy na fixovangzy optiho jicnu jsou vychytdvany protilatky proti endornuwys
obsaZzené v pacientskych vzorcich (Tabulka 6.)clggiitomnost je prokazovana sekun-
darni protilatkou konjugovanou s FITC. Po obarvariamontovani se s&kio prohlizi
fluorescenim mikroskopem i) vhodné exciténi vinové délce. za ty struktury, proti

nimz jsou ve vzorkuiftomny autoprotilatky.
5.2.1 Kvantitativni stanoveni protilatek proti tTG ve t Fidé IgA

Princip metody:

* Jedna se o sendwavou ELISA metodu
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SloZeni soupravy ORG 540A:

D¢litelnd mikrotitraEni desttka s 96 jamkami, kazda z nich potaZzena lidskou re-
kombinantni tkhovou transglutaminazou.

Kombinované kalibréni roztoky (6 ampuli) s protilatkamiidy IgA proti tTG (O;
5; 10; 25; 75; 200 U/ml).

Pozitivni a negativni kontroly.
Pufr nafredni vzork.

Enzymovy konjugat obsahujici polyklonalni kéélanti — humanni imunoglobulin
A, znaeny Kenovou peroxidazou

Substratovy roztok TMB

Zastavovaci roztok, promyvaci roztok
Potiebné vybaveni:

Spektrofotometr na mikrotitéai destéky s meérenim i vinové délce 450nm
Vicekanalova pipeta, pipety o objemech 10 ul, 10Q Q00 pl

Destilovana voda
Priprava a uchovavani vzork

Vzorek krve nechame srazit, centrifugujeme.
Testovaci sérum musi byisté a bez hemolyzy.

Skladovat vzorky Ize v chladuigeplot 2 — 8 °C po dobu az 5 dnPro delSi dobu
(az 6 ndsial) se vzorek zmrazi na teplotu - 20 °C. Nedopojai se opakované
zmrazovani a rozmrazovani. Tdize zgisobit prongnlivou ztratu aktivity autopro-
tilatek.

Tésns pred stanovenim je piaba vzorek nadit. Redi se vzorkovym pufrem
v poneru 1:100. Do 10 pl vzorkuifsdme tedy 990 pl vzorkoveho pufru. Kontrolni
vzorky nenitebaredit.

Priprava dalSich slozek:

Priprava vzorkového pufru — Obsah kazdé ampuiediee 5x destilovanou vodou
na koneny objem 100 ml. Roztok je stabilniipeplotach 2 — 8 °C po dobu nejmé-
né 30 dri.

Priprava promyvaciho roztoku — obsah ampuléedame 50x destilovanou vodou
na konény objem 1000 mlied pouzitim. Uchovavame v chladti p — 8 °C.
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Pracovni postup:

1. Nejprve jsme do jamek mikrotittai destéky napipetovali po 100 pl kalibtaich
roztoka, kontrolnich roztok a n&edénych pacientskych vzoik

2. Celou destiku jsme nechali inkubovat po dobu 30 miti. pokojové teplot 20 —
28 °C.

3. Odstranili jsme obsah jamek a promyli jiitat pomoci 300 ul promyvaciho rozto-
ku.

Do kazdé z jamek jsmeidali 100 pl enzymového konjugatu.

Desttku jsme nechali oft inkubovat na dobu 15 minutigpokojové teplot.
Poté jsme obsah jamek 3x promyli 300 pl promyvacdaboku.

Do kazdé jamky jsmefjali 100 pl substratového roztoku TMB.

Desttku jsme nechali oft inkubovat na dobu 15 minutigpokojové teplot.

© © N o g bk

Do kazdé jamky jsme dali 100 pl ukmvaciho roztoku a inkubovali 5 minutip
pokojové teplat.

10.Vysledky jsme zréili na spektrofotometruip vinové délce 450 nm nejpogddo
30 minut od uko&eni reakce.

Koncentrace tTG IgA se ziskaji adenim z kalibrani kéivky. Hranini rozmezi

udavané vyrobcem pro pozitivni vzorek je < 10 U/ml.

5.2.2 Kvantitativni stanoveni protilatek ve tiidé IgA a IgG proti

deamidovanym gliadinovym peptidim (DGP)

Princip metody:
e Jedna se o sen@dwavou ELISA metodu
SloZeni soupravy ORG 551A a ORG 551G:

» De¢litelna mikrotitrani destéka s 96 jamkami, kazda z nich potazena deamidova-
nym gliadinovym peptidem (DGP)

« Kombinované kalibréni roztoky obsahuijici: IgA(0; 6,3; 12,5; 25; 50010/ml)
19G(0; 6,3; 12,5; 25; 50; 100 U/ml)

» Pozitivni a negativni kontrolni roztoky

* Pufr natedni vzorki.

* Enzymovy roztok obsahujici polyklonélni kedliprotilatku proti lidskému IgA

(IgG) zn&enou Kenovou peroxidazou
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Substratovy roztok TMB

Ukon¢ovaci a promyvaci roztok
Potiebné vybaveni:

Spektrofotometr na mikrotitéai destéky s meérenim i vinové délce 450 nm
Vicekanalova pipeta, pipety o objemech 10 ul, 10QQ00 pl

Destilovana voda
Priprava a uchovavani vzork

Vzorek krve nechame srazit, centrifugujeme.
Testovaci sérum musi b¥isté a bez hemolyzy.

Skladovat vzorky Ize v chladuigeplot 2 — 8 °C po dobu az 5 dnPro delSi dobu
(az 6 m¥sia1) se vzorek zmrazi na teplotu — 20 °C. Nedopajei se opakované
zmrazovani a rozmrazovani. Tdize zgisobit prongnlivou ztratu aktivity autopro-
tilatek.

Tésns pred stanovenim je pimba vzorek nadit. Redi se vzorkovym pufrem
v poneru 1:100. Do 10 pl vzorkuifsdme tedy 990 pl vzorkoveho pufru. Kontrolni
vzorky nenitebaredit.

