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ANOTACE

Bakalarska prace se zaméfuje na spojitost lepku s poruchami autistického spektra. Prvni
Cast se zabyvéa charakteristikou lepku a onemocnénimi s nim spojenymi, funkci tenkého stieva
a popisem poruch autistického spektra. Dalsi ¢ast je vénovana samotné spojitosti autismu
s lepkem a vztahu lepku ke stfevni sliznici. V zaveru prace jsou uvedeny analytické metody

vyuzivané pro stanoveni obsahu lepku v potravinach.
KLICOVA SLOVA

lepek, tenké stievo, bezlepkova dieta, poruchy autistického spektra, opioidni peptidy

TITLE
Gluten and its association with various diseases and disorders

ANNOTATION

The Bachelor thesis focuses on the association of gluten and autism spectrum disorders.
The first part deals with characteristics of gluten and diseases associated with it, the function
of the small intestine and the description of autism spectrum disorders. The next part is devoted
to the association of autism with gluten and the connection between gluten and the intestinal
mucosa. Analytic methods used to determine the gluten content in food are presented at the end

of the thesis.
KEYWORDS

gluten, small intestine, gluten-free diet, autism spectrum disorder, opioid peptides



UVO cevrercenmnneemmneemssesesseessssessssssssssessssssssssssssssssesssessssessssssssssssssssesssssssssssssssesssssssesassssssssssnsssss 12
Lo LePeKnaueriiiiisnniinncsnnrnccsssnssnsssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassessssssssssssssses 13
L1 Struktura LePRU ... 13
1.2 Vyskyt lepku v potravindch ... 14

2. TrAVeni IEPKU c..cccvveicirerensserossriossniossanisssanssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossnssossassos 15
2.1 Funkce tenk€ho StIeVA ..ot 17
3. Onemocnéni SPoJena § IEPKEM .. ..icuicrceiesecssanssancsssissssossassssnssssssssssssasssasssssssssssssssssasssssssses 18
BT CRIIAKIE ..o 18
3.1.1 Piiznaky Celiakie ..o 18

3.1 2 DHAGNOSTIKA ... 19
BUL 3 LECDA oo 20

32 Alergie nalepek ..o 20
3.2.1 Priznaky alergie nalepek......................o.cooiiiii 20
3.2.2 DHAGNOSTIKA ... 21
323 LECDA ..o 21

33 Cithivost Na 1ePeK.........cooiii e 22
3.3.1 Priznaky citlivostinalepek ... 22
3.3.2 DHAGNOSTIKA ..ot 23
333 LECDA ..o 23

4, BeZIEPKOVA (ITA .uuvevvruiirsrniinirniissanissnnssssnnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssosssssosssssossassss 25
5. Legislativa a 0ZNnacoVANT POLFAVII c.ccvicereieseossansssnsssssssssossassssssssssssssossasssssssssssssssssasssssssses 26
6. Poruchy autistiCk€ho SPEKLra ......icvveiiineicisnnnnsnncnssnnssssnsssssnssssssssssssssssssosssssosssssossnssossassos 27
6.1 CharakteriStIKa .............cooiiiii e 27
0.2 PHZNAKY ..o 29

6.3 DIaGNOSHKA .......ooiii oo 29



6.4 Formy poruch autistického spektra ... 30

6.4.1 DEtSKY QUIISINUS. ...ttt 30
6.4.2 AtyPICKY QUIISIUS ......ooiiiii oo 30
6.4.3 ASPergertiv SYNATOM ..............ocooiiii it 30
6.4.4 Détska dezintegraCni porucha....................cccoooiiiiii o 31
6.4.5 RettQv SYNATOM ... 31

0.5 LECDA ... 32
7. Spojitost AutiSMU § I@PKEM...cciiciuiiiiuiiiininnsnncssnnnsssnsssssnssssssssssssssssssssssssosssssossssssssssssssassos 33
7.1 Gastrointestinalni problémy ... 33
7.2 ZNvySena PropuSTNOST STEEVA .......c..oiiiiiiiie e 34
7.3 Strevnl MIKIODIOA. ..ot 36
7.4 Opioidni peptidy a jejich interakce v CNS ... 37
7.5 Bezlepkova a bezkaseinova dieta u pacientu s poruchami autistického spektra............. 40
8. Metody Stanoveni IePKU.....cccuiicieiinsninisnncnsnncsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssosssssossnssossassss 43
8.1 Imunochemické metody — ELISA ... 43
8.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a western blotting ... 45
8.3 Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii.................................... 46
8.4 Polymerazova retéZova reakCe..............ocoooiiiii oo 47
8.5 BIOSCNZOTY ... 49
0. ZLAVEY uueeerrcrecsrenseisssssissssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssss 51

10, BIiDHIOGIALIE «..cvvveirneienisrrcssrrossnniossanisssanisssanssssasssssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssossnssossnss 52



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Proteinové slozky lepku neboli glutenu ... 13
Obrazek 2: Struktura gliadinu..................oooiiii e 13
Obrazek 3: Stavba obiln€ho Zrna ... 14
Obrazek 4: Casti tenKENO SEVA ...............ccoooooeooeeeee oo, 15
Obrazek 5: Struktura tenk€ho stfeva..................occooiiiiiii 16
Obrazek 6: Metabolismus lepku v tenkém stfeve ... 17
Obrazek 7: Nahote - neposkozené klky, dole - poSkozené klky ... 18
Obrazek 8: Schématické znazornéni t€sn€ho SPOJE............ocoooiiiiiiiiie e 35
Obrazek 9: Princip rozvolnéni t€snych SPOJU ..............oooiiiiiiiiei e 35
Obrazek 10: Struktura gluteomorfinu (gliadorfin)..........................ccoi 38
Obrazek 11: Struktura kasomorfinu (B-kasomorfin-7) ... 38
Obrazek 12: Struktura dipeptidylpeptidazy IV ... 38
Obrazek 13: Teorie mechanismu pusobeni opioidnich peptidina CNS................................. 40
Obrazek 14: Schématické zndzornéni sendvicové ELISA metody ...............occoooiiiiiio 44
Obrazek 15: Schématické zndzornéni kompetitivni ELISA metody ... 45
Obrazek 16: Schématické zndzornéni elektroforézy SDS —PAGE..................................... 46
Obrazek 17: Schématické znazorn€ni PCR ... 48
Obrazek 18: Schématické zndzorneéni opakovani cyklu ... 49
SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Pocet déti s diagnostikovanou poruchou PAS na 10 000 déti dle jednotlivych zemi

Tabulka 2: Zména zastoupeni n¢kterych kment a rodi mikroorganismui ve stieve u déti s PAS

VA zdravym d@teM ... 37



SEZNAM ZKRATEK

ADHD

FODMAP

PAS

ADI-R

ADOS

GFCF

ELISA

porucha s deficitem pozornosti a hyperaktivita (Attention Deficit Hyperactivity

Disorder)

fermentabilni  oligosacharidy, disacharidy, monosacharidy a polyoly

(Fermentable Oligosacharides, Disacharides, Monosacharides and Polyols)
porucha autistického spektra

diagnosticky rozhovor (Autism Diagnostic Interview — Revised)

pozorovani autistickych ptiznakti (Autism Diagnostic Observation Schedule)
bez lepku, bez kaseinu (Gluten-free, Casein-free)

enzymova imunoanalyza na pevné fazi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)

SDS — PAGE polyakrylamidova gelovéa elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu sodného

2D - ELFO

IEF

Da

LC-MS

MS/MS

LC -MS/MS

DNA

PCR

RT -PCR

(Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrylamide Gel Electrophoresis)
dvojrozmérna gelova elektroforéza

izoelektricka fokusace (Isoelectric Focusing)

Dalton

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Liquid Chromatography

Mass Spectrometry)
tandemové hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (Liquid

Chromatography with Tandem Mass Spectrometry)
deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

polymerazova fetézova reakce v realném Case (Real-time Polymerase Chain

Reaction)

hlavni histokompatibilitni komplex



IgA protilatka izotopu A
IgG protilatka izotopu G

IgE protilatka izotopu E



Uvod

Potraviny jsou nepostradatelnou soucasti naseho zivota, at uzjsou rostlinného nebo
zivoci$ného puavodu. Predstavuji pro nas zdroj proteint, lipidd, sacharidt, vitaminu,
mineralnich latek, a v neposledni fad¢ také energie. V diivejSich dobach, kdy si lidé
jeste obstaravali potravu lovem a sbérem byla potrava vnimana jako nezbytna soucast
pro preziti, zatimco v dne$ni dobé je pro nas dulezity i prozitek z jidla. Na trhu
nachazime obrovské mnozstvi potravin, z kterych si mizeme vybirat. Nékdo vybira
potraviny podle kvality, jiny zase podle ceny. Pak jsou tady lidé, ktefi se musi v jidle
omezovat na zaklad¢ zdravotnich obtizi a sledovat etikety na vyrobcich. Jsou to prave

alergeny, kterym se spousta lidi musi vyhybat.

Ve své bakalarské praci se zabyvam lepkem a jeho dopadem na lidské zdravi. Lepek
je zafazen do seznamu alergend, kde ve skupin€ ¢trnacti alergent zaujima hned prvni
misto. Jedna se o bilkovinu obsazenou v obilnych zrnech pSenice, zita, ovsa a jeCmene.
U potravin patiicich do skupiny pekafskych a cukrafskych vyrobkda, téstovin, kavovych
smési a vyrobkl z mouky je ziejmé, Ze lepek obsahuji. VéEtsim rizikem je ale skryty
lepek, ktery bychom mnohdy ani v dané potraviné neocekavali. Jedna se predevsim
o potraviny, jako jsou marmelady, keCupy, kofeni, jogurty, zmrzliny, cukrovinky,

konzervy a dalsi, ve kterych se nachazi lepek naptiklad ve formé psenic¢ného skrobu.

Mezi onemocnéni, ktera souvisi s lepkem, se fadi celiakie, alergie na lepek, citlivost
na lepek a v poslednich letech i v mnoha jinych souvislostech sklofiovany autismus.
Lidé s témito onemocnénimi a poruchami by méli lepek ze své stravy zcela odstranit
a dodrzovat bezlepkovou dietu. V pfipadé nedodrzovani bezlepkové diety mohou
nasledovat rizné zdravotni komplikace, mezi které se radi pfedevsim gastrointestinalni
obtiZe, unava, kozni problémy, ale i bolesti kloubt ¢i psychické problémy. Dulezita je

vCasna diagnostika daného onemocnéni a v€asné zahdjeni bezlepkové diety.

Nejcastejsi metody stanoveni lepku jsou enzymova imunoanalyza na pevné fazi
(ELISA), elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii, polymerazova fetézova reakce (PCR) ¢i pouziti biosenzort.
Metody stanoveni obsahu lepku jsou vyuzivané predev§im v potravinaiském pramyslu
pro kontrolu potravin. Na zakladé nafizeni musi byt spotiebiteli poskytovana informace

o pfitomnosti lepku v potravinach, ktera je uvedena na obalech vyrobku.
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1. Lepek

1.1 Struktura lepku

Lepek je bilkovina sloZzena z prolaminu a glutelinu. V pSenici se prolamin nazyva
gliadin a glutelin se nazyva glutenin (Obr. 1) [1]. Prolaminy obsazené v rliznych
obilnindch maji odlisné ndzvy - jeCmen obsahuje hordein, Zito secalin a oves avenin
[2]. Zasobni proteiny kukufice a ryZe se také nékdy oznaCuji jako lepek, ale

od pSenicného lepku se lisi chybéjicim gliadinem [3, 4].

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Obrézek 1 Proteinové slozky lepku neboli glutenu; pfevzato z: [5]

Gliadiny (Obr. 2) jsou monomerni, vysoce viskozni proteiny bohaté na dvé
aminokyseliny, prolin a glutamin [3, 4]. Obsahuji také cystein, ktery méa vliv
na strukturu a funkci lepku. Cystein ma ve své struktufe obsaZenou thiolovou skupinu,
a proto mliZe uvnitf i mezi Fetézci tvorit disulfidické vazby [6]. Gliadiny jsou molekuly
0 molekulové hmotnosti v rozmezi 25 - 100 kDa a jsou rozpustné ve zfedénych
alkoholech [7, 8].

Obrazek 2: Struktura gliadinu; pfevzato z: [9]
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Gluteniny jsou vysoce elastické proteiny tvofici polymerni sit, jejichZ struktura
je uvnitf stabilizovana vodikovymi, iontovymi a disulfidovymi vazbami [3, 4]. Skladaji
se ze dvou podjednotek s vysokou molekulovou hmotnostni 70 - 90 kDa a s nizkou
molekulovou hmotnosti 20 - 45 kDa a jsou rozpustné ve zfedénych kyselinach
a zasadach [7, 10, 11].

1.2 Vyskyt lepku v potravinéch

Lepek se nachazi v endospermu rliznych obilnych zrn jako je pSenice, Zito, oves
ajemen (Obr. 3) [1]. Gliadin a glutenin spolecné tvofi okolo 80 % proteinu pfitomného

v pSeni¢ném semené [3].

Obrézek 3: Stavba obilného zrna; pfevzato a upraveno z: [12] 1-kliCek, 2 - endosperm,
3 - aleuronova vrstva, 4 - obalové vrstvy, 5 - chlupy

Lepek se vyskytuje nejen v obili a v obilnych produktech, ale i v hotovych
potravinach. V potravinarském primyslu se bézné vyuziva jako pojivo, stabilizator
nebo jako pridatnd latka za (Celem zlepSeni textury ¢i chuti potravin. DalSi

jeho vlastnosti je tepelné stabilita [13].
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2. Traveni lepku

Tréaveni lepku probihd v tenkém stfevé, coZ je trubice vedouci od Zaludku
do tlustého stfeva [14]. Je sloZené ze tfi anatomickych Usek(d (Obr. 4): duodenum,
jejunum a ileum [15]. Délka tenkého stfeva je variabilni a pohybuje se v rozmezi
3- 10 metrd a $itka kolem 2,5 - 3 cm [16].

Obrazek 4: Césti tenkého stfeva; prevzato a upraveno z: [14]

Duodenum (dvanactnik) je 25 cm dlouha trubice formovana do tvaru pismene C.
Tato Cast tenkého stfeva je srostla s pobfisnici, coZ je blana, ktera pokryva sténu dutiny
brisni. Do dvanactniku vede vyvod slinivky bfidni a ZluCovod, proto zde dochazi

k chemickému traveni potravy [17, 18].

DalSimi Castmi tenkého stfeva jsou jejunum (laCnik) a ileum (kyCelnik).
Obé tyto Casti jsou pFipojeny mesenteriem, véjifovitou dvojvrstvou tkani k zadni brisni
sténé. Celkova délka jejuna a ilea je 5 - 6 metrd, pricemzZ jejunum odpovida dvéma
pétindm této délky [140]. Hranice mezi jejunem a ileem je téZko stanovitelna, avsak

jejunum ma silngjSi sténu aje vice prokrvené nez je tomu u ilea [16].

