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Uvod

Alergie je ozna¢ovana za nemoc stoleti. Zejména v poslednich desetiletich vyrazné stoupa
pocet osob, které trpi alergickym onemocnénim. V pribéhu zivota se vlivem okolniho
prostiedi neustale imunizujeme vii¢i riznym podnétiim, at’ se jedna o plisn€, houby, rizné
chemické toxiny nebo napiiklad potraviny. Imunitni systém zdravého jedince si i pfi
opakovaném setkani s alergenem sam poradi, ov§em v piipadé¢ nemocného jedince imunitni
systém funguje jinak. Po kontaktu s alergenem si vytvofi protilatky, které pii dal$im setkani
vyvolaji alergickou reakci. Alergie nepatfi mezi Zivot ohroZujici onemocnéni, pfesto
pacienty nepfiznivé ovliviiuje po cely jejich zivot. Jedna se tedy nejen o zdravotni, ale
I ekonomicky a spolecensky problém, ktery se snazi vyfesit fada odbornych spolecnosti.
Zvysujici se rozvoj alergii je pfisuzovan ekonomické a hygienické tirovni spole¢nosti. Jako
paradox se proto muze zdat, ze ¢im vyspé€lejsi civilizace, tim vy$si pocet alergikd. Mezi dalsi
divody vzniku alergie patii znecisténé ovzdusi, Spatnd zivotosprava, nedostatek pohybu,

stres nebo nadbyte¢né uzivani 1éka.

Fenoménem soucasnosti jsou zkiizené alergie. Jedna se o stav, kdy protilatky proti
imunoglobulinu E vytvofené v organismu jedince reaguji na strukturné velmi podobné
aminokyseliny obsazené v jinych alergenech. Tyto zkfizené reaktivity mohou zpusobit,
Ze pacient alergicky na pyl biizy bude reagovat naptiklad i na pyly trav. Dalsim typickym
ptikladem je alergie soucasné na pyl a potravinu, kdy ¢lovéku mize vadit nejenom pyl
pelynku, ale také celer, mrkev nebo petrzel. Klinicky se zk¥izena alergie projevuje spiSe
mirné (naptiklad ordlné alergickym syndromem), ale miize dojit az k anafylaktickému Soku.
K urceni diagnozy zkiizené alergie se vyuzivaji testy zalozené na stanoveni specifickych

imunoglobulini E, nej¢astéji se jedna o metodu ELISA.

rowr

V teoretické Casti bakalarské prace bylo cilem popsat problematiku alergii, jeji klinické
projevy, diagnostiku a 1é¢bu. Nasledujici ¢ast prace je zaméfena piedev§im na oblast

zktizenych alergii.

Prakticka ¢ast je zaméfena na stanoveni specifickych IgE na pevné fazi pomoci metody
ImmunoCAP ISAC. Piedem byl vybran soubor sedmi pylovych alergenii a retrospektivni
analyzou byly vypracovany senzibiliza¢ni profily pacientii FN Plzein. U pacientii se nasledné
stanovilo, zda se u nich jedna o zktizenou alergii mezi jednotlivymi pylovymi alergeny, ¢i

nikoliv.
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1 Alergie

Termin alergie oznacuje nepfiméienou a prehnanou reakci imunitniho systému jedince na
latky, se kterymi se doposud setkdval v béZzném prostiedi. Nejcastéji se jedna o latky

zevniho (exogenniho) ptivodu (Litzman, a dalsi, 2001).

Alergii popsal jiz v 5. stoleti pfed nasim letopoc¢tem Hippokrates, ktery diagnostikoval astma
a rovnéz objevil existenci potravinovych alergii. Zjistil totiz, ze syr je pro mnohé
pochoutkou, avSak u nékterych 0sob jeho pozieni vyvola téZkou alergickou reakci.
V roce 1905 definoval videnisky pediatr Baron Clemens von Pirquet termin alergie
(z teckého allos — ergon = reaguje jinak) jako abnormalni reakci nékterych jedinct na bézné

latky. (Orlova, 2002; Litzman, a dalsi, 2001).