Priprava dalSich slozZek:

Priprava vzorkového pufru — Obsah kazdé ampuiedime 5x destilovanou vodou
na koneny objem 100 ml. Roztok je stabilniipeplotach 2 — 8 °C po dobu nejmé-
né 30 dri.

Priprava promyvaciho roztoku — Obsah ampulgedane 50x destilovanou vodou,
na konény objem 1000 mlied pouZzitim a uchovavame v chladii— 8 °C.

Pracovni postupy:

. Nejprve jsme do jamek mikrotittai desttky napipetovali po 100 ul kalibkaich
roztokii, kontrolnich roztok a naedénych pacientskych vzoiik

. Celou destiku jsme nechali inkubovat po dobu 30 mitii. pokojové teplot 20 —
28 °C.

. Odstranili jsme obsah jamek a promyli jditat pomoci 300 ul promyvaciho rozto-
ku.

. Do kazdé z jamek jsmeigali 100 pl enzymového konjugatu.
. Nasledovala inkubace na dobu 15 mintifppkojove teplod.
. Poté jsme obsah jamek 3x promyli 300 pl promyvacitzoku.
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7. Do vSech jamek jsmeiplali 100 pl roztoku TMB substratu.
8. Desttku jsme nechali oft inkubovat;15 minut f pokojové teplot.

9. Do kazdé jamky jsmefali 100 ul ukogovaciho roztoku a nechali inkubovat 5
minut @i pokojové teplot.

10.Vysledky jsme zréili na spektrofotometruip vinové délce 450 nm nejpogddo

30 minut od uko&eni reakce.

Koncentrace anti — DGP IgA i anti — DGP IgG se ajskbd&tenim z kalibrani

kiivky. Hranini rozmezi udavané vyrobcem pro pozitivni vzorek B0 U/ml.
5.2.3 Kvantitativni stanoveni IgA a IgG protilatek proti gliadinu

Princip metody:
e Jedna se o sen@wavou ELISA metodu
SloZeni soupravy AGA IgA096 a AGA IgG096:

o De¢litelna mikrotitrani desttka s 96 jamkami, kazda z nich potaZzena antigenem

* Pozitivni, CUT — OFF a negativni kontrolni roztoRyto roztoky jsou vyuzivané i
jako kalibréatory. IgA, IgG: 5, 20, 45, 80 AU/ml

e Redici roztok

* Enzymovy roztok obsahujici kozi imunoglobulin pratskému IgA (IgG) znéeny
kienovou peroxidazou

* Substratovy roztok TMB

e Zastavovaci a promyvaci roztok
Potiebné vybaveni:

» Spektrofotometr na mikrotittai desttky s nefenim i vinové délce 450nm
» Vicekanalova pipeta, pipety o objemech 10 ul, 10Q Q00 pl

* Termostat
Priprava a uchovavani vzork

* Vzorek krve nechame srazit, centrifugujeme.
» Testovaci serum musi b§fisté a bez hemolyzy.

» Skladovat vzorky Ize v chladuigeplott 2 — 8 °C po dobu az 4 dnPro delSi dobu
(az 6 m¥siai) se vzorek zmrazi na teplotu — 20 °C. Nedopajei se opakované

zmrazovani a rozmrazovani.
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« Tésms pred stanovenim je pigba vzorek nadit. Redi se v porru 1+100. Do 10
ul vzorku gridame tedy 1000 pkediciho roztoku. Kontrolni vzorky nertebaredit.

Priprava dalSich slozek:

* Priprava promyvaciho roztoku — Obsah ampuleedame 1+19. Do 25 pl koncent-
rovaného promyvaciho roztokuiggme 475 ul destilované vody. Roztok uchova-
vame v chladuip 2 — 8 °C.

Pracovni postupy:

1. Nejprve jsme do jamek mikrotittai destiky napipetovali po 100 ul kalibkaich
roztoka, kontrolnich roztok a n&edénych pacientskych vzoik

Celou destiku jsme ikryli a nechali inkubovat po dobu 30 mirti 87 °C.
Odstranili jsme obsah jamek a promylijgiikrat promyvacim roztokem.
Do kazdé z jamek jsmerigali 100 pl konjugéatu.

Desttku jsme pikryli a nechali ogt inkubovat na dobu 30 minutiB7 °C.
Odstranili jsme obsah jamek a promylijgiikrat promyvacim roztokem.

Do vSech jamek jsmefpali 100 ul substratu TMB.
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Desttku jsme pikryli vickem a v termostatu nechali inkubovét 7 °C po dobu
15 minut.

9. Do kazdé jamky jsmeffaali 100 pl zastavovaciho roztoku a nechali inkegids
minut @i pokojové teplod.

10.Vysledky jsme zréili na spektrofotometruip vinové délce 450 nm nejpogddo
30 minut od uko&eni reakce.

Koncentrace anti — AGA IgA i anti — AGA IgG se zagkode&tenim z kalibrani

kiivky. Hranini rozmezi udavané vyrobcem pro pozitivni vzorek g0 U/ml.
5.2.4 Stanoveni protilatek proti endomysiu ve Fidé IgA

Princip metody:

e Nepima imunofluorescence tiazech ofgiiho jicnu
SloZeni soupravy:
* Podlozni skifka s nafixovanymiezy opéiho jicnu
» Pozitivni, negativni kontrola
* Antisérum proti lidskému IgA zrané fluoresceinem (konjugat)
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Evansova moid

PBS - fosfatovy pufr
Montovaci médium
Kryci sklicka

Potiebné vybaveni:
Nastavitelna pipeta 50ul
VIhk& komirka

Skleréna kyveta

Fluorescetini mikroskop
Priprava a uchovavani vzork

Vzorek krve nechame srazit, centrifugujeme. Testbsarum musi bytisté a bez
hemolyzy.

