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Abstrakt

Celiakia je multifaktorové, chronické, zédpalové, autoimunitné ochorenie prejavujice
sa Sirokou Skéalou symptomov. Vyskytuje sa v réznych formach a viaceré znich
nedisponujil anamnézou charakteristickou pre klasicku celiakiu. Z toho dovodu je dolezita
vcasna a komplexna diagnostika.

V diplomovej praci boli vyty¢ené tri ciele. Prvym cielom diplomovej prace bolo
zostavit’ a Statisticky vyhodnotit” subor vysledkov krvnych testov pacientov s celiakiou.
Vysledky poukazali, ze viaceré vyznamné a vysoko Specifické parametre, ako napriklad
vitaminy skupiny B alebo protilatky proti endomyziu, na Slovensku nie st zaradené do
Standardnej diagnostiky. Z protilatok sa stanovuju najmai protilatky proti gliadinu pre triedu
IgG, IgA aprotilatky proti tkanivovej transglutamindze pre triedu IgA. Vyznamné
a smerodajné¢ parametre v diagnostike celiakie predstavuju aj peCenové transamindzy
alaninaminotransferaza a aspartataminotransferdza, rovnako aj Sirka distribucie
cervenych krviniek, objem cervenych krviniek, hemoglobin a zelezo. Druhym cielom
prace bolo Studium metabolomického profilu mocu pacientov s celiakiou na zéaklade
kvalitativneho a kvantitativneho stanovenia kyseliny mocovej, tryptofanu a jeho vybranych
metabolitov, tyrozinovych metabolitov pomocou metdédy UHPLC, ako jednou z moZnosti
neinvazivnej diagnostiky. Vysledky poukéazali na signifikantne zvySené koncentracie
tyrozinovych metabolitov kyseliny homogentisovej a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctove;j
(p <0,001), zvySené vylucovanie kyseliny kynurénovej (p < 0,01) a kyseliny mocovej (p <
0,001) v mo¢i celiatikov v porovnani s kontrolnou skupinou. Tretim cielom prace bolo
prostrednictvom dotaznikovej metody zistit’ redlne prejavy celiakie, diagnostické postupy
na Slovensku a poskytnut’ tak komplexny pohl'ad na diagnostiku z pohl'adu pacienta.

V tejto Studii sme poukdzali na vyznam, smerodajnost’ a frekvenciu stanovenia
jednotlivych krvnych parametrov pri celiakii, a tiez na moznost’ vyuzitia UHPLC analyzy
ako neinvazivnej metddy pri diagnostike celiakie. Analyza vysledkov dotaznika poskytla
komplexny pohlad na redlnu diagnostiku celiakie na Slovensku, na jej symptémy

z pohl'adu pacienta a rovnako vytvorili profil pacienta pred a pocas diagnostiky celiakie.

KPucové slova: celiakia, diagnostika, krv, mo¢, metabolomika, UHPLC, dotaznik
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Abstract

Celiac disease is multifactorial, chronic, inflammatory autoimmune disease
manifested by wide rage of symptoms. It occurs in various forms, and many of them do not
have symptoms typical for classic form of coeliac disease. Therefore, early and
comprehensive diagnosis is important.

Three goals were set in the thesis. The first aim of the thesis was to compile a set of
results of blood tests of patients with celiac disease and to evaluate them statistically. The
results showed that several important and highly specific parameters, such as B-group
vitamins or endomysis antibodies, are not included in standard diagnostics in Slovakia.
Among the antibodies, antibodies against gliadin for the IgG and IgA class and antibodies
against tissue ftransglutaminase for the IgA class are determined in particular. Liver
transaminases alanineaminotransferase and aspartateaminotransferase, as well as the
distribution of red blood cells, red blood cell volume, hemoglobin and iron, have also
proved to be important and guiding parameters. The second aim of the study was the
urinary metabolomic profile of celiac patients based on qualitative and quantitative
determination of uric acid, tryptophan and its selected metabolites and tyrosine metabolites
using ultra-high-performance liquid chromatography as one of the non-invasive
diagnostics. The results showed significantly increased concentrations of tyrosine
metabolites of homogentisic acid and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (p < 0.001),
increased excretion of kynurenic acid (p < 0.01) and uric acid (p < 0.001) in urine of celiac
patients compared to the control group. The third aim of the thesis was to find out the real
manifestations of celiac disease, diagnostic methods in Slovakia and to provide a
comprehensive view of the diagnosis from the patient's point of view.

In this study we pointed out the importance, dependency and frequency of individual
blood parameter determination in celiac disease, as well as the possibility of using UHPLC
analysis as a non-invasive method in the diagnosis of celiac disease. The results of the
questionnaire provided a comprehensive view of the real diagnosis of celiac disease in
Slovakia, its symptoms from the perspective of the patient and also created a patient profile

before and during the diagnosis of celiac disease.

Key words: celiac disease, diagnostics, blood, urine, metabolomics, UHPLC,

questionnaire
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1 Uvod

V sucasnosti celiakia patri medzi rychlo sa rozrastajuce chronické autoimunitné
ochorenie v populacii ludi vSetkych vekovych kategdrii. NajCastejSie je spajana
s gastrointestinalnymi tazkostami, ako je hnacka, zapcha a abdominédlna bolest.
U pacientov, ktori vykazuji tazkosti iného charakteru, napriklad kozné ekzémy,
neurologické a muskuloskeletalne prejavy, alebo su asymptomaticki, je diagnostika
komplikovanejSia a celiakia tak spocCiatku byva zamiefiana za iné ochorenia.

V tejto praci sa zameriavame na prehlad moznych symptomov, ktoré napomahaju
Specifikovat’ a spravne diagnostikovat' celiakiu, rovnako aj na porovnanie vysledkov
redlnych diagnostickych metdd celiakie na Slovensku, vratane metabolomiky a jej

potencidlneho vyznamu v neinvazivnej diagnostike.

-10 -
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2 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahranici

2.1 Celiakia

Celiakia, inak nazyvana aj gluténsenzitivna enteropatia, pripadne celiakalna sprue, je
imunitou sprostredkované chronické, celozivotné a v nelieCenej forme aj zivot ohrozujuce,
systétmové ochorenie. Z lekarskeho hladiska je charakterizované neznasanlivostou
gluténu, spojené s kombinaciou roznych klinickych priznakov za pritomnosti Specifickych
protilatok, HLA-DQ2 alebo HLA-DQS8 haplotypov a typickym histologickym obrazom
poskodenej sliznice tenkého creva. Poskodenim sa rozumie atrofia, pri ktorej dochadza

k vymiznutiu klkov a hyperplazii krypt sliznice tenkého ¢reva (Friithauf a kol. 2016).

2.2 Formy celiakie

V sucasnej dobe rozoznavame viaceré formy celiakie.

Pri typickej (klasickej) forme celiakie sa vzorka odobrata zo sliznice tenkého Creva
na mikroskopickom obraze javi ako uplne atrofovana, kedy doslo k uplnému vymiznutiu
klkov. U pacientov sa Casto vyskytuje malabsorpény syndrom, ktory vedie k anémii zo
straty Zeleza a vyraznému Ubytku na vahe. Casté st u tychto pacientov hnacky, mastna
stolica alebo naopak, zapcha. Dalgia forma celiakie je atypicka (subklinicka), pretoZe sa
nevyznacuje typickymi klinickymi prejavmi, napriek tomu pozorujeme typicky nalez na
sliznici tenkého ¢reva (Rimarova a kol. 2011). Zarovei sledujeme pritomnost’ symptémov,
ako je anémia spdsobend nedostatkom Zeleza, osteopordza alebo osteopénia, neplodnost,
nizky vzrast, poruchy menstruécie, depresia, epilepsia a iné (Admou a kol. 2012). Ticha
forma celiakie m6Ze byt definovana ako porucha bez klinickych symptomov, pri ktore;j
ma jedinec na sliznici tenkého Creva lézie Specifické pre celiakiu (Mustalathi 2003). Je
nadmerne zastipend u deti s diabetes mellitus 1. typu rovnako ako u ich strodencov. Tito
jedinci by preto mali byt testovani asledovani na pritomnost’ protilatok proti
transglutamindze (anti-TTG) a celiakie (Hansson a kol. 2014). Pojem latentna celiakia je
forma, pri ktorej pacient konzumujuci stravu bohati na lepok ma normdalny nalez na
sliznici tenkého Creva. Poskodenie sliznice sa prejavi po dlh§om case az po niekolkych
rokoch. (Rimarovéa akol. 2011). Mnohi autori potencidlnu formu celiakie nerozlisSuju,
pripadne ju radia k latentnej alebo tichej forme. Pri tejto forme pacient disponuje
protilatkami v krvi charakteristickymi pre celiakiu, ale sliznica tenkého ¢reva je postihnuta
minimalne. Neskor dochddza k rozvinutiu typickej formy celiakie, preto je dolezité

z hladiska diagnostiky tychto pacientov pravidelne monitorovat, aj ked’ sa javia ako
11 -
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bezpriznakovi (Rimérova a kol. 2011). Existuje aj tzv. refraktérna forma celiakie, kedy
pacient s celiakiou svojim zdravotnym stavom neodpovedd na terapiu bezgluténovou
dié¢tou (Admou a kol. 2012). Patri medzi komplikacie celiakie (Malamut a Cellier 2015).
Duhringova herpetiformna dermatitida (DH) je samostatnd jednotka. Ide o kozny
extraintestindlny prejav celiakie, ktory sa prejavuje pluzgiermi v typickych miestach, ako
su lakte, kolend a zadok. Priaznivo na fiu pdsobi lie¢ivo Dapson, ktoré sa radi medzi
antileprotikd a ma sulfonovy charakter. Nalez na sliznici ¢reva je charakteristicky pre
celiakiu, pricom postihnuta ¢revna sliznica je vo vicSine pripadov mozaikovitd (Kohout
2006). Toto ochorenie sa diagnostikuje imunofluorescen¢nou biopsiou, ktord vykazuje
patogénne zrnité imunoglobulinové (IgA) usadeniny v papilarnej dermis. Imunopatogenéza
DH vychadza z hypotézy, ze dané ochorenie sa vyvija z latentnej alebo manifestnej
celiakie v ¢reve a pokracuje ukladanim imunitného komplexu vysoko avidnych protilatok
proti epidermalnej transglutamindze (TG3) spolu s TG3 enzymom v papilarnej dermis

(Reunala a kol. 2018).

2.3 Etioldgia a patogenéza

Celiakiu predstavuje multifaktorova etioldgia so silnym genetickym pozadim, ktora
zahtnia ako I'udsky leukocytovy antigén (HLA), tak aj in¢ gény. Je vSeobecne zname, ze
celiakia sa vyskytuje u geneticky predisponovanych jedincov nestcich haplotypy DQ2
aDQ8 (HLA-DQ2, HLA-DQS8), ¢o je podmienka sice potrebnd, ale nie dostatocnd na
vyvoj choroby, pretoZe tieto molekuly st Siroko roztrisené v populacii, avSak nie vSetci
jedinci tymto ochorenim trpia. Molekuly HLA-DQ2 a HLA-DQS sluzia ako hlavné prvky
pre gluténovo Specifické CD4+ T-lymfocyty, ale na vyvolanie chronického zapalu tenkého
¢reva je nevyhnutnd zmena v imunitnej odpovedi. Urcenim genetickej nachylnosti sa
pacienti mézu vyhnut' biopsii tenkého Creva, kontinudlnemu sérologickému testovaniu
a inicidcii bezlepkovej diéty, najmi u jedincov vo vysokorizikovych skupinach, ako su
pribuzni pacientov s celiakiou, pacienti s inzulin-dependentnym diabetes mellitus,
tyreoiditidou, Downovym, Turnerovym alebo Williamsovym syndromom, ¢i selektivnou
deficienciou IgA, pripadne anémiou z nedostatku Zeleza. Tkanivova transglutamindza
(TG2) je cielovou molekulou pre IgA autoprotilatky a zohrava klucova ulohu
v patogenéze celiakie. Reaktivita danych autoprotilatok na TG2 je Specificky a citlivy

marker, ktory napomaha k diagnostike a sledovaniu celiakie (De Re a kol. 2017).

-12 -
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2.4 Klasifikacia celiakie
Modifikovana Marshova klasifikdcia celiakie

Z histologického hl'adiska bola celiakia klasifikovand Marshom do 5 kategorii,
pri¢om poslednd kategoria bola zruSena. Marshova klasifikacia bola neskor modifikovana

Oberhuberom (Bézayova 2014). Tato klasifikacia je uvedena v tabul’ke €. 1.

Tabulka ¢. 1, Modifikovana Marshova klasifikdcia histologickych ndlezov v celiakii
(Oberhuber).

Marshov TEL/100 TEL/100 Hyperplazia
typ en‘te.rocytov- enterocytov- krypt Klky
jejunum duodenum
<40 <30 Normalna Normalne
1 >40 >30 Normalna Normalne

>40 >30 Zvysena Normalne

3a >40 >30 Zvysena Mierna atrofia

3b >40 >30 Zvysena Vyrazna atrofia

3c >40 >30 ZvySena Kompletnd atrofia

1IEL/100 enterocytov = intraepitelidalne lymfocyty na 100 enterocytov
Zdroj: Firman 2018

2.5 Diagnostika celiakie pomocou gastrointestinalnych symptomov
Gastrointestindlne prejavy su zriedkavejSie u star§ich pacientov. Viac ako polovica
dospelych jedincov trpi okrem gastrointestindlnych symptomov aj Ubytkom hmotnosti.
NajcCastejsSim symptomom je hnacka. V poradi podla klesajucej frekvencie vyskytu
symptomov nasleduje nadlvanie, aftozna stomatitida, striedavé crevné ndvyky, zépcha
a gastroezofagedlna refluxnad choroba. Menej Casté gastrointestindlne prejavy s vracanie
a chronicka bolest’ brucha. Hoci gastrointestindlne prejavy st pomerne bezné v normalne;j
populdcii, existuje len slabd koreldcia medzi nimi a nediagnostikovanou celiakiou. Na
rozdiel od dospelych jedincov je abdomindlna bolest’ brucha beznym prejavom celiakie
u deti. U vel'mi malych deti sa tieZ zvySuje pravdepodobnost’ uplnej atrofie klkov tenkého

¢reva (Hujoel a kol. 2018).
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2.6 Diagnostika celiakie pomocou extraintestinalnych symptomov

2.6.1 Hematologické symptomy celiakie
Anémia

Anémia je druhym najCastejSim extraintestindlnym prejavom celiakie u dospelych
jedincov. Je menej casta u deti. NajCastejSou pri¢inou anémie u tychto pacientov je
nedostatok zeleza (Leffler a kol. 2015). Nedostatok Zeleza u pacientov s celiakiou je
vysledkom zhorSenej absorpcie zeleza. V niektorych pripadoch moéze dochadzat
k okultnému krvéacaniu v gastrointestindlnom trakte (GIT), ¢o vedie k jeho stratdm
(Halfdanarson a kol. 2007). Okultné krvacanie moze byt vyvolané ochoreniami, ktoré
mnohokrat komplikuju celiakiu ako ulcerézna porucha tenkého CEreva, benigne vredy
sliznic, tzv. negranulomat6zna ulcerativna jejunitida alebo maligne vredy (Freeman 2015).
V zavislosti od stupiia atrofie klkov bolo okultné krvacanie v GIT zistené u 25 % az 54 %
pacientov s celiakiou (Halfdanarson a kol. 2007).

