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Abstrakt
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Souhrn:

Tato bakalafska prace se zamétuje na sledovani senzibilizaénich profili pacienti s alergii na
nekteré biezové alergeny. Senzibilizacni profily byly sestaveny na zakladé vysledkt retro-
spektivni analyzy souboru dat naméfenych pomoci metody ImmunoCAP ISAC. Nésledné
byly porovnany s homologii 20 nejfrekventovanéjSich alergent senzibiliza¢niho profilu. U
senzibilizaciho profilu Bet v 1 byly nejfrekventovanéjSimi alergeny liskovy ofech (Cor a
1.0401), jablko (Mal d 1) a bojinek (konkrétn¢ alergen Phl p 1). V senzibiliza¢nim profilu
Bet v 2 to pak byl alergen latexu (Hev b 8), jeden z alergeni bojinku (Phl p 1) a pyl bazanky
(Mer a 1). U alergenu Bet v 4 se v senzibilizacnim profilu nejcastéji vyskytovala precitlive-
lost na alergeny bojinku (konkrétn€ Phl p 1 a Phl p 7) a alergen troskutu (Cyn d 1). Bylo
potvrzeno, Ze u nékterych alergenti je pozitivita vazdna na homologii v ramci jejich rodiny
(konkrétné rodiny PR-10 proteini, profilinii nebo polkalcinll). Pokud alergen nepatii ani do

jedné z téchto rodin, jedna se nejcastéji o kosenzibilizaci.



Abstract

Surname and name: Bouzkova Nikol

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Sensitization profile in birch pollen-allergic patients

Consultant: Ing. et Bc. Tomas Vlas
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Number of pages — unnumbered: 24
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Summary:

This bachelor thesis focuses on monitoring the sensitization profiles of patients with allergies
to some birch allergens. Sensitization profiles were compiled based on the results of a retro-
spective analysis of the data set. The results were measured using ImmunoCAP ISAC met-
hod. Then they were compared with the homology of the 20 most frequent allergens of the
sensitization profile. The most frequent allergens in the sensitization profile Bet v 1 were
hazelnut (Cor a 1.0401), apple (Mal d 1) and timothy (specifically allergen Phl p 1). In the
sensitization profile Bet v 2 it was an allergen of latex (Hev b 8), timothy (Phl p 1) and pollen
from annual mercury (Mer a 1). In the case of the allergen Bet v 4, hypersensitivity to the
timothy allergens (specifically Phl p 1 and Phl p 7) and debris allergen (Cyn d 1) were most
common in the sensitization profile. It has been confirmed that the positivity of some aller-
gens is linked to homology within their family. (specifically the PR-10 proteins, profilin or
polcalcin family). If the allergen doesn‘t belong to any of these families, it is most often

cosensitization.



Predmluva

Toto téma bakalaiské prace jsem si vybrala, protoze me obor imunologie zajima.
Chtéla jsem se dozvedét vice informaci o zpisobech diagnostiky, monitorovani a 1€¢by aler-
gickych onemocnéni. Diagnostika alergii zahrnuje velké mnozstvi koznich, laboratornich a
dalsich testd. I kdyZ je v dneSni dobé velmi rozsahlda, interpretace vysledkli byva mnohdy
obtizna. Castym problémem byva zkiiZena reaktivita. Alergie na pyl biizy se v populaci vy-
skytuji velmi €asto. Proto cilem této bakalatské prace bylo sledovani senzibilizacnich profila
pacientil s pozitivitou na Bet v 1, Bet v 2 a Bet v 4. Senzibiliza¢ni profil pacienta slouZi jako

pomocny nastroj v diagnostice a 1écb¢ alergie.

Podékovani

Dé&kuji Ing. Tomasi Vlasovi za odborné vedeni prace, poskytovani rad a materidlnich
podklada. Déle dékuji Ustavu imunologie a alergologie FN Plzefi za poskytnuti vysledka,
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OBSAH

SEZNAM GRAFU ...ttt st 12
SEZNAM OBRAZKU ...ttt esssneees 13
SEZNAM TABULEK ..ottt sttt sttt et s naeeneas 14
SEZNAM ZKRATEK ...ttt st sttt s nae s 15
UVOD ettt ettt ettt et e st e e et e s st et e eneesaeeateeneeeneenbeeneenneeteeneens 17
TEORETICKA CAST ..ottt 18
1 ALERGIE ...ttt ettt sttt sttt e s ae et eae e 18
1.1 F N 0] ) (<SSR 18

| SN 1 V-1 4 5 (RSP SPP 18
1.3 IEE PIOtIALKY ...veeiiieeie et s 19

2 ALERGENY oottt ettt sttt ettt ettt e eene e 21
2.1 NAZVOSIOVE @leIENT.......eviieiiiieiiiece e 21
2.2 Druhy alergentll.......cccciiieiiieeiieeeiie ettt et et e e e e ebaeeenee e e 22
2.2 PYLY et sttt nees 22
2.2.2  SPOTY PLSI .eeeeiiiieiiecciee ettt e e et e et e e e taeeesaeessaeeeseeesnneeenns 22
2.2.3  Ro0zto€i a ZVIFECT QleIZENY ....eevcuiieeiiieeiiieee et 22
2.2.4  Potravinove @lerZeNY .......cccvuieeiiieiiiieeiieeeieeesteeesieeesreeeseaeeeeaeesaeeeeseeesseeens 23
2.2.5 HMYZI QAlEIZENY ..eeoeriiiiiieiiie ettt et e e e e stae e e eaeesaeeeeaeeeenseee e 23
2.2.6  LEKOVE AlEIEONY .....eveeieiieiiiieeiiee ettt et etee e stee et e e e s taeeeaaeesneeesseeesnseeenns 23

2.3 ZKTIZENE TEAKCE ..ottt ettt st 24

P S 3 F: 1 1§ <) 1) SRS UPRR 25
2.4.1  PR-T0 PIOEINY ..veeeerieeiiieeiieeeiiee ettt e eieeeeteeeseaeeeseaeeesssaesssaeeessseessseeeseeessseeenns 25
2.4.2  PrOfIHINY..cccciiiiiiiecee ettt et e e et e e et e e eree e 26
2.4.3  POLKAICINY ....viiiiiiieiie ettt e et e e e et e e etae e s te e e e beeeennee e e 26

2.5 Rekombinantni alergeny .........c.ccoccvveeeiiieiiieeiie e 26

3 DIAGNOSTIKA ALERGIE ....oooiiiiieieeee ettt 28
3.1 Anamnéza a Klinické vySetrent .........cccveeeeiiiriiieeiie et 28

R TN (04 11 1] USSR 28

R T R o 4 To] i L] TS SRRPPSRUPR 28
3.2.2  Intradermalni tESLY ...ccccvieeiiieeiiie ettt e e e nree e 29
3.2.3  EPIKUtANNT tESEY . .eiiiiiiiiiie ettt e ae e e et e e eree e 29

33 Laboratorni VYSELFENT ......cccvvieiiiieiiieeciee ettt ettt ette e etee e e e eaee e s aeeeeanee s 29
3.3.1 Stanoveni celkovych IgE protildtek ..........cccooooiveniiieiiieeeee, 30
3.3.2 Stanoveni specifickych IgE protilatek............ccccoevevieeriiieiiiiieiieeieeeieeeeees 30

3.3.3 Stanoveni mediatora alergick€ho zan&tu.............cccvveriiieiiiieiiieeieeeeeees 31



3.4  Provokacni @ eXpOZICNT tESEY ...cccuuieriuiieeiiieeiieecieeertee et e e et 31

4 METODY STANOVENI SPECIFICKYCH IGE .......coouiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 32
4.1 IMMUNOCARP ettt e e e ree e e e eaeeeeeaes 32
4.2 IMMUITE 2000 ...cueiieieiieieciieie ettt eneens 32
4.3 IMMUNOCAP ISAC ...ttt 32
A4 ALEX ettt ettt ettt eneen 33

5 ALERGICKA ONEMOCNENT ........cooiiiiiiiniieiieseessss st 34
5.1 PN (S g To] & T % 00 T USRS 34
5.2 AStmabronChiale .........ccceioiiiiiiiiiceeee s 34
53 ALOPICKY €KZEIM ..ottt s 34
5.4  Kopiivka a angioedem ........cceeeiiieeiiiieciiieciie et 35
5.5 Oralni alergicky SyNArom...........ccocuvieiiiieiiie e 36

6 LECBA ...ttt 37
6.1 ElIMINace alergenU.........ccccviieiiiieiie ettt e s 37
6.2  FarmaKoterapi€.......ccceeeiiieiiiieeiiie et e eieeeeiee et e ste e et eeeereeeaa e e eaaeeeaee e enneeeenns 37

6.2.1  AntihiStaminiKa ..........ccoeerouiiiiiiireeiie et 37
6.2.2  ANHIEUKOIIIENY oovvviiiiieiciie ettt et e e e e e e e 37
T T (0 4 21 1] 155 (0 16 RSP 38
T (G 0] 1310 ) PSPPSR 38
6.2.5 MetylXanthiny ........cccoooeiiiiiiiiiie e e 38
6.3 AleTgenova IMUNOLETAPIC .....eeeevvieeirieeiieeeiieeeiieeeieeesreeestaeeessaeeesreessreesseeensseens 38
Y S 2 T0] (oY e Te] & 1 (<ol o - H PSSR 40

PRAKTICKA CAST ..ottt 41

7 CIL A UKOLY PRACE .......oiiiiiiiriiniieieeie st 41
7.1 HIAVIT Cll..eiiiiieeee ettt et e e s aae e s raeeennee s 41

8 VYZKUMNE PROBLEMY .....ooooiiiiiiiiniiniiiee i sssnnes 42

9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU........coooimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 43

10 METODIKA PRACE ..o 44
10.1  ImmUNOCAP ISAC ..o 44

11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU.........coooviiriiniinriesiiesisieesessssesisions 46
11.1  Senzibiliza¢ni profil u pacientd s pozitivitou na alergen Bet v 1..........cccccceee 48
11.2  Senzibiliza¢ni profil u pacientd s pozitivitou na alergen Bet v 2..........cccceeeeee 50
11.3  Senzibiliza¢ni profil u pacientd s pozitivitou na alergen Bet v 4..........ccccceeee 52

DISKUZE ... oottt ettt ettt ettt e st et esae e beenseeseeseensesneenseeneenaeenee 54

ZAVER ..o 57

SEZNAM LITERATURY oottt st e ae e e et e anaense e 58

SEZNAM PRILOH ..o 62



PRILOHY oo,

Ptiloha A — Vysledkovy list ImmunoCAP ISAC — kontrola ..........ccccceeveiiiiiiiinicnneenn

Ptiloha B — Souhlas s poskytovanim informaci



SEZNAM GRAFU

Graf 1 Senzibilizacni profil u pacientl s pozitivitou na alergen Bet v 1
Graf 2 Senzibilizacni profil u pacientl s pozitivitou na alergen Bet v 2

Graf 3 Senzibilizacni profil u pacientli s pozitivitou na alergen Bet v 4



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Monomer imunoglobulinu —IgE ............ccccooiiiiiiee e, 19
Obrazek 2 Stabilita proteinti - riziko zavazné alergické reakce u potravinové alergie........ 26
Obrazek 3 Vysledek Prick tEStU .......ccviiiiiieiiiieeiie e e 29
Obrazek 4 Mechanismus u¢inku specifick€ AIT .......c..oocviiiiiieiiieieeee e 39

Obrazek 5 IMMUNOCAP ISAC CIP .eeiurieiiieeiie ettt ve e e e aae e e e s 44



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Ptiklady zktizené alergie pyly — pOtraviny .......ccccceeveieeerciieeniieeeiee e e 25
Tabulka 2 Rozd¢leni do tfid podle odpovidajici hladiny specifickych IgE protilatek v ISU-E
S0 81011 - o] s RSP SRRR 45
Tabulka 3 Seznam pozitivnich alergenti u pacientl senzibilizovanych pyly bfizy.............. 46

Tabulka 4 Relativni Cetnosti alergent senzibilizacniho profilu, jejich homologie s Bet v 1
a zafazeni do PriSIUSNE TOAINY .....c..eeiiiiiiiie e e e 49
Tabulka 5 Relativni Cetnosti alergenii senzibiliza¢niho profilu, jejich homologie s Bet v 2
a zafazeni do PriSIUSNE TOAINY ........eeiiiiiiiiie e e 51
Tabulka 6 Relativni Cetnosti alergent senzibiliza¢niho profilu, jejich homologie s Bet v 4

a zafazeni do PriSIUSNE TOAINY .....c..eeiiiiiiiiie e e 53



SEZNAM ZKRATEK

W L Alergenova imunoterapie

ALEX oo Allergy Explorer

BAT oo, Test aktivace bazofili

CCD.otieieieeeee, Cross-reactive carbohydrate determinants, ZkfiZzené reagujici

sacharidové determinanty

DEFL ..o Defensin-like proteins, Proteiny podobné defensintim
ECP..iii, Eozinofilni kationicky protein
ELISA...cooiieeeeeen Enzyme-linked immuno sorbent assay

