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Souhrn:

Bakalafska prace se zaméfuje na vyuziti testu aktivace bazofilnich granulocytll v rdmci
specifické alergenové imunoterapie. Teoreticka cast shrnuje charakteristiku bazofill,
alergické reakce, diagnostiku a terapii alergickych onemocnéni. V praktické Casti byl
vyuzit test aktivace bazofili za pomoci pritokové cytometrie ke zhodnoceni senzitivity
pacienti v pribchu specifické imunoterapie. Srovnanim vysledkii ve formé procenta
aktivovanych bazofilid, CD-sens a plochy pod titra¢ni kiivkou s hodnotami alergen
specifickych protilatek IgE byla potvrzena validita testu aktivace bazofili S pouZzitim

rekombinantnich alergenti jako metody vhodné k posouzeni Citlivosti pacienti k alergenu.
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UvVOD

Pfi diagnostice alergickych onemocnéni lze vyuzit vicero zplsoblu vySetfeni
pacienta. Vybér laboratorni metody zavisi na dostupnosti pfistrojového vybaveni a na
klinickém vyznamu vysledku pro konkrétni osobu. Stale vice laboratoii je vybaveno
pritokovym cytometrem, diky tomu se zvysuje uplatnéni testu aktivace bazofilti. Jedna se
o nov¢jsi zplsob testovani, proto je predmétem diskuze indikace testu a spravna
interpretace jeho vysledki. Stale neni plné oziejméno, pro vySetfeni kterych alergent je
test nejvhodnéjsi a jaké zplsoby terapie ¢i vnéj$i faktory mohou zkreslit vysledky testu.
Vzhledem k mnozstvi riznych epitopti na alergenu, proti kterym mohou byt protilatky
namifeny. Lze polemizovat o tom, zda pfi pouziti rekombinantnich alergenti nemuze dojit
k falesné negativité vysledka.

Tato bakalatrskéd prace se zabyvala vyuzitim testu aktivace bazofili pii sledovani
pacientl alergickych na pyly trav béhem specifické alergenové terapie. Ovéfovali jsme,
zda lze pii1 diagnostice pylovych alergii pouZzit rekombinantni alergeny Phl pl a Phl pS.
Soucasné jsme hledali shodu mezi jednotlivymi zptisoby hodnoceni BAT.

Teoreticka ¢ast zahrnuje informace o klicovych buiikach testu BAT — bazofilnich
granulocytech, patofyziologickych principech pritbéhu alergického onemocnéni a moznych
alergenech. Dale jsme se vénovali laboratornim metodam diagnostiky alergii, jejich
provedenim a vyuzitim, nasledné 1 terapii alergickych pacienti.

V praktické casti je uvedena metodika provedeni testu aktivace bazofild, véetné
vybéru pacientskych vzorkli, pouzit¢ho znaceni hledanych bunék, gatovaci strategie a
realizace samotného testu. Ve druhé poloviné jsme analyzovali vysledky BAT a
porovnavali je sdalS§imi zpisoby hodnoceni reakce bazofila — CD-sens a AUC, i
s hodnotami alergen specifickych protilatek IgE, jez jsou povaZovéany za nejspolehlivejsi
ukazatel reaktivity vuci alergenu.

Diskuze je vénovana srovnani nasich vysledkt s odbornymi ¢lanky rtznych autort

a doporuceni ohledné volby testovaci strategie.
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TEORETICKA CAST

1 BAZOFILNI GRANULOCYTY A MASTOCYTY

1. 1 Bazofilni granulocyty

1. 1. 1 Charakteristika

Bazofilni granulocyty neboli bazofily patfi mezi bilé krvinky, leukocyty, které jsou
odpovédné za vétSinu imunitnich reakei zajiStujicich nasSi obranyschopnost vuci
patogentim. Spole¢né s eozinofily a neutrofily se fadi mezi granulocyty — leukocyty,
jejichz cytoplazma obsahuje sekrecni granula s preformovanymi latkami, pfipravenymi pro
vyplaveni z buiiky po obdrzeni piislugného signalu. ™

Z celkového poctu bilych krvinek piitomnych v Krvi vSak bazofilni granulocyty
tvoii méné nez 1 %. Jejich koncentrace v krvi dosahuje 0,2 - 10%/1. [ Bazofilni granulocyty
se za normalnich podminek vyskytuji pouze v krevnim obé&hu. Jejich hodnoty mohou
stoupat pfi nckterych zanétlivych onemocnénich (pozdni faze alergické reakce, rejekce
transplantatu, Crohnova choroba). 1 Na popud zanétlivych mediatorii se mohou presunout
do tkani. Nachazime je naptiklad ve sliznici bronchi u astmatikti ¢i v misté ektoparazitarni
infekce (napiiklad pFisatého klistéte). [1

Bazofilni granulocyty byly poprvé popsany v roce 1879 némeckym védcem Paulem
Erlichem. Bl Bazofily je nazval kvili jejich charakteristickému znaku — objemnym
granulam o0 velikosti 0,3-0,8um s velkou afinitou k barveni bazickymi barvivy. Pramér
bunék bazofilii se pohybuje od 10 do 12um. Jadro téchto bunck byvéa nepravidelné,
lalo¢naté, s malym mnozstvim chromatinu. Je Casto Spatné rozpoznatelné, jelikoz byva
ptrekryto bazofilnimi granuly, kterd se v hematologickém barveni roztoky May-Griinwald a
Giemsa-Romanowsky jevi purpurové az fialovo ¢erné. Cytoplazma bazofilt je v tomto

barveni rizova s odstinem do hné&da. !
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Obrazek 1 Bazofilni granulocyt, krevni natér

Zdroj: http://tahlil.com/tahlil.com/wp-content/uploads/2010/10/bazofilnedir.jpg

Obrazek 2 Bazofilni granulocyt, transmisni elektronova mikroskopie

Zdroj: http://www.ufrgs.br/imunovet/molecular_immunology/blood.html#CFU-Baso

1. 1.2 Vyvoj

Vyvoj bazofilnich granulocyti zacina v kostni dfeni, kde se z pluripotentnich
kmenovych bun€k po cely Zivot diferencuji jednotlivé krevni fady. Tyto kmenové bunky
vynikaji unikatni schopnosti asymetrického déleni — z cCasti dcefinych bunck stavaji
progenitorové bunky vyvijejici se v krvinky, zbytek kmenovych bunék tvoii
nevyderpatelnou zasobu pro tvorbu krevnich elementi v budoucnu. !

Z pluripotentni kmenové bunky se vytvoii myeloidni progenitor, ktery mé stale
potencial stat se jakymkoli granulocytem, monocytem, erytrocytem ¢i megakaryocytem.
Dale se progenitor musi vyvinout v prekurzorovou bunku — myeoloblast, poté
v promyelocyt, u kterého nejsme schopni rozpoznat, ktery z granulocytti z né¢j vznikne.
Prvni bunkou ve vyvojové tad¢ obsahujici bazofilni granula je bazofilni myelocyt.
Metamyelocyt je dalsi fazi vyvoje, posléze nasleduje zraly bazofilni granulocyt schopny

plnit svou praci v krevnim obé&hu. ©®! Pro vyvoj bazofili je kli¢ové prostiedi za p¥itomnosti
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IL-3 a ristové faktoru GM-CSF (granulocytarni — makrofdgovy kolonie stimulujici
faktor).B!

1. 1. 3 Povrchové znaky

Bazofily na svoji bunéénou membranu exprimuji mnozstvi povrchovych znakd,
podle kterych je mizeme identifikovat. Zarovenn nam povrchové znaky pomahaji pochopit
¢innost jednotlivych typt bunék. Za charakteristicky znak u bazofilli povazujeme
vysokoafinni receptor pro Fc ¢ast molekuly protilatek tfidy IgE (FceRI) tcastnici se
procesu degranulace. Na rozdil od nékterych dalSich leukocytli na membrané bazofilnich
granulocytil nenalezneme nizkoafinni receptory pro IgE (FceRIIl, CD23), pouze nizkoafinni
receptor pro tiidu IgG (Feyll, CD32). Bl H2 histaminové receptory se podileji na regulaci
uvoliiovani histaminu z buiiky. [®

Na ptisobky komplementu jsou bazofily schopny reagovat diky receptoriim pro C5a
a CR3a, dokazi samy, pomoci Toll-like receptorti (TLR), reagovat na typické molekularni
struktury patogend (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPSs, napiiklad
lipopolysacharidy, mandza). ™!

Aby byly bazofily schopny se navazat na povrch jinych bunék, naptiklad pfti
ptestupu z krevniho ob&hu do tkédni, exprimuji na sviij povrch adhezivni molekuly LAF1-
CD1la (Leukocyte Function Associated Antigen-1) rozeznavajici ligand ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1), vyskytujici se na endotelu i dal$ich leukocytech, a
VLA-4-CD49d (Very Late Activation Antigen 4), receptor pro fibronectin a pro VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1). Fl

Receptory pro ristové faktory IL-3, IL-4 a GM-CSF zprostfedkovavaji zmény

proliferace, diferenciace a metabolismu bazofilnich granulocyti. [l

1.1. 4 Funkce

Pravy vyznam bazofilnich granulocytii nebyl objeven, proto zlstava jejich tloha pti
imunologické odpovedi nedocenéna. Ziejmé je, ze se svymi metabolity podileji na vétSiné
zanétlivych reakci, zejména na pribéhu akutni i chronické alergické reakce, pro kterou
jsou spolu s mastocyty klicové.

