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Seznam zkratek

BAT — test aktivace bazofilu

CD - jednotné znaceni antigenl na povrchu bunék

CRD - component - resolved in vitro diagnosis, diagnostika vyuZzivajici re-
kombinantni alergeny

ECP - eozinofilni kationicky protein

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, imunochemicka metoda
stanoveni peptidovych nebo proteinovych latek

FceR — receptor pro Fc fragment protilatek

Ig G — imunoglobulin G (protilatka tfidy G)

IgE- imunoglobulin E (protilatka tfidy E)

IL — interleukin

NK buriky — natural killer burniky

PRP - pathogenesis- related proteins, ochranné a obranné bilkoviny rostlin

RAST - radio- alergologicky sorbent test

Th2- T lymfocyty podtfidy 2

WHO/IUIS - World Health Organization/ International Union of Immunologi-
cal Societies, svétova zdravotnicka organizace / mezinarodni unie imunologic-

kych spole¢nosti



Souhrn, Abstract, Zadani - cil prace

Souhrn

Laboratorni diagnostika alergickych onemocnéni je v dnesSni dobé zamérena
na prukazy specifického IgE. K rozpoznani senzibilizace jsou vyuzivany smés-
né alergeny Casto z pfirodnich zdroji s nedostate¢né definovanym slozenim.
K pfesné specifikaci alergenu jsou ureny testy vyuzivajici rekombinantni aler-
geny. Rekombinantni alergeny se vyuZivaji nejen ke stanoveni specifickych
protilatek IgE, ale také k testu aktivace bazofill. Nejmoderné&jSim testem je
microarray metoda vyuzivajicich rekombinantni alergeny.

V zavéru prace jsou uvedeny kazuistiky a vysledky laboratornich testu,

které ukazuiji praktické vyuziti rekombinantnich alergendu.

Abstract

Laboratory diagnosis of allergic diseases is nowadays focused on the iden-
tity of specific IgE. The detection of sensitization are often used mixed allergens
from natural sources with poorly defined composition. The exact specification of
the allergens are tests using recombinant allergens. Recombinant allergens are
not only used for the determination of specific IgE antibodies, but also to test
basophiles activation. Latest test is a microarray using recombinant allergens
method.
In conclusion of this work are presented case reports and the results of labora-

tory tests that demonstrate the practical use of recombinant allergens.

Zadani prace - Cil

V novém zaméstnani jsem byla pfifazena k analyzatoraim UniCAP™ a Im-
mulite® 2000 diagnostikujicim alergeny. Zafazeni k témto analyzatorGim mé
zaujalo a pfivedlo mé k tomuto tématu. Cilem mé bakalarské prace je vypraco-
vani uceleného prehledu tykajiciho se diagnostiky alergii. Dale pak objasnéni

vyuziti rekombinantnich alergenu v diagnostice zkfizenych alergii.



1. Uvod

Diagnostika alergii je velice diskutované téma. Casté jsou i polemiky o vyu-
ziti rekombinantnich alergent k jejich diagnostice.

Laboratorni vySetfeni patfi mezi pomocné vySetfovaci metody. Anamnéza a
jeji peclivy rozbor jsou nezbytné k vybéru vhodnych laboratornich testu. Labo-
ratorni testy jsou obvykle Iépe snaseny, byvaji jednou ze zakladnich informaci
pro stanoveni diagndzy a volbu terapie. Diagnostika je zaméfena pfedevsim na
stanoveni hladin protilatek specifického IgE, stale Castéji jsou vyuzivany nové
metody jako je BAT. Metoda microarray je zatim pro svou finan€ni naro¢nost
pro rutinni vyuZiti nedostupna.

Velmi problematickou skupinou alergickych reakci je potravinova alergie,
kterou trpi ve vyspélych zemich okolo 6-8% déti a 2-4% dospélych. Principy
potravinové alergie nejsou spolehlivé odhaleny. Ukazalo se ,Ze nejvice senzibi-
lizujici jsou v potravinach jen kratké sekvence aminokyselin oznacované jako
epitopy. Epitopy mohou byt spole¢né i pro druhové rozdilné bilkoviny, a proto
jsou zodpovédné za fenomén zkfizené alergie. (Petrt a kol., 2012)

Testy specifického IgE jsou pro diagnostiku potravinové alergie nedostatec-
nym voditkem, ¢asté jsou nalezy senzibilizace na danou potravinu bez klinic-
kych pfiznakl( nebo naopak negativni vysledky i pfi zjevnych klinickych proje-
vech. Duvodem tohoto rozporu mohou byt pro test pouzité nestabilni alergeny
z ptirodnich zdrojii. Caste&né tento problém napomohly vyfesit rekombinantni

alergeny.



2. Problematika alergii

Alergie je nepfiméfena reakce imunitniho systému organizmu na latky, se
kterymi se bézné setkava v prostredi. Expozice alergendm navozuje ve tkanich
a organech zanétlivé zmény, které mohou vést ke zménam jejich struktury a
funkce. Alergie mlze byt lokalni nebo systémova. Spektrum projevil alergickych
reakci je velmi Siroké, od rymy az po anafylakticky Sok, jenz muze koncit i smrti.

Atopie je dédicny sklon k alergii, jehoz typickymi projevy jsou atopicky
ekzém (atopicka dermatitida), alergicka ryma a alergicky zanét spojivek a aler-
gické astma.

Alergie je jedno z velmi ¢astych onemocnéni vyskytujicich se zejména

v rozvinutych zemich. Incidence tohoto onemocnéni se prudce zvySuje.



3. Alergicka reakce I. Typu a protilatky IgE

Alergie je druhem precitlivélosti organismu na alergeny projevujici se pro-
dukci IgE. Po prvnim setkani s antigenem dochazi k senzibilizaci pacienta.
Senzibilizace vznika mechanismy, kterymi by imunitni systém za fyziologickych
podminek odpovidal na mnohobunécné parazity. Jde tedy o stimulaci diferenci-
ace panenskych T lymfocytl do podtfidy TH2 a nasledné stimulaci B lymfocytd.
B lymfocyty jsou stimulovany k tvorbé protilatek tfidy IgE. Ke stimulaci slouzi
interleukiny (IL), pfedevsim IL-4, IL-5 produkované TH 2 lymfocyty. Protilatky
tridy IgE se vazi na receptory zirnych bunék a bazofili. Opakovanym kontaktem
s alergenem muze dojit k premosténi molekul IgE navazanych na receptorech.
Pfemosténi zpusobi agregaci receptorl téchto bunék a vyvola uvolnéni media-
tor hlavné histaminu a heparinu. V dalSi fazi dochazi k sekreci a tvorbé meta-
bolitd kyseliny arachidonové tj. prostaglandinu, leukotrienu, tromboxa-
nu.(Krejsek, Kopecky, 2004)

3.1. Protilatky IgE

Protilatky IgE jsou imunoglobuliny produkované B lymfocyty (plazmatickymi
burikami) a jsou specifické pro jednotlivé alergeny. Molekula imunoglobulinli se
sklada ze dvou tézkych a dvou lehkych fetézcli. Tézké fetézce molekul jsou
glykosylovany a vazi se na specifické receptory pro fc fragment, které se vysky-
tuji pfedevsim na burikach imunitniho systému, ale také na burikach epitelo-
vych. Jsou tfi receptory pro fc fragment protilatek. Jedna se o vysokoafinni re-
ceptor FceRlI, nizkoafinni receptor FceRIl a membranova molekula galektin-3.
Receptor FceRl je ve vysoké hustoté zastoupen na mastocytech, bazofilech,
Langerhansovych burikach kuze a folikularnich dendritickych burikach. Nizkoa-
finni receptor FceRIl pro Fc fragment IgE se vyskytuje zejména na B lymfocy-
tech, NK bunkach, makrofazich, dendritickych burkach, eozinofilech, trombocy-
tech a aktivovanych epitelovych burikach. Galektin - 3 patfi do skupiny lektinu a
s IgE reaguje prostfednictvim vazby cukerného zbytku obsahujiciho galaktézu.
Je zastoupen na mastocytech, makrofazich, neutrofilech, eozinofilech a na epi-
telovych bunkach. (Krejsek, Kopecky, 2004)



3.2. Alergicky zanét

Alergicky zanét postihuje cilové organy, pfedevsim sliznice dychaciho a tra-
viciho traktu, kuzi nebo plice. Makrofagy, eozinofilni granulocyty, mastocyty a
TH2 lymfocyty se kumuluji v postiZzené tkani, kde spolu s epitelovymi burikami,
fibroblasty a burikami hladkého svalstva vytvari zanét. Dochazi k degranulaci
mastocytu, nasledné bronchokonstrikci, vasodilataci a edému. S odstupem ho-
din az desitek hodin nastupuje tzv. pozdni faze alergického zanétu. Pozdni faze
je zprostfedkovana bunécnymi slozkami, dochazi k ireverzibilnim zménam tka-

né, K jeji remodelaci a ztraté funkce. (Krejsek, Kopecky, 2004)

4. Alergicka onemocneéni

NejCastéji jsou alergickymi projevy postizeny sliznice a kiize. Do koznich
projevl patfi atopicky ekzém, kontaktni dermatitida, kopfivka. Slizni¢ni projevy
zahrnuji postizeni hornich a dolnich cest dychacich jako jsou alergicka ryma,
astma bronchiale, postiZzeni o¢ni spojivky alergickou konjunktivitidou. Mezi sys-
témové projevy patfi alergie na potraviny, Iéky nebo reakce na hmyzi bodnuti.
PFi systémové reakci je postizeno vice organovych systémul soucasné dochazi
k vasodilataci s poklesem krevniho tlaku a zrychleni tepu, bronchospasmem,

koznimi a gastrointestinalnimi projevy. (HofejSi, Bartarikova, 2009)

4.1. Alergicka reakce dychacich cest na inhalaéni alergeny

Mezi inhalacni alergeny Ize zaradit hlavné pyly, prachové alergeny (plisné a
roztocCi) a alergeny zvifeci. NejCastéjSi reakci na tyto alergeny je alergicka ryma

a astma bronchiale.

4.1.1. Alergicka ryma a dalSi pfiznaky

Alergicka ryma se mlze vyskytovat jako sezénni onemocnéni nebo celoroc-
ni ryma. Alergicka ryma zhorsuje kvalitu zivota nemocnych a mize se z ni vyvi-

nout astma. K pfiznakim patfi kychani, svédéni nosu, pocit ,ucpaného nosu“ a



hypersekrece vodnatého hlenu. Casto dochazi i k zané&tdm spojivek, bolestem
hlavy a ke krvaceni z nosu.

Sezonni alergicka ryma je vyvolana inhalaci pylovych zrn. Typicky je pro ni
sezonni vyskyt s pfiznaky po celé vegetacni obdobi dané rostliny nebo jen jeho
¢ast. V nasich podminkach jsou nejdulezitéjSi pylové alergeny jarnich strom0 a
kefl, pozdéji travin a plevelovych rostlin. Sezonni potize vyvolavaji i spory ven-
kovnich plisni. Jejich pocet vrcholi v letnich a podzimnich mésicich. Pacienti
jsou mimo vegetacni obdobi bez pfiznakul, pokud u nich nedojde k rozsifeni
alergie na jiné nez pylové alergeny. Prubéh alergické rymy zavisi na mnozstvi
pylovych zrn v ovzduSi a na intenzité senzibilizace. K vyvolani obtiZi staci 5-50
pylovych zrn v 1m?® vzduchu. Sezonni alergicka ryma se az v 40% komplikuje
ojedinélymi nebo déletrvajicimi astmatickymi projevy. Pro onemocnéni vzniklé
pylovou precitlivélosti je spravné pouzivat termin polin6za, ryma je jen soucasti
celkového onemocnéni. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

CeloroCni alergicka ryma tzv. perenialni, vznika precitlivélosti na celoro¢né
se vyskytujici alergeny. NejCastéji na alergeny vnitfniho prostfedi jako jsou roz-
to€i, zvifeci alergeny, spory domovnich plisni a nékteré profesni alergeny. U
celoro¢ni rymy pusobi alergen dlouhodobé v malych davkach a vyvolava vyraz-
n&jsi a trvalejsi zanétlivé zmény na nosni sliznici. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

V dusledku zkfizené reaktivity mezi nékterymi inhalaénimi a potravinovymi

alergeny muze dochazet k paleni sliznice dutiny ustni.(Krejsek, Kopecky, 2004)

4.1.2. Astma bronchiale

astmatiku trpi chronickou rymou a témérF polovina pacientd s chronickou rymou
ma i astma nebo znamky bronchialni hyperreaktivity. Ve vétsiné pfipadu ryma
astmatu predchazi.