Sténa tenkého stfeva se skladd ze Ctyf vrstev: sliznice, podslizni¢niho vaziva,
svaloviny a povrchového vaziva (Obr. 5). Sliznice tenkého stfeva je tvofena epitelovou
tkani, jejiz funkci je vstfebavani Zivin z traveniny. Podslizni¢ni vazivo je inervované
a obsahuje krevni a lymfatické cévy. Svalovina umoZiuje pohyb stfev a povrchové
vazivo spojuje stfevo s mesenteriem [18]. Vnitfni sténa tenkého stfeva je zvrasnéna
v klky a mikroklky, které nékolikandsobné zvétSuji povrch sliznice a umozniuji tak lepsi
vstrebatelnost Zivin [18, 19].
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Obrazek 5: Struktura tenkého stfeva; prevzato z: [20]

Motilita tenkého stfeva spoCiva v koordinovaném zUZeni a rozSifeni kruhové

vy,

a vnéjsi podélné svaloviny, coZz znamena, Ze v jedné oblasti stfeva dojde k zuZeni
a v nasledujici oblasti k rozSifeni svaloviny. Témito pohyby dochazi k miseni obsahu
stfev s travicimi Stavami a posouvani traveniny smérem k tlustému stfevu. Mezi ileem

v v 7

a tlustym stfevem se nachazi ileocekalni svéraC, pres ktery za vyssiho tlaku prechazi

travenina z tenkého stfeva do tlustého. PFitomny vysSi tlak znemoZfiuje zpétny tok

traveniny do ilea [21].

V pfipadé bilkovin dochazi pfi trdveni potravy k rozkladu na zakladni stavebni
jednotky, tedy aminokyseliny. Travici enzymy S§tépi bilkoviny na jednotlivé
aminokyseliny, které jsou resorbovany ve stfevni sliznici a transportovany do celého
téla jako zdroj energie nebo stavebni jednotky k syntéze novych bilkovin. Takto jsou

zpracovany vsechny bilkoviny, které travime, aZ na lepek [22].

vvvvvv

mnoZzstvi prolinu a glutaminu, které jsou rezistentnéjsi vici enzymim produkovanym
v Zaludku, pankreatu a ve stfevni sliznici, jelikoz tyto enzymy maji snizenou propyl-
endopeptidazovou aktivitu [23, 24, 25, 26]. Propyl-endopeptidaza je enzym
hydrolyzujici peptidové vazby na karboxylovém konci prolinu nachazejiciho se uvnitf
oligopeptidu [27]. Neuplnym Stépenim lepku vznikaji imunogenni peptidy s vysokou
molekulovou hmotnosti (Obr. 6) bohaté na prolin a glutamin, které se kumuluji
v tenkém stfevé (kapitola 5.2) [25]. Po resorpci ve stfevni sliznici je lepek nachylny

k deamidaci tkanovou transglutaminazou, ktera zvySuje moZnost rozpoznani
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glutenovych peptidl imunitnim systémem [23, 28]. U citlivychjedincl se lepek po post-
translacni Upravé chova agresivnéji a spousti fadu reakci vedoucich ke stfevnim
a mimostrevnim pfiznakim. V tomto procesu rozpoznava oslabeny imunitni systém
u geneticky predisponovanych  jedincl tkanovou transglutaminazu
avyvolava proti ni autoimunitni odpovéd [28].

Obrazek 6: Metabolismus lepku v tenkém stfevé; pfevzato a upraveno z: [29]

2.1 Funkce tenkého streva

Hlavni funkci tenkého stfeva je finalni traveni a vstfebavani Zivin, vody
a elektrolytl [17]. Tyto procesy jsou usnadnény jeho specifickou strukturou, ktera
zahrnuje nékolik Grovni zahyb( neboli klkd, diky kterym ma sliznice velky specificky

povrch aje dosazeno maximalni absorpce Zivin [30].

V tenkém stfevé probiha 90 % absorpce Zivin [30]. Ze Zaludku pfechazi travenina
do duodena, kde dochéazi k neutralizaci ZaludeCnich Stav a chemickému traveni,
na kterém se podili enzymy pankreatické Stavy (trypsin, lipdza a amylaza) a Zluc¢
slouzZici k odbouravani a vstrebavani lipidG [19, 31, 32]. Primarni funkci jejuna
je absorbovat cukry, aminokyseliny a mastné kyseliny do krevniho Fecisté, zatimco

ileum absorbuje zbyvajici Ziviny, predevsim vitamin B12 [31].
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3. Onemocneéni spojena s lepkem

3.1 Celiakie

Celiakie je déditné autoimunitni onemocnéni tenkého stfeva, které postihuje
05 - 1 % populace [33]. Hlavni predispozini geny jsou umistény v hlavnim
histokompatibilitnim komplexu (HLA) na chromozomu 6, konkrétné HLA - DQ2
a DQ8 geny [34]. Lepek obsaZeny v pSenici, Zitu nebo jeCmeni vyvolava u geneticky
nachylnych jedincd [33] reakci autoimunitniho systému, ktera vede k poskozeni
stfevnich klk{ (Obr. 7) [22]. Konkrétné dochézi ke ztraté drobnych vycénélkl na vystelce
tenkého stfeva, zvanych villi. Normalné jsou Ziviny z potravy absorbovéany do krevniho
reCisté prostrednictvim téchto klkd [35].

Obrézek 7: Nahore - nepoSkozené klky, dole - poskozené klky; prevzato z: [33]

Existuji tfi faktory, které jsou propojeny a zplsobuji vznik celiakie - precitlivély
imunitni systém, geneticka predispozice a faktory vnéjsiho prostfedi. Celiakie se proto
u nékoho vyviji v détstvi a ujinych aZ v dospélosti [36].

3.1.1 Priznaky celiakie

Existuje vice nez 200 priznak( a symptom celiakie, ale vétsina lidi s celiakii nema
z4dné priznaky. Tito lidé bez prFiznakd jsou vSak stale ohroZzeni nékterymi
komplikacemi spojenymi s touto nemoci. Pfiznaky se mohou nebo nemusi projevit
v zazivacim systému. Napfiklad jedna osoba mlize mit prlijem a bolesti bficha, zatimco

jinou osobu postihuje neplodnost nebo anemie [36].
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Mezi ptiznaky celiakie u déti patii pfedevsim zazivaci potize — prijem, zvraceni
a bolesti bficha. U dospélych jsou zazivaci obtize méné pravdépodobné a mezi Casté
mimostfevni pfiznaky se fadi chronicka Ginava, anemie, kozni vyrazka, bolesti kloubt

a hlavy ¢i uzkost [37].

U nediagnostikované ¢i Spatné 1éCené celiakie je zvySené riziko dlouhodobych
zdravotnich komplikaci, které mohou vést az k rozvoji rakoviny tenkého stieva,

osteoporozy, neplodnosti a depresi [38].
3.1.2 Diagnostika

Celiakie je diagnostikovana dvéma zpuasoby. Jednak séropozitivitou specifickych
autoprotilatek proti tkanové transglutaminaze 2 a proti deamidovanym gliadinovym
peptidim, kdy se vySetiuji protilatky ve tfidé IgG a IgA a jednak prukazem
charakteristickych zmén histologickych preparatech biopsii sliznice duodena [39].
K podezieni na celiakii mohou vést i rutinni krevni testy, pii kterych je zjiSténa nizka

hladina hemoglobinu, vapniku, drasliku, hoi¢iku a fosforu [40].

Diagnostika celiakie je zalozena také na detekci zvySenych hladin vyse zminénych

autoprotilatek pomoci enzymové imunoanalyzy na pevné fazi (ELISA) [39].

Biopsie se provadi endoskopicky pomoci dlouhé tenké trubice s malou kamerou
na konci. Pomoci chirurgického nastroje vlozeného do endoskopické trubice
je z duodena odebran vzorek tkang, ktery je nasledné mikroskopicky hodnocen [36].
Dalsi moznosti je chromoendoskopie, ktera je zaloZena na vizualizaci sliznice duodena
barvivy indigokarmin nebo methylenova modrf, po jejichz aplikaci jsou pfipadné zmény
na sliznici 1épe viditelné [41]. Na zaklad¢ nalezu je stanovena definitivni diagnoza

celiakie [36].

Je dulezité, aby jedinec pfed samotnou biopsii konzumoval stravu obsahujici lepek
po dobu nejméné 2 — 8 tydnu pied zakrokem. V pfipad€ vynechani lepku ze stravy
pred planovanou biopsii muze zkreslit vysledky, které se mohou jevit jako negativni

[42].

Casna diagnoza celiakie miize zabranit rozvoji dal§ich autoimunitnich poruch

a dalsich komplikaci. [36].
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3.1.3 Lécba

Jakmile je diagndza celiakie potvrzena biopsii, je zahdjena 1écba spocivajici
v celozivotnim dodrzovani bezlepkové diety [43]. U vétsiny lidi po této diet€¢ vymizi
ptiznaky, poSkozené tenké stievo se zafne regenerovat a zabrani se dalSimu
poskozovani stfeva. ZlepSeni nastava jiz od prvniho tydne eliminace lepku ze stravy
[36]. K uplné regeneraci sliznice tenkého stfeva dochazi v rozmezi Sesti mésic az dvou

let, av§ak nutnosti je jiz vySe zminéné celozivotni dodrzovani bezlepkové diety [44].

K poklesu hladiny protilatek v krvi dochazi po vysazeni lepku se zpozdénim, muize

to trvat i vice nez rok [36].
3.2 Alergie na lepek

Mezi osm nejvyznamn&jsich potravinovych alergend patii pSeniéna mouka. Casto
je spoustéCem alergické reakce s trévicimi, respiracnimi a koznimi projevy, ale
i celkovymi a anafylaktickymi reakcemi [45]. K alergické reakci dochazi predevsim
u déti po poziti moucné bilkoviny, ktera muze zpusobit i u dospélych IgE —
zprosttedkovanou alergii na pSenici [45, 46]. Alergie na pSenici, jejiz podstatou
je reakce imunitniho systému na lepek, se u citlivych jedinci projevi béhem nékolika

minut az hodin po expozici [47].

IgE — zprostifedkovana reakce je typickd rychlym nastupem po poziti ¢i inhalaci
lepku [48]. Prvni expozice alergenu vyvolava imunologickou reakci, pfi které
se neprojevuji zadné klinické priznaky, ale dochazi k aktivaci B — lymfocytt, které jsou
aktivovany k produkci sIgE protilatek, a tim dojde k tzv. senzibilizaci. K alergii dochézi
az po opakovaném kontaktu s alergenem, ktery zpusobuje IgE — zprostfedkovany

alergicky zanét s klinickymi ptiznaky [45].
3.2.1 Priznaky alergie na lepek

Alergicka reakce na lepek muze spustit celou fadu klinicky projevi, které se mohou
projevit ihned po expozici lepku nebo az pozd€ji a jejich zavaznost mize byt mirna
az zivot ohrozujici [49]. U vétsiny déti se alergie na pSenici projevuje stfedné tézkou
az tézkou atopickou dermatitidou. Poziti pSenice muze vyvolat kopfivku, respiracni
obtize, nevolnost, bolesti bficha, svédeni o€i, alergickou rymu nebo v krajnim piipadé

1 anafylaktickou reakci [46, 50].
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Pii anafylaxi Casto dochazi k otoku krku, obtiznému polykani, bolesti na hrudi,
potizim s dychanim, blednuti nebo namodrani kaze, slabému pulsu az zivotu
ohrozujicimu poklesu tlaku. V tomto ptipad€ je nezbytné vyhledat 1ékarskou pomoc

[50].

Projevy u dospélych jsou nejcastéji ve forme respiracni alergie [22, 51]. Mezi dalsi
projevy se ftadi anafylakticky Sok, syndrom drazdivého traniku ¢&i zanétlivé

onemocnéni jicnu [51].
3.2.2 Diagnostika

Diagnostika potravinové alergie se opird o anamnézu jedince, kterd vypovida o tom,
zda ptiznaky souviseji s alergii na lepek. Soucasné se provadi tzv. kozni prick testy
a krevni testy, které alergii potvrdi ¢i vyvrati [52]. Zasadni je zjisténi pficiny alergie.
Proto je dulezité, aby jedinec vyloucil ze své stravy vSechny psSeni¢né produkty, které
bude postupné po nekolika dnech opét zarazovat do své stravy a sledovat vznikajici

obtize [50].

Dalsi moznosti je testovani alergie pfimo uzivanim tobolky se zndmymi alergeny.
Zpocatku jsou podavany tobolky s malymi davkami, které se postupné navysuji. Poté

se sleduji ptipadné ptiznaky [50].

V neposledni fadé 1ze provést kozni test, ktery spociva v umisténi kapky extraktu
alergenu na pazi nebo zada, ktera je nasledné Iékafem vpichnuta do kiize [50]. Pouziva
se komercni pSenicny extrakt [53]. Jakékoliv svédeni, zarudnuti nebo otok prokazuje

alergii na pSenici. Tento test neni zcela prikazny a je tieba provést i dalsi testy [50].

Posledni moznosti jsou krevni testy, kterymi 1ze detekovat hladinu protilatek slgG
pro specifické potraviny. Pokud jsou v krvi pfitomny urcité protilatky, znamena to, ze
osoba je alergicka na danou potravinu. Tyto testy se kombinuji s koznimi prick testy

pro potvrzeni vysledkt [54].
3.2.3 Lécba

U lidi trpicich alergii na lepek je dulezité, aby se vyhybali konzumaci lepku

a inhalaci pSenice ¢i jinych obilovin [47].

V piipadé nevédomé expozice a nasledné anafylaktické reakce je nutné podani

adrenalinu v injekci v mnozstvi 0,15 — 0,3 mg, ktery se aplikuje do stehenniho svalu.
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Dlouhodobd 1écba spocCiva v pravidelném podavani antihistaminik nebo

glukokortikoida [55].
3.3 Citlivost na lepek

Citlivost na lepek je charakterizovana stfevnimi a mimostfevnimi piiznaky
souvisejicimi s pozitim potravin obsahujicich lepek u lidi, kteti v§ak netrpi celiakii nebo
alergii na lepek [34]. Jedna se tedy o neceliakalni citlivost na lepek, avSak symptomy
mohou byt totozné jako u celiakie, zatimco klinicky obraz se 1isi [22]. Uzivany jsou
rizné nazvy jako glutenova senzitivita, glutenova intolerance, neceliakalni glutenova
senzitivita, pSeni¢na senzitivita, pSeni¢na intolerance nebo neceliakalni pSenicna

senzitivita [39].

Citlivost na lepek nevede k zanétim tenkého stfeva, naslednému zplost'ovani klka
a zvySené permeabilit¢ sliznic. Nevznikaji ani autoprotilatky proti tkanové
transglutaminaze. Reakci zpusobuje zcela jiny imunitni mechanismus nez u celiakie

a dochazi tedy k reakci ptirozeného imunitniho systému [22].

V posledni dobé se ukazuje, Ze jedinym spoustéCem obtizi nemusi byt lepek.
PSenice a dalsi obiloviny mimo lepku obsahuji 1 dalsi imunogenni proteiny, a to
inhibitory amylaz a trypsinu, nebo aglutininy z pSeni¢nych klicka, které jsou schopny
aktivovat stfevni imunitni systém. FODMAP (Fermentable Oligosacharides,
Disacharides, Monosacharides and Polyols) je zkratka oznalujici fermentabilni
oligosacharidy, disacharidy, monosacharidy a polyoly, které se také nachézeji
v obilnych zrnech a jsou obtizn€ vstrebatelné. Potraviny obsahujici velké mnozstvi
fruktozy, fruktant, laktdzy, galaktant a polyolt jsou zdrojem FODMAP, kam se fadi

1 potraviny obsahujici pSenici, Zito a jeCmen [39].
3.3.1 Priznaky citlivosti na lepek

U citlivosti na lepek se nezadouci pfiznaky objevuji nékolik hodin az dnu
po konzumaci lepku, zatimco a alergie na lepek je to do dvou hodin po konzumaci lepku

[56].

