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Sérové protilatky proti endomyziu (AEA)
v diagnostickom algoritme celiakie

Makovicky P.

Czech University of Life Sciences, Praha

Suhrn

Praca pojednava o vyzname sérovych protilatok proti endomyziu (AEA) u pacientov s celiakiou.
V sabore 23 novo diagnostikovanych pacientov je zahrnuta skupina siedmych s pozitivitou na
jeden +, deviatich s pozitivitou na dva ++ a siedmych s pozitivitou AEA na +++. Jednotlivé stupne
boli posudzované semikvantitativne. AEA nie su v kontexte s celiakiou 100%. Zavereéna diagnéza
sa musi opierat o histologické vysSetrenie biopticky odobratej vzorky z tenkého ¢reva. Alternativa
vypracovaného cieleného screeningu je potencionalne vhodnou metédou sliuziacou k odhalovaniu
atypickych foriem ochorenia. Inou moZnostou rannej diagnostiky je doékaz aktivity
intraepitelovych lymfocytov, respektive detekcia ich mediatorov.

Klucéové slova: apoptéza — bezlepkova diéta - diagnostika - lepok - malabsorpény syndrém - tenké
¢revo - tkanivova transglutaminaza - TNF rodina.

Summary

Makovicky P.: Serum Anti-Endomysium Antibodies (AEA) in the Diagnostic
Algorithm of Coeliac Disease

The diagnostic relevance of serum anti-endomysium antibodies (AEA) in patients with celiac
disease is discussed. A group of 23 newly diagnosed patients, i.e. seven patients with mild AEA
positivity (+), nine patients with intermediate AEA positivity (++) and seven patients with strong
AEA positivity (+++), was selected. The AEA reactivity was evaluated semiquantitatively. Celiac
disease and AEA are less than 100% correlated. The final diagnosis has to be confirmed by
histopathology of small intestine biopsy specimens. The available targeted screening is an
alternative with a potential for the detection of atypical forms of celiac disease. Another
alternative for early diagnosis is the detection of intraepithelial lymphocyte activity or of
lymphocyte mediators.

Key words: apoptosis — gluten-free diet — diagnostics - gluten — malabsorption syndrome - small
bowel - tissue transglutaminase — TNF family.

Celiakia je ochorenie spojené s permanentnou
intoleranciou lepku, ktory je suc¢astou niektorych
obilnin. V patogenéze je znamy spustac, tesna
geneticka viazba a Specifickd autoimunitna odpo-
ved. Gliadinové peptidy reaguju s HLA-DQ2
a HLA-DQ8 pozitivnymi imunokompetentnymi
bunkami so zahajenim kaskady reakcii, ktorych
morfologickym pandantom st zmeny sliznice ten-
kého ¢reva [5, 21]. Tieto zahrnuju zapalova reakciu
a atrofiu klkového reliéfu [17, 19]. Ide o typické, ale
nie Specifické zmeny s remisiou po nasadeni jedi-
nej kauzalnej terapie, spocivajicej v prisnej bez-
lepkovej diéte. V mechanizme ucinku toxicity lep-
ku bola preukézana vizba Stiepnych produktov na
enterocyt, prienik do lamina propria, reakcia s T
i B-lymfocytmi, produkcia autoprotilatok a aktiva-

cia imunologickych procesov s uvolnenim cytoki-
nov [29]. V klinickej praxi sa rozliSuje viacero fori-
em ochorenia [20]. Na jedného pacienta s klasickou
celiakiou, pripada niekolko nediagnostikovanych
s atypickou symptomatolégiou. Odhalovanim
novych pripadov sa prevalencia ochorenia zvysila
a podla zahraniénych literarnych udajov sa
v stucasnosti pohybuje okolo 1:100, 1:200 az 1:266
[8, 13]. Na nasom tzemi by podla kvalifikovaného
odhadu nediagnostikované formy mohli tvorit sku-
pinu az 70-80% pripadov dospelych [23].