Skladovat vzorky Ize v chladuigeplot 2 — 8 °C po dobu az 7 dinPro delSi dobu
se vzorek zmrazi na teplotu — 20 °C. Nedopojl se opakované zmrazovani a
rozmrazovani.

Tésns pred stanovenim je pieba vzorek nzdit. Redi se v powru 1:10. Do 20 pl
vzorku gidame tedy 200 ul PBS.

Priprava dalSich slozZek:

Fosfatovy pufr edi se 20x v destilované vadDo 50 ml pufru pidadme 950ml
destilované vody.

Pracovni postup:

Do kazdé jamky na skku jsme napipetovali po 50 ulig@Enych pacientskych

sér, do pedposledni jamky negativni a do posledni jamkytpadikontrolu.

Sklicka jsme ulozili do vlhké koidrky a nechali je inkubovat 30 minutipabora-

torni teplot.

Poté jsme skitka oplachli pufrem a viozZili do kyvety nagimé timto pufrem. Pro-
myvali jsme je 2x 5 minut. Nasledijsme skitka osusili pomoci komeénich Sab-
lon tak, aby nedoSlo k poruSeni nafixovanyeh.

Do kazdé jamky jsmefmali 1 kapku konjugatu blizn¢ 50 pl)

Sklicka jsme inkubovali 30 minut ve vihké kanse @i laboratorni teplat
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* Nésledovalo oplachnuti pufrem a promyvani v kyvetaaplrénych timto pufrem.
Promyvali jsme 2x5 minut. Do druhé lazisme gidali 3 — 5 kapek Evansovy

modki a nechali barvit 5 minut.

e Sklicka jsme opatrpromyli v¢istém pufru, osuSili a do kazdé jamksidali kap-

ku montovaciho média aigryli krycim sklickem

» Sklicka jsme prohlizeli ve fluoresc&émim mikroskopu a hledali fluorescenci endo-

mysiaci hladkého svalu.

Hodnoti se intenzita fluorescence pomadzka (-, +/-, ++, +++).

44



6 VYSLEDKY

VSechny narérené vysledky jsme zpracovavali ve statistickém paow MedCalc
a Microsoft Excel.

6.1 Statistické zpracovani dat

Nejprve jsme pomoci Kolmogorov — Smirnovova tegistili, zda soubory dat jed-
notlivych parametr sphuji poZzadavky na normalni roddni. Tuto informaci jsme vyuZili
pii porovnavani parameimezi sebou. Déle jsme vygetli aritmeticky ptimér pro hodno-

ty normalniho rozloZeni a mediati penormalnim rozloZeni hodnot.
Pro srovnavani hodnot parantetmezi skupinami s pozitivhi a negativni biopsii
jsme pouzili:
» Parametrickyt - test (tzv. Studémttest) - @i normalnim rozloZeni hodnot

* Neparametricky Wilcoxoiiv test — pi nenormalnim rozlozeni hodnot

Statistické rozdily se vyhodnocuji pomoci p — hdgraly:

e p>0,05 neni statisticky vyznamné ns
* 0,01<p<0,05 nizka statisticka vyznamnost *
* 0,001<p<0,01 Bbdni statisticka vyzmanost o

e p<0,001 vysoka statisticka vyznamnost kk

Dale jsme pro stanoveni hrani hodnoty vyuzili ROC analyzu, kdy je stanoven
nejvhodij$i pongr mezi senzitivitou a specificitol’im wtsi je plocha podikvkou, tim
se vice od sebe liSi pozitivni vysledky od negatikira tim ¥tSi je diagnosticka vyznam-
nost testu.
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6.2 Piehled nangirenych dat

Tabulka 5. Charakteristika pacientskych vzork

¢. datum odbéru Dg pohlavi | rok narozeni ek

1 20. 01. 2012 D836 1 1954 58
2 20. 01. 2012 K900 1 2001 11
3 23. 01. 2012 N979 1 1977 35
4 24. 01. 2012 L130 0 1969 43
5 24. 01. 2012 J458 1 1959 53
6 24. 01. 2012 K900 1 2003 9
7 24. 01. 2012 K900 0 1980 32
8 24. 01. 2012 K30 0 1977 35
9 24. 01. 2012 D649 1 2005 7
10 05. 01. 2012 R104; 0 1995 17
11 24. 01. 2012 E109 1 1978 34
12 05. 01. 2012 K529 0 1937 75
13 06. 01. 2012 K769 1 1942 70
14 06. 01. 2012 K900 1 1982 30
15 06. 01. 2012 K30 1 1970 42
16 06. 01. 2012 EO039 0 1952 60
17 09. 01. 2012 K501 1 1965 47
18 13.10. 2011 K900 1 1973 38
19 19.10. 2011 R633 1 2010 1
20 19.10. 2011 K900 1 1991 20
21 26. 10. 2011 EO039 1 1966 45
22 21.10. 2011 EO039 1 1978 33
23 22.07. 2011 K30 1 1961 50
24 27. 05. 2011 K900 0 1957 54
25 03. 05. 2011 K900 1 1955 56
26 05. 04. 2011 K900 0 2006 5
27 31. 01. 2011 J458 0 2006 5
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¢. datum odbéru Dg pohlavi | rok narozeni ek