Dal$ou pri¢inou vzniku anémie méze byt nedostatok folatu resp. kyseliny listove;
alebo vitaminu Bj, (Leffler a kol. 2015). Kyselina listova, zédkladny prvok aminokyselin
a nukleovych kyselin, je potrebnd pre spravnu hematopoézu a vyvoj nervového systému.
Primérne sa absorbuje v jejune. Malabsorpcia pri celiakii sposobi znizenu hladinu kyseliny
listovej v krvi, nasledkom toho vznika makrocytdrna alebo megaloblasticka anémia. Prili§
velky deficit kyseliny listove; sa v krvnom natere prejavi zniZzenim leukocytov
a trombocytov, pripadne az pancytopéniou. Pri diagnostike sa stanovuje sérovy folat
a hladiny folatov ¢ervenych krviniek. Sérovy folat je zavisly od kyseliny listovej a zvySuje
sa u pacientov s deficienciou vitaminu Bj,. Ako diagnosticky marker mdéze sluzit’ aj
homocystein, ktorého koncentracie st zvysené u celiatikov.

Vitamin Bj,, inak nazyvany aj kobalamin, je nevyhnutnym kofaktorom
a koenzymom vo viacerych biochemickych cestach. Pri¢iny nedostatku vitaminu B, u
celiatikov nie si doposial’ uplne objasnené, mo6zu zahfiat’ znizeni Zalidocnu kyselinu,
nadmerné baktérie, autoimunitnu gastritidu alebo jemnu dysfunkciu distdlneho tenkého
¢reva. Z diagnostického hl'adiska meranie hladin vitaminu B, mdze byt zavadzajuce
atazko interpretovatelné, obzvlast vtedy, ak sa hodnoty pohybuji v nizSich hladinach
normalneho rozsahu, alebo existuje stcasny deficit kyseliny listovej. ZvySené hladiny
sérove] kyseliny metylmaloénove] mézu zlepsit' presnost’ diagnostiky za tychto okolnosti

(Halfdanarson a kol. 2007).
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Na mechanizme vzniku anémie sa podiela aj zapal. Na patogenéze celiakie sa
vyrazne podielaji cytotoxické a zépalové mechanizmy, v ktorych podstatni tlohu
zohravajii prozapalové cytokiny ako interferon-y (IFN-y) a interleukin 6 (IL6). Tieto
cytokiny st mediatérmi hypoferémie pri zapaloch a zaroven indukuju syntézu regulacného
hormoénu zeleza, hepcidinu. Ak sa zvysi syntéza hepcidinu, dojde k zvyseniu degradacie
feroportinu a inhibicii uvolfiovania zeleza z makrofagov a enterocytov. Nasledne vznikaju
abnormality v homeostaze zeleza vedlice k anémii, pri chronickych ochoreniach ako
celiakia (Kruzliak a Bhagat 2012).

Malabsorpcia réznych mikrozivin potrebnych pre hematopoézu moze spdsobit’
anémiu u celiatikov. Tak ako u dospelych, aj u deti s celiakiou bol popisany nedostatok
medi, ¢o vyustilo aZz kanémii atrombocytopénii. Deficit vitaminu B6, kyseliny
pantoténovej alebo riboflavinu, tiez patri medzi etiologické pri¢iny vzniku anémie

u celiatikov (Halfdanarson a kol. 2007).

Trombocytopénia a trombocytoza

U pacientov s celiakiou mozno pozorovat' abnormalny pocet krvnych dosticiek,
avSak trombocytoza je u tychto jedincov castejSim javom ako trombocytopénia (Baydoun
a kol. 2012). Trombocytopénia mdéze mat’ autoimunitny charakter, existuju pripady, kedy
sa objavila u celiatikov v suvislosti s keratokonjunktivitidou alebo choroidopatiou
(Kruzliak a Bhagat 2012). V sucasnosti existuje suvislost’ medzi celiakiou a idiopatickou
trombocytopénickou purpurou. V dosledku podobnych autoimunitnych mechanizmov sa
v niektorych publikaciach celiakia uvadza ako rizikovy faktor pre idiopatickt
trombocytopénicku purpu (Sarbay a kol. 2017).

Etiologia trombocytozy v stvislosti s celiakiou nie je doposial’ znama. Predpoklada
sa, ze vznik4d ako sekundarne ochorenie v dosledku zvysenych zapalovych mediétorov,
autoimunitnych procesov, anémie z nedostatku Zeleza alebo funk&ného hyposplenizmu.
Trombocytéoza moZze mat’ vel'ky vyznam v diagnostike celiakie, odraZza zvySenu aktivitu

ochorenia (Kruzliak a Bhagat 2012).

Koagulopatia

Ak sa celiakia nelie€i, indukovand malabsorpcia méze viest’ k nedostatku vitaminu
K, nésledkom ¢oho sa znizuji koagulacné faktory zavislé od tohto vitaminu. Toto zniZenie
moze sposobit’ predizenie koagulaénych testov alebo parametrov, ako je protrombinovy
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¢as, medzindrodny normalizovany pomer a aktivovany tromboplastinovy cas.
Prilezitostnym prvym priznakom u pacientov s celiakiou mdze byt hemoragicka porucha.
Malabsorpcia vitaminu K je menej Casta u celiatikov, ktori nevykazuja malabsorpciu inych

zivin (Kruzliak a Bhagat 2012).

Leukopénia a neutropénia

Velmi zriedkavo sa u celiatikov vyskytuje leukopénia, ktorej etioldgia vyplyva
znedostatku kyseliny listovej a medi. V sucasnosti existuju zmienky o pritomnosti
febrilnej neutropénie u pacientov s celiakiou, avSak s doposial nezndmou etioldgiou

(Baydoun a kol. 2012).

Venozny a arterialny tromboembolizmus

Dalsim hematologickym symptomom celiakie sa uvadza vendzny a arterialny
tromboembolizmus. Celkovo u pacientov s chronickym zéapalovym ochorenim &riev st
hlasené zvySené hladiny trombinom aktivovaného inhibitora fibrinolyzy, ktoré sa ukazali
ako rizikovy faktor pre vendzny tromboembolizmus. Znizené hladiny antikoagulac¢nych
faktorov zavislych od vitaminu K, proteinu C, ktory v komplexe so svojim kofaktorom
proteinom S mé schopnost’ proteolyticky inaktivovat’ koagulacné faktory V a VIII, boli
navrhnuté ako kauzativny faktor pri tromboze suvisiacej s celiakiou. Zriedkavo sa
v kazuistikach vyskytuje arteridlny tromboembolizmus v spojeni s celiakiou a v sti¢asnosti

mechanizmus vzniku ostava stale nejasny (Halfdanarson a kol. 2007).

Dysfunkcia sleziny

Hypersplenizmus sa spaja klasicky so splenomegaliou, anémiou, leukopéniou
a/alebo trombocytopéniou, pripadne hyperplaziou kostnej drene. Vyrazné zlepSenie
nastdva po splenektomii. Hyposplenizmus suvisi s poruchou dvoch hlavnych funkcii
sleziny, a to filtraciou dysfunkénych cervenych krviniek a v boji s infekciou. Diagnostika
funkcie sleziny spociva v hematologickych testoch, ktoré¢ skimaju kontrastnou
mikroskopiou abnormality membran periférnych ¢ervenych krviniek, hlavne Howell-Jolly
teliesok a poskladanych/rozlozenych erytrocytov. Metdda pocitania Howell-Jolly teliesok
je pouzivanad na korelaciu hyposplenizmu a celiakie, nie je takd citlivd ako metdda
pocitania erytrocytov, ktora sa javi ako presny neinvazivny sposob diagnostiky, ale jej
technicka zlozitost’ obmedzuje vyuzitie v klinickej praxi (Baydoun a kol. 2012).
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Dalsia skupina diagnostickych postupov zahfiia vyuZitie systémovej injekcie
Specifickych radiofarmak, ktoré sa podrobuju skuske na slezine. Hypersplenizmus
a hyposplenizmus mézu koexistovat, ale u pacientov s celiakiou sa prevazne vyskytuje
hyposplenizmus. Vyskyt hyposplenizmu pri celiakii sa pohybuje od 14 % do 77 %

u dospelych pacientov. U deti je incidencia ovel'a nizsia (Baydoun a kol. 2012).

Deficiencia IgA

Prevalencia deficitu imunoglobulinu A (IgA) u celiatikov je 10 az 15-ndsobne vysSia
ako u beznej populécie. Priblizne 2 % az 3 % pacientov s celiakiou trpi deficitom IgA
anaopak, az 8 % jedincov s deficitom IgA trpi celiakiou. Pacienti so selektivnym
nedostatkom IgA maji 10 az 20-nasobne zvysené riziko vzniku celiakie. Klinicky obraz
celiatikov so selektivnou deficienciou IgA je odliSny od pacientov s celiakiou s normélnou
hladinou IgA, ¢o dokazuje zvySenu incidenciu tichej formy celiakie. V stcasnej dobe sa na
diagnostiku celiakie pouzivaju protilatky proti gliadinu (AGA), retikulinu (ARA),
endomyziu (EMA). Tieto sérologické markery su vysoko citlivé a Specifické pre celiakiu,
najmd pre testy protilatok na zaklade IgA. ViacSina existujiicich serologickych metod
deteguje iba protilatky IgA, jeho nedostatok mdze sposobit’ faloSne negativne vysledky.
Zéakladnym serologickym testom, ktory dokdze detegovat’ IgG protilatky suvisiace
s celiakiou, je AGA test, ktory ma obmedzenu Specificitu, a preto nemdze spolahlivo
a jednoznacne stanovit’ diagndézu. Vyhodnotenie protilatok proti transglutamindze pre
triedu IgG moze byt uzito¢né pri diagnostike celiakie u pacientov s deficitom IgA. Tito
pacienti su nachylni k inym zdpalovym ochoreniam criev alebo chronickym parazitarnym

infekcidm, napr. giardioza, ktord by sa mohla javit’ ako celiakia (Kruzliak a Bhagat 2012).

Lymfom

U pacientov s refraktérnou celiakiou typu II (RCDII) sa biele krvinky v stene
tenkého Creva delia a mnozia v nadmernom pocte. Priblizne u polovice tychto pacientov sa
vyvinie velmi zriedkava a agresivna forma lymfomu, nazyvana T-bunkovy lymfém
asociovany s enteropatiou. Ak T-bunky deteguju glutén, dochadza k produkcii cytokinov,
ktoré stimuluju iné imunitné bunky. Nasledne vznika extrémna a bolestiva zapalova
reakcia typicka pre celiakiu, v niektorych zriedkavych pripadoch vedie k vzniku rakoviny.
Je vedecky dokazané, ze nastup tejto zriedkavej formy lymfomu zavisi od cytokinu
interleukinu 15, ktory spoOsobuje proliferaciu malignych buniek. Najnovsie vyskumy
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dokazuju, ze aj tri d’alSie cytokiny (tumor nekrotizujuci faktor, interleukin 2 a interleukin
21) mézu vyvolat’ proliferdciu malignych buniek. Tieto zistenia slizia na d’alSie objasnenia
ako imunitny systém reaguje na lepok, a ako moze stimulovat’ rast rakovinovych buniek

u pacientov s RCDII (Sandoiu 2017).

2.6.2 Diagnostika celiakie pomocou musculoskeletalnych symptomov

Reumatoidna artritida

Reumatoidnd artritida (RA), tak ako aj celiakia, patria do rodiny autoimunitnych
ochoreni a zdiel'aju viaceré aspekty. Z hladiska epidemiologie zdielajii porovnatelné
vplyvy zivotného prostredia, protilatky a neddvny narast pripadov. LiSia sa vo svojich
Specifickych prediktivnych a diagnostickych biomarkeroch. Na urovni klinickych prejavov
vykazuje celiakia extraintestindlne reumatické prejavy a RA vykazuje gastrointestinalne,
kedy u pacientov s RA existuje patologicky nalez na tenkom creve. Patofyziologicky su
obe ochorenia sprostredkované endogénnymi enzymami v cielovych orgénoch (Lerner a
Matthias 2015). Pohl'ad na duodenalnu sliznicu s atrofiou klkov je zobrazeny na obrazku

¢.1.

Obrazok ¢. 1, Duodendlna sliznica vykazujuca infiltraciu mononuklearnych buniek

s atrofiou klkov

Zdroj: Warjri a kol. 2015

Metabolické ochorenia kosti

Medzi extraintestindlne prejavy celiakie patria aj metabolické ochorenia kosti, ako
napriklad nedostatok kostnej hmoty, osteopordza, osteopénia, osteomaldcia alebo
sekundarny hyperparatyroidizmus. Atrofia sliznice pri celiakii zhorsi absorpciu vapnika,
aby sa zamedzilo hypokalcémii, zvySi sa hladina parathormoénu, vznikd sekundéarny
hyperparatyroidizmus a dochddza k stimulacii degradacie kosti pésobenim osteoklastov.
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Nasledne sa vapnik ziskava z kostrového rezervoara, tento stav prestavby moze viest
k osteopénii alebo osteopordze, zmene kostrovej mikrostruktiry a zvySeniu rizika
zlomenin. Hypersekrécia prozapalovych cytokinov prispieva k osteoklastickej resorpcii

kosti (Zanchetta a kol. 2016).

2.6.3 Diagnostika celiakie pomocou koZnych symptémov
Ekzém a psoridza

Priame patogénne spojenie medzi celiakiou a ekzémom alebo psoridzou nie je
doposial’ zname. Je vedecky dokdzané, Ze pacienti s celiakiou maji mierne zvysSené riziko
vzniku psoridzy. Ak sa uz psoridza rozvinie u celiatikov, po nasadeni bezlepkovej diéty sa
toto kozné ochorenie zlepsi. (Leffler a kol. 2015). Dalsim koznym prejavom celiakie je aj

Duhringové herpetiformna dermatitida, ktora je popisana vyssie (Kapitola 2.2).

Nespecifické koZné prejavy

Pacienti s celiakiou hlasia okrem ekzému a psoridzy aj rozne nespecifické problémy
vratane suchej koze, I'ahkych podliatin, krehkych nechtov a rednutia vlasov. Zinok, Zelezo
a vitaminy rozpustné v tukoch st u pacientov s novodiagnostikovanou celiakiou
najéastejsie deficientné a ich opakované dopihanie moéze urychlit' klinické zlepSenie.
Alopecia areata moZe byt samostatne koexistujucim ochorenim u pacientov s celiakiou

(Leftler a kol. 2015).