Astma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest. Hlavni
podil na tomto zanétu maiji lymfocyty Th2, zirné buriky a eozinofilni granulocyty.
Méné neutrofilni a bazofilni granulocyty, desti¢ky, makrofagy, fibroblasty a epi-
telie dychacich cest a buriky hladkého svalu. (Spiéak, Panzner, 2004)

Klinicky se astma projevuje klidovou nebo namahovou dusnosti, piskoty a

kaslem v navaznosti na expozici alergenu nebo pfi infekci respiracnich cest.
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Zachvaty dusnosti jsou typické hlavné ¢asné rano nebo v noci, byvaji také vyvo-
lany fyzickou namahou nebo silnymi emocemi. (Tefl, RybniCek, 2008)

K pfiznakiim astmatu dochazi pfedevsim po degranulaci mastocytl vlivem
prozanétlivych mediator. S odstupem 3-8 hodin dosahuje vrcholu syntéza leu-
kotrienl a prostaglandin(. Ty jsou zodpovédné za bronchokonstrikci, otok sliz-
nice a zvySenou produkci hlenu. BEhem astmatického zachvatu dochazi i k infil-
traci submukozy plic eozinofily a aktivovanymi T lymfocyty. (Krejsek, Kopecky,
2004)

4.2. Alergické reakce spojené s koznimi projevy

Do koznich projevl alergie patfi atopicky ekzém, kontaktni dermatitida,
kopfivka. K nejCastéjSim alergenim vedoucim ke vzniku koznich projeva patfi
potraviny jako ovoce, ryby, mléko, mouka, arasidy, séja nebo vejce. Kozni re-
akce se objevuji i po podani [€ku ( napf. penicilind nebo sulfonamidl). Pokozku

také irituji hmyzi jedy pfedevsim vosy a vcely.

4.2.1. Kopfivka (urtikarie), otok kuZze podkozi pfipadné sliznic (angioedém)

Kopfivka a angioedém jsou kozni onemocnéni vyskytujici se v kterémkoliv
véku. Jsou charakterizovany vasodilataci a zvySenou permeabilitou cév v kizi u
koprivky a podkozi u angioedému . Vyskytuji se typické kopfivkové pupeny

(pomfy), které jsou proménlivé a intenzivné svédi. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

4.2.2. Atopicky ekzém, dermatitida

Atopicky ekzém je silné svédivé, chronické zanétlivé kozni onemocnéni. Po-
stihuje alergiky vétSinou v raném véku, proto je také nazyvan détskym ekzé-
mem. Charakteristicky vyvoj klinického obrazu dava atopickému ekzému rysy
systémového onemocnéni. VétsSinou vznika v souvislosti s dédi¢nou predispozi-
ci. Pokozka pacienti byva nadmérné presusSena s defektni mechanickou barié-
rou pokozky.(Spi¢ak, Panzner, 2004)

V pocatecni fazi dochazi k rozvoji edému v mezibunéénych prostorech. Po-
stupné se rozviji svédivy ekzém jako reakce na degranulaci eozinofill a masto-
cytl. Atopicky ekzém se vyskytuje na predilekénich mistech, jako jsou jamky

pod koleny a lokty, na obli€eji, krku, u kojencl se ekzém objevuje i v mistech
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zaparky. Postizena mista velmi svédi. Pokozka se stava drsnéjSi. (Kopecky,
Krejsek, 2004)

4 .2.3. Kontaktni dermatitida

Jedna se o zanétlivé onemocnéni kiize, ktera se objevuje po pfimém kon-
taktu s iritujici latkou. Kozni zmény pfipominaji atopicky ekzém. Reakce €asto
vznika na kovy, na chemikalie, na kosmetiku, na mydlo, Sampdn nebo na praci
prostfedky. Je dllezité patrat po iritujici latce a tu odstranit z kontaktu. (Kopec-
ky, Krejsek, 2004)

4.3. Anafylakticka reakce

Anafylakticka reakce je extrémni, Zivot ohroZzujici forma alergické reakce,
okamzita odpovéd jedince na podani alergenu, nejpozdéji do 30minut. Anafy-
lakticka reakce se mlze vyvinout az v anafylakticky Sok. Nej¢astéji k projevim
reakce dochazi po injekci Iéku nebo po bodnuti hmyzem.

Po vazbé alergen( na imunoglobuliny tfidy IgE navazané na receptory mas-
tocytl dojde k jejich degranulaci. Z granul se uvolni adenosin, ktery zesiluje
dal$i degranulaci mastocytd a ma bronchokonstrikéni ucinek. Uvolni se také
histamin, heparin a tryptazy. Degranulace vede k tvorbé lipidovych mediator(
vznikajicich z kyseliny arachidonové napfiklad k syntéze prostaglandinu D,,
sulfidopeptidovych leukotrient. (Kopecky, Krejsek, 2004)

Vyplaveni aktivnhich mediatort zpUsobi roztaZeni cév celého téla. Postupné
zacne klesat krevni tlak a jako dusledek poklesu tlaku se muze zvySovat tep,
muze dojit k otokiim dychacich cest. U postizeného se mize dostavit astmatic-
ky zachvat, ktery vede k zuzovani pradusek. Tuto situaci Ize povazZovat za
obranou reakci, kdy se té€lo snazi zabranit vdechovani nebezpecéné latky.

Anafylakticka reakce je kritickou klinickou situaci, ktera vyzaduje zaijisténi
funkci pfedevsim dychaciho a kardiovaskularniho systému.( Spi¢ak, Panzner,
2004)
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4.4. Alergicka reakce na potraviny

Potravinovou alergii se rozumi nezadouci reakce na pfijatou potravu. Lze ji
rozdélit na bezprostfedni a opozdénou. Reakce mohou vést ke vzniku kopfivky,
angioedému, alergického ekzému, astmatu, gastrointestinalni reakci nebo

k rozvoji anafylaktického Soku. (Kopecky, Krejsek, 2004)

4.4.1. Pfiznaky potravinové alergie

Potravinové alergie se projevuji gastrointestinalné, napfiklad nechutenstvim,
nevolnosti, zvracenim, akutnimi a chronickymi prijmy, bfiSnimi kolikami, pocity
plnosti, palenim zahy a oralnim alergickym syndromem.

Oralni alergicky syndrom nachazime nej¢astéji u pacientu s precitlivélosti
na pylové alergeny (bfizu, olSi, lisku, travy, obili, pelynék, ambrozii, ale i latex
resp. Hevea brasiliensis). Pacient bezprostfedné po poZiti potravin rostlinného
plvodu (pfedevsim Cerstvého ovoce, zeleniny, ofechu, lusténin, kofeni nebo
obilovin), pocituje paleni a svédéni jazyka, patra, rtd, poruchy polykani, ale i
kychani a obstrukci nosu nebo otoky v obli€eji. Pozita potravina byva produktem
rostlin, které jsou néjakym zpusobem botanicky spfiznény s rostlinou, na kterou
je pacient inhala¢né alergicky. Neni podstatné, zda konzumovana potravina je
kofen, list, plod ¢i dokonce kvét (pozor na ¢aje, med, vermuty, kofeni). Pfipa-
dem totozZnosti je liska a liskovy ofech, lipa a lipovy kvét nebo olivovnik s olivou
nebo olivovym olejem.

Timto syndromem trpi kolem 50% pylovych alergikl s pfecitlivélosti na ¢as-
né jarni alergeny (pyly stromu) a okolo 25% pylovych alergiku s pfevahou aler-
gie na pyly trav a obili.

Shoda bilkovin muze byt jen v nékolika malo aminokyselinach (epitop). Mala
shoda muze zapfi€init diagnosticky omyl. Pfi vySetfeni specifického IgE vyjde
vySetfovana potravina faleSné negativni, pfestoze klinické pfiznaky jsou zcela
presvédcivé a pacient je alergicky na pyly. Vysvétlenim této situace muze byt
zkfizena reakce proteinu potraviny v kontaktu se sliznici dutiny ustni se speci-
fickou protilatkou IgE namifenou pavodné jen proti pfibuznému pylovému aler-
genu.

U oralniho alergického syndromu je tedy rozhodujici anamnéza s klinickym
obrazem a zjisténi zkfizené potravinové a pylové precitlivélosti. (Spi¢ak,
Panzner, 2004)
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4.4.2. Fenomén zkfiZzené alergie

V souvislosti s potravinovou alergii se velmi Casto setkavame s fenoménem
zkfizené alergie. Zkfizena alergie vznika na zakladé podobnosti chemické
struktury jednotlivych alergent. Nékteré alergeny maji podobné useky aminoky-
selin. Pacient alergicky na jeden typ alergenu muze alergicky reagovat na jiny
alergen. (Fuchs, 2003)

Odhaduje se, Zze shoda aminokyselinovych sekvenci pfes 50% je dostacujici
pro existenci zkfizené alergie. Pokud je podobnost vice jak 80% hovofi se jiz o
panalergenech. Mezi panalergeny patfi profiliny, tropomyoziny, lipid transfer
protein, parvalbumin, prolamin, patatin, chitindza a dalsi.(Spi¢ak, Panzner,
2004)

Klinicky vyznamna je zkfizena reaktivita mezi rostlinnymi alergeny rizného
pavodu. Velka ¢ast pylovych alergiku je senzibilizovana rostlinnymi glykoprotei-
ny. Cukerné determinanty hraji hlavni alergenni roli. Tyto alergizujici glykopro-
teiny byly popsany u hrusky, mrkve, celeru, rajského jablka ale i u mékkysu jako
jsou plzi, mizi, hlavonoZzci, u korySu a hmyzu jako jsou komafi, muchnicky, vosy,
véely, mravenci. Castené se tento mechanismus predpoklada i u vicilinu obsa-
Zzeném v araSidu a u vicilin-like alergenu z liskového ofechu, u fosfolipazy A2
z vCeliho jedu.(Krejsek, Kopecky, 2004)

Nékteré pfipady homologie jsou tak rozSifené, Ze si vyslouzili sva oznaceni
napf. syndrom bfiza-ovoce-zelenina-ofechy, syndrom celer-mrkev-pelynék-
bfiza-koreni, latex-fruit syndrom (alergenng, etiologicky nesourody syndrom),
syndrom vejce-ptak aj. Podobnost je zodpovédna za zkfizenou alergii na rtizné
druhy ZivociSného mléka, mezi lusténinami, stromovymi ofechy, mofskymi a
sladkovodnimi ZivoCichy a podobné.

