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Souhrn:

Trendem v diagnostice alergickych onemocnéni jsou predevS§im multiplexové me-
tody, které umoznuji vySetfit Siroky panel alergeni z malého mnozstvi pacientského séra.
Interpretace vysledku je ovsem velice naro¢na. Aplikaci procesti strojové analyzy na rozsah-
lou databazi vysledki testu ImmunoCAP ISAC byla zjisténa korelace mezi alergeny, u nichz
jsem nasledné nalezla i zna¢nou homologii, kterd byla disledkem nélezitosti alergend ke
stejnym proteinovym rodindm. V pfipadech, kdy alergeny nendlezely do stejné proteinové
rodiny a nezjistila jsem u nich homologii, ale pfesto byla naméfena korelace, jsem zjistila,
ze cross-reaktivita mezi témito alergeny se uskutecniuje pfes cukernou slozku CCD. Lze
predpokladat, Ze implementace strojového uceni uleh¢i interpretaci vysledki ziskanych po-

moci multiplexovych metod.
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Summary:

Trending in the diagnosis of allergic diseases are mainly multiplex methods, which
allow examination of a wide panel of allergens from a small amount of patient serum. Howe-
ver, interpreting the results is very difficult. By applying machine analysis processes to the
extensive ImmunoCAP ISAC assay results database, a correlation was found between aller-
gens, in which I also found significant homology as a result of allergens belonging to the
same protein families. In cases where the allergens did not belong to the same protein family
and I did not find any homology, but the correlation was measured, I found that the cross-
reactivity between these allergens takes place via the CCD sugar component. It can be as-
sumed that the implementation of machine learning will facilitate the interpretation of results

obtained by using multiplex methods.



Predmluva

Tato bakalafska prace pojednava o moznostech aplikovani procesi strojového uceni
na rozsahlou databazi vysledkii stanoveni specifickych IgE. Specifické IgE bylo méteno ze
sér pacientil za pouziti multiplexové metody ImmunoCAP ISAC. Cilem prace je porovnat
zjisténé zavislosti na zdkladé homologie alergent a posoudit, zda by strojova analyza mohla
byt pfinosem a zefektivnénim hodnoceni velkého souboru dat ziskaném pii pouZziti multi-

plexovych metod.
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UVOD

Alergickd onemocnéni jsou v dnesni dobé¢ Sirokym tématem, stale vEtsi procento po-
pulace trpi nékterou z klinickych forem tohoto onemocnéni, at’ uz je to alergicka ryma, bron-
chidlni astma, ekzém, zazivaci obtize ¢i jiné. S tim se poji i velky zdjem o jejich ucinnou
diagnostiku a pfedevsim 1écbu, kterd na diagnostiku navazuje. Trendem v diagnostice, a to
nejen v oblasti imunologie a alergologie, je jeji zefektivnéni, respektive snaha poskytnout
kvalitni vysledky vySetfeni co nejvice pacientd v co nejkrat§im case. V mé bakalarské praci
se zabyvam zhodnocenim a ovétenim, zda aplikovani matematické strojové analyzy na roz-
sahly soubor vysledki stanoveni specifickych IgE, v fadech statisicti, ziskanych ve Fakultni
nemocnici Plzeii na Ustavu imunologie a alergologie, p¥inasi smérodatné vysledky, které

souhlasi s dostupnymi informacemi z odbornych zdroji.

Teoreticka ¢ast seznamuje ¢tenare se zakladni problematikou tématu alergie a atopie,
jejich podstaty a 1éCby, dale pak s alergeny a to zejména jejich rozdélenim a nomenklaturou.
V neposledni fadé v této Casti prace zmiiluji zakladni informace o pouzité multiplexové me-
tod¢ ImmunoCAP ISAC a také stru¢né popisuji techniku strojového uc€eni. Praktickd ¢ast
obsahuje detailnéjsi popis zminénych metod a technik, vysledky mého ovérovani a také shr-

nuti, zda je mozné aplikovat procesy strojové analyzy na dané vysledky ¢i nikoli.

Hlavnim zdrojem informaci pro tuto praci byla zejména doporucena literatura, od-
borné webové Clanky a v neposledni fadé informace z Vyzkumného centra NTIS Fakulty
aplikovanych véd Zapado&eské univerzity v Plzni a z Ustavu imunologie a alergologie FN
Plzen. Vysledky analyzy multiplexovou metodou ImmunoCAP ISAC ve Fakultni nemocnici

Plzen mi byly poskytnuty na zaklad€ fadné vyplnéné zadosti o poskytnuti informaci.
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TEORETICKA CAST

1 ALERGIE

Ackoli by se mohlo zdat, Ze alergie jsou problémovym onemocnénim dne$ni moderni
doby, neni tomu zcela tak. Zminky o nich méme jiz z dob starého Egypta, kdy byla popsana
smrt jistého faraona na nasledky bodnuti srSném, nebo z dob sttedovéku, kdy cisat Augustus
trpél sezonni rymou a dusnosti. Hippokrates zminil terminy asthma a eczema uz okolo 4.

stoleti pi.n.l. (Sterzl, 2007).

Pojem alergie byl poprvé uzit videniskym pediatrem Clementem von Pirquetem na po-
&atku 20. stoleti a byl piivodné nazvem pro obecnou reaktivitu v lidském téle. Casem ale
doslo k ziizeni vyznamu pojmu a to na imunologickou pftecitlivélost, resp. hypersenzitivitu.
V soucasné dobé¢ postihuje toto onemocnéni znacnou ¢ast populace a pozorujeme u néj vze-

rrrrrr

rozumét, jak na vyzkumné, tak na klinické trovni (Krejsek, a dalsi, 2016) (Fuchs, 2016).

Je nezbytné od sebe odlisit dva pojmy alergie a atopie. Atopie je stav poskozené imu-
nity, je dana pfedevsim genetickymi predispozicemi k precitlivélé odpovédi na extrémné
nizké davky béznych antigenti (alergentt) produkei specifickych protilatek IgE, hovofti se o
imunopatologické hypersenzitivité casného typu (typu I). Pti atopii se prosazuji zejména Th2
lymfocyty, které aktivuji slozky bunééné imunity pomoci riznych cytokint (Hotejsi , a dalsi,

2017) (Sterzl, 2007).

Alergii Ize definovat jako klinicky projev atopie. Jedna se o soubor zanétlivych zmén
v ruznych tkanich a organech navozenych expozici antigenim (alergentim) vnéjsiho pro-
stiedi. Zde se uplatiiuji specifické IgE imunoglobuliny ¢i senzibilizované T-lymfocyty. Pti
alergickych chorobach dochézi ve tkanich a organech k porucham jak jejich struktury, tak i
funkce. Alergii nelze chépat jako onemocnéni jednoho orgénu, ale je tieba se na ni divat jako
na systémové onemocnéni s mistnimi projevy. Poruseny je cely imunitni systém, zalezi
ovSem na konkrétnim jedinci, jak a kde se alergie projevi. RozliSujeme tedy alergie lokali-
zované a nebo systémové — systémova anafylaxe (Chapel, a dal$i, 2018) (Sterzl, 2007)

(Hortejsi , a dalsi, 2017) (Helbert, 2017).
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Jak uz bylo fe€eno, u alergie imunitni systém clovéka piecitlivéle reaguje na latky
v zivotnim prostiedi, které jsou pro vétSinu lidi neskodné, snazi se s nimi bojovat, avSak
neucelné. Tyto latky jsou znamé jako alergeny a nachdzeji se napft. v rozto¢ich, pylu, plis-
nich, potravinach a nékterych lécich, hmyzu a na doméacich zvitatech. Jinymi slovy, 1ze je
nalézt prakticky kdekoli. Je-1i alergické osoba vystavena alergenu (napiiklad pylu), dochézi,
po kontaktu alergenu se sliznici, k protildtkové odpovédi. Protilatky se vazi na specialni
buiiky nazyvané zirné bunky (=mastocyty, tkanova forma bazofilli). Po kontaktu alergenu
s protilatkami, reaguji Zirné buiiky uvolnénim urcitych latek, medidtorii alergické reakce,
z nichZ jedna se nazyva histamin. V disledku celé alergické reakce vznika drazdivy zanét

doprovézeny otoky, svédénim, nevolnostmi apod. (ASCIA, 2019) (Sterzl, 2007).

1.1 Geneticka podstata alergii

Bylo opétovné prokédzano, Ze riziko vzniku alergickych onemocnéni ma jisty zaklad
v genetice. Byly nalezeny stovky gend, které maji s alergickym zanétem uzky vztah, coz tuto
teorii jen potvrdilo, nelze vSak tvrdit, Ze za predispozici k atopii mohou konkrétni majoritni
geny, jedna se hlavné o kombinaci genetickych poruch, o tzv. genovy polymorfismus. Autoii
Krejsek, a dalsi (2016), Horejsi, a dalsi (2017) a Jilek (2014) se shoduji, Ze genovy polymor-
fismus by mohl byt jednou z moznych pfic¢in dédicnosti téchto onemocnéni, zejména pak

geneticky kodované rozdily v receptorech pro Interleukin 4 a Interleukin 13.

Zkoumané geny lze rozdé€lit podle autora Krejska, a dalSich (2016) do dvou hlavnich
tiid a to na ty geny, které se aktivné Ucastni vzniku alergického zanétu a na geny, které by
se mely podilet na ochrané pted touto reakci. Tyto skupiny tvoii jakysi celek, kde jedna
skupina dopliiuje druhou a naopak, pfevazuje-li n€kterd z téchto skupin, disledky se proje-
vuji vznikem alergického onemocnéni a nebo naopak rezistence. Autor Hotejsi, a dalsi
(2017) uvadeji rozdéleni genii do tii zdkladnich kategorii a to na geny urcujici proces rozpo-
znéavani a zpracovani antigenu (geny pro MHC II. tfidy a receptory T lymfocytti TCR), dale
na geny zapficinujici ptiliSnou tvorbu IgE (polymorfismy genl pro cytokiny, interleukiny,
jejich receptory a dalsi...) a nakonec geny, které ovlivni, jaky organ bude atopii postiZzen
(receptory v pruduskach apod.). Vyzkum se zamétil zejména na geny HLA systému, coz
jsou geny piimo vztazené jak k imunitni odpovédi, tak i k fyziologii orgénd, které jsou pa-

tologii zasazeny. Vysledky vSak nejsou jednotné a ve vétSiné ptipadii z nich vyplyva, ze
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zadny gen neni specificky pro danou genovou oblast, totéz bylo zjiSténo i v ptipad¢ auto-

imunitnich chorob (Krejsek, a dalsi, 2016).

Obecné genetické zavislosti s imunopatologickymi reakcemi je pravdépodobné tieba
hledat jiz na urovni transkripce, posttranskripcnich Gprav a zejména v souvislostech s epige-
netickymi mechanismy, kam se promitaji vlivy vnéjsiho prostiedi, vyzivy, prodélanych in-
fek¢énich onemocnéni a dalsi. Je ddlezité zminit, Ze zmény genomu, které byly vyvolany
pravé témito mechanismy se mohou piedavat do dalSich generaci a vyrazné tak zvySovat
riziko vzniku imunopatologickych onemocnéni u potomkii. Pan doktor Jilek (2019) zmitiuje
ve své knize studii, ktera byla provadéna ve 2. polovin€ 90. let v Némecku, vysledky studie
poukazuji na dédicnost gent, které mohou zplisobovat hypersenzitivitu k nékterym alerge-
nim. V piipad¢, Ze oba rodice byli alergici, trp€lo atopii kazdé 3. dité, pokud mélo jednoho
alergického rodice postihovala atopie 1 dité z 5 a v ptipadé, Ze ani jeden z rodict alergikem
nebyl, kazdé 7. dit¢ bylo atopikem. Atopik je pojmenovani pro jedince, ktery ma dédi¢ny
sklon k produkei IgE protilatek, které jsou reakci na nizké davky alergenu, ma také zvyseny
pocet zirnych bunék na sliznicich a receptorti pro IgE na jejich povrchu, které maji tendenci
ptilisné produkovat mediatory alergické odpovedi. Dédi¢nost alergickych onemocnéni ne-
zavisi na jednom faktoru, je polygenni, neni mozné urcit typ dédicnosti a nelze ji pfedpové-
dét u vyvijejiciho se plodu, avsak je prokdzano, ze jsou-li rodice atopici, pak mé dité vyssi
pravdépodobnost postizeni alergii, zv1asts, trpi-li onemocnénim pravé matka (Sterzl, 2007)

(Krejsek, a dalsi, 2016).