2.6.4 Diagnostika celiakie pomocou neurologickych a behavioralnych symptomov

Autizmus

Pripadové Studie naznacuju, Ze existuje suvislost medzi celiakiou a poruchami
autistického spektra. U tychto pacientov boli zistené protilatky proti gliadinu, ale iné
celiakio-$pecifické protilatky sa u nich nenasli (Leffler a kol. 2015).

V §tudii Wahab a kol. (2019) zistili, Ze celiakia v kombinacii s rizikovymi alelami
HLA-DQ2 a HLA-DQS8 je spojena s uzkostou, vzdorom a behavioralnymi problémami
(Wahab a kol. 2019).
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Gluténova ataxia

Gluténova ataxia (GA) je jednym z najbeznejSich neurologickych prejavov poruch
suvisiacich s gluténom. Definovand bola pdvodne ako idiopaticka sporadicka ataxia
v pritomnosti cirkulujucich antigliadinovych protilatok IgA a/ alebo IgG. V sucasnosti boli
identifikované novsie SpecifickejSie sérologické markery, ale zatial nie si dostupné.
Prejavuje sa na chddzi aataxiou dolnych koncatin. Az 40 % pacientov s GA ma
enteropatiu na duodenalnej biopsii. Gastrointestindlne priznaky nebyvaju vyznamné
a rovnako nie st vhodnym markerom pritomnosti enteropatie. Az 60 % pacientov s GA ma
znamky mozgovej atrofie pri zobrazovani magnetickou rezonanciou (MR), ale vsetci
pacienti maji spektroskopické abnormality ovplyvilujuce vermis (Hadjivassiliou a kol.

2015).

Schizofrénia

V kontrolovanom klinickom skus$ani u adolescentov so schizofréniou, ktori boli
umiestneni v nemocni¢nom zariadeni, doslo ku zmenam priznakov neurologickych portiich
po nasadeni bezlepkovej diéty. V testovani, ktoré bolo uskutocnené v roku 1981, boli
pacienti vystaveni pravidelnému prijmu gluténu, po ktorom nedoslo k zhorSeniu klinického
stavu. Tretie testovanie uskutocnené v roku 1982 porovnavalo bezgluténovi a gluténovu
stravu u psychiatrickych pacientov a nezistilo Ziadne rozdiely v rade psychologickych
testov. Dal3ie testovanie porovnavalo sérologické vySetrenia pacientov so schizofréniou
a zdravych jedincov a vysledkom bolo, ze 5,5 % o0s0b so schizofréniou malo zvySené
hladiny IgA anti-TG2 protilatok oproti 0,8 % zdravych jedincov. Zaujimavé je, Ze 23 %
pacientov so schizofréniou bolo pozitivnych na anti-gliadinové protilatky v porovnani
s 3 % zdravej vzorky. Prevalencia celiakie u pacientov so schizofréniou bola podobna ako
u vSeobecnej populdcie. V nastavajlicej stidii na rovnakej skupine pacientov bolo zvySenie
protilatok anti-TG2 u pacientov so schizofréniou spojené najma s pritomnost'ou anti-TG6
protilatky. Iné Stidie ukazali vysokl prevalenciu protilatok proti TG a gliadinu (Leftler

a kol. 2015).

Depresia

S celiakiou sa spdjaju poruchy ako uzkost, depresia alebo hyperaktivita. Pri¢ina
a rozsah tychto asocidcii nie s v sucasnosti Uplne objasnené. Sucasné dokazy nepodporuju
rutinné testovanie na celiakiu u jedincov s danymi poruchami. U pacientov s celiakiou sa
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Casto vyskytuju priznaky suvisiace s periférnou neuropatiou. Podla vysledkov vyskumov
zroku 2012 38,9 % pacientov s celiakiou splnilo kritéria pre periférnu neuropatiu
v porovnani s 20,5 % zdravej skupiny (Leffler a kol. 2015).

Pyridoxin (vitamin Bg) a kyselina listova (vitamin By) patria medzi dblezité faktory,
ktoré vyznamne ovplyviluju naladu, neurotransmisiu a neurotransmitery. V niektorych
studiach zameranych na depresiu u pacientov s celiakiou sa zistilo, ze nedostatok kyseliny
listovej, vitaminu B, a Bg, tryptofanu a vitaminu D v désledku malabsorpcie sa podstatne
podiel'a na vyvoji psychiatrickych symptomov. Predpokladd sa, ze nizka denzita kosti
u l'udi, ktori nedodrziavaju diétu, je spdsobend nedostatkom vitaminu D. Prave nedostatok
vitaminu D sa casto spaja s poruchami nalady a so zlou kognitivnou vykonnostou. Preto
vznikajl tedrie, Ze vitamin D je prepojenim medzi celiakiou a psychiatrickymi poruchami,
avSak na potvrdenie tejto teorie je potrebny SirSi vyskum (Cossu a kol. 2017).

Existuju studie, ktoré odhaluju, Ze I'udia so schizofréniou vykazuju vysoké hladiny
inych protilatok (AGAG, AGAA), ktoré st menej Specifické ako tie charakteristické pre
celiakiu (Cossu a kol. 2017).

Epilepsia

Celiakia ako chronické zapalové ochorenie je uzko spojené s epilepsiou, ktord moze
zabranit’ vzniku gastrointestinalnych prejavov choroby. Za najpravdepodobnejsi patogénny
zaklad tychto neurologickych komorbidit mézeme povaZzovat' zapalovy a autoimunitny
proces. Je zname, Ze zapalové ochorenie ¢riev moze ovplyvnit' kognitivne, fyziologické
a behavioralne funkcie mozgu (os ¢reva — mozog). Obojsmerna komunika¢na cesta medzi
centralnym nervovym systémom a ¢revnymi baktériami méa vyznamny vplyv na mozgové
procesy, ako su neutrotransmisia, aktivacia stresovych osi, neuroinflamdcia, neurogenéza,
modulovanie emocii, komplexné spravanie atzkost. NajnovSie vyskumy ukazali, Ze
¢revné mikroorganizmy maji dolezitd Ulohu nielen pri udrZiavani zdravej a normalnej
homeostazy, ale vyrazne ovplyviiuju aj duSevné zdravie jednotlivca pocas stresove]

reakcie, zapalu a autoimunitnych procesov (Gobbi a kol. 2019).
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2.6.5 Organovo-Specifické extraintestindlne symptomy celiakie ako forma
diagnostiky

Peceri

Bezgluténova strava je spojend so zmenenym prijmom makronutrientov
a metabolickym  syndrémom. Nealkoholické ochorenie peCene (NAFLD) je
charakteristickym znakom metabolického syndrému v peceni. Na zaklade stidie Tovoli
akol. (2018) bolo preukazané, ze viac ako jedna tretina pacientov s celiakiou, ktori
dodrzuji bezlepkovu diétu, mala subezne NAFLD, ¢o predstavuje trojndsobne zvysené

riziko v porovnani s beznou populéciou (Tovoli a kol. 2018).

Slezina

V poslednych rokoch sa zacalo polemizovat o spojeni medzi celiakiou a Sirkou
distribucie ¢ervenych krviniek (RDW) ako diagnostickym markerom, ktorému vSak chyba
Specifickost. RDW je miera zmeny velkosti v populacii ¢ervenych krviniek (RBC), ktort
automatizované hematologické analyzatory uvadzaju ako sucast Standardného
kompletného krvného obrazu. RDW sa povazuje za citlivy ukazovatel vyzivovych
nedostatkov ovplyviiujicich produkciu RBC a tvorbu heterogénnej populacie RBC, pricom
sa meni objem buniek. Aj pri normalnych hodnotach hemoglobinu sa zvySené hladiny
RDW povazuju za citlivy prediktor celiakie. V stuvislosti s celiakiou sa RDW moéZe pouzit’
aj na monitorovanie dietetickej U€innosti a dodrZiavania predpisanej terapie, pretoZe
hladina RDW by sa po nasadeni bezlepkovej diéty mala normalizovat’ (Balaban a kol.

2015).

Pluca

Plica sa vel'mi zriedkavo podiel'aju na celiakii, ale pl'icne prejavy mozu byt Zivot
ohrozujuce. Plicne stavy, ktoré st pozorované pri celiakii maju najCastejSie infekEny
charakter. Jedinecnym ochorenim pre celiakiu je tzv. Lane-Hamiltonov syndrém, ktory je
zriedkavym amalo Studovanym stavom, pri ktorom celiakia predstavuje plucnu
hemosiderdzu, ktord sa zvycajne prejavuje dyspnoe a/alebo hemoptyzou. Radiologické
nalezy a bronchoskopia nie st Specifické pre celiakiu. Etioloégia pltcnych prejavov
celiakie nie je zndma, ale predpoklada sa, Ze stvisi s krizovou reaktivitou medzi anti-TG2

protilatkami z ¢riev a plic (Leffler a kol. 2015).
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Oblicky

Stucasné dostupné epidemiologické udaje naznacuju, ze celiakia je spojend so
zvySenym rizikom glomerulonefritidy a terminalneho Stadia renalnej choroby. U celiatikov
je klinicky relevantné ochorenie obliCiek vel'mi zriedkavym problémom, s vynimkou
frekvencie vyskytu tazkosti ocakavanych u pacientov s diabetes mellitus typu L
V sucasnosti  klinické smernice pre dospelych ani pre pediatrickych pacientov

neodporucaju rutinné vySetrenie obli¢iek u pacientov s celiakiou (Leffler a kol. 2015).

Srdce

Kardiomyopatia je najcastejSie dokumentovanym kardiovaskuldrnym stavom
sledovanym u pacientov s celiakiou. Zda sa, Ze po vhodnej liecbe, vratane bezlepkovej
diéty, dojde kuplnému vylieCeniu. Ak vSak celiakia zostane nelieCend alebo
nediagnostikovana do neskorsieho $tadia, poskodenie srdca nemusi byt tplne reverzibilné.
V spojeni s nelieCenou celiakiou rozoznavame dalSie kardiovaskuldrne ochorenia ako
trombdza, tromboembdlia, ischemickd choroba srdca, arytmia a cievna mozgova prihoda

(Ciaccio a kol. 2017).

Pankreas

Celiakiu moZno spédjat’ s mnohymi formami pankreatickej choroby, vratane akutne;j
pankreatitidy, chronickej pankreatitidy a pankreatickej exokrinnej nedostato¢nosti.
V mnohych pripadovych Stadiach bola celiakia opisand ako pri¢ina opakujucej sa akutnej
pankreatitidy, reagujuca na bezlepkovu diétu. U tychto jedincov etiologia recidivujuce;j
akutnej pankreatitidy suvisi so zdpalom dvanastnika, ktory ma za nasledok ¢iasto¢nu alebo
prechodnt obstrukciu sfinkterov, ktorti je mozné vyrieSit pomocou sfinkterotomie.
Merania aktivit fekdlnej elastdizy by sa mali zvazit ukazdého pacienta
s chronickou hnackou, po vyla€eni aktivnej celiakie a mikroskopickej kolitidy (Leffler

akol. 2015).

Reprodukény systém

Dosah celiakie na reprodukény systém je rozmanity a kontroverzny. Vyskumy
poukazuji na fakt, Ze anti-TG2 protilatky moézu priamo interagovat s placentou
a inhibovat’ tak funkciu placenty a prenos zivin. Rovnako aj vyzivové nedostatky
sposobené malabsorpciou charakteristickou pre celiatikov mézu mat’ nepriaznivé ucinky na
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plodnost’ a tehotenstvo. Momentalne nie je jednoznacne dokazany vplyv celiakie na
tehotenstvo, ale vyskumy naznacuju, Ze Zeny s celiakiou mozu mat’ zvysené riziko potratu

(Leffler a kol. 2015).

Ustna dutina

Celiakia manifestuje v ustnej dutine vo forme aftov, portch skloviny, kazov
(Obrazok ¢. 2), oneskoreného prerezavania zubov, atrofickej glositide a uhlovej cheilitide.
Serologické vysetrenie pacientov s minimalnymi prejavmi a pacientov s
extraintestindlnymi a atypickymi gastrointestinalnymi prejavmi by vyrazne zlepsilo véasni
diagnézu. Dokladnym zubnym vySetrenim uUstnej dutiny so samostatnym zameranim na

tieto zmeny mozno prispiet’ k v€asnej diagnostike celiakie (Zivic a kol. 2019).

Obrazok ¢ 2, Manifestacia celiakie v ustnej dutine, a) aftozne vredy, b) poruchy zubnej
skloviny

Zdroj: Leffler a kol. 2015

2.7 Diagnostické postupy pri celiakii na Slovensku
ESPGHAN (Europska pediatrickd spolo¢nost’ pre gastroenterologiu, hepatoldgiu
a vyzivu) vypracovala revidované odportcania, z ktorych vyplyvaju nasledovné kritéria
pre stanovenie diagnozy celiakie platné pre deti a dospelych:
1. anamnéza, sérologické testy, klinické priznaky a Crevnd biopsia sa zhoduju
s diagnozou celiakie;
2. po nastaveni a dodrziavani bezlepkovej diéty dochddza k tiprave sérologickych
testov a klinickych prejavov;
3. pacient je star$i ako 2 roky;
4. boli vylicené iné ochorenia podobné celiakii.
Potvrdenie diagnozy celiakie musi byt zaloZené na zaklade néalezov z laboratérnych

vySetreni, sérologickych testov a endoskopie (Sucha a kol. 2015).
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Laboratorne vySetrenia

Kazdy pacient by mal mat’ laboratérne vysetreny krvny obraz a protrombinovy cas.
Zakladné biochemické parametre moézu preukazat hypokalémiu, hypokalcémiu,
hypomagnezémiu, taktiez sa mozu vyskytnut' aj znizené hladiny proteinov, albuminu,
kyseliny listovej a vitaminu Bj,, naopak, zvySenie nastdva u transaminaz ALT a AST. Pri
rozbore koncentracie feritinu a sérového zeleza je typickd hyposiderémia. U pacienta

s hnackami sa odporuca urobit’ aj parazitologické vysetrenie stolice (Suché a kol. 2015).

Sérologické testy

Dalsim krokom v diagnostike celiakie st sérologické testy, ktorych ulohou je nielen
napomdoct’ k diagnostike, ale sliizia aj ako kontrolny ndstroj pri monitorovani ochorenia vo
faze dodrziavania bezlepkovej diéty. Pri sérologickych testoch je dolezité mat’ na pamiti,
Ze aj pacient s celiakiou moze mat’ negativne vysledky a naopak, pozitivne vysledky nie su
dostacujliice na jednozna¢nt diagnostiku celiakie. Sérové protilatky maju poléas rozpadu
30 — 60 dni aztoho dovodu je nutné aby pacient pred odberom dodrziaval diétu
obsahujucu glutén. Hladiny sérovych protildtok po nasadeni bezgluténovej diéty postupne
klesaja (Sucha a kol. 2015).

