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Gliadin 33-mer v patogenezi, terapii a monitorovani celiakie
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SOUHRN

Celiakie je onemocnénim autoimunniho charakteru s geneticky podminénou vazbou HLA tfidy Il DQ2 nebo DQ8 charak-
terizovanou reakcemi stfevnich T bunék na proteiny psenié¢ného lepku v potrave. Unikatni peptidovy fragment a2-gliadinu,
gliadin-33mer, je povazovan za nejddlezitéjsi imunogenni sekvenci v glutenu, peptid je zcela rezistentni na gastrointesti-
nalni peptidazy, a je zcela specificky pro prolaminy. Gliadin 33-mer je stimulatorem CD4-T bunék po deamidaci tkanovou
transglutaminazou. Jedinou ovérenou lécbou celiakie je celozivotni bezlepkova dieta a v soucasné dobé se vyviji nékolik
novych terapeutickych pfistupl. Enzymatické $tépeni lepku pomoci glutenaz se zamérenim na cytotoxicky gliadin 33-mer
bylo ovéreno v fadé klinickych studii. Detekce glutenovych imunogennich peptidd, gliadin 33-meru, ve stolici a modi se
stava novym neinvazivnim biomarkerem a nabizi novy jednoduchy a objektivni zplisob hodnoceni piijmu lepku a ovéreni
souladu s dodrzovanim bezlepkové diety u pacientd s celiakii. V diagnostice celiakie umoznuje spolehlivé ovérit non-re-
sponzibilni celiakii.
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SUMMARY

Kocna P.: Gliadin 33-mer in coeliac disease pathogenesis, therapy and monitoring

Celiac disease is an autoimmune disease with genetically determined HLA class Il binding DQ2 or DQ8 characterized by
intestinal T cell responses to wheat gluten proteins in the diet. The unique a2-gliadin peptide fragment, gliadin-33met, is
considered to be the most important immunogenic sequence in gluten, this peptide is completely resistant to gastrointes-
tinal peptidases and is completely specific for prolamins. Gliadin 33-mer is a stimulator of CD4-T cells after deamidation
by tissue transglutaminase. The only proven treatment for celiac disease is a lifelong gluten-free diet, and several new
therapeutic approaches are currently being developed. The enzymatic cleavage of gluten by glutenases with a focus on
the cytotoxic gliadin 33-mer has been verified in a number of clinical studies. Detection of gluten immunogenic peptides,
gliadin 33-mer, in faeces and urine is becoming a new non-invasive biomarker and offers a new simple and objective way
to assess gluten intake and verify compliance with a gluten-free diet in patients with celiac disease. In the diagnosis of

celiac disease allows you to reliably verify non-responsive celiac disease.
Keywords: Celiac disease, gluten-free diet, gliadine, gli-83mer, pathogenesis, therapy, glutenase, monitoring.

Uvod

Celiakie (celiakalni sprue) je onemocnénim au-
toimunniho charakteru s geneticky podminénou vaz-
bou (HLA-DQ2/DQ8) a specifickou humoralni odpovedi
na spoustéci faktor - peptidy pSeni¢ného glutenu (lep-
ku) resp. zasobnim proteinfm (prolamindm) pribuznych
obilovin, je¢mene, Zita a ovsa. Jedna se o jednu z nej-
GastéjSich chronickych nemoci déti i dospélych s celo-
svétovou prevalenci az 1%. Onemocnéni bylo znamo jiz
v antické dobé a ndzev celiakie se vztahuje k feckému
pojmu ,koiliakos”, které popisoval Aretaeus. Klinickou
formu celiakie v&etné doporucené 1écby dietou publi-
koval v roce 1988 Samuel Gee [1] a vztah k pSeni¢nym
proteinlm popsal v roce 1953 Dicke [2].