Syndrom bfiza-ovoce-zelenina-ofechy

Do této skupiny patfi tyto hlavni alergeny: bfiza Bet v 1, jablko Mal d 1,
broskev Pru p 1, hruska Pyr c 1, tfeSen Pru av 1, merunka Pru ar 1, celer Api g
1, mrkev Dau c 1, petrzel Pcp r 1, liskovy ofech Cor a 1, séja Gly m 4, brambor
Pst H 2. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

Latex-fruit syndrom (kau€ukovnik brazilsky, Hevea brasiliensis)

Latex obsahuje vice nez 30 alergena, hlavné Hev b 1,Hev b 2, Hev b 3, Hev
b 4, Hevb5, Hev b 6, Hev b 7, Hev b 8 (profilin), Hev b 9, Hev b 11 (chitinazy
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tfidy 1.), Hev b 12 (LTP). NejznaméjSim pfikladem zkfizené reaktivity je Hev b 7

s avokadem, bananem, bramborem (Sol t 1) a kiwi. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

5. Alergeny

Alergen je definovan jako antigen navozuijici precitlivélost zprostfedkovanou
protilatkami v tfidé IgE u osob s abnormalni imunitni reaktivitou. Expozice zdra-
vych osob alergenu vede k fyziologické imunitni odpovédi projevujici se napfi-
klad tvorbou specifickych protilatek v tfidé 1gG. (Kopecky, Krejsek, 2004)

Kompletni alergeny spoustéji tvorbu specifickych IgE protilatek a soucasné
jsou biologicky ucinné. Nekompletni alergeny jsou pozitivni v koznim testu, ale
negativni v odpovédi specifickych IgE protilatek. Nerelevantni alergeny spousté-
ji specifické IgE, ale maji negativni kozni testy. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

Mezi alergeny patfi latky puvodu zivoc€iSného, rostlinného, fungialniho i bak-
terialniho. Alergeny se Cleni na hlavni a vedlejSi. Jako hlavni alergeny jsou
oznacovany alergeny, vici kterym jsou u vice nez poloviny nemocnych naléza-
ny specifické protilatky IgE. Hlavni alergeny vyvolavaji u téchto osob pozitivni
reakci pfi koznich testech. Jako vedlejSi jsou oznaCovany alergeny, na které
reaguje mensi Cast alergikd. VedlejSi alergeny zapficinuji vétSinou jiné pfiznaky
nez alergeny hlavni. Jsou ¢asto odpovédny za fenomén zkfizené reaktivity.
(Tefl, Rybnicek, 2008)

5.1. Nazvoslovi alergent

Nazvoslovi alergenu bylo vypracovano organizaci WHO/IUIS (World Health
Organization/ International Union of Immunological Societies, svétova zdravot-
nicka organizace / mezinarodni unie imunologickych spolecnosti), bylo publiko-
vano Vv bulletinu z roku 1986 a revidovano v roce 1994. Alergeny jsou znaceny
prvnimi tfemi pismeny rodového jména zdroje alergenu a prvnim pismenem
z druhového jména. Nazev alergenu zacina velkym pismenem, pismeno
z druhového jména je malé. Mezi zkratkou rodového a druhového jména je me-
zera. Vzhledem k tomu, ze z vétSiny biologickych druhl pochazi vice alergend,

nasleduje po mezefe za zkratkou druhového jména jesté arabska &islice. Cisli-
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ce udava chronologické poradi ¢isténi alergend. Pro oznaceni rekombinantné
pripravenych alergenu se prfed zkratku pfidava malé pismenor.

K odliSeni izoalergenu (polymorfni formy alergent) a alergenovych variant
se za poradové Cislo piSe teCka a za ni dvojCiselny kdd. Izoalergen je alergen
pochazejici z jediného druhu s podobnou molekulou, identickymi biologickymi
funkcemi a vice nez 67% identitou aminokyselinovych sekvenci. Podobnost je
zakladnim poznatkem o zkfizené reaktivité.

PFiklad nazvoslovi: alergen ko¢ky domaci, kocka domaci latinsky Felis do-
mesticus, Fel d 1, Fel d 2, dalSi pfiklad alergen bfizy bradavi¢naté Betula verru-
cosa Betv 1 atd.

WHO/IUIS spravuje internetovou databazi (www.allergen.org) ve které jsou
vSechny alergeny pfehledné zpracovany. U kazdého alergenu je uveden pfi-
rodni zdroj, rodokmen, zafazeni do biochemické skupiny, molekulova hmotnost

a schopnost senzibilizace.(Chapman, 2007)

5.2. Rekombinantni alergeny

Pro diagnostiku, vyzkum i terapii alergickych onemocnéni byly donedavna
pouzivany alergeny ziskavané z pfirodnich zdroju. Jednalo se o smési latek,
které nemély jednoznacné slozeni. Problematicka byla pfesna diagnostika aler-
gie i reprodukovatelnost testl. S rozvojem molekularné biologickych a bioche-
mickych postupu, které umoznily velmi podrobnou charakterizaci molekuly aler-
genu, doslo k vyraznému rozvoji alergologie. Diky vyuziti molekularné biologic-
kych poznatkl se setkavame s pojmem rekombinantni alergeny. (Rybnicek,
Seberova, 2009)

Jedna se o alergeny pfipravené molekularné biologickymi technikami. K prvnim
identifikacim DNA sekvence alergent doslo na prelomu 80. a 90. let 20. stoleti.
ZacCatkem 90. let byly rekombinantni alergeny zkoumany hlavné z pohledu za-
chovani vlastnosti odpovidajicich pfirozenym alergentim a z pohledu jejich
mozného vyuziti v diagnostice a terapii. Studie ukazaly, Ze rekombinantni aler-
geny mohou pfirozené alergeny nahradit a dokonce upfesnit diagnostiku a vol-

bu terapie.
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V letech 1994-1995 byly rekombinantni alergeny poprvé uspésné pouzity
v koznich testech. Pokusy potvrdily, ze rekombinantni alergeny vykazuji speci-

fickou reaktivitu srovnatelnou s pfirozenymi alergeny. (Ambusova, 2011)

5.2.1 Priprava rekombinantnich alergent

Zakladem rekombinantnich technologii je vyuziti molekularni biologie. Kli¢o-
vym momentem je vytvoifeni komplementarni DNA (cDNA). (Ambusova, 2011)

Molekula mRNA izolovana z alergenového zdroje je pomoci enzymu reverz-
ni transkriptazy prepsana do cDNA. Molekula cDNA je zanesena do fagové
DNA, bakteriofag slouzi jako vektor. Vektorem je nasledné infikovana bakterie
E. Coli, ktera bude molekulu alergenu produkovat. Produkce alergenu je indu-
kovana pfidanim isopropyl-B-galaktosidem, ktery je napustény v membrané.
Membranou jsou pfikryty plaky infikovanych bakterii E. Coli. Vyprodukované
rekombinantni alergeny jsou purifikovany. Je kontrolovana jejich biologicka akti-
vita, vazebna kapacita na molekuly IgE, schopnost stimulovat specifické T lym-

focyty a zprostfedkovavat degranulaci bazofilG. (Ambusova, 2011)

5.2.2. VyuZiti rekombinantnich alergenu v diagnostice

Rekombinantni alergeny jsou vyuzivany k diagnostice hlavné pro svou spe-
cificitu. Diky pfesné znamé chemické struktufe je mozné odlisit jednotlivé aler-
geny a vyuzit téchto znalosti ke stanoveni diagnézy, k odhaleni mozné zkfizené
alergie nebo k vyvarovani se kontaktu s alergenem. OdliSeni jednotlivych aler-
genu ma velky vyznam i pro imunoterapii, kdy je pacient vystavovan jen tomu
alergenu, na ktery tvofi protilatky tfidy IgE a neni tedy zbyteCné senzibilizovan
jinymi latkami. Diky rekombinantnim technologiim bylo mozné najit souvislosti
zkfizené reaktivity na zdanlivé nesouvisejici zdroje. Pomoci téchto alergen je
mozné stanovit pfesné hladiny protilatek na danou chemickou strukturu. Dovo-
luji monitoring ménicich se hladin specifickych protilatek v souvislosti
s vystavenim pfirozenym alergenim nebo sledovani hladin specifickych protil a-
tek béhem terapie. (Valenta, 1999)
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5.3. Jednotlivé skupiny alergent

5.3.1 Alergeny interiér(, bytového a domovniho prostredi

Alergeny nachazejici se v lidskych pfibytcich patfi mezi nejcastéjsi. Pfede-
v§im jde o alergeny roztoc€u a plisni. Jsou to alergeny, se kterymi se ¢lovék se-
tkava jiz prenatalné. Lidsky plod se mlze senzibilizovat jiz od 22. tydne tého-
tenstvi. V pupecnikové krvi novorozence byly prokazany specifické IgE protilat-
ky. (Petr a kol., 2012)

5.3.1.1 Roztoci

Roztoci se zivi odpady lidského téla a to pfedevsim kizi. Dominantni posta-
veni v naSich zemépisnych polohach ma druh Dermatophagoides pteronyssi-
nus. Nejvétsim zdrojem tohoto roztoCe jsou ptaci hnizda, rozto€i se na vétsi
vzdalenosti dostavaji do obydli vzdusnymi proudy. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

Alergeny rozto€u se déli podle biochemické charakteristiky, aminokyselino-
vych sekvenci a molekulové hmotnosti do 13 skupin. Napfiklad do skupiny 1
patfi glykoproteiny s vyraznou aktivitou cysteinovych proteaz. Jsou vytvareny
v zazivacim Ustroji rozto€l. Patfi sem Der f 1, Derp 1, Eur m 1, Der m 1. Do
skupiny 2 patfi Der f 2, Der p 2, Eur m 2, Tyr p 2. (Tefl, Rybni¢ek,2008)

5.3.1.2 Plisné

V domovnim prostifedi se plisné objevuji na vlhkych mistech, s dostateCnou
teplotou, jako jsou zdi koupelen a kuchyni, ve schrankach na chléb, v kvétinach,
odpadkovych koSich a v nespravné udrzovanych klimatizacich. Ve venkovnim
prostiedi rostou plisné pfedevsim na listech, v hliné, vihké tlejici hmoté a sub-
stratech.

K nejvyznamnéjSim patfi rody Aspergillus Asp f 1, Alternaria Alt a 1 a Clad-
rosporium Cla h 1.

U alergent plisni byly dosud izolovany jen hlavni alergeny rodu Aspergillus
fumigatus, Alternaria alternata a cladosporium herbarum, jsou strukturné nepfi-
buzné. Alergeny z Aspergillus oryzae, Saccaromyses cerevisce a candida albi-

cans jsou enzymy. (Spiéak, Panzner, 2004)
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5.3.2 Alergeny rostlinného puvodu (pyly, potraviny)

Vyznamnou skupinou alergent jsou alergeny rostlinného puvodu. Mohou se
rozdélit do dvou velkych skupin. Alergeny odvozené od zasobnich bilkovin se-
men rostlin a alergeny odvozené od bilkovin uplatriujicich se v obrané proti pa-
togentim pfedevsim patogenum plisni a bakterii (ochranné a obranné bilkovi-
ny). S alergeny rostlinného pavodu se ¢lovék setkava v potravé nebo ve formé
pylovych zrn.

Zasobni bilkoviny jsou nejvyznamnéjSimi alergeny ofech( a obilovin.
Ochranné a obranné bilkoviny jsou vyznamnymi alergeny ovoce a zeleniny.

Pylové zrno se po zachyceni na vihké sliznici hornich cest dychacich chova
jako by dopadlo na kvétni bliznu. Pfi tomto déji se uvolni ze zrna enzymy, které
rozruSuji povrch sliznice, alergen tak prostupuje hloubé&ji. Pylové zrno ma mem-
branu z nékolika vrstev a plazmaticky obal, obsahuje priimérné 20% proteinu,
37%sacharidl 4 %lipida a 3% mineralnich latek. Alergenni vlastnosti pylu jsou
podminény obsahem antigenni skupiny schopné spustit u vnimavého jedince

specifickou alergickou reakci. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

5.3.2.1 Zasobni bilkoviny

Mezi zasobni bilkoviny vyvolavajici alergickou reakci patfi viciliny a legumi-
ny, fazenych do skupiny globulind. Viciliny jsou ¢asto glykosylované
s karbohydratovymi determinanty, jsou to vyznamné a obvykle hlavni alergeny
lusténin, v€etné podzemnice olejné (tedy arasidl a so6ji). Maji obvykle tercialni
tedy vysoce stabilni strukturu. Jsou odolné proteolyze a jsou proto proanafylak-
tické. Leguminy maji také tercialni strukturu, ale nebyvaji glykosylované.