Odportca sa vysSetrit v prvom rade protilatky proti tkanivovej transglutamindze
(Anti-TTG), sucasne s protilatkami proti endomyziu (EMA). Vo vécSine pripadov st tieto
vySetrenia dostupné len pre protilatky triedy IgA. Je zname, Ze asi 10 % celiatikov trpi
nedostatkom IgA, z tohto dovodu by mohli vykazovat’ faloSne negativne vysledky. Aby sa
predislo tejto skuto€nosti, odporuca sa urobit’ vySetrenie hladiny celkoveého IgA. Existuji
aj pracoviskd, ktoré poskytuji test na vySetrenie Anti-TTG pre triedu IgG. VySetrenie
protilatok proti gliadinu (AGA) je najCastejSie vyuzivané aj napriek svojej niZSej
Specificite a senzitivite, pretoze poskytuje moznost’ vySetrenia protilatok v triede IgA
a IgG. Anti-TTG-IgA byvaju falosne pozitivne pri pokro€ilych chorobach pecene a zlyhani
srdca. V takom pripade je nutné diagnézu potvrdit’ aj histologicky (Pekarkova a kol. 2009).

Endoskopia

Endoskopia je nevyhnutnostou pre potvrdenie diagndzy celiakie. Na sliznici
celiatikov je moZné pozorovat’ rézne zmeny, od makroskopicky intaktnej sliznice az po
mozaikovity vzhl'ad sliznice, skratenie alebo absencia Kerkringovych rias, pritomnost
vrubkovanych rias, pripadne az vidite'nost’ podslizniénych ciev (Sucha a kol. 2015). Na
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definitivne stanovenie diagnozy celiakie je nutné vykonat histologické vySetrenie
bioptickej vzorky z tenkého Creva. Aj pri rutinnej gastroskopii je mozné odobrat’ vzorku
sliznice, ale je nutné ju odobrat’ najmenej v duodéne, pod Vaterovou papilou. U malych
deti s hmotnostou do 10 kilogramov vykonadvame odber tenkého Creva sacou kapsulou
(Crosbyho alebo Watsonova kapsula). U detskych pacientov s vy$Sou hmotnostou je
postup rovnaky ako u dospelych pacientov. V pripadoch s moznymi nejasnostami mozno
do diagnostického postupu zaradit’ aj enteroskopiu, pripadne vySetrenie kapsulovou

endoskopiou (Pekarkova a kol. 2009).

Histologické vySetrenie vzoriek
Vzorky, ktoré si odoslané na histologické vySetrenie, si nasledne hodnotené
histologickym skorovanim (gradingom) podl'a Marsha. Stav sliznice pri celiakii vyjadreny

Marshovou klasifikaciou je uvedeny v kapitole 2.4, tabul’ka ¢. 1 (Pekarkova a kol. 2009).

Genetické testy

Ak pri diagnostike dojde k pochybnostiam a vysledky predchadzajucich testov su
nejednoznacné, je mozné vykonat’ tzv. genetické testy, ktorych podstatou je sledovanie
pritomnosti predispozicnych alel DQ2/DQS8, ich nepritomnost’ vylucuje diagnézu celiakie

na 99 % (Suché a kol. 2015).

Radiodiagnostické metody
Radiodiagnostické metody slizia ako doplnkové vySetrenie, nepraktizuju sa rutinne,
ale napomdhaju pri diferencidlnej diagnostike. VyuZziva sa hlavne denzitometrické

vySetrenie kosti a sonografia abdoménu (Suché a kol. 2015).

Diferencidlna diagnostika

Diferencialna diagnostika moze byt komplikovand, hlavne u pacientov, u ktorych
celiakia nie je sprevadzand malnutriciou alebo maldigesciou. Je zndme, ze celiakia je
asociovana s radom inych ochoreni. Napriklad mladd Zena s castymi gynekologickymi
tazkostami, problémami s otehotnenim, pripadne az potratmi, moze mat’ skrytu celiakiu.
U mladych l'udi s osteopordzou alebo Castymi zlomeninami je potrebné urobit’ vySetrenia
na pritomnost’ celiakie, taktieZ aj u pacientov s Downovym a Turnerovym syndrémom
alebo inymi ochoreniami asociovanymi s celiakiou (Klucho 2016).
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2.8 Metabolomika v diagnostike celiakie

Metabolomika je definovand ako komplexna analyza metabolitov v biologickej
vzorke a patri medzi novu technoldgiu so sl'ubnou budicnostou v diagnostickej praxi.
Historicky sa ve'mi malé mnoZstvo metabolitov vyuzivalo na diagnostiku komplexnych
metabolickych chordb, rovnako ako aj monogénnych poruch, ako st vrodené chyby
metabolizmu. Sucasné moderné metabolomické technologie presahuji ramec Standardnych
metod klinickej biochémie a si schopné presnej analyzy stoviek az tisicov metabolitov.
Vd’aka tomu, metabolomika umozituje podrobnu charakterizaciu metabolickych fenotypov
a umoznuje presni identifikdciu na mnohych urovniach, vratane charakterizacie
metabolickych poruch, ktoré st zdkladom rdéznych ochoreni, rovnako tak umoziuje
objavenie novych terapeutickych ciel'ov (Clish 2015).

Dovodom, pre ktory sa Coraz cCastejSie lekari a vedci priklanaju k stanovovaniu
ochoreni prostrednictvom metabolitov pritomnych v mo¢i, je ich vel'ké mnozstvo vyhod,
ktoré mozu poskytnut’, vratane:

e Moc je vysoko pristupny typ vzorky, jeho odber je neinvazivny.

e Moc je sterilny, vylucovany vo velkych objemoch a vhodny na skladovanie.

e Mo¢ mé jednoduchSiu maticu a vyZaduje menSiu predipravu vzoriek a priama
analyza je l'ahko pristupna (Burton a Ma 2019).

U pacientov postihnutych, okrem celiakie aj inymi chronickymi ochoreniami, ako
napriklad diabetes mellitus typu II., Alzheimerova choroba, autizmus alebo psoridza,
mozno pozorovat’ odlisSny profil aminokyselin oproti profilu zdravych jedincov.
Koncentracie aminokyselin sa liSia aj v zavislosti od veku pacienta. Napriklad, adolescenti
s celiakiou a cukrovkou II. typu mali nizSie koncentracie aminokyselin oproti zdravej
kontrole, ale dospeli pacienti s rovnakymi diagnézami ich mali zvySené (Naluai a kol.
2018).

Je zname, ze aminokyseliny ovplyviiuji bunkovy metabolizmus a imunitu. Podla
Stadie Naluai akol. (2018) existuje mozné spojenie medzi extraceluldrnou matrix
a celiakiou. Prave extraceluldrna matrix je zasobnou jednotkou pre niektoré aminokyseliny,
ako napriklad prolin a hydroxyprolin, rovnako pre tie aminokyseliny, ktoré st vyuzivané
ako zéasoba energie pri hladovani. Tato Studia rovnako predpokladd, ze aminokyseliny
uvolnované pri metabolizme gluténu sa podiel’aji na signalizacii imunitného systému, a to

nakoniec vedie k chronickému zapalu (Naluai a kol. 2018).
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Tryptofan, esencidlna aminokyselina, predstavuje dolezitd ulohu v syntéze
serotoninu a zaroven patri medzi jeden z najdiskutovanejsich faktorov, ktoré sa podiel’aji
na prepojeni celiakie s psychiatrickymi poruchami. Neddvne Studie sa pokusili vyhodnotit’
vyznam tryptofanového katabolitu (TRYCAT) v prepojeni celiakie a poruchami nalady
pred apo nasadeni bezlepkovej diéty. Sérové koncentracie fenylalaninu, tyrozinu
a tryptofanu boli podstatne nizSie u pacientov s celiakiou po bezlepkovej diéte, ale nie
v spojeni so symptomami pre depresivnu poruchu. Imunohistochemickéa analyza Crevnej
biopsie u pacientov s celiakiou potvrdila zvySené hodnoty interleukinu 10, interferonu v,
indolamin 2,3-dioxygendzy akynureninu. Tieto vysledky viedli vedcov k zaveru, zZe
mechanizmy tryptofanového katabolizmu riadia imunitné odpovede pri celiakii (Cossu
a kol. 2017).

V §tudii Stone a Darlington (2013) dokézali, Ze kynureninova cesta tryptofanového
metabolizmu je indukovand imunologickou aktivaciou a stresom, a takisto potencuje
ucinky enviromentalnych faktorov na kogniciu a spravanie. Aj napriek tomu, ze mnohi
z autorov identifikovali tryptofan ako centrdlny faktor v patogenéze psychiatrickych
portuch v stvislosti s celiakiou, v sti€asnosti tento fakt neviedol k ziadnym terapeutickym
stratégiam, ktoré by mohli viest’ k zlepSeniu zdravia pacientov (Cossu a kol. 2017).

Na zéklade Studie Valles-Colomer a kol. (2019) bola identifikovana mikrobidlna
syntéza kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctovej (DOPAC) ako pozitivna korelacia s mentalnou
kvalitou Zivota a naznacila potencidlnu ulohu produkcie mikrobidlnej kyseliny y-
aminomaslovej pri depresii (Valles-Colomer a kol. 2019).

Beruc do uvahy, Ze oxidacny stres je zapojeny do molekuldrnych mechanizmov pri
celiakii, si okrem bezlepkovej diéty vyZadujii pozornost’ ako potencialna doplnkova terapia
celiakie aj opatrenia zamerané na znizenie oxidacnej nerovnovahy, napriklad podavanim
antioxidantov. Vyuzitie kyseliny mocovej pri diagnostike celiakie ako markera pre
oxidacny stres ajej potencidlne terapeutické vyuZitie ako antioxidantu, je v sucasnosti

predmetom skumania (Piatek-Guziewicz a kol. 2017).
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3 Ciel’ prace

Ciel'om diplomovej prace bolo:

spracovat’ vSetky dostupné informacie tykajuce sa prejavov a moznych foriem
diagnostiky celiakie;

zozbierat' a Statisticky vyhodnotit vysledky krvnych testov dospelych
pacientov s celiakiou v spolupréaci s praktickym lekarom pre dospelych;
vyuzitie vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie ako neinvazivnej
moznosti diagnostiky celiakie zo vzoriek mocu ziskanych od dobrovolnikov,
porovnat’ so zdravymi jedincami a Statisticky vyhodnotit koncentracie
vybranych metabolitov;

prostrednictvom dotaznika zistit’ redlne prejavy, moznosti diagnostiky celiakie
na Slovensku a vysledky Statisticky vyhodnotit’ a porovnat s dostupnou

literatarou.
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4 Metodika prace a metody skimania

Metodika experimentalnej casti diplomovej prace je rozdelend na tri Casti.

4.1 Vyhodnotenie vysledkov krvnych testov pacientov s celiakiou

Metodikou prvej praktickej Casti diplomovej prace bolo zozbieranie anonymnych
vysledkov krvnych testov od dospelych dobrovolnikov z ambulancie praktického lekara
pre dospelych v Kosiciach. Vysledky krvnych parametrov boli ziskané od muzov a zien
s celiakiou vo veku 27 + 4, ktori suhlasili sich naslednym pouzitim a spracovanim
anonymnou formou pre Ucely tejto diplomovej prace, priCom ich stihlas bol dany inou ako
pisomnou formou (Gstne, prostrednictvom socidlnych sieti a pod.). Do vyskumu boli
zaradeni aj pacienti s celiakiou, ktorych vysledky krvnych parametrov nepreukazali
odchylky od fyziologickych hodnét. Zozbieranych bolo 51 vysledkov krvnych testov (45
zien a 6 muZov), zktorych jednotlivé parametre boli Statisticky vyhodnotené a
porovnavané s dostupnou literatirou. Parametre (ALT, AST, CRP, IgA, IgG, IgM, Fe, Hb,
RBC, RDW, AGAA, AGAG, Anti-TTG), ktoré vykazovali vyrazne odchylky od
fyziologickych hodndt a zohravaji doleziti tlohu z hl'adiska diagnostiky, alebo naopak,

nevykazovali o¢akdvané vyrazné zmeny hodndt, st zndzornené graficky.

4.2 Metodika analyzy vzoriek mocu pacientov s celiakiou

Metodikou druhej praktickej casti diplomovej prace bolo zozbieranie mocu od
dobrovolnikov s diagnostikovanou celiakiou a zdravych dobrovolnikov; kvalitativne
a kvantitativne stanovenie vybranych metabolitov pomocou ultra-vysokoucinnej

kvapalinovej chromatografie (UHPLC).

4.2.1 Vzorky mocu

Ziskané vzorky boli od jedného muza a piatich Zien vo veku od 20 do 25 rokov.
Zdravu kontrolu predstavoval subor 11 dobrovolnikov ro6zneho veku (od 20 do 35 rokov) a
pohlavia bez pritomnosti chronickych ochoreni. Jednotlivé vzorky boli odobraté za
Standardnych podmienok (prvy ranny moc, stredny prad). Mo¢ bol pred analyzou
testovany diagnostickymi prizkami Dekaphan Leuco (Erba Lachema, Brno), pomocou
ktorych boli stanovené: hustota, pH, dusitany, bielkoviny, glukdza, ketony, urobilinogén,

bilirubin a krv.
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4.2.2 Pouzité chemikalie a reagencie

Kreatinin, kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova (DOPAC), kyselina homogentizova
(HMGQG), tryptofan (TRP), indoxylsulfat (IS), kyselina 5-hydroxyindoloctova (5-HIAA),
kyselina 3-indoloctova (3-IAA), kyselina kynurénovd (KYNA), kyselina mocova (KM)
a kyselina mravc¢ia boli zaktpené od firmy Sigma-Aldrich (USA). Metanol s HPLC
kvalitou bol od firmy Fisher (Fisher Scientific UK Ltd, Loughborough, UK). Deionizovana
voda bola ziskana z Centralnej vyroby vody pre UVLF v KoSiciach. Pouzit¢ zasobné
roztoky kreatininu, DOPAC, HMG, TRP, IS, 5-HIAA, 3-IAA, KYNA, KM boli pripravené
v deionizovanej vode (1 mg/ml). Zasobny roztok kyseliny mocovej o koncentracii 1 mg/ml

bol pripraveny v metanole pre nizku rozpustnost’ v deionizovanej vode.

4.2.3 Pristrojova charakteristika a podmienky analyzy

Kvalitativne a kvantitativne stanovenie metabolitov bolo uskuto¢nené pomocou
UHPLC Dionex UltiMate 3000 RS (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA). Jeho
sucastou je autosampler, inteligentnda pumpa, detektor didédového pola (DAD)
a fluorescencny detektor (FLD). Na analyzu bola pouzitd chromatograficka kolona Thermo
Scientific Acclaim™ 120 C18 (Thermo Fisher Scientific, Germany) s dizkou 150 mm,
vnatornym priemerom 3 mm, velkostou Castic 3 um a velkost'ou porov 120A. Teplota
kolény bola regulovand termostatom (37 °C) apresnost nastavenia teploty bola
+ 0,5 °C. Namerané udaje boli vyhodnotené pomocou softvéru Chromeleon 7.2
Chromatography Data System.
DAD detekcia bola uskutocnend v rozsahu vinovych dizok 220, 230, 240, 280 nm. FLD
detekcia bola uskutoénena pri excitaénej vinovej dizke A= 280 nm a pri emisnej vinovej
dizke Aem= 350 nm. Vzorky boli injektované v objeme 10 uL. Mobilna fiza bola zlozena
zvodnej fazy (obsahujica 0,1 % kyselinu mravéiu, A) a metanol (B). Gradientové
podmienky boli: 0 — 50 % B (0 — 20 min), 100 % A (20 — 25 min). Celkovy ¢as analyzy
bol 25 minut a rychlost’ prietoku 0,6 ml/min.