Proteiny obsazené v psenici rozdélil Osborne [3] do
Styr skupin - albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny
v zavislosti na jegjich rozpustnosti ve vodé a alkoholu.
Gluten (lepek) obilovin se sklada z polymernich glute-
ninG a monomernich prolamind. Prolaminem pSenice
jsou gliadiny, v zitu, jeCmenu a ovsu jsou to secaliny,
hordeiny a aveniny. Rozdéleni gliadin{i na skupiny alfa,

beta, gamma a omega vychazi ze separace na Skrobo-
vé elektroforéze v hliniko-laktatovém tlumici [4] a tuto
separacni metodu jsme modifikovali na naSem pracovi-
Sti pro horizontalni LKB Multiphor System [5]. Vyrazné
nejvyssi cytotoxicita byla prokdzana pro a-gliadin [6]
jehoz sekvence ma 277 aminokyselin, a protilatky proti
purifikovanému a-gliadinu vykazovaly vyznamné vys-
8i senzitivitu a specificitu pfi serologickém screeningu
celiakie [7]. a-gliadin jsme izolovali iontové vymeénnou
chromatografii na SP-Sephadex C-50 a nase laboratof
vyrabéla mikrotitraéni ELISA desky s vazanym a-glia-
dinem pro screening celiakie a nabizeli jsme je dal§im
pracovistim [8]. PTP (pepsin-trypsin-pankreatin) hyd-
rolyzované peptidy a-gliadinu jsme separovali pomoci
RP-HPLC na koloné Separon SGX-C18 (Tessek) [9]
a experimentalné jsme prokazali jejich cytotoxicitu [10].

Cytotoxicky peptid gliadin 33-mer
v patogenezi celiakie

V sekvenci gliadin{ bylo popsano nejméné 50 epi-
topl stimulujicich T-burky nemocnych s celiakii. Jedi-
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ne¢nym peptidem je a2-gliadin-33mer, sekvence 57-
89, LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.
Gliadin 33-mer je rezistentni k enzymatické degradaci
zalude¢nimi, pankreatickymi a stfevnimi proteazami
a zahrnuje Sest, CasteCné se prekryvajicich epitopli
T-bunék - PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ (tfi pozice) a PY-
PQPQLPY (dvé pozice) [11]. Tkanova transglutamina-
za - (isoenzym transglutaminaza ll, TG2 - EC 2.3.2.13,
je transferazou, systémovy nazev je protein-glutamin:
amin-y-glutamyltransferaza. Je to Ca?* dependentni
enzym, katalyzujici deaminaci glutaminu na glutamat
a rovnéz vede ke vzniku intramolekularni vazby gluta-
minu na dalsi primarni amin, napf. lysin a vede k agre-
gaci glutaminovych peptidd. Deamidace glutaminu
v epitopu T bunék v poloze 65 gliadin 33-meru tkaro-
vou transglutaminazou je zasadni pro aktivaci CD4 T
bunék [12,13].

Etiopatogeneze celiakie zahrnujici pSeni¢nhou mou-
ku v potravé, degradaci protein(l, vznik rezistentni-
ho gliadin 33-meru, paracelularni transport ve sliznici
tenkého streva, vazbu na tkanovou transglutaminazu,
deamidaci rezistentniho peptidu a vazbu na recep-
tor MHC-Il a TCR CD4 T-lymfocytd popisuje schéma
(obr. 1). Vazba gliadin 33-meru na receptor CD4 T-lym-
focytu s antigen prezentuijici bunikou je podrobné po-
psana ve studii Schumanna [14]. Nejnovejsi studie
dokazuiji vyznam gliadin 33-meru nejen v patogenezi
celiakie. Danska experimentalni studie na NOD mysich

roralnim podani gliadin 33-meru v souvislosti s rozvo-
jem diabetu 1. typu [15].

Enzymaticka detoxifikace gliadin
33-meru glutenazami

Terapeutickym FeSenim celiakie je v soucasné dobé
pfisna celozivotni bezlepkova dieta. Striktni dodrzovani
bezlepkové stravy je vSak obtizné a neni vzdy ucinné.
Pro fadu pacientl je bezlepkova dieta znaénym ome-
zenim a néktefi mohou vykazovat pretrvavajici pfiznaky
i pfes prisnou dietu. K doplnéni nebo dokonce nahra-
zeni dietni 1éCby jsou pozadovany nové terapeutické
pristupy. V souCasné dobé se vyviji nékolik novych tera-
peutickych pristupd k celiakii zaméfenim na jeji zakladni
patogenezi. Alternativni terapie sahaji od reprodukce
neskodnych kmen( psenice po imunomodulaéni pristu-
py. Nékteré z téchto terapii, jako je enzymatické Stépeni
lepku a inhibitory propustnosti, se ukazaly jako slibné
v klinickych studiich. Prehledné prace z poslednich let
popisuji nékolik terapeutickych strategii: 1. peptidazy
degraduijici gliadiny na neimunogenni, kratké peptidy;
2. sekvestrace lepku ve stfevnim lumen pred absorp-
ci; 3. inhibice receptoru pro zonulin snizujici permea-
bilitu; 4. inhibice transglutaminazy blokujici deamidaci
gliadinu; 5. analogy peptidd blokujicich HLA-DQ2/DQ8
receptor pro deamidovany gliadin; 6. vyvolani imunitni
tolerance VvUCi lepku vakcinaci; 7. protilatky oviiviujict