Mezi nejcastéjsi symptomy patii zacpa, prujem, kiece, bolesti bficha, nadymavost,
péaleni zahy a fihani [22, 39]. Mimo jiné lze zafadit symptomy, které se tykaji chovani
a to deprese, zatméni mysli, porucha s deficitem pozornosti a hyperaktivita (ADHD)

nebo jina podobna chovani [22]. Mimostievni obtize postihuji pfedevsim svaly, klouby,
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nervovy systém, kizi Ci sliznice [39]. Zahrnuji ekzém, afty v ustech, poruchy
rovnovahy, pocity na omdleni, unavu, poruchy spanku, chudokrevnost, osteoporoza,

bolesti kloubt a hlavy nebo znecitlivéni v nohou, pazich a prstech [22, 39].
3.3.2 Diagnostika

Diagnostika citlivosti na lepek je komplikovand, jelikoz neexistuje zadny
diagnosticky test, ktery by ji jednozna¢né prokazala [S7]. Nejdiive se vylucuje alergie
na pSenici negativnimi alergologickymi testy, poté se vylouci celiakie specifickym
stanovenim protilatek a histologickym vySetfenim duodena, a nakonec ostatni nemoci

s podobnymi symptomy [39].

Diagnoza je zaloZena na potvrzeni spojitosti mezi konzumaci lepku a projevem
nezadoucich pfiznakd. Stanoveni diagndzy citlivosti na lepek se provadi az
po vylouceni celiakie a alergie na lepek. U jedincu trpicich citlivosti na lepek nedochazi
ke zménam na sliznici tenkého stfeva [58]. Diagndza je potvrzena vylu€ovaci metodou
[56]. Mezi dulezité kroky patii eliminace potravin obsahujici lepek a nasledné
znovuzavedeni do jidelnicku. Na zakladé toho lze pozorovat, zda dochazi ke zhorseni

zdravotniho stavu po opétovné konzumaci lepku [22].

Citlivost na lepek, kterd se projevuje pouze intestinalnimi piiznaky je prakticky
neodlisitelna od funk¢nich gastrointestinalnich symptomu, predevs§im od syndromu

drazdivého tracniku [39].
3.3.3 Lécba

Jedincim s citlivosti na lepek je doporucena nejdiive eliminace lepku z potravy
a nasledné jeho opétovné zavedeni do jidelnicku v omezeném mnozstvi, aby doslo
k nastaveni tolerované hladiny lepku [59]. Dieta musi byt sestavena tak, aby byl dodrzen
vyvazeny pfijem cukrt, tukt, bilkovin, mineralt, vitaminu a vlakniny. Individualné
vytvoreny dietni plan je upfednostiiovan pred striktni bezlepkovou dietou nebo dietou
obsahujici nizka mnozstvi FODMAP. Obé tyto diety 1ze vyzkouset v ramci 4 — 6 tydnu

k eliminaci symptomu [39].

Pokud mé jedinec po potraviné obsahujici lepek mimostfevni ptiznaky nebo
pozitivni protilatky proti nativnimu gliadinu, je na mist€ zavést na zkousku bezlepkovou
dietu. V pfipadé stievnich obtizi podobnych syndromu drazdivého tra¢niku lze

vyzkouset dietu s nizkym obsahem FODMARP [60].
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Pouleve po bezlepkové dieté se doporucuje podle tolerance pomalé pridavani lepku
do stravy. Kazdy jedinec muze byt k lepku odlisné tolerantni, ale nemusi se obavat
kontaminace potravin lepkem, jelikoz tolerance k stopovému mnozstvi je vétSinou

vysoka. To samé plati pro pridavani potravin s nizkym obsahem FODMAP [39].
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4. Bezlepkova dieta

V soucasné dobe je pro jedince citlivé na lepek jedinou ucinnou 1écbou bezlepkova
dieta. Pfesné mnozstvi lepku, ktery je jedinec schopen tolerovat bez projeveni pfiznaku,

je obtizné stanovit. Denni piijem lepku by vSak nem¢l presahnout 10 mg [61].

Potraviny vyrobené z pSenice, jeCmene, zita a ovsa je nutné z jidelni¢ku vynechat
[2]. Mezi tyto potraviny se napiiklad fadi: pecivo, sladké pecivo, suSenky, strouhanka,
tortilly, téstoviny, cerealie, pizza, puding, omacky, dresinky, kavové nahrazky ¢i pivo

[62, 63].

Nékteré potraviny mohou obsahovat skryty lepek ve formé aditiv a konzervantd,
a proto mohou byt rizikové. Do této skupiny patii naptiklad: prasek do peciva, drozdi,
mouckovy cukr, polevy, likéry, sojové omacky, kakao, ofechova masla, dresinky,

koteni, zmrzlina, dzemy, tofu, uzeniny, konzervy nebo mrazena zelenina [62].

Povolené jsou potraviny a suroviny, které jsou oznacené jako bezlepkové. Mezi
piirozené bezlepkové suroviny patfi ryze, soja, kukufice, brambory, amarant, pohanka,
quinoa, jahly, ofechy a lusténiny. Povolené potraviny jsou napiiklad: mléko, ¢aj, kéva,
vino, whisky, rum, tequilla, ocet, ¢erstvé bylinky, ovoce, zelenina, maslo, oleje, maso

aryby [62, 64].

Dulezité je vyhnout se kiizové kontaminaci bezlepkovych potravin nebo surovin
lepkem. Ke kiizové kontaminaci muze dojit v prub&hu vyrobniho procesu, kdy nejsou
od sebe oddéleny linky vyrabé&jici bezlepkové potraviny a potraviny obsahujici lepek.
Ke kontaminaci maze dojit i v ptipadé, kdy neni pouzivano odlisné kuchynské nadobi

pro piipravu bezlepkovych pokrmu [65].

Cilem bezlepkové diety je udrzeni zdravého stavu pomoci vyvazené stravy
vylucujici lepek. Avsak pfisna a nevyvazena bezlepkova dieta muze vést k nedostatku

vitamint B a D, vapniku, zeleza, zinku, hoi¢iku a vlakniny [66].

25



5. Legislativa a oznacovani potravin

Jelikoz je pro jedince citlivé na lepek jedinou moznou 1é¢bou bezlepkova dieta,
je dulezité, aby byly spotfebiteli poskytovany informace o pfitomnosti ¢i neptitomnosti
lepku v potravinach [67]. Kazdy jedinec je schopen tolerovat jiny obsah lepku
v potravinach [63]. Proto bylo v Ceské republice vydano ,nafizeni & 828/2014
o pozadavcich na poskytovani informaci o nepfitomnosti ¢i snizeném obsahu lepku

v potravinach spotfebitelam™ [68].

Potraviny mohou byt oznadeny ,, bez lepku *“ v ptipade€, kdy obsah lepku nepiekroci
limit 20 mg/kg. Pokud obsah lepku v potraving neptekro¢i hranici 100 mg/kg, 1ze pouzit

oznacent ,, velmi nizky obsah lepku* [2, 69].

Oves se doporucuje konzumovat v piipadé€, kdy je oznacen ,, bez lepku*, Cimz
je deklarovana jeho &istota a vyloudena kiizova kontaminace. Cistota je zajisténa
prubéznym stanovovanim obsahu lepku v bezlepkovém ovsu. Tato kontrola probiha

behem péstovani, prepravy, zpracovani a skladovani [69].

Na obalech potravinafskych vyrobkt mize byt uvedeno oznaceni ,, miize obsahovat
lepek . Toto oznaeni se pouziva jako prevence v pripadé€, kdy mohou byt v potraving

ptitomny stopy lepku vzniklé v dusledku kfizové kontaminace [70].

26



6. Poruchy autistického spektra

V posledni dobg je citlivost na lepek spojovana i s poruchami autistického spektra.
Na zakladé této mozné spojitosti byly provedeny rizné studie, jejichz vysledky ale

nejsou dosud zcela jednoznacné.
6.1 Charakteristika

Porucha autistického spektra (PAS) je komplexni vyvojova porucha, ktera zahrnuje
pretrvavajici potize v socidlni interakci, feCi a neverbalni komunikaci, a omezené ¢i

opakujici se chovani, jehoz zavaznost se u kazdého jedince 1isi [71].

PAS je obvykle poprvé diagnostikovana ve veéku mezi 2 — 3 rokem, kdy se projevu;ji
mnoh¢ typické piiznaky. OvSem u nékterych déti se prvni znamky autismu objevi
az v pozd¢jsim détském veku, kdy dochazi ke ztraceni diive ziskanych dovednosti. PAS
je také trikrat az Ctyfikrat Cast€jsi u chlapct nez u divek a mnoho divek s PAS vykazuje
méné zjevné priznaky ve srovnani s chlapci. Pfesto mnoho déti s diagnézou poruchy

autistického spektra zije nezavisly, produktivni a plnohodnotny zivot [71].

Vzhledem ke komplikovanosti poruchy a k riznorodym pfiznakim existuje
pravdépodobné mnoho piicin, avSak zadna neni dosud pfesn€ znama. Prispivat k tomu
muze jak geneticka predispozice, tak i vliv prostiedi. U né€kterych déti maze byt PAS
spojena s genetickou poruchou jako je tomu u Rettova syndromu nebo na zakladé
genetické zmény muze dojit ke zvySenému riziku vyskytu poruchy autistického spektra.
Nékteré geny mohou ovlivnit vyvo] mozku, zpusob jakym mozkové bunky komunikuji
nebo ovlivnit zavaznost symptomd. V soucasné dobé€ je predmétem zkoumani vliv
virové infekce, 1€kt, komplikaci béhem téhotenstvi nebo latek znecist'ujicich prostiedi

na spousténi PAS [72].

Presna pfii¢ina neni znama, ale spojitost vyskytu PAS s gastrointestinalnimi
poruchami byla zjisténa az u 91,4 % piipada a nékteré studie uvadéji miru okolo 50 %.
Prvni pfiznaky autismu se objevuji ve veéku 1 — 3 let, kdy dochézi k prechodu mezi
nestabilnim a stabilnim mikrobiomem (kapitola 5.3) podobnym jako u dospélych. Proto

lze povazovat mikrobiom za potencialni faktor rozvoje PAS [73].

Stanoveni celkového poctu déti s PAS je ponékud obtizné, jelikoz vétsina zemi tyto

statistiky nem4, a navic u spousty déti neni PAS diagnostikovana. V nasledujici tabulce
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(Tab. 1)je uveden pocCet déti s diagnostikovanou PAS na 10 000 déti k roku 2020 [74].
Odhaduje se, Ze na celém svété trpi jedno ze 160 déti poruchou autistického spektra.
Na zékladé epidemiologickych studii provedenych za poslednich padesat let je ziejmé,
Ze pocet déti s PAS stéle celosvétove roste [75].

Tabulka 1: PoCet déti s diagnostikovanou poruchou PAS na 10 000 déti dle jednotlivych
zemi; pfevzato a upraveno z: [74]

Pocet déti s diagnostikovanou

Zemé
poruchou PAS na 10 000 déti

Hongkong 327
Jizni Korea 263
Spojené staty 222
Japonsko 181
Irsko 153
Svycarsko 145
Kanada 106
Dénsko 69
Singapur 67
Estonsko 60
Belgie 60
Finsko o4
Norsko 51
Holandsko 48
Némecko 38
Cina 23
Tchaj-wan 5

Polsko 3

Dosud nebyl uveden presny pocet lidi s PAS v Ceské republice. V roce 2016 bylo
odhadnuto, Ze poruchou autistického spektra trpi az 1 % populace, coz by odpovidalo
pFiblizné poctu 100 000 lidi v Ceské republice [76]. V roce 2019 se odhad zvysil
na 2,5 % populace, tedy zhruba 250 000 lidi trpicich poruchou autistickeho spektra
v Ceské republice [77].
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6.2 Priznaky

Poruchy autistického spektra zahrnuji rizné ptiznaky, jako je napfiklad snizena
schopnost komunikace, potize se socializaci, opakujici se zdjmy, potieba pravidelné
denni rutiny a zvySena reakce na vné&js§i podnéty [73]. Vaznost poruchy a vyskytujici
se symptomy jsou u kazdého Cloveka rozdilné. U tady lidi jsou nekteré dovednosti

opozdéné nebo zcela chybi [76].

Zejména u déti jsou znatelné rozdily v teci, kdy déti nemluvi, maji dobrou slovni
zasobu nebo jsou vyraznéji jazykoveé nadané. Stejné tak je tomu i u intelektu. Jsou déti,
které maji poruchu intelektu, praimémé schopnosti nebo jsou nadprimérné nadané.
Co se tyka socidlniho kontaktu, zde lze pozorovat pasivni pristup déti, fixaci na blizké
osoby, nete¢nost, ale neovladaji a nedodrzuji pravidla socidlniho chovani. VSechny tyto
symptomy se ruzné kombinuji a existuje tak velké mnozstvi variant, proto v podstate

neexistuji dvé déti se stejnymi projevy [76].
6.3 Diagnostika

V¢asna diagnostika a 1éCba je dulezita pro zmirnéni ptiznakt autismu a zlepSeni
kvality zivota lidi s autismem a jejich rodin. Dosud neexistuje zadny Iékarsky test
na autismus. Diagnostika probiha na zaklad€¢ pozorovani, jak dit¢ mluvi a jedna

ve srovnani s ostatnimi détmi ve stejném véku [71].

Existuje univerzalni diagnosticky model skladajici se ze tii fazi, a to faze podezieni,
faze diagnostické a faze postdiagnostické. V prvni fazi podezieni se pouziva
screeningovy test, jehoz pomoci se sleduji typické priznaky, které se nasledné
vyhodnoti. V diagnostické fazi se provadéji dalsi podrobnéjsi psychologicka vysetieni
dulezita pro urCeni spravné diagnozy. V posledni fazi postdiagnostické je jedinec

seznamen s aktualnim stavem poruchy [76].

Nejcasteji pouzivanymi nastroji pro diagnostiku PAS jsou dva screeningové testy:
Autism Diagnostic Interview — Revised (ADI-R) a Autism Diagnostic Observation
Schedule (ADOS). ADI-R je strukturovany rozhovor, ktery je dulezity pro zjisténi
informaci o vyvoji ditéte, osvojeni a ztratach jazykovych dovednosti, komunikaci,
socialnim rozvoji, zajmech a chovani [78]. Pomoci testu ADOS se sleduje chovani
a komunikace pacienta a jeho reakce na jednani jiného [76]. Screeningovych testu vSak

existuje celd fada. Témito testy 1ze kvantifikovat zavaznost PAS [78].
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6.4 Formy poruch autistického spektra

6.4.1 Détsky autismus

Mezi typické znaky se tadi snizend reakce na emoce druhych lidi, poruchy
socialniho a emoéniho chovani & averze viiéi zménam v b&zném zivots. Casto je détsky
autismus doprovazen abnormalnim az bizarnim chovanim. Mira z&vaznosti poruchy
se odviji v rozmezi od mirnych symptomu az po vétsi pocet zavaznéjSich symptomda.
Vsechny tyto pfiznaky se s vékem méni, pfesto je mozné autismus diagnostikovat

v kazdém véku [76].