Naproti tomu pan doktor Jilek (2019) nesouhlasi, Ze pfic¢inou alergie jsou v prvni
fad¢ alergeny, nybrz odlisna reaktivita atopiki, coZ znamena pravé rozdilné hladiny IgE

v séru raznych jedinct, avsak pro¢ k tomuto rozdilu dochazi, neni zatim pln€ objasnéno.

1.2 Hygienicka hypotéza

Pan profesor Krejsek, a dalsi (2016) oznacuje hygienickou hypotézu mezi alergology
za velmi rozporuplné téma, zatim nebyla vyvracena, ale ani spolehlivé potvrzena. Poprvé
byla zformulovéana v roce 1989 Davidem Strachanem do odborného ¢lanku pro British Me-
dical Journal. Martin Fuchs, et al. (2016) a Petr Jilek (2014) se shoduji, Ze ve vyvoji jedince
existuje obdobi nazyvané ,zvykaci okno“. Jedna se o obdobi do 2. az 3. roku Zivota ditéte,

kdy pfijimé antigeny, potencialni alergeny, do svého téla vyhradné usty (at’ uz se jednd o
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potravu nebo olizuje ndhodné predméty). Imunologickd odpovéd’ vznika predevsim v typu
Th1-bunék, ¢imz se tvoti jakasi budouci tolerance na tyto antigeny. S tim se poji nazor, ze
prehnana Cistota a sterilita domacnosti a celkové mist, kde se dité pohybuje, zabratnuje ditéti
setkat se s témito antigeny, tudiz si na né nevytvoii toleranci a az se s nimi v pozd¢j$im véku
setkd, t€lo na n€ bude reagovat jako na potencionalné patogenni, stanou se z nich alergeny.
Na tomto se také mimo jiné podili i vymyceni parazitarnich nakaz, které zasadné¢ podnéco-
valy odpovédi typu Th2. Oba autofi uvadeji studii provadénou ke konci minulého stoleti
v Bavorsku, ktera srovnavala vyskyt atopie a alergie u déti dle bydlisté. Nejméné atopikil

pochézelo z vesnického prostiedi ¢i z farem, nejvice naopak z mést (Hotejsi, a dalsi, 2017).

Pan Sterzl (2007) ve své knize uvadi, Ze ¢astecky unikajici ze spalovani dieselovych
motorti, mohou podnécovat produkci IgE a expresi gent pro cytokiny typu Th2. Rovnéz
cigaretovy kout podnécuje tvorbu IgE a eosinofilii v ur¢itém organu, zaroven tvrdi, ze zne-
¢iSténi ovzdusi nemé zadny vliv na rozvoj astmatu u déti, dle studie ISAAC. Naopak zmi-
niyje, Ze mnozi Cinitelé zevniho prostiedi maji ochrannou povahu, naptiklad déti, vyristajici
ve venkovském prostiedi se zaplavou zviteciho prachu, maji daleko mensi podil vyskytu

alergii.

1.3 Typy hypersenzitivnich reakci

Stejnd imunologickd reakce, kterd nas chrani pfed Skodlivymi patogeny a vznikem
infekci, miZze také zpusobit velké Skody na naSich vlastnich buiikéch a tkanich. Imunitni
systém pouziva nékolik strategii ke sniZeni rizika poSkozeni sebe sama, napiiklad tak, Ze
jakmile je organismus zbaven nezadoucich antigentl, imunologické reakce jsou vypnuty, aby
nedoslo k zdméné a napadéni vlastnich bunék organismu. Tyto kontroly rovnovahy se vSak
mohou poskodit, coz vede k imunitné zprostifedkovanym reakcim, které maji casto mnohem
Skodliv¢jsi nasledky nez ochranné funkce, ke kterym jsou ureny. Nazyvame je autoimunitni

reakce Ci autoagrese (Punt, a dalsi, 2019) (Jilek, 2014).

Dnes je znamo, Ze existuje vice typt imunopatologickych, hypersenzitivnich, reakci,
které se lisi hlavné rychlosti nastupu klinickych ptiznaki. Jedna-li se o nepatfi¢nou, neade-
kvatni odpovéd’ na obvyklé antigeny ze zevniho prostiedi, 1ze hovofit o alergické reakci —

alergii, jedna-li se o reakci, kterd stoji za poskozovanim vlastnich bunék, jde o reakci
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autoimunitni, nicméné v rozvoji alergické reakce lze sledovat podil vSech reakci precitlive-

losti (Jilek, 2014) (Hoftejsi , a dalsi, 2017).

Jako celek zminim vSechny Ctyfi reakce, podrobné se vSak zaméfim pouze na prvni —

alergickou reakci.

1.3.1 Typl

Lze ji nazvat téz alergickou reakci. Okamzit4 hypersenzitivni reakce je charakterizo-
vana velmi rychlym projevem symptomil po stimulaci alergenem, znama je téz jako reakce
atopickd. Mechanismy hypersenzitivni reakce prvniho typu jsou zprosttedkované protilat-
kami tfidy IgE, které se vazi na mastocyty (zirné buiiky) nebo bazofilni granulocyty a indu-
kuji uvolnéni vazoaktivniho mediatoru. Pfi prvnim setkani alergenu s nachylnym jedincem,
dojde k senzibilizaci dané¢ho jedince, tato reakce je uskutecnéna sekreci protilatek IgE
plazmatickymi buitkami pod vlivem cytokinli produkovanych lymfocyty Th2. Tyto reakce
byvaji nejbéznéjsi odpovedi na respiracni (dychaci) alergeny, jako jsou pyl nebo roztoci a
také na potravinové alergeny, jako jsou burské ofechy a motské plody. Indikuji systémovou
anafylaxi (antigen se dostane do krevniho ob¢hu jiz senzibilizovaného jedince) ¢i lokalni
anafylaxi, jejim projevem jsou pak sennd ryma, astma, ekzém apod.... (Punt, a dalsi, 2019)

(Jilek, 2014).

132 TyplI

Druhy typ hypersenzitivni reakce je vysledkem navazani protilatek z ttidy IgG nebo
tilatkové dependentni bunécné zprostiedkovanou cytotoxickou reakci (ADCC). Tento typ
reakce muize nastat naptiklad pfi transfuzi krve mezi pacienty s rozdilnou krevni skupinou,

kdy dochazi ke zni¢eni darcovskych Cervenych krvinek - hemolyze (Punt, a dalsi, 2019).

1.3.3 Typ I

Béhem tietiho typu hypersenzitivni reakce vznikaji imunokomplexy antigen-proti-
latka, jsou uloZeny v riiznych tkanich a indukuji aktivaci komplementu a nasledny vznik
zanétlivé odpovédi zprostiedkované masivni infiltraci neutrofilnich granulocytti do ptislusné

tkané (Punt, a dalsi, 2019).
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134 TyplIV

Ctvrty typ hypersenzitivni reakce se nazyva také reakci oddaleného typu (DTH). Je
vysledkem nadmérné a nékdy i nevhodné aktivace T-bunék, které vystupuji jako mediatory
této reakce. Senzibilizované T-buniky (Thl, Th2, ...) uvoliuji cytokiny, které aktivuji mak-
rofagy nebo cytotoxické T-lymfocyty. Ty poté zprosttedkuji pfimé bunééné poskozeni. Béz-
nymi piipady jsou koZni reakce zplisobené jedovatym dubem ¢i jinou jedovatou rostlinou

nebo tieba roztrousena skleroza (Punt, a dalsi, 2019).

1.4 Mechanismus vzniku alergii

Za vznikem alergické reakce nestoji primarné alergeny, s nimi se setkavaji vSichni lidé
a mnozi na antigen (alergen) nijak nereaguji, naproti tomu atopici, na rozdil od zdravych
jedinct, reaguji odlisn¢ a pfehnané, maji také vyrazné vyssi hladinu imunoglobulinu IgE

v séru, toto rozdilné zvySeni v populaci zatim neni zcela vysvétleno (Jilek, 2014).

Elementarnim mechanismem, kterym vznikaji alergie, je defekt rovnovahy mezi T-
pomocnymi lymfocyty 1 (Thl), pomoci nichz zdravi jedinci reaguji (pokud vitbec) na aler-
geny a vétvi imunity T-pomocnych lymfocytt 2 (Th2), kterou reaguji na alergeny atopici,
pfi¢emz tyto lymfocyty jsou primarné ureny k ochrané pfed mimobunécnymi parazity. Ho-
vorime o Th-zprostfedkovaném onemocnéni. Dale dochazi k izotypovému presmyku, zméné
genu pro tézké fetézce imunoglobulini, diky kterému se syntetizuji imunoglobuliny vSech
ttid (nejvice IgG a IgA). U neatopickych osob pfesmyk IgE nenastava tak Casto, nejspise
proto jsou hladiny IgE v séru neatopickych osob nizké (Jilek, 2014) (Sterzl, 2007).

Prvni fazi alergické reakce lze oznacit jako fazi tzv. senzibilizace, pfi niz dochazi
k identifikovani alergenu antigen prezentujicimi buiikami (APC) a ke spusténi specifické T
bunécné reakce. Senzibilizace se nejcastéji uskutecniuje na sliznicich, kde mé alergen moz-
nost proniknout hlenem do dychaciho ¢i traviciho systému a tam se setkat s epitelovymi
bunikami a bunikami APC, které zajistuji zasadni krok — antigenni prezentaci nezbytnou pro
vznik patologické reakce (zde L. typu), odtud je také mozny transport alergenu do lymfatic-

kych uzlin (Hofejsi, a dalsi, 2017).

Pfi imunopatologické reakci L. typu podnécuji dendritické buniky reakcei typu Th2, coz

ma za nasledek tvorbu imunoglobulinu IgE plazmatickymi bunikami. Molekuly
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imunoglobulinu IgE se vaZi na receptory mastocytd a bazofili nebo také na receptory ostat-
nich imunokompetentnich, jako jsou neutrofily, eozinofily atd... MiZze dojit i k reakei typu
Thl, s tou se lze setkat pii kontaktnich alergiich napt. na t€zké kovy ¢i anorganické slouce-

niny, disledkem toho je poté produkce specifickych T lymfocyti (Hotejsi , a dalsi, 2017).

Ve fazi senzibilizace nedochazi ke klinickym projeviim alergie, ty nastavaji az pti opé-
tovném setkani s alergenem, tato faze se pak nazyva ,,Casna faze alergické reakce®. Dochazi
k uvolnovani mediatorti alergické reakce z mastocytli i samostatné tvorbé primarnich medi-
atorq, jsou jimi zejména histamin a heparin. Je tfeba zminit, Ze tyto mediatory tkan¢ a organy

nijak zasadné nenarusuji (Hoftejsi , a dalsi, 2017).

Nasleduje ,,faze pozdni®, kterou lze pozorovat obvykle az za vice nez 8 hodin po fazi
Casné. V této fazi jsou produkovéany sekundarni mediatory, zvlasté tromboxany a leukotri-
eny, které lakaji do mista zanétu ostatni buiiky imunitniho systému, které za¢nou produkovat
mediatory s cytotoxickym t€inkem ve snaze zbavit se ,,antigenil zpusobujicich zanét*. Prave
tyto cytotoxické medidtory zplisobuji nékdy i nevratné postizeni tkdni (Hotejsi , a dalsi,

2017).