Po prvni svétové vélce provedli dva némecti védci Prausnitz a Kustner experiment, kterym
dokézali, ze alergii zplsobuji latky obsazené Vv krevnim séru. Vroce 1967 manzelé

Ishizakovi z Japonska objevili a popsali imunoglobulin E (Orlova, 2002).

1.1 Alergeny

Pojem alergen oznaCuje antigen vyvolavajici alergickou reakci spojenou s tvorbou
specifickych protilatek tfidy IgE. Pti opakovaném setkani s alergenem se u citlivého ¢lovéka
spusti kaskada bunéénych pochodi, které se navenek projevi jako klinické ptiznaky alergie.
Ke spusténi této kaskady, a tudiz i k alergické reakci, dojde pouze u 0sob s abnormalni
imunitni reaktivitou. Expozice u normalnich osob vede k fyziologické imunitni odpovédi
projevujici se zvySenou produkci protilatek téidy IgG (Krejsek, a dalsi, 2004; Litzman, a
dalsi, 2001).

V soucasné dobé rozliSujeme tfi typy alergenli- kompletni, nekompletni a nerelevantni.
Alergeny kompletni spousté;i tvorbu specifickych IgE protilatek a soucasné jsou biologicky
aktivni. Alergeny nekompletni jsou negativni v odpovédi specifickych IgE protilatek, ale
jsou pozitivni v koznim testu. Nerelevantni alergeny sice spoustéji tvorbu specifickych

IgE protilatek, ale maji kozni testy negativni (Spi¢ak, a dalsi, 2004).

Alergeny se dale rozliSuji na hlavni a vedlejsi. Hlavni alergeny vyvolaji tvorbu specifické
IgE protilatky (a tim zplsobi pozitivitu v koZznim testu) u vice nez 50% jedinci, ktefi jsou

na dany alergen precitlivéli. Tyto alergeny jsou obsaZeny v lécebnych preparatech pro
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alergenovou imunoterapii a v komercné dodavanych testovacich soupravach pro in vitro
ain vivo testovani. Na alergeny vedlejsi reaguje jen malé mnozstvi alergikii a jsou ¢asto

zodpovédné za zkiizené reaktivity (Krejsek, a dalsi, 2004; Spi¢ak, a dalsi, 2004).

Alergenem se muze stat jakékoliv latka zptsobujici alergickou reakci. NejéastéjSimi
alergeny jsou pyly, plisn¢ a potraviny. S nékterymi alergeny se jedinec setkava zcela
ojedinéle, ucinkiim jinych je vystaven sezonné (napiiklad ptisobeni pylt a jejich vliv na

spusténi alergické rymy) (Orlova, 2002).
1.1.1 Nazvoslovi alergeni

Nomenklatura alergenti byla vytvofena organizaci WHO/IUIS, ktera v roce 1986 vydala
seznam 26 piesn¢ popsanych alergent trav, bylin, ¢asnych stromi a rozto¢ovych alergent.
Pozdé&ji byly stanoveny podminky pro moznost zafazovani alergentt do nomenklatury na
zaklad¢ strukturalni molekulové vlastnosti alergenu a prikazu IgE zprostfedkované reakce.
Znaceni alergenti vychazi z rodového a druhového jména. Oznaceni alergenu se sklada
Z prvnich tii pismen rodového jména, za mezerou nasleduje prvni pismeno druhového jména
a Cislo, které vyjadiuje potadi, kdy bylo dosazeno purifikace. V ramci nomenklatury jsou
popsany izoalergeny (alergeny rizné molekularni formy pochdzejici z jednoho druhu), dale
izoformy, alergenové geny, rekombinantni alergeny (znacené pismenem ,,r*) a syntetické

peptidy (Krejsek, a dalsi, 2004; Spi¢ak, a dali, 2004).