Jejich charakteristicka sekundarni granula, obsahujici histamin, proteoglykany a
proteolytické enzymy, mohou ihned po aktivaci procesu degranulace splynout s bunéénou

membranou, vylit svllj obsah do krevniho fetézce a v kratkém Casovém useku tak zahdjit
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alergickou reakci. Primérny bazofil ve svych granulach disponuje 1 pg histaminu,
zpusobujiciho bronchokonstrikci, rozsifeni a zvySeni propustnosti cév, vznik otoku a
snizeni krevniho tlaku. Z proteoglykant lze prokazat zejména chondroitin sulfat, ale také
antikoagulans heparin, z proteolytickych enzymu tryptazu. Mediatory jsou preformovany
v krystalické struktufe a iontoveé se vazi na proteoglykany. Béhem procesu degranulace se
stavaji rozpustné ve vodé, aby mohly byt uvolnény do vodného prostiedi. [*l

Aktivace bazofili rovnéz zplsobuje produkci mediadtort de novo. Dochazi
K nastartovani metabolismu kyseliny arachidonové a vzniku leukotrientt C4, D4 a EA4,
zpusobujicich konstrikci bronchii, vazodilataci a chemotaxi neutrofildi i eosinofilti. [
Bazofilni granulocyty uvoliiuji riiznorodou smés cytokinii v ele s interleukiny 4 a 13, [
podporujicimi ptesmyk protilatek na tfidu IgE, diferenciaci B lymfocytl na plazmatické
buiikky a T lymfocyti na Thz, hypersekreci hlenu, fibrozu a dal$i symptomy provazejici
alergicky zanét [°1; chemokiny MIP — 1a (Macrophage Inflammatory Protein) a interleukin
8; ¢i ristovy faktor GM — SCF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) 1

Reakce bazofilnich granulocyti na podnéty nebyva pokazdé stejna. Jejich
degranulace mize byt anafylaktického charakteru, kdy se granula z bazofila vyplavuji
anafylaktického Soku, pfi kterém kviali nahlé generalizované vazodilataci a zvySené
permeabilité cév dochédzi k tniku tekutin z cévniho fecist¢ do tkdni, vznikd otok, ale
predevsim se snizuje krevni tlak, coZ mize vést ke kardialnimu selhdni a smrti. Pozvolna
degranulace navazuje na anafylaktickou degranulaci a trva i nékolik dni. !

Ptima aktivace bazofilli je nezavisla na IgE a objevuje se v pribéhu infekénich
onemocnéni, pfi vystaveni nékterym potravinovym ¢i hmyzim alergenim nebo po podani
n&kterych 1ékii (opiatd, lokalnich anestetik), B! ddle p#i navazani anafylatoxini C5a a CR3a
na piislusné receptory &i aktivaci Toll-like receptort. [

IgE zprostiedkovand degranulace bazofili se uplatituje spiSe u chronického
alergického zanétu. 1 Na FceRI byvaji pfedem pfipravené IgE, typicky proti povrchovym
molekuldm mnohobunéénych paraziti. Pokud dojde k navazani multivalentniho antigenu
(parazita), dojde kagregaci nékolika molekul receptord, iniciaci signalni drahy a
degranulaci. I']

IL-3, IL-5 a GM-CSF umociiuji aktivaci a degranulaci bazofili, aniz by ji samy
byly schopny spustit. []
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1. 2 Mastocyty

1. 2. 1 Charakteristika

Mastocyty neboli zirné buiiky jsou jak morfologicky, tak funkéné velmi podobné
bazofilnim granulocytim. Diive byly povaZovany za tkanovou formu cirkulujicich
bazofill, postupem casu byl prokazan ptvod z odlisného prekurzoru. Mastocyty byly
objeveny v roce 1878 taktéz Paulem Erlichem, ktery je nazval ,,mastzellen®, jelikoz mu
objemné granula Zirnych bunék pfipominala kapénky tuku. B Tato granula se pii pouziti
anilinové modie ¢i barveni dle Giemsy jevi fialove, jsou mensi a pocetnéjsi nez u bazofila.

Od bazofili se také odlisuji ovalnym jadrem. Primér bunky mastocytu se pohybuje od 8
do 20pm. (29

Obrazek 3 Mastocyt

Lw———

Zdroj: https://krefting.gu.se/digital Assets/1291/1291519 Human_Mastcell_MR_copy_
edited-1.jpg

Obrazek 4 Mastocyt, transmisni elektronova mikroskopie

ast cell granule ¥~
(sac) which contains =
mediators X

@
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Zdroj: https://tmsforacure.org/wp-content/uploads/figure-1-mast-cell-electron-micrograph.png
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Mastocyty se diferencuji z myeloidniho prekurzoru v kostni dieni, avSak svlij vyvoj
dokoncuji az po vycestovani do perifernich tkani. Soustfed’uji se zejména ve sliznicich,
ktzi, kolem cév a nervi. 1 Hlavnim riistovym faktorem pro tuto populaci je SCF (Stem
Cell Factor) ptfitomny na fibroblastech, vazajici se na mastocyty pomoci Kit receptoru na
jejich povrchu (CD117), ktery zaroven funguje jako adhezni molekula a Ize jej aplikovat i
jako znak pro identifikaci mastocytl ve tkdnich. Rlst mastocytl dale podporuje IL 6,

naopak IL 4 potladuje diferenciaci zirnych bunék v kostni dieni, nikoli viak ve tkanich. (]

1. 2. 2 Funkce

Pomoci imunohistologického barveni lze diferencovat dva podtypy zirnych bunék.
Prvni typ, oznacovany jako slizni¢ni ¢i MCr fenotyp (zavisly na T lymfocytech), se
vyskytuje prevazné ve sliznici dychaciho a gastrointestinalniho traktu, kde se ucastni
antiparazitarnich a alergickych reakci. Z moznych protedz produkuje pouze tryptazu.
Druhy typ, pojivovy ¢i MCrc fenotyp, pifevazuje v kiizi a podslizniénim vazivu.
Neuplatiiuje se pii imunitnich reakcich, ale podili se na hojeni ran, tkanové remodelaci a
angiogenezi. Byva zmnoZen pii fibroze. Produkuje jak tryptazu, tak chymazu. B0

Granula mastocytti obsahuji histamin, vét$i mnozstvi heparinu a tryptazy nez vacky
bazofilt, Ize prokazat i karboxypeptidazu a katepsin G. B! Mimo leukotrieny zirné buiiky
produkuji de novo i prostaglandin D2, zpusobujici bronchokonstrikci, vazodilataci a
chemotaci neutrofila. Oproti bazofilim exprimuji interleukin 5, nutny pro vyvoj a
piezivani eozinofil,, a prozanétlivé interleukiny 1 a 6 ¢i TGF B (Transforming Growth
Factor). [l Vzhledem k pfitomnosti Zirnych bunék ve tkanich je uginek té&chto produkti
spiSe parakrinni, omezeny na okoli buiiky. Aktivace mastocytl probiha obdobnymi

principy jako u bazofild.
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Obrazek 5 Degranulace

a Direct interactions

Nature Reviews | Immunology

Zdroj: https://media.nature.com/m685/nature-assets/nri/journal/v4/n10/images/nril460-f2.jpg

Obrazek 6 Agregace IgE receptori

antigen (alergen)

degranulace
(vyliti mediatord)

cytoplazmaticka
granula

Zdroj: HOREJSI, Vaclav, Jitina BARTUNKOVA, Tomas BRDICKA a Radek SPISEK.
Zaklady imunologie. 6., aktualizované vydani. 48. V Praze: Stanislav Juhanak - Triton,
2017. ISBN 978-80-7553-250-3.
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2 IMUNOPATOLOGICKE REAKCE

2.1 Charakteristika

Prestoze primarni funkci imunitniho systému je ochrana organismu proti skodlivym
vlivim — patogenim, V nékterych ptipadech mohou imunitni buniky zpiisobovat poskozeni
vlastniho téla. Do urcité miry provazi poskozeni vlastnich tkdni kazdou imunitni reakci.
Problém nastavd, pokud zévaznost poskozeni neodpovidd nebezpecnosti patogenu, ¢i
pokud imunitni systém reaguje na jinak neSkodné podnéty. Podnéty, které naS obranny
systém rozpoznava, nazyvame antigeny. Jako antigen muze pusobit jakdkoli chemicka
latka, nejéast&ji se jedna o proteiny, polysacharidy, dale lipidy a lipoproteiny. 1 Jeden
patogen (napiiklad bakterie) miize mit na svém povrchu (i uvnitf) stovky rozdilnych
antigenl, Z nichz nékteré disponuji vétsim potencidlem ke spusténi obranné reakce nez
jing. Bl

Pokud télo reaguje na vSedni a zdravi neohroZujici antigeny ze svého okoli,
mluvime o alergii. Zanétlivé procesy, doprovazejici alergickou reakci pii expozici danému
alergenu, pak zpusobuji nejen diskomfort, ale mohou i ohrozit Zivot. Naopak pii selhani
autotolerance imunitni systém rozeznava antigeny vlastniho téla jako patogenni a snaZzi se
proti nim bojovat, ¢imZ zpusobuje poskozeni struktur organt vedouci ke sniZeni jejich
funkce az uplnému selhani. Takovato onemocnéni oznacujeme jako autoimunitni. Pod
pojem imunopatologické reakce fadime onemocnéni zpusobena neadekvatni odpovédi
imunitniho systému ve smyslu zvySené reaktivity. Poruchy imunity se sniZenou schopnosti
obrany proti patogenim nazyvame imunodeficience. Pro studijni ucely se povétSinou
pouziva rozd€leni imunopatologickych reakci zavedené Robertem Coombsem a Philipem
Gellem vroce 1963, i kdyz nezahrnuji veskeré dnes znamé imunopatologické

mechanismy. Nasledujici klasifikace rozdéluje imunopatologie do &ty¥ zakladnich typd. [
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2. 2 Imunopatologicka reakce I. typu

Reakce I. typu jsou nazyvany také reakce Casné precitlivélosti ¢i anafylaktické.
Byvé s nimi nezfidka zaménovan pojem alergie, ktery je vsak S§irsi, jelikoz pti alergiich se
mohou uplatiiovat vSechny imunopatologické mechanismy.

Pro vznik imunopatologické reakce 1. typu je rozhodujici geneticky podminény
sklon k nadprodukci protilatek tiidy IgE tzv. atopie. Takto dédiéné predisponovani jedinci
— atopici — mohou pii expozici neSkodnému antigenu (alergenu) zacit vytvaret IgE
protilatky, M které se vazi na bazofilni granulocyty v krevnim fe&isti nebo Zirné buiiky ve
tkanich pomoci vysokoafinniho receptoru FceRI. Pfi dal§im setkani s antigenem navazané
IgE protilatky spousti degranulaci bazofili a mastocyti a naslednou syntézu dalSich
metaboliti. K reakci dochazi béhem nékolika minut po kontaktu s alergenem, proto se
mechanismus oznacuje jako precitlivélost casného typu. Navzdory dédi¢énému podkladu
viak ne vSichni atopici vykazuji klinické piiznaky alergie, tedy atopik se nerovna alergik.!