1.5 Druhy a pfiznaky alergickych chorob

Pti casné fazi alergické reakce dochazi k uvoliiovani a novotvorb¢é mediatord, hlavné
histaminu a heparinu. Ty maji schopnost zejména uvoliiovat cévy a plisobit stahy hladkych
svala pradusek, ptispivaji ke tvorbé hlenu a v neposledni fadé stimuluji nervova zakonceni

ktize, coz vede obvykle ke svédeéni (Hotejsi, a dalsi, 2017) (Abbas, a dalsi, 2013).

Mezi nejcastéjsi priznaky alergickych chorob, z diivodu piimého styku sliznic s aler-
geny z vngjsiho prostredi, patii alergicka rinitida (ryma), bronchidlni astma a postizeni spo-
jivky oka. Koznimi problémy mohou byt atopicky ekzém, kontaktni dermatitida a kopftivka.
Objevuji se i1 priznaky jako migréna a gastrointestindlni obtize (Hotejsi , a dalsi, 2017)

(Sterzl, 2007).

Systémova anafylaxe vznika mnohdy v souvislosti s proniknutim alergenu do orga-
nismu skrze travici Ustroji ¢i pfimo do krevniho obéhu. Anafylaxe vznika nejcastéji v di-
sledku poziti urcitych potravin (nejcasteji burské otechy, moiské plody a nékteré druhy ze-

leniny), 1€¢iv (penicilin) ¢i po bodnuti hmyzem (vcela, vosa, srsen). Pfi anafylaktickém Soku
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se nahle roztahnou cévy, ¢imz se snizi krevni tlak a zrychli tep, hladké svalstvo v priuduskach

se stahne. Neziidka dochéazi k bezvédomi (Hotejsi , a dalsi, 2017) (Sterzl, 2007).

1.6 Buiiky alergické reakce

1.6.1 Bazofilni granulocyty, mastocyty

Zirné buiiky, neboli mastocyty, jsou &astym oznatenim pro tkafiovou formu bazofil-
nich granulocytli a maji snad nejvétsi vyznam ve vztahu k alergickym reakcim. Sidli

zejména v oblasti sliznic a ktize (Jilek, 2014).

Tak dilezitou roli v alergickych zéanétech hraji proto, Ze maji na svém povrchu
(mimo jiné) 2 typy stézejnich receptorti. Jeden pro Fc fragment imunoglobulinu IgE, ktery
produkuji B lymfocyty, tento receptor se nazyva FceR. Druhy receptor slouzi k rozpozna-
vani slozek komplementu C3a a C5a, coz jsou znamé anafylatoxiny (=zplsobuji anafylaxi).
Zminéné receptory umoziuji aktivaci zirné buiiky. Fragmenty komplementu piisobi aktivaci
pfimo, zatimco v druhém ptipadé¢ aktivace pres FceR je tieba, aby na receptoru byly nava-
zany 2 molekuly IgE a soucasné, aby je ,, premostil“ alergen. Z toho vyplyva, Ze alergen
musi byt pfitomny, aby doslo k aktivaci bunék ptes FceR receptor. Pokud nemtize dojit
k pfemosténi z divodu absence alergenu, nedochazi k alergické reakci atopika, tiebaze kon-

centrace IgE v séru je vysoka (Jilek, 2014) (Hotejsi , a dalsi, 2017).

Charakteristickym rysem pro mastocyty je pfitomnost specifickych granul v cyto-
plazmé, jez se mohou po premosténi IgE ¢i navazani fragment komplementu velmi rychle
uvolnovat, dochazi k tzv. degranulaci. Hlavnim aktérem je mediétor histamin, ktery zptiso-

buje klinické projevy alergické reakce (Jilek, 2014).
1.6.2 Eosinofilni granulocyty

Eosinofily jsou velmi podobné mastocytlim, avSak dva faktory je ¢ini unikdtnimi.
Béhem probihajiciho zanétu jsou do tkani specificky dopliiovany a jejich granula obsahuji

zejména toxické substance (Helbert, 2017).

Eosinofily vyzravaji z prekurzoru, ktery je pro né spolecny s neutrofily a bazofily.
Jejich diferenciace a produkce je stimulovéana IL-3 a IL-5, které sekretuji Th2 lymfocyty a

mastocyty. V normalnich pfipadech se v krvi objevuji v malém zastoupenti, asi 1-5 % vSech
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leukocytii. K jejich aktivaci dochazi pomoci cytokinl, chemokinl ¢i navazdnim IgE na
FceRI. Aktivované eozinofily uvoliluji stejné mediatory jako mastocyty (kromé histaminu).
Pravé eozinofilie je velmi béznym nélezem jak u alergie, tak u napadeni mimobunéénymi

parazity (Jilek, 2019) (Helbert, 2017).

1.6.3 Th2 lymfocyty

Th2 lymfocyty (T-pomocné lymfocyty 2) maji za kol stimulovat B bunky k aktivaci
do podob plazmatickych bunék a nasledné je stimulovat k tvorb¢ protilatek. Hlavnim stimu-
latorem je IL-4. Tato reakce je v normalnich ptipadech uzita k obrané proti extracelularnim
patogentim, ovSem muze k ni dojit i v pfitomnosti neSkodného alergenu, ktery télo vyhodnoti

jako potencialné nebezpecny (Doan, a dalsi, 2013).
1.6.4 Imunoglobuliny, specifické IgE

Protilatky jsou slozky imunitniho systému schopné rozezndvat antigeny a nasledné je
navdazat na svoji strukturu. Jsou velice variabilni a maji vysokou rozliSovaci schopnost. Pro-
tilatky jsou generovany aktivovanymi B lymfocyty, plazmatickymi butikami, a maji za ukol
chranit organismus proti patogentim rtiznymi mechanismy t¢inku. Epidemiologické a expe-
rimentalni diikazy naznacuji, ze IgE protilatky mohou mit také prospéSnou funkci pfi inhibici
parazitl, jako jsou Cervi, protozoa a jini (Gould, a dalsi, 2004) (Punt, a dalsi, 2019) (Jilek,
2014).

Specificita protilatek je dana jejich sloZzenim respektive jejich strukturou, ktera je tvo-
fena lehkymi (kappa/lambda) a tézkymi (alfa, delta, gama, epsilon, mi) fetézci. Imunoglo-
buliny 1ze rozdélit do péti tfid podle jejich struktury a funkce a to na IgA, IgD, IgE, IgG a
IgM. To, jaky imunoglobulin bude syntetizovan v dané situaci, zavisi na typu T lymfocytd,
které pomohly aktivovat B lymfocyty a také na cytokinech, kterymi byl B lymfocyt pfed
aktivaci vystaven (Punt, a dalsi, 2019) (Jilek, 2014).

IgE (imunoglobulin E), posledni objeveny imunoglobulin, nebyva v lidském organismu
hojné zastoupen, avsak ve vztahu k alergickym onemocnénim je jeho role velmi dulezita.
Ma velky efekt naptiklad na degranulaci eozinofili a basofili a uvolnéni mediatoru hista-
minu. U normalnich jedinct je koncentrace IgE v séru asi 10 000krat niz$i nez koncentrace
IgG. Zvysena je u alergickych jedinct, pti vyskytu nékterych parazitarnich chorob a u syn-
drom ,hyper-IgE*. Jedinci s abnormalné vysokymi koncentracemi IgE v séru jsou povazo-

vani za atopiky (Punt, a dalsi, 2019) (Sutton, a dalsi, 2019) (Gould, a dalsi, 2004).

25



IgE je nezbytny pro hypersenzitivni reakci . typu. B buiiky za¢nou produkovat IgE poté,
co jsou kostimulovany IL-4, ktery je sekretovan Th2 lymfocyty. Jakmile je IgE produkovan,
navaze se na vysokoafinitni receptor FceRI exprimovany na mastocytech (sidlicich ve tka-
nich) a eozinofilech, které byly aktivovany a migrovaly do tkané. IgE se vaze na FceRI s tak
vysokou afinitou, ze i ptes to, ze je koncentrace IgE v séru tisickrat nizsi nez koncentrace
IgG, mastocyty jsou neustale ,,potazeny* IgE. Stupen specifity IgE je dan diversitou tézkych
fetézcl. Specificitu IgE lze urc¢it bud’ koznimi testy v ordinaci 1ékate ¢i metodou ELISA

v laboratofich alergologie (Helbert, 2017) (Gadermaier, a dalsi, 2015).

1.7 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou oznacovany také jako specifické monoklonalni protilatky
s presné definovanou strukturou. To znamend, Ze se vazi pouze na dané antigeny, v tomto
ptipad¢€ na alergeny, s odpovidajici strukturou epitopu. Tim Ize odhalit pfesny popis epitopu
a takto charakterizovany alergen dale mlze slouzit k diagnostice i 1é€b¢ alergickych one-

mocnéni (Krejsek, a dalsi, 2016) (Jilek, 2014).

Vznikaji klonovanim jedné buiiky, kdy v deefinych butikach vznikaji stale totozné geny
pro imunoglobuliny. Matef'ské buiika ¢asem odumird, avSak byla snaha o vytvoteni tzv. hyb-
ridomu, ktery by byl v podstaté nesmrtelnym, coz se podatilo u bunék myelomu. Pro labo-
ratorni ucely byly vytvofeny vice nez tisice riznych monoklonélnich protilatek, které lze

vyuzit k terapii (Jilek, 2014) (Gadermaier, a dalsi, 2015).

1.8 Lécba alergii

vvvvvv

m¢él striktné vyhybat spoustéci reakce, at’ uz se jednd o potraviny, ¢i zvifeci srst apod. U
nemocnych s alergickou rymou je doporu¢ovdno omyvat sliznici vhodnymi roztoky, které
by mély ptfinést ulevu od svédéni, paleni a otoku (Krejsek, a dalsi, 2016) (Delves, a dalsi,

2017).

Nejrozsitengjsi 1écbou alergickych projevii jsou farmakologické preparaty a to
zejména antihistaminika, antileukotrieny, metylxantiny apod. V tézSich piipadech Ize zvolit
1 glukokortikoidy tlumici zanét a inhibujici syntézu histaminu, kromoglykét zabranujici
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degranulaci mastocytli ¢i biologickou 1é¢bu. Antihistaminika plsobi jako blokatory recep-
toru histaminu, ktery je, jako jeden z hlavnich mediatort, odpovédny za vznik nezddoucich
klinickych projeva v pribéhu alergické reakce. Histamin se za pfitomnosti antihistaminik
nemuze navazat na urcité receptory na sliznicich a kizi a nedojde tak ke vzniku svédéni,
otokll apod.. Nevyhodou uZzivani antihistaminik mize byt zejména navozeni ospalosti, avSak
tento vedlejsi negativni ucinek preparatii byl u nové¢jSich typd 1é¢iv uspésné eliminovan

(Petra, a dalsi, 2011) (Hoftejsi , a dalsi, 2017)(Krejsek, a dalsi, 2016).

Velky prilom zaznamenala 1écba astmatu pomoci inhalaénich kortikoidd, které mayji
velkou vyhodu v tom, ze plisobi na cilovy organ okamzité a tlumi zanétlivou reakci s mini-
malnimi vedlej§imi uc€inky, stejné¢ tak lokani l1éCiva ke koznimu podani — masti apod.

(Krejsek, a dalsi, 2016) (Hotejsi , a dalsi, 2017).

Velmi pfinosnd je 1écba specifickou alergenovou imunoterapii, kterd ma za ukol pfi-
vyknout organismus na alergen zvysujicimi se ddvkami podavaného alergenu vakcinami a
tim sniZit intenzitu alergické reakce na dany antigen. Plsobi na principu stimulace konku-
rencni Th1 odpovédi, kterd tlumi alergenni Th2 odpoveéd’ a zamezuje tak syntéze imunoglo-
bulinu IgE, namisto kterého se produkuji jiné izotypy imunoglobulinti (Krejsek, a dalsi,

2016) (Hotejsi , a dalsi, 2017).