prokazala indukci zanétu pankreatickych bunék po pe-
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Fig. 1: Pathophysiology of celiac disease. Gliadins from wheat are digested by human proteases (gastric, pancreatic, duo-
denal) to form a resistant peptide gliadin 33-mer crosses into the intestinal submucosa via paracellular passage. Tissue
transglutaminase deaminates gliadin 33-mer and deaminated gliadin 33-mer is recognized by HLA-DQ2/DQ8 molecules on
antigen-presenting cells stimulating CD4-T cells.

Klinicka biochemie a metabolismus 2/2021 65



imunitni odpovéd' - anti-IL15, anti-IFN-y nebo antago-
nita CCR9: CCX282B blokujici chemokinovy receptor
[16-18]. V tomto sdéleni se vénuji pouze dvéma pfistu-
plm souvisejicim s gliadin 33-merem.

Rozhodujicim  krokem v patogenezi  celia-
kie je prezentace deamidovaného gliadin 33-meru
(LQLQPFPQPELPYPQPELPYPQPELPYPQPQPF)
HLA-DQ2/DQ8 makrofagy nebo antigen-prezentuijici-
mi bunkami (APC) T lymfocytlim. Blokovani této cesty
tedy predstavuje vyborny terapeuticky pristup. Idealni
antagonista by mél vykazovat velmi vysokou afinitni
doménu pro vazbu HLA-DQ2/DQ8 exprimovanou APC
a potlaceni aktivace T-bunék stimulovanych gliadinem
s produkci IFN-y. Pro blokovani vazby gliadinu na HLA-
-DQ2 byly navrzeny cyklické peptidy strukturou podob-
né gliadinu kompetuijici s vazbou na HLA-DQ2. Peptidy
maji epitopy podobné gliadin 33-meru - LQPFPQPEL-
PY, KQPFPEKELPY nebo LQLQPFPQPEKPYPQPEK-
PY a jsou cyklizovany za pouziti sulfidovych nebo po-
lyethylenglykolovych mastkd [19, 20].

Nejrozsitengjsi skupinou pro terapii celiakie jsou
enzymy degraduijici lepek (glutendzy), které Stépi glia-
din na peptidy s deviti nebo méné aminokyselinovymi
zbytky. V&tSina z nich jsou glutamin a prolin specific-
ké enzymy, nejCastéjSich aminokyselin imunogennich
epitopl lepku. Cornell popsal enzymatickou hydrolyzu
gliadin 33-meru v pozici 79 a 81 v sekvenci QQPYPQPQ
za prolinem caricainem [21]. Caricain je cysteinovou
prolylendopeptidazou (EC 3.4.22.30) v papadji (Carica
papaya). Purifikovany extrakt je distribuovan firmou
Glutagen (Melbourne, Australie) s oznaCenim Gilute-
Guard jako potravinovy doplnék. Cornel ovéfil udinnost
po podani 900 mg extraktu na souboru nemocnych
s celiakii v randomizované, placebem kontrolované stu-
dii [22]. Glutenaza EP-B2 (endoprotedza B, izoforma 2)
je glutamin specificka cysteinova protedza z jeCmenu
(Hordeum vulgare) se sekvenci Cys-His-Asn ve svém
aktivnim misté. Glutenaza EP-B2 prirozené slouzi k tra-
veni hordeinu, analogu gliadinu, je optimalné aktivni pfi
nizkém pH, odolna vici pepsinu a méa dobrou specificitu
pro sekvenci QXP vyskytujici se v gliadin 33-meru [23].
Dalsimi testovanymi glutenazami jsou prolin-specifické
endoprotedzy (PEP) z Flavobacterium meningosepti-
cum (FM-PEP), Sphingomonas capsulata (SC-PEP),
a Myxococcus xanthus (MX-PEP).