Ptiklad nazvoslovi: alergen roztoc¢e Dermatophagoides pteronyssinus je oznacovan Der p 1.
Vzhledem k tomu, ze bylo plné popsano né€kolik alergent tohoto roztoce, oznacuji se pak
nasledujici alergeny jako Der p 2, Der p 3 atd. Alergen btizy bradavi¢naté Betula verrucosa
je v nomenklatufe oznacovan jako Bet v 1, alergen kocky domaci Felis domesticus je Fel d 1
(Krejsek, a dalsi, 2004).

WHO spravuje internetovou databazi (wwwe.allergen.org), ve které se daji vyhledat vSechny

alergeny. Je zde uveden jejich pfirodni zdroj, zastaraly nazev, biochemické zafazeni a

schopnost senzibilizace.
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1.2 Druhy alergent

1.2.1 Zviteci alergeny

Zviteci alergeny se vylucuji pfedevsim slinami, moc¢i a mazovymi zlazami, mén¢ vyznamna
je srst a chlupy. Alergeny zvitat kontaminuji i nejmensi ¢astice prachu. Jsou lepivé a maji
proto velkou schopnost udrzovat se na Satech, nabytku a sténach. V domacnostech se
vyskytuji az n€kolik mésici po odstranéni zvifete. Po kontaktu s alergenem dochazi u
citlivého jedince ke koznim nebo o¢nim projevim, po vdechnuti k alergické rymé ¢i astmatu.
Nejagresivnéj$im alergenem je Fel d 1, alergen ko¢ky domaci. Méné vyznamnym je Can f 1,

alergen psa domaciho, a alergeny hlodavct (Petrt, 2012; Spi¢ak, a dalsi, 2004).
1.2.2 Pyly

Nejvétsi skupinou alergenti venkovniho prostiedi jsou pyly se sezonnim vyskytem. Pylova
sezona zacind na jate, kdy se vyskytuji pfedev§im pyly stromil (bfizy, lisky a olSe), v 1été
jsou dominantni pyly trav a na podzim kvetou riizné plevele a byliny (pelyné¢k, lebeda).
Pylové zrno je produktem samciho organu kvétu, vznika v ty¢inkdch semennych rostlin.
Prenasi se hmyzem a vétrem. Pacient mtize byt alergicky pouze na jeden pyl urcité rostliny,
nebo muze zkiizené reagovat na skupinu ptibuznych rostlinnych druht. Pyly se rozdéluji do

6 zékladnich skupin, které zahrnuji nejvyznamnéjsi alergeny. Patii sem:

e Bfiza + pfibuzné druhy (liska, olSe)

e travy + obiloviny

e olivovnik + jasan

e pelynék + ambrozie

e drnavec + kopfiva

e cypiisovité (Spi¢ak, a dalsi, 2004).
1.2.3 Plisné

Plisné se vyskytuji v teplém prostiedi s vysokou vihkosti, at” uz se jedna o venkovni nebo
domaci prostfedi. Ve venkovnim prostiedi jsou pfedev§im v hling a na listech, vrchol jejich
vyskytu je beéhem pylové sezony. V domacnostech se plisné vyskytuji celoro¢né a jsou

pfedevsim v koupelnach, kuchynich, kvétina€ich a na dalSich teplych a vlhkych mistech.

Existuje velké mnozstvi plisni, ale jen minimum z nich je klinicky vyznamnych.
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Mezi nejcastéjsi venkovni plisné patii rod Altenaria a Cladosporium, nejvyznamngjsimi

domovnimi plisndmi jsou rody Aspergillus a Penicillium (Spi¢ak, a dalsi, 2004).
1.2.4 Alergie na hmyz

Nejcastéjsi pricinou alergie je vceli a vosi jed. Vyskytuji se také alergie na bodnuti
¢meldkem, mravencem, blechou, v§i, komarem a $ténici. Jed obsaZzeny v zihadle ptlisobi
toxicky i1 na zdravého jedince, ale u alergika dochazi k prudké reakci, koptivce a otokiim,

které mohou byt na jazyku a hrtanu kritické a vést az k uduseni (Zavazal, 2000).