2 ALERGENY

Alergeniim je pochopitelné vénovana zna¢na pozornost, protoze praveé tyto vngjsi an-
tigeny jsou spoustéci imunopatologické reakce a odpovidaji za vznik alergického zanétu.
Alergeny tzv. pfemosti (pteklenou) IgE protilatky, které se nachdzeji navazané na recepto-
rech pro IgE mastocyti nebo eozinofilll a tim zajisti impuls pro vyliti (degranulaci) media-
torti alergické reakce z téchto efektorovych bunck. Existence latek, které tuto reakci iniciuji,
alergentl, je znama uz nékolik desitek let a postupné se tvoii jasna piedstava o jejich mole-

kuléarni stavbé 1 schopnosti vyvolavat dané patologické reakce (Krejsek, a dalsi, 2016).

Aby antigen mohl byt zafazen mezi alergeny, musi vyhovovat znacnému mnozstvi
kritérii. Vzhledem k tomu, Ze se ve vét$iné pripadech jednd o proteiny, je nutné znat jejich

strukturu primdrni, sekundarni i terciarni, stézejni je také znalost glykosylaci, obsah
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nukleotidi, lipid atd. V neposledni fadé¢ je nutné prokdzat alergenni reakci s protilatkami

IgE u pacientii alergickych na dany biologicky druh (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.1 Nomenklatura

Oznaceni alergentt mé specifickd a pevnd pravidla, seznam alergenovych molekul a
normy pro zafazeni latky mezi alergeny se zacal utvaret v 80. letech minulého stoleti a prin-
cipidln€ stoji na molekulové charakteristice antigenu. Alergeny byly identifikovany na za-
klad¢ jejich chovani pfi elektroforéze, chromatografii a reaktivity na sdilend antiséra

(Krejsek, a dalsi, 2016) (Wayne, 2011).

Alergen Bet v 1 zrostliny Betula verrucosa neboli btizy l1ze pouzit jako ptiklad pro
vysvétleni zakladniho nomenklaturniho principu. Prva 3 pismena odrézeji rod rostliny (Bet),
nasledujici pismeno je oznacenim druhu rostliny, ze které byl alergen izolovéan (v), Cislice
udava poradi, v jakém byl alergen purifikovan z jednoho zdroje (1). Stejny princip Ize apli-
kovat jak na alergeny izolované z rostlin, tak i na alergeny pochézejici od Zivo¢icht, mikrobii

apod. (Krejsek, a dalsi, 2016).

Systematické pojmenovani rekombinantnich alergenti je zalozeno také na prvnich
titech pismenech (ackoli obcas se pouzivaji pismena Ctyfi, aby se zabranilo zdméné, jako u
Cand a Can pro Candida a Canis) v kombinaci s prvnim nebo dvéma prvnimi pismeny nazvu
druhu (napft. pteronyssinus) a nakonec arabska Cislice odrazejici bud’ potadi, ve kterém byl
alergen izolovan, nebo jeho klinicky vyznam, nebo oboji. K odliSeni rekombinantni formy

od nativni se pouZzivaji pfedpony » a n (napt. rDer p 1, nDer p 1) (Stewart, a dalsi, 2013).

Podobné¢ alergeny z ptibuznych druhil pouzivaji stejnou nomenklaturu. Napiiklad aler-
geny cysteinové protedzy z domdaciho prachu z druhG Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Euroglyphus maynei a Blomia tropicalis se jednotlivé oznacuji
jako Derp 1, Der f 1, Eur m 1 a Blo t 1, nebo spole¢né jako alergeny roztoct skupiny 1. U
izoalergenli odvozenych od stejnych druhti, které vykazuji vice nez 67% sekvenc¢ni identitu,
se pouziva ptipona (napi. Amb a 1.01, Amb a 1.02). U izoalergent, které se 1iSi o nékolik
zbytk, se pfidaji dalsi dvé ¢islice (napt. Amb a 1.0101) pro jejich identifikaci. Bylo charak-
terizovano mnoho izoalergent a studie naznacuji, ze tyto jemné rozdily mohou mit hluboké

imunologické ucinky (Stewart, a dalsi, 2013).
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2.2 Respiracni alergeny

2.2.1 Pyly

Pylové alergie jsou povazovany za jedny z nejrozsifenéjSich respiracnich alergii v po-
pulaci. Jsou zpiisobeny pylovymi zrny, sam¢imi pohlavnimi buiitkami (gametami) rostlin,
které se v sezonnim vyskytu roznaseji vzduchem z luk, lesti a dalSich ekosystému do desitek
az stovek kilometrii vzdalenych oblasti. Mezi nejéastéjsi jarni pylové alergeny v Ceské Re-
publice patii mimo jiné biiza (Bet v 1), olSe a liska. V 1ét¢ ze skupiny travin a obilovin hlavné

lipnicovité, pelyn€k , koptivy a mnoho dalSich (Krejsek, a dalsi, 2016).
2.2.2 Plisné

Dalsimi vyznamnymi Ciniteli v oblasti respira¢nich alergenti jsou plisné a jejich spory.
Vyskytuji se de facto vSude za predpokladu vlhkého a teplého prostiedi, coz jsou optimalni
podminky pro rist mycelia. V Ceské Republice jsou nejéastéji alergenem v bytovych jed-
notkach spory z rodu Penicillium, ve venkovnim prosttedi nejcastéji spory z rodu Alternaria,

avSak zalezi na ro¢nim obdobi a klimatu (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.2.3 Roztoci

Roztoci jsou mikroskopicti ¢lenovci, ktefi zptisobuji zadvazné alergické reakce. Vysky-
tuji se nejcasteji v kobercich a postelich, kde se zivi Supinkami kize clovéka. Alergické re-
akce jsou zptsobeny jejich vymésky ¢i télesnymi pozistatky, které jsou slozeny zejména
z enzymaticky aktivnich latek, které reaguji s proteindzovymi receptory v epitelech a mohou
jej narusovat. Vyznamnymi zastupci roztocu jsou Dermatophagoides pteronyssinus (Der p
1) a Dermatophagoides farinae (Der f 1). Také Svaba lze zaradit do této skupiny, jeho ex-
krementy vazici se na prach, zpiisobuji nemalé respiracni obtize Blattell germanica (Bla g

1) (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.3 Alergeny jedu hmyzu

Alergie na bodnuti hmyzem se miize objevit v jakémkoli veéku, Casto se tak déje po
n¢kolika obdrzenych bodnutich. Aby doslo k senzibilizaci jednice, musi byt jedinec bodnuty
(Apis mellifera), vos (Vespulavulgaris/ Vespula germanica) a sr$it. Jed tohoto hmyzu je pro
alergiky nebezpecny, protoze obsahuje velké mnozstvi latek, na které alergik mtize reagovat
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soucasngé, je to predevsim fosfolipaza (Api m 1; Ves v 1), hyaluronidédza (Api m 2; Ves v
2), kysela fosfataza a dalsi. Neztidka jsou pozorovany zkiiZené reakce s potravinovymi aler-
geny ¢i alergeny respira¢nimi, coz velmi znesnadnuje diagnostiku (Krejsek, a dalsi, 2016)

(Heddle, a dalsi, 2019) (Mittermann, a dalsi, 2010) (Golden, 2016).

2.4 Zvirteci alergeny

Zviteci srst nepfedstavuje alergen jako takovy. Hlavnim zdrojem problémi jsou
v tomto pripad¢ sliny a jiné vymeésky, Supinky kiize a epitelie zvitete. Ty se vazou na srst a
spolu s ni se stavaji soucasti prachu, ktery se volné€ rozndsi mistnosti. Alergik je tedy vysta-
ven nejen piimému kontaktu kiize se srsti zvifete, ale navic také vstupu alergenu do téla
ptes respiracni Ustroji. Alergen kocky domaéci, uteroglobin (Fel d 1), je jednoznaéné neja-
gresivnéjsi a také nejrozsifené;si, vysoce koncentrovany jej lze nalézt ve slinach kocek a na
kazi. Psi alergen, lipokalin (Can f 1), neptedstavuje uz tak vyznamné riziko, pfesto je velmi

roz$iteny (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.5 Potravinové alergeny

.....

pfiblizné 3% populace a ma velky vliv na kaZzdodenni Zivot pacientli. Potravinové alergie se
projevuji nejen v gastrointestinalnim traktu, ale ovliviluji i jiné orgdnové soustavy, naptiklad

ktzi (Valenta, a dalsi, 2015).

Martin Fuchs, et al. (2016) tvrdi, ze existuje mnoho faktort ovliviyjici prevalenci.
Naptiklad, Ze Zeny maji vyssi riziko PA nez muzi, nebo Ze bild rasa ma mirné vyssi protekci
nez Hispanci a ¢ernosi. Dulezity vyznam ma4 i sttevni mikroflora ve vztahu s vyvojem oralni

vvvvvv

zvySuje tendence mit alergii.

Alergeny v potravé by se daly pomysiné rozdélit do n€kolika skupin a to na: alergeny
zivocisné, alergeny rostlinné a alergeny z pfidanych komponent, které piestavuji zejména
latky prodluzujici trvanlivost produktil apod.. Jednou ze zakladnich potravin u nas, v Ceské
Republice, je kravské mléko a pravé na bilkovinu v ném obsazenou, kasein (Bos d 8), jsou

znami velmi vyznamné alergické reakce. Rovnéz na slepici vejce, konkrétné na bilkoviny
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bilku zast. ovomukoid (Gal d 1) ¢i motské zivocichy, je alergickd vyznamna ¢ast populace

(Krejsek, a dalsi, 2016).

2.6 Zkrizené reagujici alergeny

Zktizené reagujicimi alergeny jsou nejcastéji alergeny pochazejici z mnohych druhti
rostlin. Tyto alergeny si jsou bud’ strukturné podobné nebo obsahuji tzv. panalergeny, coz
jsou vyvojove vysoce konzervované bilkoviny s vSestrannymi funkcemi v biologii rostlin.
Panalergeny zpisobuji zkiiZenou reaktivitu na zdklad€¢ shodného vyskytu napti¢ mnohymi

rostlinnymi druhy (Krejsek, a dalsi, 2016) (Barre, a dalsi, 2018).

Zktizena reaktivita se uvadi nejcastéji mezi Celedi lipnicovitych, biizovitych, lisko-
vitych, hvézdnicovitych a nékolika dalSich, ovSem zkiiZzené reakce nemusi probihat pouze
mezi piibuznymi rostlinami, ale také mezi rostlinami neptibuznymi. Pfikladem by mohla byt
zktizena reaktivita mezi pylem bfizy a kofenovou zeleninou, tfeSnémi, kiwi atd. Z oblasti
roztocu je vyznamna podobnost, zplsobujici zkfizenou reaktivitu, mezi alergeny Svaba Bla
g 5 a roztoce Dermatophagoides pteronyssinus Der p 8. Z potravinovych alergent stoji za
zminku alergen tresky (Gad c 1), ktery se kiizi s dalSimi alergeny motskych ryb a zivoc€ichi,
napiiklad s tunakem, sledém atd. Hojné vyskytujici se v této oblasti je panalergen tropo-
myosin, Ize jej nalézt jak u motskych koryst a mekkysu, tak i u suchozemského hmyzu a
rozto¢ll, coz ma za nasledek silnou zkiiZzenou reaktivitu mezi témito druhy (Krejsek, a dalsi,

2016).

2.7 Alergenové extrakty

Mizeme fici, ze alergenové extrakty jsou v podstaté smési alergent ziskané z ptirod-
nich zdroji alergenti. Lze je vyuZzit mimo jiné v diagnostice alergii in vivo/in vitro, ale 1
k alergenové specifické imunoterapii. Problémy mtizeme hledat v jejich kvalitg, protoze ob-
vykle vykazuji vysokou kontaminaci nealergennimi materidly, které ovliviluji predevs§im bi-
ologickou aktivitu jednotlivych alergenti. Tato zélezitost se do jisté miry vyfesila se zavede-
nim rekombinantnich ,,alergenmolekul®, které 1ze vyuzit piedev§im v jiz zminéné specifické
imunoterapii. OvSem pro pfipravu alergeni pro in vivo diagnostiku a terapii nebyly u€inény

zadné vyznamné pokroky (Valenta, 2018).
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3 REKOMBINANTNI ALERGENY

Historie rekombinantni technologie zacala v 80. letech 20. stoleti, vzestup byl zazname-
nam hlavné na pocatku 90. let 20. stoleti, a to prvnimi publikacemi o klonovani alergenii

(Wayne, 2011) (Gadermaier, a dalsi, 2015).