28 16. 12. 2010 A090 1 1975 35
29 17.12. 2010 K529 0 1975 35
30 23.12. 2010 K900 1 1972 38
31 20. 12. 2010 K760 0 1963 47
32 25. 01. 2011 K900 1 1979 32
33 22.11. 2010 K900 1 1983 27
34 24.11. 2010 K30 0 1940 70
35 23.11. 2010 K900 1 1977 33
36 09. 11. 2010| K900 1 1989 21
37 09. 11. 2010 1509 0 1931 79
38 18. 11. 2010 K900 1 1961 49
39 18. 11. 2010 K900 1 1976 34
40 16. 11. 2010 K900 1 1945 65
41 29. 10. 2010 K294 1 1954 56
42 27.10. 2010 K30 0 1981 29
43 02. 11. 2010 K900 1 1987 23
44 02. 11. 2010 K900 1 1987 23
45 27.10. 2010 K30 1 1958 52
46 22.10. 2010 K529 1 1955 55
47 22.10. 2010 Z000 1 1931 79
48 20.12. 2011 K590 1 1957 54
49 22.11. 2011 L209 0 2009 2
50 14.11. 2011 E109 0 1974 37
51 07. 11. 2011 E109 1 1988 23
52 21.11. 2011 K900 1 1993 18
53 07. 11. 2011 L130 1 1986 25
54 11.11. 2011 E109 0 1986 25
55 03. 11. 2011 K592 1 1970 41
56 12.12. 2011 K900 0 2007 4
57 23.11. 2011 L930 0 1948 63
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¢. datum odbéru Dg pohlavi | rok narozeni ek

58 11.11. 2011 E109 1 1986 25
59 23.11. 2011 Z008 1 2007 4
60 11.11. 2011 E119 1 1982 29
61 01.12. 2011 E107 1 1981 30
62 30. 11. 2011 K900 1 1951 50
63 10. 01. 2012 K900 0 2001 11
64 21.12. 2011 Z008 1 1946 65
65 01.12. 2011 L130 1 1957 54
66 14.11. 2011 K900 1 1988 23
67 21.11. 2011 K900 1 1972 39
68 21.12. 2011 K529 0 2005 6
69 20. 03. 2012 K599 0 2002 10
70 19. 03. 2012 K900 1 1977 35
71 15. 03. 2012 K900 1 1974 38
72 15. 03. 2012 Z008 1 2010 2
73 15. 03. 2012 D898 1 1979 33
74 14. 03. 2012 M8109 1 1975 37
75 20. 03. 2012 K900 1 1998 14
76 19. 03. 2012 K900 0 1976 26
77 21. 03. 2012 L130 0 1954 58
78 19. 03. 2012 D509 0 1971 41
79 19. 03. 2012 K589 0 1974 38
80 22.03. 2012 K900 0 1993 19
81 22. 03. 2012 EO61 1 2004 8
82 22.03.2012 K900 0 1994 18

Vyswétlivky: 0 — Muz, 1 — Zena
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Tabulka 6. Pehled nardenych hodnot u vybrané skupiny pacdient

¢. biopsie| tTGIgA | EMA | DGPIgA | DGP IgG | AGA IgA |AGA IgG
1 n 0,1 n 1,85 10,03 31,46 18,2¢
2 p 119,2 p+++ 18,5 14,2 3,85 8,39
3 p 4,1 n 15,4 2,5 4,75 3,89
4 p 242.9 P+ 35,6 24,8 50,08 53,2}
5 n 1,3 n 2,5 18,5 8,45 4,5
6 p 54,8 p+ 2,66 7,11 8,04 11,1
7 p 27,5 p+++ 19,8 6,6 16,75 6,33
8 p 55,3 p+++ 10,1 9,2 22,53 5,38
9 p 450,5 pH++ 33,5 11,6 4,66 4,76
10 p 12,4 p++ 25,3 12,4 11,04 13,36
11 p 32,4 p+++ 29,2 18,4 11,97 8,82
12 p 116,2 p+++ 32,4 18,6 148,75 11,8p
13 p 98,9 p+++ 27,4 11,5 19,53 5,42
14 p 262,7 p+++ 15,5 7.8 6,58 4,72
15 p 1,7 p++ 3,03 4,9 4,46 4,2
16 n 2,3 n 6,4 12,7 9,6 4,42
17 n 1 n 6,1 20,5 8,26 22,23
18 n 0,9 n 14,6 6,6 7,82 3,66
19 p 1,9 p+++ 3,5 45,3 6,05 8,31
20 p 56,6 p+++ 14,5 24,6 7,14 23,84
21 p 12 p+ 19,8 23,2 18,81 39,18
22 p 10 n 0,96 12,7 8,87 11,372
23 p 1,8 p+++ 5,5 15,6 3,69 10,65
24 p 10,1 p+ 14 31,3 18,35 12,84
25 p 20,5 p+++ 18,9 13,5 28,78 56,51
26 p 74,6 p+++ 19,8 65,7 33,98 76,58
27 p 1,3 n 30,1 69,8 48,96 112,99
28 n 1,5 n 23,8 2,9 13,06 9,46
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¢. biopsie| tTGIgA | EMA | DGP IgA | DGP IgG | AGA IgA |AGA IgG
29 n 1,9 n 19,4 3,2 29,5 10,47
30 p 74,8 p+ 51,1 24,3 19,99 8,64
31 n 2,9 n 7,6 12,5 14,56 5,86
32 n 1,8 n 4 10,9 20,25 20,75
33 p 60,4 p+++ 18,5 15,8 38,82 58,69
34 p 2,3 n 12,3 3,1 19,45 3,98
35 n 0,2 n 9,6 10,9 27,91 11,2
36 n 2,4 n 9,3 43,7 11,2 15,03
37 n 1,7 n 7,4 17,7 9,43 5,7
38 p 245,6 p+++ 37,8 17,8 100,99 15,1
39 p 756,2 p+++ 22 42,3 20,71 40,68
40 n 1,6 n 3,3 12,9 10,81 22,23
41 n 0,1 n 122,9 7,8 6,54 4,63
42 n 0,6 n 6,7 24,1 11,49 151,6p
43 n 4,3 n 2,9 10,5 11,52 11,96
44 p 57,4 p+++ 20,1 57,3 11,1 21,9
45 n 0,1 n 1,3 18,5 7,6 28,1
46 n 0,4 n 4.8 41,9 6,62 7,1
47 p 27,5 p++ 3,36 42,4 7,6 5,78
48 n 0,7 n 6,4 14,8 5,17 4,11
49 n 2,4 n 1,3 11,6 7,33 15,51
50 n 0,1 n 6,9 19,9 12,25 3,42
51 p 2,1 n 11,8 7,5 24,23 4,33
52 p 15,3 p+++ 11,9 22,8 10,81 9,56
53 n 0,8 n 4.6 19,4 11,65 15,03
54 n 0,8 n 1,6 12,2 7,14 45,78
55 n 2 n 4,4 11,4 8,3 7,95
56 p 187,2 p+++ 39,3 1,1 4,41 71,98
57 p 0,7 n 10,1 4,2 7,52 6,53
58 n 1,8 n 7,7 16,7 23,1 8,42
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¢. biopsie| tTGIgA | EMA | DGPIgA | DGP IgG | AGA IgA |[AGA IgG
59 p 14,5 n 6,7 14,9 10,81 21,43
60 n 0,2 n 5,3 11 10,14 7,25
61 n 1,3 n 5,3 10,8 8,94 4,97
62 p 1,5 n 9,7 20,5 13,89 14,349
63 p 20,5 p++ 23,7 0,1 4,41 4,8
64 n 15 n 4,7 11,4 7,18 9,81
65 n 0,8 n 4,7 12,9 9,64 4,68
66 n 0,6 n 7,6 11,2 6,17 3,28
67 n 1,9 n 4,9 14,3 13,59 13,53
68 n 11 n 4,3 10,2 7,29 13,67
69 n 0,2 n 31,1 10,9 52,21 8,85
70 n 1,5 n 9,9 64,8 13,83 9,84
71 p 240 p+++ 36,8 46,2 69,07 99,57
72 p 250,2 p+++ 45,3 35,1 250 230
73 p 0,8 n 20,4 14,8 17,97 20,24
74 p 4,1 p+ 1455 8,9 26,55 8,57
75 p 207,5 p+++ 56,3 28,9 12,25 7,65
76 n 3,1 n 14,8 10,8 15,51 5,82
77 n 47,8 p++ 39,9 21,3 23,62 15,58
78 n 0,2 n 0,2 22,9 4,36 14,04
79 n 0,2 n 10,1 14,5 14,28 19,06
80 n 33,8 n 15,4 18,2 13,13 37,91
81 p 102,7 p++ 28,9 19,8 11,39 20,3p
82 n 20,9 n 8,6 12,3 25,28 106,8p