V diagnostike ochorenia ostava zauzZivanym tzv.
zlatym Standardom biopsia [18]. V snahe zachytit
ochorenie ¢o najskor, hladaju sa rychle a predovset-
kym menej invazivnejSie vySetrovacie metodiky.
V tomto slova zmysle sa v sti¢asnosti bezne vySet-
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ruja sérové autoprotilatky. Ide o relativne jednodu-
chi metddu, ktora prispieva k diagnoze, eventualne
k postudeniu aktivity ochorenia [10]. Ako prvé boli
Bergerom [1] popisané antigliadinové protilatky
(AGA). Nasledne boli zistené vztahy medzi antireti-
kulinovymi protilatkami (ARA) a ochorenim [27].
Neskar boli aj v spojitosti s koznou chorobou Her-
petiformis dermatitis Dithring autorskym kolekti-
vom Chorzelski et al. [11] popisané antiendomyzi-
alne protilatky (AEA). Podobne v priebehu
uvedeného kozného ochorenia v kombinAcii s celia-
kiou boli Karpatiovou et al. [14] popisané antijeju-
nalne protilatky (JAB). Za posledny autoantigén sa
povazuje tkanivova transglutaminaza (t-TG), ktora
bola objavena v roku 1997 Dietrichom et al. [4].
V stcasnosti su v diagnostickom algoritme, véitane
kontroly dodrziavania zasad bezlepkovej diéty vyu-
zivaju najmé AEA a t-TG. V domaécich i zahrani¢-
nych literarnych tdajoch sa udava, ze maja vysoku
Specificitu, véitane senzitivity [12, 28]. Vzhladom
k vysokej prevalencii ochorenia zacalo sa aj u nas
uvazovat o moznostiach zavedenia celoplo$ného
screeningu do klinickej praxe. Bola zloZena Special-
na expertni skupina pro celiakalni sprue (ESCS),
ktora pripravila program cieleného screeningu pre
v8etky odborné lekarske spolo¢nosti. Skupina bola
neskoér zruSen4, ale jej program ostava pristupny
girokej odbornej i laickej spolo¢nosti. Aj ked cieleny
screening nikdy nebol oficidlne prijaty do klinickej
praxe, mozno konStatovat, Ze prostrednictvom
vySetreni sérovych autoprotilatok bolo odhalenych
mnozstvo atypickych foriem, véitane inych systé-
movych ochoreni [6]. Vzhladom k ich vypovednej
hodnote zacéalo sa Spekulovat, ¢ by k diagnostike
nestacili len tieto vySetrenia [9]. Vychadzajuc
z nasSich laboratérnych moznosti, rozhodli sme sa
preto otestovat vypovedni hodnotu AEA ako moz-
nost screeningovej metdody pred realizaciou biopsie.
V nasej praci sme si preto dali za ciel overit ¢i maju
AEA v diagnostickom algoritme celiakie zmysel.

Material a metoédy

Nas stbor tvori skupina vybranych vzoriek pochadzajucich
z retrospektivnej Studie. Subor bol tvoreny 23 vzorkami.
Z toho 15 vzoriek od Zenského pohlavia vo vekovom rozmedzi
2-52 rokov (& 26,53 rokov) a 8 vzoriek od muzského pohlavia
vo vekovom rozmedzi 2-57 rokov (& 14,50 rokov). Vzhladom
k velkému mnozstvu pozitivnych pripadov v nasom materialy,
rozhodli sme sa vybrat skupinu rozsiahlejsieho vekového roz-
medzia. Kritéria vyberu vzoriek spoc¢ivaju v selekénom vybere
opierajuc sa o semikvantitativne hodnoty pozitivity AEA.
V snahe o demonstraciu univerzalnosti metédy bola za kazdu
Ambulantne, respektive v priebehu hospitalizacie boli mimo
zakladnych laboratéornych vysSetreni vykonané aj vySetrenia
na detekciu sérovych autoprotilatok AEA formou nepriamej
imunofluorescenénej metody (NIF). Odobrata vzorka krvi bola
spracovana centrifugaciou najneskor do 2 hodin po dodani do
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Tab. 1. Vztahy medzi zdkladnymi udajmi a nalezmi

Table 1. Characteristics of AEA positive patients

Subor Zakladné udaje Nalez
0sob Vek Pohlavie AEA
1 2 M +
2 6 M ¥
3 8 7 +
4 15 y/ +
5 39 V4 +
6 41 7 +
7 48 VA +
8 2 V4 ++
9 2 M ++
10 4 Z ++
11 6 M ++
12 14 V4 ++
13 15 7 ++
14 17 M ++
15 18 V4 ++
16 32 7 ++
17 2 M +++
18 24 M +++
19 33 y/ +++
20 33 7 +++
21 44 Z +++
22 52 7 +++
23 57 M +++

Legenda: Z — Zenské pohlavie, M — muzské pohlavie, AEA —
protilatky proti endomyziu.