Jako prvni byla popséna kompletni alergenovd cDNA sekvence kodujici hlavni alergen
roztoct Der p 1, nasledovalo popsani cDNA sekvence a klonovani hlavniho alergenu sr$né
Dolm 5, dalsirok byla objevena cDNA sekvence hlavniho pylového alergenu brizy Bet v 1.
Tyto tii alergeny byly spole¢né biotechnologicky exprimovany v bakterii £. Coli, po jejim
vystaveni infekci fagy. Lze je nazyvat prvnimi rekombinantnimi alergeny (Tscheppe, a dalsi,

2017) (Wayne, 2011).

Testovanim rekombinantnich alergenii byla zjisténa jejich IgE vazebna kapacita a jejich
schopnost indukovat specifickou aktivaci T bun€k a bazofili. Vétsina rekombinantnich aler-
gend vykazuje imunologické vlastnosti odpovidajici pfirodnim alergentim. Témét vSechny
krystalové a roztokové struktury alergenti byly ziskany prave az z rekombinantnich alergend,
do té doby byly caste¢né charakterizovany pouze nejbéznéjsi alergeny protein-chemickymi
technikami. Existuji pro to 2 diivody: Za prvé, vétSina alergentl se vyskytuje ve zdroji aler-
gent jako smés nékolika izoforem, které se velmi obtizné oddéluji, a za druhé, nékteré aler-
geny jsou pritomny ve velmi nizkych koncentracich, coz znemoznuje ziskat dostatecné
mnozstvi ¢isténého alergenu (Tscheppe, a dalsi, 2017) (Valenta, a dalsi, 2002) (Chapman,
2004).

Na rozdil od diagnostiky pomoci alergenovych extrakti, kde je stanoveni ruseno inter-
ferenénimi molekulami ¢i nizkou koncentraci alergenu, je diagnostika pomoci rekombinant-
nich alergent daleko ptesnéjs$i. Pomoci biotechnologicky pfipravenych rekombinantnich
alergentl 1ze definovat pfesné molekuly, které alergické onemocnéni vyvolavaji a tim i roz-
lisit zkiiZzené reakce naptiklad potravin a pyll. Pravé tyto Cisté specifické alergeny lze uzit
v alergenové specifické imunoterapii ¢i diagnostice. V roce 2002 byl zaveden prvni alerge-
novy Cip pouzivajici rekombinantni alergeny v tzv. multialergenovych testech (Wayne,

2011) (Valenta, 2018).
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4 DIAGNOSTIKA ALERGICKYCH CHOROB

4.1 Kozni ,prick* testy

Kozni testy by mély byt provadény vzdy na zdkladé predchozi klinické anamnézy a
jsou povazovany za prostfedek ke stanoveni senzibilizace na dany alergen. Principem testu
je aplikovani alergenovych extrakti do epidermis na ptedlokti pacienta za pouziti jednora-
zov¢ jehly nebo tzv. lancety. Zdroje uvadi, ze nyni je k dispozici kolem 10 — 50 alergenovych
extraktd, avSak od jejich vyroby se upousti s pfichodem modernéjsich automatizovanych
metod. Nevyhoda téchto testii mize byt pfedevsim v existenci falesné pozitivnich vysledki
pfi testovani senzibilizace na potravinové alergeny, naopak u alergeni respiracnich jsou
kozni testy spolehlivym diagnostickym néstrojem. Vysledky by vzdy méli byt hodnoceny
ve vztahu k aplikovanému kontrolnimu derivatu histaminu (Jensen-Jarolim, a dalsi, 2019)

(Kowalski, a dalsi, 2019).

4.2 Laboratorni diagnostika

Za laboratorni diagnostiku alergickych onemocnéni 1ze povazovat predevsim testy in
vitro, pti kterych je méfena hladina IgE protilatek v krvi, témto vySetfenim by ovSem m¢éla

pfedchazet vySetieni klinicka ¢i kozni testy, pokud je to mozné (Honzové, 2009).

Typickym laboratornim vySetfenim je méfeni hladiny specifickych IgE, které ma za-
klady v metodé ELISA a méfi hladinu cirkulujicich protilatek. Tuto metodu lze uzit v ptipa-
dech, kdy neni mozné vysettit kozni ,,prick* testy, naptiklad, nejsou-li dostupné vhodné aler-
geny na kozni vySetieni nebo pacient musi pravideln€ uzivat 1é¢iva, ktera kozni testy inter-
feruji. Dalsi metodou laboratorni diagnostiky jsou tzv. bunécné testy, které sleduji aktivaci
bazofili pomoci detekce histaminu, jako mediatoru hypersenzitivni reakce, nebo méteni ur-

¢itych typickych znaki pro aktivaci bazofili na pratokovém cytometru (Honzova, 2009).

Velkou nevyhodou méteni specifickych IgE je pfedevsim naro¢nost na objem vzorku,
coz je problém zejména u malych déti ¢i u pacientil, kterym z néjakého diivodu neni mozni

odebrat pozadované mnozstvi materidlu na stanoveni (Melioli, a dalsi, 2011).
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5 MULTIPLOVE METODY

V dnesni dobé jsou k dispozici ,,singleplexové® (1 test / vzorek séra) a ,,multiplexové™
(n€kolik testl / vzorek séra) metody pro méteni protilatek IgE proti alergeniim. Jednostranné
testy umoznuji testovani na ptitomnost specifickych IgE pouze pro alergeny, které jsou in-
dikovany v klinické anamnéze pacienta. Na rozdil od toho, multiplexni platforma umoziuje
definovéni IgE odezvy jednotlivce na celé spektrum alergenti uspofadanych na ¢ipu. Multi-
dené v anamnéze pacienta. Vysledkem je generovani udajii o protilatkach IgE, které mohou
byt v rozporu s anamnézou pacienta a mohou byt pacientovi obtizné vysvétlitelné (Tscheppe,

a dalsi, 2017).
5.1 ImmunoCAP ISAC

Mikro-technologie, ktera usnadnila métfeni specifického IgE k velkému mnozstvi aler-
gennich bilkovin pomoci malého objemu séra, byla poprvé predstavena v roce 2002. Spo-
lecnost VBC Genomics vyvinula alergenovou mikroc¢ipovou technologii, ktera byla premé-
néna na komercni produkt ImmunoCAP Immuno Solid-Phase Allergen Chip (ISAC) od spo-
lecnosti ThermoFisher Scientific. V soucasné dobé je touto metodou mozno méfit az 176

alergentl, z nichz 127 je rekombinantnich (Tscheppe, a dalsi, 2017) (Hage, a dalsi, 2017).

Princip testu je zaloZen na vazb¢ specifickych IgE protilatek, z dostatecného mnozstvi
séra (pouze 40 pL) nebo jinych télnich tekutin, na smés molekul alergenii umisténych v
malém mnozstvi v tripletech na polymerem potazené sklicko, které pfedstavuje pevnou fazi,
tzv. microarray. Vazba alergen- sIgE, komplex, se detekuji pomoci znacené ,,anti-lidské*
IgE protilatky. Fluorescence je métena laserovym skenerem, ¢im vyssi je fluorescence, tim

vice specifickych IgE protilatek je pfitomno ve vzorku (Hage, a dalsi, 2017).

Hlavni vyhodou pouziti testu zaloZeném na mikro€ipu je spotieba mnohem mensiho
mnozstvi alergenu (pfiblizn¢ 1000krat), coz je dilezity faktor, protoZze n¢které alergeny je
obtizné exprimovat, €istit nebo oboji. Tato multiplexova metoda je vyhodna zvlasté u paci-
entll s potravinovymi ¢i respiraénimi alergiemi ¢i pii odhalovani divodu, pro¢ pacient neu-
spokojivé reaguje na prislusnou lécbu. Velké vyuziti ma i pii volbé nélezitych alergent pro
specifickou alergenovou imunoterapii (Hage, a dalsi, 2017) (Jensen-Jarolim, a dalsi, 2019)

(Shreffler, 2011).
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6 STROJOVE UCENI

Strojové uceni patii mezi podskupiny umél¢ inteligence (Al). Tato technika umoz-
niyje pocitaci ,,se ucit* a pfedvidat s poskytnutymi daty bez dikladného a explicitniho na-
programovani. V modelu strojového uceni neni zadouci definovat pfesna pravidla a algo-
ritmy, ktera vykazuji rozhodnuti pfimo, na misto toho je snaha o uc¢eni pocitacovych systému
délat rozhodnuti na zaklad€ uceni se (pfizplisobeni se zménam okolnosti) z velkych mnozin
dat a objevovani vzorcii v datech. Strojové uceni bylo definovano jako ,,ueni zahrnujici
konstrukei algoritmtl, které se uci z jiz ziskanych dat a na zdkladé téchto dat vytvareji pred-
povedi®, to znamenad, ze jde o typ sebe-posileného uceni ,,s vEétsi zkusenosti*“. OvSem, stejné
jako v pfipadé jinych souvisejicich statistickych technik, jako je linearni regrese, jsou pro
zdokonaleni modelu pozadovana dalsi ,,zpracovana“ data, nikoli pouze ,,pouceni se ze zku-
Senosti* samo o sob&. Pocitace proto zlstavaji mnohem méné efektivni nez lidé pii uceni a
zobecnovani konceptl z relativné malého souboru dat. (Tong Meng, a dalsi, 2019) (Chan, a

dalsi, 2018) (Hurwitz, a dalsi, 2018).

Hlavnim algoritmem pro strojové uceni je tzv. neuronova sit’, coz je v podstaté sys-
tém navzajem propojenych uzll, které jsou schopny dobie rozpoznédvat vzorce z dat, které
jimi protékaji. Analogicky si je lze do jisté miry piedstavit jako vzdjemné propojené buiiky
lidského nervového systém. Tzv. hluboké uceni je poté podmnozinou strojového uceni, kde
jsou neuronové sité usporadany do mnoha vrstev se sadou mnoha algoritmi, ptes které pro-
biha modelovani abstrakce na vysoké trovni. Vysledek uceni 1ze pak pouzit pro odhad, pre-
dikci (vypocet pravdépodobnosti udalosti nebo prognézy vysledki) a klasifikaci (vyhleda-
vani souvislosti v datech a rozfazovani dat do skupin) znamych dat (Tong Meng, a dalsi,

2019) (Chan, a dalsi, 2018) (Hurwitz, a dalsi, 2018).
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PRAKTICKA CAST

7 CiL A UKOLY PRACE

Cilem prace je aplikovat procesy strojové analyzy na databazi vysledkii multiplexo-
vého stanoveni specifickych IgE metodou ImmunoCAP ISAC. Zjisténé zavislosti porovnat

na zékladé homologie alergenti.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY
Vyzkumny problém ¢islo 1: Ovétit zavislosti zjisténé matematickym hodnocenim na

zaklade porovnavani homologie alergentl.

Vyzkumny problém cislo 2: Ovétit zavislosti zjisténé matematickym hodnocenim na

zaklad¢ rozdéleni do proteinovych skupin alergend.
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Ke strojové analyze byl poskytnut soubor vysledki méfeni alergentt metodou Immu-
noCAP ISAC ziskanych ve Fakultni nemocnici Plzen v letech 2010 az 2018. Za tuto dobu
se podatilo nashromazdit vysledky multiplexového testu 1766 ambulantnich pacientii, ktefi
dochézeli na Ustav alergologie a imunologie. Z vySetfovanych pacientii bylo 1081 Zen a 685
muzl, pficemz vékovy prumér pacienti byl 30,8 let. Ziskand data méfeni metodou Immu-
noCAP ISAC jsou uvedena v tabulce ve specidlnich arbitrarnich jednotkach ISU-E /ISAC
Standardized Units for IgE/, tato data byla nasledné poskytnuta Vyzkumnému centru NTIS

Fakulty aplikovanych véd Zapadoceské univerzity v Plzni ke strojovému zpracovani.