Velmi perspektivni je kombinace dvou peptidaz vy-
vijené firmou Alvine Pharmaceuticals (San Carlos, USA)
ALV-003, soucasny nazev je latiglutenaza a firma nyni
patfi pod ImmunogenX (Newport Beach, USA). Pepti-
dazy ALV0OO0S3 jsou vysoce efektivni v Zaludku pfi Stépeni
potravin s vysokym obsahem lepku pred dosazenim
dvanactniku [24]. Latiglutenaza je patentovanou kom-
binaci EP-B2 (ALV-001) a SC-PEP (ALV-002) a schéma
zobrazuje sekvenci gliadin 33-meru s pozicemi, které
jsou Stépeny uvedenymi peptidazami (obr. 2). Ran-
domizovana kontrolni studie s pacienty s celiakii na
bezlepkové dieté, ktefi dostavali dietu obsahuijici lepek
(16 g/den po dobu 3 dni) vykazovala vyznamné nizsi
imunologickou aktivaci podle IFN-y odpovédi perifer-
nich T bunék na gliadin [25]. Rozsahlé studie [26,27]
neprokazaly pozitivni efekt ALV-003 na histologické ani
serologické markery celiakie. Posledni 12tydenni studie

na souboru 398 nemocnych s celiakii prokazuje symp-
tomaticky pfinos a zvySeni QoL pfi uzivani latiglutenazy
[28]. Synteticky vyrobeny enzym Kuma030 (Protein De-
sign, Seattle - USA) je modifikaci pfirozené se vysky-
tujiciho enzymu z acidofilniho mikrobu Alicyclobacillus
sendaiensis, zvany kumamolisin-As (KumaWT). Jedna
se o serinovou endoproteazu s optimalni aktivitou v roz-
mezi pH 2 az 4, vhodna pro digesci gliadin{ v zaludku
[29]. Kuma030 je efektivnéjsi nez ALV-003, pfi nejvyssi
testované koncentraci EP B2 (1:10 na hmotnost lepku)
byl lepek degradovan o 84,4%, Kuma030 degradoval
gliadin nad 99,9 % pfi vyrazné nizSi koncentraci 1:40
a vysledny obsah lepku se snizil na 3 ppm, coz je vyraz-
né pod prahovou hodnotou 20 ppm, kritériem bezlep-
kovych potravin. Kuma030 signifikantné redukuje
produkci IFN-y T-burkami izolovanymi od nemocnych
s celiakii [30].

LCGQQQPFPPQQPYPQPQPF

FM-POP (Flavobacterium meningosepticum)
Prolyl oligopeptidase

AN-PEP (Aspergillus niger)
Prolyl endopeptidase

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF

EP-B2 (Barley)
Cysteine endoprotease B-isoform 2

SC-PEP (Sphingomonas capsulata)
Prolyl endopeptidase

Fig. 2: Overview of enzymatic cleavage sites of the gliadin
33-mer from a2-gliadin sequence 57-89 by Flavobacterium
meningosepticum prolyl oligopeptidase (FM-POP), Asper-
gillus niger prolyl endopeptidase (AN-PEP), glutamine-specific
cysteine endopeptidase B, isoform 2 from barley (EP-B2) and
Sphingomonas capsulata prolyl endopeptidase (SC-PEP).