Vyswétlivky: p — pozitivni, n — negativni
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6.3 Porovnani hodnot tesfi u pacienti s pozitivni a nega-

tivni biopsii

Pt srovnani hodnot protilatek proti deamidovanériadinu ve tid¢ IgA u paci-
entl s pozitivni biopsii a u paciants negativni biopsii bylo zji&o, Ze u pacieit
s nediagnostikovanou celiakii jsou statisticky hih®dnoty protilatek nez u paciént
s celiakii potvrzenou biopsii. (Tabulka 7.) Hrangtatistické vyznamnosti byla stanovena
na p< 0,001. Nalezené hodnoty tedy né&mjiamoznost vyuZiti stanoveni protilatek proti
deamidovanému gliadinu véidé IgA pro prikaz celiakie. Znadzoemi této zavislosti je

v grafu 1.

Graf 1. Srovnani pozitivni a negativni biopsie atpatek proti deamidovanému gliadinu IgA
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P srovnani hodnot autoprotilatek proti tkévé transglutaminaze veéidé IgA ve

skupinach paciefits pozitivni a negativni enterobiopsii bylo zjif, Ze rozdil mezimi-

to hodnotami je statisticky velmi vyznamny (Tabulkg. Hranice vysoké statistické vy-

znamnosti je p<0,001. Graficky zdznam je v grafu 2.

Protilatky proti tka fiové transglutaminaze IgA (U/ml)

Graf 2. Srovnani protilatek proti tTG véde IgA s pozitivni a negativni biopsii

800-

700

600

500

400

300

200

100

!“r!!r!!

:

o

iNiNIENINININEININRENININNININEININING

N P
Enterobiopsie

Ostatni laboratorni parametry nevykazovaly staligtvyznamné rozdily mezi

skupinami s pozitivni a negativni enterobiopsiik{iiaa 7.)

Tabulka 7. Srovnani hodnot parametnezi skupinami s pozitivni a negativni biopsii

Pozitivni biopsie Negativni biopsie
Vyznem
Median | Paimér | SD1 | Median | Pramér | SD2 p znam- test
nost
gﬁ 29,95 | 93,78 | 144,08 1,3 3,72 9,22  p<0,001 N Wiloax
DGP * - i
™ 19,8 23,98 | 23,11 6,4 11,3% 19,54 p<0,001 Wiloax
DGP - \
e 15,7 20,93 16,84 12,6 16,23 11,12  P=0,147 ns t-te
AGA iy X ,
IgA 13,07 | 27,85| 44,11 11,01 13,6p 9,1p  P=0,301 ng e
AGA / _ R :
e 11,21 | 27,81| 41,19 10,16 18,68 27,47 P=0,893 ns ORblic
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6.4 ROC analyza

6.4.1 Stanoveni hran&éni hodnoty u protilatek anti - tTG IgA

Pomoci ROC analyzy byla zj&ta optimalni hodnota pro anti — tTG uéd IgA
1,9 U/ml, kdy bylo dosazeno jak velmi vysoké samitit (83,3 %) tak i specificity (77,5
%) (Tabulka 8.). Grafické vyj&dni vyp@tu je v grafucislo 3. Plocha podikkou pred-
stavovala hodnotu 0,890.