Do této skupiny zasobnich bilkovin patfi také albuminy. Ty jsou ve vodé roz-
pustné, byvaji hojné zastoupeny (az 26%) nejcastéji v ofesich (hlavné
v arasidech). (Fuchs, 2003)

5.3.2.2 Ochranné a obranné bilkoviny

Jsou oznacovany jako PRP (pathogenesis- related proteins). Jejich zastou-
peni v rostlinach Cini az tretinu obsazenych bilkovin. Byvaji Casto spojovany
s fenoménem zkfizené alergie. Jsou rozdélovany do skupin podle biochemické

struktury.
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Patfi sem PRP-2 B-1,3-glukonazy, které zajistuji ochranu prfedevsim pred
plisnémi a jsou spojovany s ,latex-fruit® syndromem. Do této skupiny patfi aler-
gen Hev b 2 obsazeny v latexu (Hevein), kiwi, avokadu, bananu, kastanu, fiku,
rajském jablku a bramborach.

PRP-3 chitinazy nici povrchoveé struktury plisni a hmyzu, $tépi chitin, opét
jsou spojovany s latex-fruit* syndromem. Jedna se o alergeny Hev b 6,02; Hev
b 11 a Pers a 1, jeZ jsou obsazeny v latexu, avokadu, bananu, kastanu a
v liskovém ofechu.

PRP-4 tzv. chitinazam podobné, napfiklad prohevein, ktery je exprimovan
v rostlinach po chemickém napadeni, je opét spojovan s ,latex-fruit® syndro-
mem. Patfi sem alergen Hev b 6,01, Hev b 6,03 a Pers a 1 vyskytujici se
v latexu, rajském jablku, bramborach, kedlubnach, tufinu a v ¢erném bezu.
(Fuchs, 2003)

PRP-5 traumatin homologni alergeny maji rozmanité ochranné funkce.
Skupina je spojovana s ,latex-fruit® syndromem. Patfi sem alergen Mal d 2 ob-
sazeny v jablku, Pru av 2 z tfe$né&, Cap a 1 z bilého pepfe a zeamatin
z kukufice.

PRP-10 Bet v 1 homologni alergeny. Bet v 1 je hlavni alergen bfizy brada-
viénaté. Tato skupina bilkovin hraje dulezitou roli v antimikrobialni obra-
nyschopnosti rostlin. U tohoto alergenu se setkavame se znacnou podobnosti
v sekvenci aminokyselin u nejriznéjSich rostlin a potravin (viz obrazek €islo 1).
Shoda v sekvenci se pohybuje mezi 37%-67%, s pfevahou podobnosti
s ovocem. Napfiklad Bet v 1 s hlavnim alergenem petrzele se pohybuje okolo
36%-61% z tohoto duvodu se setkavame i se znacnou homologii a tedy i zkfi-
Zenou reaktivitou u kofenové zeleniny. Znacna shoda v sekvencich aminokyse-
lin je zavaznym problémem pro postizené alergiky. Alergen bfizy je pfiCinou
znacnych zkfizenych alergii, ale zaroven je i problémem diagnostickym, protoze
zpusobuje Casto faleSné pozitivni vysledky u testovanych pacientd, u kterych se
nevyskytuji klinické pfiznaky alergie napfiklad na kofenovou zeleninu. Homolo-

gni Bet v 1 alergeny jsou termolabilni a snadno podIéhaji proteolyze.
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Betv 1 Apig1 Pruav 1
(PDB: 1BV1) (PDB: 2BKO0) (PDB: 1E09)

Obrazek ¢islo 1 ukazuje shodu ve struktufe alergent skupiny Bet v 1(briza,

celer, tfedne). Prevzato z www.pdb.org

PRP-14 LTP- lipid transfer protein. LTP jsou termostabilni bilkoviny re-
zistentni k proteolyze, proto jsou traveny mnohem déle a mohou ¢astéji vyvolat
systémové pfiznaky. V rostlinach se uc€astni stability povrchovych membran
formou transportu fosfolipidli. Pomahaiji v transportu lipidd mezi lipozomy a mi-
tochondriemi, maji antibakterialni uc€inky. Patfi sem alergen broskve Pru p 3,
treSné Pru av 3, merurniky Pru ar 3, Svestky Pru d 3, jablka Mal d 3 a rostlin jako
jsou kukufice, liskovy ofech, vlas§sky ofech, arasid, hroznové vino a dalsi.
(Fuchs, 2003)

LTP je zafazen mezi panalergeny a je vyznamné spojovan se zkfizenou re-
aktivitou mezi ovocem, zeleninou a stromovymi ofechy. LPT je velice stabilni,

v dUsledku jeho stability jsou popisovany tézké celkové reakce. Byl nalezen do-
konce i v pivu. (Spigak, Panzner, 2004)

Profiliny jsou ubikviterni alergeny, fazené mezi panalergeny. Jde o skupinu
proteinu vazaijicich kyselinu. Tyto proteiny jsou odpovédné za organizace akti-
novych vlaken v bunééném skeletu.(Spi¢ak, Panzner, 2004)

Profiliny jsou nékdy oznaCovany jako Bet v 2 family, alergen Bet v 2 je pova-
liny vazi aktin a jsou nezbytné pro povrchovou integritu bunék. V rostlinach zau-
jimaji az 17% vSech bilkovin. Citlivost na bfizovy profilin se nachazi pfiblizné u

kazdého patého bfizového alergika. Profiliny nékterého ovoce splfuji hranici
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vice nez 80% senzibilizovanych pacientu, a proto jsou profiliny ovoce ¢asto
hlavnimi alergeny. Napfiklad alergie na ananas, u které se setkavame se skoro
100% reaktivitou na Ana ¢ 1. Do skupiny profilini patfi také alergeny celeru Api
g 4, jablka Mal d 4, broskve Pru p 4, hrusky Pyr ¢ 4, séji Gly m 3, araSidu Ara h
5 a bojinku Phl p 7. Homologie rostlinnych profilinu je vysoka, ¢asto az 80%.

Z tohoto duvodu se Casto setkavame se zkfizenou alergii a pfedevSim se syn-
dromem bfiza-pelynék-celer nebo syndromem travy-jablko-broskev. (Fuchs,
2003)

Betv 2 Hev b 8
(PDB: 1CQA) (PDB: 1G5U)

Obrazek Cislo 2 ukazuje shodu ve strukture alergent skupiny Bet v 1 (bfizy

a latexu). Prevzato z www.pdb.org

Bet v 6 homologni alergeny, izoflavon-reduktazy.

U této skupiny alergenl se setkavame se zkfizenou alergii na jablka, hrus-
ky, pomerance, bananu, manga, li¢i, jahody, cukety a mrkvi. (Fuchs, 2003)

Inhibitory a- amylaz a proteaz

Inhibuji trypsin, jsou ucinné proti a- amylazam a serinovym proteazam hmy-
zu a proti plisnim. (Spiéak, Panzner, 2004)

a-amylazy a proteazy jsou alergeny obilovin jako je pSenice, jeCmen, Zito,
ryze a kukufice. (Fuchs, 2003)

Papain like proteinazy, thiol-proteazy

Papain je alergen papaji. Glicinin Gly m 1 je hlavni alergen séji a patfi také
do skupiny thiol-proteaz. Podobny alergen je obsazen i ve fiku, ananasu a kiwi.
(Fuchs, 2003)
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Vzhledem k rozSifeni téchto latek je pravdépodobnost zkfizené reaktivity to-

hoto ovoce. (Spiéak, Panzner, 2004)

5.3.3 Alergeny Zivocisného puvodu

Zvirata jsou soucasti naseho Zivota. Ve 40% Ceskych domacnosti jsou cho-
vana zvifata a dokonce ve tfetiné rodin s alergickym ditétem nebo dospélym.
Alergeny zvifat maji velkou schopnost udrzovat se na povrchu pfedmétl interié-
ru, na Satech a vSech predmétech, které s nimi byly v kontaktu. Jsou to tedy
lepivé latky, které maji schopnost kontaminovat i nejmensi prachové Castice
aerosolu. Timto faktem prekracuji ramec vyslovené kontaktnich alergen(. Vét-
Sina téchto alergenu je vyluGovana slinami, mazovymi zlazami nebo moci. Srst
a chlupy hraji mensi roli.

Podle vstupu alergenu do organizmu dochazi k projeviim koznim, o€nim
nebo po vdechnuti k alergické rymé az k astmatu.

Mnohé potraviny zivociSného plvodu maji alergenni potencial a mohou vy-

volat systémovou reakci. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

5.3.3.1 Ko¢ka doméci (Felis domesticus).

Kodici alergeny patfi k nejagresivnéjSim a nejdéle pretrvavajicim
v prostfedi. Hlavni alergen Fel d 1 je obsazen pfedevsim ve slinach a koznich
Supinach. Jedna koc¢ka vyprodukuje denné 3-7 mikrogramu tohoto alergenu,
samci tvofi alergenu vice. KoCicCi alergeny pretrvavaji v prostredi jesté dlouhé
meésice, tento alergen lze prokazat i v dopravnich prostfedcich, Skolach a ve
verejnych prostorach. NejucinnéjSim zpusobem jak alergii pfedejit je uplné od-

stranit jakykoliv kontakt s ko&kou. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

5.3.3.2 Pes domaci (Canis familiaris).

Zdrojem alergenu je kozni odpad a sliny, mensi mnozstvi alergenu je v srsti
a v moc€i. Mezi jedinci téhoz druhu i mezi druhy existuje zna¢na rlznorodost
antigenni skladby alergenu, takze neni znam zadny specificky alergen. Presto

je za hlavni alergen povazovan Can f 1. (Spiéak, Panzner, 2004)

5.3.3.3 Hlodavci (Rodentia)
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Mysi, krysy, morc€ata, kfeCci a kralici vyluCuji alergeny moci. Po zaschnuti
moce jsou alergeny zaneseny do ovzdusi, kde kontaminuji prachové Castice.
My$ domaci (Mus musculus) vylu€uje alergen Mus m 1, ktery patfi mezi preal-
buminy. Potkan (Rattus norvegicus) ma dvé hlavni alergizujici latky a to a,-
mikroglobulin Rat n 1B a prealbumin Rat n 1A. Morée domaci (Cavia porcellus)
je nosi¢em hlavniho alergenu Cav p 1 obsazeného hlavné v moci. Kralik doma-
ci (Oryctolagus cuniculus) vylu€uje alergeny glykoproteinové povahy AgR1

oznadovany Ory ¢ 1. (Spicak, Panzner, 2004)

5.3.3.4 Ptaci

Ptaci jsou zdrojem alergent obsazenych v pefi a to hlavné starSiho pefi,
které je znecCisténo roztoCi. Ptaci vejce obsahuji alergeny ovomukoid Gal d 1,
ovalbumin Gal d 2, konalbumin Gal d 3 a lysozym Gal d 4. (Spi¢ak, Panzner,
2004)

5.3.3.5 Ryby (morskeé, sladkovodni), korySi a mékkysi

V mofskych mékkysich a korySich se nachazi tropomyosin, ktery ma aler-
genni potencial. Tropomyosin hraje roli v kontrakci svalovych mikrofilament s
aktinem a myosinem a rozhoduje o morfologii bunék, které nepatfi do svalové
tkané.

Hlavnim alergenem v rybich tkanich je parvalbumin, jenz je obsazen jak
v morskych, tak i ve sladkovodnich rybach. Tato bilkovina vaze vapnik, je velmi
stabilni a odolava tepelnému zpracovani i travicim enzymuam. Diky své stabilité
muze vyvolat celkové alergické pfiznaky v€etné rozvoje anafylaktického Soku.
Dulezita je i skuteCnost, Ze parvalbumin je obsazZen i ve sladkovodnich rybach.
Pfi alergii na rybi svalovinu je doporucena uplna eliminace ryb z jidelnicku.