Pii vstupu alergenu inhalaci, kontaktem s povrchem kuze ¢i alimentarni cestou,
probiha reakce lokalné, projev je doprovazen alergickou rymou, zdnétem spojivek, asthma
bronchiale nebo atopickou dermatitidou. Proniknutim alergenu do krevniho feciste,
dochdzi k systémové reakci Srizikem anafylaktického Soku. Dlvodem byva hmyzi
bodnuti, nitrozilni podani léku nebo nékteré druhy potravin. M V gasné fizi reakce se
uplatiuje predevSim vliv histaminu, proto lze pii 1€cb¢ efektivné vyuzit antihistaminika
HI. U pozdni faze hraji hlavni roli produkty eozinofilti, jejichz tvorbu blokuji
kortikosteroidy. [

2. 3 Imunopatologicka reakce Il. typu

Reakci zprosttedkovavaji protilatky tfidy IgG a IgM. Imunitni buniky vybavené Fc
receptory, nejc¢astéji NK buriky, jsou schopny rozpoznat buiiky oznacené protilatkami a
zlikvidovat je svymi cytotoxickymi mechanismy (ADCC — Antibody Dependent Cell
Cytotoxicity). Protilatky rovnéz zpusobuji aktivaci klasické cesty komplementu ¢i
fagocytdézu oznacenych bunék. VeSkeré mechanismy mohou vyustit ve zniceni bunék

vlastniho téla, [

coz se projevuje napiiklad hemolytickou anemii, leukopenii,
trombocytopenii, thyroiditidou, Goopastureovym syndromem nebo hyperakutni rejekci
transplantovanych organt. (2]
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Do této skupiny fadime i onemocnéni zapfi¢inéné protilatkami proti bunéénym
receptorim s U¢inkem stimulujicim (Graves-Basedowova choroba) nebo blokujicim

(myasthenia gravis, diabetes mellitus I. typu) [l

2. 4 Imunopatologicka reakce Il11. Typu

Principem této reakce je tvorba imunokomplexii mezi protilatkami tfidy 1gG a
odpovidajicimi antigeny. Pokud tyto komplexy nejsou uspésné fagocytovany, usazuji se ve
tkanich, kde aktivuji komplement, spoustéji zanétlivé procesy a vyvolavaji sekundarni
poskozeni tkdné. Pfi pfetrvani nefagocytovanych komplext ve tkanich ptechdzi zanét do
chronicity. Po aplikaci cizorodé bilkoviny (ockovaci latky, zvifeci monoklonalni
protilatky) muize nastat sérova nemoc. Imunokomplexy se tvoii pii nékterych
autoimunitnich onemocnénich (systémovy lupus erythematodes, postreptokokova
glomerulonefritida). Nejéast&jsi misto nalezu imunokomplext tvofi ledviny, endotelialni

buriky a kloubni synovie, za vzniku glomerulonefritidy, vaskulitidy nebo artritidy. [

2. 5 Imunopatologicka reakce IV. typu

Reakce IV. typu probihaji pfedevsim lokaln¢. Vzhledem k bunééné povaze procest
odpovéd’ na antigen pfichdzi po 1 aZz 2 dnech, proto se tyto rekce jinak nazyvaji
precitlivélosti oddaleného typu. Délime je na dva podtypy dle Gcasti bun¢k. U prvniho
podtypu dochézi k senzibilizaci Thl (CD4+) lymfocytt aktivujicich makrofagy. Pokud
makrofagy nejsou schopny pii¢inu zanétu eliminovat, vznika chronicky gratulomat6zni
zanét jako u tuberkulodzy, lepry, sarkoidosy nebo gramulomat6znich vaskulitid. U druhého
typu se uplatiuji cytotoxické T-lymfocyty (CD8+) a Thl7 zapfi¢inujici kontaktni

dermatitidu, poskozeni pii virovych infekcich a akutni rejekci transplantatu. [4
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3 ALERGIE

3. 1 Charakteristika

»Alergii definujeme jako imunopatologicky stav neucelné obrany organismu na
b&Zné podnéty.“ Bl Vyraz alergie zavedl vroce 1906 Clemens von Pirquet slozenim
feckych slov ,,allos* — jiny a ,,ergon‘ — ¢innost, jako oznaceni pro chorobu vyznacujici se
pozménénou schopnosti imunitniho systému reagovat na jinak neskodny antigen. [
Alergie se mtze projevovat jakymkoliv ze étyf uvedenych typti imunopatologickych reakci
(napiiklad soli niklu mohou vyvolavat reakci IV. typu), nejbéznéjsi pfiznaky jsou spojeny
s I. typem. B Agkoliv projevy alergie byvaji lokalizovany na uréité misto, jedna se o
systémovou chorobu manifestujici se v misté kontaktu s alergenem. Ptredpokladem pro
vznik alergickych projevi je geneticky podminéna atopie, jejiz zastoupeni v populaci se
odhaduje na 30—40 %. Pocet alergiki s klinickymi projevy ve vyspélych zemich piesahuje
20 % obyvatelstva. !

Na etiopatogenezi alergickych onemocnéni se nejspiSe podili porucha rovnovahy
mezi Thl a Th2 lymfocyty s pievahou Th2 lymfocytd, vytstujici v nadprodukci IgE

7 w1

T lymfocyti. [°!

3. 2 Faze alergické reakce

3. 2.1 Faze senzibilizace

Duvody, pro¢ dochazi k senzibilizaci organismu K jinak neskodnym a tolerovanym
antigenim, nejsou plné objasnény. V nekterych piipadech lze vysledovat souvislost
vystaveni alergenu soucasné s probihajici infekci, rozhodujicim faktorem pro vznik alergie
s produkei IgE se zda byt atopicky genotyp. 'Y Pravdépodobnost propuknuti alergie u
atopikll zvySuji nize zminéné zevni faktory.

K procesu senzibilizace dochdzi pfevazné na sliznicich, jimiz alergen pronikne a
setkdva se s antigen prezentujicimi builkami (zejména dendritickymi bunikami), které

spusti aktivaci Th2 lymfocyta, pfeménu B lymfocyti na plazmatické bunky a naslednou
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produkci protilatek ttidy IgE. Faze senzibilizace probiha bez klinickych projevi, jelikoZz pfi

prvnim kontaktu s alergenem dosud nejsou v t&le piitomny protilatky proti alergenu. (1

3. 2.2 Akutni alergicky zanét

Pokud doslo k senzibilizaci organismu, IgE protilatky koluji volné v krevnim ob&hu
¢1 jsou vazany na FceRI receptory na povrchu zirnych bunék a bazofilnich granulocyti. Pti
dalSim setkani s pfisluSnym antigenem se alergen vaze na IgE a provokuje aktivaci
mastocytt a bazofilt. [

V casné fazi akutni alergické rekce se uplatiuji preformované mediatory vyplavené
z granul (zvlasté heparin a histamin), vyvolavajici vazodilataci a zvySeni permeability cév
s otokem a zarudnutim, kopfivku, svédéni, bronchokonstrikci, produkci hlenu. Tato faze se
dostavuje jiz za 10 az 30 minut po vystaveni alergenu. !

Pozdni faze nasleduje po 4 az 8 hodinach, béhem kterych se tvoii mediatory de
novo (prostaglandiny, interleukiny) a do mista zanétu migruji dal$i imunitni bunky

(eozinofily, lymfocyty, neurofily). Otok, zatvrdnuti a zarudnuti pietrvava. &I

3. 2. 3 Chronicky alergicky zanét

Pii perzistujici pfitomnosti alergenu se v misté styku hromadi Th2 lymfocyty,
bazofily a eozinofily, jez udrzuji a stupiiuji zanétlivou reakci. Cytotoxické ucinky tohoto
bunééného infiltratu pozménuji tkan a snizuji jeji schopnost spravné funkce. Takto

zménéna tkan je nachylngjsi k dalsim patologickym reakcim. [/

3. 3 Faktory ovliviiujici vznik alergii

Dédi¢nost skloni pro vznik alergie je polygenni a jen malo ze souvisejicich genii
bylo odhaleno. Patfi do nich geny souvisejici s rozpoznavanim antigenu, geny pro sklon k
nadmérné produkci IgE, geny pro receptory rozpoznavajici IgE a geny pro nékteré
z mediatorti zan&tu. 1 Obecné plati, ze pravdépodobnost postizni jedince alergii je vyssi
pii vyskytu alergie v roding (az 70 % pokud oba rodie trpi stejnou formou alergie). [l
,V uplynulém stoleti doslo k takovému nartistu alergickych onemocnéni, Ze se
hovoii o novodobé neinfekéni epidemii. Vzhledem k tomu, Ze nelze za tak kratkou dobu
predpokladat podstatné zmény v genetické vybavé postizenych jedincii, je vliv prostredi
nepochybny.« B K rozvoji alergii prokazateln& p¥ispiva aktivni i pasivni koufeni cigaret,
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indukujici eosinofilni zanét, ! zneisténi ovzdusi zejména vyfukovymi plyny, schopnymi
zvySovat imunogenicitu pylovych alergent, nedostatek fyzické aktivity a nevhodna strava
nejen béhem Zivota, ale také v pribéhu gravidity. MY Jako pozitivni faktory se jevi
prostiedi vicedetnych rodin, [ styk shospodaiskymi zvifaty a dostate¢né osidleni
mikroflérou, coz zajiStuje pfirozeny kontakt S béznymi mikroby a stimulaci Thl
lymfocytd, ¢imZ je udrZzovana rovnovaha mezi obéma liniemi pomocnych T lymfocytu.

Zejména opakované virové infekce viak vedou k rozvoji astmatu.
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4 ALERGENY

4. 1 Charakteristika

,»Alergen je jakykoliv antigen schopny vyvolat alergickou odpovéd’. Tento termin
se uziva jak pro zdroj alergenu (bfiza, roztoCi, zvifeci srst), tak pro konkrétni
imunochemicky nebo molekularn¢ definované antigenni struktury (Derp pl, Bet v2).
Vétsina alergenti jsou proteiny nebo glykoproteiny s enzymatickou aktivitou. ¥ Forma
imunitni odpovédi zavisi na povaze alergenu. Organické slouceniny maji tendenci
indukovat tvorbu protilatek, zatimco latky anorganické povahy indukuji reakci
bunéénou.[Y