FceRI .o, Vysokoafinni receptory pro IgE

FceRIIA a FceRIIB.......... Nizkoafinni receptory pro IgE

FEIA ..o, Fluorimetric enzyme-linked immunoassay

IE oo Imunoglobulin E

I8G i, Imunoglobulin G

I8Ggeiiiiiiiiiiie Imunoglobulin G 4. podttidy

IL e, Interleukin

INF .o, Interferon

IRMA. ... Imunoradiometrické analyza

ISAC ..o, Immuno Solid-phase Allergen Chip

ISU-E .o, ISAC Standardized Units for specific IgE

LTP oo Lipid transfer proteins

MIA ..o, Microarray Image Analysis

NPC2 oo Niemann-Pick proteins type C2, Niemann-Pick proteiny typu

C2



OAS ., Oralni alergicky syndrom

PIS o Pylova informacni sluzba

PR-10 proteiny................. Pathogenesis-related proteins 10

PRP .o Pathogenesis-related proteins, Proteiny souvisejici s patoge-
nezi

RAST .o Radio-allergo sorbent test

TGF .o Transformujici ristovy faktor

Thl, Th2 o Pomocné T-lymfocyty 1. a 2. podtiidy

TreZeeeeiiieeeiieeieeeeeeeen Regulaéni T-lymfocyty

WHO /IUIS..................... World Health Organization / International union of immuno-

logical societies, Svétova zdravotnicka organizace / Mezina-

rodni unie imunologickych spolec¢nosti



UvVOD

Alergicka onemocnéni predstavuji v dneSni dobé rozsahly zdravotni problém a jejich
prevalence stale dramaticky stoupd. V soucasnosti dosahuje 30—40 %. S nartstem poctu
alergickych osob se zvysuje i snaha o zlepSeni diagnostickych postupii. Jednim z nastroji
pro diagnostiku a monitorovani alergickych pacientt je laboratorni vySetifeni. Mezi zakladni
vySetieni patii stanoveni hladiny celkovych a specifickych IgE protilatek. Pro stanoveni spe-
cifickych IgE je mozné vyuzit singleplexové ¢i multiplexové metody. Soubor dat, ktery je
pro tuto bakaladiskou praci vyuzit, byl ziskan pomoci multiplexové metody ImmunoCAP
ISAC. Prostiednictvim molekularné diagnostickych metod je mozné urcit senzibiliza¢ni pro-
fily pacientd a identifikovat tak primarni senzibilizace. Lécba alergie se diky tomu stava
presné€jsi a ucinnéjsi. Velkou nevyhodou multiplexovych metod jsou zkiizené reakce. Spe-
cifické IgE protilatky, které se pivodné vytvoftily proti ur¢itému alergenu, reaguji i s jinymi
alergenovymi molekulami. Zktizené reakce se nejCastéji objevuji u vysoce homolognich

alergentl nebo u alergenii stejnych rodin.

Vysetieni senzibiliza¢niho profilu méd vyznam provadét predevsim u polysenzibili-
zovanych pacienti, u jedinct Spatné€ reagujicich na 1é€bu a pro upiesnéni indikace specifické
alergenové imunoterapie. Tato bakalafska prace se zamétovala na sledovani senzibilizanich

profill pouze u pacientl s alergii na btizu.

Teoreticka ¢ast bakalarské prace je uvedena popisem alergie a mechanismem jejiho
vzniku. Nasledujici velkd kapitola se zaméfuje na nomenklaturu alergenti, na jednotlivé
druhy alergent, zkiizené reakce, panalergeny a také okrajové na rekombinantni alergeny.
Dalsi kapitoly se vénuji diagnostice, metodam pro stanoveni specifickych IgE protilatek
a l1écbe alergickych onemocnéni. Samostatnou kapitolu tvoii nejcastéjsi alergicka onemoc-
néni. V praktické ¢asti je popsan pracovni postup vyuzité metody a postup provedeni ana-

1yzy dat. Vysledky mého zkoumani jsou zpracovany do grafii a tabulek.

V diskuzi jsou vysledky analyzy vyhodnoceny a porovnavany s odbornymi studiemi
riznych autord. Posledni kapitolou je zavér, ve kterém je tato bakalaiska prace shrnuta a né-

sledn€ zhodnocen jeji vyznam.
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TEORETICKA CAST

1 ALERGIE

Pojmem alergie jsou oznaCovany choroby, které jsou zptisobeny nepiiméfenou re-
akci imunitniho systému na antigeny pochazejici z vnéjSiho prostfedi. Takové antigeny
se nazyvaji alergeny. (Bartinkova a Paulik, 2011) Jako prvni dojde u dané osoby k senzibi-
lizaci. Alergické reakce nastava pii opakované expozici. (Spi¢ak et al., 2004) Onemocnéni
vznik4 kombinaci genetické predispozice a vystaveni danému alergenu. V ekonomicky vy-
spelych zemich trpi touto imunopatologii piiblizné 20 % obyvatel, ve velkych méstech

1 vice. (Bartiikova a Paulik, 2011)

Pti alergické reakci dochdzi k zanétlivym zménam v urcitych tkanich a organech,
které poté narusuji jejich strukturu a funkci. Alergicky zanét je charakteristicky tvorbou pro-
tilatek IgE (imunoglobulini E), které jsou specifické pro dany alergen. Také dochézi k de-
granulaci efektorovych bunck s IgE receptory a uvolnéni fady medidtora. (Hofejsi et al.,
2017; Krejsek et al., 2016) V détském veku je nejcastéjSim projevem alergie atopicky ekzém.
U dospélych se jednd o sennou rymu a priduskové astma. Alergie mize byt lokalizovana
nebo systémova. V piipad¢ systémové reakce se jednd o anafylakticky Sok. (Bartiiikova

a Paulik, 2011; Hoftejsi et al., 2017)

1.1 Atopie

Atopie je geneticka predispozice pro tvorbu IgE protilatek s rizikem vzniku alergic-
kého onemocnéni. (Krejsek et al., 2016) Jedinec odpovida na expozici béznych alergenti
zevniho prostiedi nadmérnou tvorbou specifickych IgE protilatek (Hoftejsi et al., 2017).
,, Trochu zjednoduSené se da rici, Ze alergicka reakce je fenotypickym projevem atopického

genotypu. ““ (Hotejsi et al., 2017 s. 222)

1.2 Anafylaxe

Anafylaxe je generalizovana hypersenzitivni reakce, ktera je zZivot ohrozujici a mize
larni, zazivaci a také nervovy. U anafylaktického Soku dochazi k poklesu krevniho tlaku,
muze nastat ob¢hovy kolaps az bezvédomi. (Kalabusova, 2016) Ptiznaky vznikaji v di-
sledku mohutného uvolnéni biologicky aktivnich mediatorii alergické reakce. Klinicky ne-

odliSitelnd anafylaktoidni reakce vyuziva k aktivaci efektorovych bun¢k neimunologicky
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mechanismus. Skupiny latek vyvolavajici anafylaktickou reakci: potraviny, léky a hmyzi

jedy. (Spi¢ék et al., 2004)

1.3 IgE protilatky

Imunoglobuliny tfidy IgE jsou v plazmé dospélych lidi zastoupeny ve velmi nizkych
koncentracich. Jejich normalni hladina se pohybuje okolo 0,24 mg/L nebo 100 Ul/ml. IgE
protilatky jsou produkovany plazmatickymi buitkami (diferencované B-lymfocyty). Zapo-
Juji se pii obrané proti parazitim, helmintim a dal$im mikroorganismiim. Hraji podstatnou

roli pfi rozvoji alergickych reakci. (Krejsek et al., 2016)

Obrazek 1 Monomer imunoglobulinu — IgE

=a § ol -
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Zdroj: https://www.wikiskripta.eu/images/f/f0/Imunoglobulin.png

Obrazek 1 zobrazuje strukturu protilatky IgE, ktera se vyskytuje pouze v monomerni po-

dobé.

Receptory pro IgE mizeme najit na povrchu bunék imunitniho systému. Vysokoaf-
inni receptory (FceRI) se nachédzeji u Zirnych bun€k (mastocytil), bazofili a v omezeném
mnozstvi u eosinofilnich granulocytl. Déle jsou u nékterych bun€k ptitomny nizkoafinni
receptory (FceRIIA a FceRIIB). (Hotejsi et al., 2017; Krejsek et al., 2016) Pii navazani aler-
genu dojde k premosténi protilatek, které se na téchto receptorech nachéazeji. To vede k ak-
tivaci a uvolnéni obsahu granul mastocytli nebo bazofili. Naslednym plisobenim mediatort
zanétu dochazi k poskozeni okolni tkdné€ a ke zvySené migraci imunitnich bunék do mista
zanétu. (Krejsek et al., 2016)
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Pro diagnostiku a monitorovani alergického onemocnéni se vyuziva cela fada klinic-
kych a laboratornich vysSetfeni. V rdmci laboratornich testli se stanovuji celkové a speci-
fické IgE protilatky. Ptitomnost alergen-specifickych IgE ndm urcuje konkrétni alergen,

ktery u daného pacienta vyvolava reakci. (Krejsek et al., 2016)
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2 ALERGENY

Alergeny jsou antigeny pochdazejici ze zevniho prostfedi (exoantigeny), které u vni-
mavych jedincl vyvolavaji alergickou reakci — alergicky zanét. Alergeny mohou pochézet
z rostlin, zivoc¢ichii nebo mikroorganismu. Nejcastéji jsou to proteiny a glykoproteiny. Po-
jmem alergen je bézn¢ oznacovan jeho zdroj (jablko, arasidy, bfiza aj.), ale 1 konkrétné de-
finovana antigenni struktura (Mal d 1, Ara h 8, Bet v 1 aj.). Hlavni alergeny vyviji specific-
kou imunitni odpovéd’ az u 90 % jedinct, kteti jsou alergicti na stejny druh. Ostatni alergeny

jsou brany jako vedlejsi. (Hotejsi et al., 2017; Krejsek et al., 2016)

V kazdé skupiny alergenti je mozné rozeznavat izoalergeny nebo varianty tzv. izo-
formy. Izoalergeny jsou homologni alergeny a shoda aminokyselinové sekvence je alespoil
67 %. Kazdy izoalergen miZe mit vice variant vysoce identickych sekvenci (maji totoznou
identitu vice nez z 90 %, obvykle se 1i8i pouze nékolika aminokyselinami). (Pomés et al.,

2018)

2.1 Nazvoslovi alergenii

Systematické nazvoslovi pro alergeny vzniklo na poc¢atku 80. let. Skupina védcii ve-
dend Dr. Davidem G. Marshem vyvinula nomenklaturu a dale zaloZila podvybor pro nomen-
klaturu alergent — Svétovou zdravotnickou organizaci / Mezinarodni unii imunologickych
spolecnosti (WHO / IUIS). V roce 1986 byl poprvé podvyborem zvefejnén seznam nazva
alergent a rozsifoval se az do roku 1994. Nyni miizeme seznam alergenti nalézt na webové
strance, kterd je zéaroven 1 databazi nomenklatury alergentt (www.allergen.org). (Pomés

etal., 2018)

V nézvoslovi alergenti se dodrzuji urcita pravidla. Nazev alergenu zac¢ina velkym
pismenem a skladé se z prvnich tfi pismen rodu a prvniho pismene z druhového jména latin-
ského ndzvu rostliny nebo zivocicha, ze kterého alergen pochazi. Pismeno druhu je od pis-
men rodu odd€leno mezerou. Jako dal$i se pfipojuje arabska Cislice, ktera vyjadiuje poradi
purifikace. Priklad: alergen btizy bradavicnaté Betula verrucosa (Betv 1), alergen jablka
Malus domestica (Mal d 1). V piipadé izoalergent a jejich variant se pro odliSeni pfipojuji
dalsi cisla za c&islem alergenu. Prvni dvé dislice odkazuji na konkrétni izoalergen
(napf. Gly m 5.01, Gly m 5.02) a dv¢ nésledujici €islice definuji kazdou variantu konkrét-
niho izoalergenu (napf. Gly m 5.0301 a Gly m 5.0302). (Krejsek et al., 2016; Pomés et al.,
2018)

21



Databaze alergent WHO / IUIS obsahuje pouze proteiny a glykoproteinové aler-
geny, které pro zatazeni museji spliiovat celou fadu podminek. Hlavni je popis alergenniho
zdroje vcetn¢ taxonomického nazvu, dale by méla byt znama uplné aminokyselinové a nuk-
leotidovéa sekvence alergenu. Provadi se dikaz o specifickém rozpoznani lidskym séro-

vym IgE od alespoii péti pacienti s jiz prokdzanou alergii. (Pomés et al., 2018)

2.2 Druhy alergenii
Alergeny lze délit podle vice hledisek. Nize jsou rozd€leny na inhala¢ni (vzdusné),
potravinové, hmyzi a 1ékové. Mezi inhalacni alergeny patii pyly, plisné, roztoci a zviteci

alergeny.