Nékteré reakce po poziti ryb nejsou zplsobeny alergii na parvalbumin, ale
alergii na rybiho parazita Anasakis simplex, kterym je napadeno velké procento

ryb Zijicich v hejnech, jako jsou tresky, makrely, sledi. Jedna se o alergii na bil-

kovinu, ktera je homologni s tropomyosinem. (Fuchs, 2003)

5.3.3.6 Kravské mléko

Casta je i alergie na kravské mléko, které obsahuje né&kolik alergizujicich

bilkovin, pfedevsim bilkoviny syrovatky p-laktoglobulin(Bos d 5),a-laktoglobulin
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(Bos d 4), hovézi sérovy albumin, kasein (Bos d 8) a dalSi. Tyto bilkoviny jsou
termostabilni. Ke spusténi alergické reakce obvykle staci 10-100mg. Rozhodu-
jici je také primarni, sekundarni a terciarni struktura. Linearni struktura ma
schopnost alergizovat dozivotné.

Alergie na bilkoviny syrovatky u malych déti miva tendenci vyhasinat, nao-

pak alergie na kasein byvaji celozZivotni. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

5.3.3.7 Vajecné bilkoviny

Objevuje se i alergie na vajecCny Zloutek a bilek. Vejce obsahuje asi 23 gly-
koproteinl s alergizujicim potencialem. Mezi hlavni alergeny bilku patfi ovomu-
koid (Gal d 1) a ovalbumin (Gal d 2), ovotransferin (Gal d 3) a lysozym (Gal d
4). K bilkovinam Zloutku patfi ubikviterni bilkovina oznaCovana jako kufeci sé-
rovy albumin. Tato bilkovina je odpovédna za respiracni pfiznaky pfi inhalaci
prachu ptaciho pefi, stejné jako za pfiznaky po poziti dribeziho masa. Je ter-
molabilni, proto konzumace kufeciho masa vyvolava reakci jen zfidka.(Spicak,
Panzner, 2004)

Hlavni alergeny bilku mohou vyvolat zkfiZzenou alergii mezi jednotlivymi
drabezimi vejci. Hlavni alergen Zloutku mize vyvolat syndrom ,ptak-vejce®. Je
to pomérné vzacna situace. Alergik plvodné alergicky na vajec¢ny Zloutek se
stane citlivym na alergeny dribeziho masa nebo se vyvine inhalacni alergie na

,Sérovy albumin“obsazeny v pefi drubeze. (Fuchs, 2003)

5.3.4 Alergeny blanokfidlého hmyzu

Klinicky zavaznou skupinou alergenu je skupina alergent blanokfidlého
hmyzu. VCeli a vosi jed obsahuje mnozstvi prozanétlivych latek zahrnujicich
histamin nebo serotonin. Hlavnimi slozkami jedu jsou fosfolipaza A2, hyaluroni-
daza, kysela fosfataza, melitin a dalSi. Alergické ucinky blanokfidlého hmyzu
jsou mimoradné zavazné, protoze vCeli a vosi bodnuti muze vyvolat anafylak-
ticky Sok. (Fuchs, 2003)

Fosfolipaza A 2 (viz obrazek Cislo 3) je epitop fosfolipazy lymfocytl B, ktera
stimuluje tvorbu IgE protilatek u ¢lovéka. Fosfolipaza véeliho jedu zplUsobuje
zkfizenou reaktivitu s nepfibuznymi alergeny potravin jako je pohanka, rajské

jablko, Spenat nebo med. Pravdépodobné jde o vazbu IgE protilatek proti témto
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potravinam s epitopy postranich cukernych Fetézca glykoproteinti hmyzu. (Spi-
¢ak, Panzner, 2004)

Obrazek cCislo 3 fosfolipaza A2 (pfevzato z www.pdb.org)

Melittin je mala molekula nachylna tvofit polymery proti kterym vznika aler-
gicka reakce. (Spiéak, Panzner, 2004)

Vysvétleni tak rychlé reakce na malé mnozstvi téchto alergent je zfejmé
pravé ve zkfizené reaktivité. Vnimavy jedinec je senzibilizovan nékterou potra-
vinou a pfi dal§im kontaktu s alergenem dochazi velmi snadno k rozvoji alergie.
ZkFizena reaktivita také vysvétluje alergickou reakci po prokazatelné prvnim

kontaktu s alergenem hmyziho jedu. (Spi¢ak, Panzner, 2004)

26



6. Diagnostika alergii

Vlastni alergologickeé vySetfeni se sklada z anamnézy, fyzikalniho klinického
vySetieni, koznich testd, laboratornich testl a podle potfeby testl provokac-

nich, expozi¢nich nebo epikutannich.

6.1. Alergologické kozni testy

Kozni test je ur€eny k detekci pritomnosti protilatek IgE specifickych pro da-
ny alergen. Vyhodou je moznost testovani vice alergenll sou€asné. Kozni testy
jsou relativné bezpecné a standardizované. Zakladnim principem je zavedeni
malého mnozstvi alergenu do epidermis. V pfitomnosti specifickych protilatek
IgE dojde s alergenem k pfemosténi protilatek na povrchu zZirnych bunék. Pre-
mosténi pfes Fc receptory vede k degranulaci, do okoli bunék se uvolni hista-
min a jiné latky, za¢ne syntéza leukotrient a dalSich mediatora. Mediatory zp0-
sobi vasodilataci, zvySi permeabilitu cév. Nasledné dojde k tkariovému otoku,
tvorbé& pupenu a okolnimu zarudnuti. (Spiéak, Panzner, 2004)

Kozni test je provadén pfi podezieni na pfitomnost alergického onemocnéni.
Zpravidla je provadéna sada testu, které zahrnuji soubor nejbéznéjSich inhalac-
nich alergen(. Jsou to jednotlivé alergeny nebo smési pfibuznych a zkfizené
reagujicich latek. Vétsinou jsou to alergeny pylu jarnich ¢asnych bfizovitych
strom0, pyly trav, pyly podzimni (hlavné pelynék), ambrozie, alergeny nejcastéj-
Sich rozto€l a plisni, alergeny zvifeci (zejména kocky a psa). Alergenové ex-
trakty pouzité k testu jsou komercné dodavané roztoky, pokud mozno standar-
dizované. Jakékoliv spektrum alergent musi obsahovat také negativni a pozi-
tivni kontrolu (histamin, kodein), ktera stimuluje sekreci Zirnych bunék. (Spicak,
Panzner, 2004)

Léky mohou ovlivnit vysledky testl, Casto je nutné vysadit napfiklad antihis-
taminika, p. o. kortikoidy, psychofarmaka a dalS$i Iéky pfed koznim testovanim.
(Petrd a kol., 2012)

6.1.1 Druhy koznich testd

Prick test
Na ocisténou a odmasténou pokozku se nanasi kapky alergenového extrak-

tu ve vzdalenosti 3cm od sebe. Musi byt dodrZzena i minimalni vzdalenost od
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lokte 3cm a zapésti 5cm. Po naneseni kapek se pokozZka narusi lancetou, zby-
tek roztoku se odsaje tampdnem, test se odegita pfiblizné za 15minut. (Spigak,
Panzner, 2004)

Intradermalni test

Pokozka je ocCiSténa a desinfikovana. Intradermalné je inzulinovou stfikac-
kou aplikovano 0,02-0,05ml alergenu tak aby vznikl pupen o priméru pfiblizné
3mm. Mezi jednotlivymi testy se dodrzuje 5cm vzdalenost. Vzdalenost od lokte

a zapésti je stejna jako u prick testu, tedy 3cm a 5cm. (Spicak, Panzner, 2004)

6.1.2 Hodnoceni koznich testu

Hodnoceni je provadéno Iékafem po 15 minutach. Hodnoti se pramér pupe-
na a erytému. Za jednoznacné pozitivni vysledek prick testu se povazuje vznik
intradermalniho edému o priméru 3mm a vice. U intradermalnich testu je jed-
noznacné pozitivni vysledek edém o priméru 5mm a veétsi.

Kozni test je vétSinou testem prvni volby. Je to rychld a pomérné spolehliva
metoda pro inhala¢ni alergeny. Senzitivita i specificita je udavana okolo 85%.
(Spiak, Panzner, 2004)

6.2 Laboratorni diagnostika

Laboratorni vySetfeni (vySetfeni in vitro) patfi mezi pomocné vySetfovaci
metody v diagnostice alergii. Jejich vyhodou je jejich bezpeclnost a lepsi sna-
Senlivost. Jsou Siroce vyuzivany Casto také v pripadech, kdy neni mozné pro-
vést klinické testy. K takovym situacim dochazi pfedevsim, kdyz nelze vysadit
IéEbu nebo nelze pacienta testovat in vivo vzhledem k jeho zdravotnimu stavu.

Cast laboratornich metod je zavisla na okamzité analyze vzorku. Jedna se
predevsim o funkéni bunécné testy, vySetieni hladiny ECP (eozinofilni kationic-
ky protein) a tryptazy.

Laboratorni diagnostika alergii je zaméfena na reakce zprostfedkované pro-
tilatkami IgE. Eozinofilie a zvySena hladina celkovych protilatek IgE jsou obvykle
prvni informace pro Iékafe a potvrzuji, Ze se jedna o moznou pfitomnost atopie.

Specificita testl je definovana negativnim vysledkem u osob bez problému,
eliminuje fale$né pozitivni nalezy. Senzitivita je naopak dana pozitivhim vysled-

kem u osob zjevné trpicich danym onemocnénim. Eliminuje faleSné negativni
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nalezy. Zasadni vyznam maji hodnoty cut-off. Jde o hrani¢ni hodnotu, od které
bude bran vysledek jako pozitivni.

Diagnostice pfedchazi preanalyticka faze, ktera zahrnuje pfipravu pacienta na
odbér. Plati obecné zasady. Vyvarovat se od vecera pfed odbérem fyzické na-
maze, lacnit 10-12 hodin pfed odbérem, rano se napit vody (200-300 ml). Od-
bér by mél byt proveden v rannich nebo dopolednich hodinach. (Petrl a kol.,
2012)

6.2.1 Hladina celkovych protilatek IgE

K zakladnim vySetfenim patfi celkové IgE, neni ale spolehlivym voditkem a
to pfedevsim u zavaznych alergickych onemocnéni. Hladina protilatek se
v tomto pfipadé mize pohybovat v normalnich hodnotach. Vzdy je nutné brat v
potaz rizné vékové kategorie. Celkova hladina protilatek IgE je udavana
v jednotkach IU/ml, nékdy jako ng/ml pficemz 11U/ml odpovida 2,4 ng/ml.

PFi nalezu zvySenych hodnot celkovych IgE protilatek je také nutné vyloucit
jiné onemocnéni napfiklad helmintozy, virové infekce, systémova autoimunitni

onemocnéni, imunodeficience a vaskulitidy. (Petrd a kol., 2012)

6.2.2 Hladiny alergen specifickych IgE

V soucCasné dobé patfi vySetfeni alergen specifickych protilatek IgE
k nejrozSifenéjSim rutinnim testlim. Vybér jednotlivych alergent je volen na za-
kladé predchazejici anamnézy pfipadné na zakladé vysledkd koznich testu.

VySetrfeni je indikovano v pfipadech, kdy jsou kozni testy malo jednoznacné,
pfilis riskantni nebo neni mozné je provést vubec. Problematické provedeni
kozZnich testl byva u déti s rGznymi koznimi chorobami, pfi obavach z rozvoje
anafylaktického Soku, u pacientd, ktefi nespolupracuji nebo u malych déti, a
v pfipadech, kdy neni mozné vysadit Iéky interferujici s vysledky testl in vivo.
DalSim problémem provedeni koznich testl je nedostupnost kvalitnich alerge-
novych extraktl se spolehlivym vysledkem. Toto vySetfeni je vhodné i pfi dis-
krepanci mezi anamnézou a vysledkem testu in vivo. Jsou také vyuzivany
k posouzeni u€innosti imunoterapie.