AN-PEP (Aspergillus niger - prolyl endopeptidaza)
je stejné jako SC-PEP glutenazou s optimalni aktivitou
pfi pH 3 - 5, je rezistentni na proteolyzu pepsinem, ale
ma 60krat rychlejsi ucinek ve srovnani s prolyl endo-
peptidazou MX-PEP [31]. Soucasné podavani AN-PEP
s lepkem pacientdm s celiakii vedlo k UpIné eliminaci
stimulaénich peptidd gliadinu pro T-buriky béhem dvou
hodin pfi stanoveni v zalude¢nim aspiratu [32]. Glute-
naza AN-PEP, komeréné dostupna s oznadenim To-
lerase-G (vyrobce je DSM - Kaiseraugst, Svycarsko),
byla v roce 2017 schvélena evropskou komisi EFSA
(European Food Safety Authority) jako potravinovy do-
plneék [33]. Dalsi testovanou kombinaci je STAN1, kte-
ry obsahuje aspergillopepsin z Aspergillus niger a di-
peptidyl peptidazu IV z Aspergillus oryzae. Dipeptidyl
peptidaza-IV (DPP-IV) je exopeptidaza, ktera uvolfiu-
je X-Pro dipeptidy v gliadinu a pfirozené se vyskytuje
v karta¢ovém lemu enterocytll. STANT byl studovan
v randomizované klinické studii zahrnujici 35 pacientt
s celiakii na bezlepkové dieté, ktefi dostavali po dobu
12 tydnd 1 g lepku. Tato studie neprokézala vyznamné
rozdily mezi skupinami dostavajici STAN1 nebo pla-
cebo [34]. Nejnoveéji popsanou glutenazou je rekombi-
nantné pripravena endopeptidaza 40 izolovana z pddni
aktinomycety Actinoallomurus A8. Enzym je aktivni pfi
nizkych hodnotach pH 3 az 6 a vykazuje odolnost pro-
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ti pepsinu a trypsinu. V Zaludku dochazi k degradaci
gliadin 33-meru, vzniklé peptidy nestimuluji T lymfocyty
z duodendlnich biopsii pacientl s celiakii a uvolhovani
IFN-y je vyrazné snizené az k nulovym hodnotam [35].
Glutenaza E40 je navrzena jako novy kandidat v oralni
enzymatické terapii pro nemocné s celiakii.

Kromé glutenaz, které jsou Klinicky testovany, exi-
stuje na trhu cela rada potravinovych doplnk(, které
podle vyrobce $tépi lepek, coz vyplyva i z jejich nazv(
- Digest Gluten, Gluten-Ade, Gluten Cutter, Gluten De-
fense, Gluten Digest, Gluten Enzyme, Gluten-Zyme,
Glutenaid, GlutenEase [36]. Tyto potravinové dopliky
obsahuji nejrlizngjsi enzymy - protedzy, karboanhyd-
razy, lipazy nebo glukoamylazy, které sice hydrolyzuiji
lepek, ale nebylo u nich prokdzano, ze degraduiji cy-
totoxické epitopy gliadinu. Vétsina vyrobcl uvadi, ze
vyrobek nebyl schvalen FDA, Ze neni urCen k preven-
ci ani 1é¢eni konkrétniho onemocnéni, a ze neni urCen
k nahradé bezlepkové diety u nemocnych s celiakii.

Detekce gliadin 33-meru ve stolici
a mocCi - monitorovani bezlepkové diety

Bezlepkova dieta (GFD) je v sou¢asné dobé jedinou
a uspésnou terapii celiakie. Prisné dodrzovani bezlep-
kové diety vede k uplné Klinické i histologické remisi
onemocnéni a snizuje riziko dlouhodobych komplika-
ci. Pro monitorovani nemocnych s celiakii a dodrzovani
GFD Ize pouZit réizné postupy. Kritéria ESPGAN v roce
1990 vyzadovala pro ovéreni efektu GFD dalSi biopsii
tenkého streva s priikazem obnoveni slizniéni architek-
tury. Rozvoj neinvazivnich markert, predevsim specific-
kych protilatek, nahradilo pro monitorovani GFD opa-
kované enterobiopsie. NejcastgjSim markerem je dnes
stanoveni protilatek ke tkanové transglutaminaze nebo
deamidovanym gliadinovym peptiddm, které vykazuiji
predevsim v détském véku vySsi senzitivitu. Signifikant-
ni pokles hladiny protilatek je markerem dlouhodobym
a vyrazné rychlejsi pokles byl prokazan pro hladinu
[-FABP (Fatty-acid-binding-protein). Stfevni typ |-FABP
je exprimovan predevsim ve zralych enterocytech a je
vhodnym markerem destrukce enterocytl. Efekt GFD
a monitorovani diety Ize dale sledovat rozvojem stiev-
nich funkci, napt. vodikovym dechovym testem a posu-
zovanim laktézové aktivity, vyjimecné je rovnéz pouzi-
vana metoda hodnoceni stfevni propustnosti absorpci
sacharidl s rozdiinym mechanismem absorpce [37,
38].