2.2.1 Pyl

Pilllzl’ jsou alergeny vné&jSiho prostiedi a vykazuji sezonni dynamiku. Zrna pylu vétro-
sprasnych rostlin se mohou dobfte §ifit pomoci vzduchu do velkych vzdalenosti. Pyly hmy-
zosprasnych rostlin vétsinou alergii nevyvolavaji. Pylova sezéna v Ceské republice byva
pfiblizné od biezna do fijna. Lékaf1 a pacienti mohou sledovat situaci diky pylové informacni
sluzbé (PIS), ktera podava pravidelné informace ohledné vyskytu jednotlivych aeroalergenti.
Dobu kvétu urcitych druhi rostlin najdeme v pylovém kalendafi. V jarnim obdobi dominuji
pyly dievin (liska, olSe, bfiza, habr), pocatek 1éta je obdobi trav a obilovin (bojinek, lipnice,
zito, oves). Koncem léta a zaCatkem podzimu se $ifi pyly plevelt (pelynék, ambrozie).

(Krejsek et al., 2016; Spicak et al., 2004)

2.2.2 Spory plisni
Spory plisni se fadi mezi vzdusné alergeny vnéjsiho 1 vnitiniho prostiedi. Primérna

velikost je 2—10 um. Jejich koncentrace ve vzduchu se podstatné 1i$i v zavislosti na klima-
tickych faktorech jako je teplota, vitr nebo vlhkost. Pro riist plisni je optimalni vlhké a teplé
prostfedi. Alergeny venkovnich plisni maji sezonni charakter a jejich zastupci jsou rody:
Alternaria, Cladosporium, Epicoccum a Ganoderma. V budovach a dalSich interiérech
se nejcastéji vyskytuji rody: Penicillium a Aspergillus. Spory plisni mohou zptisobit imuno-
patologickou reakci typu I, ale také fadu dalSich onemocnéni, véetné alergické bronchopul-
monalni mykdzy, alergické sinusitidy, hypersenzitivni pneumonitidy a atopické dermatitidy.

(Simon-Nobbe et al., 2007; Krejsek et al., 2016)

2.2.3 Rozto¢i a zvifeci alergeny
Do skupiny aeroalergenti domdaciho prostiedi patti také roztoci a zvifeci alergeny.

Rozto¢i jsou mikroskopicti Elenovci, kteti se Zivi koznimi Supinkami odloucenymi
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z lidského nebo zviteciho téla. Alergie na roztoce je spiSe alergii na slozky obsazené v jejich
vykalech a sekretech. Mezi roztoCe vyvolavajici alergické reakce patii: Dermatophagoides
farinae, Dermatophagoides pteronyssinus a Euroglyphus maynei. (Arlian a Platts-Mills,
2001; Krejsek et al., 2016) Alergeny pochazejici ze zvitat jsou soucasti jejich sekretl, koz-
nich Supin, srsti, ptipadné pefi. Nejvice jsou lidé alergicti na kocky, psy a hlodavce. (Krejsek

etal., 2016)

2.2.4 Potravinové alergeny
Potravinovou alergii vyvolavaji potraviny zivocisného a rostlinného ptvodu, dale

pak nevhodné slozky potravy, jako jsou barviva, antioxidanty, konzervanty a dalsi aditiva.
(Krejsek et al., 2016) Mezi nejcastéjsi potraviny zpusobujici alergii patii: kravské mléko,
slepici vejce, ryby, korysi, mekkysi, pSenice, soja, araSidy a celkové ofechy. (Kopelentova
a Vernerova, 2016) U kravského mléka alergizuji bilkoviny kasein, a-laktalbumin a b-lak-
toglobulin. Ve slepicim vejci jsou alergeny prfedevsim ovalbumin a ovomukoid. V motskych
mekkysich a korysich se vyskytuje tropomyosin, ktery mizeme nalézt 1 u roztoct a hmyzu.
Mezi alergeny rostlinného ptvodu patfi: ochranné a obranné proteiny — PRP (pathogenesis-
related proteins), profiliny a zdsobni proteiny tzv. seed-storage, které jsou obsazeny v seme-

nech a plodech. (Krejsek et al., 2016)

2.2.5 Hmyzi alergeny
Alergicka reakce muZe byt zptisobena hmyzim kousnutim nebo bodnutim. Nejcasté-

j8im alergenem je jed blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera). Hlavni alergeny jedu v¢ely me-
donosné (Apis mellifera) jsou fosfolipaza A2, hyaluronidaza, kyseld fosfatdza a melittin.
U vosy obecné (Vespula vulgaris) se pak jedna o fosfolipazu A1/B, hyaluronidazu a kyselou
fosfatazu. Pro Celed’ sr$noviti (Vespidae) je také specificky alergen 5. Fosfolipaza a hyalu-
ronidaza Celedi Apidae a Vespidae maji odlisnou strukturu. Zkiizené reakce mezi nimi jsou
tedy minimalni. Jed blanoktidlych mize zapticinit reakci toxickou, anafylaktickou nebo ana-
fylaktoidni. (Krejsek et al., 2016; Spi¢ék et al., 2004) Jed n&kterych druhti mravenct, napii-
klad mravenec Zahavy (Myrmica rubra), miize zpisobovat alergickou reakci. (Spi¢ak et al.,

2004)

2.2.6 Lékové alergeny
Lékova alergie je nezadouci polékova reakce. Zaklada se na imunopatologickém me-

chanismu. Miize nastat kterakoli ze Ctyt typi reakci dle Gella a Coombse: Casna, cytotoxicka,

nicilin, cefalosporiny), hormony, nesteroidni antiflogistika, ockovaci latky,
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lokalni anestetika, periferni myorelaxancia, latex, radiokontrastni latky, sulfonamidy aj.

(Khan a Solensky, 2010; Spicak et al., 2004)

2.3 Zkrizené reakce

Ke zkiizenym reakcim dochézi tehdy, kdyz se protilatky ptivodné vytvorené proti
ur¢itému alergenu vazi na identické ¢i vysoce podobné povrchové struktury (epitopy) jiného
alergenu. NejcCastéji takové reakce vznikaji v dasledku podobnosti sekundarni a tercialni
struktury alergend. (Bublin a Breiteneder, 2020) Pro jeji vznik je potfebna shoda aminoky-
selinovych sekvenci alespoit 50 %, ale optimalni je 70 %—80 %. (Spi¢ak et al., 2004) Pokud
je homologie jesté vyssi, jedna se o tzv. panalergen, kterym jsou napi.: profilin, LTP (lipid
transfer proteins), polkalcin, tropomyosin, parvalbumin, vicilin a legumin. (Krejsek et al.,
2016) U velkého mnozstvi glykoproteint spise rostlinného piivodu mohou mit na zkiizenou
reakci vliv jejich karbohydratové struktury (determinanty). Jedna se o tzv. CCD (cross-re-
active carbohydrate determinants). CCD navozuji tvorbu specifickych IgE protilatek, které

pak reaguji s proteiny obsahujici také tyto epitopy. (Spicak et al., 2004)

., ZkriZena reaktivita je vyznamnym klinickym faktorem, ke kterému musi lékar pecu-
Jjici o pacienta alergika vidy prihlédnout. “ (Krejsek et al., 2016, s. 214) U alergii na pyl jsou
Casté zkiiZzené reakce mezi riznymi zdroji pylu nebo reakce mezi pylem a potravinami po-
chazejicimi z rostlin (ovoce, zelenina, ofechy, lusténiny a dalsi). Po snézeni nékteré z potra-
vin mohou nastat potize, které se hromadné oznacuji jako oralni alergicky syndrom (OAS).
(Spicak et al., 2004) Zkiizena reaktivita byla pozorovana mezi &eledi lipnicovitych, biizo-

vitych, liskovitych, hvézdnicovitych a dalSich. (Krejsek et al., 2016)
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Tabulka 1 Priklady zkirizené alergie pyly — potraviny

jablko, broskev, merunka, hruska, tfesen, kiwi, Svestka, liskovy ofech,
Btiza brambory (slupky), mrkev, celer, rajské jablko, jedl¢ kastany, maliny a
koteni

rajské jablko, hrasek, pSenice a dalsi cerealie, brambory, s6ja, pazitka,

B .oy k l b4 4 . .. r
OJINEKIUCL 1 G ermut, jablko a jiné ovoce

celer, mrkev, petrzel, kofeni (anyz, koriandr, estragon, pept, paprika),

Pelyné¢k S
Y slune¢nicovy olej, hefmanek
Ambrozie meloun, okurka, banan
Latex banan, avokado, meloun, kiwi, Spenat, hrozinky, kastany, ofechy (vlas-

ské a liskov¢), fiky, pohanka, merunky, rajské jablko, broskev

Zdroj: upraveno z SPICAK, Viclav a Petr PANZNER. Alergologie. Praha: Galén, 2004.
ISBN 80-7262-265-x.

V Tabulka 1 jsou vyjmenovany potraviny, u kterych se nejcastéji projevuje zkiizena reakce

u pacientii alergickych na pyl bfizy, bojinku, pelynku, ambrozie nebo na latex.

2.4 Panalergeny

Mezi panalergeny se fadi rtizné rodiny proteinli rostlinného 1 Zivo¢isného plivodu.
Shoda v charakteristickych aminokyselinovych sekvencich dosahuje ptiblizné¢ 90 %. Pana-
lergeny jsou zodpovédné za Sirokou zkiiZzenou reaktivitu IgE mezi pfibuznymi i1 neptibuz-
nymi alergennimi zdroji. (Hofejsi et al., 2017; McKenna et al., 2016) Dale jsou popsany

3 vybrané druhy klinicky vyznamnych panalergen.

2.4.1 PR-10 proteiny
PR-10 proteiny (pathogenesis-related proteins 10) se uplatiuji v obecnych obrannych

mechanismech rostliny a jejich exprese je vyvolana stresem a patogeny. Tyto bilkoviny
se nachazeji u riznych rostlin a v potravinach (ovoce, zelenina, sdja, ofechy). Velky vyznam
ma jejich homologie s hlavnim alergenem btizy bradavi¢naté (Bet v 1). Dochazi mezi nimi
ke zktizenym reakcim. To vede u pacienti alergickych na pyl bfizy k oralnimu alergickému
syndromu. Ptiklady mozné zkiizené alergie s Bet v 1: jablko, broskev, hruska, Svestka, lis-

kovy ofech, mrkev, celer, brambory, kofeni aj. (McKenna et al., 2016; Spi¢ak et al., 2004)
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2.4.2 Profiliny
Profiliny jsou polypeptidy, které odpovidaji za organizaci aktinovych vlaken v cy-

toskeletu bunck. (Krejsek et al., 2016). Jsou to termolabilni bilkoviny a snadno podléhaji
traveni. Vykazuji vysokou homologii s vedlejSim alergenem pylu btizy (Bet v 2), s alerge-
nem bojinku (Phl p 12) a latexu (Hev b 8). Nachazeji se také v potravinach: arasidy, celer,
jablko, hruska, sdja aj. Jedinci budou mit po jejich poziti piiznaky OAS. (Fuchs, 2004)
2.4.3 Polkalciny

Polkalciny jsou malé proteiny vazajici Ca®*, které se nachéazeji v pylu kvetoucich
rostlin. (Henzl et al., 2011) Jejich funkce nejsou piesné definovany, ale nejspise se uplatituji
pfi regulaci intracelularni hladiny vépniku a pfi kliceni pylovych zrn. Polkalciny se fadi
do rodiny EF-hand proteini. Je u nich pozorovana podobnost s vedlejSim alergenem pylu

biizy Bet v 4. (Asam et al., 2015)

Obrazek 2 Stabilita proteinii - riziko zavazné alergické reakce u potravinové alergie

labilni stabilni
proteiny proteiny

Stabilita
proteinu

m m Zasobni proteiny

Zdroj: https://docplayer.cz/docs-images/42/8377080/images/page 17.jpg

Obrazek 1 popisuje stabilitu nékterych panalergent. Termolabilni proteiny pti vafeni ¢i du-
Seni ztraceji svoji alergenni potenci. Termostabilni proteiny se tepelnou upravou nedaji

ovlivnit a je tedy u nich 1 vétsi riziko zdvazné alergické reakce.