Pacienti byli testovani na 125 alergenti, které ImmunoCAP ISAC nabizi, coz zna-

mend, ze celkové bylo k dispozici 220750 jednotlivych vysledkii.

Tabulka 1: Alergeny testované ImmunoCAP ISAC L.

Actd1 Actd?2 Actd5 Actd8 Alng1l
Altal Alta b Ambal Anac?2 Anao?2
Anis1 Anis 3 Apigl Apim1 Apim4
Arah1 Arah?2 Arah3 Arah 8 Artv1
Artv3 Aspf1l Asp f2 Aspf3 Aspf4
Aspf6 Berel Betv1 Betv 2 Betv4
Blag1l Blag2 Blag4 Blagh Blag?7
Bos d 4 Bosd5 Bosd 6 Bosd 8 Bos d lactoferrin

Tabulka 2: Alergeny testované ImmunoCAP ISAC I1.

Canfl Canf2 Canf3 Clah8 Cora 1.0101
Coral1l.0401 Coras8 Cora¥ Cryj1l Cupal
Cynd1 Cypcl Daucl Derf1l Derf2
Derp1l Derp 10 Derp?2 Equc3 Eurm 2
Feld1 Feld 2 Feld 4 Gadcl Gald1l
Gald?2 Gald3 Gald5 Glym4 Glym5
Glymé6 Hevb 1 Hev b 3 Hev b 5 Hev b 6
Hev b 8 Mald 1 Meral Mus m 1 Oleel
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Tabulka 3: Alergeny testované ImmunoCAP ISAC I11.

Olee?2 Parj2 Penal Penil Penm1
Phip1 Phlp 11 Phlp 12 Phlp 2 Phlp 4
Phlp5 Phlp6 Phlp7 Plaa1l Plaa?2
Prup1 Prup 3 Salk1 Sesil Tria 18
Tri a Gliadin Tria Tria aA_TI Arah6 Arah9
19.0101
Blot5 Canf5 Cheal Equc1l Fage2
Hev b 6.01 Jugril Jugr?2 Jugr3 Lepd?2
MUXF3 Olee?7 Olee?9 Penm 2 Penm 4
Plaa3 Plall Pold5 Trial4 Vesv 5
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10 METODIKA PRACE

10. 1 ImmunoCAP ISAC

Materidlem pro ImmunoCAP ISAC stanoveni miize byt heparinizovany vzorek séra
nebo plazmy z Zilni ¢i kapilarni krve, pfi¢emz hemolyza stanoveni nijak neinterferuje. Pfed
samotnym zacatkem analyzy by vzorky mély byt vytemperovany na laboratorni teplotu a

mély by byt dostatecné homogenni (Phadia AB, 2019).

Obrazek 1: Pracovni plocha pro pripravu ImmunoCAP ISAC cipu

IAF 4

I
i ) —He

Zdroj: viastni

Mame-li ptipravené vzorky pacientského séra nebo plazmy, vyjmeme ptislusny po-
cet skli¢ek z obalu od vyrobce a umistime je do vlhké komurky reakéni stranou nahoru, tato
sklicka jsou zaroven reakénimi Cipy, které maji na svém povrchu Ctyfi reakéni jamky, do
kterych nasledn€ budeme aplikovat reagencie. V dalSim kroku napipetujeme 30 pl séra nebo
plazmy do reak¢ni jamky na sklicku tak, abychom se nedotkly Spickou pipety reakéni plochy
a také, aby byla naznacena vysec¢ na sklicku zcela pokryta vzorkem. Skli¢ka inkubujeme dvé
hodiny pfi laboratorni teploté¢ ve tmé. Po uplynuti doby inkubace sklicka umistime do na-
doby s promyvacim roztokem na michacku na cca deset minut a nasledn¢ do nadoby s des-
tilovanou vodou na michacku na cca tficet sekund. Po promyti nechame sklicka fadné

oschnout (Phadia AB, 2019).
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Obrazek 2: ImmunoCAP ISAC sklicko /cip/

12

DS00730

Zdroj: viastni

V dalSim kroku umistime sucha sklicka zpét do vlhké komurky a napipetujeme do
reakénich jamek 30 pl konjugatu s detekénimi IgE protildtkami, takto inkubujeme ptl ho-
diny pfi laboratorni teploté ve tmé. Po uplynuti inkubace skli¢ka opét umistime do promy-
vaciho roztoku na michacku a poté do destilované vody. Kompletn¢ oschnuté Cipy jsou pti-

praveny k odecitani na skenovacim zatizeni LuxScan-10K/A (Phadia AB, 2019).

Obrazek 3: Skenovaci zarizeni a pocitac s prislusnym programem

Zdroj.' vlas }
10. 2 Metoda strojového uceni

Na zakladé poskytnutych dat byl natrénovan jednoduchy model logistické regrese,
ktery se snazil predikovat hodnoty v jednotlivych sloupcich (tj. pro jednotlivé alergeny) na
zaklad€ hodnot v ostatnich sloupcich. Jelikoz logistické regrese je bindrni klasifikace, bylo
predikovano pouze do tfid nulové / nenulova hodnota alergenu. Pro ziskani vahy dané za-
vislosti bylo pouZito nejprve L1 regularizace pro vybér piiznaki. S vybranymi piiznaky byl
natrénovan klasifikator a vahy jednotlivych zavislosti byly vyhodnoceny jako (F1-pfesnost

klasifikace * vdha daného alergenu).
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledna data z méfeni pacientll metodou ImmunoCAP ISAC byla zpracovana do
ptehledné tabulky a nasledné poskytnuta Vyzkumnému centru NTIS Fakulty aplikovanych
véd Zapadoceské univerzity v Plzni. Vyzkumné centrum NTIS poté predalo vysledky stro-
jové analyzy zpét na Ustav alergologie a imunologie Fakultni nemocnice Plzef, kde jsem
zjiStovala a ovétovala, zda jsou vysledky strojové analyzy vérohodné a zda jsou ziskané

zavislosti mezi alergeny spravné.

V nasledujicich oddilech jsou ¢lenény do tabulek vysledky méteni korelaci alergent
pomoci metody strojového uceni ve srovnani s homologii jednotlivych proteinii alergenu,
které jsem zjistovala z dostupnych odbornych zdrojii a to konkrétné z webu www.aller-

gome.org.
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11.1 Rodina PR-10 proteini

Tabulka 4: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny PR-10 proteinii

Alergen 1 Alergen 2 | Homologie | Korelace | Rodina Al | Rodina A2
[Al] [A2] [%]
Aln g1 Cor al.010 76 29,12 PR-10 PR-10
Aln g1 Cor al.040 66 21,57 PR-10 PR-10
Aln g1 Bet v1 80 13,00 PR-10 PR-10
Ara h8 Cor al.010 45 11,82 PR-10 PR-10
Ara h8 Bet vl 46 11,78 PR-10 PR-10
Ara h8 Mal d1 47 10,55 PR-10 PR-10
Bet v1 Cor al1.040 65 88,71 PR-10 PR-10
Bet vl Mal d1 60 47,43 PR-10 PR-10
Bet vl Pru pl 58 18,94 PR-10 PR-10
Cor al1.010 Bet vl 72 26,66 PR-10 PR-10
Cor al1.010 Aln gl 73 25,73 PR-10 PR-10
Cor a1.040 Bet vl 70 38,19 PR-10 PR-10
Cor al1.040 Mal d1 63 21,37 PR-10 PR-10
Mal d1 Bet vl 60 38,44 PR-10 PR-10
Mal d1 Pru pl 73 26,08 PR-10 PR-10
Mal d1 Cor al.040 56 11,50 PR-10 PR-10
Pru p1 Mal d1 75 43,49 PR-10 PR-10
Pru pl1 Cor al.040 64 14,58 PR-10 PR-10

Vysledky porovnani zmétené korelace a nalezené homologie alergent si odpovidaji,
protoze alergen v prvnim sloupci (Alergen 1) patii do stejné komponentové rodiny PR-10
proteint jako alergen v druhém sloupci (Alergen 2). Ve vSech ptipadech byla nalezena mezi

alergeny homologie z dostupnych zdroju.
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11.2 Profiliny

Tabulka 5: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny Profilinii

Alergen 1 Alergen 2 Homologie | Korelace | Rodina A1 | Rodina A2
[Al] [A2] [%]
Bet v2 Hev b8 NE 23,22 Profiliny Profiliny
Bet v2 Mer al NE 13,27 Profiliny Profiliny
Hev b8 Bet v2 75 35,88 Profiliny Profiliny
Hev b8 Mer al NE 14,31 Profiliny Profiliny
Mer al Hev b8 73 25,66 Profiliny Profiliny
Mer al Bet v2 81 22,73 Profiliny Profiliny

Vysledky zmétené korelace a nalezené homologie miizeme pokladat za odpovidajici,
protoze vSechny uvedené alergeny patii do komponentové rodiny Profilind. Dlivodem, pro¢
nebyla nalezena homologie v urcitych kombinacich alergenti je pouze nedostatecnost v do-
stupnych zdrojich informaci, protoZe pti zadani alergenli v obraceném potadi shoda nalezena

byla.
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11.3 Pektatova lyasa

Tabulka 6: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny Pektatove lyasy

Alergen 1 | Alergen 2 | Homologie | Korelace Rodina Al Rodina A2
[Al] [A2] [%]
Cry j1 Cup al 78 18,09 Pektatova lyasa | Pektatova lyasa
Cup al Cryjl 78 37,06 Pektatova lyasa | Pektatova lyasa

Alergeniim v této tabulce byla namétena jednak vysoka korelace a zaroven jsem na-
lezena 1 zna¢nou homologii, coz vzhledem k zatazeni obou alergenti do alergenové rodiny

Pektatové lyasy, odpovida.
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11.4 Polkalcin

Tabulka 7: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny Polkalcinu

Alergen 1 | Alergen2 | Homologie | Korelace | Rodina Al | Rodina A2
[Al] [A2] [%]

Bet v4 Phl p7 67 25,82 Polkalcin | Polkalcin

Phl p7 Bet v4 67 28,87 Polkalcin | Polkalcin

U téchto dvou alergenti z alergenové rodiny Polkalcinu byly naméfeny relativné vy-

soké korelace strojovou metodou a zarovei jsem nalezla i vysokou homologie.
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11.5 Beta-expansin

Tabulka 8: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny Beta-expansinu

Alergen 1 | Alergen2 | Homologie | Korelace Rodina Al Rodina A2
[A] [A2] [%]
Cyn d1l Phl pl 70 36,53 Beta-expansin | Beta-expansin
Phl p1 Cyn dl 67 73,41 Beta-expansin | Beta-expansin

Alergeny Cyn d 1 a Phl p 1 maji vysokou procentualni homologii, které odpovida 1

zméfend korelace. Oba tyto alergeny patii do jedné skupiny Beta-expansinu.
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11.6 Sérovy albumin

Tabulka 9: Srovnani homologie a korelace alergenii komponentové rodiny Sérového albu-

minu
Alergen 1 | Alergen2 | Homologie | Korelace Rodina Al Rodina A2
[Al] [A2] [%]
Can f3 Fel d2 83 23,69 Sérovy albumin | Sérovy albumin
Fel d2 Can f3 85 22,88 Sérovy albumin | Sérovy albumin

Zmé&fena korelace téchto dvou alergent je relativné vysoka, odpovida ji i vysoké na-
lezena homologie, pfi¢inou této shody je pfitomnost proteinii Sérového albuminu u obou

zminénych alergent.
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11.7 CCD cukerna slozka