Diagnoéza alergie na hmyzi bodnuti je zaloZena na anamnéze, koznich testech za pouziti jedu
podezielého hmyzu a na vySetieni specifickych IgE protilatek. Prvni pomoci pfi bodnuti
hmyzem je okamzité odstranéni zihadla, pokud zlstalo v rang, ptilozeni studeného obkladu
a podani antihistaminik. Jestlize u pacienta dojde k rozvoji anafylaktické reakce, je vysoka
pravdépodobnost, ze pfi dalSim bodnuti bude mit pfiznaky mnohem horsi. Proto se u téchto
pacientdi pfistupuje k 1é¢beé hyposenzibilizaci, kdy je pacientovi v pravidelném intervalu
podavan extrakt z hmyziho jedu. Koncentrace extraktu se postupné zvysuji a po dosazeni

silnych davek se pfechazi k udrzovaci lécbe.

Hmyz mtze také zptsobit inhala¢ni alergie, kdy senzibilizovany jedinec vdechne ¢astecky
t&¢] hmyzu a reaguje na né spusténim alergické rymy nebo astmatem (Spi¢ak, a dalsi, 2004;
Orlova, 2002).

1.2.5 Potravinové alergeny

Potravinové alergeny jsou proteiny nebo glykoproteiny s pfirozenou antigenni povahou.

Potravinové senzibilizovat dokaze celkem 41 z dosud znamych 9318 bilkovinnych rodin.

Je nutné rozliSovat potravinovou alergii od potravinové intolerance, kterd je zpiisobena
toxickym nebo metabolickym pisobenim potravy na ¢lovéka a imunitni mechanismy zde

nehraji Zadnou roli.

Mezi nejcastéji se vyskytujici potravinové alergeny patii kasein obsaZeny V kravském
mléku, B-laktoglobulin (Bos d 5) v syrovatce, parvalbumin v rybich tkanich a 23 bilkovin
obsazenych ve vejci, napiiklad alergen zloutku Gal d 5. Jedinou mozZnosti 1éCby potravinové
alergie je eliminace potravin obsahujicich dany alergen, coz ale muze vést k problémim se

spravnym sestavenim nutri¢né vyvazeného jidelni¢ku (Fuchs, 2008; Krejsek, a dalsi, 2004).
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1.2.6 Alergeny bytového a domovniho prostiedi

Jedna se o alergeny, se kterymi je Clov€ék v neustalém kontaktu a setkava se s nimi jiz
prenatalné. Lidsky plod je schopen senzibilizace od 22. tydne téhotenstvi a v pupec¢nikové

krvi novorozence byly prokazany protilatky IgE.

Vyznamnym zdrojem alergenti interiéri je domaci prach. Jednd se o rtiznorodou smés
obsahujici vymésky roztocu, chlupy domadcich zvirat, vlasy, zbytky tél roztoc¢i a hmyzu,
lidské a zvifeci epitelie, textilni vlakna, pyly ¢i plisné, které se neustale viii ve vzduchu,
pronikaji do dychacich cest a citlivého jedince mohou senzibilizovat a vyvolat u n¢j
alergickou reakci. V minulosti byly ze sesbiraného prachu vyrabény extrakty, které se
pouzivaly pii koznim testovani a imunoterapii. Alergologicky nejvyznamnéjsi slozkou
domaciho prachu jsou rozto¢i druhu Dermatophagoides pteronyssinus a Dermatophagoides
farinae (Spicak, a dalgi, 2004; Bystron, 1997).