2.5 Rekombinantni alergeny
V béznych diagnostickych testech se pro detekcei specifickych IgE pouzivaji alerge-
nové extrakty. Ty se pfipravuji extrahovanim z rznych biologickych materialii. Extrakty

navic obsahuji nealergenni substance, které mohou sniZovat senzitivitu nebo specificitu
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testu. Slouzi pouze pro identifikaci alergenniho zdroje. Techniky genetického inZenyrstvi
umoznily produkci rekombinantnich alergend. Jasn€ definované alergeny pfipravené rekom-
binantnimi technikami jsou standardni. Po studiu jejich vlastnosti se zjistilo, ze vykazuji

stejnou reaktivitu jako pfirozené alergenové extrakty. (Ambrusova, 2011)
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3 DIAGNOSTIKA ALERGIE

3.1 Anamnéza a klinické vySetieni

Pro spravnou diagnostiku alergického onemocnéni je zasadni odbér podrobné anam-
nézy. Nasledujici alergologické vySetieni zahrnuje fyzikalni klinické vySetieni, kozni a la-
boratorni testy. V ptipadé potieby je mozné provést dale testy provokacni, expozicni a epi-

kutanni. (Spi¢ak et al., 2004)

3.2 Kozni testy
Kozni testy jsou soucasti alergologického vySetfeni. Provadéji se na zakladé tdaji
ziskanych z diikladné anamnézy a slouZi k priikazu specifickych IgE protilatek in vivo. (Spi-

cak et al., 2004)

3.2.1 Prick testy
Nejcastéji pouzivanou metodou je kozni prick test. S jeho pomoci se prokazuji sen-

zibilizace vii¢i inhala¢nim, potravinovym, lékovym nebo pracovnim alergentim. Poskytuje
dikaz o senzibilizaci I. typu. Hlavni vyhodou prick testu je rychlost jeho provedeni. Vy-
sledky Ize interpretovat béhem 15 az 20 minut po aplikaci. Metoda je relativné bezpecna
a levna. (Heinzerling et al., 2013) ,,Pozitivita koznich prick testii potvrzuje senzibilizaci vici
specifickému alergenu, ale klinicka relevance musi byt interpretovana podle anamnézy a kli-

nickych symptomu. *“ (Petrti, 2014, s. 33)

Principem testu je zavedeni vybranych alergenovych extraktii do kiize pacientova
predlokti. Na kizi se postupné nanaseji kapicky roztokti a nasledné se provadeji vpichy po-
moci jednorazovych lancet. Soucasné je do kiize vpravena pozitivni a negativni kontrola.
Pro pozitivni kontrolu se vyuziva kodeinfosfat nebo histamin-dihydrochlorid. Celkové vy-
sledky testu se mohou vydévat za spravné pouze pokud pozitivni kontrola vykazuje poziti-

vitu. Negativni kontrolou miiZze byt fyziologicky roztok. (Petrt, 2014)

V ptipadé pozitivni reakce se specifické IgE pomoci alergenu piemosti a Zirné bunky
degranuluji. Uvolnéni histaminu a dalSich mediatori vyvolava vznik otoku nebo pupenu.
Podle jeho velikosti se nasledné posuzuje i pozitivita reakce. Mnoho rtiznych alergent lze
testovat soucasné, protoZze vysledna reakce na konkrétni alergen je lokalizovana do oblasti
vpichu. U pacientti, kteti nemohou podstoupit kozni testy, se vyuziva stanoveni laboratorni.

(Heinzerling et al., 2013) Kontraindikaci mlze byt rozsdhly ekzém, kopftivka,
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dermografismus, anafylakticka rekce po diivéjSim koznim testovani, t€hotenstvi a uzivani

antihistaminik nebo 1¢kii tlumicich kozni reaktivitu. (Heinzerling et al., 2013)

Obrazek 3 Vysledek prick testu

Zdroj: https://'www.proalergiky.cz/upload/obrazky/prick-testy.jpg

Na Obrazek 3 je vyfocena volarni strana piedlokti, kde je mozné pozorovat pozitivni reakci

na nékteré testované alergeny. Pozitivni reakce je tvorba pupenu jako u cisla 35.

3.2.2 Intradermalni testy
Intradermalni koZni testy se primarné provadi pii alergické reakci na jed blanokiid-

lych nebo 1éky. Jsou citlivé;si, ale méné specifické nez kozni prick testy. Provadéji se na vo-
larni stran¢ predlokti nebo na kiizi zad. Roztoky alergenti se aplikuji pfimo do klize pomoci

injek¢ni stiikacky. Kontraindikace jsou totozné jako u prick testii. (Heinzerling et al., 2013)

3.2.3 Epikutanni testy
Epikutanni testy se pouzivaji k detekci kontaktnich alergii, u kterych se jedna o pte-

citlivélost pozdniho typu. Mezi tato onemocnéni se fadi napi. kontaktni dermatitida. Princip
testu je zaloZen na aplikaci ter¢ikl s testovanymi alergeny na kiizi zad. Ter¢iky se na kizi
zafixuji pomoci naplasti. Obvykle se po 48 hodinach ter¢iky sejmou a reakce na kiizi se ode-
¢te. Dalsi odecty se provadéji po 72 a 96 hodinach. Pti pozitivni reakci se na kiizi tvofi

erytém, vezikuly nebo puchyiky. (Langerova et al., 2011)

3.3 Laboratorni vySetieni

Pro diagnostiku a monitorovani pacient s alergickym onemocnénim se vyuziva
velka $kala laboratornich testdl (in vitro testy). Radi se mezi pomocné metody a nemohou
plné¢ nahradit kozni testy. Mezi zdkladni testy patii vySetfeni hladiny celkovych
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a alergen-specifickych IgE protilatek. Dale se pak mohou stanovit mediatory alergické re-
akce (histamin, tryptaza, eozinofilni kationicky protein — ECP). Pro alergickd onemocnéni
je také Casta eozinofilie v krevnim obraze. V ramci laboratorniho vySetfeni se také mize
provést test aktivace bazofilli (BAT), u kterého se pomoci prutokové cytometrie sleduje ex-

prese znaku CD63 po inkubaci s alergenem. (Krejsek et al., 2016; Spi¢ak et al., 2004)

3.3.1 Stanoveni celkovych IgE protilatek
Hladina celkovych IgE protilatek se béhem Zivota vyrazné¢ méni. Hodnoty se udava;ji

v mezinarodnich jednotkach nebo v ng/ml (1 IU = 2,4 ng IgE). Normalni hladina celkovych
IgE dospélé populace nepiekracuje hodnotu 100 IU/ml. ZvySend hladina neni specificka
pouze pro alergicky zanét. Mlze se jednat napf. o parazitarni infekci, autoimunitni nebo
imunodeficitni onemocnéni. Naopak alergicky pacient mize mit v nékterych ptipadech hod-
noty celkovych IgE protilatek v normé¢. (Litzman et al., 2007) Stanoveni se provadi nejcastéji
pomoci chemiluminiscence, ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) ¢i FEIA (fluori-

metric enzyme-linked immunoassay). (Spi¢ak et al., 2004)

3.3.2 Stanoveni specifickych IgE protilatek
Priikaz a stanoveni specifickych IgE je uZitecnym néstrojem v piipad¢ podezieni

na alergickou reakci zprostiedkovanou IgE protilatkami. Pomérné piesné l1ze urcit konkrétni
vyvolavajici alergen. VysSetfeni je Casto indikovano u pacientli, ktefi nemohou podstoupit
kozni prick test, nebo pokud je vybrany alergen pro kozni testovani nedostupny. (Spi¢ak

et al., 2004)

Momentalné dostupné metody vychazeji ze zakladniho principu nekompetitivni imu-
noanalyzy. Vysledky koncentraci specifickych IgE se mohou vyjadfovat kvantitativné
v [U/ml nebo semikvantitativné v tzv. RAST ttidach. (Litzman et al., 2007) Pojmenovani
ttid vychazi z testu RAST (Radio-allergo sorbent test). Principem testu je imunoradiome-
tricka analyza (IRMA). VySetfovany alergen je navazany na pevné fazi, kterou predstavuje
papirovy disk s nitroceluldzou. Pfi inkubaci s pacientskym sérem vznika komplex antigen-
protilatka. Nasledn¢ se ptida protilatka znacena radioaktivnim izotopem jodu-125. Mezi na-
meéfenou radioaktivitou a mnoZzstvim specifického IgE plati pfiméd améra. V poslednich le-
tech se vSak zacCaly rozvijet techniky, které vyuZzivaji neizotopové znaceni sekundéarni proti-

latky. (Spi¢ak et al., 2004)
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3.3.3 Stanoveni mediatoru alergického zanétu
Mezi biologicky aktivni latky, které vznikaji pfi alergickém zanétu, patii histamin,

tryptaza, ECP, interleukiny a dalSi. Tryptdza se uvoliiuje z zirnych bun¢k a jeji zvySenou
hladinu najdeme u pacientti, ktefi prod¢lali anafylaktickou reakci. Stanoveni histaminu neni
prilis vhodné pro diagnostiku prob¢hlé anafylaxe. Polocas rozpadu histaminu je velmi kratky
a také miize dojit k jeho uvolnéni z bazofili az po odbéru krve. ECP je eosinofilni mediator
a jeho stanoveni pomaha uréit tizi chronicky probihajiciho alergického zanétu. (Spicak et al.,

2004)

3.4 Provokacni a expozicni testy

Provokac¢ni testy se provadéji na zakladé uméle vytvotrené situace, kdy je pacient
vystaven podezielému spoustéci reakce (specifickému €1 nespecifickému). Nasledné se hod-
noti mira reakce podle zvolené metody. Jednou z pouZzivanych metod je vyfazeni pacienta
z prostiedi, které mu piiznaky vyvolalo. Sleduji se zmény alergickych projevia pii vyhybani

se spoustd¢i a po navratu do podezielého prostiedi. (Spicak et al., 2004)

Pro specifické vySetieni se pouzivaji alergenové extrakty. Provokacéni testy mohou
byt o¢ni, nosni, bronchidlni nebo peroralni. V dnesni dobé se od téchto testl ustupuje, pro-
toze je zde riziko velké reakce pii pfimé expozici alergenu. Dalsi nevyhodou je, ze nelze
testovat vice alergenti najednou. Specifické testy maji vyuziti pti diagnostice profesionalnich
alergii. U potravinovych alergii se da uplatnit dvojité zaslepeny test nebo nosni test s rino-
manometrickym vyhodnocenim. U nespecifickych testii se nejcastéji provadi bronchopro-

vokadni test a nosni provokadni test. (Spi¢ak et al., 2004)

Expozi¢ni testy se uzivaji v ptipad€ podezieni na potravinovou alergii. Pfed prove-
denim testu drzi pacient eliminacni dietu, ktera vétSinou trva 14 dni. Na zaklad¢ anamnézy
¢1 vysledka koZnich testli se ze stravy vytadi podezielé potraviny, které by mohly pacienta
senzibilizovat. Pro samotny test se mize pouzit otevieny oralni expozi¢ni test, u kter¢ho
se potravina podava v bézné forme a sleduje se intenzita piipadnych potizi. Dal§i moznost
je provést dvojité slepy placebem kontrolovany potravinovy expozicni test. Zakladem testu
je podani podezielé potraviny v zZelatinové kapsli a podéani placeba ve stejné podobé¢. Test je
bran jako pozitivni, kdyZ je reakce pozitivni pouze na kapsli s potravinou a u placeba k re-
akci nedoslo. U negativniho vysledku je nutné vyloucit faleSnou negativitu tim, ze se paci-

entovy poda potravina v bézné formé a davce. (Spi¢ak et al., 2004)
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4 METODY STANOVENI SPECIFICKYCH IgE

Metody muzeme rozdélit podle faze, ve které dochazi k vazbé alergenu. K tomu
muze dojit v pevné Ci kapalné tazi. Déle podle toho, jestli vySetiujeme specifické IgE pouze
proti jednomu konkrétnimu alergenu nebo proti nékolika alergenim soucasné. NizZe jsou

popsany nejcastéji pouzivané metody.

4.1 ImmunoCAP

U metody ImmunoCAP se vyuziva k navazani alergenu pevna faze. Tu predstavuje
trojrozmérny hydrofilni derivat celul6zy, na ktery se kovalentné€ vaze az tfikrat vice alergenu
neZ na papirovy disk. (Spi¢ak et al., 2004) Jedna se o tzv. singleplexovou metodu, kde se sta-
novuje hladina specifického IgE pouze proti jednomu konkrétnimu alergenovému extraktu
nebo komponenté. V ImmunoCAP analyzatorech se pro stanoveni vyuziva metoda FEIA.
Intenzita fluorescence je umérnd mnozstvi specifického IgE. ImmunoCAP také umoziuje
stanoveni alergenové specifickych IgG a IgG4. Hladiny specifickych protilatek jsou vyja-
dfovany kvantitativné. Metoda vykazuje vysokou citlivost a specifi¢nost. Povazuje se

za jednu z nejlepSich pro stanovovani specifickych IgE protilatek. (Hage et al., 2017)

4.2 Immulite 2000

Pro zji$téni hladiny specifickych IgE protilatek je mozné vyuzit analyzator Immulite
2000. Pristroj umoziiuje singleplexovou analyzu. Jednd se chemiluminiscenéni metodu,
u které je alergen navazan v kapalné fazi. (Spi¢ak et al., 2004). ,.Specifické IgE-protilétky
z vySetrovaného séra se navazuji v roztoku na biotinylovany alergen a teprve nasledné dojde
pomoci avidinu k vazbé na biotinylovanou pevnou fizi. “ (Spi¢ak et al., 2004, s. 116) Reakce
probihajici v roztoku umoznuje dobry kontakt mezi reaktanty. Navazani alergenu v kapalné

fazi vyuziva i technika AlaSTAT. (Spicék et al., 2004)

4.3 ImmunoCAP ISAC
Systém ImmunoCAP ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip) je semikvantita-

tivni multiplexova metoda. Test je zalozeny na bioCipové technologii a reakce probiha
na pevné fazi. Alergenové komponenty jsou v tripletech ukotveny na polymerem potazeném
sklicku, kde jsou k dispozici Ctyfi reakéni mista. Pti inkubaci s pacientskym vzorkem dojde
k ptipadnému navazani specifickych IgE protilatek. Jako dalsi se pfida fluorescenéné zna-
¢ena protilatka, kterd se navdze na imunokomplexy vzniklé v pfedchozim kroku. Nasledné

se méfi intenzita fluorescence konfokalnim laserovym scannerem. Naskenovany obraz
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se analyzuje pomoci softwaru MIA (Microarray Image Analysis). Hodnoty se vyjadiuji
v jednotkach ISU-E (ISAC Standardized Units for specific IgE). Metoda ImmunoCAP ISAC
umoziuje paralelné¢ vySetfovat 112 rekombinantnich i nativnich alergenovych molekul.
Tento velky pocet alergenti poskytuje informace o senzibiliza¢nim profilu pacienta na mo-

lekularni trovni. (Boj¢ukova et al., 2019; Hage et al.,2017)