V obdobi tretiho az patého roku zivota jsou pfiznaky détského autismu projeveny
nejvyrazngji. Po nastupu do Skoly lze pozorovat odlisnosti mezi vztahem k cizim lidem
a k rodi¢im. Nekdy u déti s méné zavaznou poruchou muze dojit béhem Skolni
dochazky ke zlepSeni komunika¢nich a socidlnich dovednosti. V dospélosti stale
pretrvavaji problémy se socialni komunikaci i u jedincti s méné zavaznou poruchou

[79].
6.4.2 Atypicky autismus

Atypicky autismus se projevuje urCitymi ptiznaky autismu, ale nesplfiuje vSechna
kritéria pro diagnostiku détského autismu. Proto je atypicky autismus mnohdy Spatné
diagnostikovan [80]. Mezi kritéria patfi jiz vySe zminéné kvalitativni naruseni socialni
interakce, komunikace a omezené, opakujici se stereotypni zpusoby chovani, zajmu
a aktivit. AvSak s fadou specifickych emocionalnich, socialnich symptomi a symptomu
tykajicich se chovani se shoduji s détskym autismem. Typickymi piiznaky v této
kategorii je neobvykld precitlivélost na nekteré vnéj$i podnéty nebo problémy
s navazovanim vtahl s vrstevniky, ale socialni dovednosti nebyvaji tolik narusené, jako

je tomu u détského autismu [76].
6.4.3 Aspergeruv syndrom

Aspergertuv syndrom je pervazivni vyvojova porucha. Tato porucha se krome
problému s predstavivosti vyznacuje narusenou socialni komunikaci, socialni interakci
a flexibilitou mysleni. Mezi viditelné nedostatky se rfadi omezena schopnost zapojit
se do vzajemné socialni interakce a opakujici se specifické zajmy [81]. Nevykazuje
opozdéni fe€i ani opozdeéni kognitivniho vyvoje, ale projevuje se specifickymi
poruchami v ur€itych oblastech a tim se 1isi od détského autismu [82]. U jedincu
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s Aspergerovym syndromem se intelekt pohybuje v normé, av§ak neni podminkou, ze

v dospélosti povedou pln€ samostatny zivot [76].

Klinické projevy jsou velmi riznorod¢ a lisi se v kazdé vekové kategorii, a proto je
diagnostika velice obtizna. Aspergeruv syndrom je vétSinou diagnostikovan u déti
predskolniho veku, ale v nékterych ptipadech dokonce az v dospélosti. Tato pozdni

diagnéza mé vyznamny dopad na psychiku a kvalitu zivota jedince [82].
6.4.4 Détska dezintegracni porucha

K néstupu détské dezintegracni poruse dochazi z pravidla mezi druhym az desatym
rokem a nasledné dochézi ke ztraté jiz ziskanych dovednosti. Do doby, nez dojde
ke ztrat€ dovednosti je dité schopno mluvit v kratkych vétach, gestikulovat, interagovat
s okolim a sdilet pozornost [76]. Typickymi ptiznaky jsou neschopnost rozvijet
vzajemné vztahy nebo zahajit a udrzovat konverzaci s ostatnimi lidmi [83]. Poté muze

dojit k naslednému zlepSeni téchto dovednosti, ale neni to vzdy pravidlem [76].

Rozdil mezi détskou dezintegracni poruchou a détskym autismem je v tom, ze
dezintegra¢ni porucha ma pozd¢€jsi nastup piiznakl a ztrata jiz osvojenych dovednosti
je rychlejsi a vice znatelna. Hranice mezi autismem a dezintegratni poruchou ale neni

zcela jednoznacna [76].
6.4.5 Rettuv syndrom

Rettiv syndrom je zavazna vyvojova porucha mozku postihujici 1 z 10 000 Zen.
Je zpisoben mutaci genu nachazejiciho se na dlouhém raménku chromozomu X. Vyvoj
ditéte je priblizn€ do osmnéctého mésice véku normélni. Poté nasleduje astecna nebo
uplna ztrata jemné motoriky rukou a feCi dale pak porucha obratnosti pii chuzi
a stereotypni pohyby rukou. Mezi dal§i Casté ptiznaky patfi dechova nepravidelnost,

skfipani zubt, zpomaleni rustu, skolidéza a nezajem o socialni kontakt [84].

Retttiv syndrom se objevuje pouze u divek. U chlapct tato mutace genu zpusobuje
globélni dysfunkci mozku, ktera vede k umrti plodu nebo novorozence. Na zaklade¢
riznorodych symptomu a jejich zavaznosti je definovano né€kolik variant od mirnéjSich
az po velmi tézké. Divky, které spliuji vSechna diagnosticka kritéria, trpi klasickym
Rettovym syndromem, zatimco ostatnim divkam majicim jen Cast symptomu

je diagnostikovan atypicky Rettiv syndrom, ktery je jeho mirng€jsi formou [76].
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6.5 Lécba

Prestoze neni dosud mozno autismus vylécit, 1ze alespoti potladit pfiznaky v€asnou
diagnostikou a podpurnymi prostfedky. Ty zahrnuji intenzivni budovani dovednosti, ale

také logopedickou a jazykovou terapii ¢i ergoterapii [71].

Nekteré déti a dospeli s PAS mohou trpét v urcitém obdobi Zivota i psychickymi
obtizemi, jako je uzkost, ADHD nebo deprese. Tyto obtize lze 1éCit ¢i potlalit
prislusnymi l1éky. V soucasné dob¢ vsak neexistuje zadny 1€k, ktery by 1é€il hlavni rysy

PAS [71].

Aplikovani doplitkové a alternativni 1é¢by je u déti s autismem bézné a spada do ni
specialni vyzivové dopliky a diety [71]. Nekteré studie prokazaly u déti s autismem
zvy§ené vyluCovani peptidu ziskanych z nékterych bilkovin v mléce a pSenici. Dale
dospely k zaveéru, ze autistické déti, které dodrzuji bezlepkovou a bezkaseinovou dietu
se béhem jednoho roku vyvijely vyrazné Iépe nez ostatni déti, které tuto dietu

nedodrzovaly [85, 86, 87].
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7. Spojitost autismu s lepkem

7.1 Gastrointestinalni problémy

Je zndmo nékolik moznych pficin vzniku PAS, mezi které patii genetické faktory,

autoimunita, metabolické poruchy nebo vliv prostredi, ale také stravy [88].

Identifikace gastrointestinalnich problému souvisejicich s PAS je velice slozita.
U kazdého autistického pacienta se mohou lisit, coz je piekazkou pro urCeni
univerzalnich diagnostickych metod a 1é¢ebnych postupti. 9 — 91 % pacientd s PAS
muze trpét riznymi gastrointestinalnimi problémy, které souviseji se zavaznosti PAS
[89]. Mezi Casté travici obtize patii zacpa a prijem ¢asto doprovazené bolestmi bficha,
zvracenim Ci jicnovym refluxem, coz mize vést k neobvyklému chovani, §patnému

drzeni téla €1 odmitani urcitych potravin [90].

Pfiznaky travicich obtizi a odliSného chovani pii stravovani mohou souviset
se zmeénami zazivani a metabolickymi funkcemi stfevni mikrobioty. Jednou z hlavnich
funkci zdravého mikrobiomu je rozklad polysacharida ziskanych z rostlin a dalSich
nestravitelnych bioaktivnich latek [89]. Odmitani konzumace urcité potraviny
za UCelem vyvarovat se bolesti bficha je jednim ze znaku travicich obtizi u déti, které
nejsou schopny svij problém popsat [89, 91]. Odlisné mikrobialni slozeni stfevni
mikroflory u déti s PAS, které také muze podpofit strava, muze vést k bolestem bficha,

ale také k zanétlivym procesiim, oxidacnimu stresu nebo nadymani [89, 92].

Az 90 % déti s autismem vykazuje odli§né chovani pfi stravovani [89]. Jsou Casto
vybiravé a jejich strava je obvykle omezena na velmi uzky okruh potravin v zavislosti
na jejich struktufe a vzhledu. Tyto déti preferuji Skrobova, mastna, zpracovana jidla
a jednoduché sacharidy pred ovocem, zeleninou a bilkovinami nachazejicich se v mase,
rybach a vejcich [93]. Déti s PAS vykazuji extrémni citlivost na jednotlivé ziviny
a jejich chovani se odviji od konzumace urcitého pokrmu. Toto spojeni u zdravych déti
neni tak ziejmé jako u déti s autismem, které jsou nachylng&jsi k mikrobialnim u€inkiim
a uCinkiim metabolitd. Nealergicka nesnasenlivost lepku se projevuje hyperaktivitou,
agresi, letargii ¢i ospalosti. Kravské mléko hydrolyzované na kasomorfiny s opioidnim
ucinkem na nervovy systém vyvolava obdobné chovani jako lepek. Proto nekdy
vylouceni potravin obsahujici lepek a kasein ze stravy u téchto déti mize pomoci

zmirnit vyse uvedené priznaky [89, 94].
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7.2 ZvySena propustnost stieva

Hlavni funkci stifevni sliznice je zabranit vstupu mikroorganismu a nékterych
molekul pres epitelialni vrstvu sliznice, a naopak umoziuje absorpci zivin. Sekrece
mucinu, imunoglobulinu A a antimikrobialnich peptidi chrani vng&jsi vrstvu stfevni
sliznice, zatimco uvnitf sliznice se nachazeji buriky imunitniho systému. Sliznice mé
vlastnosti imunitniho systému, fyzikalni i biochemické, které umoziuji tok latek
ptes paracelularni drahy, které zprostfedkovavaji transport latek pfes mezibunéény

prostor [95].

Propustnost stieva pro malé molekuly rozpustné ve vode je umoznéna diky t€snym
spojum, které se oteviraji a uzaviraji v souvislosti reakce na podnéty jako je strava,
humoralni nebo neuronalni signalizace [95]. Té€sné spoje (Obr. 8) tvoii komplex o vice
nez padesati proteinech, z nichz transmembranové proteiny, zejména claudiny
a zonulin, jsou dulezité pro regulaci selektivni propustnosti zavisejici na naboji
a velikosti molekuly [95, 96]. Tato propustnost byva vlivem patologickych stavi Casto
naru$ena. Pfi autoimunitnich onemocnénich ¢i pii expozici stieva nekterym bakteriim
¢i lepku se zvysuje produkce zonulinu, coz ma za nasledek dysfunkci tésnych spoju
[95]. Rozvolnénim téchto tésnych spoju (Obr. 9) mezi epitelialnimi butikami stfevni
sliznice dochazi k deregulovanému toku iontl, metaboliti a mikrobti do krevniho
ob&hu. ZvySena propustnost mize nasledn€ vést k trvalému zanétu gastrointestinalniho

traktu a aktivaci imunitnich reakci vlivem metaboliti a mikrobu [96].
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, . Prdfez sliznici tenkého stieva
Tesne spoje

Ochranné vrstva hlenu

Apikélni strana - kartacovy lem

Bazolateralni strana

Obrazek 8: Schématické znazornéni tésného spoje; prevzato a upraveno z: [97]

Lepek

Mikroorganismy

Toxiny

Rozvoluéué
Tésné spojeni tésné spoje

Buriky stfevni slizmce

Krevni obéh

Obrazek 9: Princip rozvolnéni tésnych spojl; pfevzato a upraveno z: [98]

Esnafoglu (2017) publikoval studii, ktera byla zaloZena na stanoveni sérové hladiny
zonulinu u pacient(l s PAS bylo dokazéano, Ze zvy$ena hladina tohoto proteinu souvisi

svyvojem symptoml PAS. Hladiny zonulinu v séru byly stanoveny u 32 pacientl s PAS
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a 33 zdravych jedinct a zavaznost symptomu PAS byla hodnocena dle skaly hodnoceni
pouzivané pro détsky autismus. Vysledek ukézal, ze hladina zonulinu v séru byla
u pacientt s PAS vyrazné€ vys$si nez u zdravych jedinct. Pii hodnoceni spojitosti vyskytu

symptomu autismu s hladinou zonulinu byl zji§tén vzajemny vztah [99].
7.3 Stfevni mikrobiota

Mikrobiota je definovana jako soubor mikrobu v¢etné bakterii, virt a hub. Biliony
mikrobtt a 500 — 1000 druhti mikroorganismu jsou pfirozenymi obyvateli naSeho
gastrointestinalniho traktu [100]. Stfevni mikrobiota symbioticky interaguje s riznymi
organovymi systémy naSeho té€la a podili se také na mnoha dulezitych biologickych
a metabolickych funkcich od syntézy a metabolismu zivin, hormond a vitaminu
az po odbouravani 1é¢iv a toxint a od pfisunu nedostupné energie pro hostitele ziskané
z potravy az po modulaci mozkové aktivity a chovani vedouci v ose stievo — mozek

[100, 101].

Stfevni mikrobiota je také jednim z faktort ovliviiujici propustnost stievni sliznice
jelikoz reguluje funkci stievni sliznice zménou propustnosti a distribuce proteint
tésnym spojenim [101]. Tato normalni interakce mize byt naruSena fadou udalosti, jako
jsou infekce, gastrointestinalni onemocnéni, zmény ve stravovani, neurologické
poruchy a stres. NeruSeni norméalniho stavu stfevni mikroflory pfispiva k mnoha
gastrointestinalnim staviim, jako je zanétlivé onemocnéni stiev a jina gastrointestinalni
onemocnéni, mezi néz patii i zvySena propustnost stieva [100]. Podle jedné studie byla
abnormalni propustnost stfeva zjisténa u 36,7 % pacientd s PAS, zatimco v pfipadé

zdravych déti jenu 4,8 % [102].

Stievni mikrobiota déti s PAS (Tab. 2) je odlisnd a mén¢€ rozmanita od mikrobioty
zdravych déti [100, 102]. Mnozstvi nekterych bakterii ve stieve je vyrazn€ snizeno
nebo zvySeno v porovnani se zdravym mikrobiomem. VyS$8i vyskyt bakterii rodu
Clostridium a Desulfovibrio a snizeny pomér mezi bakterialnimi kmeny Bacteriodetes

a Firmicutes maji vliv na miru zdvaznosti PAS [100].
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Tabulka 2: Zména zastoupeni nékterych kmen( a rod(l mikroorganism(i ve stfevé u
déti s PAS vici zdravym détem; prevzato a upraveno z: [103]

Zastoupeni u déti s PAS v{ci
Kmen Rod o
zdravym détem

Bacteroidetes

-

Prevotella
Firmicutes

Enterococcus

Lactobacillus

Lactococcus

Streptococcus

Staphylococcus

Coprococcus

R e e e e T T = T = T =

Ruminococcus

Clostridium

-

Actinobacteria

=

Bifidobacterium

Proteobacteria

-

Sutterella

-

Desulfovibrio 0

7.4 Opioidni peptidy a jejich interakce v CNS

Podle hypotézy zaméfujici se na prebytek opioidd se vyvoj autismu vyviji
na zékladé genetické predispozice a brzké expozice stresovému prostredi, které vedou
k funk&nim zménam stfeva, sniZzené proteolytické aktivité stfeva, zvySené propustnosti
stfevni sliznice, nizké hladiné mikrobiot a zvySené propustnosti hematoencefalické
bariéry [88].

Hlavni funkci opioidniho systému je kontrola a nasledna ztrata vnimani bolesti

vvvvvv

opioidni receptory a enzymy peptidazy, které degradaci peptid(l ovliviiuji koncentraci
aktivnich opioidd v lidském téle. Autistické déti a v nékterych pripadech ijejich matky
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vykazuji zvy$ené hladiny opioidnich peptidl v séru, moci, burikach imunitniho systému
a mozkomisnim moku [88].

U jedinc s PAS dochazi k netplnému $tépeni peptid( zejména lepku a kaseinu
na aminokyseliny, coZ vede ke vzniku gluteomorfind (Obr. 10) a kasomorfin(l (Obr. 11),

které maji podobny peptidovy Fetézec jako opiaty [92, 104, 105].