7 — female, M — male, AEA — anti-endomysium antibodies

laboratoéria. Sérum bolo odpipetované do vopred oznalenych
skumaviek a takto prakticky okamzite fixované v mraziacom
boxe vychladenom na —-30 °C. AEA boli stanovované na lud-
skom pupoéniku. Tkanivo pupoénika sme ziskali odberom po
fyziologickom porode. Takto ziskané tkanivo bolo spracované
v tvare mozaiky a zmrazené pri teplote —80 °C v podchlade-
nom aceténe/petroléteri. Z mozaikovych foriem boli na zmra-
zovacom mikrotéme narezané sériové rezy o hribke 5 um, kto-
ré boli nanesené na ¢isté, odmastené a oznacené podlozné
sklicka. Skli¢ka s rezmi boli pri pokojovej izbovej teplote suse-
né po dobu 30 min a nésledne fixované v kyvetach s bezvodym
acetonom v chladiacom boxe po dobu 5 min. Po fixacii boli
sklicka kratko eSte suSené a potom ulozené do kyviet s obsa-
hom fosfatového pufra o pH 7,6 (PBS) po dobu 5 min. Medzi-
tym rozmrazené sérum bolo odpipetované do vopred oznace-
nych skimaviek a riedené 1:10 s PBS. Sérum bolo podla
oznaceni na podloznych sklickach aplikované na kryokatové
rezy. Nasledne boli skli¢ka ulozené vo vlhkej komorke k 30-
minttovej inkubacii pri pokojovej izbovej teplote. Po inkubacii
bolo prebytoéné sérum oplachnuté s PBS a sklicka boli uloze-
né v kyvetach s PBS po dobu 10 min. Po premyti bolo tkanivo
prevrstené konjugatom fluoresceinu (SwAHU IgA/FITZ)
a skli¢ka boli opatovne ulozené k inkubécii vo vlhkej komorke
po dobu 30 min. Po inkubacii bol prebytoény konjugat zliaty
a skli¢ka boli opatovne ulozené v kyvetach s PBS po dobu 10
min. Po uplynuti tejto doby boli preparaty opatrne oSetrené
suchou gézou a ulozené do krabice na preparaty, kde oschli.
Takto vyhotovené boli do jedného dna od¢itané v spektre fluo-
rescentného mikroskopu Nikon s halogénovou lampou 103W.
Pri semikvantitativnom vyhodnoteni boli definované 4 stupne
(negativne, +, ++, +++), ktoré boli na vysledkovom liste dopl-
nené popisom patoléga. Jednotlivé stupne pozitivity boli
posudzované subjektivne. VSetky preparaty boli vyhotovené
i hodnotené jednym pracovnikom. Po potvrdeni pozitivity boli
pacienti odosielani na odborné vySetrenie spojené s bioptic-
kym odberom vzoriek z jednotlivych ¢asti duodena. Vzhladom
k semikvantitativnému hodnoteniu imunofluorescenénych
obrazov s cielom vyjadrit stupen AEA, su vysledky histopato-
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logického vysetrenia uvedené bez popisu charakteru zmien vo
svetelno-mikroskopickom obraze.

Vysledky

Vztahy medzi zakladnymi tidajmi a nalezmi
Tieto st zdokumentované v tabulce 1.

Fluorescenéno mikroskopicky nalez

Ide o rozne diferencovant pozitivitu, ktora sa
odraza jasnou Zzlto-zelenou Ziarivou fluorescenci-
ou. Pozitivita je pritomna na periférii buniek,
v rosolovitom véizive, resp. Whartonovom rosole
v reakcii s retikularnymi vldknami s umelym
dojmom obrazu sietoviny. Pri hodnoteni boli
posudzované ukazovatele, ako je jasnost, intenzi-
ta, celistvost a plocha fluorescencie patri¢nych
funkénych miest AEA. Tieto ukazovatele determi-
nuju pridelenie jednotlivych stupnov pozitivity.