4.4 ALEX

Multiplexovy testovaci systém ALEX (Allergy Explorer) umoziiuje v jednom vyset-
feni stanovit specifické IgE proti 157 alergennim extraktiim a 125 molekularnim komponen-
tam. Také se soucasn€ zmeii hodnota celkového IgE. Velkou vyhodou testu ALEX je inhi-
bice IgE protilatek proti CCD. (Heffler et al., 2018)

Analyza této makromolekulové metody probiha na pevné fazi. Alergenni extrakty
a komponenty jsou ukotveny v nitrocelul6zové membrané kazety. Na membranu se nanese
fedidlo (obsahuje inhibitor CCD) a pacientské sérum ¢i plazma. K detekci se pouziva anti-
humanni IgE protilatka znacena alkalickou fosfatdzou. Po dokonceni postupu se membrany
nechaji oschnout na vzduchu. Pomoci CCD kamery se méfi intenzita barevné reakce pro kaz-
dou skvrnu alergenu. Specializovany software digitalizuje snimky a pfipravuje laboratorni

zpravu, ktera shrnuje vysledky méteni. Hodnoty jsou udavany v kUa/L. (Heffler et al., 2018)
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5 ALERGICKA ONEMOCNENI

Alergické onemocnéni vznikd u pacientt, kteti piehnané reaguji na nékteré exoanti-
geny. Rozd¢€luji se podle jejich klinickych projevii, patogenetickych mechanizmt nebo podle
faktort, které onemocnéni vyvolaly. Nejcastéji dochdzi k projeviim na kazi a sliznicich. Déle

jsou popisovana nektera Casta alergickd onemocnéni. (Hoftejsi et al., 2017)

5.1 Alergicka ryma

Alergicka ryma je zanétlivé onemocnéni, které vznika v disledku piisobeni alergenti
na nosni sliznici a rozvoje alergického zanétu. Projevuje se svédénim nosni sliznice se zvy-
Senou sekreci, kychanim a obturaci nosu. Také je ¢asto doprovazena alergickou konjuktivi-
tidou (slzeni a paleni o¢i). Alergickd ryma muze byt sezonni nebo celoro¢ni. Sezénni potize
vyvolavaji nejcastéji pylova zrna a spdry venkovnich plisni. PotiZze se u pacientii objevuji
v obdobi vyskytu alergenti a po zbytek roku jsou bez ptiznakt. U alergik na pyl se z divod
zktizenych reakcei Casto celorocné vyskytuje OAS. Celoroc¢ni alergickou rymu zpiisobuji nej-

Zast&ji roztodi, spory domovnich plisni a alergeny pochéazejici ze zvitat. (Spicak et al., 2004)

5.2 Astma bronchiale

Bronchialni astma je chronické zanétlivé onemocnéni dolnich dychacich cest. Preva-
lence astmatu stale stoupd, a to nejvice u déti z rozvinutych zemi. Chronicky zanét zpiisobuje
hyperreaktivitu pridusek a jejich obstrukei, kterd se projevuje zachvatovitym kaslem, dus-
nosti a pocitem svirdni na hrudi. Také dochézi vlivem zanétu k remodelaci plicni tkang, pti
které muZe dojit k nevratnym zméndm a sniZeni plicni kapacity. Astma se da rozdélit z hle-
diska imunopatogeneze do tii zakladnich fenotypt. Jednim z nich je atopické astma, u kte-
rého vznika eozinofilni zanét ve sliznici bronchi. Projevuje se vétSinou jiz v détstvi, kde mu
muze také predchéazet atopicky ekzém ¢i alergicka ryma. Na patogenezi se podileji hlavné
zirné buiky, eosinofilni granulocyty a Th2 lymfocyty. U atopického astmatu jsou spouste-
cimi faktory inhala¢ni alergeny. Potize se objevuji i po télesné ndmaze ¢i pii emocné silnych

situacich. (Krejsek et al., 2016; Spi¢ak et al., 2004)

5.3 Atopicky ekzém

Atopicky ekzém neboli atopicka dermatitida je zanétlivé kozni onemocnéni déti i do-
spelych. Muze byt akutni i chronicky. Charakteristickym piiznakem je zaCervenala ktze,
drobné pupinky az loZiska ekzému, silné svédéni, tvorba strupli, Supinaténi a ptipadné

mokvani ktize. PokoZzka pacienti byva pifesuSena a precitlivéld. To vede k naruSeni
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mechanické bariéry a ke zvySenym ztratdm tekutin pokoZkou. V mistech, kde je klize poru-

Sena, mize snadno dojit k priniku alergenti &i zavle¢eni infekce. (Spi¢ak et al., 2004)

Diagno6za vychazi z komplexni anamnézy a klinického vySetfeni dermatologem. Je-
dinci maji zvySenou hladinu celkovych i specifickych IgE protilatek, které se tvoii v di-
sledku reakce na potravinové a vzdu$né alergeny, mikroorganismy ¢&i enterotoxiny. (Spicak

et al., 2004)

Atopicky ekzém cCasto zacina jiz v détském véku a pozd¢ji mize prechdzet v jiné
alergické onemocnéni. Je tak velice heterogenni a existuje nékolik fenotypt a endotypt.
Podle obdobi nastupu onemocnéni mizeme rozlisit kojenecky, détsky, dospély a seniorsky
fenotyp. S vékem se lokalizace 1 projevy ekzému méni. Na jeho vzniku se pravdépodobné
podili geneticka predispozice a faktory vnéjSiho prostiedi. Takové faktory mohou byt napf.
zivotni podminky, uroven osobni hygieny, kontakt se zvifaty, proockovanost, koufeni matky
v tehotenstvi, délka kojeni, slozeni sttevniho mikrobiomu a fada dalSich. ZvySena uroven
znec€isténi Zivotniho prostfedi je jedna z moznych pficin vyrazného narlstu prevalence ato-

pické dermatitidy. (Krejsek et al., 2016)

5.4 Koprivka a angioedém

Kopftivka (urtikarie) a angioedém (angioneuroticky edém) se fadi mezi pomérné
Castd koZni onemocnéni. Vyskytuji se zcela bézné, a to v jakémkoli véku. Tyto choroby
charakterizuje vazodilatace a zvySend permeabilita cév v kiZzi (urtikarie) nebo v podkozi
(angioedém). Typickym projevem je zarudla a svédiva pokozka, kterou doprovazi vysev pu-
pent (tzv. pomfil) o rizné velkosti. Projevy se mizou objevit kdekoli na téle. Angioedém,
pro ktery je charakteristicky otok, se vyskytuje u 20-30 % pacientt s projevy urtikarie. (Spi-
¢ak et al, 2004)

Mechanismy vzniku mohou byt imunologické 1 neimunologické. Ptesnou pii¢inu
neni vzdy mozné ur€it. Alergicky typ urtikarie a angioedém jsou zpusobeny alergickym za-
nétem. Onemocnéni mohou vyvolat 1éky, potraviny, potravinova aditiva, inhala¢ni a hmyzi
alergeny, mikrobialni antigeny a dal$i. MiZze se jednat o kopfivku akutni, kterd se projevi
nahle po setkdni senzibilizovaného pacienta s alergenem, ¢i chronickou. U té vysevy pupent
trvaji déle nez 4 tydny, ale i mésice az roky. U déti pfevazuji spiSe akutni projevy a chronické

se Cast&ji objevuji u zen. (Krejsek et al., 2016; Spicak et al., 2004)
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5.5 Oralni alergicky syndrom

,Jedna se viceméné o samostatnou klinickou jednotku — oralni alergicky syndrom
(OAS, nekdy téz oznacovany jako oralni alimentarni syndrom). Pro sva specifika a znacny
vwiskyt v populaci nebyva obsazen v bézné uddvané prevalenci potravinové alergie. “ (Spi¢ak

et al., 2004, s. 273)

Syndrom se vyskytuje hlavné u pylovych alergikti. Po poziti potraviny rostlinného
puvodu dochézi u pacientd k paleni a svédéni v tstech, obtizim pfi polykani, kychani, oto-
k@im v perioralni oblasti obliceje a dalsi projevim. Pfi¢inou vzniku je zkiiZena reakce. Aler-
geny obsazené v potravin€ jsou podobné ¢i totozné s témi, které obsahuje zrnko pylu. OAS
se v naSich zemich vyskytuje ve velké mifte, kde jim trpi asi 50 % alergikti se senzibilizaci
na jarni pyly a 25 % pacienti alergickych na travy a obili. Dfive se objevoval spiSe u dospé-
fické IgE protilatky proti n€kterym druhlim ovoce ¢i zeleniny. Takové déti maji velkou prav-
dépodobnost, Zze se v budoucnosti stanou polinotikem (alergikem na pyl). (Spi¢ak et al.,

2004)
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6 LECBA
V¢Easna a spravna identifikace alergenu, ktery zptisobuje onemocnéni, je zdkladnim
opatfenim pii 1écb¢ alergie. Jednim z lécebnych postupl je eliminace alergenu. K 1€cbé

se dale vyuziva farmakoterapie, specificka imunoterapie ¢i biologicka 1écba.

6.1 Eliminace alergenu

Eliminace alergenu je jedno z moznych opatieni, které pacient mize dodrzovat, po-
kud zné pfic¢inu jeho senzibilizace. To lze snadno provést pii alergiich na nékteré slozky
potravy, léky ¢i domadci zvitata. Problémem jsou nékteré inhala¢ni alergeny, kterym se nelze
zcela vyhnout. Pfi alergiich na pyl je dobré omezit pohyb v kvetouci pfirodé¢ a doma vyuzivat
¢isticku vzduchu. Nemocnym se doporucuje provést nékteré zmény v obydli, a to i v ptipade,

7e je pri¢inny alergen neznamy. (Spi¢éak et al., 2004)

6.2 Farmakoterapie
Farmakoterapie je 1é¢ebny postup, ktery zahrnuje rtiznorodé skupiny 1€ki. U alergic-
kych onemocnéni se pfedevsim jedna o antihistaminika, antileukotrieny, kortikosteroidy,

kromony, metylxanthiny a dalsi.

6.2.1 Antihistaminika
Hojné& vyuZivanou skupinou jsou antihistaminika (antagonisté H-receptort). Jsou to

1éky, které blokuji histaminové receptory a zabranuji tak negativnimu ptlisobeni histaminu
na tkan¢. Pivodné se vyuzivaly k tlumeni symptomatickych projevii alergie. V soucasnosti
jsou uzivédna predevsim antihistaminika II. a III. generace, kde se jedna o antagonisty H1-

U koptivky se nékdy vyuZivaji antagonisté H1- 1 H2-receptort. (Krejsek et al., 2016)

6.2.2 Antileukotrieny

Antileukotrieny se pouzivaji k 1€¢b¢ bronchialniho astmatu. U lehkych forem se uzi-
vaji samostatné, kdezto u té¢zSich forem astmatu se kombinuji s antihistaminiky. Léky byly
vyvinuty na zéklad¢ zjisténi, Ze leukotrieny spolecné s dalSimi faktory podporuji alergickou
reakci. TaktéZ zpusobuji silné bronchokonstrikce. Antileukotrieny se daji rozdélit do dvou
skupin. Muze se jednat o inhibitory 5-lipooxygenazy nebo o antagonisty cysteinylovych re-
ceptorti leukotrient. (Spi¢ak et al., 2004) Léky dale zeslabuji influx eozinofilti do mista za-

nétu a snizuji jejich celkovy pocet v krvi. (Krejsek et al., 2016)
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6.2.3 Kortikosteroidy
Syntetické kortikosteroidy se fadi k nejcastéji pouzivanym imunomodula¢nim lat-

kam. Tvofti skupinu nejucinnéjsich 1€ka vyuzivanych pii 16¢be alergického zanétu. Maji pro-
tizanétlivé ucinky, snizuji imunopatologickou reakci a ve vyssich davkach pisobi antiproli-
feracné. Léky lze aplikovat peroralné ¢i parenteralné (intravendzné, intramuskularné, inha-
la¢n¢). Nastup ucinkt je relativné pomaly (cca 8 hodin) a neni ovlivnén zpisobem podani.
Pfi snaze omezit systémovou dostupnost a snizit nezddouci ucinky se upiednostituje topicka
(lokalni) forma kortikosteroidd. (Krejsek et al., 2016) K 1é¢bé& bronchidlniho astmatu se vy-
uziva podavani topickych kortikosteroidii v inhala¢ni podobé¢. U tézsich forem se podavaji
kombinované preparaty, které 1 pii menSich davkach steroidil, zachovavaji stejny lécebny

uginek. (Spicak et al., 2004)

6.2.4 Kromony
Kromony G¢inkuji jako stabilizdtory membrany zirnych bunék, bazofill a eozinofili.

Funguyji jako blokatory vapnikovych kanalt. Prostfednictvim toho dochézi k ovlivnéni toku
kalciovych a chloridovych iontdh membranou. Omezi se tak uvoliovani vazoaktivnich a pro-
zanétlivych mediatort alergického zanétu. Diive se vyuzivaly kromony k 1é€bé astmatu,
dnes jsou nahrazovany inhala¢nimi kortikosteroidy. Stale ale nachéazeji uplatnéni ve forme
oc¢nich kapek, nosnich sprejii €i tobolek. Peroralné se uZivaji pti 1é€be potravinovych alergii.