Obrézek 10: Struktura gluteomorfinu (ghadorfin); prevzato a upraveno z: [106]

Obrézek 11: Struktura kasomorfinu (P-kasomorfin-7); prevzato z: [107]
P-kasomorfin-7 reaguje s p-opioidnim receptorem a dale je degradovan
dipeptidylpeptidazou IV (Obr. 12) [105]. Biologicka role opioidu P-kasomorfin-7
je nejasnd, ale dle dilkaz(i mohou tyto peptidy ovliviiovat gastrointestinalni, nervovy

a imunitni systém. Konzumace kravského mléka obsahujici P-kasomorfin-7 miize tedy
v ramci imunitni odpovédi vyvolat zanét stiev [88].

Obrézek 12: Struktura dipeptidylpeptidazy IV; pfevzato z: [108]
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Jak je uvedeno wvySe, biologicka aktivita P-kasomorfinu-7 zavisi na aktivité
dipeptidylpeptiddzy 1IV. Tento enzym St€pi peptidy, jako je P-kasomorfin-7
a gluteomorfin [105], za vzniku di- a tri- peptidi, které pak mohou byt transportovany
stfevni sliznici. Degradace téchto peptidi pomoci enzymu dipeptidylpeptidazy IV mize
vést k desaktivaci jejich opioidnich schopnosti. Pfitomnost téchto opioidu v krvi, moci
a mozkomisnim moku u pacientt s PAS je spojena s defektnim enzymem

dipeptidylpeptidazy IV [88, 109].

Zvysena propustnost stfevniho epitelu pro strdvené potravinové bilkoviny
a pritomnost defektniho enzymu dipeptidylpeptidazy IV muze vést k cirkulaci
biologicky aktivnich peptidii krevnim feCistém a nasledn€ se opioidni peptidy mohou
dostat pfes hematoencefalickou bariéru az do centralniho nervového systému (Obr. 13)
[88, 90, 92]. To muze nasledné zpusobit fadu neuropsychiatrickych ptiznaka projevujici
se zmeénou chovani ditéte, kterému se kratce po konzumaci potravy obsahujici lepek
nebo kasein zhorsi autistické symptomy [88, 90]. Tyto symptomy jsou podobné jako
u vlivu opioidd, jako je nespoleCenskost a svéhlavé chovani, nepfiznivé ucCinky

na pozornost, socialni interakci a uceni déti [92, 110].
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Krok 3: Opioidni peptidy putuji
do mozku, kde ovliviiuji jeho
VyVvoj, pozornost, schopnost
uceni se a kognitivni funkce

Krok 2: Opioidni peptidy
vstupuji do krve diky
zvysene propustnosti stfeva

Oploich peplic

Mléko

Krok 1: Lepek a kasem jsou
roz3tépeny na opioidni
peptidy

Obrazek 13: Teorie mechanismu plsobeni opioidnich peptidli na CNS; prevzato
a upraveno z: [111]

7.5 Bezlepkova a bezkaseinova dieta u pacient( s poruchami

autistického spektra

Jak bylo jiz uvedeno, bezlepkové a bezkaseinova (GFCF) dieta vyluCuje ze stravy
dva proteiny: kasein, ktery se nachazi v mléce a mlécnych vyrobcich, a lepek, ktery
je obsazen v pSenici, jeCmeni, Zitu a ovsu. GFCF dieta se vyuZziva ke zmirnéni nékterych
priznakl a gastrointestinalnich problémi jako je nadymani a prljem, které mohou
ovlivnit chovani autistickych déti a CasteCné zlepSit néktere autistické pfiznaky [112].
Predpoklady, které podporuji zavedeni GFCF diety u déti s PAS jsou jiZz vySe zminény
[110].

Na druhé strané, bezlepkova strava u zdravych jedincd ma za nasledek sniZeni

mnoZstvi prospésnych stievnich bakterii, zvyseni podminénych patogen( a potlaceni
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imunitniho systému, coz mize vést ke zmirnéni zanétu, ale mize také dojit ke snizeni
obrannych a regula¢nich mechanismu proti patogenim a chronickym zanétim. Z toho
plyne, ze GFCF dieta mize mit i Skodlivé GCinky na sloZzeni stfevni mikrobioty, ktera

je dulezita pro odolnost a stabilitu stfevniho ekosystému [92].

GFCF dieta muze také zhorsit jiz narusenou stfevni mikrofloru u jedinct s PAS,
kdy dojde ke snizeni pocCtu prosp€S$nych bakterii a naopak k nartstu podminéné
patogennich bakterii. Navic pfi této diet€ hrozi snizeny piijem vlakniny vzhledem
k vylouCeni obilnych produkti a nasledny vznik zacpy. Dale bylo prokazano,
ze s vlivem této diety je spojovano ztenCeni kostni kury na zakladé vynechani kaseinu
ze stravy a nedostatek esencidlnich aminokyselin [92]. Tyto poznatky vedou k tomu,
ze GFCF dieta nemusi mit za nésledek jen nedostatek bilkovin ve vyziv€ a omezeny
rast kosti, ale také to, ze vlivem nedostatku nékterych esencialnich aminokyselin,
pod které spadaji prekurzory transmitert tyrosin a tryptofan, maze dojit k ovlivnéni

signalizaci mezi nervovymi buitkami v mozku a ke zménam chovéni [92, 113].

Prestoze byla provedeno nékolik studii zamétenych na vztah mezi dietetickym
omezenim a PAS, neni zavér zcela jednoznaény [114]. Ghalichi (2016) ve své studii
zkoumal vliv GFCF diety na zmirnéni gastrointestinalnich symptomu a typické chovani
déti trpicich PAS. Skupina o 80 détech s diagnostikovanou PAS byla rozd€lena
na 40 déti, které dodrzovaly GFCF dietu a dalSich 40 déti, které se stravovaly normalné
po dobu Sesti tydni. Na zaCatku a na konci byl vyplnén dotaznik hodnotici
gastrointestinalni symptomy a psychometrické vlastnosti. Z 80 déti mélo 53,9 %
gastrointestinalni obtize. Vysledek studie ukézal, ze ve skupiné déti dodrzujici GFCF
dietu se Cetnost gastrointestinalnich symptomu vyznamné snizila ze 40,57 % na 17,10 %
au druhé skupiny déti doslo k malému zhorSeni. GFCF dieta méla za nasledek 1 snizeni
poruch chovani z 80,03 % + 14,07 % na 75,82 % =+ 15,37 %, zatimco u druhé skupiny
déti doslo opét k mirnému zhorseni. Tato studie ukazuje, ze GFCF dieta mtze byt ucinna

pii potlacovani gastrointestinalnich symptomui a chovani u déti s PAS [115].

Hyman (2016) provedl studii, ve které hodnotil u€innost GFCF diety u déti s PAS.
Ctrnact déti ve véku 3 — 5 let dodrzovalo GFCF dietu po dobu 4 — 6 tydnd a poté byl
proveden kontrolni pokus s placebem, ktery trval dalSich 6 tydnt. V prabéhu vyzkumu
byly détem podavany potraviny s obsahem lepku, kaseinu, lepku a kaseinu nebo

placebem. V tomto piipadé¢ vSak dieta nemela statisticky vyznamné ulinky na
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tfyziologické funkce, na problematické chovani ani na pfiznaky autismu. Prestoze se
tohoto vyzkumu zi¢astnilo jen malo déti, studie neposkytuje dukazy, které by podpofily

vyuziti GFCF diety v ramci 1écby déti s PAS [116].

Pti GFCF dieté dochazi k odstranéni dvou toxinu gluteomorfint a kasomorfing, ale
k vyléCeni stieva a zlepSeni stfevni mikrobioty nikoli. Tato dieta by meéla byt
doporuCovana pouze t€ém jedincim s PAS, kterym je diagnostikovana alergie nebo

nesnasenlivost nékterych slozek, které diky této dieté budou ze stravy vylouceny [92].
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8. Metody stanoveni lepku

V soucasné dobé& je k dispozici n€kolik metod slouzicich k detekci lepkovych
proteini — gliadinu a gluteninu ¢i peptida. Mezi nejvice vyuzivané metody se fadi
imunochemické metody, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii, polymerazové tet€zova reakce
a biosenzory. Cilem vSech metod je kvantifikovat celkovy obsah lepku piitomny
v potravinach, aby bylo mozné produkty oznacovat jako bezlepkové za ucelem ochrany
spotfebiteltt citlivych na lepek pfed jeho expozici. Tyto metody se vyuzivaji

v potravinaiském prumyslu [117].

Pozadavky na spolehlivost analytické metody pro kvantifikaci lepku v potravinach
jsou dostateCna citlivost, specifi¢nost, reprodukovatelnost a validace, jelikoz detekce
lepku v tepeln€¢ upravenych nebo extrudovanych produktech jako je chléb nebo
téstoviny, ¢i ve vyrobcich obsahujicich ¢aste¢n€ hydrolyzovany lepek je obzvlasté

naroc¢na [118].

Prvnim krokem je co nejdokonalejsi extrakce lepkového proteinu z potravinové
matrice. Samotna analyza musi byt piesnd a kalibrovana proti vhodnému
reprezentativnimu referenénimu proteinu. VétSina metod je zaloZena na kvantifikaci
rozpusténé prolaminové frakce lepku v alkoholu. Frakce glutelinu, ktera je nerozpustna
v alkoholu, neni Casto podstatna, protoze lepek je tvofen z 50 % prolaminem.
Po vynésobeni stanoveného obsahu prolaminu faktorem 2 se ziské celkovy obsah lepku.

Pracujeme s predpokladem, ze pomér prolaminu a glutelinu je 1:1 [118].
8.1 Imunochemické metody — ELISA

Imunochemické metody jsou nejCastéji vyuzivane, jelikoz jsou velice citlivé
k detekci lepku na urovni mg/kg. Vysledek poskytuji relativné rychle, coz umoziuje
vyrobctim potravin kontrolovat vyrobky pfimo na misté a jedna se tedy o rutinni metody

[124, 155]. Testy ELISA se pouzivaji pro kvantitativni méteni [117].

Imunochemické testy vyuzivaji specifickou protilatku (imunoglobulin) k detekci
antigenu, coz je latka, ktera je stanovovana. V naSem pfipadé se jedna o lepek,

respektive o jeho slozky prolamin a glutelin [118].
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ELISA testy jsou zaloZeny na detekCnich protilatkéch, které jsou znaceny
enzymem, jako je napfiklad kifenova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza a dochazi
k vytvoreni barevného chemiluminiscenéniho nebo fluorescenéniho produktu, ktery Ize
dale méfit. Pro analyzu lepku lIze pouZit dva principy metody ELISA: sendviCova a
kompetitivni [119].

Sendvicova ELISA metoda (Obr. 14) je nejCastéji vyuzivana k detekci
potravinovych alergen tedy i lepku [119]. Princip této metody spociva v tom, Ze povrch
jamky v mikrotitracni polystyrenové desticce je potazen znamym mnoZstvim zachytné
protilatky a nespecificka mista na povrchu jsou blokovéna [118, 120]. Poté se prida
vzorek obsahujici antigen a vytvofi se komplex antigen - protildtka. Promytim
se odstrani prebytek antigenu a pfida se detek¢ni protilatka znaCena indikatorovym
enzymem, ktera se navaze na druhé vazebné misto antigenu. Antigen je tedy vlozZen
mezi zé&chytnou protilatku a detek¢ni protilatku. Nenavazané detekCni protilatky
se vymyvaji a nasledné se prida enzymaticky substrét, ktery se transformuje na barevny
produkt, jehoZ absorbance je vyhodnocovana ¢teCkou destiCek. Namérena absorbance
je pfimo umérna koncentraci antigenu v extraktu vzorku, ktery lze vypocitat z kalibracni
kfivky glutenového referencniho proteinu. JelikoZz antigen musi mit dvé prostorové
oddélena vazebna mista (epitopy) pro zachytnou a detekcni protilatku je sendvicova
ELISA metoda vhodna pouze pro vétsi antigeny, j akojsou neporusené lepkové proteiny
[118]. Proto tato metoda neni vhodna pro kvantifikaci lepku v hydrolyzovanych
vzorcich (pivu, kvaskovych produktech nebo sladovych vytaZzcich), protoZe proteinové

fragmenty obsahuji vétSinou jen jedno vazebné misto [118, 119].

| Zachytna protilatka Q Analyt/Antigen Konjugovana detek¢ni protilatka

Obrézek 14: Schématické znézornéni sendvicové ELISA metody; prevzato z: [121]

Kompetitivni ELISA metodu (Obr. 15) lze pouzit jak k detekci neporusenych
proteind, tak i menSich antigen( (glutenovych peptidd), jelikoZ vyZzaduje jen jedno

vazebné misto. Znamé mnoZstvi antigenu je imobilizovano na povrchu jamky
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mikrotitraCni destiCky. Do jamky se pfida souCasné vzorek obsahujici antigen
a omezené konstantni mnozstvi protilatky znaCené enzymem. Béhem inkubace soutéZi
imobilizované a volné antigeny o vazebnd mista protilatek. Nasledné se promytim
odstrani nenavézane protilatky, antigeny a komplexy antigen - protilatka. Po pFidani
enzymatického substratu se vytvori barevny produkt. V tomto pfipadé je zméfena
absorbance nepfimo Umeérnd koncentraci antigenu v extraktu vzorku. K vypoctu
koncentrace antigenu v extraktu vzorku se opét pouZije kalibracni kfivka glutenoveého

peptidu nebo smési peptidd [118].

Obrézek 15: Schématické zndzornéni kompetitivni ELISA metody; pfevzato z: [121]

8.2 Elektroforéza v polyakrylamidovem gelu a western blotting

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a western blotting mlze byt vyuZita
k potvrzeni pfitomnosti lepku v potravinach napfiklad strouhance, pudingu, pecivu nebo
téstovindch [122, 123]. Tato technika vSak neni dostatecné citliva k detekci stopovych
mnozstvi lepku v potravinach, aje i Casové naro€na, tudiZz se nepouziva jako rutinni
metoda [122]. Tato metoda se pouZiva spise za Ucelem charakterizace proteind p3enice,
jeCmene azita [122, 124].

Elektroforéza zahrnuje separaci makromolekul v elektrickém poli [125].
Pro charakterizaci prolaminovych frakci na zékladé jejich mobility se Siroce vyuZiva
jednorozmérna (SDS - PAGE) a dvourozmérna gelova elektroforéza (2D - ELFO)
[126].

SDS - PAGE (Obr. 16)je zaloZena na déleni bilkovin podle molekulové hmotnosti
aje Siroce pouzivana pro kvalitativni stanoveni vSech obilnych bilkovin [127]. SDS
neboli dodecylsulfat sodny je aniontovy detergent, zajiStujici separaci podle
molekulové hmotnosti. Zkratka PAGE predstavuje elektroforézu v polyakrylamidovém
gelu, ktery je nosnym mediem se sitovitou strukturu [125, 128]. Denaturovana
proteinova smés je pfidana do polyakrylamidového gelu za pfitomnosti aplikovaného
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elektrického pole a proteiny, které maji nyni z&porny néboj, se pohybuji smérem
k anodé [128]. VeétSi molekuly se gelem pohybuji pomaleji nez mensi molekuly
a dochazi tak k jejich separaci [125]. Po separaci jsou jednotlivé proteiny vizualizovany
vhodnym barvenim, napf. Coomassie Brilliant Blue, coZ je modré barvivo, které
se navaze na separovane proteiny a vytvori se modré pruhy, které Ize snadno vizualné
vyhodnotit [128]. Relativni migracni vzdalenost proteinu v gelu je nepfimo Umérna
logaritmu molekulové hmotnosti stanovovaného proteinu, ktera je vyjadfena
v Daltonech (Da) [125].