Hlavnim problémem diagnostiky specifickych IgE protilatek je obtizna stan-
dardizace jednotlivych komeréné dodavanych laboratornich souprav, které se

li8i druhem, mnozstvim i vazbou alergenu, pouzitymi substraty a enzymy. DU-
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sledkem téchto odchylek je obtizné porovnani vysledku jednotlivych testu. Pfi
podezfeni na chybnost vysledku je tfeba test zopakovat jinou metodou. Kvalit-
néjSi vysledky jsou dosazeny pouzitim technik s vysokou vazebnou kapacitou
nosiCe alergenu nebo v kapalném prostiedi. Tyto techniky vyuzivaji analyzatory
Uni Cap, Immulite 2000 a dalSi. Vysledky téchto metod se odviji od konkrétniho
vySetfovaného alergenu. Pfitomnost specifickych IgE protilatek prokazuje sen-
zibilizaci pacienta. Alergen nemusi vyvolavat klinické pfiznaky. (Petrd a kol.,
2012).

Hodnota specifickych IgE protilatek je udavana bud semikvantitativné v tzv.
RAST tfidach, nebo kvantitativné v IU/ml.

Tabulka Cislo 1 ukazuje vztah hodnoty specifického IgE v kU/l a RAST tfidy
(RAST= radio- alergologicky sorbent test)

Specifické IgE v kU/I TFida pozitivity Hodnota s IgE

< 0,35 1U/ml RAST tfida 0 Negativni
0,35-0,70 1U/ml RAST tfida 1 Nizka

0,70-3,50 IU/ml RAST tfida 2 Stredné pozitivni
3,50-17,5 Iu/ml RAST tfida 3 Vysoka
17,5-50,0 1U/ml RAST tfida 4 Velmi vysoka
50,0-100 IU/ml; RAST tfida 5 Velmi vysoka

> 100 IU/ml RAST tfida 6 Velmi vysoka

Tabulka Cislo 1. Rast tridy a specifické IgE

PFi ur€ovani specifickych IgE se vyuzivaji i screeningové skupinové testy,
které detekuji pfitomnost senzibilizace na nékolik alergent v jednom kroku.
Jsou to napfiklad rizné druhy potravin nebo inhalacni alergeny. Teprve pak
nasleduje roztestovani jednotlivych alergen- specifickych IgE protilatek na kon-
krétni alergeny. U IékU, latexu, ovoce a zeleniny je znama nizka senzitivita téch-
to alergen- specifickych protilatek.

V diagnostice specifickych protilatek IgE klasickymi metodami je vyuzivano
alergenovych extraktd. Alergenové extrakty jsou ziskané z riznych zdroju, jako
jsou pylova zrna, hmyzi jedy nebo potraviny. Problematicka je jejich standardi-
zace vzhledem k nesourodému vyskytu alergent v téchto zdrojich. Molekularné

Cisté alergeny Ize ziskat pomoci rekombinantnich metod nebo jako purifikované
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alergeny z pfirodnich zdroja. Takto ziskané alergeny jsou pfesné definované a
jsou vhodné pro standardizaci.

Techniky vyuzivajici takto cilené pfipravené alergeny jsou oznacovany jako
CRD (component- resolved in vitro diagnosis). Pomoci CRD je mozné ziskat
poznatky o mozné zkfizené precitlivélosti i na dalSi alergenové zdroje. Napfi-
klad u pacienta pfecitlivélého na alergen Bet v 2, tedy na profilin pylu bfizy, je
predpoklad precitlivélosti i na profilin z jinych zdroju jako jsou jablka, broskve a
ofisky. (Ballmer-Weber B. K. et al.,2005)

Interpretace vysledkl alergen specifickych IgE neni vzdy snadna. Problema-
tické je detekovani specifickych IgE protilatek u pacientd s extrémné vysokymi
hladinami celkového IgE. V téchto pfipadech dochazi Casto k faleSné pozitivité
vysledkl. Naopak faleSné negativni vysledky mohou byt detekovany pfi odbéru
provedeného pfilis brzy po prodélané tézké alergické reakci, kdy jsou alergen-
specifické protilatky ze séra vyCerpany. Doba, za kterou dojde k obnoveni proti-
latek, neni zcela jasné ur€ena. Studie udavaji rozmezi 2-6 tydn(l. (Petru a kol.,
2012)

V soucasné dobé jsou pouzivany rlizné principy testl pro stanoveni speci-
fickych IgE, které jsou modifikaci prvni diagnostické metody z radio-

alergosorbent testu. (Bartrikova, Paulik a kol., 2005)

RAST(radio-alergosorbent test)

Princip stanoveni specifickych IgE je zaloZen na kovalentni vazbé alergenu
na nitrocelulézovou pevnou fazi, kterou byva papirovy disk. Disk je inkubovan
s vySetfovanym sérem. BEhem inkubace dochazi k navazani specifickych IgE
na disk. Po inkubaci je disk promyt a inkubovan s protilatkou proti IgE ktera je
oznacena izotopem jodu I'*. Intenzita radioaktivity je pfimo umérna mnozstvi

specifickych IgE. (Humplova, 2005)

ELISA

VétSina v sou€asnosti vyuzivanych testu je zalozena hlavné na principu
ELISA (Enzyme — Linked Immuno Sorbent Assay). Metody je mozné rozdélit
napfiklad podle zplsobu vazby alergenu na pevnou nebo kapalnou fazi. (Bar-
tinkova, Paulik a kol., 2005)
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UniCAP®Pharmacia — vazba alergenu na pevnou fazi (obrazek Cislo 4)
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Alergen je kovalentné vazany na pevné fazi, rea-
guje se specifickymi IgE protilatkami ve vzorku paci-

enta.

Nespecifické IgE protilatky se vymyiji. Pfidané
protilatky proti IgE, znaené enzymem vytvofi kom-

plex.

Po inkubaci jsou nenavazané enzymem znacené
protilatky proti IgE vymyty a navazany komplex je

inkubovan s fluorescenénim substratem.

Po zastaveni reakce je méfena fluorescence
v eluatu. Cim vy3si fluorescence, tim vice je specific-

ké IgE protilatky pfitomno ve vzotku pacienta.

Obrazek Cislo 4: UniCAP®Pharmacia — princip testu (zdroj

www.phadia.com)

V roce 1992 byla uvedena na trh technologie ImmunoCAP firmy Pharmacia

a pozdéji UniCAP™  ktera je dodnes povazovana za ,zlaty standard“ mezi
technikami stanovujicimi specifické IgE (viz obrazek €islo 5). Jeji vyhodou je
vysoce kapacitni vazebny sorbent ve specialnim kaliSku (viz obrazek ¢islo 6).

Sorbent je trojrozmérny polymer s velkym vnitfnim povrchem. Sorbent umoznu-
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je navazat na svuij povrch minimalné tfikrat vice alergenu nez aktivované papi-
rové disky nebo az padesatkrat vice nez bézné plasty pouzivané jinymi vyrobci.
Extrémné vysoka vazebna kapacita zajiStuje navazani vSech protilatek nezavis-
le na jejich afinité a zaroven eliminuje nespecifické vazby. U této metody je za-
jisténa dostatecna citlivost pro stanoveni i velmi nizké koncentrace IgE protila-
tek. Detekce je zprostfedkovana pomoci anti- IgE protilatek znacenych enzy-
mem [-galaktosidazou. Do smési je pfidavan fluorescencni substrat, ktery je
enzymaticky preménén galaktosidazou a fluorescen¢ni produkt, ktery je de-
tekovan. Rozsah méfeni je od 0,35 [U/ml — 100 IU/ml. (Humplova, 2005)

Pro tuto metodu jsou jiz dostupné testy vyuzivajici rekombinantnich alerge-

na (viz. Seznam). Pfevzato z (www.thermoscientific.com/phadia).

Travni pyly

nCyn d 1 Bermuda grass Cynodon dactylon g216
rPhl p 1 Timothy Phleum pratense g205

rPhl p 2 Timothy Phleum pratense g206

nPhl p 4 Timothy Phleum pratense g208

rPhl p 6 Timothy Phleum pratense g209

rPhl p 7 Timothy Phleum pratense g210

rPhl p 11 Timothy Phleum pratense g211

rPhl p 12 Profilin, Timothy Phleum pratense g212
rPhl p 1, rPhl p 5b Timothy Phleum pratense g213
rPhl p 7, rPhl p 12 Timothy Phleum pratense g214
rPhl p 5b Timothy Phleum pratense g215

Pyly plevelt

nAmb a 1 Ragweed Ambrosia elatior w230

nArt v 1 Mugwort Artemisia vulgaris w231

nArt v 3 LTP, Mugwort Artemisia vulgaris w233
rPar j 2 LPT, Wall pellitory Parietaria judaica w211
nSal k 1 Saltwort Salsola kali w232

Stromové pyly

rBet v 1 PR-10, Birch Betula verrucosa t215

rBet v 2 Profilin, Birch Betula verrucosa t216
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rBet v 4 Birch Betula verrucosa t220

rBet v 6 Birch Betula verrucosa t225

rBet v 2, rBet v 4 Birch Betula verrucosa t221

nCup a 1 Cypress Cupressus arizonica t226

rOle e 1 Olive Olea europaea t224

Mikroorganismy

rAlt a 1 Alternaria alternata m229

rAsp f 1 Aspergillus fumigatus m218

rAsp f 2 Aspergillus fumigatus m219

rAsp f 3 Aspergillus fumigatus m220

rAsp f 4 Aspergillus fumigatus m221

rAsp f 6 Aspergillus fumigatus m222

Zvireci, kozni proteiny

nBos d 6 BSA, Cow Bos spp. €204

rCan f 1 Dog Canis familiaris e101

rCan f 2 Dog Canis familiaris e102

nCan f 3 Dog serum albumin Canis familiaris e221

rCan f 5 Dog Canis familiaris €226

rFel d 1 Cat Felis domesticus €94

rFel d 4 Cat Felis domesticus €228

rEqu ¢ 1 Horse Equus caballus e227

nFel d 2 Cat serum albumin Felis domesticus €220

nSus s Pig serum albumin, Swine Sus scrofa e222

Hmyz

nDer p 1 House dust mite Dermatophagoides Pteronyssinus d202

rDer p 2 House dust mite Dermatophagoides Pteronyssinus d203

rDer p 10 Tropomyosin, House dust mite Dermatophagoides Pteronyssinus
d205

Jedy

rApi m 1 Phospholipase A2, Honey bee Apis mellifera i208

rVes v 1 Phospholipase A1, Common wasp Vespula vulgaris i211

rVes v 5 Common wasp Vespula vulgaris i209

rPol d 5 Paper wasp Polistes dominulus i210

Profesni alergeny
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rHev b 1 Latex Hevea brasiliensis k215

rHev b 3 Latex Hevea brasiliensis k217

rHev b 5 Latex Hevea brasiliensis k218

rHev b 6.01 Latex Hevea brasiliensis k219

rHev b 6.02 Latex Hevea brasiliensis k220

rHev b 8 Profilin, Latex Hevea brasiliensis k221
rHev b 9 Latex Hevea brasiliensis k222

rHev b 11 Latex Hevea brasiliensis k224
Profesni alergeny / enzymy

Alkalase Bacillus spp. k205

nAna c 2 Bromelain, Pineapple Ananas comosus k202
nAsp o 21 alpha-amylase Aspergillus oryzae k87
nCar p 1 Papain, Papaya Carica papaya k201
nGal d 4 Lysozyme, Egg Gallus spp. k208
Maxatase Bacillus licheniformis k204

Savinase Bacillus spp. k206

nSus s Pepsin, Swine Sus scrofa k213
Potraviny

rAct d 8 PR-10, Kiwi Actinidia deliciosa 430
rApi g 1.01 PR-10, Celery Apium graveolens f417
rAra h 1 Peanut Arachis hypogaea f422

rAra h 2 Peanut Arachis hypogaea 423

rAra h 3 Peanut Arachis hypogaea f424

rAra h 8 PR-10, Peanut Arachis hypogaea 352
rAra h 9 LTP, Peanut Arachis hypogaea f427
rBer e 1 Brazil nut Bertholletia excelsa f354
nBos d 4 alpha-lactalbumin, Milk Bos spp. f76
nBos d 5 beta-lactoglobulin, Milk Bos spp. f77
nBos d 8 Casein, Milk Bos spp. f78

nBos d Lactoferrin, Milk Bos spp. f334

rCor a 1 PR-10, Hazel nut Corylus avellana f428
rCor a 8 LTP, Hazel nut Corylus avellana f425
rCyp ¢ 1 Carp Cyprinus carpio f355

rGad c 1 Cod Gadus morhua f426
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nGal d 1 Ovomucoid, Egg Gallus spp. 233

nGal d 2 Ovalbumin, Egg Gallus spp. 232

nGal d 3 Conalbumin, Egg Gallus spp. 323

rGly m 4 PR-10, Soy Glycine max f353

nGly m 5 beta-conglycinin, Soy Glycine max f431
nGly m 6 Glycinin Glycine max 432

rPen a 1 Tropomyosin, Shrimp Penaeus aztecus 351
rPru p 1 PR-10, Peach Prunus persica f419

rPru p 3 LTP, Peach Prunus persica f420

rPru p 4 Profilin, Peach Prunus persica f421

rTri a 19 Omega-5 Gliadin, Wheat Triticum spp. f416
Ostatni

MUXF3 CCD, Bromelain 0214

Obrazek ¢Cislo 5. Analyzator UniCAP™,
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Obrazek Cislo 6. Reakcni kaliSek analyzatoru UniCAP™.