(Krejsek et al., 2016)

6.2.5 Metylxanthiny
Utinek metylxanthini je bronchodilataéni, protizanétlivy a z&asti imunomodulaéni.

Déle take tyto Iéky sniZzuji cévni plicni rezistenci a zvySuji pritok krve myokardem. V dne$ni

dobé se viak pii terapii astmatu vyuZivaji spise jina u¢inngjsi 16¢iva. (Spic¢ak et al., 2004)

6.3 Alergenova imunoterapie

Alergenova imunoterapie (AIT) je jedina obecné uznavana kauzalni 1é€ba, ktera vede
k navozeni imunologické tolerance vii¢i danému alergenu. Lécba je zaloZena na postupném
vpravovani vzestupnych a ndsledné udrzovacich davek ptic¢inného alergenu. To se mtlize pro-
vadét subkutanni nebo sublingvalni cestou. Jednd se o pomérné naro¢ny proces, ktery nepie-
ruSeng trva priblizn€ 3 az 5 let. AIT vede k Gstupu symptomi nékterych alergickych one-
mocnéni, a to na nékolik let po jejim dokonceni. Ma schopnost tlumit alergickou reaktivitu
organismu a také predchazet novym senzibilizacim. Vyuziva se u pacientl s alergii na pyl,
roztoce, plisné, hmyz €1 zviteci alergeny. AIT zatim neni indikovana u pacientl s potravino-

vou alergii nebo atopickym ekzémem. (Krejsek et al., 2016)
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., Za hlavni imunomodulacni efekt AIT je v soucasné dobé pokladano ovlivneéni funkc-
nich regulacnich subsetu T lymfocytii s dokladovanymi zménami v cytokinové siti. “ (Krejsek
et al., 2016, s. 426) Potlacenim aktivity Th2 lymfocytl se snizi produkce prozanétlivych
cytokinii (IL-4, IL-5, IL-13). Naopak dendritické buniky stimuluji vyzravani T-lymfocyt do
subseti Treg a Thl. Ty dohromady produkuji cytokiny IL-10, TGF a INFy. Tento mecha-
nismus tlumi produkci specifickych IgE a indukuje tvorbu imunoglobulinii IgA a IgGs (tzv.
blokujicich). Zmény v mnozstvi sérovych protilatek je mozné pozorovat laboratornim vy-

Settenim. (Krejsek et al., 2016)

Obrazek 4 Mechanismus ucinku specifické AIT
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Zdroj: http://www.remedia.cz/Okruhy-temat/Imunologie/Sublingualni-imunoterapie-rozto-

covymi-tabletami-u-alergicke-rymy-a-astmatu/8568.wthumbnaildetail.ashx

Na Obrazek 4 je schéma popisujici ucinek specifické alergenové imunoterapie. Jsou zde
znazornény zmény v cytokinové siti v dasledku potlaceni aktivity Th2 lymfocytt a stimu-

lace tvorby Treg a Th1 lymfocyti. Dale je naznacena tvorba blokujicich protilatek.

Stéle vice se podavani AIT provadi sublingvalni cestou. Tato metoda je snadna a re-
lativné bezpecna. V ptipad¢ alergenovych vakcin je snaha, aby se pozivaly tzv. alergoidy,
protoZe maji nizsi riziko rozvoje nezddoucich Gc¢inkid. Vakciny se za Gicelem zvySeni bez-

pecnosti a t€innosti neustale zkoumaji a zdokonaluji. (Krejsek et al., 2016)
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6.4 Biologicka lécba

Biologicka 1é¢ba se fadi k dal$im moZnostem, jak imunomodula¢né ovlivnit aler-
gicky zanét. Metoda miize byt Gi€innd, pokud je spravné urcen fenotyp alergického onemoc-
néni. Je finanéné ndrocnad a nenti jisté, zda se ma aplikovat jen doCasné nebo spise dlouhodobée
az celozivotng. V soucasnosti biologicka 1écba vyuziva monoklonalni protilatky anti-IgE a
anti-IL-5. Ptiznivé vysledky vykazuji pacienti s t€Zkym astmatem pii uziti 1€ku lebrikizumab
jako antagonisty IL-13. Taktéz je vyvijen 1€k pitrakinra, ktery funguje jako duélni antago-
nista [L-4 a IL-13. Inhalaci forma tohoto 1€ku je ur¢ena na 1écbu astmatu a subkutanni pro

pacienty s atopickou dermatitidou. (Krejsek et al., 2016)
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PRAKTICKA CAST

7 CIL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil
Cilem prace bylo sledovani senzibilizacnich profili u pacientli s pozitivitou
na Bet v 1, Bet v 2 a Bet v 4. Senzibiliza¢ni profily budou porovnany s homologii s 20 nej-

frekventovanéjSimi alergeny senzibiliza¢niho profilu.
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8 VYZKUMNE PROBLEMY

Vyzkumny problém ¢islo 1: Pozitivita u senzibilizaciho profilu Bet v 1 je vazana na

homologii v ramci rodiny PR-10 proteinti.

Vyzkumny problém c¢islo 2: Pozitivita u senzibiliza¢niho profilu Bet v 2 je vdzana

na homologii v rdmci rodiny profilind.

Vyzkumny problém ¢islo 3: Pozitivita u senzibiliza¢niho profilu Bet v 4 je vdzana

na homologii v ramci rodiny polkalcinti.
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

K retrospektivni analyze byl poskytnut anonymizovany soubor nameéfenych
dat z Ustavu imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Plzeii. Vysledky byly ziskany
meéfenim 1766 pacientd metodou ImmunoCAP ISAC od firmy Thermo Fisher Scientific
v letech 2010 az 2014. U pacientl bylo vySetfeno 112 alergennich komponent, které Immu-
noCAP ISAC nabizi. K vytvofeni senzibilizacnich profilii u pacienti s alergii na biizu byly
ze souboru vysledkt vyfiltrovani ti pacienti, ktefi jsou senzibilizovani na alergeny Bet v 1,

Bet v2 aBet v 4.
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10 METODIKA PRACE

10.1 ImmunoCAP ISAC

Ke stanoveni specifickych IgE protilatek metodou ImmunoCAP ISAC se miize pou-
Zit vzorek séra nebo plazmy z Zilni ¢1 kapilarni krve, ktera byla odebrana do zkumavky s he-
parinem. Pfipadnd hemolyza nema na stanoveni vliv. Pacientské vzorky se mohou uchovavat
po dobu jednoho tydne pfi teploté 2—8 °C, poptipad¢ je Ize zamrazit na -20 °C. Pied zahdaje-
nim testu se reakéni Cipy a vzorky nechaji vytemperovat na pokojovou teplotu. V ptipade
rozmrazeného vzorku se provadi kontrola homogenity. Jeden ¢ip obsahuje ¢tyti reakéni pole
a slouzi tak pro stanoveni Ctyt vzorkll. VSechny potiebné reagencie pro metodu ImmunoCAP
ISAC jsou soucasti komeréné vyrabéné soupravy. Obsah jedné soupravy je urcen pro 20

vySetieni. (Phadia AB, 2019)

Obrazek 5 ImmunoCAP ISAC cip

112i

DX51N30
AR

Zdroj: viastni
Na Obrazek 5 je vyfocen Cip, ktery se pii stanoveni metodou ImmunoCAP ISAC vyuziva.

Cipy se pied vlastnim stanovenim nejdiive pfedmyvaji. To se provadi vloZzenim sto-
janku s Cipy do specialni nadoby s promyvacim roztokem. Nadoba se polozi na magnetickou
michacku. Po 10 minutach michéni se stojanek s Cipy pfemisti do nddoby s destilovanou vo-
dou, ve které se na michacce necha 30 sekund. Poté se Cipy nechaji oschnout na vzduchu
nebo se vlozi do centrifugy vhodné pro mikroskopické preparaty. Takto pfipravené Cipy
se vyskladaji do vlhkostni komulrky. Na kazdé reakéni pole se napipetuje 30 pl vzorku. Sou-
Casné se stejnym zpusobem testuje 1 kontrola, kterd je soucasti setu. Inkubace probiha
120 minut v uzaviené komtrce pii pokojové teploté. Po uplynuti této doby se vzorky pomoci

destilované vody opatrn¢ odmyji. Nasleduje promyti a schnuti €ipi, které se provadi stejnym
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zpisobem jako u pfedmyti. V dal§im kroku se oschlé ¢ipy opét vloZi do vlhkostni komtrky
a na kazdé reakcni pole se napipetuje 30 ul fluorescenéné znacené protilatky proti lidskému
IgE. Komirka se uzavie a zakryje hlinikovou folii, aby se zabranilo priniku svétla. Cipy
se inkubuji 30 minut. V poslednim kroku se ¢ipy jemné oplachnou destilovanou vodou, vlo-

zené ve stojanku promyji a nechaji oschnout. (Phadia AB, 2019)

Cipy jsou takto pfipravené k analyze. Provadi se skenovani pomoci LuxScan 10k
Microarray. Snimky se nasledné pomoci softwaru Phadia MIA zanalyzuji a vysledky se ulozi
do databaze. Vysledky je mozné si i rovnou zobrazit. Udédvaji se v arbitrarnich jednot-

kach — ISU-E. Podle hladiny je software rozd¢€li do ¢tyft tfid. (Phadia AB, 2019)

Tabulka 2 Rozdéleni do tiid podle odpovidajici hladiny specifickych IgE protilatek v ISU-E
Jjednotkach

Ttida Hladina specifickych IgE Hodnoty ISU-E
0 Nedetekovatelna nebo velmi nizka <0,3
1 Nizka >0,3-<1
2 Vyssi az vysoka >1-<15
3 Velmi vysoka >15

Zdroj: PHADIA AB. ImmunoCAP ISAC: ImmunoCAPTM ISAC sIgE 112 — POKYNY K
POUZITI. Uppsala, Sweden: Phadia AB, 2019

V Tabulka 2 je mozné pozorovat hodnotici tfidy, kterym vzdy odpovida urcitd hladiny spe-

cifickych IgE protilatek v ISU-E jednotkach.
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Soubor namétenych dat ziskanych metodou ImmunoCAP ISAC byl ptenesen do ta-
bulky, ze které byli pomoci filtrii vzdy vybrani pouze pacienti s pozitivitou na jeden ze sle-
dovanych alergenti — Bet v 1, Bet v 2 nebo Bet v 4. Za pozitivni vysledek byla brana hladina
specifickych IgE protilatek > 0,35 ISU-E. U kazdé skupiny pacienti bylo urceno 20 nejfrek-
ventovanéjSich alergenii senzibiliza¢niho profilu. Informace o téchto alergenech jsou shr-

nuty v Tabulka 3.

Vypoctené frekvence senzibilizaci (relativni Cetnosti) na jednotlivé alergeny senzi-
biliza¢niho profilu byly zpracovany do grafii. V nasledujicich podkapitoléach je v tabulkach
vzdy srovnana relativni Cetnost nejfrekventovangjsSich alergenti jednotlivych senzibilizac-
nich profili s homologii k primarnimu alergenu. Jednotlivé alergeny byly také zatazeny
do ptislusné rodiny. Ke zjisténi homologii a rodin alergenii byly pouzity odborné zdroje, a to
konkrétné weby: Allergome (http://www.allergome.org/index.php), UniProt
(https://www.uniprot.org/), Allergen online (http://www.allergenonline.org/) a COMPARE

(https://comparefasta.foodrisk.org/).