Alergeny jednoho druhu lze rozdélit na hlavni, navozujici alergickou reakci az u
90% osob citlivych na dany druh, a vedlej$i. Jako panalergeny se oznacuji proteiny
vyskytujici se v mnoha potravinovych, rostlinnych a zivo¢isnych zdrojich. Tato podobnost
aminokyselinovych sekvenci zapfiCifluje vznik takzvanych zkiiZenych reakci, kdy
protilatky proti této sekvenci reaguji i s jinymi antigeny neZ pouze s ptivodnim spoustécem
reakce. Polypeptid profilin se vyskytuje v pylu bfizy, arasidech, celeru, jablkach a
peckovinach. Alergik na pyl btizy tedy miize vyvinout i potravinovou alergii na kofenovou

zeleninu bez nové senzibilizace. 1

4. 2 Inhalacni alergeny

Reakce na inhala¢ni alergeny je typickym zastupcem casné piecitlivélosti
zprostiedkované IgE protilatkami s nastupem v fadu minut po vystaveni alergenu.
Projevuje se alergickou rinitidou s rymou, obstrukci nosu a kychanim; sinusitidou;
konjunktivitidou s palenim, svédénim a slzenim oci; asthma bronchiale s kaslem, dusnosti,

piskanim a sipanim; (inavou a subfebriliemi. [

4. 2.1 Pylové alergeny
Pylové alergeny zplsobuji az 20 % alergii a jsou nej€astéjSi pfic¢inou alergické
rhinitidy. Nejvétsi mnozstvi pylovych alergii, polindz, je zptiisobeno pyly trav, plevela a

vétrospraS$nych (anemofilnich) stromti. Rostliny rozmnozujicich se prostiednictvim hmyzu
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(entomogamni) vyvoldvaji alergie méné Casto. ,,Béznad koncentrace pylovych zrn béhem
75 zrn/m®< Bl Logicky vyskyt obtizi kopiruje kiivku koncentrace ptislusného pylu
v ovzdusi, od ¢ehoz se odrazi pojmenovani polindzy — sezénni ryma. Na jafe zplisobuji
problémy nejcastéji pyly stromi jako liska, olSe, topol, dub, bfiza, jasan; v 1été prevladaji
trav a obilovin v ¢ele s bojinkem, srhou, lipnici, ovsikem, jilkem, Zitem a kukufici;
podzimu dominuji plevely pelynék, ambrézie a Celed merlikovité. V soucasné dobé je
pozorovano prodlouzeni pylové sezony od Unora do fijna. Zaroveil se i snizuje vék
propuknuti polindz. Dtive byl tento typ alergie typicky pro star§i déti a mladé dosp¢lé,

dnes se miize projevit v kojeneckém véku. (1%

Obriazek 7 Pylovy kalendar

Druh rostiiny | Il m ' v Vi Vil Vil X X Xi Xl
STROMY
Liska . .

. .
Olse ° . . .

Bfiza . . .

Habr L] L] . .

Topol L] . .

Buk . .

Jasan . ©

Viba . .

Lipa ° . .

KERE

Sefik . . .

Cemy bez . . .

Jasmin . .

TRAVINY A OBILOVINY

Bojinek L] L] L] . .

Jiiek . . ° . .

Lipnice . . . .

Svefep . L] .

Zito . ° 0 .

Penice .

Oves . .

BYLINY

Pampelidka . . .

Repka . .

Pelynék L]
Kopfiva L] .

Ambrézie
Meriik .
Stovik L

® 0o 00 000
e e 0 0 00
e 0o 0o 0 0

°

Zdroj: https://www.alergologie-imlaufova.cz/alergeny/pylovy-kalendar/

4. 2.2 Plisné

Dals§im ptivodcem inhala¢nich alergii jsou plisné tvofici spory. Predev§im v letnich
mesicich zplisobuji sezénni rymu spoéry venkovnich plisni rodu Alternaria, Cladosporium a
Botrytis. V domacnostech mohou celoro¢né produkovat alergeny rody Penicillium, Mucor,

Rhizopus a Fusarium nebo Aspergillus (spojen s vyvojem astmatu). !
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4. 2. 3 Zivotisné alergeny

Nejvétsim problémem téchto alergent je jejich ptilnavost k povrchlim. Zachycuji se
na predmeétech, oSaceni 1 interiérech. Zahrnuji srst zvifat, sliny, epitelie a exkrementy.
Nejcastéjsim zdrojem v domacnostech byva kocka a pes, v externich prostorach ptevazuje
alergie na kong, mysi, kraliky a podobné drobnéjsi hlodavce. Pti styku zvitecich slin s kiizi
¢i pii poskrabani a pokousani dochézi ke koznim projeviim s vysevem pupend,

zalervenanim a svédénim. Bl

4. 2.4 Roztoci

Tito drobni zivo€ichové z fadu ¢lenovci jsou pfic¢inou mnoha zévaznych alergii, jez
indukuji hydrolytické enzymy ve vyméScich roztocli a bilkoviny z jejich rozpadlych
télesnych schranek. Nejlepsimi podminkami pro mnoZeni rozto¢t je vihkost 80 % a teplota
25 °C, proto jsou pro n¢ idealni lizkoviny, matrace, koberce a ¢alounény nabytek, kde maji
zaroven piistup k oloupanym lidskym epiteliim, kterymi se zivi. V domacnostech jsou
nejfrekventovanéjsimi  druhy Dermatophagoides pretonyssinus, Dermatophhagoides
farinae a Euroglyphus maynei. Vzhledem k jejich neustalé ptitomnosti v lidskych obydlich
zpusobuji celorocni rymu s obstrukci nosu a kychanim. Podobné ptiznaky vyvolavaji také
rus domaci a $vab obecny, jejichz antigeny vykazuji podobnost s proteiny roztocu, ale také
korysi, proto citlivost na inhala¢ni alergeny roztoct a Svabli mlZe mit za nasledek

potravinovou alergii na motské plody. !

4.3 Potravinové alergeny

Alergii na slozku potravy, ktera vétSiné populace nenavozuje Z4dné nezadoucti
ucinky, je Casto slozité odhalit. Typicky se obtize dostavi po kazdém poziti potraviny.
Alergii 1ze dolozit koZznimi testy s danym alergenem. Je nutno odliSovat alergii od
intolerance podnicené odlisSnymi mechanismy (chybéni enzymu laktazy u intolerance
laktozy) s obvykle opozdénymi, dlouhotrvajicimi problémy. [

Nejsiln€jsi  odpovéd’ vyvolavaji alergeny ve formé glykoproteinl. Mezi

kasein), bilku (ovomukoid, ovalbumin), Zloutku, so6ji, ofechli (zvlasté arasida), ovoce a

korysii. Nékteré z téchto alergent se diky své bilkovinné struktufe mohou pii vysokych
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teplotach denaturovat, ztratit svou imunogenicitu a byt alergiky snaseny (napiiklad a —
livetin ve Zloutku). Nazyvame je termolabilni alergeny. [

Spektrum ptiznakd potravinové alergie je Siroké. Zavazné piipady zacinaji pii
prvnim soustu otokem rtl, jazyka a hltanu uzavirajicim dychaci cesty a ohrozujicim zivot.
Po vstiebani do krve indukuje silny alergen anafylakticky $ok, slabsi ekzém, kopfivku,
rymu & asthma bronchiale. Casté jsou zazivaci potize typu kolikovitych bolesti &i
prijmu.[4

Ptimou degranulaci zirnych bun¢k bez tvorby protilatek IgE mohou vyprovokovat
rajcata, jahody, ¢okolada, alkohol a dalsi. Tuto ,,falesnou alergii“ nelze od alergické reakce
dle ptiznak odlisit. 4

Alergeny nekomplikuji pouze stravovani, ale skryvaji se i v 1é¢ebnych prostiedcich.
Nékteré ockovaci latky jsou pfipravovany na piidach z kufecich embryi a nesmi byt podana

alergikim s reakci na vajeéné proteiny. !

4. 4 Alergie na léky

Alergie na léky jsou vzacngjsi, nez se mnoho lidi domniva. Komplikace po podani
Iéku byvaji Castéji zplsobeny prfedavkovanim, vystupfiovanymi nezaddoucimi ucinky,
toxickou ¢i idiosynkrastickou reakci (nedostatek enzymu zpracovavajiciho 1é¢ivo). Nekteré
opiaty a kontrastni latky jsou schopny pfimo vyvolat degranulaci mastocytli. Pouze mensi
procento 1ékti ma dostatecné velkou molekulu, aby vyvolalo tvorbu protilatek (naptiklad
zvifeci inzulin). Drobné molekuly putsobi jako hapteny a musi se navazat na
makromolekuly (bilkoviny séra, povrchové proteiny bun€k), aby se proti nim imunitni
systém zacal branit. Vlastnim antigenem se miZze stat piimo 1ék — hapten, komplex haptenu
a nosice nebo pouze nosi¢ pozménény navazadnim léku. Urcité léky podnécuji vzdy jeden
ze Ctyf typt imunopatologické reakce. Nejcastéjsimi alergeny jsou antibiotika, opitaty,
barbituraty, zvifeci inzulin a myorelaxancia, mohou to vSak byt 1 vedlejsi slozky 1é€ivych

ptipravki. Bl

4.5 Alergie na hmyz

Pokud blanoktidly hmyz svym Stipnutim vpravi jed do téla Cloveéka, dochazi
k n¢kolika typtim reakci. Samotny jed ma toxické ucinky na organismus, jez predstavuji
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pro dospélého clovéka riziko asi pii 100 Zihadlech. Mohou byt ovliviiény mastocyty,
bazofily, komplement a koagulaéni systém 1 bez pfitomnosti IgE protilatek. Za
nejzavaznéjsi je povazovana alergicka reakce zprostiedkovana IgE, jelikoz se velmi Casto
projevuje anafylaktickym Sokem. Pti lokalni alergické reakci se vytvari rudy bolestivy otok
pretrvavajici nékolik dni. Systémova reakce miize byt doprovazena kychanim, rymou,
koptivkou, otoky klize, ale i hltanu, zarudnutim, duSnosti a zrychlenym tepem s moznosti
gradace do $okového stavu. [

Z blanokiidlého hmyzu se v alergologii nejvice uplatiiuje véela, ¢melak, vosa, srsent
a mravenci. Uvnitf ¢eledi existuje zkiizena reaktivita, mezi ¢eledémi je ovSem minimalni,
coz umoznuje jednoznacnou diagnostiku, zda alergickou reakci vyvolava jed vosy ¢i

véely.l®!

4. 6 Rekombinantni alergeny

K diagnostice alergickych onemocnéni je =zapotiebi =ziskat alergen vhodny
k rozpoznani zdroje obtizi pacienta. Piivodni technikou pro izolaci alergenu byla extrakce
na vodni bazi a nasledna purifikace. Takto pfipravené nativni preparaty obsahovaly jak
smés hlavnich, tak smés vedlejSich alergeni. Nevyhodou pfirozenych alergent pfi aplikaci
specifické alergenové imunoterapie bylo mnozstvi vedlejSich uc¢inkd zpisobené
piitomnosti nezadoucich piimési vyvolavajicich senzibilizaci na dal3i antigeny. (%

S rozvojem genového inZenyrstvi byly vyvinuty rekombinantni alergeny. Izolaci
DNA byl ziskan gen kodujici antigen, jenZ byl nasledné zabudovan do plazmidu a vpraven
do bakterialni bunky. Takto upravena celula syntetizuje velké mnozstvi kyzeného proteinu.