Tabulka 10: Srovnani homologie a korelace alergenti pres cukernou slozku CCD

Alergen 1 | Alergen 2 | Homologie | Korelace Rodina Al Rodina A2
[Al] [A2] [%]
Cyn d1 Jug 2 NE 16,28 Beta-expansin | 7/8S Globulin
(CCD) (CCD)
Cyn d1l Pla a2 NE 12,11 Beta-expansin | Polygalakturon-
(CCD) asa (CCD)
Phl p1 Pla a2 NE 14,18 Beta-expansin | Polygalakturon-
(CCD) asa (CCD)
Phl p4 Jug 12 NE 20,96 CCD 7/8S Globulin
(CCD)
Phl p4 Cyn dl 70 16,43 CCD Beta-expansin
(CCD)
Pla a2 Jug 12 NE 22,96 | Polygalakturo- | 7/8S Globulin
nasa (CCD) (CCD)
Pla a2 Cryjl NE 14,16 Polygalakturo- | Pektatova lyasa
nasa (CCD) (CCD)

V ptipad¢ téchto alergent byla zmétena relativné vysokéa korelace, ale homologii
komponentovych rodin proteint jsem nenalezla. Divodem je, Ze homologie se neuskutec-
niyje pies slozku proteinu, ale naopak ptes cukernou slozku CCD, ktera se vyskytuje u vSech

zminénych alergent.
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11.8 Ostatni

Tabulka 11: Srovnani homologie a korelace alergenii ostatnich komponentovych rodin

Alergen 1 | Alergen 2 | Homologie | Korelace | Rodina Al Rodina A2

[Al] [A2] [%]
Alt al Act d2 NE 14,73 Alt a 1 rodina TLP
Phl p5 Cyn dl NE 11,10 Skupina trav | Beta-expansin

5/6 (CCD)

V ptipad¢ téchto alergenil jsem nenalezla homologii v dostupnych zdrojich, alergeny

nepatii do stejnych komponentovych rodin a ani nereaguji ptes cukernou slozku.
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DISKUZE

Homologie, nebo-li shoda ur¢itého znaku dvou rozdilnych alergent, je ddna ptede-
v§im shodnosti v sekvenci aminokyselin v proteinovych rodinach, kterymi je alergen tvoten.
Ze souboru dat, které jsem zkoumala, bylo nejvice zastupct z rodiny PR-10 proteinii (aler-
gen burského ofechu Ara h 8, btizy Bet v 1, liskového ofechu Cor a 1.0401, jablka Mal d 1
adalsi...). Homologii 45,9 % v aminokyselinové sekvenci mezi Arah 8 a Bet v 1 potvrzuje
napiiklad Mittag, a dalsi (2004), ktefi v ¢lanku poukazuji na vysokou ¢etnost kombinované
alergie na pyl bizy a burského ofechu prave diky nélezitosti alergent do stejné alergenové
rodiny PR-10 proteinu. Vysledky mého hodnoceni jsou také ve shod¢ s tvrzenim Savazzini,
a dalSich (2019), ktefi v ¢lanku zminuji hlavni rekombinantni alergen jablka Mal d 1 ve
shodé s alergenem pylu btizy Bet v 1 a zaroven i s alergenem broskve Pru p 1. Tyto alergeny
vyvolavaji IgE cross-reaktivni reakci opét na zdkladé¢ homologie souhlasné rodiny PR-10
proteinu. Kombinovana pyl-potravinova alergie vznikajici na zdklad¢ cross-reaktivity a ho-
mologie mezi alergenem pylu biizy Bet v 1 a liskovym ofechem Cor a 1 je zminéna Hof-
mann, a dal§imi (2012), ktefi ji uvadeji jako nejrozsitenéjsi kombinovanou alergii u dospé-

lych v Evropé.

U zastupct rodiny Profilinti (bfiza Bet v 2, latex Hev b 8, bazanka ro¢ni Mer a 1)
jsem zjistila taktéz vysokou homologii. Konkrétni ptipad cross-reaktivity z rodiny Profilini
zmifuje napiiklad Cabanos, a dals$i (2010) a to mezi alergenem btizy Bet v 2 a alergeny
burského ofechu nebo mezi Bet v 2 a bojinkem lu¢nim Phl p 12. Vallverdu, a dalsi (2005)
uvadéji ze ptiblizné 20 % vySetfovanych pacientd s prokézanou alergii na bazanku ro¢ni Mar

a 1 ma zaroven alergii na pyl btizy.

Dalsi skupinou, u které jsem zjistila vysokou homologii, byly alergeny z rodiny Pek-
tatové lyasy a to konkrétné kryptomerie japonska Cry j 1 a cypti$ Cup a 1. Srovnani a shodu
v aminokyselinové sekvenci potvrzuji ve svém ¢lanku kuptikladu Midoro-Horiuti, a dalsi
(2003). I u alergenti btizy Bet v 4 a bojinku lu¢niho Phl p 7 z proteinové rodiny Polkalcinu
jsem nalezla homologii odpovidajici zmétené korelaci, coz potvrzuji mimo jiné Neudecker,
a dalsi (2004), kteti pfimo zmituji pozoruhodnou strukturdlni podobnost téchto dvou aler-
gend. Velmi casto zpisobuji IgE cross-reaktivitu polysenzitizovanych pacienti. Homologii
troskut prstnatého Cyn d 1 a bojinku luéniho Phl p 1 z proteinové rodiny Beta-expansinu
popisuji Niederberger, a dalsi (2005). Alergeny rodiny Sérového albuminu Can f 3 psa do-

maciho a Fel d 2 kocky domaéci jsou u téchto zvifat spiSe minoritni, vykazovaly ale velmi
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vysokou korelaci a taktéz i nalezenou homologii, kterou zminuje naptiklad Asarnoj, a dalsi

(2015).

Velkou skupinou korelujicich alergent byly ty, které reagovaly pies cukernou slozku
CCD. U nich jsem ve vétSiné piipadi homologii nezjistila, nepatfi totiz do stejnych protei-
novych rodin. Westman, a dalsi (2020) uvadéji, ze praimérné u 50 % d¢ti senzitizovanych na
bojinek lucni Phl p 4 se ve véku 4, 8 a 16 let vytvaii IgE reaktivita na dalsi alergeny prave
ptes molekuly obsahujici CCD slozku. Konkrétné na cypftis Cup a 1, kryptomerii japonskou
Cry j 1, platan Pla a 2, troskut prstnaty Cyn d 1 a ofesak vlassky Jug r 2, coz jsou pravé ty

alergeny, u kterych jsem ovéfovala korelaci.

Posledni skupinou byly alergeny, u kterych byla zméfena korelace a piesto nepatii
do stejnych proteinovych rodin a ani neobsahuji CCD slozku. Interakci alergentl plisné cerné
stiidavé (Alternarie) Alta 1 a duziny kiwi Act d 2 zminuji Barre, a dalsi (2016). Podle nich
je tato kosenzibilizace velmi Casta, piesto neni zcela zndmo, jakym mechanismem k ni do-
chazi. Teorie je takova, Zze pokud roste Alternarie na povrchu plodu kiwi, mohou se z ni
dostat jeji vytrusy, potazmo alergeny Alt a 1, az do duziny ovoce, kde proteiny Alt a 1

asociuji s Act d 2 pomoci elektrostatickych a hydrofilnich ¢i hydrofobnich sil.

Neobjasnénou ztistava korelace mezi alergenem troskutu prstnatého Cyn d 1 a bo-
jinku luéniho Phl p 5. Velmi zajimavy je fakt, Ze na Cyn d 1 je alergické vysoké procento
pacientil, piestoze se tato rostlina v nasich prirodnich podminkach spise nevyskytuje. Cross-
reaktivita mezi zminénymi alergeny by se mohla dit na zakladé travnich rodin, pfi¢emz po-
dobnou shodu pozoroval jiz prof. Panzner, a dalsi (2014), kteti v ¢lanku tvrdi, ze kosenzibi-

lizace miZe byt dana reakci s molekulami jinych trav, naptiklad pravé s Phl 1.
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ZAVER

Cilem prace bylo zjistit, zda 1ze aplikovat procesy strojové analyzy na databazi vy-
sledk stanoveni specifickych IgE. Hodnoceni pomoci matematické analyzy je v tomto pii-
pad¢é mozné, zejména pak pro hodnoceni miry korelace alergenti stejnych proteinovych rodin
jako jsou PR-10 proteiny, Profiliny, Pektatova lyasa, Polkalcin, Beta-expansin a Sérovy al-
bumin ¢i pro alergeny, které reaguji pres cukernou slozku CCD. U vSech téchto zminénych
alergentl (s vyjimkou CCD) jsem nalezla v dostupnych zdrojich zna¢nou miru homologie
(shodu v sekvenci aminokyselin). U vSech dvojic alergenil jsem také potvrdila korelaci a

moznou cross-reaktivitu z dostupnych odbornych ¢lankd.
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Piiloha B — Vysledek kontroly ImmunoCAP ISAC analyzy

Thermo ImmunoCAP

SCIENTIFIC .
ID vzorku: CTRO3 ID pacienta:
Datum ziskani vzorku: 10.1.2020 Jméno:
Stav schvaleni: Méfené Datum narozeni: Vék:
Datum tisku: 10.1.2020 ID/MR#: Pohlavi:
Kalibracni kfivka: CTRO03 10.1.2020

DRN1H30_1

Objednavajici Iékar: Physician Name
Adresa:

1. Souhrn pozitivnich vysledku IgE

Prevazné druhové specifické potravinové komponenty
Vajecny bilek Gald 1 Ovomukoid 1,4 ISU-E

Gald 2 Ovalbumin 26 ISU-E I

Prevazné druhové specifické komponenty vzdusnych alergent

Travni pyl
Bojinek luéni Phip5 Trava, skupina 5 49 ISU-E ]
Stromovy pyl
Bfiza Betv 1 PR-10 protein 0,6 ISU-E
Pyl olivovniku evropského Olee1 Olivovnik evropsky, skupina 1 0,5 ISU-E
Pyl plevelt
Ambrozie Amba 1 Pektat lyaza 24 I1SU-E [ ]
Pelynék ¢ernobyl Artv1 Defensin 2,2 ISU-E
Zivogich
Pes Canf1 Lipokalin 12 ISU-E ]
Canf2 Lipokalin 44 ISU-E ]
Canf5 Arginin esterdza 34 ISU-E [ ]
Kocka Feld 1 Uteroglobin 6,7 ISU-E [ ]
Rozto&
Dermatophagoides farinae (HDM)  Der f 1 Cysteinova proteaza 10 ISU-E [ ]
(rozto¢ domaci prachovy)
Der f2 Rodina NPC2 0,7 ISU-E
Dermatophagoides pteronyssinus  Derp 1 Cysteinova proteaza 12 ISU-E ]
(HDM) (rozto¢ domaci prachovy)
Derp 2 Rodina NPC2 0,9 ISU-E
ZKfizené reagujici komponenty
Protein pro pfenos lipida (nsLTP)
Vlassky ofech Jugr3 Protein pro pfenos lipidd (nsLTP) 0,8 ISU-E
Broskev Prup3 Protein pro pfenos lipid(i (nsLTP) 47 ISU-E [ ]
Pelynék cernobyl Artv3 Protein pro pfenos lipid(i (nsLTP) 39 ISU-E [ ]
Platan Plaa3 Protein pro pfenos lipidd (nsLTP) 5,6 ISU-E | ]
ID VZORKU: CTRO03 ID PACIENTA: JMENO 10.1.2020 Page 1/10
PACIENTA:

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeiit



ZKkfizené reagujici komponenty

PR-10 protein
Bfiza Betv 1 PR-10 protein 0,6 ISU-E
Jablko Mald 1 PR-10 protein 0,7 ISU-E
Broskev Prup 1 PR-10 protein 0,4 ISU-E
Standardizované jednotky ISAC (ISU-E) Hladina

<0.3 Nerozpoznatelna

0.3-09 Nizka

1-14.9 Stredni/vysoka |

215 Velmi vysoka ]

ID VZORKU: CTRO3 ID PACIENTA: JMENO 10.1.2020 Page 2/10

PACIENTA:

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeiit
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SCIENTIFIC

INFORMACE O VZORKU | INFORMACE O PACEENTOMI |

ID vzorku: CTRO3 ID pacienta:
Datum ziskani vzorku: 10.1.2020 Jméno:
Stav schvaleni: Méfené Datum narozeni: Veék:
Datum tisku: 10.1.2020 ID/MR#: Pohlavi:
Kalibra¢ni kfivka: CTRO03 10.1.2020
DRN1H30_1
Objednavajici lékaf: Physician Name
Adresa:

Phadia Xplain

SOUHRNNE KOMENTARE

Tento pacient ma IgE proti druhové specifickym a zkfizené reagujicim komponentam. IgE proti broskev Pru p 3 a vlassky ofech Jug r
3 je asociovan s rizikem systémovych alergickych reakci.