Tabulka 8. Stanoveni hrami hodnoty protilatek proti tTG

Kritérium (U/ml) Senzitivita % Specificita %
>1,1 95,2 47,5
>1,3 92,9 52,5
>1,5 90,5 60,0
>1,6 90,5 62,5
>1,7 88,1 65,0
>1,8 85,7 70,0
>1,9 83,3 75,0
> 2,0* 83,3 77,5
>2,1 81,0 77,5
>2,3 78,6 80,0
>24 78,6 85,0
>29 78,6 87,5
>3,1 78,6 90,0
>4,1 73,8 90,0
> 4,3 73,8 92,5
>10 71,4 92,5
>10,1 69,0 92,5
>12,0 66,7 92,5
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6.4.2 Stanoveni hranini hodnoty pro protilatky proti deamidova-

nym gliadinovym peptidiam ve tidé IgA

Pomoci ROC analyzy byla zj&ta optimalni hodnota pro anti — DGP IgA 9,9

U/ml, kdy byla dosaZena vysoka hodnota jak sentit{81,0 %) tak i specificity (77,5 %)
(Tabulka 9.). Grafické vyjgeni vypa@tu je v grafutislo 4. Plocha podik/kou je 0,785.

Tabulka 9. Stanoveni hrami hodnoty anti — DGP IgA

Kritérium (U/ml) Senzitivita % Specificita %
> 6,9 83,3 57,5
>7,4 83,3 60,0
>7,6 83,3 65,0
>7,7 83,3 67,5
> 8,6 83,3 70,0
>9,3 83,3 72,5
> 9,6 83,3 75,0
>9,7 81,0 75,0
>9,0* 81,0 77,5
>10,1 76,2 80,0
>11,8 73,8 80,0
>11,9 71,4 80,0
>12,3 69,0 80,0
> 14,0 66,7 80,0
> 14,5 64,3 80,0
> 14,6 64,3 82,5
> 14,8 64,3 85,0
> 15,4 61,9 87,5
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6.4.3 Stanoveni hrangni hodnoty pro protilatky proti deamidova-

nym gliadinovym peptidim ve tfidé 1gG

Pomoci ROC analyzy byla zj&ta optimalni hodnota pro anti — DGP IgG 11,4
U/ml, kdy byla dosaZzena senzitivita 71,4 % a sjataf 40,0 % (Tabulka 10.). Grafické
vyjadieni vypa@tu je v grafuéislo 5. Byla vypétena plocha podikkou 0,575.

Tabulka 10. Stanoveni hramni hodnoty anti - DGP 1gG

Kritérium (U/ml) Sensitivita % Specificita %
>10,8 71,4 22,5
>10,9 71,4 30,0
>11,0 71,4 32,5
>11,2 71,4 35,0

>114* 71,4 40,0
>11,5 69,0 40,0
>11,6 66,7 42,5
> 12,2 66,7 45,0
>12,3 66,7 47,5
>12,4 64,3 47,5
>12,5 64,3 50,0
> 12,7 61,9 52,5
>12,9 61,9 57,5
>13,5 59,5 57,5
> 14,2 57,1 57,5
> 14,3 57,1 60,0
> 14,5 57,0 62,5
> 14,8 54,8 65,0
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6.4.4 Stanoveni hrangéni hodnoty pro protilatky proti nativnimu

gliadinu IgA

Pomoci ROC analyzy byla zj&ta optimalni hodnota pro anti — AGA IgA 10,1
U/ml, kdy byla dosaZena sensitivita 66,7 % a spEtEf 47,5 % (Tabulkall.). Grafické
vyjadieni vypa@tu je v grafuéislo 6. Hodnota plochy podikkou je 0,566.

Tabulka 11. Stanoveni hrami hodnoty anti - AGA IgA

Kritérium (U/ml) Sensitivita % Specificita %
> 8,9 66,7 35,0
> 8,9 66,7 37,5
>94 66,7 40,0
> 9,6 66,7 42,5
> 9,6 66,7 45,0

>10,1* 66,7 47,5

>10,8 61,9 50,0
>11,0 59,5 50,0
>11,1 57,1 50,0
>11,2 57,1 52,5
> 11,4 54,8 52,5
>11,5 54,8 55,0
>11,5 54,8 57,5
> 11,7 54,8 60,0
>12,0 52,4 60,0
>12,3 50,0 62,5
>13,1 50,0 65,0
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6.4.5 Stanoveni hrangéni hodnoty pro protilatky proti nativnimu

gliadinu 1gG

Pomoci ROC analyzy byla zj&ta optimélni hodnota pro anti — AGA 1gG 8,4
U/ml, kdy byla dosazena 64,3 % sensitivita a 40p¥cHicita (Tabulka 12.). Grafické vy-
jadreni vypatu je v grafwislo 7. Plocha podik/kou je 0,555.

Tabulka 12. Stanoveni hrami hodnoty anti - AGA 1gG

Kritérium (U/ml) Sensitivita % Specificita %
>7,1 71,4 32,5
>7,3 71,4 35,0
>7,7 69,0 35,0
> 8,00 69,0 37,5
> 8,3 66,7 37,5
> 8,4 64,3 37,5
>8,4* 64,3 40,0
> 8,6 61,9 40,0
> 8,6 59,5 40,0
> 8,8 57,1 40,0
> 8,9 57,1 42,5
>9,5 57,1 45,0
> 9,6 54,8 45,0
>9,8 54,8 47,5
>9,8 54,8 50,0
> 10,5 54,8 52,5

> 10,65 52,4 52,5
>11,1 50,0 52,5
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6.4.6 Srovnani ROC krivek pro protilatky proti tTG IgA a pro

protilatky proti deamidovanému gliadinu IgA

Pti srovnani ROC Kvek protilatek proti tkAové transglutaminaze IgA a protilatek
proti deamidovanému gliadinu IgA nebyla nalezeraisticka vyznamnost mezi &ima
testy, p = 0,054. Rozdil mezi jednotlivymi plochamgl stanoven 0,105 (Graf 8.).

Graf 8. Srovnani ROGek pro protilatky proti tTG IgA a pro protilathyroti deamidova-
nému gliadinu IgA
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6.4.7 Srovnani ROC krivek pro protilatky proti deamidovanému

gliadinu IgA a protilatek proti nativnimu gliadinu IgA

Pti srovnani ROC kvek u protilatek proti deamidovanému gliadinu atpatek
proti gliadinu (oba parametry véidé IgA) byl nalezen vyznamny statisticky rozdil mezi
obéma testy, p= 0,001. Rozdil mezi plochami je 0,2&€a( 9.).