4.2.4 Predanalyticka Gprava vzoriek mocu
Po odobrati boli vzorky mocu uchovavané pri teplote -50°C. Pred samotnou
analyzou boli rozmrazené a nasledne centrifugované (10 000 rpm, Eppendorf Centrifuge

5430, Germany), pri laboratérnej teplote 15 minut. Nasledne boli filtrované cez PVDF
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(polyvinylidénfluorid) filtre s vel'kostou porov 0,25 um a zriedené mobilnou fazou A. Pre

UHPLC analyzu bol pouzity 15 % moc¢ zriedeny mobilnou fazou A.

4.2.5 Validacia metodiky

Prevedenie a realizdcia metddy boli vyhodnotené z hl'adiska presnosti, linearity,
limitu detekcie (LOD) a limitu kvantifikacie (LOQ). Pomocou série roztokov Studovanych
analytov so stipajucou koncentraciou v rozsahu 0,01 — 20 pg/ml (pre KM: 50 — 400 pg/ml)
boli ziskané kalibra¢né krivky. Kaidy analyt bol injektovany dvakrat. Pocet kalibra¢nych
najnizsi limit detekcie (LOD) bol 3. Chromatografické a valida¢né parametre Studovanych

metabolitov ziskané detekciou DAD a FLD st uvedené v tabulke ¢. 2 a ¢&. 3.

Tabul’ka ¢. 2, Chromatografické a validacné parametre metabolitov ziskané detekciou

DAD

0,717 0,3889 0,9970 2,516 0,011 0,030 103,1
1,720 0,0542 0,9848 2,070 60 180 100,8
4,750 0,2595 0,9962 10,224 0,010 0,030 102,6
6.917 0.6198 0.9997 0.080 13 40 97.9
9,427 1,0333 0,9998 2,020 0,012 0,036 103,3

LOD — limit detekcie, LOQ — limit kvantifikacie, KM — kyselina mocova, DOPAC —
kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova, KYNA — kyselina kynureninova, HMG — kyselina
homogentizova,

Zdroj: Vlastna tabul’ka

T abul’ka ¢. 3, Chromatografické a validacné parametre metabolitov ziskané detekciou

6,752 183019,636 0,9993 3,922 0,015 0,045 101,8
7,485 241663,494 0,9990 4,980 0,012 0,035 99,0
8,665 17127,705 0,9993 4,613 0,006 0,019 103,1
15,049 550159,407 0,9989 5,316 0,012 0,037 106,4

LOD — limit detekcie, LOQ — limit kvantifikacie, IS — indoxylsulfat, Trp — tryptofan,
5- HIAA — kyselina 5-hydroxyindoloctova, 3-1AA — kyselina 3-indoloctova
Zdroj: Vlastna tabul’ka
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4.3 Dotaznikova metoda

Metodikou tretej praktickej Casti bolo vypracovanie anonymného dotaznika, ktory
pozostaval z piatich otdzok zameranych na diagnostiku celiakie. Dotaznik bol rozposlany
respondentom (pacientom) s diagnostikovanou celiakiou prostrednictvom socialnej siete.
Dotaznik vyplnilo 216 respondentov (200 Zien a 16 muzov) rézneho veku. Frekvencia
odpovedi bola vyhodnotena v percentach a graficky zaznamenana. Vysledky boli nasledne

porovnavané s dostupnou literatarou.

4.4 Statisticka analyza

Vysledky vsetkych troch Casti experimentalnej Casti diplomovej prace boli Statisticky
vyhodnotené pomocou programu GraphPad PRISM pre Windows, verzia 5.0 (softvér
GraphPad, Inc, La Jolla, CA). Vysledky krvnych testov pacientov s celiakiou
a dotaznikova metdda boli vyhodnotené pomocou deskriptivne;j Statistiky, ktorej zakladné
parametre boli miera polohy (priemer, medidn) a miera variability (variacné rozpitie
a $tandardna odchylka). Udaje boli nasledne zobrazené do bodového grafu (vysledky
krvnych testov) a histogramu (dotaznikova metoda).

Déta ziskané z metabolomickej analyzy mocu boli Statisticky vyhodnotené na
zaklade testu normality Kolmogorov-Smirnov test a parametrického nepéarového t-testu,
ktory sme zvolili na zadklade zistenej normalnej distriblicie dat. Hladina Statistickej

vyznamnosti bola p <0,05.
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5 Vysledky prace

5.1 Stanovenie vyznamnych parametrov v krvi celiatikov

V prvej praktickej Casti diplomovej prace sme sa zamerali na vysledky krvnych

testov pacientov s celiakiou. Vysledky krvnych testov od 51 pacientov (45 Zien a 6 muzov)

sa liSili v mnoZstve stanovovanych parametrov vzhladom na rozdielnu metodiku

jednotlivych laboratorii, ktoré ich spracovali a vzhl'adom na rozdielnu anamnézu pacienta.

Stuhrn stanovovanych parametrov a pocet pacientov je uvedeny v tabulke ¢. 4.

Tabul’ka ¢. 4, Suhrn stanovovanych parametrov v krvi celiatikov

P Glu Urea Kreat KM BIL ALT AST AMS ALP | GGT
n 51 22 26 24 32 51 51 35 39 40
3,5-6,1 | 1,7-83 55,0- 140,0 - 5,0-25,0 | 0,1-0,6 | 0,1-0,6 | 0,08-1,67 0,58- 1 0,06-
FH | ol | mmoin | 1130 | 3400 4 i | ukatl Kat/] ka1 | 74| 065
umol/l umol/l u u u u ukat/l ukat/1
med 5,09 5,66 88,25 298,95 17,10 0,39 0,38 0,94 1,45 0,53
P Na K Cl Ca CRP Mg Chol Albumin IgA IgG
n 15 15 15 45 23 33 51 51 30 30
135,0- 95,0- 0,70- 1,04- | 6,88-
FH 145,0 fmsn 21/31 108,0 rzmlngl/él 1 ;g'ijio 0,91 212131/21 3 ’0'/?2’0 5,32 15,45
mmol/l mmol/l & mmol/l & g/l g/l
med | 139,0 4,10 101,0 2,41 13,5 0,85 4,67 4820 2,15 | 1321
Anti
P IgM Fe AGAA | AGAG | TAG Hb RDW e RBC
n 30 51 51 51 51 51 32 51 30
0,67 120,0 4,2-
o 0,33- | 8,8-27,0 | 0,8-1,2 | 0,8-1,2 ; 70' 120 0‘ 11,5- | 0,0-12,0 54
2,55 g/l umol/l 1P 1P > ’ 14,5 % 1U/ml x10e
mmol/l g/l
12/L
med 0,93 9,80 1,18 0,94 1,06 131,0 12,10 11,60 4,80

n - pocet pacientov, P - parameter, FH - fyziologicka hodnota, med - median, Glu - glukoza, Kreat -
kreatinin, KM — kyselina mocova, BIL - bilirubin, ALT - alaninaminotransferdaza,
aspartataminotransferaza, AMS - o-amylaza, ALP - alkalicka fosfataza, GGT - y-glutamyltransferaza, Na -
Sodik, K - Draslik, CI - Chloridy, Ca - Vapnik, CRP - C-reaktivny protein, Mg - Horcik, Chol - Cholesterol,
IgA - Imunoglobulin A, IgG - Imunoglobulin G, IgM - Imunoglobulin M, Fe - Zelezo, AGAA - protilatky proti
gliadinu pre triedu IgA, AGAG - protilatky proti gliadinu pre triedu IgG, TAG - triacylglyceroly, Hb -
hemoglobin, RDW - §irka distribucie cervenych krviniek, RBC - objem cervenych krviniek, Anti - TTG-

protilatky proti tkanivovej transglutamindze

Zdroj: Vlastna tabul’ka
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Z hladiska diagnostiky medzi vyznamné parametre celiakie patria peceniové
transamindzy alaninaminotransferaza (ALT) a aspartataminotransferaza (AST), ktorych
fyziologické hodnoty st vrozmedzi 0,1 — 0,6 pkat/l. U pacientov bola stanovena aj
enzymova aktivita alkalickej fosfatazy (ALP), a-amylazy (AMS) a y-glutamyltransferazy
(GGT). ALT a AST boli stanovované u vSetkych 51 pacientov, na rozdiel od enzymovych
aktivit ALP, AMS a GGT, ktoré boli stanovené len u 40 pacientov. Z dovodu vyssicho
poctu pacientov, ktorych hodnoty ALT a AST boli vysSie ako fyziologickd hodnota,
uvadzame ich grafické znazornenie (Graf ¢. 1). V pripade enzymov ALP, AMS a GGT
sme nezaznamenali vyrazné odchylky v porovnani s fyziologickym rozmedzim. Z grafu
mozno vycitat, ze vicSina pacientov mala hodnoty ALT a AST vo fyziologickom
rozmedzi. U Siestich pacientov boli hodnoty ALT pri hornej hranici tj. 0,6 pkat/l.
NajvysSia hodnota enzymovej aktivity bola 1,01 pkat/l. Znizené¢ hodnoty ALT neboli
preukazané. VicSina pacientov mali hodnoty koncentracie AST vo fyziologickom
rozmedzi, dvaja pacienti mali hrani¢né hodnoty t. j. 0,6 a 0,62 pkat/l. Jedenast’ pacientov
malo zvySent koncentraciu AST, pricom najvySSia dosahovala hodnotu 0,76 pkat/l.

Znizené hodnoty AST neboli preukazané.

Graf ¢. 1, Grafické znazornenie hodnot enzymovych aktivit ALT, AST u celiatikov. Os x
predstavuje pocet pacientov, os y predstavuje enzymovu aktivitu ALT, AST (ukat/l). Zelend
¢iara zndzornuje dolnu hranicu a modrad hornu hranicu fyziologickych hodnot

ALT (0,1 - 0,6 pkat/l) AST (0,1 - 0,6 pkat/l)
12 08 o
.
L °® 07 %4 ® o o %
L] 06 %
0g @ . .' . 05 . . °
° ° ° ° _ ®s [ °
06 T e © > 04 N ®e ® o N .. .
04 o @ ® e ¢ ® .. 0. 03 e o & ° [ ¢
o oo ® 02 °® ee o o
02 ® N o .". ® o.' Lol o o ° . ° L] .

1 [ 11 16 21 26 31 36 41 46 51 1 6 11 6 21 26 31 36 41 46 51

Zdroj: Vlastny graf

U 23 pacientov z celkového poctu 51 bol stanoveny C-reaktivny protein (CRP),
ktorého fyziologické rozmedzie hodndt koncentracie v stilade s metodikou laboratorii je
1,0 — 8,0 mg/l. Hodnoty piatich pacientov sa nachadzali vo fyziologickom rozmedzi.

Osemnast’ pacientov malo zvySené hodnoty C-reaktivneho proteinu. NajvysSSia hodnota
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bola 17,5 mg/l. Hodnoty pod fyziologickou hranicou neboli detegované. Grafické

znézornenie hodnot je uvedené na grafe €. 2.

Graf ¢ 2, Grafické znazornenie hodnot koncentracie CRP v krvi celiatikov. Os x
predstavuje pocet pacientov, os y predstavuje koncentrdciu C-reaktivneho proteinu (mg/l)
v krvi. Zelena ciara znazornuje dolnu hranicu a modra ciara hornu hranicu fyziologickych
hodnot

CRP (1,0 - 8,0 mg/l)
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Zdroj: Vlastny graf

Vkrvi 30 pacientov boli sledované hodnoty imunoglobulinu A (IgA),
imunoglobulinu G (IgG) aimunoglobulinu M (IgM). Parametre boli stanovované
v jednotkach koncentracie g/l. V stilade s metodikou laboratorii je fyziologické rozhranie
pre IgA 1,04 — 5,32 g/l, pre IgG 6,88 — 15,45 g/l apre IgM 0,33 — 2,55 g/l. Na zéklade
grafického zndzornenia (Graf €. 3) je vidiet, ze hodnoty koncentracie prisluchajiice IgA
neprekrocili hornt hranicu fyziologickych hodnét. U Siestich pacientov bola koncentrécia
IgA na dolnej hranici fyziologickych hodnot. Hodnoty koncentracie IgG sa nachadzali vo
fyziologickom rozmedzi, ale u Siestich pacientov sa vyrazne priblizovali k hornej hranici
(15,45 g/1) fyziologickych hodnot. Koncentracia IgM bola u vSetkych 30 pacientov vo
fyziologickom rozmedzi, pricom utroch pacientov bola na dolnej hranici (0,33 g/l)

a u dvoch pacientov sa priblizovala k hornej hranici (2,55 g/l).
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Graf ¢ 3, Grafické znazornenie hodnot koncentracie IgA, 1gG a IgM v krvi celiatikov.
Os x znazornuje pocet pacientov. Os y zndzornuje koncentraciu Ig (g/l) v krvi celiatikov.
Modra ciara predstavuje hornu hranicu a zelenda ciara predstavuje dolnu hranicu
fyziologickych hodnot

IgA (1,04-5,32¢g/1) lgG (6,88 - 15,45 g/l)
6 18
. 16 -
. TS T
L ° 14 o % .. e, B .:
‘ ® ° . N o °® . °
5 ° 10 ° [} [ %
. ® PY .. 8 .. ° °
2 e o % ’. L4 .. 6
1 [ B ] ® . e L 4
2
0

25

o
°
5 °
°
1,5 ° L4
° [ ]
1 [ ° ]
° ° ° [}
. o ® [

05 X L LT

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Zdroj: Vlastny graf

Medzi najdolezitejSie parametre v diagnostike celiakie patria Zelezo (Fe)
a hemoglobin (Hb), ktoré boli stanovené u vSetkych 51 pacientov. V stlade s metodikou
laboratorii je fyziologické rozhranie pre Fe 8,8 — 27,0 umol/l a Hb 120 — 180 g/I. Z grafu
¢. 4 vyplyva, ze 18 pacientov mali hodnoty koncentracie Fe vyrazne zniZzené a 6 pacientov
mali hodnoty na dolnej hranici (8,8 umol/l). Hornd hranica fyziologickych hodndt pre
zelezo nebola prekrocena ani ujedného pacienta. Ostatni pacienti mali hodnoty
koncentracie Fe v norme. Koncentrdcia Hb bola u 16 pacientov vyrazne zniZena
au Styroch sa pohybovala na dolnej hranici (120 g/l). U ostatnych pacientov bola
koncentracia v norme, z toho u dvoch sa pohybovala pri hornej hranici (180 g/1).