Immulite® 2000 — vazba alergenu v kapalné fazi (obrazek €islo 7)

Jedna se o stolni analyzator. Reakce probiha ve specialni reakéni kyveté,
v niz je kuli¢ka potazena biotinem. Kyveta slouzi jako reakéni nadobka po celou
dobu testu od prvni inkubace az po méfeni signalu. K vazbé alergenu a speci-
fického IgE dochazi v roztoku a vysledny imunokomplex je vazan avidinem na
biotin kuli¢ky. K detekci reakce se pfidava anti-IgE protilatka zna¢ena alkalickou
fosfatazou. DalSim krokem je hydrolyza dioxetanového substratu alkalickou fos-
fatdzou za vzniku chemiluminiscence (viz obrazek €islo 7). Vysledky jsou uda-
vany v kUI/l. (Humplova, 2005)

Analyzator Immulite® 2000 zatim nevyuziva k analyze rekombinantni aler-
geny.

Na obrazku Cislo 8 je tento analyzator vyfocen. Obrazek Cislo 9 ukazuje an-

tiséra, alergeny a zasobniky kuliCek analyzatoru Immulite.
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Obrazek Cislo 7: Immulite®2000 — princip testu (zdroj www.medical.siemens.com)
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Obrazek Cislo 8. Analyzator Immulite® 2000

Obrazek ¢Cislo 9: Immulite®2000 — zasobniky antisér, alergent a reakcnich

kulicek
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6.2.3 Funk¢ni bunécéné testy

Alergeny vyvolavaiji aktivaci bazofili pfedevsim prostfednictvim pfemosténi
specifickych IgE navazanych na jejich povrchu. V pribéhu aktivace dochazi
k expresi, tedy vyjadfeni znaku CD63 na povrchu buné&né membrany bazofilu.
Tento znak CD63 Ize znacit monoklonalni protilatkou a detekovat pritokovym
cytometrem. (Honzova, 2004)

Principem téchto laboratornich testl je stimulace krevnich bazofill alerge-
nem. Aktivaci bazofild je mozné hodnotit analyzou mediatort uvolfiovanych do
okoli bazofild. Jedna se o histamin nebo sulfidoleukotrieny. Nevyhodou testu
méficich uvolnéni mediatorl je nutnost izolace bunék na hustotnim gradientu,
pfi které hrozi nespecificka stimulace bazofilt. V pIné krvi jsou méfeny i media-
tory z jinych bunék (monocytl,eozinofil(l). Druhym zplsobem testovani je sle-
dovani membranovych znakl charakteristickych pro aktivované bazofily. Test je
oznacovan jako BAT tedy test aktivace bazofilt.(Al De Weck, 2008)

BAT

Principem testu je sledovani exprese znaku CD63 na bazofilech po inkubaci
s alergenem (viz obrazek Cislo 10). CD63 je protein cytoplazmatickych granuli
klidovych bunék. Po inkubaci bazofilll s alergenem dochazi k jejich aktivaci pro-
stfednictvim jejich vysokoafinniho receptoru. Aktivace je provazena expresi
CD63 na bunétné membrané. Exprese CD63 na povrchu bazofili velmi dobre
koreluje s jejich degranulaci. Po inkubaci vzorku s alergenem je pfidana proti-
latka oznacujici bazofily (anti-IgE, anti-CD203). Pfed méfenim je provedena
lyza erytrocytll. Méfeni je provadéno v pratokovém cytometru. Vysledkem je
procento aktivovanych bazofill z celkového poctu pfitomnych bazofill. Stimula-
ce bazofill je provadéna vodnymi roztoky alergenu, s vyhodou Ize vyuZzit rozto-
ky rekombinantnich alergend, které jsou pfesné molekulové definovany.

Pfi stanoveni alergie na inhala¢ni alergeny pomoci BAT je udavana senziti-
vita 91% az 93% a specificita 98% az 100%.

Test BAT pro potravinové alergeny je vyrazné senzitivnéjsi i specifitéjSi nez
test specifickych IgE. Oba parametry jsou udavany mezi 80% az 90%.

U vySetfeni alergie na latex je BAT povazovan za vysoce spolehlivy, repro-
dukovatelny, s uspokojivou senzitivitou (80-90%) a s vysokou specifitou az

100%. Stejné uspésné je i vySetfeni alergie na hmyzi jedy.
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BAT se zda byt vhodnou metodou pro diagnostiku alergii. Ukazuje se, Ze
BAT ma dokonce vySsi senzitivitu nez Siroce uzivané vySetifeni alergen speci-
fickych IgE. (Honzova, 2004)

-

A

e
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Obrazek Cislo 10: Aktivace bazofilt (zdroj: www.exbio.com)

6.2.4. Microarray

Metoda microarray provadéna na sklenéné nebo silikonoveé desti¢ce, na niz
je v malém bodé navazano spousty bilkovinnych molekul, tzv. €ip. V pfipadé
vySetieni alergie jsou na destiCku navazany rekombinantni alergeny. K oznace-
ni navazanych protilatek se pouziva vétsinou fluorescencni barvivo. Fluores-
cence je detekovana. (Harwanegg, 2003) Schématicky je tato metoda zobraze-
na na obrazku Cislo 11.

Microarray systémy mohou zachytit z jedné kapky materialu (napf. séra)
specifické IgE protilatky proti desitkam az stovkam alergen(. Jejich nevyhodou
je zatim vysoka cena vySetfeni. Dosud nevyfeSenym problémem je odliSeni
klinicky vyznamné protilatky od klinicky nevyznamnych, které jsou pouze znam-
kou senzibilizace, €i jsou detekovany laboratornim vySetfenim jako dusledek

zkfizené reakce na pfibuzné alergeny. (Honzova, 2009)
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Obrazek ¢islo 11. Schéma technologie microarray

(www.thermoscientific.com/phadia)

V soucCasné dobé jsou komeréné dostupné technologie umozniujici stanovit
specifické IgE proti 103 alergennim molekulam. Vysledky testovani téchto me-
tod byly slibné. Testy vykazovaly vysokou specifitu a senzitivit a dobfe korelova-

ly s jiz existujicimi konven&nimi testy. (Sanz, 2011)

Diagnostika je provadéna pomoci alergenovych sloZek (component - resol-
ved diagnosis, CRD). U nékterych alergent mlze byt senzitivita metodiky
microarray nizSi v disledku nedostatecné glykosylace proteinli v bakterialnich
systémech pouzivanych k jejich produkci. Nedostate¢na glykosylace muze mit

vyznam pfi vazbé na IgE. (Sanz, 2011)

7. Konkrétni priklad vyuziti rekombinantnich alergenti

7.1. Kazuistiky

Kasuistika €. 1 — Pacientka 21 let

Atopicky ekzém se projevil od osmého mésice véku, zhorSoval se
v souvislosti se zafazenim kravského mléka, vejce a celeru do stravy. Od 5 let
meéla pacientka pfiznaky polinosy (alergicka ryma, konjunktivitida) v jarnich az
letnich mésicich. Od 6 let se pfidaly projevy astma bronchiale. V poslednich asi

2 letech u pacientky doslo ke zhorSeni atopického ekzému zejména v obliCeji
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s projevy dermatitidy perioralné. Pocituje paleni a svédéni v dutiné ustni po né-
kterych potravinach, z téchto pfiznaku podezfiva kiwi, syrova jablka. Dietu do-
drzuje jen Castecné. Vyrazné zhorSeni ekzému v obliCeji pozorovala ve vanoc-
nim obdobi.

Vysetreni:

V koZnich prick testech s inhalaCnimi alergeny pacientka vyrazné pozitivhé
reagovala na pyly bfizovité, travy a obili.

Kozni prick testy se zasobnimi alergeny (Alyostal) diagnostikovaly pouze
hrani¢né celer, testy se syrovymi potravinami poukazaly vyrazné pozitivni reakci
na mrkev, celer, petrzel, slabé pozitivni reakci na jablko a raj¢e. Hodnoty jsou
uvedeny v tabulce Cislo 2.

Celkové IgE bylo vyrazné zvySeno (1 155 IU/ml).

Byly nalezeny i vysoké hodnoty specif. IgE na pyly (bfiza>100, bojinek
>100, jilek >100, srha >100, zZito>100, pelynék 1.4, Derm. pter 0.1, Derm. fari-
nae 0.22 U/ml). Specifické IgE potraviny jablko 3.96, celer 4,66, mrkev 4,22
u/ml.

Vysetfeni rekombinantnich alergent prokazalo vysoce pozitivni reakci na
Bet v 1, negativni reakci na profiliny (Bet v 2, Phl p 12), vysoce pozitivni reakci

na Dau c 1 pozitivita na Api g 1. Hodnoty ukazuje tabulka Cislo 3.

Alyostal syrova potravina
Pozitivni kontrola 10/ 25 8/ 20
Negativni kontrola 0 0
Mrkev 0 10/25
Celer 3/5 5/15
Petrzel Test neni k dispozici 10/20
Jablko 0 3/5
Rajské jablko 0 3/5

Tabulka cislo 2. Vysledky kozZnich testu, pupen / zarudnuti. (cm)
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Alergen specif. IgE

(rekombinantni) (U/ml) BAT (%) Komentar
Betv 1 100 90 vyrazné pozitivni
Betv 2 0,49 1.4 negativni
Phlp1 100 | - vyrazné pozitivni
Phl p 12 048 | - negativni
Maldl | - 4 negativni
Apigl 196 | - pozitivni
Dauc1 | = - 86 vyrazné pozitivni

Tabulka ¢islo 3. Vysledky rekombinantnich alergent specifickych IgE a vy-
sledky testu BAT.

Zaver:

Jedna se o pacientku s pylovou alergii, pfecitlivélost na potraviny je dana
zkfizenou reakci mezi alergeny v ramci rodiny Bet v 1.

Pacientce byla doporucena dietni opatfeni s Uplnou eliminaci syrové zeleni-
ny zejména mrkve, omezeni jablka, ofiSkl. Pacientka byla upozornéna na moz-
né riziko rozsSifeni reakce na dalSi potraviny se zkfizenou reakci s hlavnim aler-
genem bfizy (Bet v 1) — stromové ofechy, syrové brambory, hruska, tfedné, me-

rurika, broskev.