1.3 Panalergeny- profilin, polkalcin a lipid transfer protein

Jako panalergeny oznacujeme alergeny, u kterych podobnost mezi bilkovinami obsazenymi
Vv epitopech presahne 80%. Panalergenti existuje velké mnozstvi a jsou zodpovédné za vznik
zkiizenych alergii. Nize jsou popsany tfi vybrané druhy — profiliny, polkalciny a lipid

transfer proteiny.

1.3.1 Profilin

Profiliny jsou termolabilni panalergeny o molekulové hmotnosti 12-15kDa. VVzhledem ke
své teplotni nestalosti nejcastéji vyvolavaji oraln¢ alergicky syndrom po poZiti syrovych
potravin. Aminokyselinova sekvence se pohybuje vrozmezi 124-153 aminokyselin.
Profiliny jsou aktin vazajici proteiny, které reguluji mikrovlaknovou dynamiku a tvoti pevny

cytoskelet rostlinnych bunék.

Profiliny se nachéazeji jako hlavni alergeny v pylu bfizy Bet v 2, bazanky Mer a 1 a bojinku
Phl p 12 (Fuchs, 2003).

U nékterych druhti ovoce se vyskytuje pouze alergie na profilin. Typickym piikladem je
ananas (Ana ¢ 1) a banan (Mux xp 1). Profiliny se nachézeji také v zivo¢iSnych bunkéach, ale
zatim neni popsana zadna zkiizena reakce mezi rostlinnymi a zivocisnymi profiliny.
Dtivodem je nizk4 homologie a také to, Ze Zivocisné produkty se pfed konzumaci zpravidla

tepelné upravi (Fuchs, 2004).
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1.3.2 Polkalciny

Polkalciny jsou malé Ca?* vazajici proteiny produkované prasniky a pyly kvetoucich rostlin.
Tyto panalergeny patii do rodiny EF-hand proteint, obsahuji 77-84 aminokyselin a jejich
molekulova hmotnost je 10kDa. Polkalciny jsou zapojeny do signalizacnich procesti a do

procesu, které probihaji v pribehu kli¢eni pylovych zrn (Henzl, a dalsi, 2011).

1.3.3 Lipid transfer proteiny (LTP)

Jedna se o termostabilni polypeptidy, které jsou velmi odolné vii¢i tepelnému zpracovani a
plisobeni chemickych a fyzikalnich vliviil. LTP jsou velmi odoIné proti piisobeni travicich
enzymu (pfedev§im pepsinu), a mohou proto vyvolat systémové priznaky s poruchou
krevniho obéhu, dychani az anafylaxe. Jiz z ndzvu je patrné, Ze se jedna o bilkoviny
ptenasejici tuky uvnitf bunék. LTP obsahuji 91-93 aminokyselin a molekulova hmotnost je

zhruba 9kDa.

Diky své termostabilité se lipid transfer proteiny diive vyuzivaly ke genetické modifikaci

potravin.

Nejcastéji se vyskytuji jako panalergeny ovoce (broskev, tfeseii, jablko), ale jsou obsazeny
také v liskovém ofechu (Cor a 8), kukufici (Zea m 14), olivovniku (Ole e 7) a pelyiku

(Artv 3).

Chemické podobnost LTP v odlisSnych neptfibuznych rostlinach mize byt nizsi nez 50%

a presto i takto nizka shoda vyvola zktizenou reakci (Fuchs, 2005; Fuchs, 2003).

1.4 Rekombinantni alergeny

Alergeny vyuzivané pro rutinni diagnostiku a terapeutické Ucely se ziskavaji izolaci
z ptirodniho zdroje urcitého alergenu. Vzhledem k tomu, Ze v soucasnosti je popsana
aminokyselinova struktura vétSiny alergentl, 1ze vyrobit vysoce specifické Cisté alergenové
preparaty, které se oznacuji jako rekombinantni alergeny a vyuZivaji se k ur€eni profilu
senzibilizace pacienta. Studie potvrdily, Ze rekombinantni alergeny mohou nahradit alergeny

piirozené a piispét tak ke zlepSeni diagnostiky a nasledné terapie. Rekombinantni alergeny

! Byla popsana alergie na pivo (respektive lipid transfer protein je¢mene), ktery preckal cely proces vyroby
piva od suSeni, praZeni, vafeni a karamelizaci pivovarnického je¢mene. Tento lipid transfer protein ma velky
podil na existenci pivni pény.
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vykazuji srovnatelnou specifickou reaktivitu s pfirozenymi alergeny, a tudiz je 1ze pouzit

pro kozni testovani.