Dal§imi vyznamnymi parametrami v diagnostike celiakie si celkovy objem
erytrocytov (RBC) a §irka distribucie cervenych krviniek (RDW). Aj napriek vyznamnosti
tychto dvoch markerov, bola RDW stanovend len u 32 pacientov a RBC u 30 pacientov.
V sulade s metodikou laboratérii je fyziologické rozhranie RBC 4,2 — 5,4 x10e 12/1 a
RDW 11,5 — 14,5 %. Na zéklade grafického zndzornenia (Graf ¢. 4) mozno zhodnotit’, Ze

RBC bol u 4 pacientov znizeny a u 6 pacientov dosahoval doln1 hranicu. Horna hranica
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fyziologickych hodnot nebola prekrocend ani u jedného pacienta. RDW bola u Siestich
pacientov znizena autroch pacientov dosiahla dolnu hranicu fyziologickych hodnét.

U ostatnych pacientov boli hodnoty vo fyziologickom rozmedzi.

Graf ¢ 4, Grafické zndzornenie koncentrdcie Zeleza (umol/l) a hemoglobinu (g/l),
celkového objemu erytrocytov (10e 12/L) a Sirky distribucie cCervenych krviniek. Os x
znazornuje pocet pacientov a os y zndzornuje koncentrdciu (Sirku, objem). Zelena ciara
predstavuje dolnu hranicu a modra ciara hornu hranicu fyziologickych hodnot
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Zdroj: Vlastny graf

NajSpecifickej§imi a najdolezitejSimi parametrami v diagnostike celiakie su
protilatky proti gliadinu (AGAA, AGAGQG) atkanivovej transglutaminaze, ktoré boli
stanovované u vSetkych pacientov. Hodnoty potilatok proti gliadinu (anti-gliadin IgA
algG) boli stanovené v jednotkdch indexu pozitivity (IP) a hodnoty protilatok proti
tkanivovej transglutamindze (anti-TTG) boli stanovené v jednotkach enzymovej aktivity
(U/ml). Fyziologické rozhrania v sulade s metodikou laboratodrii boli pre AGAA a AGAG
0,8 — 1,2 IP a pre anti-TTG 0,0 — 12,0 U/ml. Z gratického zndzornenia hodnot (Graf ¢. 5)
mozno urcit, ze index pozitivity pre protilatky proti gliadinu IgA (AGAA) boli u 23
pacientov zvySené, u jedného pacienta dosiahli hodnotu az 10,1 IP (8-ndsobné zvySenie).
Dolna hranica hodnot pre AGAA nebola prekrocend. Index pozitivity pre protilatky proti
gliadinu IgG (AGAG) bol u 15 pacientov zvySeny, avSak u jedného pacienta dosahoval
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hodnotu az 8,41 IP (7-ndsobné zvysenie). U 10 pacientov index pozitivity presiahol dolnt
Hodnoty enzymovej aktivity pre protilatky proti tkanivovej transglutamindze 1gA
boli u 22 pacientov zvySené. NajvysSia namerand hodnota bola 345,8 U/ml. U ostatnych

pacientov bola enzymova aktivita v norme.

Graf ¢. 5, Grafické znazornenie indexov pozitivity (IP) pre AGAA, AGAG a enzymovej
aktivity pre anti-TTG (U/ml). Os x zndzornuje pocet pacientov a os y index pozitivity (IP)
pre AGAA, AGAG a pre anti-TTG enzymovu aktivitu (U/ml). Modra ciara predstavuje
hornu hranicu a zelenda ciara dolnu hranicu fyziologickych hodnot
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Zdroj: Vlastny graf

Okrem graficky znazornenych parametrov boli stanovené aj d’alSie (Tabulka €. 4),
ktorych odchylky boli nepatrné, apretoich graficky neuvadzame. Napriklad glukéza
stanovend u vSetkych 51 pacientov bola vo vécSine pripadov vo fyziologickom rozmedzi
(3,5 — 6,1 mmol/l), urea stanovend u 22 pacientov bola zvySena (8,3 mmol/l) iba v dvoch
pripadoch. Kreatinin, kyselina mocova (KM) a celkovy bilirubin (umol/l) boli stanovené
priblizne u polovice pacientov a vo vacSine pripadov nepresiahli fyziologicki hranicu.
Natrium, kalium a chloridy boli stanovené len u 15 pacientov aboli v referen¢nom
rozmedzi. Véapnik sa stanovil 45 pacientom a iba u jedného bola zaznamenand znizena

hodnota pod fyziologickt hranicu (2,1 mmol/l). Koncentracia horc¢ika bola stanovena u 33
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pacientov a u 4 pacientov bola koncentracia mierne zvySena (0,98 mmol/l). Fyziologické
rozhranie pre horcik je (0,7 — 0,91 mmol/l). Koncentracia albuminu (g/l) bola stanovena
u vSetkych 51 pacientov, z toho 9 pacientov mali hodnoty mierne zvySen¢, ostatni mali
hodnoty v norme (35,0 — 52,0 g/l). Cholesterol a triacylglyceroly (TAG) boli stanovené
u vSetkych pacientov. Koncentracia cholesterolu bola vo vicSine pripadov v norme,
v Siestich pripadoch bola mierne zvysend a v Styroch mierne znizena. Hodnota TAG bola
taktiez u vacsiny pacientov vo fyziologickom rozhrani, u 7 pacientov bola mierne zvySena

(1,7 mmol/l) a u 8 pacientov bola mierne znizena (0,68 mmo/I).

5.2 Metabolomicky profil mocu celiatikov pomocou UHPLC

Cielom druhej praktickej Casti diplomovej prace bolo kvalitativne a kvantitativne
stanovenie kreatininu, tryptofanu (TRP), kyseliny S5-hydroxyindoloctovej (5-HIAA),
indoxylsulfatu (IS), kyseliny 3-indoloctovej (3-IAA), kyseliny kynurénovej (KYNA),
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctovej (DOPAC), kyseliny homogentizovej (HMG) a
kyseliny mocovej (KM) v moci dobrovolnikov (pacientov) s celiakiou pomocou metody
UHPLC. Vsetky Studované metabolity sa prirodzene nachadzaji v moci za fyziologického
a/alebo patologického stavu. Prehl'ad fyziologickych hodnot pre jednotlivé metabolity v
moci oboch pohlavi nad 18 rokov je uvedeny v prilohe 1.

Chromatografické zaznamy ziskané pomocou pouzitej chromatografickej metody
vykazovali dobra separaciu a chromatograficky zdznam zaznamenany pomocou sériovo
zapojenych detektorov  DAD a FLD vizualizoval rozliSenie deviatich Studovanych
Standardov v matrici mocu.

V naSej Studii sme analyzovali 6 vzoriek mocov ziskanych od dobrovolnikov s
diagnostikovanou celiakiou a 11 vzoriek mocov zdravych dobrovolnikov. Presnost
analyzy vzoriek mocov bola podmienend ich duplicitou. Kreatinin, TRP, 5-HIAA, IS, 3-
IAA, KYNA, DOPAC, HMG boli detegované pomocou DAD pri 220 nm, KM bola
detegovana pri vlnovej dizke 280 nm z dévodu ziskania maximalnej absorbancie.

Signaly analytov kreatinin, KM, HMG, DOPAC, KYNA boli vyhodnotené pomocou
detekcie DAD a signaly analytov IS, Trp, 5-HIAA, 3-IAA pomocou detekcie FLD,
z dovodu lepsej detekcie aj pri ich vel'mi nizkych koncentraciach.

Na vizudlne porovnanie signalov jednotlivych metabolitov v moc¢i dobrovolnikov

s celiakiou a zdravej kontroly uvadzame chromatogramy zaznamenané detekciou DAD

a FLD (Obrazok ¢. 3 a ¢. 4). Na chromatografickych zdznamoch su evidentné rozdiely v
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urcitych charakteristickych oblastiach medzi siborom mocov celiatikov a siborom zdrave;j

kontrolnej skupiny.

Obrazok ¢ 3, Chromatogram suboru mocov dobrovol’nikov A) zdravej kontrolnej
skupiny B) s celiakiou detegovany pomocou DAD. Chromatograficky zaznam vyjadruje
zavislost intenzity signalu (mAu, os y) od retencného casu (min, os x)

Zdroj: Vlastny obrazok

Obrazok ¢ 4, Chromatogram suboru mocov dobrovol’nikov A) zdravej kontrolnej
skupiny B) s celiakiou detegovany pomocou FLD. Chromatograficky zaznam vyjadruje
zavislost intenzity fluorescencie (counts) od retencného casu (min, os x)

Zdroj: Vlastny obrazok
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Na Statistické vyhodnotenie dat oboch Studovanych skupin dobrovolnikov bol
pouzity parametricky neparovy t-test (Tabulka ¢. 5). HMG s hladinou vyznamnosti
p <0,001, KM a DOPAC s p < 0,001 a KYNA s hladinou vyznamnosti p < 0,01 boli
vyhodnotené ako signifikantne najvyznamnejSie z pohladu neinvazivnej diagnostiky
metabolomického profilu mocu celiatikov. Grafické zndzornenie koncentracie vSetkych
metabolitov st znazornené na obrazku ¢. 5. Koncentracia HMG v moci bola podstatne
zvysena u vacsiny dobrovolnikov s celiakiou (priemer 12,5 pmol/mmol kreatininu) oproti
zdravej kontrolnej skupine (priemer 2,1 pmol/mmol kreatininu). Hodnoty KM v mo¢i boli
u vSetkych Siestich dobrovol'nikov s celiakiou tiez podstatne zvySené. Priemerna hodnota
KM v moci dobrovolnikov s celiakiou bola 1150 pmol/mmol kreatininu. Hodnoty KM
zdravej kontroly boli v rozsahu fyziologickych hodndt a priemernd hodnota bola 280
pmol/mmol kreatininu. V celom stbore dobrovolnikov (n = 6) sme zaznamenali vyrazne
zvySené hodnoty DOPAC v mo¢i (priemer 10,9 pmol/mmol kreatininu) v porovnani s
kontrolnou skupinou (priemer 1,7 umol/mmol kreatininu). Priemernd hodnota koncentracie
KYNA vmo¢i dobrovolnikov 4,9 pmol/mmol kreatininu bola vysSia oproti zdravej

kontrole 0,2 pmol/mmol kreatininu.

Tabulka ¢& 5, Statistické vyhodnotenie nepdrového t-testu metabolitov v modi
dobrovol’nikov s diagnostikovanou celiakiou oproti zdravej kontrolnej skupine

Neparovy t-test

Metabolity p - hodnoty
HMG 0,0002 ***
DOPAC 0,0002 ***
KM 0,0001 ***
KYNA 0,0016 **
Trp 0,9289
S5-HIAA 0,5435
Kreatinin 0,2222
IS 0,1643
3-1AA 0,1342

p<0,05%*, p<0,01 ** p<0,001 ***

HMG - kyselina homogentizovda, DOPAC — kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova, KM — kyselina
mocova, KYNA — kyselina kynurénovd, Trp — Tryptofan, 5-HIAA — kyselina 5-hydroxyindoloctovd,
1S — indoxylsulfat, 3-14A4 — kyselina 3-indoloctova

Zdroj: Vlastna tabul’ka
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Obrazok ¢. 5, Grafické zndzornenie nameranej koncentrdacie jednotlivych metabolitov
v modi pacientov s celiakiou vs. zdravd kontrola v umol/mmol kreatininu. Cervend
hviezdicka predstavuje dobrovolnikov s celiakiou a modry Stvorec kontrolnu skupinu
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Zdroj: Vlastny obrdzok

Statistick4 analyza nepotvrdila signifikanciu pre metabolity 5S-HIAA, Trp, 3-IAA a IS. Ich
hodnoty koncentracie boli porovnatelné shodnotami zdravej kontrolnej skupiny

a nachadzali sa vo fyziologickom rozmedzi (Obrazok ¢. 5).

5.3 Vysledky dotaznikovej metédy zameranej na sucasnu diagnostiku celiakie

V tretej praktickej Casti diplomovej prace sme vypracovali dotaznik (Priloha 2)
pozostavajuci z piatich otdzok zameranych na diagnostiku celiakie. Dotaznik vyplnilo 216
respondentov (200 zien a 16 muzov) s diagnostikovanou celiakiou.

Prvad otdzka v dotazniku je orientovand na Specializciu lekéara, ktory stanovil
pacientovi celiakiu. Na otdzku odpovedalo 216 respondentov. Otazka mala Styri moZnosti
odpovede, tri uzavret¢ ajedna otvorend s moznostou dopisat vlastni odpoved.
Percentualne vysledky znazoriiuje graf €. 6. 8,8 % respondentov uvadza, Ze im celiakiu
stanovil prakticky lekar. 70,6 % opytanych respondentov oznacilo, Ze im celiakiu stanovil

gastroenteroldg, pripadne internista. Imunoalergolég stanovil celiakiu u 11,3 % opytanych
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respondentov. Moznost’ iné si vybralo 9,2 % respondentov, z toho 36,3 % uviedlo, Ze im
celiakiu stanovil dermatovenerolog, u 9,1 % to bol hepatolég a hematoldg stanovil celiakiu
u9,1 %. Odpovede infektolog, endokrinolog a diabetolog sa v dotazniku objavili iba
jedenkrat. 13,6 % odpovedi “iné* nebolo mozné pouzit’, pacienti v nich uviedli iba pojem

nemocnica, diagnosticka klinika, lekar alebo neviem.

Graf ¢. 6, Grafické zndazornenie prvej otazky v dotazniku. Os x predstavuje jednotlivé
moznosti pre oznacenie respondentom. Os y predstavuje percentudlne vyjadrenie poctu
respondentov, ktori danut moznost' oznacili

Aky lekar Vam stanovil celiakiu?

80,0% - 70,6%

60,0% -

40,0% -

20,0% - 8,8% 11,3% 9,2%

0,0% . N ==
Prakticky lekdr Gastroenteroldg/ Imunoalergoldg Iné (dopiste)

internista

Zdroj: Vlastny graf

Druhd otdzka v dotazniku bola zamerana na zistenie, z akého dovodu respondenti
navstivili lekara. Na otdzku odpovedalo 216 respondentov. Otazku tvorilo 5 odpovedi,
ztoho 4 uzavret¢ al otvorend s moznostou dopisat vlastni odpoved. 19,8 %
respondentov oznacilo, Ze pred diagnostikou trpeli anémiou. Percentudlne zhodnotenie
vysledkov zobrazuje graf €. 7. U 45,5 % sa prejavila hnacka, zdpcha, naduvanie
a abdominalna bolest’. Depresiu, Uzkost, epilepsiu, pripadne ataxiu oznacilo 3,9 %
respondentov. 13,3 % navstivilo lekéara s koznymi tazkostami. Odpoved “iné* si vybralo
17,5 % respondentov, kde uviedli ako odpoved pritomné afty, bolesti svalov a kibov,
unavu, stratu hmotnosti, erektilnu dysfunkciu, bolesti hlavy, silni pelovl alergiu,
diabetes, pozastaveny rast, alopéciu areatu, chronicku bolest’ hrdla, opuch dutin, apatia,
neplodnost’, zvySene hodnoty hepatalnych transaminaz, bolesti chodidiel, pripadne vyskyt

celiakie v rodine.
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Graf ¢. 7, Grafické znazornenie druhej otazky v dotazniku. Os x predstavuje moznosti pre
oznacenie respondentom. Os y predstavuje percentudlne vyjadrenie poctu respondentov,

ktori danii moznost oznacili

50,0%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%
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19,8%

Na zaklade akych taZkosti, ste navstivili lekara ?
45,5%

17,5%
13,3%

3,9%

I
anémia hnaéka, zédpcha, depresia, Uzkost, kozné tazkosti Iné (dopiste)
nadudvanie, epilepsia, ataxia
abdomindlna
bolest

Zdroj: Vlastny graf

Cielom tretej otazky bolo zistit, aké diagnostické postupy zvolil lekar pri

diagnostike

celiakie.