Kasuistika €. 2 — pacientka 45 let

Pacientka je 1éCena fadu let pro polin6zu s klinickymi projevy alergické rymy
a alergickeé konjunktivitidy s potizemi v obdobi duben az Cerven. Trpi opakujici-
mi se zanéty hornich cest dychacich, pro ¢asté anginy ji byly chirurgicky od-
stranény mandle. Radu let ma projevy potravinové alergie s obrazem alergické-
ho oralniho syndromu. Udava potiZe po poziti syrového jablka, mrkve a lisko-
vych ofisku. Ke zhorSeni potravinové alergie dochazi v prubéhu poslednich
dvou let, reakce se rozsifila na dalSi ovoce (merunky, tfeSné, syrovou zeleninu).

Po poziti syrové mrkve se objevila i kozni reakce. Potize zaCal pacientce vyvo-
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lavat i celer a to jak syrovy, tak vareny. Po jeho konzumaci dava bolesti bficha,
prujmy.

VysSetreni:

Kozni prick testy vyrazné pozitivni bfiza, liska, olSe, habr, smés trav a zito.
Vyrazné pozitivni pelynék (pupen 8 mm, erytém 10 mm). Kozni prick testy
s potravinami (Alyostal) pozitivita na mrkev (5/6), celer (3/4), meruriky, jablko
negativni.

Vysledek laboratorniho vySetfeni celkového IgE byl 128 1U/ml.

Specifické IgE prokazaly vyznamné zvySeni protilatek na pyl bfizy, bojinku,
Zita i pelynku. Specifické IgE na vybrané potraviny ukazaly mirné zvySenou
hodnotu s liskovym ofiSkem (1,5 U/ml), mrkev (1,22 U/ml), hrani¢ni hodnoty pro
celer (0,42 U/ml). Negativni vysledek byl pro petrzel (0,1 U/ml), jablko (0,25
U/ml), arasidy (0,15 U/ml). Viz tabulka &islo 4.

Vysetfeni pomoci testu aktivace bazofill se zasobnimi alergeny (Alyostal) a
vySetfeni s rekombinantnimi alergeny prokazalo silné pozitivni reakci na Betv 1
I na Bet v 2, pozitivni reakci na celer, silné pozitivni reakci na Api g 1, silné pozi-
tivni reakci na mrkev, mirné pozitivni reakci na Dau c 1. Viz tabulka Cislo 5.
Tabulka Cislo 4. Vysledky specifickych IgE. (1U/ml)

Bfiza > 100
Liska 2.3
Bojinek 12
Zito 18
Pelynék 17
lisk.oFisky 1.5
Mrkev 1.22
Celer 0.42
Petrzel 0.1
Jablko 0.25
Arasidy 0.15
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Alergen Test aktivace basofill Komentar
Bfiza 81 % pozitivni

Betv 1 95 % silné pozitivni
Betv 2 94 % silné pozitivni
Travy smés 90 % pozitivni
Pelynék 87 % pozitivni
Mrkev 74 % pozitivni
Daucl 38 % mirné pozitivni
Celer 88 % pozitivni
Apig1l 95 % silné pozitivni

Tabulka Cislo 5. Vysledky testu aktivace bazofili.

Souhrn:

Pacientka trpi pylovou alergii s klinickymi projevy potravinové alergie. Byla
prokazana precitlivélost na pyly stromu (bfizovité) trav i pelyriku. Pomoci vySet-
feni s rekombinantnimi alergeny byla zjiSténa reakce jak na hlavni alergen bfizy
(Bet v 1), tak na vedlejSi alergen bfizy (profilin Bet v 2). Potravinova alergie je
zpusobena zkFiZzenou reakci mezi alergeny jak skupiny hlavniho alergenu bfizy
(Api g 1, Dau c 1), tak ve skupiné profilinu (Ize pfedpokladat reakci u celeru na
Api g 4, u mrkve Dau c 4, buraki Ara h 5i dalSich).

Pacientka byla pou¢ena o nutnosti dietnich opatieni a informovana o riziku
spojeném s alergii na profiliny, které mohou byt ¢aste¢né termostabilni a ¢as-
te€né odolné vuci travicim enzymim. Pacientka byla pouc¢ena o mozném riziku i

Vv s

pohotovostnimi léky.
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7.2.Vysledky laboratorniho vysetreni

Pacient ¢islo 1 — 31let, muz.

ALERGENY - Bazotest

BAT negativni kontrola [*] 43 % 0.0-10.0 Heparin 91439
— BAT pozitivni kontrola %] 97,1 % 15.0-100 Heparin 91439
BAT bilek vaje¢ny [-*] 6,4 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT mléko kravské [-*] 45 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT mouka p$eniéna [ 81,8 % 00-15.0 Heparin 91439
BAT mouka Zitna =] 54,6 % 00-15.0 Heparin 91439
BAT treska -] 11,2 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT séja ]! 34,2 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT Phl p1 (rek.alergen) (&= ]] 90,9 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT Bet v1 (rek.alergen) [-*] 49 % 0.0-15.0 Heparin 91439
BAT Bet v2 (rek.alergen) -] 55 % 0.0-15.0 Heparin 91439
ALERGENY - specifické IgE, IgG
# sIgE bilek vaje¢ny [-* 0,10 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE miéko kravské [-*] < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE mouka p$eni¢na [-* < 0,0 U/mi 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE mouka Zitna [-*] < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE ofechy burské *] < 010 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE ofechy liskové [~] < 010 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE ofechy vlasské ’ [~] < 010 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE mak [-* < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
#sIgE treska [~ < 010 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
#sIgE s6ja [~] < 010 U/mi 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rPru p3 LTP (rek.alergen) [~] < 035 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
#sIgE med [-*] 0,16 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235

Specifické IgE testy nevykazovaly vyrazné zvySené hodnoty, az test BAT

poukdazal na senzibilizaci na Phl p 1, coz je hlavni alergen z bojinku.

Pacient &islo 2 — 7 let, muz

ALERGENY - specifické IgE, IgG

# sIgE bilek vaje¢ny [-)* 0,35 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE Zloutek vaje¢ny ] < 010 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE mléko kravské [ < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE ofechy burské [-]! > 100,00 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
T slgE rAra h1 (rek.alergen) [-]! > 100,00 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rAra h9 (rek.alergen) [ < 035 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE srha [-]! 3,68 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE bojinek (=] 2,79 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE bfiza [-*] 0,11 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE ambrosie pelyfikolista [-*] < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE pelyné&k Eernobyl [-*] < 0,0 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235

Po analyze specifického IgE, bylo poZzadovano testovani rekombinantnimi
alergeny, které poukazaly na zvySenou citlivost na rAra h 1, coz je zasobni bil-
kovina arasida, podobna proteinim v soje, vla§skych ofesich, CoCce a
v sezamoveém ofiSku. Tato bilkovina patfi do skupiny vicilind a je velmi odolna

proteolyze (dano tercialni strukturou).
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Pacient ¢islo 3 — 24 let, zena

ALERGENY - specifické IgE, IgG
# sIgE tomka

# sIgE srha

# sIgE kostfava

# sIgE jilek

# sIgE bojinek

# sIgE bfiza

# sIgE pelynék Eernobyl

# sIgE Dermatophagoides pteronyssinus
# sIgE nDER p1 (rek.alergen)

# sIgE nDER p2 (rek.alergen)

sIgE rDER p10 (rek.alergen)

# sIgE Dermatophagoides farinae

# sIgE epitel kotka

# sIgE Cladosporium herbarum

# sIgE Alternaria tenuis

Testy s rekombinantnimi alergeny ukazaly, Ze pacientka je senzibilizovana

alerggenem roztoce Der p 2.

-
1!
]!
-1
-1
<
-".]
-1
-1
-1t
<
-
-

<

<

Pacient ¢islo 4 — 8 let, muz

ALERGENY - specifické IgE, IgG
# sIgE smés-Inhala¢ni panel 6 -*]

< 0,0

0,94
1,12
1,74
1,65
12
0,10
0,20
12,30
3,00
22,80
0,35
18,10
1,02
0,10
0,10

U/mli

U/ml
U/ml
U/ml
U/mli
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/mli

0.00-0.35

SloZeni smési: cladosporium herbarum, bojinek lucéni, alternaria tenuis, bfiza bradavicnaté, pelynék éernobyl

# sIgE D tophagoides pteronyssinus [
# sIgE nDER p1 (rek.alergen) [
# sIgE nDER p2 (rek.alergen) [t
sIgE rDER p10 (rek.alergen) ]
sIgE kys. acetylsalicylova ]

Testy s rekombinantnimi alergeny ukazaly na senzibilizaci na hlavni alerge-

ny rozto¢e Der p 1 a Der p 2.

22,20
21,30
56,10
< 035
< 035

Pacient Cislo 5 — 54 let, muz

ALERGENY - specifické IgE, IgG

# sIgE ofechy liskove (=]
# sIgE jablko 4
# slgE bojinek -*]
sIgE rPhi p1 (rek.alergen) -+
sIgE rPhl p12 (rek.alergen) [-*]
# sIgE bfiza -1
sIgE rBet v1 (rek.alergen) -1
sIgE rBet v2 (rek.alergen) -+
# sIgE pelyné&k cernoby! -

<

1,92
0,13
0,10
0,35
0,35
18,00
5,39
0,35
0,11

U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/mli
U/ml
U/ml
U/ml
U/ml

U/ml
U/ml
U/ml
U/ml
U/mi

0.00 -
0.00 -
0.00 -
0.00 -
0.00 -
0.00 -
0.00 -
0.00-
0.00 -

0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35

0.35
0.35
035
035
035
0.35
0.35
0.35
0.35

0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35
0.00-0.35

Sérum

Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum

Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235
Sérum 91235

Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum
Sérum

91237

91235
91235
91235
91235
91219

Rekombinantni alergeny odhalily senzibilizaci pacienta na hlavni alergen

bfizy, Bet v 1, s timto nalezem souvisi také senzibilizace na liskové ofechy.
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91235
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Pacient ¢islo 6 — 19 let, zena

ALERGENY - specifické IgE, 1gG

# sIgE bojinek -]t > 100,00 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rPhl p1 (rek.alergen) -1 62,50 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rPhl p12 (rek.alergen) -1 1,57 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE briza - 25,00 U/mli 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rBet v1 (rek.alergen) ]! 9,32 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
sIgE rBet v2 (rek.alergen) (=] 2,11 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235
# sIgE pelynék ernobyl 1! 22,70 U/ml 0.00-0.35 Sérum 91235

Rekombinantni alergeny prokazaly senzibilizaci na hlavni alergen bfizy (Bet
v 1) a bojinku (Phl p 1), ale i na profiliny (Bet v 2, Phl p 12).

8. Shrnuti a zaver

Uziti vhodného panelu rekombinantnich alergent umoznilo zlepSit tradi¢ni
diagnostické techniky stanoveni specifickych IgE. ZvySila se senzitivita a repro-
dukovatelnost testu a také stabilita alergend. (Sanz, 2011)

Novou slibnou moznosti diagnostiky je vyuziti rekombinantnich alergent s
expozici efektorovych krevnich bunék nesoucich na svém povrchu navazané
protilatky IgE. (Honzova, 2009)

Diky rekombinantnim alergenim a vyvoji novych velkokapacitnich matric
s pevnou fazi (microarray), bude mozné zlepsit diagnostiku alergii a to zejména
alergii na potravinové alergeny. (Sanz, 2011)

Diagnostika zkfizené alergie je mozna pravé diky objevu rekombinantnich
alergenu.

Rekombinantni alergeny mohou charakterizovat alergii véetné moznych ri-
zik, upozornit na mozna rizika zavazné alergické reakce, vysvétlit pacientovi
dlvod jeho potizi, doporucit vhodna rezimova a dietni opatieni, indikovat co

nejpresnegji alergenovou imunoterapii.
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