Alergenové extrakty se vyuzivaji k diagnostice specifickych IgE protilatek. Ukazuji ale
pouze, proti jakému alergenu je pacient senzibilizovan, proto se ke stanoveni profilu
senzibilizace daného pacienta vyuziva CRD (component-resolved diagnosis) (Ambrusova,
2011). ,,CRD vyuziva definované alergeny ke stanoveni individudlniho profilu IgE reaktivity
S cilem identifikovat molekuly, které jSOU V pricinné souvislosti s alergickym onemocnénim*
(Ambrusova, 2011 str. 51). Diky CRD lze stanovit hladinu specifickych protilatek, odlisit
sdruzenou a zkfizenou senzibilizaci a urcit, s jakou frekvenci jsou alergeny rozpoznavany
molekulami IgE. Pomoci metody microarray, pii které je panel nejbéznéjsSich
rekombinantnich alergent nanesen na €ipu, 1ze jen z miniméalniho mnozstvi krevniho séra

stanovit profil senzibilizace pacienta (Ambrusova, 2011).
1.41 Priprava rekombinantnich alergent

Zakladnim cilem pfi pfipravé rekombinantnich alergenti je ziskdni molekul cDNA
(komplementarni deoxyribonukleové kyseliny), které koduji alergeny. Nejvhodnégjsi
metodou pro jejich ziskani je IgE imunoscreening. Pouziva se také metoda PCR, avSak

dochazi pti ni k izolaci molekul cDNA se snizenou biologickou aktivitou.

Molekula mRNA (mesengerové RNA) je reverzni transkriptazou piepsana do cDNA, ta je
zaclenéna do fagové DNA. Jako vektor slouzi bakteriofag, ktery pozdéji infikuje Escherichia
coli, aby mohla byt vnesend cDNA exprimovana. Plaky infikované E. coli se piekryji
membranou, ktera je napusténa isopropyl-p-galaktosidem, a tim dojde k produkci alergenu.
Vyprodukované rekombinantni alergeny se purifikuji a kontroluje se u nich biologicka
aktivita, schopnost vazat se na molekulu IgE a schopnost stimulovat T lymfocyty

a degranulovat bazofily (Ambrusova, 2011).

2 Faze alergické reakce

Alergicka reakce je imunitni odpovéd organismu na antigeny (alergeny). Jedna se o

hypersenzitivni a ptecitlivélou reakci, ke které u zdravych jedincti nedochézi.
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2.1 Faze senzibilizace

Ve fazi senzibilizace dochazi k rozpoznani alergenu bunikami prezentujicimi antigen. Béhem
této prezentace se T lymfocyty (ThO buniky) diferencuji na Th2 buiiky, které produkuji celou
fadu cytokinu (napf. IL-3, IL-4 nebo IL-5). Nasledné se bunky Th2 nahromadi v postizené
tkani a indukuji tvorbu IgE protilatek. Protilatky se dostavaji do krevniho obéhu, kde se vazi
na Fc receptor zirnych bun¢k a bazofila. K rozvoji alergické reakce dojde az pti opakovaném

setkani s alergenem (Hofejsi, a dalsi, 2013; Spicak, a dalsi, 2004).

2.2 Casna a pozdni faze alergické reakce

Krozvoji ¢asné faze dochazi okamzit¢ po opakovaném styku s alergenem. Je
zprostiedkovana uvolnénim mediatort (histaminu a heparinu) alergické reakce ze zirnych

bungk, ale i tvorbou primarnich mediatorti de novo.