200,000

Vzorek
Jamky 116,250
v gelu 97.400
66,200
Smer 45,000
migrace 31,000

21,500
14,400

Neznamy
standardu protein

Obrézek 16: Schématické znazornéni elektroforézy SDS - PAGE; pfevzato z: [129]

Kvalitativni stanoveni proteind pomoci SDS - PAGE je dale vylepseno spojenim
sizoelektrickou fokusaci (IEF), ¢imZ se vytvofi dvourozmérny systém, ktery je na sebe
kolmy a lze tak stanovit vy$si pocet protein( [126]. Princip této metody spociva v tom,
Ze separace proteinl v jednom sméru probiha pomoci IEF, ktera separuje proteiny podle
jejich izoelektrického bodu a v druhém sméru pomoci SDS - PAGE [130].
Tato technika oviem neni dostatecné citliva na detekci nizkého obsahu lepku, proto
doSlo ke spojeni technik SDS - PAGE awestern blotting. Tato technika western blotting

umozniuje kvalitativni nebo semikvantitativni analyzu téchto protein( [126].
8.3 Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

Vyhodou kapalinové chromatografie spojené s hmotnosti spektrometrii je, Ze lze
detekovat lepek ve zpracovanych potravinach, napfiklad suSenkéch, peCivu, pivu,
téstovinach, népojich ¢i snidafiovych ceredliich [131, 132]. Lze také na zékladé

pritomnych standard( ve vzorku stanovit, zda se jedna o lepek pSenicny, Zitny, ovesny
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¢ijecny. Tato metoda je velice citliva a lze stanovit obsah lepku na tirovni 0,5 — 5 mg/kg

[131].

Pred samotnym stanovenim je nutné izolovat prolaminy z matrice vzorku pouzitim
hexanu pro odstranéni tuk(i a redukCnich a denaturacnich Cinidel. Nasledné

je provedeno §tépni prolaminu enzymy trypsin a chymotrypsin [132].

Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC — MS)
je analyticka technika, ktera je zalozena na ionizaci jednotlivych slozek smési, nasledné

separaci na zakladé jejich poméru hmotnost/naboj (m/z) a detekci iontd molekul [133].

Stanoveni proteini pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni
fazi a gelové permealni chromatografie s UV detekci se ukazaly jako nedostatecné
pro detekci stopovych mnozstvi lepku v potravinovych matricich z divodu nizké
selektivity a citlivosti. Proto byly za GCelem vylepSeni analyzy prolamint zavedeny
nové metody, které kombinuji chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Pro dosazeni
vyssi citlivosti je MS cCasto nahrazovana tandemovou hmotnostni spektrometrii

(MS/MS) [126].

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC — MS/MS)
kombinuje separacni principy kapalinové chromatografie s vysoce citlivym
a selektivnim hmotnostnim spektrometrem pro kvantifikaci. Po separaci kapalinovou
chromatografii prechazi vzorek do hmotnostniho spektrometru, ktery obsahuje zdroj
ionizace. Kapalny vzorek je rozpraSovan, desolvatovan a ionizovan za vzniku nabitych
Castic. NejCastéji vyuzivanym analyzatorem pro tyto aplikace je trojity kvadrupdl

[133, 134].
8.4 Polymerazova retézova reakce

Pro detekci lepku byla uvedena metoda zalozena na DNA a to polymerdzova
fetézova reakce (PCR). PCR je technika, kterd vytvari velké mnozstvi kopii
specifického segmentu DNA pomoci DNA polymerazy syntetizujici nové fetézce DNA,

jenz lze dale analyzovat [ 126, 135].

Pii detekci lepku je cilovou DNA jakakoliv specifickd slozka obilovin, ktera
obsahuje lepek [126]. PCR se vyuziva pro detekci lepku v potravinach, ale je vSak

nevhodné pro detekci lepku v hydrolyzovanych vzorcich jako je pivo, sirupy nebo
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sladové extrakty kv(li vysoké degradaci DNA, kterd pak znemoZiiuje stanoveni vztahu
mezi mnozstvim DNA a lepku [118, 122].

Tato metoda je vhodnad pro rutinni stanovené obsahu lepku v pekérenskych
vyrobcich, jako jsou chleby a kolace nebo v suSenkéach, kojenecké vyZzivé €i uzeninach
[136, 137].

Kratké Useky jednovlaknové DNA neboli primery, které obsahuji pfiblizné
20 nukleotidd, poskytuji vychozi bod pro zahajeni syntézy novych fetézcli DNA,
pfiCemz existujici Fetézce jsou pouzivany jako templat. Tyto templaty vznikaji
denaturaci Fetézce DNA pri teploté 96 °C. Po ochlazeni na 55 - 65 °C dochazi
k navazani primer(. Pro kazdou PCR (Obr. 17) jsou pouzité dva komplementarni
primery slouZici k detekci specifickych oblasti DNA, které maji byt kopirovany
[126, 135]. To znamena, Ze obsahuji sekvence, diky kterym se vadZou na zaCatek a konec
templatového vlakna DNA, které ma byt namnoZeno. Po navazani na templat jsou
primery pomoci polymeréazy pfi teploté 72 °C prodlouZzeny vzdy ve sméru 5 N 3°
po celé délce kopirované oblasti. Tento cyklus se opakuje 25-35 krat v ramci jedné PCR
(Obr. 18) [135]. Namnozeny produkt je hodnocen pomoci gelové elektroforézy, kde
jsou jednotlivé fragmenty oddéleny podle velikosti (poétu pard bazi) [126].

Ct

TATCAGATCCAT GGCAGTACT CUCGATAT CCAT& AGTPWCT AT CCT AT GAGT

(I T T T T T T T T T I T I T O A A O A A
AT AGTCT AGGTACCT cASTGACr&C-T AT ACr&TACTCftTSATCft& G Ata CTC A

TATC AGATC.CATG-GAGTACTCC&ATATCCATS& AGTACIT AIG{TI%CITIAiTlglLAI\GT
[

Templatova DNA

Primer | ¢ gatcaggatact
[1
5 CAGATCCATGG V Primer 2

99 ATAGTCTA GGGTAGCCTC ATGAGIGrCT AT AfrGrTACT CATG ATC AGrGATACTC A

X

TArCAGATCC. ATGGAGTACTCC&ATATCICATGAGT/ACTA&T CCT AT %I?\GT
[ T T O T A O O A B A

3 TACt& TACTCATGATCA frGATA ¢ T ¢<

*V
CAGAT&CATGG AGTACTCC&AT

T e O T R O |

y ATAGTCTA GGTACCTCA.TGA&&CT AT AG-&TACTCATGATC AGGATACTC A¢(

Obrazek 17: Schématické znazornéni PCR; prevzato z: [135]
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Obrazek 18: Schématické znazornéni opakovani cyklu; prevzato z: [135]

Pro kvantifikaci cilové DNA se také pouziva PCR v realném cCase (RT - PCR), ktera
nevyZaduje v konecné fazi jinou metodu pro kvantifikaci jako PCR. V tomto pfipadé
se k detekci namnozené DNA v realném Case pouzivaji fluorescencni barviva nebo
sondy specifické pro cilovou DNA, které se navaZzou na jeji specifické misto.
K fluorescenci dochazi v priibéhu PCR a je pfimo Umérna cilové DNA pfitomné
ve vzorku [126].

8.5 Biosenzory

Biosenzory se stavaji alternativou k ELISA testim diky jednoduché, rychlé,
reprodukovatelné, citlivé a levné detekci analytd [138, 139]. Jsou to pokrocilé detekéni
systémy, které poskytuji mnohdy presnéjsi stanoveni nez jiné standardné pouZivané
metody. Lze je definovat jako analyticka zafizeni, ktera pfeménuji biologickou odezvu
na méfitelny elektricky signél. Biosenzor se obvykle sklada ze tfi Casti: bioreceptoru,
pfevodniku a elektronického systému, ktery zahrnuje zesilovaC signalu, procesor
a displej. Bioreceptor interaguje se stanovovanym analytem ve vzorku biologického
plvodu [140]. Prevodnik prevadi interakci analyt - bioreceptor na méfitelny signal,
ktery je Umérny koncentraci analytu ve vzorku [138]. Prevodnik miize byt opticky,
elektrochemicky, termochemicky ¢i magneticky. Elektronicky systém zesiluje
pfevedeny signal, nasledné ho zpracovava a zobrazuje vysledek [140]. V souvislosti

s lepkem Ize vyuZit dva typy biosenzori a to optické a elektrochemické [141].

Biosenzory jsou vhodné pro staveni obsahu lepku ve vzorku vysoce zpracovanych

i hydrolyzovanych potravin jako je pivo, sirupy, napoje, pecivo i cukrovinky [142].
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Pro detekci stopovych mnozstvi gliadinu ve vzorku je vhodny opticky biosenzor
na bazi porézniho kifemiku, ktery umoznuje citlivou a rychlou odezvu. Navic je schopen
pracovat za redukénich podminek, coz fesi nékteré problémy souvisejici s extrakci

prolaminu [141].

Elektrochemické senzory jsou nejcastéji pouzivanymi biosenzory pii detekci lepku.
Vyhodou je, ze diky rychlé odezvé lze lepek detekovat v kazdém useku vyrobniho
fetézce [138]. Nové elektrochemické imunosenzory, které jsou velice efektivni,
uzivatelsky piivétivé a vysoce citlivé se fadi k alternativam béznych imunochemickych
testt. Elektrochemické imunosenzory jsou samostatna zafizeni, ktera jsou schopna
poskytovat kvantitativni a semikvantitativni analytické informace pomoci
imobilizovaného imunologického rozpoznavaciho prvku a elektrochemického

prevodniku, ktery prevadi biologickou interakci na mefitelny signal [141].

50



9, Zavér

Cilem bakalatské prace bylo popsat vliv lepku na lidské zdravi. Prvni ¢ast byla
vénovana popisu lepku a jeho vyskytu v potravinach. Nasledn€ byly popsany principy
bezlepkové diety a oznaCovani potravin, které je v dnesni dob¢ nezbytnosti. Lepek ma

vliv zejména na gastrointestinalni trakt, konkrétn¢ tenké stievo.

V druhé ¢asti byly popsany piiznaky, diagnostika a 1é¢ba onemocnéni spojenych
s lepkem, mezi které patii celiakie, alergie na lepek a citlivost na lepek. Z povahy téchto
onemocnéni je ziejmé, ze se lisi principem vzniku a n€kterymi piiznaky, ackoliv hlavni
roli stale hraje lepek. V posledni dobé je vliv lepku davan do souvislosti i s poruchami
autistického spektra, jejichz projevy mohou byt, podle n€kterych studii, ovlivnény prave
konzumaci lepku. Pod tyto poruchy spadé nékolik forem, a to détsky autismus, atypicky
autismus, Aspergeriv syndrom, détska dezintegra¢ni porucha nebo Rettiv syndrom.
Autismus nelze vylécit, ale 1ze ho zmirnit podptirnou 1é¢bou a v nékterych pripadech i

upravou stravovani.

Proto byla dal8i Cast prace v€novana spojitosti lepku s autismem tykajici se
gastrointestinalnich probléma, zvySené propustnosti stfeva a stfevni mikrobioty. Byl
zde také popsan vliv opioidnich peptidi na CNS a GFCF dieta. Vliv lepku a kaseinu na
autismus neni dodnes zcela prokazan. Existuje mnoho studii, které se touto spojitosti
zabyvaji, avSak vysledky se mnohdy rozchazeji. Proto se zatim GFCF dieta doporucuje
pouze tém détem s autismem, kterym je diagnostikovana celiakie, alergie na lepek,

citlivost na lepek ¢i kasein nebo vykazuji-li viditelné zlepSeni.

Zaveéretna Cast se zabyva metodami vhodnymi pro stanoveni lepku, jednak rutinné
vyuzivanymi pro kontrolu potravin, tak i napf. biosenzory, které jsou vhodné i pro

méreni v terénu.

51



10. Bibliografie

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

CHEN J., ROSENTHA A., Modifying Food Texture: Sensory Analysis, Consumer
Requirements and Preferences. 2nd ed. Cambridge (Sawston): Elsevier, 2015, s. 241.
ISBN 978-1-78242-352-2.

HARASYM J., PODESZWA T., Towards sustainable de-growth — medical survey data
as predictors for estimation of niche market value — gluten-free beer market
case. Journal of Cleaner Production. 2015, 108, 1232-1238. DOLI
10.1016/j jelepro.2015.07.014.

BAINES D., SEAL R., Natural food additives, ingredients and flavouring. Cambridge
(Sawston): Woodhead Publishing Limited, 2012, s. 203. ISBN 978-0-85709-572-5.

Lepek. Medicinman.cz  [online]. 2010 [cit. 2020-02-18]. Dostupné z:
http://medicinman.cz/?p=nemoci-sympt&p_sub=celiakie/a-lepek

All About Gluten. PrecisionNutrition [online]. Toronto [cit. 2020-02-18]. Dostupné z:
https://www.precisionnutrition.com/all-about-gluten

TUNTACHON S., et al., Effect of kaolin content and sonication on the properties of
wheat gluten composites. Powder Technology. 2019, 351, 66-70. DOIL:
10.1016/j.powtec.2019.04.007.

CHEN G, et al., Physicochemical properties and gluten structures of hard wheat flour
doughs as affected by salt. Food Chemistry. 2019, 275, 569-576. DOI:
10.1016/j.foodchem.2018.07.157.

WANG Q, et al., Interaction between wheat gliadin and quercetin under different pH
conditions analyzed by multi-spectroscopy methods. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2020, 229. DOI:
10.1016/j.5aa.2019.117937.

Celiac Disease and Hashimoto’s [online]. [cit. 2020-02-24]. Dostupné z:
https://hashimotoshealing.com/celiac-disease-and-hashimotos/

RUIZ M., et al., An update of low molecular weight glutenin subunits in durum wheat
relevant to breeding for quality. Journal of Cereal Science. 2018, 83, 236-244. DOL:
10.1016/j.jc5.2018.09.005.

BALAKIREVA A., ZAMYATNIN A., Properties of Gluten Intolerance: Gluten
Structure, Evolution, Pathogenicity and Detoxification Capabilities. Nutrients.
2016, 8(10), 644. DOI: 10.3390/nu8100644.

Pekatina: Od obilky k mouce aneb jak vznika mouka v ¢eskych mlynech. Viastovicka
v elektronické  podobé  [online]. [cit.  2020-02-24].  Dostupné  z:
http://www.vlastovicka.cz/cz/pekarina/detail/od-obilky-k-mouce-aneb-jak-vznika-
mouka-v-ceskych-mlynech/365

BIESIEKIERSKI J. R., What is gluten? Journal of Gastroenterology and Hepatology .
2017, 32(1), 78-81. DOI: 10.1111/jgh.13703.

52


http://medicinman.cz/?p=nemoci-sympt&p_sub=celiakie/a-lepek
https://www.precisionnutrition.com/all-about-gluten
https://hashimotoshealing.com/celiac-disease-and-hashimotos/
http://www.vlastovicka.cz/cz/pekarina/detail/od-obilky-k-mouce-aneb-jak-vznika-mouka-v-ceskych-mlynech/365
http://www.vlastovicka.cz/cz/pekarina/detail/od-obilky-k-mouce-aneb-jak-vznika-mouka-v-ceskych-mlynech/365

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

The Small Intestine. TeachMe Anatomy [online]. 2018 [cit. 2020-07-04]. Dostupné z:
https://teachmeanatomy.info/abdomen/gi-tract/small-intestine/

BOUVILLE A, et al., Evaluating the reliability of biokinetic and dosimetric models
and parameters used to assess individual doses for risk assessment purposes: Kinetics
of Gastrointestinal Tract Motility: Small Intestine. Bethesda (Maryland): National
Council on Radiation Protection and measurements, 1998, s. 8-10. ISBN 0-929600-58-
4.