Dalsi snaha vedla k vytvofeni rekombinantnich alergenti se sniZzenou alergenni
aktivitou pro vyuziti vramci specifické alergenové imunoterapie, jejichZ pozménéna
struktura by zredukovala p¥itomnost nezadoucich ucinki. 1€l
Diagnostika konkrétniho antigenu je zasadni pro spravné nastaveni imunoterapie, i

pro predikci mozné zkiizené reaktivity. (6]
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5 DIAGNOSTIKA ALERGII

5.1 Anamnéza

Jakykoli vysledek laboratorniho vySetfeni neni relevantni bez srovnéni
S pacientovou anamnézou a klinickymi projevy. Alergické reakce probihaji spiSe ve
tkanich, a proto testy nejuzivanéj$iho vzorku — krve, nemusi pIn¢ korelovat se situaci
V misté zanétu, stejn¢ jako s vaznosti pacientovych obtizi. Brano z ekonomického hlediska
je navic odebrani anamnézy to nejlevngjsi vysetieni, jaké l1ze provést. [°]

Velky diraz je tfeba brat na anamnézu rodinnou, jelikoz jak jiz bylo zminéno,
vétSina alergii vznika na zdkladé dédiéného piedpokladu, atopie. Pokud je zndm vyskyt
alergie vroding, mél by byt pacient s obtizemi vysvétlitelnymi alergii v tomto sméru
otestovan, %]

V osobni anamnéze se zaméfujeme na typické projevy alergie v urCitém véku
(naptiklad potravinové alergie u kojenctt), dale zjistujeme vyskyt opakovanych bronchitid,
recidivujicich angin, sinusitid. Zjistujeme rovnéz uzivané léky a mozné alergeny
vyskytujici se na pracovisti. Alergicka anamnéza se skladd nejen z diive prokazanych
alergii a obtizi, ale také z moznych alergenli a rizikovych faktord, kterym je pacient
vystaven (zvifata v domacnosti, aktivni i pasivni koufent). 1%l

Do nynéjSiho onemocnéni zaznamenavame typ obtiZi a ¢asovy Usek ¢i misto, ve
kterém se objevuji. Z téchto informaci se snazime vydedukovat, o jaké alergeny by se
mohlo jednat. V pfipad¢ potravinovych lze postupné vyfazovat nejCastéjSi alergeny
z jidelni¢ku a sledovat vyvoj piiznaki. [

Soucasné je tieba provést dukladné fyzikalni vySetfeni.

5. 2 KoZni testy

v rw

NejrozsifenéjSim koznim testem je prick test. Lze jim vySettit precitlivélost L. typu,
pouzivd se zejména u inhala¢nich alergent. Provadi se na klizi vnitini strany ptfedloktni,
kam se po jedné kapce nandSeji vySetfované standardizované alergeny. Nasledné je
pokozka narusena lancetou do hloubky 1 mm, aby nedoslo ke vniku krvaceni. Vysledek se

odecita po 15 minutach, kdy je hodnocena velikost vzniklych pupenti a ptipadné zarudnuti.
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Prick test je levna a spolehliva metoda zatizena malym rizikem nezadoucich ucinkt. Mezi
nejzavaznéjsi komplikace se fadi anafylaxe. [

Kwvli vyssimu riziku falesné pozitivnich vysledkl a nezddoucich ucinki je v mensi
mife pouzivan test intradermalni, kdy je malé mnozstvi alergenu vpravovano piimo do
koze. [t

Epikutdnnimi testy se prokazuji kontaktni alergie. Na kizi jsou piikladany
standardizované naplasti s alergeny. Pozoruje se vznik reakce po 1, 2 a 3 dnech. Pro rtuzné
alergeny se uZivaji rozliéné formy tohoto testu. [*']

Pfed samotnym provedenim vSech koznich testd je tieba vysadit 1éky tlumici

alergickou reakci z déivodu mozného ovlivnéni testu. %]

5. 3 Provokacni testy

Vedle kozZnich testii 1ze indikovat i nasélni provokacni test, kdy se po aplikaci
alergenu na nosni sliznici méfi stupenn vzniklé obstrukce. Vzhledem k riziku anafylaxe a
bronchospasmu se pouze vyjimeéné piistupuje k bronchialnimu provoka¢nimu testu. [18l

Pro prikaz potravinové alergie je tfeba nejdiive postupné eliminovat jednotlivé
slozky potravy podezielé z imunogenicity a sledovat vyskyt potizi. Poté je pacient
moznym alergeniim opét vystavovan. Za nejprikazngjsi je povaZzovan dvojité zaslepeny,
placebem kontrolovany test, provadény za hospitalizace, kdy jsou placebo 1 vySetifované
potraviny podavany ve formé kapsli. 18l

Provokacni testy u lékovych alergii se provadé€ji pouze na specializovanych
pracovistich, at’ uz u prukazu hypersenzitivity nebo vylouceni zkiizenych reaktivit. Lék je

podavan stejnou cestou, ktera byla pouzita pfi prvotni alergické reakci. [

5. 4 Stanoveni po¢tu eozinofili

Alergicka onemocnéni provazi vystupniovana tvorba eosinofilnich granulocyti,
které se podileji na alergickém zanétu. Ve vzorku pacientské krve proto miizeme zjistit
jejich zvyseny pocet — eosinofilii. Nevyhodou tohoto vySetieni je, ze mnozstvi eozinofilt
v krevnim fecisti neodrazi skuteCny stav v misté¢ zdnctu. Eosinofilie navic provazi i dalsi

onemocnéni jako parazitarni, autoimunni a nadorova. (%
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Kuréeni poctu eozinofili se vyuziva pritokové cytometrie. V ptipadé¢ vyskytu
morfologickych vad krevnich bun¢k ¢i nékterych chorobnych stavii je v§ak nutno provést
rozpocet pod optickym mikroskopem, jelikoz krevni elementy nemusi byt analyzatorem

spravné zafazeny. (1

5. 5 Stanoveni IgE

Zejména u alergii s celkovou reakei dochézi ke zvysSeni hladiny protilatek t¥idy IgE.
U lokalizovanych forem vSak hodnoty celkovych IgE mohou byt normalni a pribéh
alergického zanétu to nevylucuje. Stejn€ jakou u eosinofilie, vzrist protilatek miize mit
pfi¢inu ve vice chorobnych stavech. Ke stanoveni se uziva enzymova imunoanalyza (EIA)
¢i enzymové imunoanalyza s fluorescenénim znagenim (FEIA). [2°]

IgE specifické pro konkrétni antigen testujeme piedevSim pii neproveditelnosti
kozniho testu (déti, anafylaxe, nedostupnost standardizovaného alergenu, nemoznost
vysadit protialergickou 1écbu) ¢i pfi nesouladu vysledku kozniho testu s anamnézou.
Vysledek je opét nutno srovnat s obtiZzemi pacienta, jelikoz 1 asymptomatické osoby
mohou mit v Krvi pfitomny specifické IgE. Je tfeba mit na mysli, Ze protilatky mohou byt
namifeny proti jinym epitoplim, mohou soutéZit o vazebnd mista s jinymi tfidami protilatek
(zejména IgG4), nebo mohou vykazovat faleSné pozitivni vysledky pii zktizené reakci

protilatek. Vyuziva se metody ELISA. [*°]

5. 6 Test aktivace bazofilu

Test aktivace bazofilu se aplikuje piedevsim v piipadech, kdy neni mozné vyuzit
provokacni test. K odebranému vzorku krve je pfidan hledany alergen a nasledné je
zkoumano procento bazofili, které bylo timto alergenem aktivovano. Pro zahajeni aktivace
je nutna piitomnost specifickych IgE navazanych na FceRI receptorech bazofili. Pokud
dojde k ptfemosténi n¢kolika receptorti pomoci alergenu, zapocne aktivace bazofilu. Jednim
z disledki je vystaveni znaku CD63 na povrch buiiky. Transmembranovy receptor CD63
hraje roli v ristu, migraci a adhezi bunék mnoha tkani, na bazofilech a mastocytech je
vystavovan pouze po aktivaci pies receptor FceRI, nikoli z jinych pii¢in. ¥

Bazofilni granulocyty lze od ostatnich leukocyti odlisit pomoci znaku CD203c
vyskytujictho se na jejich bunéénych membranach. CD203c neboli ektonukleotid
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pyrofosfataza/fosfodiesteraza 3 patii mezi transmembranové proteiny hydrolyzujici
extracelularné se vyskytujici nukleotidy, nachazi se na bazofilech, mastocytech a buiikdch
délohy. [?!]

Pokud tyto CD znaky ozna¢ime monoklondlnimi protilatkami konjugovanymi
s odlisnymi fluorochromy, lze vzorek proméfit pomoci prutokové cytometrie. Bunky

pozitivni na znak CD203¢ i CD63 jsou hledané aktivované bazofily. [*°

5. 7 Priitokova cytometrie

Pratokovy cytometr se skldda ze tii Casti — fluidni systém, opticky systém a
elektronika. Fluidni systém zajistuje spravné davkovani vySetifovanych bunék v suspenzi
do méfici komirky. Vzorek je vlozen do zkumavky s kapilarou na konci. Konec kapilary je
obtékan hnaci tekutinou, ktera s sebou strhava builky vzorku nejlépe tak, aby méficim
bodem prosla vzdy pouze jedna &astice. (22

Bunky dale prochéazeji paprsky lasert. Pokud jsou bunééné struktury oznacené
fluorochromy, je zvolen laser o takové vinové délce, aby fluorochrom absorboval svétlo a
vyemitoval zafeni o specifické vinové délce. Vznikld fluorescence ¢i odraZené svétlo
pronika filtry k detektorim. Zde je méfena fluorescence, pifimy rozptyl (FSC) svétla
davajici informaci o velikosti buiiky a bo¢ni rozptyl svétla (SSC) odrazejici granularitu
buiiky (mnozstvi struktur v cytoplasmg). [2°!