POTRAVINOVE KOMPONENTY (pfevazn& druhové specifické)

Detekovan IgE proti vajecny bilek.

Vejce: Vysoké hladiny IgE proti vaje¢nému Gal d 1 (ovomukoid) jsou asociovany s perzistentni alergii na vejce. Pozfeni syrového i
zcela uvafeného vejce mize vyvolat symptomy. IgE proti vaje¢ny bilek Gal d 2 je asociovan s reakcemi na syrové nebo malo zahtaté
vejce.

Orechy, semena a lusténiny: Vlasské a pekanové orechy jsou blizce pfibuzné a klinicka zkfizena reaktivita je bézna.

KOMPONENTY VZDUSNYCH ALERGENU (pfevazné druhové specifické)

Detekovan IgE proti bojinek lu¢ni, pes, ambrozie, dermatophagoides pteronyssinus (HDM) (rozto¢ domaci prachovy),
dermatophagoides farinae (HDM) (rozto¢ domaci prachovy), kocka, pelynék ¢ernobyl, bfiza a pyl olivovniku evropského (uvedeno
sestupné podle hladiny ISU-E).

Pyl: IgE proti komponentam bojinku luéniho mize zkfizené reagovat s podobnymi proteiny v jinych travinach. IgE proti bfiza Bet v 1
muze zkfizené reagovat s pylem pfibuznych stromu a potravinami rostlinného ptvodu obsahujicimi PR-10 proteiny (napf. plody
rGzovitych rostlin, arasidy, soju, liskové ofechy, mrkev kiwi nebo celer). IgE proti olivovému Ole e 1, hlavni komponenté olivy, je také
markerem senzitizace na jasan. IgE proti Art v 3 pelyiiku ¢ernobylu miize byt asociovan s alergii na rlizné potraviny rostlinného
pavodu. Amb a 1 je hlavni komponenta specificka pro ambrozii.

Zivocichové: IgE proti pes Can f 2, pes Can f 5, pes Can f 1 a kocka Fel d 1 je asociovan s respiratnimi symptomy. Multisenzitizace
mUze byt asociovana s tézkymi symptomy. Can f 5 je z prostaty odvozeny alergen produkovany psy. sIgE proti Can f 5 mtze mit
spojitost s alergii na lidskou semennou plazmatickou alergii (prostfednictvim zkfizené reaktivity s lidskym prostatickym specifickym
antigenem (PSA)).

Roztoci: IgE proti dermatophagoides pteronyssinus (HDM) (rozto¢ domaci prachovy) Der p 1, dermatophagoides farinae (HDM) (rozto¢
domadci prachovy) Der f 1, dermatophagoides pteronyssinus (HDM) (rozto¢ domaci prachovy) Der p 2 a dermatophagoides farinae
(HDM) (rozto¢ doméci prachovy) Der f 2, hlavnimu alergenu domacich prachovych rozto¢t. Der p 1 a Der f 1 mohou zkfizené reagovat.
Der p 2 a Der f 2 mohou zkfiZené reagovat.

POTRAVINOVE INHALACNI ZKRIZENE REAGUJICI KOMPONENTY

IgE proti jablko Mal d 1 a broskev Pru p 1 je asociovan s mistnimi alergickymi reakcemi (typicky oralnim alergickym syndromem) u
pacientud s pyl-potravinovym syndromem zplsobenym senzitizaci na pyl bfizy nebo pfibuznych stromu.

PR-10: Vétsina PR-10 proteind je citliva na teplo a procesy traveni, vafena strava je Casto tolerovana.

LTP: IgE proti broskev Pru p 3 a vlassky ofech Jug r 3 mlze zpUsobit systémové alergické reakce, obzvlasté v oblastech, kde se
péstuji broskve a pfibuzné ovoce. Potravinové LTP jsou stabilni proteiny pfitomné v potravinach rostlinného ptvodu (napf. ofechy a
ovoce) a jsou asociovany s alergickymi reakcemi na varené i syrové potraviny.

Odmitnuti odpovédnosti

Pritomnost IgE naznacuje riziko alergického onemocnéni a jeho vyznam musi byt vyhodnocen v rdmci klinického kontextu. Nepfitomnost IgE automaticky nevyluéuje potencial

reakce podobné alergii. Komentére k vysledkiim jsou uréeny jako pomticka pro interpretaci vysledk testu a nepfedstavuiji zdravotni doporuceni. Odmita se veskera
odpovédnost pii jejich pouzivani. Zde vytvorené komentare jsou chranény autorskym pravem a mohou se pouzivat pouze spole¢né s vysledky testu ImmunoCAP™ ISAC.

Znalostnl databaze
Phadia Xplain Knowledge Base, verze 1.3.1

ID VZORKU: CTRO03 ID PACIENTA: JMENO 10.1.2020 Page 3/10
PACIENTA:

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeiit



Priloha C — Seznam nejcastéjSich alergent
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Name
Actd1
Actd2
Actd 5
Actd 8
Aing1
Alta1
Alta6
Amba1
Anac?2
Anao2
Anis 1
Anis 3
Apig1
Apim 1
Apim 4
Arah1
Arah2
Arah3
Arah8
Artv1
Artv3
Aspf1
Aspf2
Aspf3
Aspf4
Aspf6
Bere1
Betv 1
Betv 2
Betv 4
Blag1
Blag2
Blag4
Blag5
Blag7
Bos d 4
Bos d5
Bos d 6
Bosd8
Bos d lactoferrin
Canf1
Canf2
Canf3

ExpressionHost
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Info
Kiwi
Kiwi
Kiwi
Kiwi
Alder
Alternaria
Alternaria
Ragweed
Bromelin
Cashew nut
Anisakis
Anisakis
Celery
Honey Bee
Honey Bee
Peanut
Peanut
Peanut
Peanut
Mugwort
Mugwort
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Brazil nut
Birch
Birch
Birch
Cockroach
Cockroach
Cockroach
Cockroach
Cockroach
Milk
Milk
Cow
Milk
Milk
Dog
Dog
Dog

Function
Cysteine protease
Thaumatin-like protein
Kiwellin
PR-10 protein
PR-10 protein
Acidic glycoprotein
Enolase
Pectate lyase
CCD marker
Legumin-like protein
Serine protease inhibitor
Tropomyosin
PR-10 protein
Phospholipase A2
Melittin
Storage protein, 7S globulin
Storage protein, Conglutin
Storage protein, 11S globulin
PR-10 protein
Defensin
Lipid transfer protein (nsLTP)
Mitogillin family
Fibrinogen Binding Protein
Peroxysomal protein
Unknown
Mn superoxide dismutase
Storage protein, 2S albumin
PR-10 protein
Profilin
Calcium binding 2-EF-hand prot.
Cockroach group 1
Aspartic protease
Calycin
Glutathione S-transferase
Tropomyosin
Alpha-lactalbumin
Beta-lactoglobulin
Serum albumin
Casein
Transferrin
Lipocalin
Lipocalin
Serum albumin



45

47

49

51
52
53

55

57

59

61
62
63

65

67

69
70
71
72
73
74
75
76

78
79
80
81

Clah8
Cor a1.0101
Cor a 1.0401

Cora8

Cora9

Cryj1

Cupai

Cynd1

Cypc1

Dauc1

Der f1

Derf2

Derp1

Derp 10

Derp2

Equc3

Eurm 2

Feld1

Feld2

Feld4

Gadc1

Gald1

Gald2

Gald3

Gald5

Glym4

Glym5

Glymé6

Hevb1

Hevb3

Hevb5

Hevb6

Hevb8

Mal d 1

Mer a1

Mus m 1

Olee1

Olee2

Par j 2
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Cladosporium
Hazel pollen
Hazelnut
Hazelnut
Hazel nut
Japanese cedar
Cypress
Bermuda Grass
Carp
Carrot
D. farinae (HDM)

D. farinae (HDM)

D. pteronyssinus (HDM)
D. pteronyssinus (HDM)
D. pteronyssinus (HDM)
Horse
Storage mite
Cat
Cat
Cat
Cod
Egg
Egg

Latex
Apple
Annual mercury
Mouse
Olive
Olive
Wall pelitory

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeiit

Mannitol dehydrogenase
PR-10 protein
PR-10 protein
Lipid transfer protein (nsLTP)
Storage protein, 11S globulin
Pectate lyase
Pectate lyase
Grass group 1
Parvalbumin
PR-10 protein
Cysteine protease
NPC2 family
Cysteine protease
Tropomyosin
NPC2 family
Serum albumin
NPC2 family
Uteroglobin
Serum albumin
Lipocalin
Parvalbumin
Ovomucoid
Ovalbumin
Conalbumin
Serum albumin
PR-10 protein
Storage protein, Beta-conglycinin
Storage protein, Glycinin
Rubber elongation factor
Small rubber particle protein
Acidic protein
Hevein
Profilin
PR-10 protein
Profilin
Lipocalin
Common olive group 5
Profilin
Lipid transfer protein (nsLTP)
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91
92
93

95

38838

101
102
103

Pena1
Peni1
Penm 1
Phip1
Phip 11
Phl p12
Phl p 2
Phlp4
Phlp5
Phl p 6
Phlp7
Plaa1
Plaa2
Prup1
Prup3
Salk1
Sesi1
Tria18
Tri a Gliadin
Tri a19.0101
TriaaA_TI
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Shrimp
Shrimp
Shrimp
Timothy Grass
Timothy Grass
Timothy grass
Timothy Grass
Timothy Grass
Timothy Grass
Timothy Grass
Timothy grass
Plane tree
Plane tree
Peach
Peach
Saltwort
Sesame seed
Wheat
Wheat
Wheat
Wheat

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeiit

Tropomyosin
Tropomyosin
Tropomyosin
Grass group 1
Ole e 1-related protein
Profilin
Grass group 2
Berberine bridge enzyme
Grass group 5
Grass group 6
Calcium binding 2-EF-hand prot.
Putative invertase inhibitor
Polygalacturonase
PR-10 protein
Lipid transfer protein (nsLTP)
Pectin methylesterase
Storage protein, 2S albumin
Agglutinin isolectin 1
Crude gliadin
Omega-5 gliadin
Alpha-Amylase / Trypsin Inhibitor



Piiloha D — Souhlas s poskytovanim informaci
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FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN IE0 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111

Vazena pani

Eliska Frantova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a verejného zdravotnictvi
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru inf i ve FN Plzef

Na zaklad& Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oSetfovatelskou pési FN Plzer udéluji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledkd laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni
nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské prace s nazvem ,MoZnosti
analyzy vysledki multiplovych metod pro stanoveni specifickych IgE".

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vedouci zdravotni laborantka UIA souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérmic

FN Pizenf, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzer. Vase Setfeni
bud ” lodrseni viech leaislativnict . hled

platnost zdkona ¢. 372/2011 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,

v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské praci,
musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnickeého pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vias, odb.
prac. v laboratornich metodach UIA FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjisténych Gdaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizacnimu
celku FN Plzen zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na ptipadné prezentaci vysledkd Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
poradanych FN Plzer.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikd s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancu. Spoluprace zaméstnancu
FN Plzer na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspécht pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrova
manazerka pro vzdéldvdni a vyuku NELZP
zdstupkyné nameéstkyné pro os. péci

Utvar néméstkyné pro os. péci FN Plzeri

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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