ELLIS H., Anatomy of the small intestine (jejunum and ileum). Surgery. 2011, 29(8),
355-357. DOI: 10.1016/j.mpsur.2011.05.013.

MAHADEVAN V., Anatomy of the small intestine. Surgery. 2020, 38(6), 283-288.
DOI: 10.1016/j.mpsur.2020.03.012.

BARCLAY T., Duodenum. /nnerbody [online]. 2019 [cit. 2020-07-06]. Dostupné z:
https://www.innerbody.com/image dige02/dige21.html

BRADFORD A., How the Small Intestine Works. Live Science [online]. 2018 [cit.
2020-07-06]. Dostupné z: https://www livescience.com/52048-small-intestine. html

Travici soustava. StudujNet Ucivo pro stredni Skoly [online]. 2019 [cit. 2020-03-07].
Dostupné z: http://stredniskola.netstranky.cz/pedagogika-pro-asistenty-ve-skolstvi/1-
rocnik/biologie/travici-soustava-12-2-2019 . html

FEHER J., Quantitative human physiology: An introduction. 1st ed. Waltham: Elsevier,
2012, s. 711-720. ISBN 978-0-12-382163-8.

FASANO A., FLAHERTY S., Jak Zit bez lepku: predni odbornik nabizi prakticky
navod, jak se zbavit nemoci. Hodkovi€ky: Pragma, 2015. ISBN 978-80-7349-433-9.

CURIEL J. A, et al., Manufacture and characterization of pasta made with wheat flour
rendered gluten-free using fungal proteases and selected sourdough lactic acid
bacteria.  Journal of Cereal  Science. 2014, 59(1), 79-87. DOL
10.1016/j.j¢5.2013.09.011.

MOHAN KUMAR B. V, et al., Targeted degradation of gluten proteins in wheat flour
by prolyl endoprotease and its utilization in low immunogenic pasta for gluten
sensitivity population. Journal of Cereal Science. 2019, 87, 59-67. DOI
10.1016/j.j¢5.2019.03.001.

WATSONR. R, et al., Wheat and rice in disease prevention and health: Benefits, risks,
and mechanisms of whole grains in health promotion. Amsterdam: Elsevier, 2014, s.
157-170. ISBN 01-240-1716-9.

CAMINERO A, et al., Differences in gluten metabolism among healthy volunteers,
coeliac disease patients and first-degree relatives. British Journal of Nutrition.
2015, 114(8), 1157-1167. DOI: 10.1017/S0007114515002767.

MORENO AMADOR M. de L., et al., A new microbial gluten-degrading prolyl
endopeptidase: Potential application in celiac disease to reduce gluten immunogenic
peptides. Plos One. 2019, 14(6). DOIL: 10.1371/journal .pone.0218346.

53


https://teachmeanatomy.info/abdomen/gi-tract/small-intestine/
https://www.innerbody.com/image_dige02/dige21.html
https://www.livescience.com/52048-small-intestine.html
http://stredniskola.netstranky.cz/pedagogika-pro-asistenty-ve-skolstvi/1-rocnik/biologie/travici-soustava-12-2-2019.html
http://stredniskola.netstranky.cz/pedagogika-pro-asistenty-ve-skolstvi/1-rocnik/biologie/travici-soustava-12-2-2019.html

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

OSORIO C. E., et al., Gluten Detection Methods and their Critical Role in Assuring
Safe Diets for Celiac Patients. Nutrients. 2019, 11(12). DOIL: 10.3390/nu11122920.

TARBET A., How Gluten Changes Gut Permeability. A/pco [online]. 2016 [cit. 2020-
07-16]. Dostupné z: https://www.alpco.com/how-gluten-changes-gut-permeability

SARMENTO B., Concepts and Models for Drug Permeability Studies: Cell and Tissue
Based In Vitro Culture Models. Cambridge (Sawston): Elsevier, 2016, s. 57-59. ISBN
978-0-08-100094-6.

COLLINS J. T, et al., Anatomy, Abdomen and Pelvis, Small Intestine. StatPearls.
2020. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK459366/

AMINOFF M. J., DAROFF R. B., Encyclopedia of the Neurological Sciences. 2nd ed.
London: Elsevier, 2014, s. 411-416. ISBN 978-0-12-385158-1.

KHOSLA CH,, Celiac Disease: Lessons for and from Chemical Biology. ACS Chemical
Biology. 2017, 12(6), 1455-1459. DOL: https://doi.org/10.1021/acschembio.6b01155.

CATASSIC,, etal., Non-Celiac Gluten Sensitivity: The New Frontier of Gluten Related
Disorders. Nutrients. 2013, 5(10), 3839-3853. DOI: 10.3390/nu5103839.

SCHUMANN M., et al., Celiac Disease: Role of the Epithelial Barrier. Cellular and
Molecular  Gastroenterology and Hepatology. 2017, 3(2), 150-162. DOL:
10.1016/;.jcmgh.2016.12.006.

What is Celiac Disease? At the forefront Uchicago Medicine Celiac Disease
Center [online]. The University of Chicago, 2020 [cit. 2020-03-07]. Dostupné z:
http://www.cureceliacdisease.org/overview/

TADA M, et al., Posterior Tibial Tendinopathy and Osteopenia as Primary Symptoms
of Celiac Disease: A Case Report. The Journal of Foot and Ankle Surgery. 2020, 59(3),
553-559. DOI: 10.1053/1.jfas.2019.09.009.

SAINSBURY K., MARQUES M. M., The relationship between gluten free diet
adherence and depressive symptoms in adults with coeliac disease: A systematic review
with meta-analysis. Appefite. 2018, 120, 578-588. DOI: 10.1016/j.appet.2017.10.017.

HOFFMANOVA 1, Celiakie. 1. vyd. Praha: Mlada fronta, 2019. ISBN 978-80-204-
5414-0.

CAIO G, et al, Celiac disease: a comprehensive current review. BMC Medicine.
2019, 17(142). DOI: 10.1186/s12916-019-1380-z.

IANIRO G, et al., Current technologies for the endoscopic assessment of duodenal
villous pattern in celiac disease. Computers in Biology and Medicine. 2015, 65, 308-
314. DOI: 10.1016/j.compbiomed.2015.04.033.

GREEN P. H. R, et al., Celiac disease. Journal of Allergy and Clinical Immunology.
2015, 135(5), 1099-1106. DOI: 10.1016/j.jaci.2015.01.044.

BARBERIS N, et al., Relationship between motivation, adherence to diet, anxiety
symptoms, depression symptoms and quality of life in individuals with celiac

54


https://www.alpco.com/how-gluten-changes-gut-permeability
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK459366/
https://doi.org/10.1021/acschembio.6b01155
http://www.cureceliacdisease.org/overview/

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

disease.  Journal  of  Psychosomatic ~ Research. 2019, 124. DOL
10.1016/} jpsychores.2019.109787.

FREEMAN H. J, Dietary compliance in celiac disease. World Journal of
Gastroenterology. 2017, 23(15), 2635-2639. DOI: 10.3748/wjg.v23.115.2635.

FUCHS M., et al., Potravinova alergie a intolerance. Praha: Mlada fronta, 2016. ISBN
978-80-204-3757-0.

ELLI L., et al., Diagnosis of gluten related disorders: Celiac disease, wheat allergy and
non-celiac gluten sensitivity. World Journal of Gastroenterology. 2015, 21(23), 7110-
7119. DOLI: 10.3748/wjg.v21.123.7110

SCHERF K. A., Immunoreactive cereal proteins in wheat allergy, non-celiac
gluten/wheat sensitivity (NCGS) and celiac disease. Current Opinion in Food Science.
2019, 25, 35-41. DOI: 10.1016/j.cofs.2019.02.003.

CIANFERONI A., Wheat allergy: diagnosis and management. Journal of Asthma and
Allergy. 2016, 9, 13-25. DOI: 10.2147/JAA.S81550.

SCIBILIA J., et al., Wheat allergy: A double-blind, placebo-controlled study in
adults. Journal of Allergy and Clinical Immunology. 2006, 117(2), 433-439. DOL:
10.1016/j.jaci.2005.10.014.

BRAZIER Y., What to know about wheat allergy. Medical News Today [online]. 2020
[cit. 2020-03-08]. Dostupné z: https://www.medicalnewstoday.com/articles/174405

HISCHENHUBER C,, et al., Review article: safe amounts of gluten for patients with
wheat allergy or coeliac disease. Alimentary Pharmacology and Therapeutics.
2006, 23(5), 559-575. DOI: 10.1111/3.1365-2036.2006.02768 x

LOPES J. P, SICHERER S., Food allergy: epidemiology, pathogenesis, diagnosis,
prevention, and treatment. Current Opinion in Immunology. 2020, 66, 57-64. DOL:
10.1016/j.¢01.2020.03.014.

CZAJA-BULSA G., BULSA M., What Do We Know Now about IgE-Mediated Wheat
Allergy in Children? Nutrients. 2017, 9(1). DOIL: 10.3390/nu9010035.

SAMASCA G, et al., Current Trends and Investigative Developments in Wheat
Allergy. International Reviews of Immunology. 2015, 34(6), 538-541. DOL:
10.3109/08830185.2015.1065827.

CIANFERONI A., Wheat allergy: diagnosis and management. Journal of Asthma and
Allergy. 2016, 9(13-25). DOI: 10.2147/JAA.S81550

CZAJA-BULSA G, Non coeliac gluten sensitivity — A new disease with gluten
intolerance. Clinical Nutrition. 2015, 34(2), 189-194. DOI: 10.1016/j.clnu.2014.08.012.

ISASI C,, et al., Non-celiac Gluten Sensitivity and Rheumatic Diseases. Reumatologia
Clinica. 2016, 12(1), 4-10. DOI: 10.1016/j.reumae.2015.11.004.

55


https://www.medicalnewstoday.com/articles/174405

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

HENGGELER J. C., et al., Non-coeliac gluten sensitivity: A review of the
literature. Trends in Food Science & Technology. 2017, 66, 84-92. DOI:
10.1016/} tifs.2017.05.018.

NUCERA E., et al, Wheat desensitization treatment in patients with gluten
sensitivity. Advances in Dermatology and Allergology. 2018, 35(3), 320-322. DOI:
10.5114/ada.2018.76229.

NILAND B., BROOKS D. C., Health Benefits and Adverse Effects of a Gluten-Free
Diet in Non—Celiac Disease Patients. Gastroenterology & hepatology. 2018, 14(2), 82-
91. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm nih.gov/pmc/articles/PMC5866307/

GOBBETTI M, et al., How to improve the gluten-free diet: The state of the art from a
food science perspective. Food Research International. 2018, 110, 22-32. DOI:
10.1016/j.foodres.2017.04.010.

SALISBURY C., Gluten Free Diet for Coeliac Disease. Gastronet [online]. [cit. 2020-
07-04]. Dostupné z: https://www.gastro.net.au/diets/glutenfree html

SCHERF K. A, et al., Gluten and wheat sensitivities — An overview. Journal of Cereal
Science. 2016, 67, 2-11. DOI: 10.1016/1.j¢s.2015.07.008.

BRUINS SLOT L. D, et al., Part of celiac population still at risk despite current gluten
thresholds. 7rends in Food Science & Technology. 2015, 43(2), 219-226. DOL:
10.1016/j.1ifs.2015.02.011.

FARAGE P, et al., Content Validation and Semantic Evaluation of a Check-List
Elaborated for the Prevention of Gluten Cross-Contamination in Food
Services. Nutrients. 2017, 9(1), 36. DOIL: 10.3390/nu9010036.

ARENDT E. K., BELLO F. D., Gluten-I'ree Cereal Products and Beverages.
Burlington: Academic Press, 2008, s. 290. ISBN 978-0-12-373739-7,

FALCOMER A. L., et al., Gluten contamination in food services and industry: A

systematic review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2020, 60(3), 479-
493. DOI: 10.1080/10408398.2018.1541864.

Oznacovani potravin z hlediska obsahu lepku. Stdmi zemédélska a potravindiska
inspekce [online]. Brno, 2020 [cit. 2020-02-18]. Dostupné  z:
https://www.szpi.gov.cz/clanek/oznacovani-potravin-z-hlediska-obsahu-lepku.aspx

WELSTEAD L., The Gluten-Free Diet in the 3rd Millennium: Rules, Risks and
Opportunities. Diseases. 2015, 3(3), 136-149. DOI: 10.3390/diseases3030136.

ALLENK. J,, TAYLOR S. L., The Consequences of Precautionary Allergen Labeling:
Safe Haven or Unjustifiable Burden? 7The Journal of Allergy and Clinical Immunology:
In Practice. 2018, 6(2), 400-407. DOI: 10.1016/j.jaip.2017.12.025.

COPELAND J. N, et al., What Is Autism Spectrum Disorder? American Psychiatric
Association [online]. 2018 [cit. 2020-03-10]. Dostupné zZ:
https://www.psychiatry.org/patients-families/autism/what-is-autism-spectrum-disorder

56


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5866307/
https://www.gastro.net.au/diets/glutenfree.html
https://www.szpi.gov.cz/clanek/oznacovani-potravin-z-hlediska-obsahu-lepku.aspx
https://www.psychiatry.org/patients-families/autism/what-is-autism-spectrum-disorder

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Autism spectrum disorder. Mayo Clinic [online]. 2018 [cit. 2020-03-10]. Dostupné z:
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/autism-spectrum-disorder/symptoms-
causes/syc-20352928

HOSSEINIAN F., OOMAH B. D, et al,, Dietary Fiber Functionality in Food and
Nutraceuticals. 1st ed. Chichester: Wiley, 2017, s. 229. ISBN 9781119138075.

Autism Rates By Country 2020. World Population Review [online]. 2020 [cit. 2020-03-
25]. Dostupné z: https://worldpopulationreview.com/countries/autism-rates-by-
country/

Autism spectrum disorders. World Health Organization [online]. 2019 [cit. 2020-03-
25]. Dostupné z: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/autism-spectrum-
disorders

THOROVA K., Poruchy autistického spektra. 3. rozsitené a pieprac. Vyd. Praha:
Portal, 2016. ISBN 978-80-262-0768-9.

New studies estimate autism prevalence at 1 in 40. Organization for autism
research  [online].  Arlington, 2019 [cit.  2020-07-16]. Dostupné z:
https://researchautism.org/new-studies-estimate-autism-prevalence-at-1-in-40/

MUGZACH O, et al., An ontology for Autism Spectrum Disorder (ASD) to infer ASD
phenotypes from Autism Diagnostic Interview-Revised data. Journal of Biomedical
Informatics. 2015, 56, 333-347. DOI: 10.1016/}.jb1.2015.06.026.

HRDLICKA M., KOMAREK V., Détsky autismus: piehled soucasnych poznatkii. 1.
vyd. Praha: Portal, 2004, s. 41-42. ISBN 80-7178-813-9.

GRAY K. M., Atypical Autism. Encyclopedia of Autism Spectrum Disorders. 2018, 1-
9. DOI: 10.1007/978-1-4614-6435-8 1635-3.

CLARKET, et al., Substance use disorder in Asperger syndrome: An investigation into
the development and maintenance of substance use disorder by individuals with a
diagnosis of Asperger syndrome. International Journal of Drug Policy. 2016, 27, 154-
163. DOI: 10.1016/1.drugpo.2015.06.003.