Zcela novym markerem, ktery umozfiuje posuzovat
dodrzovani GFD je detekce rezistentniho, gliadin 33-
meru. VySe uvedené markery monitoruiji efekt bezlepko-
vé diety na patogenetické procesy celiakie. Kvantifikace
gliadin 33-meru ve stolici nebo v modi je pfimym ukaza-
telem pritomnosti lepku v potravé a mirou nedodrzovani
bezlepkové diety. Laboratorni metody jsou zalozeny na
detekci se specifickou protilatkou ke gliadin 33-meru.
Protilatky ke gliadinu jsou jiz mnoho let pouzivany v de-
tekei lepku v potravinach k ovéreni bezlepkového limitu
20ppm definovaného Codex Alimentarius komisi, ktera
rovnéz schvdlila standardizovanou metodou detekce
gliadinu ELISA-R5 [39]. Od polyklonalnich protilatek ke

gliadinu se prechazi k monoklonalnim protilatkam [40]
a v prehledu 36 komerénich testl jsou pouzity poly-
klonalni protilatky 9x, monoklonalni protilatky R5 -10x,
401.21 - 10x a G12 - 5x [41]. Detekované sekvence
gliadinu v komercné dostupnych monoklonalnich pro-
tilatkach jsou nasleduijic: R5 [QQPFP], a20 [F-RPQQ-
PYP-Q], 401.21 [PQ-(PQ/QP)-PFP-(QE/EES)], G12
[QPQ-(L/Q)-P-(Y/F)], A1 [Q-(Q/L)-P-(Y/F)-PQP], 14G11
[gliadin 33-mer] a 13F6 [gliadin 33-mer] [42]. Protilatky
proti gliadin 33-meru 14G11 a 13F6 jsou pouzity v pfe-
nosném, osobnim detektoru Nima Sensor, ktery umoz-
Auje ovéfovani bezlepkového limitu v potravinach [43],
a jsou vyznamneé citlivéjsi nez R5.