Tabulka 3 Seznam pozitivnich alergenii u pacientii senzibilizovanych pyly brizy

Nativni/ Latinsky nazev| Allergome
Alergen | Rekombi- Zdroj Funkce | Izoforma Y g
, zdroje kod
nantni
v PR-10 Alng Alnus
Mgl R Ok protein 1.0101 glutinosa 7
Kysely .
. Alta Alternaria
Altal R Alternaria glykqpro- 1.0101 alternata 722
tein
o PR-10 Ara h Arachis
Dl R ST protein 8.0101 hypogaea 1215
Artv 1 N Pelynsk | Defensin | Argy1 | /remisia 753
vulgaris
Bet v 1 R Btiza | "1 | Betv Betula 89
protein 1.0101 Verrucosa
Bet v 2 R Biiza | Profilin = ot Betula 127
2.0101 Verrucosa
Bet v 4 R Btiza | Polkalcin| Lot Betula 129
4.0101 Verrucosa
Cora , PR-10 Cora Corylus
1.0101 R Pyl lisky protein 1.0101 avellana 233
Cora R Liskovy PR-10 Cora Corylus 239
1.0401 ofech protein 1.0401 avellana
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Nativni/ Latinsky nazev| Allergome
Alergen | Rekombi- Zdroj Funkce | Izoforma Y g
, zdroje kod
nantni
Skupina Cynodon
Cynd 1 N Troskut trav 1 Cynd 1 dactylon 266
D. farinae Cystei- Dermato-
Der f' 1 N | nova pro- | Derf1 phagoides 295
(HDM) \ .
tedza farinae
. Dermato-
D. farinae NPC2 Der f .
Derf2 R (HDM) | rodina | 20101 |  Phagoides 302
farinae
D. pte- Cystei- Dermato-
Derp 1 N ronyssinus | nova pro- | Derp 1 phagoides 310
(HDM) tedza pteronyssinus
D. pt'e- NPC?2 Dermgto-
Derp?2 R ronyssinus | ..o Derp2 phagoides 316
(HDM) pteronyssinus
“ Uteroglo- Feld Felis
reldl] s e bin 1.0101 domesticus 345
. PR-10 Gly m .
Glym4 R Soja protein 40101 Glycine max 749
. Hev b Hevea
Hevb 8 R Latex Profilin R 0204 brasiliensis 397
PR-10 Mal d Malus
Mald 1 R Jablko protein 1.0108 domestica 464
Mer a 1 R Bazanka Profilin Mer a LG 476
1.0101 annua
Olee?2 N . Pyl , Profilin | Olee2 | Olea europaea 490
olivovniku
., Skupina Phl p Phleum
Billp I s Egjiics trav 1 1.0101 pratense e
Olee 1-
., o , Phl p Phleum
Phlp 11 R Bojinek prlbuzpy 11.0101 pratense 552
protein
., . Phl p Phleum
Phlp 12 R Bojinek Profilin 12.0101 inss 553
. Skupina Phl p Phleum
Phlp2 R Bojinek trav 2 2.0101 pratense 353
Phlp4 N Bojimek | D | Phlps4 |  Lhleum 557
enzym pratense
. Skupina Phl p Phleum
Phlp 5 R Bojinek trav 5 5.0101 pratense 358
., Skupina Phl p Phleum
Hilin e R it trav 6 6.0101 pratense 569
., . Phl p Phleum
Phlp 7 R Bojinek | Polkalcin 70101 pratense 570
PR-10 Prup .
Prup 1l R Broskev . 1.0101 Prunus persica 602

Zdroj: Ustav imunologie a alergologie FN Plzeri
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11.1 Senzibiliza¢ni profil u pacienti s pozitivitou na alergen Bet v 1

Z celkového poctu pacientti (1766) bylo na alergen Bet v 1 pozitivnich 569 vySetio-
vanych jedinct. Relativni ¢etnost u jednotlivych alergenti senzibiliza¢niho profilu v Graf 1

byla pocitana z tohoto zakladu.

Graf 1 Senzibilizacni profil u pacientu s pozitivitou na alergen Bet v 1
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Zdroj: vlastni

U t&chto pacientil byla nejcastéji (v 81,9 %) pozorovana senzibilizace alergenem liskového
ofechu (Cor a 1.0401). V porovnani s tim bylo na pyl lisky (Cor a 1.0101) senzibilizovano
57,3 % pacientl. Druha nejcastéj$i (v 77,2 %) senzibilizace byla k alergenu Mal d 1. Dale
zde byla pomérné vyrazna senzibilizace na alergeny bojinku (napt. u Phlp 1 — 69,9 %
aPhlp4 - 53,1 %), olSe (Aln g 1 — 62,9 %) a troskutu (Cyn d 1- 56,8 %). U 243 pacientil
(42,7 %) byla pozorovana senzibilizace na koc€i¢i alergen (Fel d 1). Relativni ¢etnosti senzi-

bilizaci na molekuly odvozené od roztoct se pohybovaly mezi 20,4 a 28,1 %.
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Tabulka 4 Relativni Cetnosti alergenii senzibilizacniho profilu, jejich homologie s Bet v 1
a zarazeni do prislusné rodiny

Alergen Relati\;l/i ]éetnost Homolo{gj/(: ]s Betv 1 Rodina
Cor a 1.0401 81,9 67,5 PR-10
Mal d 1 77,2 56,9 PR-10
Phlp 1 69,9 — Beta-expansin
Prup 1 67,8 60,0 PR-10
Alngl 62,9 81,2 PR-10
Cor a 1.0101 57,3 72,5 PR-10
Cynd1 56,8 — Beta-expansin
Arah 8 56,4 46,5 PR-10
Phlp 4 53,1 — BB enzym
Phlp 5 47,1 — Skupina trav 5/6
Feld 1 42,7 — Uteroglobin
Phlp 6 36,2 — Skupina trav 5/6
Glym4 32,3 48,1 PR-10
Phlp 2 32,0 — Beta-expansin
Der f2 28,1 — NPC2
Derp 2 27,2 — NPC2
Phlp 11 23,7 — Ole e 1 rodina
Der {1 20,9 — rodina C1 peptidaz
Derp 1 20,4 — rodina C1 peptidaz
Altal 19,9 27,8 Alt a 1 rodina

Vysledky relativnich Cetnosti alergend, které patii do rodiny PR-10 proteind, odpovidaly
nalezenym homologiim s alergenem Bet v 1. Nejvyssi homologie dosahovala 81,2 % a byla
nalezena u alergenu olSe — Aln g 1. Mala ¢ast pacientt (19,9 %) reagovala na alergen Alt a 1,
u kterého byla nalezena homologie ve 27,8 %. Alergeny bojinku a troskutu nevykazovaly
zadnou homologii s alergenem Bet v 1 1 piesto, Ze jejich pozitivita byla u pacienti pomérné
Casta. Z dostupnych zdroji nebyly nalezeny homologie ani u ostatnich alergenti senzibiliza-

¢iho profilu.
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11.2 Senzibiliza¢ni profil u pacientii s pozitivitou na alergen Bet v 2

Z celkového poctu pacientii bylo alergenem Bet v 2 primarné senzibilizovano 97 vy-
Setfovanych jedinci. Relativni ¢etnosti alergenti senzibiliza¢niho profilu v Graf 2 byly po-

¢itany z tohoto zékladu.

Graf 2 Senzibilizacni profil u pacientu s pozitivitou na alergen Bet v 2

100
91,8 90,7 89,7

90
80 78,4 77,3 76,3
69,1 69,1
7 67,0
649 62,9
58,8
6 6,7 546536
48,5
5
42,3
4 39,2
35,1 330
3
2
1
© '& ’\« '\ '& %'\r N ‘b N ™
0 <

o o o o

Relativni ¢etnost [%]

o

0

0

0

O NN IR
B ?’\’Q SIS & < '»\'»ef»& A

& ¢ (:\Q‘\Q‘\%Q’Q“'y @Q’Q‘ ® ¢ @ ¥ W
&° o"
S S

Alergeny senzibilizacniho profilu Bet v 2

Zdroj: vlastni

Z grafu vyplyva, Ze nejcastéji (v 91,8 %) se u této skupiny pacientil vyskytuje senzibilizace
na latex (Hev b 8). Dale zde byly vysoké relativni Cetnosti senzibilizaci na alergeny: bojinku
(napt. u Phlp1 — 90,7 % a Phlp 12 — 64,9 %), bazanky (Mera 1 — 89,7 %) a troskutu
(Cynd 1- 78,4 %). Na pyl olivovniku (Ole e 2) bylo senzibilizovano 39,2 % pacienti
ana pyl pelyiikku (Art v 1) 35,1 % pacientl. Soucasné bylo pozitivni 67 jedincii (69,1 %)
na hlavni alergen biizy — Bet v 1. Ptecitlivélost na alergen kocky byla pozorovana i1 u této

skupiny pacientt.
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Tabulka 5 Relativni Cetnosti alergenii senzibilizacniho profilu, jejich homologie s Bet v 2
a zarazeni do prislusné rodiny

Alergen Relati\;l/i ]éetnost Homolo{gj/(: ]s Bet v 2 Rodina
Hev b 8 91,8 80,5 Profilin
Phlp 1 90,7 — Beta-expansin
Mer a 1 89,7 85,0 Profilin
Cynd1 78,4 — Beta-expansin
Phlp 5 77,3 — Skupina trav 5/6
Phlp 4 76,3 — BB enzym
Betv 1 69,1 — PR-10
Phlp 6 69,1 — Skupina trav 5/6
Cor a 1.0401 67,0 — PR-10
Phlp 12 64,9 79,1 Profilin
Mal d 1 62,9 — PR-10
Prupl 58,8 — PR-10
Alngl 56,7 — PR-10
Cor a 1.0101 54,6 — PR-10
Arah8 53,6 — PR-10
Phlp 2 48,5 — Beta-expansin
Feld 1 423 — Uteroglobin
Olee 2 39,2 84,3 Profilin
Artv 1 35,1 — DEFL
Glym4 33,0 — PR-10

Z tabulky je patrné, Ze relativni Cetnosti a nalezené homologie u alergent rodiny profilint si
odpovidaji. Vysokeé homologie s alergenem Bet v 2 byly z dostupnych zdroji zjiStény u pylu
bazanky (v 85 %), pylu olivovniku (v 84,3 %) a u latexu (v 80,5 %). U alergenti bojinku byla
homologie nalezena pouze u Phl p 12. Pro ostatni alergeny senzibiliza¢niho profilu nebyly

z dostupnych zdroji nalezeny zadné homologie.
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11.3 Senzibiliza¢ni profil u pacienti s pozitivitou na alergen Bet v 4
Z celkového poctu pacientii byl alergen Bet v 4 pozitivni u 45 vySetfovanych je-
dinct. Relativni cetnost u jednotlivych alergent senzibiliza¢niho profilu v Graf 3 byla poci-

tana z tohoto zékladu.
Graf 3 Senzibilizacni profil u pacientu s pozitivitou na alergen Bet v 4
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Zdroj: vlastni

Tato skupina jedinct byla nejcastéji senzibilizovana alergeny bojinku, kde napt. na Phl p 1
reagovalo 88,9 % pacientd a na Phl p 7 reagovalo 84,4 % pacientli. Relativni Cetnost senzi-
bilizace na molekulu odvozenou od troskutu byla 80 %. U pacientii senzibilizovanych bfe-
zovym alergenem Bet v 4 se vyskytly senzibilizace 1 na Betv 1 (v 75,6 %) a Betv?2
(ve 28,9 %). Dale se v senzibiliza¢nim profilu vyskytly reakce napt. na alergeny lisky, jablka

a arasidu. I pacienti z této skupiny pozitivné reagovali na kocici alergen Fel d 1.
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Tabulka 6 Relativni Cetnosti alergenii senzibilizacniho profilu, jejich homologie s Bet v 4
a zarazeni do prislusné rodiny

Alergen Relati\;l/i ]éetnost Homoloi%i/oe]s Bet v 4 Rodina
Phlp 1 88,9 — Beta-expansin
Phlp 7 84,4 67,1 Polkalcin
Cynd1 80,0 — Beta-expansin
Betv 1 75,6 — PR-10
Phlp 4 75,6 — BB enzyme
Phlp 5 75,6 — Skupina trav 5/6
Phlp 6 75,6 — Skupina trav 5/6
Cor a 1.0401 66,7 — PR-10
Mal d 1 62,2 — PR-10
Prupl 60,0 — PR-10
Phlp 2 57,8 — Beta-expansin
Alngl 55,6 — PR-10
Cor a 1.0101 55,6 — PR-10
Arah 8 48,9 — PR-10
Phlp 11 48,9 — Ole e 1 rodina
Feld 1 37,8 — Uteroglobin
Betv 2 28,9 S Profilin
Derf2 28,9 — NPC2
Glym4 28,9 — PR-10
Hev b 8 28.9 — Profilin

U pacientil senzibilizovanych alergenem Bet v 4, ktery patii do rodiny polkalcind, byla na-
lezena homologie (v 67,1 %) pouze s jednou molekulou. Tou je alergen Phl p 7, ktery také
patii do rodiny polkalcint. To vysvétluje jeho vysokou relativni ¢etnost. Dale ani u velmi
frekventovanych alergent, jako jsou napft. ostatni molekuly odvozené od bojinku, alergeny
troskutu nebo olSe, nebyly z dostupnych zdrojti nalezeny homologie ¢i shody v rodiné s aler-

genem Bet v 4.
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DISKUZE

Tato bakalarska prace se zaméfovala na sledovani senzibilizac¢nich profili pacient
s alergii na bfizu. Senzibiliza¢ni profily byly sestaveny na zaklad¢ vysledkti multiplexové
metody ImmunoCAP ISAC. Velkou vyhodou této metody je moznost paraleln¢ dekovat sen-
zibilizace k vét§imu spektru alergenti. Metoda nabizi stanoveni 112 rekombinantnich 1 na-
tivnich alergenovych molekul z 51 alergenovych zdrojti. Vyhodna je 1 mala spotteba biolo-
gického materialu, kde je na jedno vySetfeni pouzito pouze 30 pl pacientského séra ¢i
plazmy. Nedostatkem metody je semikvantitativni vyjadfovani hladiny specifickych IgE
protilatek. Znacnou nevyhodou jsou vysoké naklady na jedno vySetfeni. Dale je potfeba brat
na védomi, Ze 1 kdyz je poskytovany panel alergenovych molekul velmi rozsahly, zGstavaji
nckteré dulezité molekuly alergeni mimo tento rozsah. Metoda se z hlediska jeji citlivosti
a nakladl jevi vyhodné v ptipadé€ potieby rozsahlejsiho screeningu. Indikaci k provedeni vy-
Setfeni je napf. pfitomnost néjakého alergického onemocnéni, nemoznost provést kozni tes-
tovani €1 kontrola AIT. Panzner a dalsi (2014) ve své studii zminuji, Ze diagnostika alergii
na molekularni irovni poskytuje exaktnéjsi a komplexné&j$i pohled na senzibiliza¢ni profily

pacientl a také napomaha piesnéji indikovat specifickou AIT.