Signaly zoptiky jsou pfevedeny na elektrické impulsy dale zpracovavané
pocitatovym programem. Vysledek je zobrazovan ve formé grafii — histogramui, kde je na
ose X vyjadfena intenzita signalu a na ose y Cetnost bunék. Z histogramu lze vybrat
hledanou populaci a vytvofit pro ni tzv. dot plot, zobrazeni se dvéma parametry (napi. FSC
na SSC). Y Pritokové cytometry s vyuzitim sorteri umoziuji oddélovat hledané populace

bunék do sbérych zkumavek. 2%
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6 LECBA ALERGII

6. 1 Profylaxe

AC se tento 1éCebny postup zda banalni, opravdu jedinym zaru¢enym zptisobem, jak
zamezit propuknuti alergické reakce u jiz senzibilizovan¢ho ¢loveéka, je striktni vyhybani
se styku s alergenem. U potravinovych ¢i zvifecich alergii je profylaxe realné proveditelna,
1 kdyz ne vzdy stoprocentni. OvSem 1 pfes preventivni opatieni mize clovéka ndhodné
bodnout vosa. Skutecné =zamezit styku s vSudypiitomnymi rozto¢i také nelze.
Proveditelnost profylaxe je tedy vice ¢i méné omezena v zavislosti na typu alergenu a

alergické reakce.
6. 2 Antihistaminika

Léky této skupinu zamezuji u€inku histaminu na cilové buiikky pomoci blokady H1
receptori na povrchu bunck hladké svaloviny pridusek, traviciho traktu, endotelu,
eozinofill, neutrofildi, dendritickych bun€k a lymfocytd. SniZuji permeabilitu cév a
vazodilataci, ¢imz zmensuji otok. Nejsou vSak schopny ovlivnit probihajici Sokovy stav.
Tlumi tvorbu hlenu v dychacich cestach, nemaji vSak velky ucinek na bronchokonstrikci.
Dftive uzivana antihistaminika prvni generace se vyznaCovala sedativnim efektem. V 1€€bé
alergii se dnes preferuje druhd a tfeti generace, jejichZz molekuly neprostupuji
hematoencefalicku bariérou a netlumi tedy centralni nervovou soustavu. 241

Vyuziti nalézaji v 1écbé akutnich ptiznakti a dlouhodobé prevenci sezonni i
celoro¢ni rymy a koptivky. Nejcastéji se uzivaji v kombinaci peroralnich tablet s lokalnimi

ptipravky (nosni spreje, oéni kapky, gely a emulze na kozni projevy). (3
6. 3 Kortikosteroidy

Tyto synteticky pfipravené analogy hormonti kiry nadledvin vykazuji silné
protizanétlivé uc¢inky a inhibuji syntézu histaminu, ovSem pii dlouhodobém systémovém
podavani je provazeji zavazné nezadouci ucinky diabetes, osteopordza a poruchy imunity,

proto jsou Vv peroralnim podani vyhrazeny pouze pro zavazné stavy po co nejkratsi dobu.
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(241 Obvykle se uzivaji pouze lokalni piipravky. Nezaménitelnou pozici v 1é¢bé asthma
bronchiale zaujimaji inhalatory s kortikoidy v aerosolu ¢i prasku. Diky nastavené velikosti
¢astic se po vdechnuti G¢inna latka usazuje v oblasti bronchti, kde rusi bronchokosntrikci, a
neovlivituje zbytek dychaci soustavy. S minimalnimi vedlej$Simi UCinky se rovnéz
setkavdme u nosnich sprejii odstranujicich nepriichodnost, vytok a kychéani. Efektivné lze
pouzit kortikosteroidy i v 1écbé ocnich a koznich projevii, ovSem s vétSi obezietnosti

vzhledem k moZnosti nevratného poskozenim tkani pii dlouhodobém uZivani. (3]

6. 4 Stabilizatory membran Zirnych bunék

Zabranuji degranulaci a U¢inku nékterych cytokinii na zirné bunky, tim tlumi
zvlasté Casnou fazi alergické reakce. Nevyhodou je nutnost aplikace nckolikrat denné.
Nejcastéji je vyuzivan kromoglykat sodny a nedocromil sodny, ktery zaroven tlumi kasel,

jako preventivni 16¢ba astmatu, nosni a oéni kapky ¢&i kapsle u potravinovych alergii. 24

6. 5 Dalsi lééiva

Léciva odstranujici ptiznaky se vyskytuji pfedevSim v kombinaci s dalSimi
lékovymi skupinami. Pfi astmatu piindseji ulevu bronchodilatancia B mimetika. [24
Obstrukci nosu snizuji dekongestanty s vazokonstrikénim tU¢inkem. U anafylaktického
Soku je zéasadni podani adrenalinu pro udrzeni krevniho tlaku diky zmirnéni vazodilatace,
bronchokonstrikce, permeability cév a podpofe kontrakce srde¢niho svalu. Pacienti se
silnou alergii s sebou nosi injekéni pera, diky nimzZ jsou schopni si pfi nastupu alergické
reakce jako prvni pomoc sami podat nutnou nezbytnou adrenalinu pro dobu do piijezdu
zdravotni zachranné sluzby. Po zajisténi adrenalinem nasleduje 1écba kortikoidy a
antihistaminiky. 3 U t&7kého alergického astmatu nereagujiciho na jinou 1é¢bu lze pouzit
monoklonalni protilatku proti FceRI receptortim, blokujici vazbu IgE na receptor, a tim

znemoznit degranulaci mastocytdl a bazofild. [
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6. 6 Specificka imunoterapie

Cilem specifické imunoterapie je dosazeni tolerance imunitniho systému vici
alergenu. Mechanismus u¢inku imunoterapie je oziejmén pouze Castecné. Predpoklada se,
ze spravnou aplikaci alergenu lze spustit Thl imunitni odpovéd, jez cytokinovym
prostiedim (lI-2) inhibuje Th2 lymfocyty a tvorbu IgE ve prospéch zejména IgG4
protilatek. Uplatiiuji se rovnéz regula¢ni T lymfocyty. ' Uginnost specifické imunoterapie
byla prokazana pfi 16¢bé alergie na hmyz, pyl, roztode a néktera zvitata. [2°]

Provadi se u pacientii S potizemi vyvolanymi alergii na jeden alergen dolozeny
pozitivnim koznim testem. Pouzivaji se standardizované roztoky o znaimé koncentraci
alergenu. Roztok je mozné vpravit v depotni formé do podkozi (subkutann¢) s pomalym
uvolnovanim do téla, ¢i ve formé peroralni nebo kapek pod jazyk (inhala¢ni alergeny).
Lécba trva 3-5 let. Je zahajovana postupnym zvySovanim davky alergenu podavaného
Vv kratSich intervalech (depotni forma vétSinou 1x tydn¢). Po dosaZeni nejvyssi tolerované
davky se tato hladina udrZzuje s delSimi intervaly (depotni forma 1x mési¢n€). Subkutanni

aplikace s sebou vzdy nese riziko anafylaktické reakce. [2°]
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PRAKTICKA CAST

7 CiL A UKOL PRACE

7.1 Hlavni cil prace

Ovétit moznosti vySetiovani aktivity bazofilnich granulocyti pomoci pritokové
cytometrie s vyuzitim rekombinantnich alergend. Nalézt vhodny aplikac¢ni protokol,
strategii gatingu. Zjistit moznosti pouziti hodnoceni testu ve formé procent aktivovanych

bazofilnich granulocyt, CD-sens a plochy pod titraéni kiivkou.
7.2 Vyzkumné otazky

1. Ovétit moznost stanoveni testu aktivace bazofili pomoci rekombinantnich alergenii
Phl p1 a Phl p5.

2. Zjistit jakou shodu vysledki poskytuji metody CD sens a plocha pod titra¢ni kiivkou.

3. Zjistit shodu mezi stanovenim hodnoty specifickych protilatek IgE, testu aktivace

bazofild, CD sens a plochy pod titra¢ni kiivkou.
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9 METODIKA

9.1 Zkoumany vzorek

Celkem testovani probihalo na 28 vzorcich pacientské krve, z nichz 20 pochazelo
od pacienti pied nasazenim specifické alergenové imunoterapie a 8 bylo zafazeno jako
pozitivni kontrola. U kazdého vzorku byl proveden test aktivace bazofilti s pouzitim
alergent Phl p1 a Phl p5 a to v koncentracich 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 a 100ug/l. Zaroven

byla v§em pacientiim stanohodnota alergen specifickych IgE protilatek.

9. 2 Test aktivace bazofila

9. 2.1 Princip

Cilem testu je vyvolat aktivaci bazofili, proto byl vzdy od stejného pacienta do
jednoho vzorku ptidén alergen Phl p1 a do druhého Phl p5. Za podminky, Ze jsou receptory
FceRI na povrchu bazofilli dostatecné obsazeny alergenové specifickymi IgE a alergen,
vazici se na IgE, zpusobi pfemosténi receptor, dochédzi k zahajeni aktivace bazofila.
Aktivované bazofily na svoji membranu exprimuji aktiva¢ni znak CD63, diky némuz je lze
detekovat pomoci monoklonalni protilatky anti-CD63 (klon MEM-259) konjugovanou
s fluorescein izothiokyanatem (FITC). Populace bazofili je ve smeési leukocytl
identifikovana pomoci monoklonalni protilatky anti-CD203c (klon NP4D6) konjugované
s fykoerythrinem (PE). Pozitivni kontrolu testu pfipravime ze vzorku piidanim
monoklondlni protilatky anti-IgE, zastupujici stimulaéni U¢inek alergenu, a
chemotaktického peptidu N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), aktivujici bazofily pres fMLP
receptor (FPR1).