Diskusia

Sérové autoprotilatky vyrazne prispeli k odhalo-
vaniu atypickych foriem celiakie. Odborné verejnost
preto ocakavala od celoplo$nej realizacie cieleného
screeningu, ktory bol vypracovany spominanou
ESCS odhalenie dalsich pozitivnych pripadov s aty-
pickou symptomatolégiou a zlepSenie diagnostiky.
Aj v naSej praci venovanej moznostiam jej diagnos-
tiky sme sa vyjadrili, Ze screening je vhodnou met6-
dou, sluziacou k odhalovaniu réznych foriem celia-
kie [21]. Pritom AEA (IgA) toho ¢asu ostavaju stale
standardnym testom v jej diagnostickom algoritme.
Tieto protilatky reaguja so Struktirami intercelu-
larnej matrix, s retikulinovymi vlaknami a s endo-
myziom hladkého svalstva. Ide o reakciu s proteino-
vou zlozkou spojivového tkaniva [22]. Specificita
a senzitivita testu je vysoka a pohybuje sa az do 100
% [16]. Pokial by sa tymto testom skuto¢ne verifiko-
vala diagnéza uz v inicidlnom S$tadiu a to tak
v populacii deti ako aj dospelych, zahrnujic varia-
bilni symptomatolégiu, mohol by test slazif ako
screeningova metoda pred realizaciou invazivnej-
§ich vySetrovacich metdd. Ide o overovacie metddy,
ktoré mézu byt pre niektorych pacientov naroénejsie
a zatazujucejSie. Preto sme v naSom materialy zvo-
lili kritérium vyberu rozsiahlejSieho vekového stubo-
ru pacientov. Chceli sme vediet ¢i sa pri rovnaké
semikvantitativne hodnotenie odrazi aj v zaverecnej
diagnéze. Vypovedna hodnota AEA v suvislosti
s diagnostikou ochorenia bola pritom predmetom
viacerych préc. Vysledky inych autorov sa v zhode
s nasimi. Ani jeden z testov nemoéZe plne nahradit
histologické vySetrenie a diagnéza by nemala byt
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stanovend, pokial nebola vykonana biopsia [7, 8].
Autoprotilatky vykazuju totizto v kontexte s ochore-
nim u niektorych pripadov negativitu [30]. V nasom
subore st zaznamenané vzorky, ktoré boli odéitané
len na jeden krizik pozitivity AEA pri¢om biopticky
a klinicky bola diagnostikovana celiakia. Takyto
material je pritom v rutinnej diagnostike relativne
Casty. Vysledky dokumentujui, Zze AEA nie st 100%.
Aj v praci Salazara et al. [25] sa uvadza, Ze negati-
vita sérovych protilatok je u pacientov s celiakiou
Gastej$im nalezom ako sa vobec predpoklada. Kolla-
rova et al. [15] v tejto suvislosti uvadza, Ze u pacien-
tov, ktori mali negativne vySetrenie na AEA sa jed-
na o nespecificky nalez, respektive malabsorbciu
inej etiologie. Nas§ material sme spracovali Stan-
dardne v riedeni 1:10. MoZno by v tomto slova zmys-
le bolo vhodné zrealizovat vySetrenia tych istych, ale
rozne riedenych sér. V praci Salmiho et al. [26] sa
uvadza, ze pacienti s AEA negativnymi protilatka-
mi, ale aktivnou formou celiakie mali klinické pri-
znaky typu CGastejSich brusnych bolesti, ale histolo-
gicky bol detekovany niZzsi pocéet intraepitelovych
lymfocytov (IEL) v lamina propria. Niekolki mali
pritom diagnostikované aj lymfémové ochorenie.
Prave IEL hraju klacova tlohu pri slizniénych zme-
nach. Snad by preto bolo vhodné postavit véasnu
diagnostiku celiakie prave na dokaze aktivity IEL.
Bolo dokézané, Ze pri neliefenej celiakii ich pocet
stipa, priCom signifikantne koreluje so stupniom
apoptdzy enterocytov [3]. KedZe tieto su lokalizova-
né v sliznici tenkého ¢reva, mozno by bolo vhodné
skasit merat ich aktivitu cez mediatory apoptozy
akymi su transmembranové proteiny TNF rodiny.
V praci Rostamiho a Villanciho [24] je uvedené, Ze
samotné zmeny vo svetelno-mikroskopickom obraze
moézu byt nakoniec jemné, resp. len nepatrné
a spravna diagnodza tak casto ostava prehliadnuta.
V tomto procese mébze zohravat déleziti twlohu
mechanizmus apoptézy IEL [17]. Spominani autori
pritom kons$tatujd, Ze prevalencia ochorenia bude
pravdepodobne teda eSte vyssia ako sa predpoklada.
Diskusie o vy$Som vyskyte boli oficialnejSie otvore-
né ¢lankom autorského kolektivu Catassi et al. [2].
Od toho ¢asu uplynulo uz niekolko rokov a rutinna
diagnostika odhaluje neustale nové pripady. Ide pre-
dovsetkym o atypicka formu celiakie, ktora sa mani-
festuje extraintestinalnou symptomatolégiou.
Vyhladavanie tychto foriem je v klinickej praxi pro-
blematickejsie a podla nas si vyzaduje tzku spolu-
pracu vsetkych odborov mediciny.

Zaver

Podla nas je histologické vySetrenie biopticky
odobranych vzoriek z tenkého ¢reva neodmysli-
telnou a nevyhnutnou stucastou v diagnostickom
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algoritme celiakie. Pozitivita, ¢i negativita séro-
vych protilatok je len napomocnym vySetrenim.
7 vysledkov vyplyva, Ze AEA nie st v kontexte
s celiakiou vzdy 100%. V praci st vSak uvedené

len
nie

hodnoty ,true positive“. Komplexné zhodnote-
prinosu metody si vyzaduje aj hodnoty ,true

negative®, ,false negative“a ,false positive“. Tieto
sme aj napriek skutone pomerne Sirokému
spektru pacientov v nasej databaze nenasli, even-
tualne sme nemali spatni védzbu na klinického
kolegu. Uvadzame, Ze AEA st vhodné ako scree-
ningova metéda u rizikovej, eventualne sympto-
matologickej skupiny pacientov pred realizaciou
biopsie a pri dodrziavani zasad bezlepkovej diéty.
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