MIRKOVIC B., GERARDIN P, Asperger's syndrome: What to
consider? L ‘Encéphale. 2019, 45(2), 169-174. DOI: 10.1016/j.encep.2018.11.005.

CHARAN S. H., Childhood disintegrative disorder. Journal of Pediatric Neurosciences.
2012, 7(1), 55-57. DOI: 10.4103/1817-1745.97627.

ROSE S. A, et al,, Impaired Visual Search in Children with Rett Syndrome. Pediatric
Neurology. 2019, 92, 26-31. DOIL: 10.1016/;.pediatrneurol.2018.10.002.

GIBSON G. R, et al., Food Science and Technology Bulletin: Functional Foods. 1st
ed. Shinfield: IFIS Publishing, 2005, s. 2. ISBN 0 86014 193 4.

JARMOLOWSKA B, et al, Role of Milk-Derived Opioid Peptides and Proline
Dipeptidyl Peptidase-4 in Autism Spectrum Disorders. Nutrients. 2019, 11(1). DOL:
10.3390/nu11010087.

57


https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/autism-spectrum-disorder/symptoms-causes/syc-20352928
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/autism-spectrum-disorder/symptoms-causes/syc-20352928
https://worldpopulationreview.com/countries/autism-rates-by-country/
https://worldpopulationreview.com/countries/autism-rates-by-country/
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/autism-spectrum-disorders
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/autism-spectrum-disorders
https://researchautism.org/new-studies-estimate-autism-prevalence-at-1-in-40/

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

SOKOLOV O., et al., Autistic children display elevated urine levels of bovine
casomorphin-7  immunoreactivity.  Peptides. 2014, 56, 68-71. DOL:
10.1016/j.peptides.2014.03.007.

CIESLINSKA A, et al., Influence of candidate polymorphisms on the dipeptidyl
peptidase IV and p-opioid receptor genes expression in aspect of the f-casomorphin-7
modulation  functions in  autism.  Peptides. 2015, 65, 6-11. DOL:
10.1016/j.peptides.2014.11.012.

FETISSOV S. O, et al., Neuropeptides in the 58ikrobiota-brain axis and feeding
behavior in autism spectrum disorder. Nutrition. 2019, 61, 43-48. DOL:
10.1016/j.nut.2018.10.030.

VISSOKER R. E,, et al., Eating and feeding problems and gastrointestinal dysfunction
in Autism Spectrum Disorders. Research in Autism Spectrum Disorders. 2015, 12, 10-
21. DOI: 10.1016/.rasd.2014.12.010.

LEADER G., et al, Feeding Problems, Gastrointestinal Symptoms, Challenging
Behavior and Sensory Issues in Children and Adolescents with Autism Spectrum
Disorder. Journal of Autism and Developmental Disorders. 2020, 50, 1401-1410. DOL:
10.1007/s10803-019-04357-7.

DOENYAS C,, Dietary interventions for autism spectrum disorder: New perspectives
from the gut-brain axis. Physiology & Behavior. 2018, 194, 577-582. DOL:
10.1016/j.physbeh.2018.07.014.

SHARP W. G, et al., Feeding Problems and Nutrient Intake in Children with Autism
Spectrum Disorders: A Meta-analysis and Comprehensive Review of the
Literature. Journal of Autism and Developmental Disorders. 2013, 43,2159-2173. DOL:
10.1007/s10803-013-1771-5.

MARCASON W, What Is the Current Status of Research Concerning Use of a Gluten-
Free, Casein-Free Diet for Children Diagnosed with Autism? Journal of the American
Dietetic Association. 2009, 109(3), 572. DOI: 10.1016/j.jada.2009.01.013.

LAZARO C. P, et al., Opioid peptides and gastrointestinal symptoms in autism
spectrum disorders. Revista Brasileira de Psiquiatria. 2016, 38(3), 243-246. DOI:
10.1590/1516-4446-2015-1777.

SHINDLER A. E., et al., Potential Determinants of Gastrointestinal Dysfunction in
Autism Spectrum Disorders. Review Journal of Autism and Developmental Disorders.
2019. DOI: 10.1007/540489-019-00187-6.

Cell  Junctions.  Lumen  [online]. [cit.  2020-07-02].  Dostupné  z:
https://courses.lumenlearning.com/boundless-ap/chapter/cell-junctions/

FRIEDMAN J., What Is Leaky Gut Syndrome And How Do You Fix It? Examined
Existence [online]. [cit. 2020-04-03]. Dostupné Z:
https://examinedexistence.com/leaky-gut-syndrome-fix/

58


https://courses.lumenlearning.com/boundless-ap/chapter/cell-junctions/
https://examinedexistence.com/leaky-gut-syndrome-fix/

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

ESNAFOGLU E,, et al., Increased Serum Zonulin Levels as an Intestinal Permeability
Marker in Autistic Subjects. The Journal of Pediatrics. 2017, 188, 240-244. DOL:
10.1016/}.jpeds.2017.04.004.

NAVARRO F., et al., Can probiotics benefit children with autism spectrum
disorders? World Journal of Gastroenterology. 2016, 22(46), 10093-10102. DOI:
10.3748/wjg.v22.146.10093.

DOENYAS C., Gut Microbiota, Inflammation, and Probiotics on Neural Development
in Autism Spectrum Disorder. Neuroscience. 2018, 374, 271-286. DOL:
10.1016/j.neuroscience.2018.01.060.

2

LIQ, et al., The Gut Microbiota and Autism Spectrum Disorders. Frontiers in Cellular
Neuroscience. 2017, 11, 120. DOI: 10.3389/fncel.2017.00120.

BERDING K., DONOVAN S. M., Microbiome and nutrition in autism spectrum
disorder: current knowledge and research needs. Nutrition Reviews. 2016, 74(12), 723-
736. DOI: 10.1093/nutrit/nuw048.

ELDER J. H., et al., The Gluten-Free, Casein-Free Diet In Autism: Results of A
Preliminary Double Blind Clinical Trial. Journal of Autism and Developmental
Disorders. 2006, 36, 413-420. DOI: 10.1007/s10803-006-0079-0. ISSN 0162-3257.

NICHOLS M., MELLO A., The gluten-morphine connection: What you need to know
about gluteomorphins. Medicine with Heart [online]. 2017 [cit. 2020-07-04]. Dostupné
z: https://livinglovecommunity.com/2017/04/23/gluten-morhpine-connection/

Gliadorphin-7. Cellmano  [online]. [cit.  2020-07-02].  Dostupné  z:
http://en.cellmano.com/Gliadorphin-7-1872 html

B-casomorphin 7. Medkoo Biosciences [online]. [cit. 2020-07-02]. Dostupné z:
https://medkoo.com/products/22884

Crystal structure of human Dipeptidyl Peptidase IV (DPP-1V). Protein data
bank [online]. 2003 [cit. 2020-07-02]. Dostupné zZ:
https://www.rcsb.org/structure/ INU6

RUEDA-RUZAFA L, et al., Opioid systém influences gut-brain axis: Dysbiosis and
related  alterations.  Pharmacological ~ Research. 2020, 159. DOL
10.1016/j.phrs.2020.104928.

JOHNSON C. R, et al., Effects of Gluten Free / Casein Free Diet in Young Children
with Autism: A Pilot Study. Journal of Developmental and Physical Disabilities.
2011, 23(3), 213-225. DOI: 10.1007/s10882-010-9217-x.

HULL M., Can autism be helped by gluten-free, casein-free
diets?  Examine.com  [online]. 2019  [cit. 2020-04-03]. Dostupné z:
https://examine.com/nutrition/autism-gluten-free-casein-free/

EL-RASHIDY O, et al., Ketogenic diet versus gluten free casein free diet in autistic
children: a case-control study. Metabolic Brain Disease. 2017, 32(6), 1935-1941. DOLI:
10.1007/s11011-017-0088-z.

59


https://livinglovecommunity.com/2017/04/23/gluten-morhpine-connection/
http://en.cellmano.com/Gliadorphin-7-1872.html
https://medkoo.com/products/22884
https://www.rcsb.org/structure/1NU6
https://examine.com/nutrition/autism-gluten-free-casein-free/

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

KUSHAK R. I, WINTER H. S. Intestinal 60ikrobiota, metabolome and gender
dimorphism in autism spectrum disorders. Research in Autism Spectrum Disorders.
2018, 49, 65-74. DOI: 10.1016/j.rasd.2018.01.009.

WHITELEY P, et al., Gluten- and casein-free dietary intervention for autism spectrum
conditions. Frontiers in  Human  Neuroscience. 2013, 6. DOI:
10.3389/fnhum.2012.00344.

GHALICHIF ., et al., Effect of gluten free diet on gastrointestinal and behavioral indices
for children with autism spectrum disorders: a randomized clinical trial. World Journal
of Pediatrics. 2016, 12(4), 436-442. DOI: 10.1007/s12519-016-0040-z.

HYMAN S. L., et al., The Gluten-Free/Casein-Free Diet: A Double-Blind Challenge
Trial in Children with Autism. Journal of Autism and Developmental Disorders.
2016, 46(1), 205-220. DOIL: 10.1007/s10803-015-2564-9.

SLOT 1. D. B, et al., Inmunochemical Detection Methods for Gluten in Food Products:
Where Do We Go from Here? Critical Reviews in Food Science and Nutrition.
2016, 56(15), 2455-2466. DOI: 10.1080/10408398.2013.847817.

SCHERF K. A., POMS R. E., Recent developments in analytical methods for tracing
gluten. Journal of Cereal Science. 2016, 67, 112-122. DOI: 10.1016/j.j¢s.2015.08.006.

MELINI F.,, MELINI V., Immunological Methods in Gluten Risk Analysis: A
Snapshot. Safety. 2018, 4(4). DOL: 10.3390/safety4040056.

ELISA Formats. Bio-Rad [online]. 2020 [cit. 2020-04-23]. Dostupné z:
https://www .bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-
elisa-formats.html

Metoda ELISA: aspekty jednotlivych uspotfadani. Baria [online]. 2019 [cit. 2020-04-
23]. Dostupné z: https://www baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-
usporadani/

ROSELL C. M, et al, Cereals for developing gluten-free products and analytical tools
for gluten detection. Journal of Cereal Science. 2014, 59(3), 354-364. DOL:
10.1016/j.j¢5.2013.10.001.

CELLERINO K., Protein Ingredients Control in Gluten Free Products Using SDS-
PAGE, Developed Competitive Enzyme Immunoassays and Commercial ELISA
Kits. World Journal of Food Science and Technology. 2018, 2(1), 12-18. DOL:
10.11648/;.wjfst.20180201.12.

SHUAIB M., et al, Evaluation of Different Wheat Varieties by SDS-PAGE
Electrophoresis. Pakistan Journal of Biological Sciences. 2007, 10(10), 1667-1672.
DOI: 10.3923/pjbs.2007.1667.1672.

Introduction to SDS-PAGE. Experimental Biosciences [online]. 2012 [cit. 2020-04-23].
Dostupné z: https://www.ruf .rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/gellab2 html

60


https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html
https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html
https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/
https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/
https://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/gellab2.html

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

BUSTAMANTE M. A, et al., Techniques for Analyzing Gluten. Nutritional and
Analytical Approaches of Gluten-Free Diet in Celiac Disease. 2017, 29-46. DOLI:
10.1007/978-3-319-53342-1 3.

HARASZI R, et al., Analytical Methods for Detection of Gluten in Food-Method
Developments in Support of Food Labeling Legislation. Journal of AOAC International.
2011, 94(4), 1006-1025. Dostupné z:
https://www.researchgate net/publication/51644221 Analytical Methods for Detecti
on_of Gluten in Food-

Method Developments in_Support of Food Labeling Legislation

SDS-PAGE — Gel Based Protein Separation. Pacific Biolabs [online]. [cit. 2020-04-23].
Dostupné z: https://pacificbiolabs.com/sds-page/

SDS-PAGE Service. Pronalyse [online]. [cit. 2020-04-23]. Dostupné z:
https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/sds-page-service html

ISSAQH. J,, VEENSTRA T. D, Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis
(2D-PAGE): advances and perspectives. BioTechniques. 2018, 44(5), 697-700. DOI:
10.2144/000112823.

LOCK S., Gluten Detection and Speciation by Liquid Chromatography Mass
Spectrometry (LC-MS/MS). Foods. 2014, 3(1), 13-29. DOIL: 10.3390/foods3010013.

MANFREDI A | et al., Multiplex liquid chromatography-tandem mass spectrometry for
the detection of wheat, oat, barley and rye prolamins towards the assessment of gluten-
free product safety. Amalytica Chimica Acta. 2015, 895, 62-70. DOL
10.1016/j.aca.2015.09.008.

2

ALVEST. O,, et al., Celiac Disease and Non-Celiac Gluten Sensitivity: Determination
of Gluten Peptides Associated with Celiac Disease by Mass Spectrometry. 1st ed.
Rijeka: InTech, 2017, s. 44-50. ISBN 978-953-51-3177-9.

Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry (LC-MS-MS). FEAG
Laboratories [online]. [cit. 2020-04-23]. Dostupné zZ:
https://www.eag.com/techniques/mass-spec/lc-ms-ms/

Polymerase chain reaction (PCR). Khan Academy [online]. [cit. 2020-04-23]. Dostupné
zZ: https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-
sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr

OLEXOVA L, et al., Detection of gluten-containing cereals in flours and “gluten-free”
bakery products by polymerase chain reaction. Food Control. 2006, 17(3), 234-237.
DOI: 10.1016/j.foodcont.2004.10.009.

SCHAREF A, et al., Performance of ELISA and PCR Methods for the Determination of
Allergens in Food: An Evaluation of Six Years of Proficiency Testing for Soy (Glycine
max L.) and Wheat Gluten (Triticum aestivum L.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2013, 61(43), 10261-10272. DOI: 10.1021/;t402619d.

61


https://www.researchgate.net/publication/51644221_Analytical_Methods_for_Detection_of_Gluten_in_Food-Method_Developments_in_Support_of_Food_Labeling_Legislation
https://www.researchgate.net/publication/51644221_Analytical_Methods_for_Detection_of_Gluten_in_Food-Method_Developments_in_Support_of_Food_Labeling_Legislation
https://www.researchgate.net/publication/51644221_Analytical_Methods_for_Detection_of_Gluten_in_Food-Method_Developments_in_Support_of_Food_Labeling_Legislation
https://pacificbiolabs.com/sds-page/
https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/sds-page-service.html
https://www.eag.com/techniques/mass-spec/lc-ms-ms/
https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr
https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

PILOLLI R., et al, Advances in biosensor development based on integrating
nanotechnology and applied to food-allergen management. 7rAC Trends in Analytical
Chemistry. 2013, 47, 12-26. DOI: 10.1016/j.trac.2013.02.005.

SCOGNAMIGLIO V,, et al., Biosensing technology for sustainable food safety. 7rAC
Trends in Analytical Chemistry. 2014, 62, 1-10. DOI: 10.1016/j.trac.2014.07.007.

KUMAR A, et al., Advanced Biosensors for Health Care Applications: Aptamer
Technology for the Detection of 'oodborne Pathogens and Toxins. Elsevier, 2019, s. 45-
69. ISBN 978-0-12-815743-5.

DA SILVA NEVES M. M. P, et al., Celiac disease diagnosis and gluten-free food
analytical control. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2010, 397(5), 1743-1753.
DOI: 10.1007/s00216-010-3753-1.

CAMPUZANO S., et al, Electrochemical Affinity Biosensors in Food
Safety. Chemosensors. 2017, 5(1), 8. DOI: 10.3390/chemosensors5010008.

62