9. 2. 2 Potiebné vybaveni a material

Biologicky material:

Plna nesrazliva krev s heparinem
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Pomiicky a vybaveni:
5ml zkumavky pro barveni bunék, sada automatickych pipet, vortex, termostat, centrifuga,

pratokovy cytometr

Chemikalie:
Ultragistd demineralizovand voda, fosfatovy pufr (PBS), BasoFlowEx® Kit (Stimulation
Buffer — stimula¢ni pufr, Stimulation Control — stimulant pozitivni kontroly, Staining

Reagent — koktejl protilatek, Lysing solution — lyza¢ni roztok), alergeny

9. 2. 3 Postup

e Do oznacenych zkumavek pro alergenem stimulovany vzorek bylo napipetovano 10ul
alergenu.

e Do zkumavek ur€enych pro negativni kontrolu nebylo pipetovano nic.

e Pro pozitivni kontrolu bylo napipetovano 10ul rekonstituovaného stimulantu
(Stimulation Conrol).

e Do vsech zkumavek bylo ptfidano 100ul stimulaé¢niho pufru (Stimulation Buffer).

e Do vsech zkumavek bylo napipetovano 100ul plné krve s heparinem.

e  Vsechny zkumavky byly promichany pomoci vortexu.

e Po 15 minutach inkubace ve vodni lazni o teploté 37 °C bylo doplnéno 20ul koktejlu
protilatek (Staining Reagent).

e  Vse bylo promichdno pomoci vortexu a inkubovano v lednici pti 2-8 °C.

e Poté bylo pfidano 300pl lyza¢niho roztoku (Lysing Solution), opét byl na promichani
pouzit vortex a vSe bylo inkubovano 5 minut pii laboratorni teplot¢.

e Do zkumavek byly pfimichany 3 - 4ml demineralizované vody.

e Opct byl pouzit vortex a inkubace po dobu 5-10 minut pfi laboratorni teploté, dokud
nebylo dosazeno lyze erytrocytt.

e Nasledovala 5 minutova centrifugace zkumavek pii 300 g.

e Po centrifugaci byl odstranén supernatant a resuspendovan sediment pomoci 0,2-0,4ml
PBS pufru.

e Nakonec byly vzorky proméfeny priitokovym cytometrem a nasledné vyhodnoceny.
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9. 3 Stanoveni procenta aktivovanych bazofili

Pro stanoveni aktivovanych bazofili byla pouzita analyza pomoci prutokového
cytometru Navios (Beckmann Coulter). Naméfena data byla zpracovana a vyhodnocena
softwarem Kaluza Analysis 1.5a. Pro identifikaci populace bazofilnich granulocyti byla
pouzita monoklonalni protilatka anti-CD203c¢ konjugovana s fykoerythrinem (PE),
emitujici svétlo cerveného spektra. Aktivované bazofily byly odliseny pomoci
monoklonalni protilatky anti-CD63 konjugované s fluorescein izothiokyanatem (FITC),
projevujici se zelenou fluorescenci. Zvolena gatovaci strategie tedy zahrnovala nejprve
vyclenéni bazofili ze zbytku leukocyti pomoci CD203c a nasledné rozpoznéni
aktivovanych bazofili podle znaku CD63. Vysledek byl vyjadien jako procentudlni
zastoupeni aktivovanych bazofild exprimujici molekulu CD63 v populaci vSech

bazofilnich granulocyti.
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10 VYSLEDKY

U 28 vzorkil krve, z nichz 20 pochdzelo od pacientli pfed nasazenim specifické
alergenové imunoterapie a 8 bylo zafazeno jako kontrola, byl proveden test aktivace
bazofili s pouzitim alergentt Phl pl a Phl p5 v koncentracich 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 a
100pg/l. Pro kazdou koncentraci alergenii byla urCena procenta aktivovanych bunck
V populaci bazofilnich granulocytli. Z téchto dat byly nasledn¢ vypocteny hodnoty CD-
sens a ploch pod kiivkou (AUC). Mezi procenty aktivovanych bazofilti, CD-sens, AUC a
hodnotami specifickych protilatek IgE byla vytvotrena korelace vyjadiujici té€snost vztahu
mezi t€émito hodnotami a pomoci pravdépodobnosti spoétena statistickd vyznamnost tohoto

vztahu.
10. 1 Procenta aktivovanych bazofili

Pro spravny gating prutokového cytometru byla vzdy zmétena pozitivni kontrola
aktivovana anti-IgE protilatkou (Graf 1/A-C) a negativni kontrola bez piidavku alergenu
(Graf 2/A-C). Poté byly proméfeny vzorky a vytvofeny histogramy vyjadiujici titracni
kiivku pomoci vzrustajici koncentrace (0,001-100pg/1) alergeni Phl p1 (Graf 3/A-E) a Phl
p5 (Graf 4/A-E).
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Graf 1/A-C, Gating priitokového cytometru, pozitivni kontrola.
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Dot plot A zobrazuje zastoupeni populace pozitivni na znak CD203c¢c vzhledem
K hodnotam boc¢niho rozptylu. Na dot plotu B jsou vyselektovany aktivované bazofily
nesouci znak CD 203c i CD63. Bazofily pozitivni kontroly na histogramu C dosahuji
aktivace 98,45 %.
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Graf 2/A-C, Gating priitokového cytometru, negativni kontrola.
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Dot plot A zobrazuje zastoupeni populace pozitivni na znak CD203c¢c vzhledem
K hodnotam boc¢niho rozptylu. Na dot plotu B jsou vyselektovany aktivované bazofily

nesouci znak CD 203c i CD63. Bazofily negativni kontroly na histogramu C dosahuji
aktivace 0,32 %.
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Data Set 1: Phl p1 ¢=0.01
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Graf 3/A-E, Analyza pritokovou cytometrii Phl pl.
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Grafy  vzniklée  analyzou
pratokovou cytometrii za vzristajici
koncentrace alergenu Phl p1 (0,001-
100pg/1). Na histogramech A-E
pozorujeme piibyvajici zastoupeni

aktivovanych bazofilt.
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Graf 4/A-E, Analyza pritokovou cytometrii Phl p5
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Graf 5 Graf vyjadrujici pribéh titra¢nich kiivek Phl p1l.
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Kiivky vznikly analyzou procesu aktivace bazofilii v zavislosti na koncentraci alergenu Phl
pl u 28 zkoumanych vzorkl. Pozorujeme nartist procent aktivovanych bazofili béhem

zvySovani koncentrace alergenu Phl p1 0,001-100pg/1.
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Graf 6 Graf vyjadiujici pribéh titracnich kifivek Php p5
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Kitivky vznikly analyzou procesu aktivace bazofilti v zavislosti na koncentraci alergenu Phl
p5 u 28 zkoumanych vzorkd. Pozorujeme nartst procent aktivovanych bazofilti béhem

zvySovani koncentrace alergenu Phl p5 0,001-100
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10. 2 CD-sens

CD-sens je zpusob vyjadfovani citlivosti na alergen. Ziskame ho zjiSténim, pii jaké

koncentraci alergenu je dosazeno 50 % maxima aktivovanych bazofild (ECso). Tuto
1

hodnotu je tfeba prevratit a vynasobit 100. Hodnota CD-sens = o X 100. Cim vyssi je

50
hodnota CD-sens, tim vyssi je i citlivost pro alergen, jelikoz bazofily reaguji pfi nizsich
koncentracich alergenu. Diivodem zavedeni tohoto hodnoceni citlivosti na alergen bylo
sniZovani procenta aktivovanych bazofilli pfi vysokych koncentracich alergenu. Pokud
bychom posuzovali reaktivitu bazofild viaci alergenu pouze dle nejvyssi koncentrace
alergenu, vysledky by vychazely falesn¢ niz§i. Hodnota CD-sens pracuje S maximalnim

procentem aktivovanych bazofili, a proto tento problém obchazi. [26]

Obrazek 8 Grafické vyjadieni CD-sens
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Zdroj: Nopp, Anna. CD-sens -Funktionellt allergitest Nér, Var Hur? [online]. Karolinska
Institutet, 2016. [cit. 2018-02-03]. Dostupné z:  http://www.kitm.se/sv/wp-
content/uploads/2016/11/CD-sens-funktionellt-allergitest.-N%C3%A4r-var-hur-Anna-
Nopp.pdf
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10. 3 Plocha pod kfivkou

Hodnota plochy pod kiivkou (AUC) vyplyva z grafu vzniklého snesenim kalibra¢ni
kfivky do bodi namétfenych hodnot procenta aktivovanych bazofili ptfi jednotlivych
koncentracich alergenu. Kviili zvoleni téchto bodu je kiivka nespojitd a vytvaii se pod ni

plochy ve tvaru ¢&tyfuhelnikd. Plocha pod kiivkou byla urcena jako soucet ploch

jednotlivych ¢tyiuhelnikt, AUC = S1+ Sz + Sz + Sy, kde S = a;—b X V.

Obrazek 9 Grafické vyjadireni AUC
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10. 4 Korelace

Korelace vyjadiuje miru asociace hodnot dvou proménnych. Hodnoti tedy, zda

mezi nimi existuje linedrni zévislost a jak je tato zavislost té€sna. Pouzili jsme Pearsoniv

korelaéni koeficient r, nabyvajici hodnot od -1 do 1. Cim vé&t§i je absolutni hodnota r, tim

vetsi je korelace mezi proménnymi. Pod 0,6 povazujeme korelaci za slabou, mezi 0,6 a 0,8

za stfedn& dobrou a nad 0,8 za silnou. [*"1 Nejsilngjsi korelace jsou v tabulkach zvyraznény

barevné.

Tabulka 1 Korelace pro CD-sens Phl p1 a % aktivace u alergenu Phl p1

koncentrace

alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,23 0,37 0,07 0,23 0,88 0,63
P 0,12 0,25 0,05 0,13 0,01 0,08
Tabulka 2 Korelace pro CD-sens Phl p5 a % aktivace u alergenu Phl p5
koncentrace

alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,32 0,6 0,83 0,90 0,83 0,82
P 0,20 0,08 0,01 0,01 0,01 0,02
Tabulka 3 Korelace pro AUC Phl pl a % aktivace u alergenu Phl p1

koncentrace

alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,32 0,17 0,18 0,36 0,92 0,92
P 0,21 0,45 0,39 0,19 0,01 0,01
Tabulka 4 Korelace pro AUC Phl p5 a % aktivace u alergenu Phl p5

koncentrace

alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,30 0,30 0,65 0,90 1,00 1,00
P 0,26 0,26 0,1 0,01 <0,01 <0,01
Tabulka 5 Korelace pro ISAC Phl p1 a % aktivace u alergenu Phl p1

koncentrace

alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,28 0,35 0,06 0,24 0,86 0,66
P 0,24 0,28 0,87 0,25 0,01 0,05
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Tabulka 6 Korelace pro ISAC Phl p5 a % aktivace u alergenu Phl p5

koncentrace
alergenu [ug/l] 0,001 0,01 0,1 1 10 100
R 0,26 0,29 0,69 0,87 0,93 0,93
P 0,23 0,22 0,12 0,05 0,01 0,01
Tabulka 7 Korelace pro CD-sens

AUC Phl p1 AUC Phl p5 ISAC Phl p1 ISAC Phl p5
R 0,81 0,84 0,77 0,76
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Tabulka 8 Korelace pro AUC

ISAC Phl p1 ISAC Phl p5
R 0,82 0,93
p <0,01 <0,01

Zjistili jsme, ze vysledky stanoveni CD-sens a AUC vykazuji silnou korelaci u
alergenu Phl p1 (R =0,81; p <0,01)iPhlp5 (R =0,84; p<0,01).
V porovnani s hodnotami IgE mély metody CD-sens a AUC vysokou (R = 0,82,
0,84, 0,93; p < 0,01) ¢i stfedné silnou (R = 0,76; p < 0,01) korelaci.