Na otazku odpovedalo 216 respondentov. Otazku tvorili Styri

odpovede, z toho tri uzavreté a jedna otvorena s moznost'ou dopisania vlastnej odpovede.

Graf ¢ 8, Grafické zndazornenie tretej otazky v dotazniku. Os x predstavuje mozZnosti pre
oznacenie respondentom. Os y predstavuje percentudlne vyjadrenie poctu respondentov,

ktori dani mozZnost oznacili

60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
20,0% -
10,0% -
0,0% -

Aké diagnostické metaody zvolil lekar pri diagnostike ?

48,1% 46,0%

1,6% 4,3%
. . | ,
odber krvi endoskopia odber mocu Iné (dopiste)

(biopsia)

Zdroj: Vlastny graf

Najcastejsia diagnosticka metdda bola odber krvi. Tato moznost’ oznacilo az 48,1 %

respondentov s celiakiou. Druhou najcastejSou odpoved’ou bola endoskopia s biopsiou.

Tato moznost’ oznacilo 46 % respondentov. MoZnost” odber mocu vybralo len 1,6 %

- 45 -



Diagnostika celiakie— Martina Azariovd

respondentov. Moznost’ iné oznacilo 4,3 % respondentov, z toho 12,5 % dopisalo ako
sposob diagnostiky celiakie odber stolice. Dalsich 12,5 % dopisalo odber koze. Medzi
odpoved’ami, ktoré sa vyskytli iba raz, boli vySetrenie spermii, genetické testy, poc¢itacova
tomografia (CT), magneticka rezonancia (MR) a kolonoskopické vysetrenie. Grafické
znazornenie tretej otazky predstavuje graf €. 8.

Stvrtd otazka bola zamerana na vek respondenta v Gase stanovenia celiakie. Na
otazku odpovedalo vSetkych 216 respondentov. Otazka sa skladala zo Styroch uzavretych
odpovedi (Graf €. 9). NajcastejSie (39,8 %) respondenti uvadzali, Ze im bola celiakia
diagnostikovana v detstve, pripadne v rannej dospelosti (0 az 21 rokov). Druhou
najcastejSou odpoved’ou bola dospelost’ (22 az 35 rokov). 20,8 % respondentov uviedlo,
ze im celiakia bola stanovend medzi 35 a 50 rokom Zivota. Stredny vek oznacilo 4,2 %

respondentov.

Graf & 9, Grafické zndzornenie Stvrtej otazky v dotazniku. Os x predstavuje mozZnosti pre
oznacenie respondentom. Os y predstavuje percentudlne vyjadrenie poctu respondentov,
ktori danu moznost oznacili

V akom veku Vam bola stanovena celiakia ?
20,0% 1 39,8%
40,0% - 35,2%
30,0% - 20,8%
20,0% -
10,0% - . 4,2%
0,0% T
° 22ai35 36 az 50 viac ako 50

Zdroj: Vlastny graf

Utelom piatej otdzky bolo zistit, akymi inymi chronickymi ochoreniami trpia
respondenti s celiakiou. Na otazku odpovedalo 216 respondentov. Otazka sa skladala z 9
odpovedi (Graf ¢. 10). Osem odpovedi bolo uzavretych ajedna otvorend s moznostou
dopisat’ vlastni odpoved. Na zaklade grafického znazornenia (Graf ¢. 10) 41,8 %
respondentov uviedlo, Ze netrpia inymi chronickymi ochoreniami. 10,5 % oznacilo
odpoved’ osteopordza alebo osteopénia. Artritidou trpi 5,9 % respondentov. Odpoved
aftdzna stomatitida oznacilo 2,7 % respondentov s celiakiou. Na zaklade dotaznika 0,8 %
opytanych celiatikov trpi ataxiou alebo epilepsiou, pripadne oboma ochoreniami naraz.
8,6 % celiatikov trpi depresiou a (alebo) uzkostou. Neplodnost’ ako dalSie chronické
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ochorenie oznacilo 3,9 % respondentov. 4,7 % respondentov oznacilo, ze trpi
herpetiformnou  dermatitidou. Otvoreni odpoved s moznostou dopisania inych
chronickych ochoreni vybralo 21,1 % respondentov. Z toho 32,7 % uviedlo, Ze trpi
ochorenim diabetes mellitus, 27,3 % respondentov uviedlo, Ze okrem celiakie trpi astmou,
d’alSou najcastejSou odpoved'ou (11,8 %) bola hypofunkcia stitnej zl'azy. Medzi menej
Casté odpovede uviedli respondenti aj erektilnu dysfunkciu, alopeciu areatu, psoriazu,
oslabent imunitu, histaminovu intoleranciu, kréové Zily, ulceréznu kolitidu a Crohnovu

chorobu.

Graf ¢. 10, Grafické znazornenie piatej otazky v dotazniku. Os x predstavuje moznosti pre
oznacenie respondentom. Os y predstavuje percentudlne vyjadrenie poctu respondentov,
ktori danu moznost oznacili
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6 Diskusia

Teoreticka Cast’ tejto diplomovej prace bola zamerana na charakteristiku diagnostiky
celiakie pomocou Specifickych a menej Specifickych symptomov, na charakteristiku
diagnostickych postupov na Slovensku a vyuzitia metabolomiky ako moznost” diagnostiky
celiakie.

Okrem histologického vySetrenia crevnej sliznice, ktoré ma klucovy vyznam
v diagnostike celiakie, maju doleziti ulohu v podpornej diagnostike aj laboratdérne
vySetrenia. V krvnom obraze pacienta s celiakiou mozno sledovat’ hypokalémiu,
hypomagnezémiu a hypokalcémiu, hypoalbuminémiu, hyposiderémiu, zvySené hodnoty
pecenovych transaminaz (ALT > AST) aalkalicej fosfatazy (ALP). Je pritomna aj
hypovitaminoza kyseliny listovej a vitaminu B, (Pekarkova a kol. 2009).

Jednym z cielov predkladanej prace bolo vytvorit' subor zozbieranych vysledkov
krvnych testov od dospelych pacientov vo veku 27 + 4 s celiakiou, Statisticky ich
vyhodnotit’ a zaroven, priblizit’ Sirokej verejnosti prehlad o stanovovanych parametroch
v krvi celiatikov na Slovensku, v porovnani so sU¢asnou dostupnou literatirou.
Vyhodnotenych bolo 51 vysledkov krvnych testov ziskanych od muzov (n = 6) a zZien (n =
45). Vysledky deskriptivnej Statistiky ukazali, Ze koncentracia draslika, vapnika a horcika
bola u takmer vSetkych pacientov vo fyziologickom rozmedzi. T4to skutocnost’ nekoreluje
s vysSie uvedenym tvrdenim (Pekarkovéd a kol. 2009), ze pre pacientov s celiakiou je
charakteristicka hypokalémia, hypokalcémia a hypomagnezémia. Vysledky nasej Stadie
ukazali, Ze asi jedna tretina pacientov mala zvySené hodnoty enzymovych aktivit pre AST,
ALT a ALP, ¢o uplne nekorelovalo s dostupnou literatirou Pekarkova akol. (2009),
Klucho (2016) a Sucha akol. (2015), ktori vo svojich pracach uvadzaju, Ze hodnoty
enzymovych aktivit pre ALT, AST a ALP st u pacientov s celiakiou zvySené. Hodnoty
koncentracie albuminu vSetkych pacientov boli v norme, ¢o v naSom pripade opit
nekorelovalo s dostupnou literatirou Pekérkova a kol. (2009). Sucasna dostupna literattira
neuvadza priamu suvislost’ medzi celiakiou a enzymovymi aktivitami AMS a GGT, ktoré
boli v nasej stadii vo véac¢sine pripadov vo fyziologickom rozmedzi.

Halfdanarson a kol. (2007), Leffler a kol. (2015), Freeman (2015), rovnako aj
Pekarkova akol. (2009), Klucho (2016) a Suchd akol. (2015) uvadzaju vo svojich
studiach, Ze pacienti s celiakiou trpia anémiou hlavne z nedostatku zeleza, vitaminu Bg, By
a By,. Statistickd analyza krvného obrazu potvrdila, Ze takmer polovica pacientov mala

vyrazne znizené koncentracie zeleza (5,07 umol/l) v krvi oproti referencnym hodnotam
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(8,8 — 27,0 umol/l). Vzhl'adom na to, ze teéria uvadza, ze sa v krvi pacientov s celiakiou
stanovuju aj koncentracie vitaminov Bg, B9 a By, v praxi sa tieto parametre nestanovuju,
preto v tejto praci nie je mozné zaujat’ stanovisko k tvrdeniu, Ze pacienti s celiakiou trpia
anémiou s nedostatku vitaminov B By a By, (Halfdanarson a kol. 2007).

CRP, ako zéapalovy marker, ktory sa stanovuje prevazne u pacientov s Crohnovou
chorobou (Peyrin-Biroulet a kol. 2014), bol stanoveny priblizne u polovice pacientov
s celiakiou a vo vécSine pripadov boli hodnoty zvySené (13,5 mg/l) oproti fyziologickym
(1,0 — 8,0 mg/l). Tento fakt koreluje so Stadiou Warji a kol. (2015), ktori vo svojej Stadii
poukazuju na suvislost’ medzi reumatoidnou artritidou a celiakiou. Lewis a kol. (2009) vo
svojej praci uvadzaju, ze nelieCeni, pripadne novodiagnostikovani pacienti s celiakiou maji
hodnoty celkového cholesterolu znizené. Vysledky naSej Studie preukézali zniZené
koncentracie celkového cholesterolu iba u 4 pacientov, u vac¢siny pacientov boli hodnoty
v norme, pripadne zvysené. Tortora akol. (2015) vo svojej stadii pojednavaju aj
o koncentraciach TAG u novodiagnostikovanych pacientov, u ktorych nezaznamenali
vyrazné zvysenie, pripadne zniZenie hodndt. Vysledky naSej Studie nezaznamenali vyrazné
odchylky koncentracii TAG od fyziologickych hodnét.

RDW a RBC patria medzi vyznamné parametre v modernej diagnostike celiakie.
Stadie Sategna Guidetti a kol. (2002), Guglielmi a kol. (2002) a Balaban a kol. (2015)
uvadzajl, Ze hodnoty RDW su u pacientov s celiakiou zvySené alebo v norme. Vysledky
deskriptivnej Statistiky ukézali, Ze hodnoty RDW boli u vacSiny pacientov vo
fyziologickom rozmedzi a 6 pacienti mali zniZené hodnoty. ZniZenie hodn6t RDW je
velmi neobvyklé a moZe signalizovat ochorenie pecene, sleziny, pritomnost’
onkologického ochorenia, poopera¢né obdobie, hormonalnu Upravu, nedostatok vitaminov
skupiny B, metabolické¢ poruchy, stratu krvi, konzumdiciu drog pred odberom, tiez
uzivanie peroralnych kontraceptiv spdsobi vyrazné odchylky na spodnej hranici (RDW CV
a RDW SV v krvnom teste nedatovan¢). Vzhl'adom na to, Ze posudzované pacientky boli
prevazne mladé Zeny, uZivanie peroralnych kontraceptiv nie je vylucené. ZniZenie objemu
cervenych krviniek (RBC) je u celiatikov casté a vyrazne ovplyvnené nedostatkom
kyseliny listovej, vitaminu By, Zeleza a poruchami pecene a sleziny, ktoré su pre toto
ochorenie charakteristické (Turea 2020). Vysledky nasej Stidie suhlasili s timto tvrdenim,
pretoze hodnoty RBC boli znizené, pripadne boli vo fyziologickom rozmedzi. Znizené

hodnoty hemoglobinu v désledku anémie su pre celiakiu typické (Rojas 2018), ¢o
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potvrdzuju aj nase vysledky, ktoré ukézali u takmer polovice pacientov znizené, pripadne
hrani¢né hodnoty koncentrécie.

Pacienti s celiakiou maja 10 az 15-ndsobne vysSiu prevalenciu deficitu
imunoglobulinu A (IgA) oproti beznej zdravej populécii (Kruzliak a Bhagat 2012). Viac
ako u polovice pacientov bola stanovena koncentracia IgA v krvi, ktorej hodnoty sa
pohybovali vo fyziologickom rozmedzi, rovnako ako hodnoty IgG a IgM.

Medzi zékladna diagnostiku celiakie patria aj sérologické testy, pri ktorych sa
odporuca vysetrit' protilatky proti tkanivovej transglutamindze (Anti-TTG) a protilatky
proti endomyziu (EMA) pre triedu IgA. Menej odporicané pre svoju nizsiu Specificitu
a senzitivitu, ale Casto vyuzivané je vySetrenie protilatok proti gliadinu pre triedu IgA
aIgG (Pekarkova a kol. 2009, Kruzliak a Bhagat 2012). Vysledky naSej Stidie koreluji
s tymto tvrdenim, u vSetkych 51 pacientov boli stanovené protilatky proti gliadinu pre
triedu IgA algG aprotilatky proti tkanivovej transglutamindze pre triedu IgA, avSak
protilatky proti endomyziu neboli stanovené ani ujedného pacienta vo vzorke
sledovanych.

Okrem vysSie uvedenych parametrov boli v krvi stanovené aj d’alSie parametre a to:
bilirubin, glukoéza, urea a kreatinin, ktoré z hl'adiska diagnostiky celiakie maji vyznam
u pacientov so sekundarnymi ochoreniami, ako napriklad dna, diabetes mellitus a pod.
Hodnoty tychto parametrov boli u va¢Siny pacientov v norme.

Daldim cielom diplomovej prace bolo §tidium metabolomického profilu moéu
dobrovolnikov s celiakiou (n = 6) oproti zdravej kontrolnej skupine (n = 11) vyuzitim
UHPLC, ako moZnost’ neinvazivnej diagnostiky celiakie. Kvantitativnou analyzou boli
vmoc¢i stanovené kreatinin, kyselina mocova, tryptofan ajeho metabolity 5-HIAA,
KYNA, IS, 3-IAA a tyrozinové vybrané metabolity DOPAC, HMG.