Graf 9. Srovnani ROGek pro protilatky proti deamidovanému gliaditgA a protilatek
proti nativnimu gliadinu IgA
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6.4.8 Srovnani ROC krivek pro protilatky proti deamidovanému

gliadinu IgG a protilatek proti nativnimu gliadinu 1gG

Pti srovnani ROC kvek u protilatek proti deamidovanému gliadinu atpatek
proti gliadinu (oba parametry véidé IgG) nebyl nalezen vyznamny statisticky rozdil mez
obéma testy, p= 0,774. Byl zji&h rozdil mezi plochami 0,020 (Graf 10.).

Graf 10. Srovnani ROGrikek pro protilatky proti deamidovanému gliadinGgrotilatek
proti nativnimu gliadinu 1gG
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6.4.9 Hodnoceni pozitivity EMA ve srovnani s enterobiopsi

Za pouzitiy2 (chi kvadrat) testu byla prokdzéana statistickgnamna zavislost me-

zi pozitivitou protilatek proti endomysiu IgA a Jgskem enterobiopsie. Hodnota
p<0,0005.

Déle jsme z kontingemi tabulky (Tabulka 13.) pomoci statistickych vZzokypo-
¢itali senzitivitu a specificitu pro protilatky picndomysiu IgA.

Sensitivita

spravi pozitivni/(sprave pozitivni + faleSa negativni) =33/(33+9) =78,6 %

Specificita

* sprave negativni/(sprawhnegativni + fale&hpozitivni) =39/(39+1) =97,5 %

Tabulka 13. Hodnoceni pozitivity EMA ve srovnéeinterobiopsii

EMA
n + ++ +++ |celkem
Negativnl | 44 | g 1 0 40
biopise
Pozitivni 9 5 5 23 | 42
biopsie
celkem 48 5 6 23 82
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DISKUSE

V této diplomové praci jsem se zéiia na problematiku celiakie. Nejprve jsem se
zabyvala teoretickou strankoué¢or. Podrob® jsem prostudovala dané téma jak
z klinického hlediska stdtazem na fiznaky, formy celiakie, Eu komplikaci, tak i
z pohledu patogenetického s popisem endogennigbgeenich vivi. Dale jsem se zaobi-
rala moznosti diagnostiky celiakie. Za zlaty stadda stale povazovano vy$eni histolo-
gického vzorku sliznice tenkéhoietva odebranéhofipendoskopickém vySgni. Toto
vySeteni je dost z&tujici pro pacienta, a proto se pro vyhledavaniobyxipadi a mo-
nitorovani ptibéhu onemocéni s vyhodou pouZzivaji laboratorni vy&sti, zejména stano-
veni fiznych typ protilatek. Ty hraji v diagnostice celiakiéldzitou roli, avSak definitiv-
ni diagndza je stale zavisla na vysledku histok&io vySeteni.

V dnedni dob se ruting stanovuji ve spojeni s celiakii protilatky prokitové
transglutaminaze, protilatky proti endomysiu, gébkiy proti gliadinu a no¥taky protilat-

ky proti deamidovanému gliadinu.

Z literatury je znama celgada studii zabyvajicich se problematikou laboratbrn
testi pro piikaz celiakie, ufenim jejich senzitivity a specificity a jejich kioké vyuZzitel-

nosti.

Vermeersch a kol. vroce 2010 porovnavali protyagcoti DGP ve tidé 1gG s
ostatnimi protilatky (anti — tTG IgA i IgG, anti BGP IgA, anti — AGA IgA, anti AGA
IgG). Méteni probihalo na souboru 86 paciestceliakii a 741 kontrolnich vzorcichzr
nymi komeenimi sety. DoSli k z&ru, Ze pro stanoveni celiakie je nejvheé@n pouzit
kombinaci anti tTG IgA a DGP — IgG u vSech padiespodeenim na celiakii, a tak za-
chytit i pacienty se selektivnim deficitem IgA. Mg$Si hodnoty senzitivity byly natfeny
utTG IgA (83 — 88 %) a u DGP IgG (76 — 86 %). i testy nily také velmi vysokou
specificitu nad 90%. NejnizSi hodnota specificifyabnangiena u anti DGP IgA, 65,1%.

Také Rasthak a spolupracovnici délsg zawru, Ze stanoveni protilatek proti de-
amidovanému gliadinu je velmi senzitivni a spegiidest. Bylo testovano 216 vzdrk
z toho 92 milo pozitivni biopsii a 124 byly kontrolni vzorky.ygledky ukézaly vysSi sen-
zitivitu i specificitu jak ve tidé¢ IgA, tak 1gG nez u nativniho gliadinu. NejvySstligost i
piesnost vSak byly u protilatek proti tiévé transglutaminaze.
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V naSi studii jsme porovnavali @anych tesi (anti - tTG IgA, anti - DGP IgA a IgG,
anti - gliadin IgA a IgG a anti - EMA). Pracovadime se souborem 82 pacieatporaden
2. interni a dtské kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralovéadienti byli vybrani
podle kritéria: minimala 1 pozitivni sérologicky test specifickych protéat U vSech
téchto pacient byla provedena enterobiopsie.

JelikoZ se stanoveni protilatek vyuziva v prasadevsim ke screeningu, k vyhledavani
novych gipadi celiakie, snazili jsme se stanovit hrariihodnoty tak, aby éhy co nejvys-
Si senzitivitu i na Ukor specificity. Z&mem je zachytit i screeningu co nefSi paet

nemocnych.