Nejlepsi shoda se vyskytuje u vySetieni CD-sens a procent aktivovanych bazofil

pii koncentraci alergenu Phl pl=10ug/l a koncentraci alergenu Phl p5=lpg/l, AUC

vykazuje s procenty aktivovanych bazofili nejvys$si korelaci pii koncentraci Phl pl=

100pg/l a Phl p5=10 pg/l, u srovndni s koncentraci specifickych IgE vysla nejlépe
koncentrace Phl p1=10 pg/l a Phl p5=100 ng/1.
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DISKUZE

Tato bakalafska prace si dava za cil ovéfit moznosti stanoveni aktivovanych
bazofili pomoci priitokové cytometrie S pouzitim rekombinantnich alergenti. Byl navrzen
aplika¢ni protokol a strategie gatingu. Test byl hodnocen ve formé procenta aktivovanych
bazofilnich granulocyt, CD-sens a plochy pod titra¢ni kfivkou (AUC). Nasledné byly
vysledky jednotlivych pacientd porovnany mezi sebou a zarovenn s hodnotami alergen
specifickych protilatek IgE.

Celkem bylo vySetieno 28 pacienti, 20 znich pfed nasazenim specifické
alergenové imunoterapie a 8 jako kontrola. Test aktivace bazofili se provadi pred
uplatnénim SIT pro odhaleni priméarniho zdroje senzibilizace z divodu eventualni zkiizené
reaktivity. Nasledna realizace BAT je urcena ke kontrole efektivity terapie. VeSkeré
vyuzivané metody posuzuji pouze projevy alergické odezvy, doposud neni zndm
charakteristicky biologicky marker pro kontrolu SIT. [28]

Béhem navySovani davek alergenu podavaného pacientovi se vyrazné zvySuje
senzitivita bazofilti k alergenu. Ve studii Mikkelsen et al. (2010) dosahuje senzitivita
nejvyssi trovné ve tfetim tydnu pribehu terapie. Po dosaZeni udrZovaci hladiny alergenu
dochazi k postupnému snizovani senzitivity bazofilnich granulocytii (pokles hodnot CD-
sens). Zatim co se vysledky nasich kontrolnich vzorkd pohybovaly v témétf negativnim
spektru, pti vyssich koncentracich alergeni bazofily pacienti pied 1é¢bou SIT vykazovaly
velmi vysoké stupné aktivace.

Test byl provadét z plné krve pacientli co nejdiive po odebrani vzorku. Exprese
CD63 zacina ihned klesat, pii skladovani delsim nez ctyfi hodiny je pokles aktivace
bazofilli znatelny. Po 48 hodinach se aktivita bazofilii snizi 0 42,3-58,5 %. Obecné se
upiednostiiuje testovani z plné krve, kde jsou zachovany vSechny bazofily, oproti ziskdvani
pomoci centrifugace ¢i sedimentaci nad dextranem. 2

Pro identifikaci aktivovanych bazofili bylo pouZito dvojité znafeni protilatkami
proti znaku CD63 a CD203c. Téma nejvhodnéjsiho aktivaéniho ukazatele bylo mnohokrat
diskutovano — tradi¢ni volbou zistava CD63, avsak marker CD203c skyta potencial,
jelikoz ho lze vyuzit paraleln¢ pro identifikaci bazofili i jako aktivac¢ni znak. Jako
nejvyhodngjsi strategie se jevi kombinace CD63 a CD203c. [

Nazory na znaceni bazofilu se lisi. Lotzsch et al. (2016) se stavi na stranu CD203c,
jelikoz vykazuje lep$i schopnost diferenciace mezi senzibilitou bazofilt a klinickou alergii.
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Oproti tomu Sturm et al. (2009) upfednostituje CD63 s nazorem, ze CD203c¢ vyzaduje dalsi
testovani. Rozdily ve vysledcich markert v§ak nedosahuji statistické vyznamnosti. %!

K méfeni byl vyuzit pratokovy cytometr Navios (Beckmann Coulter). Volba
pristroje miize svou systematickou chybou ovlivnit pravdivost méteni. Jednotlivé typy
cytometrii mohou vykazovat vysledky rozdilné az o 10 % aktivovanych bazofild. [?°! P¥i
préci na stejném pracovisti a vybaveni byla vSak prokazana reprodukovatelnost vysledku.
[31]

Na rozdil od provokacnich testd vysledek BAT neni ovlinén uzZivdnim
antihistaminik. Jelikoz jsou antihistaminika antagonisty H1 receptorl, pouze zabraiuji
uvoliovani histaminu, ne samotné aktivaci bazofili a expresi CD63. 2 Vliv
glukokortikoidd zatim nebyl objasnén, kratkodoba kultivace s kortikoidy vsak prokazatelné
neméla uéinek. %

Nameétena procenta aktivovanych bazofilti byla zanesena do grafu s odpovidajicimi
koncentracemi alergenu. Ze vzniklé titraéni kiivky byl odvozen CD-sens a plocha pod
ktivkou. Nasledné byly vypocteny korelace mezi procenty aktivovanych bazofili, CD-sens
a AUC. Vysledky byly vztahovany ke koncentraci alergen specifickych IgE jakoZto
k metod¢ s prokazatelnymi vysledky.

Provokacéni testy (koZni prick test, nasalni, bronchiidlni a potravinové) jsou
zakladem diagnostiky alergickych onemocnéni. Provedeni testu vSak muZe byt Casové
narocné a je zatizeno rizikem nezédoucich reakci. Zarovenn vysledek testu ve smyslu
,negativni X pozitivni“ ¢asto $patné odrazi miru individualni citlivosti k alergenu. B
Z téchto divodii panuje snaha o nalezeni in vitro vySetfeni schopného poskytnout podobné
validni vysledky. Velké nad¢je jsou kladeny na test aktivace bazofili s hodnocenim CD-
sens. U nekterych pacientd ve véku 2-4 let bylo detekovano pozitivni CD-sens a IgE, diive
nez byly zaznamenany prvni klinické potize spojené s alergii. Tato stanoveni by mohla
slouzit k podchyceni vyvijejici ho se alergického onemocnéni a brzkému nasazeni terapie.
[33] CD-sens piesné méii stupei citlivosti na alergen, metoda mize byt tedy pouzita jako
alternativa k provokacnim testim, sledovani pribéhu onemocnéni a hodnoceni efektivity
1écby. 311 [34]

Pii testu aktivace bazofilt byly pouzity rekombinantni formy alergend Phl p1 a Phl
p5, jez mezi sebou vykazuji zktizenou reaktivitu. Zkoumané vzorky pacientt 1écenych SIT
ve vetsin¢ piipadd (18/20) vykazovaly pozitivitu u obou alergeni. Prednosti

rekombinantnich alergent je znalost struktury alergenu a jeho Cistota. Pfi aplikaci v testu
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aktivace bazofilii slouzi k odhaleni konkrétniho epitopu vyvolavajiciho imunitni reakci.
Vzhledem Kk jejich vyrobé vSak mohou ztratit terciarni strukturu a neobsahuji vedlejsi
alergeny. V nékterych piipadech (zvlasté u potravinovych alergii) se tedy muze projevit
rozkol mezi ptiznaky pacienta a negativnim vysledkem BAT, vzhledem Kk senzitivité na

jiné alergeny, nebo zkfizené reaktivité. 34
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ZAVER

Byla ovéfena moznost provedeni testu aktivace bazofilii za pouziti rekombinantni
formy alergent Phl pl a Phl p5 u pacientd s alergii na pyly trav s indikovanou 1écbou
specifickou alergenovou imunoterapii. Pii stanovovani nebyly shledany zadné komplikace
ukazujici na nevhodnost vyuziti rekombinantnich alergenit v metodé¢ BAT. Aplikace téchto
alergenti se naopak jevi velice pfizniva z divodu snizeni zkiizené reaktivity oproti
nativnim alergeniim. Pfinos rovnéz spociva v niz§im vyskytu faleSn¢ negativnich vysledki
z ditvodu nizkého zastoupeni hlavni slozky alergenu ve smési u piirozenych alergeni.
Soucasn¢ zvySuji senzitivitu metody vzhledem ke znamé koncentraci a nepfitomnosti
marginalnich alergenti, které nemusi u dané¢ho pacienta vyvolavat alergickou reakci.

Z vysledkli miiZzeme usoudit, ze test aktivace bazofili poskytuje srovnatelné validni
vysledky jako diagnostika alergen specifickych protilatek IgE. Pro zhodnoceni je mozné
pouzit jak procento aktivovanych bazofili, tak CD-sens a plochu pod ktivkou Vv zavislosti
na ucelu vysetfeni. Diky moznosti vyuziti rekombinantnich alergenti mize test aktivace
bazofild slouZit také pro identifikaci konkrétniho alergenu, proti kterému je zaméfena
imunitni odpoveéd’ pacienta, i pfi nejasném vysledku koznich testd. Pti odhaleni alergenu
muze byt 1écba vedena individualng. Soucasné Ize BAT vyuzit i pro monitoraci prub&hu
specifické alergenové imunoterapie. Jedna se 0 diagnostickou metodu s bohatym

uplatnénim v odvétvi alergologie.
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SEZNAM ZKRATEK

ADCC — protilatkami zprostiedkovana cytotoxicita
AUC — plocha pod kiivkou

BAT — test aktivace bazofili

CD — cluster of differentiation, diferenciacni skupina
CSF — kolonie stimulujici faktor

EIA — enzymovy imunoanylyza

ELISA — enzyme — linked immunosorbent assay, enzymova imunoanalyza
Fc fragment — fragment crystallizable region

Feyll — nizkoafinni receptor pro IgG

FceRI — vysokoafinni receptor pro Fc ¢ast IgE protilatek
FEIA — fluorescen¢ni enzymova imunoanalyza

FITC — fluoresceinizothiokyanat

fMLP — N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin

FSC — ptimy rozptyl svétla

GM — CSF — granulocytarni makrofdgovy kolonie stimulujici faktor
H1 receptor — histaminovy receptor 1

ICAM — 1 — intercelularni adhezivni molekula

Ig — imunoglobulin, protilatka

IL — interleukin

LAF 1 - CD11a — antigen asociovany s funkci leukocytt
MCrt— mastocyt produkujici tryptazu

MCrc — mastocyt produkujici tryptazu a chymazu

MIP 1a — macrophage inflammatory protein

NK — natural killer, pfirozeny zabijec¢

PBS — fosfatovy pufr

PE — fykoerythrin

SIT — specifické alergenova imunoterapie

SSC — bo¢ni rozptyl svétla

TLR — Toll-like receptor

TGF B — transformujici rastovy faktor

Th — pomocny T — lymfocyt



TNF o — tumor nekrotizujici faktor alfa
VCAM - 1 — vaskularni adhezivni molekula
VLA —4 - CD49 a — very late antigen
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