Protilatky G12 a A1 jsou navrzeny jako novy stan-
dard pro detekci lepku v potravinach [42]. Sendvico-
va ELISA vykazuje detek¢ni limit pro pSenici/gliadiny,
jeCmen/hordeiny a zito/secaliny <1 ppm prolaminu,
pro oves/avenin >1 ppm, v kukufici/zein a ryzi/oryzin
byla detekce nulova [44], prikladem je detekce epitopu
gliadin 33-meru v pivu [45]. Gliadin 33-mer je rezistentni
k proteolytické hydrolyze v gastrointestinalnim trak-
tu jak in vivo, tak in vitro. ELISA test s monoklonalni
protilatkou G12 konjugovanou s kfenovou peroxida-
zou umoznuije detekci ve stolici pfi poziti 100 mg lepku
denné [46]. Koncentrace gliadin 33-meru ve stolici je
u zdravych osob s dietou obsahuijici lepek v rozmezi
200-30 000 ng/g stolice. U nemocnych s celiakif, dodr-
zujicich bezlepkovou dietu, neni gliadin 33-mer ve stolici
prokazatelny a pfi poruseni diety jgj Ize prokazat béhem
ti dnd (fyziologické rozmezi paséze je 30 - 120 hodin).
Rezistentni gliadin 33-mer je stfevni sliznici absorbovan
a z cirkulace je glomerularni fitraci vylu¢ovan do moce.
Koncentrace v moCi je pfi bézné stravé v rozmezi
5-200 pg/L a pfi poruSeni bezlepkové diety je gliadin
33-mer prokazatelny jiz béhem 2-16 hodin. Detekce
gliadin 33-meru v moci je vyhodné&jSim postupem pro
klinicka sledovani nemocnych s celiakii nevyzaduiji-
ci odbér stolice. Koncentrace gliadin 33-meru v moci
pacient(l s celiakii korelovala se stavem atrofie tenké-
ho stfeva [47]. Laboratorni metody detekce gliadin 33-
meru ve stolici nebo modi pouzivaji ELISA technologii,
pro POCT detekci v modi byla vyvinuta metoda se SPR
(Surface plasmon resonance) biosensorem, umoznujici
primou kvantifikaci gliadin 33-meru bez predchozi pu-
rifikace. Principem je kompetitivni immunoassay s mo-
noklonalni protilatkou G12 a citlivosti metody 1.7 gliadin
33-mer pg/L [48,49]. Monitoring dodrzovani bezlepkové
diety detekci gliadin 33-meru ve stolici je zcela zasadni
u déti. Multicentrickou studif byl gliadin 33-mer ve stolici
stanoven v souboru 64 déti pfi stanoveni diagndzy a po
nasledujicich 6, 12 a 24 mésicich. V dobé stanoveni
diagndzy byl gluten detekovan u 97 % déti pri pramér-
né hodnoté 5543 mg lepku/den. Po 6 mésicich klesl
pocet na 13 % s prdmérem 144 mg lepku/den a za
dva roky opét stoupnul na 25 % s hodnotou 606 mg
lepku/den [50]. Negativni prediktivni hodnota (97 %)
detekce gliadin 33-meru v modi ve vztahu k vysledku
biopsie duodena byla testovana na souboru 77 ne-
mocnych s celiakii dodrzujicich bezlepkovou dietu [51].
Pozitivni vysledek biopsie s poSkozenim sliznice (Marsh
[I-111) byl nalezen u 24 % nemocnych, u 94 % z nich byl
prokazan lepek v moci, 60 % bylo asymptomatickych
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a 80 % meélo negativni sérologické markery. U 31 ce-
liakii z 32 bez poskozeni sliznice s normalni biopsif
(97 %) nebyl lepek v moci detekovatelny. Refrakterni
celiakie je formou onemocnéni, kdy dochéazi k aktiva-
ci T-lymfocytl navzdory predpokladané absenci lepku
v potrave. Detekce gliadin 33-meru ve stolici nebo modi
nemocnych s diagndzou refrakterni celiakie je vyznam-
nym klinickym indikatorem. Tri ze Ctyf pacient( s refrak-
terni celiakii méli béhem tfimésicniho sledovani alespon
dva pozitivni vzorky prokazuijici gliadin 33-mer v moci
prokazujici expozici lepkem [52]. Gliadin 33-mer ve sto-
lici jsme stanovili v souboru 75 osob - 20 nemocnych
s nové zachycenou celiakii, 27 celiakie v remisi, péti
non-responsibilni formy celiakie a tfi nemocnych s ne-
celiakalni glutenovou senzitivitou [53]. Dietu s velmi niz-
kym obsahem lepku jsme nalezli pouze u dvou z 20
pacient( s aktivni celiakii a u 13 z 27 celiakii v remisi.
U vSech péti osob s non-responsibilni celiakii jsme nega-
tivni detekci gliadin 33-meru ve stolici potvrdili dodrzo-
vani bezlepkové diety. U dvou osob ze tfi s neceliakalni
glutenovou senzitivitou jsme prokazali dietu s normal-
nim obsahem lepku, prokazujice, Ze bezlepkovou dietu
nedodrzuji (obr. 3). Diskutovanou otazkou bezlepkové
diety je vyznam kojeni. Gastroenterologové doporucuiji
kojeni do jednoho roku véku ditéte jako vyznamny pro-
stfedek prevence celiakie a materské mléko v porovnani
s nahradnim mléénym pfipravkem chrani pfed vznikem
celiakie. Gliadinové peptidy se dostavaji do materského
miéka v nepatrném mnozstvi - 5 az 1200 pg/L coz od-
povida koncentraci 0,005 - 1,2 ppm, a materské miéko
splfiuje bezlepkova kriteria 20 ppm [54]. Spanélska stu-
die testovala pfitomnost gliadin 33-meru ve stolici déti
a ve skupiné kojenych nemluvnat ve véku 0-6 mésict
byla detekce gliadin 33-meru zcela negativni [55].
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Fig. 2: Number of subjects on a normal gluten diet (black box),
low gluten consumption diet (gray box) and a gluten-free diet
(white box). Groups of subjects are active celiac disease (CS-
A), coelic disease in remission (CS-R), unresponsive celiac
disease (CS-N), non-coeliac gluten sensitivity (NCGS), other
gastroenterological diseases (GE), and healthy controls (C).
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