Dodd a kol. (2017) vo svojej §tidii uvadzaja, Ze aminokyseliny fenylalanin, tyrozin
a tryptofan sluzia ako substraty pre Specifické medziprodukty vytvorené 'udskou ¢revnou
mikrobiotou. V nasej Studii sme predpokladali zmeny v metabolizme tychto aminokyselin
pri celiakii, ked’Ze je to ochorenie s pritomnymi zmenami na sliznici tenkého creva. Je
zname, Ze u dospelych celiatikov s pridruzenymi chronickymi ochoreniami, ako je diabetes
mellitus II. typu, Alzheimerova choroba, autizmus alebo psoridza, st hodnoty
aminokyselin zvySené oproti zdravej kontrole a ovplyviiuju bunkovy metabolizmus a
imunitu (Naluai akol. 2018). VnaSej Stidii sme Statistickou analyzou potvrdili
signifikantnost’ kyseliny homogentizovej (p < 0,001), ktorej koncentracie podla sucasnej
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literatary maji vyznam skor pri ochronéze (Hughes a kol. 2014). Predpokladdme, Ze
zvySené hodnoty HMG, ktora je metabolitom tyrozinu, signalizuji zmeny v metabolizme
tejto aminokyseliny u pacientov s celiakiou.

Leffler akol. (2015) uvadza, Zze depresia, apatia a iné¢ behaviordlne zmeny su
symptomami pri celikii. Na zdklade S$tadie Valles-Colomer akol. (2019), ktora
identifikovala mikrobialnu syntézu DOPAC ako pozitivnu koreldciu s mentalnou kvalitou
zivota, taktiez s depresiou, sme predpokladali zmeny v hodnotich DOPAC u celiatikov.
Vysledky statistickej analyzy (p < 0,001) potvrdili nas predpoklad .

Mechanizmy tryptofanového katabolizmu riadia imunitné odpovede pri celiakii,
konkrétne kynureninova cesta tryptofdnového metabolizmu je indukovana imunologickou
aktivaciou a stresom (Cossu a kol. 2017). KYNA, ktord je metabolitom kynureninu v
kynureninovej ceste, bola vnaSej Stidii vyhodnotend ako Statisticky signifikantna
(p <0,01). Tieto vysledky korelujii so stadiou Cossu a kol. (2017), kde poukazuju na
zvySené metabolity tryptofanového metabolizmu u pacientov s celiakiou, ateda sa
podielaju na imunitnych odpovediach pri celiakii. Hodnoty samotného tryptofdnu boli
porovnatelné so zdravou kontrolou, respektive neboli zaznamenané rozdiely
v koncentracich.

Dalej sme predpokladali, Ze okrem patologickych zmien v kynureninovej ceste
metabolizmu tryptofanu pri celiakii, mdze dochadzat’ aj k enzymatickym zmendm
v indolovej ceste katabolizmu tryptofanu. Je zname, Ze zvySené hladiny IS v moci st
spajané s chronickym ochorenim obli¢iek arovnako st pozorované pri hnilobnych
procesoch, ktoré¢ sa moézu vyskytovat pri crevnych obStrukcidch, hnackéch alebo
karcinome zalidka (Valko-Rokytovskd akol. 2018), a preto sme predpokladali, ze v
moci celiatikov, pre ktorych je charakteristickd atrofia klkov tenkého Creva a zvySené
riziko glomerulonefritidy a termindlneho Stadia rendlnej choroby (Leffler a kol. 2015),
budu hodnoty IS zvySené. Vysledky analyzy nepreukézali signifikantné rozdiely IS medzi
Studovanymi skupinami, a tymto sa nas predpoklad nepotvrdil. Rovnako sme predpokladali
zmeny v koncentraciach 3-IAA, ktord je spdjana s kardiovaskuldrnymi ochoreniami
u pacientov s chronickym ochorenim obli¢iek (Valko-Rokytovska a kol. 2018), pretoze
kardiomyopatia je najCastejSie dokumentovanym kardiovaskuldrnym stavom u celiatikov
(Ciaccio akol. 2017). AvSak nase vysledky analyzy nepreukdzali signifikantné zmeny

v koncentraciach 3-IAA.
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Zaujimalo nas, ¢i dochadza k zmenam v serotoninovej ceste metabolizmu tryptofanu,
vzhladom nato, ze zniZzené koncentracie 5-HIAA boli pozorované v patogenézach
funkénych &revnych ochoreni (Valko-Rokytovska a kol. 2018). Statisticka analyza v3ak
nepotvrdila signifikantnost’ 5-HIAA.

Kyselina mocova, ako marker pre oxidacny stres, ktory je zapojeny do mechanizmov
celiakie, je v sucasnosti predmetom mnohych klinickych vyskumov, ktoré sa zaoberaju jej
vyznamom v diagnostike celiakie (Piatek-Guziewicz a kol. 2017). Vzhl'adom na to, Ze nase
vysledky Statistickej analyzy vyhodnotili KM ako Statisticky signifikantnt (p < 0,001), je
pravdepodobné, ze sa podiela na viacerych patologickych procesoch u celiatikov
a predstavuje tak potencidlny diagnosticky marker pri celiakii. Hladiny KM v krvi
pacientov boli v norme, ale priblizovali sa k hornej hranici.

Vysledky UHPLC analyzy poskytli relevantné informacie o zmenach v metabolizme
jednotlivych aminokyselin u pacientov s celiakiou a poukdzali, ze metabolomika ma
sl'ubnu buducnost’ v neinvazivnej moznosti diagnostiky celiakie.

Poslednym cielom tejto prace bolo zistit’ na zéklade dotaznikovej metddy redlne
diagnostické metddy stanovenia celiakie na Slovensku, prejavy celiakie a pritomnost’
asociovanych ochoreni.

Na otazku, aky lekar im stanovil celiakiu védcSina respondentov uviedla
gastroenteroléga (internistu). V dotazniku respondenti uvédzali pohlavie, z216
respondentov bolo 200 Zien a 16 muZov, ¢im sme potvrdili, Ze celiakia postihuje prevazne
zeny (Rimarova a kol. 2011).

Viac ako polovica dospelych jedincov trpi okrem gastrointestinalnych symptomov aj
ubytkom hmotnosti. Naj¢astejSim symptomom je hnacka. Menej Casté st symptémy, ako
nadlvanie, aftézna stomatitida, striedavé ¢revné navyky, zapcha a gastroezofagedlna
refluxna choroba, gastrointestinalne prejavy su vracanie a chronicka bolest’ brucha (Hujoel
a kol. 2018). Tvrdenie Hujoela a kol. (2018) koreluje s vysledkami dotaznika, v ktorom
45,5 % respondentov trpelo pred diagnostikou celiakie prave hnackou, zapchou,
nadivanim a abdominalnou bolestou. Leffler a kol. (2015) uvadza, Ze druhym najcastejSim
extraintestinadlnym prejavom celiakie je anémia, ktord bola druhou naj€astejSou odpoved’ou
v nasom dotazniku.

Leffler akol. (2015) tiez uvadza, Ze pacienti s celiakiou hlasia okrem ekzému
apsoridzy aj rozne neSpecifické problémy vratane suchej koze, l'ahkych podliatin,
krehkych nechtov a rednutia vlasov (Leffler a kol. 2015). Az 13,3 % respondentov trpelo
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pred diagnostikou koznymi tazkost'ami, ktoré ich viedli k navsteve lekara. Len 3,9 %
respondentov  oznacilo ako dovod vyhladania lekarskej pomoci neurologické
a behavioralne tazkosti, z toho vyplyva, ze tieto tazkosti st pri celiakii pritomné, ale
zriedkavé. 17,5 % pacientov uviedlo rézne iné ochorenia, ktoré nie st symptomom, ale
patria k asociovanym ochoreniam ako napriklad bolesti svalov a kibov, tinavu, erektilnu
dysfunkciu, bolesti hlavy, silnti pelovl alergiu, diabetes, pozastaveny rast, alopeciu areatu,
chronicku bolest’ hrdla, opuch dutin, apatia, neplodnost’ a pod.

Tretia otdzka dotaznika bola zamerand na konkrétne diagnostické postupy, ktoré
zvolil lekar. Dve najcastejSie odpovede boli odber krvi a endoskopia. Tieto odpovede
koreluju s diagnostickymi postupmi, ktoré uvadza slovenska literatara napriklad Pekarkova
akol. (2009). Aj napriek tomu, Ze metabolomika je v modernej medicine vel'mi
osvedenym neinvazivnym diagnostickym postupom, odber mocu bol vykonany len
u 1,6 % respondentov. Medzi odpoved’ami respondentov sa vyskytli aj metody ako
vySetrenie spermii, pocitacova tomografia (CT), magnetickd rezonancia (MR)
a kolonoskopické vysetrenie, ktoré nepatria medzi Standardné diagnostické postupy na
Slovensku. Genetické testy, ktoré uviedol iba jeden respondent patria medzi zriedkavé
postupy pri diagnostike celiakie na Slovensku.

V Stvrte] otdzke nds zaujimalo, v akom veku bola celiakia pacientom stanovena.
Vysledky potvrdili, Ze celiakia mdze byt diagnostikovana v akomkol'vek veku (Sucha
a kol. 2015), nakol’ko az 20,8 % respondentov uviedlo, Ze im celiakiu diagnostikovali vo
veku 36 az 50 rokov a 4,2 % pacientov ju mali diagnostikovant v strednom veku (50+).

Posledna otazka bola zamerana na iné chronické ochorenia, ktorymi okrem celiakie
respondenti trpia, vzhl'adom na to, Ze mnohé ochorenia su symptémami celiakie, pripadne
st stiou velmi uzko asociované aslizia na pociato¢nu alebo pomocnu diagnostiku
celiakie. Takmer polovica respondentov uviedla, ze netrpi inymi chronickymi ochoreniami.
Vysledky dotaznika poukazali na pritomnost extraintestinalnych symptomov
u respondentov s celiakiou, ktoré¢ uvadza Leffler a kol. (2015) vo svojej Studii. Patria sem
artritida, aftézna stomatitida, osteopordza, osteopénia, neurologické a behavioralne

symptomy (ataxia, epilepsia, depresia a pod.) pripadne neplodnost’.
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7 Zaver

Diplomova praca mala vytycené tri ciele, a to vytvorit’ subor a Statisticky vyhodnotit’
vysledky krvnych testov od dospelych pacientov s celiakiou; metabolomicky profil mocu
celiatikov ako neinvazivna moznost' diagnostiky celiakie; a prostrednictvom dotaznika
zistit' redlne prejavy celiakie, diagnostické postupy na Slovensku a poskytnut’ tak
komplexny pohl'ad na diagnostiku z pohl'adu pacienta.

Vysledky krvnych parametrov pacientov vo véacsine pripadov korelovali s dostupnou
literaturou a poskytli redlny pohl'ad na diagnostiku celiakie pomocou odberu krvi. Na
zaklade ziskanych informacii sme dospeli k zadveru, ze pacientom na Slovensku nie su
stanovené mnohé vyznamné parametre s vysokou Specificitou, ako napriklad vitaminy B,
By, B, alebo protilatky proti endomyziu (EMA), pripadne su stanovované v ojedinelych
pripadoch. Z protilatok sa stanovuju najma protilatky proti gliadinu pre triedu IgG a IgA
a protilatky proti tkanivovej transglutamindze pre triedu IgA. Ako vyznamné a smerodajné
parametre sa ukdzali aj pecenové transaminazy ALT a AST, rovnako tiezZ Fe, Hb, RDW
a RBC.

Vysledky UHPLC analyzy poukazali na predpokladané zmeny v metabolizme
aminokyselin tryptofanu a tyrozinu pri celiakii. Statisticky sme potvrdili signifikantne
zvySené koncentracie tyrozinovych metabolitov HMG a DOPAC (p <0,001) v moci
celiatikov v porovnani s kontrolnou skupinou. Rovnako sme potvrdili predpokladané
zmeny v metabolizme tryptofanu, ato v kynureninovej ceste, kde sme zistili vyrazne
zvySené koncentracie KYNA v moci celiatikov (p < 0,01). Predpoklad enzymovych zmien
v metabolizme tryptofdnu na Urovni indolovej a serotoninovej cesty sa ndm nepotvrdil.
Kyselina mocova, ktord predstavuje marker oxida¢ného stresu, bola Statisticky
vyhodnotena ako signifikantnd p < 0,001 a mohla by zohravat' potencialnu tlohu ako
d’alSieho diagnostického markera pre celiakiu. V tejto Studii sme poukazali aj na moznost’
vyuzitia UHPLC analyzy ako neinvazivnej metddy pri diagnostike celiakie.

Vysledky dotaznikovej metédy nam poskytli komplexny redlny pohl'ad na sucasnu
diagnostiku celiakie na Slovensku, na realne symptomy celiakie, pritomnost’ asociovanych

ochoreni a vytvorili profil pacienta pred a poCas diagnostiky celiakie.
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9 Prilohy

Priloha 1 — Prehl'ad fyziologickych hodnot metabolitov v moci pacientov s celiakiou

oboch pohlavi nad 18 rokov udédvané v umol/mmol kreatininu
Priloha 2 — Dotaznik

Priloha 3 — CD medium
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Priloha 1, Prehlad fyziologickych hodnot metabolitov v moci pacientov s celiakiou
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oboch pohlavi nad 18 rokov udavané v umol/mmol kreatininu

Metabolit

Fyziologické rozmedzie

(umol/mmol kreatininu)

Kreatinin
TRP
5-HIAA
IS
3-IAA
KYNA
DOPAC
HMG
KM

Zdroj: Bouatra a kol. 2013

14,743 +/- 9,797
2,45 - 29,40
0,458
1,41 — 51,64
(0,6—5,4)/(5,5-5.8)
(0,8 —4,2)/(0,9 —4,1)
0,0340 — 3,310
0,5-2,8
100 — 800
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Priloha 2 - Dotaznik
Dotaznik

,» Diagnostika celiakie*

Dobry den,
Venujte, prosim, niekol’ko minat svojho casu na vyplnenie nasledujuceho

anonymného dotaznika, ktory sluzi ako materidl k mojej diplomovej praci.

Pohlavie: muz Zena
1. Aky lekar Vam stanovil celiakiu?

e Prakticky lekar

e QGastroenterolog/internista

e Imunoalergolog

e Iné (dopiste)

2. Na zéklade akych tazkosti ste navstivili lekara? ( viacero odpovedi je moznych)
e anémia
e hnacka, zdpcha, nadivanie, abdominalna bolest’

e depresia, Uzkost, epilepsia, ataxia

kozné t'azkosti

iné (dopiste)

3. Aké diagnostické metddy zvolil lekar pri diagnostike?
e odber krvi
e endoskopia (biopsia)
e odber mocu

e iné (dopiste)

4.V akom veku bola stanovena celiakia?

e (Oaz2l
e 22a735
e 36az50

e viac ako 50
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5. Akymi inymi chronickymi ochoreniami trpite?
e artritida
e aftézna stomatitida
e osteopordza alebo osteopénia
e ataxia a/alebo epilepsia
e depresia a/alebo tizkost’
e neplodnost’
e herpetiformna dermatitida
e 7Ziadné
e in¢ (dopiste)

4

Dakujem za Vas ¢as a ochotu.