Po statistickém vyhodnoceni vyslédomoci Wilcoxonova testu (p<0,001), kdy jsme
anti — tTG porovnavali s biopsii, jsme zjistili, 2&istuje spojitost mezi pozitivni biopsii a
zvySenou hladinou anti — tTG. Nalezené hodnoty tean&uji moznost vyuziti stanoveni
protilatek proti tkéové transglutaminaze véide IgA pro diagnostiku celiakie. Dale jsme
se snazili utit vhodnou hrariini hodnotu pro rozliSeni pozitivnich a negativnigisledk.
Vyrobce soupravy dopoéuje CUT — OFF hodnotu 10 U/ml, avSak na&#eani vyhodno-
cené pomoci ROC analyzy stanovilo jako optimalrdrwiu 1,9 U/ml pi vysoké senzitivi-
té (83,3 %) i specifickt (77,5 %). VysSi sensitivita byla tg@nostina z divodu mozného

pouZziti testu jako screeningového.

DalSi z tedi, protilatky proti endomysiu veitié IgA, také prokazal korelaci mezi
pozitivni enterobiopsii a zvySenymi hodnotami gébék. | kdyZz vysledky ukézaly vyso-
kou senzitivitu (78%) a velmi vysokou specificit®806), stale musime brat v potaz, Ze toto
vySeteni mize byt ovlivieno ukitou subjektivni chybou danou manualni rdmasti me-
todického postupu a poZzadavkem na zkuSenost pré@ovghodnocujiciho mikroskopic-
ky fluorescetini obraz.Rada laboratti voli z tohoto dvodu na provedeni a vyhodnoceni
mére nara:né vyseteni protilatek proti tkové transglutaminaze.

Jako parametr slouzici k dlouhodobému monitorokéinického stavu paciefits
celiakii je vyuzivano vySéeni protilatek proti gliadinu. lies nizkou senzitivitu a specifi-
citu, ktera je v literatie dostaténé doloZena, se stale protilatky proti gliadinu uplgi
v laboratorni diagnostice celiakie. NaSe pozorowtvrdilo nizké hodnoty senzitivity jak
ve tide IgA (66,7%) tak i IgG (64,3%). Tyto hodnoty jsmiskali na ukor specificity, kte-
ré ve tid¢ IgA dosahovaly hodnoty 47,5% a wéde IgG 40.0%. Z toho @vodu se nejevi
stanoveni protilatek proti gliadinu vhodné pro diagtiku celiakie.
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Nowvé byl popsan dalSi laboratorni test pro diagnostiknonitorovani celiakalni
sprue, a to protilatky veitlé IgA a IgG proti deaminovanym peptich (DGP) pochazeji-
cim z gliadinu. V literatie se udava vysoka senzitivita i specificita tohetstu. V nasem
meéteni nely lepsi vysledky protilatky veride IgA, kdy bylo dosazeno 81,0 % senzitivity a
77,5 % specificity. Tento test jsme porovnavaligrstilatkami proti tTG a nenasli jsme
statisticky vyznamny rozdil. TudiZz je mozno tytstiezangnit. Anti - DGP ve tid¢ IgA
prokazaly také v porovnani s protilatkami protiivitmu gliadinu (AGA) vyraz# vySsi
senzitivitu i specificitu, a proto je nepochybmnohem pinosrEjSi pouziti stanoveni proti-
latek proti DGP veifde IgA ve srovnani s protilatkami proti nativnimuaglinu ve stejném

izotypu.

Stanoveni anti DGP véitlé IgG poskytlo mnohem horsi vysledky, kdy sensigivit
byla nizSi nez u IgA (71,0 %) a tento testl movnez vyrazé nizsi specificitu (40,0%).
Také jsme porovnavali anti DGP IgG s protilatkamatpnativnimu gliadinu vertde 1gG.
Ze statistického hlediska neni mezi metodami rozlé jelikoZz ob metody maji nizké

hodnoty senzitivity a specificity, pro stanovenliaide bychom nedopotili ani jednu.

Jako vhodny test pro stanoveni a screening celaldbom tedy dopodiili jiz oveé-
feny test protilatek anti tTG IgA a také novy tesi ptanoveni protilatek proti deamidova-
nému gliadinu veifdé IgA. U pacient s celkovym deficitem IgA bychom dopaili jako
srceening anti DGP IgG, jelikoZ m& na rozdil odtiatek proti nativnimu gliadinu ve
tridé 1gG, ktery se wadk laboratdi stale pouziva, podle naSich vyslégki stejné specifi-

cité vysSi senzitivitu.
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ZAV ER

V laboratdi jsme vytipovali 82 pacieft kteri sphovali naSe poZadavky: byla u
nich provedena biopsie t{a& pozitivhim¢i negativnim vysledkem) a u kazdého pacienta
byl alespa jeden z test specifickych protilatek pro celiakii pozitivni.

Pomoci testovaci statistiky jsme z vyslédistili, Ze u IgA protilatek proti tTG a
IgA protilatek proti deamidovanému gliadinu je satky rozdil mezi pozitivni a negativ-
ni biopsii. Tyto dva testy takédty nejlepSi pondr senzitivity a specificity, kde senzitivita
piesahovala 80 % a specificita 75 %. Dale jsme kjmbimoci porovnani ROCikek, Ze

neni statisticky rozdil mezémito testy a proto je mozné testy zari.

U protilatek proti endomysiu také bylo dosaZzenookgssenzitivity 78 % a velmi
vysoké specificity 98 %. Ale jelikoZz je tato metodavisla na preciznim provedeni
zkuSenou laborantkou a navic subjek&iviodnocena lékem a také dvaipdeSlé testy
mely lepSi specificitu, dopokili bychom pro diagnostiku a screening celiakienstaeni
anti tTG IgA a anti DGP IgA.

U pacient s deficitem celkového IgA navrhujeme pouzit tedi BGP IgG, ktery
mél pii stejné specificet jako protilatky proti gliadinu IgG vySSi senzitivj a to 71 %.

Stanoveni protilatek proti nativnimu gliadinu mao pdiagnostiku celiakie
nedostaténou senzitivitu i specificitu a neni vhodné je inkké praxi k#mto (telim

vyuZzivat.
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