Jako prvni bylo provedeno sledovani senzibiliza¢niho profilu u pacientl s pozitivitou
na alergen Bet v 1. Na tento hlavni bfezovy alergen bylo pozitivni 569 testovanych jedinct.
Vyzkumny problém 1 tika, Ze pozitivita u senzibilizacniho profilu Bet v 1 je vazana na ho-
mologii v rdmci rodiny PR-10 proteinti. To bylo v senzibilizaénim profilu Bet v 1 potvrzeno.
U alergen, které patii do rodiny PR-10 proteintl, byly nalezeny vysoké homologie s alerge-
nem Bet v 1. Na zaklad¢ homologie dochézi u alergenti této rodiny ke zkfiZzenym reakcim,
a proto je jejich relativni Cetnost vétSinou vysoka. Z 569 vysetfovanych jedinct bylo pozi-
tivni 81,9 % na liskovy ofisek, 77,2 % na alergen jablka a 67,8 % na alergen broskve. I Vaii-
kové a dalsi (2020) dosli ve své studii k vysokym relativnim ¢etnostem senzibilizaci na aler-
geny rodiny PR-10 proteint. Nejvyssi homologie s alergenem Bet v 1 byly nalezeny u olSe
(v 81,2 %), lisky (v 72,5 %) a u liskového ofisku (v 67,5 %). Tato velkd mira shody v ami-
nokyselinové sekvenci opét vysvétluje jejich Castou pozitivitu u pacientii primarné senzibi-
lizovanych alergenem Bet v 1. Dale byla u této skupiny pacientli pozorovana pomérné vy-
sokd frekvence senzibilizaci na molekuly odvozené od pyll trav. Nejvice pacientil (69,9 %)
bylo pozitivni na alergen Phl p 1. Dale byly zjistény vysoké relativni Cestnosti senzibilizaci
u troskutu a dal$ich alergent bojinku. Ani u jednoho z uvedenych alergenti nebyla nalezena

homologie s alergenem Bet v 1. Jedna se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti o kosenzibilizaci
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travnimi alergeny. Panzner a dal$i (2014) ve své studii uvadéji, Ze senzibilizace na pyly biizy
a pyly trav tvoii velkou ¢ast pylovych senzibilizaci v nasem regionu, a proto je jejich kosen-
zibilizace velmi Casta. O kosenzibilizaci se jedna 1 v ptipadé ostatnich alergenti senzibilizac-

niho profilu Bet v 1, které nevykazuji homologie ¢i shody v rodiné s alergenem Bet v 1.

Jako dalsi byl sledovan senzibilizacni profil pacient pozitivnich na Bet v 2. Na tento
alergen bylo pozitivnich uz jen 97 vySetfovanych jedincl. Bylo prokazano, Ze pozitivita
u senzibilizaéniho profilu Bet v 2 je vdzédna na homologii v rdmci rodiny profilint. Z dostup-
nych zdrojt byly u alergenti rodiny profilini nalezeny homologie s alergenem Bet v 2. Mira
shody v aminokyselinové sekvenci se pohybovala okolo 80 %. Pacienti byli nej¢astéji sen-
zibilizovani na latex (v 91,8 %), na alergen bojinku Phlp 1 (v 90,7 %) a na pyl bazanky
(v 89,7 %). Rossi a dalsi (2001) ve své studii také zjistili, Ze u pacientii s pozitivitou Bet v 2
a Phl p 1 byla frekvence senzibilizaci na latex nadmérné vysoka. Alergenem baZanky ro¢ni
(Mer a 1) se zabyvali Vallverdu a dalsi (1998). I oni ve své studii zjistili vysokou homologii
a shodu v rodin€ mezi alergeny Mer a 1 a Bet v 2. Dale uvad¢ji, ze u pacientil alergickych
na pyl, byla pozitivita na profiliny pfiblizné 20 %. Olivovnik se v nasi krajin¢ béZn¢ nevy-
skytuje, protoze je to subtropicky strom. To ma nejspiSe vliv 1 na frekvenci senzibilizaci
timto alergenem. I pfestoZe byla nalezena vysoka homologie (84,3 %) mezi alergeny Bet v 2
a Ole e 2, bylo na pyl olivovniku pozitivni jen 39,2 % pacienti. U ostatnich alergenti senzi-
bilizacniho profilu nebyly nalezeny homologie ¢i shody v rodiné s alergenem Bet v 2. Ze za-
stoupeni jednotlivych alergenti je ziejmé, Ze velkou roli zde hraje soucasna pozitivita hlav-

niho alergenu bfizy a kosenzibilizace pyly bojinku a troskutu.

Alergen Bet v 4 vySel pozitivn€ uz jen u 45 vySetfovanych jedinct. Senzibilacni pro-
fil Bet v4 je z naprosté vétSiny tvofen alergeny, u kterych nebyly nalezeny homologie
ani shody v rodinég s alergenem Bet v 4. Pfi porovnani aminokyselinovych sekvenci nejfrek-
ventovanéjSich alergenti byla nalezena shoda s Bet v 4 (v 67,1 %) pouze u alergenu Phl p 7.
Oba tyto alergeny patii do rodiny polkalcinli. Mezi alergeny této rodiny Casto dochézi
ke zkfiZzenym reakcim. To je dliivod, pro¢€ je relativni Cetnost senzibilizaci alergenem Phl p 7
tak vysoka (v 84,4 %). Bfezovy alergen Bet v 4 zkoumali 1 Neudecker a dalsi (2004).Ve své
studii prokazali, ze struktura alergenti Bet v 4 a Phl p 7 je pozoruhodné podobna. I v tomto
senzibilizaénim profilu je mozné pozorovat vysoké frekvence senzibilizaci na molekuly od-
vozené od pyli trav a ostatnich bfezovych alergenti. Stejné jako v senzibilizacnich profilech
Bet v 1 a Bet v 2 je i u senzibiliza¢niho profilu Bet v 4 pozorovdna pomérné vysoka frek-

vence senzibilizaci koci¢im alergenem Feld 1. V tomto piipadé se také jedna
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o kosenzibilizaci. Zaroven je Fel d 1 v téchto senzibiliza¢nich profilech nej¢astéjsi nepylo-
vou molekulou, kterd Zzadnym zptisobem nesouvisi s pozitivitou nékterého z biezovych aler-

genl. K tomuto vysledku dosli ve své studii 1 Panzner a dalsi (2014).
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ZAVER
Tato bakalarska prace se zaméiovala na sledovani senzibilizac¢nich profili pacient

s alergii bfizu. K tomu byla vyuZita multiplexovd metoda ImmunoCAP ISAC.

Na zacatku teoretické Casti bakalatské prace byla popsana alergie a mechanismus
jejiho vzniku. Nésledujici kapitoly se zamétovaly na druhy alergenti, panalergent a na zkfi-
zené reakce mezi nimi, na diagnostiku a 1écbu alergii. V jedné z kapitol jsou popisovana

nektera Casta alergickd onemocnéni.

Prakticka ¢ast této prace obsahuje pracovni postup metody ImmunoCAP ISAC, po-
stup retrospektivni analyzy dat, jeji vysledky a zpracovani do grafii. Dale byly senzibiliza¢ni
profily porovnany s homologii 20 nejfrekventovanégjSich alergenti téchto senzibiliza¢nich

profilt. Vysledky porovnavani byly zaznamenany do tabulek.

Pti sledovani senzibilizaénich profili byly u nékterych alergent nalezeny homologie
¢1 shody v roding s bfezovymi alergeny. Mezi takovymi alergeny dochézi ke zkiizenym re-
akcim. Proto kone¢né diagndza neni urovana jen laboratornimi vysledky, ale vzdy se pfi-
hlizi i k anamnéze pacienta a k vysledkiim klinickych vySetfeni. Pyl bfizy je jeden z nejCas-
t&jSich alergenti na naSem tzemi. Pacienti alergi¢ti na bfizu tedy mohou byt senzibilizovani
1 nékterymi dal$imi molekulami, které s bfezovymi alergeny pfimo nesouvisi. Kosenzibili-
zace bylo mozné pozorovat ve vSech senzibilizacnich profilech této bakalatské préce.
Dle mého nézoru ptinaseji senzibilizaéni profily opravdu podrobny piehled o senzibilizacich

pacientli a maji tedy vyznam pii indikaci ¢i optimalizaci alergenové imunoterapie.
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PRILOHY

Priloha A — Vysledkovy list InmunoCAP ISAC — kontrola

Thermo ImmunoCAP

SCIENTIFIC ISAC
SAMPLE INFORMATION PATIENT INFORMATION

Sample ID: CTRO3 Patient ID:
Sampling date: 31.07.2020 Name:
Approval status: Measured Birth date: Age:
Print date: 31.07.2020 ID/MR#: Gender:
Calibration curve: CTRO03 31.07.2020
DU80030_4
Ordering physician: Physician Name
Address:

1. Summary of positive IgE results
Mainly species-specific food components

Egg white Gald1 Ovomucoid 0,9 ISU-E
Gald2 Ovalbumin 30 ISU-E ]

Mainly species-specific aeroallergen components

Grass pollen

Timothy grass Phip5 Grass group 5 53 ISU-E ||

Tree pollen

Birch Betv 1 PR-10 protein 0,9 ISU-E

Weed polien

Ragweed Amb a 1 Pectate lyase 19 ISU-E ]

Mugwort Artv 1 Defensin 3,1 ISU-E ==

Animal

Dog Canf1 Lipocalin 16 ISU-E |
Canf2 Lipocalin 57 ISU-E ||
Canf5 Arginine Esterase 37 ISU-E | —

Cat Feld 1 Uteroglobin 2,7 ISU-E ]

Mite

D. farinae (HDM) Der f1 Cysteine protease 1,6 ISU-E

D. pteronyssinus (HDM) Derp 1 Cysteine protease 13 ISU-E T
Derp2 NPC2 family 0,9 ISU-E

Cross-reactive components

Lipid transfer protein (nsLTP)

Walnut Jugr3 Lipid transfer protein (nsLTP) 0,8 ISU-E

Peach Prup3 Lipid transfer protein (nsLTP) 33 ISU-E | |

Mugwort Artv 3 Lipid transfer protein (nsLTP) 43 ISU-E ]

Plane tree Plaa 3 Lipid transfer protein (nsLTP) 8,1 ISU-E o
SAMPLE ID: CTR03 PATIENT ID: PATIENT NAME: 31.07.2020 Page 1/11

Zdroj: Ustav Imunologie a alergologie FN Plzer



Cross-reactive components

PR-10 protein
Birch Betv 1 PR-10 protein 0,9 ISU-E
ISAC Standardized Units (ISU-E) Level
<03 Undetectable
03-09 Low
1-14.9 Moderate / High =
215 Very High
SAMPLE ID: CTR03 PATIENT ID: PATIENT NAME: 31.07.2020 Page 2 /11

Zdroj: Ustav Imunologie a alergologie FN Plzer



Priloha B — Souhlas s poskytovanim informaci

e e ~#= FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN
F—a/— 8 — T Ty
— . wmw  Utvar naméstka pro oSetrovatelskou péci
A A S— Edvarda Benese 13, 305 99 Pizef - Bory
= — — alej Svobody 80, 304 60 Pizef - Lochotin
FAKULTM NEMOCNICE PLZEN 10 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111

Vazena pani

Nikol Bouzkova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi

Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oSetiovatelskou péci FN Plzefi udéluiji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledkiu laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Pizeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni
nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Va$i bakalafské prace snazvem
~Senzibilizacni profil u pacient( s alergii na bfizu“.

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

. Vrchni sestra UIA souhlasi s Vasim postupem.
s Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setreni

bude provedeno za dodrzeni vsech legislativnich norem. zejména s ohledem na

platnost zdkona ¢é. 372/2011 Sb.. o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské praci,
musi byt anonymizovany.

Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, $kolou schvalené odborné praxe na UIA a pod
pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vias,
odborny pracovnik v laboratornich metodéach UIA FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjisténych Gdaju poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢&i organizaénimu
celku FN Plzen zavéry Vaseho $etfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pripadné prezentaci vysledku Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnancu

FN Plzer na Vasem $etfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné Gspéchu pfi studiu.

Magr. Bc. Svétluse Chabrova
manaZerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
2zdstupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro o3. péci FN Plzefi

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

4.3.2020