Nasleduje pozdni faze alergické reakce, kterd se projevi az v nékolikahodinovém intervalu.
Tvofii se pfi ni sekundarni mediétory, pfedevsim metabolity kyseliny arachidonové, které
maji cytotoxicky a chemotakticky ti¢inek. Za do€asné a trvalé zmény postizenych tkéni jsou

zodpovédné zejména eozinofilni mediatory (Hofejsi, a dalsi, 2013; Spicak, a dalsi, 2004).

Obrizek 1: Casnd a pozdni fize alergické reakce

alergen IgE
. aktivace adheze leukocyty . infiltrace tkiné
masioct o > endotelovjch > na endotel > ecainoly a jinjmi
- " adiapedéza buikami
s SRR
preformovane
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mediatory
CASHA FAZE ALERGICKE REAKCE ——— > @™ "> pozowi FAZE ALERGICKE REAKCE

Zdroj: (Spicik, a dalsi, 2004)
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3 Specifické IgE

Obrazek 2: Struktura IgE
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Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9d/1gE.jpg

Imunoglobulin E obsahuje dva tézké (€) a dva lehké fetézce (x nebo A). Vysokoafinni
receptory FceRI se nachazeji na povrchu Zirnych bunék a bazofilii. Nizkoafinni receptory
pro IgE protildtky se nachéazeji na povrchu mnoha bunék- naptiklad T a B lymfocytd,
makrofagil, eozinofilti nebo trombocytt (Hotejsi, a dali, 2013; Spicak, a dalsi, 2004).

Ke stanoveni diagnozy precitlivélosti zprostiedkované IgE protilatkami se vyuziva cela fada
klinickych a laboratornich postupt. Zakladni klinické vySetieni zahrnuje predev§im velmi
podrobnou anamnézu. Rychlou metodou ke stanoveni IgE protilatek jsou kozni prick testy.
Obcas ale nelze tyto testy provést, proto pfichazi na fadu dalsi vySetfovaci metody. Z testl

in vitro je nejcastéji vyuzivano stanoveni hladin specifickych IgE v krevnim séru.

Diagnostické sety pro stanoveni specifickych IgE jsou vétSinou zalozeny na principu metody
ELISA, ve které jsou alergeny navazany na pevné fazi a v ptipad¢ pozitivni reakce dochazi
ke vzniku komplexu alergen - sIgE. Pfitomnost alergen specifickych IgE protilatek znamena

precitlivélost viici danému alergenu (Lochman, a dalsi, 2003).

Ke stanoveni specifickych IgE protilatek se velmi ¢asto vyuziva ImmunoCAP ISAC.
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4 Diagnostika alergickych onemocnéni

Ptesné urceni diagnézy je u alergii velmi dilezité, protoze muze piispét ke zlepSeni
zdravotniho stavu a dokonce mtze dojit i k vyléCeni pacienta. Nejprve je provedeno zékladni
vysetieni u praktického 1ékatre, kdy dojde k ujasnéni povahy onemocnéni a vylouci se
choroby nealergického ptuvodu. Nasleduje alergologické vysetieni, které se sklada
z anamnézy, fyzikalniho klinického vySetfeni, koznich testl a laboratorniho vySetteni. Podle

potieby je doplnéno o testy provokaéni, expoziéni a epikutanni (Spi¢ak, a dali, 2004).

4.1 Alergologické koZni testy

Kozni test je provadén pro zjisténi ptitomnosti specifickych IgE protilatek vici uréitému
alergenu. Pii vybéru alergeni se vychazi z anamnézy a klinickych tdaji pacienta.
Nejpouzivangj$im koznim testem je prick test. Roztoky alergeni se aplikuji na volarni stranu
predlokti a nasledné se provede vpich lancetou. Vysledky testu se odecitaji po 20 minutach,
hodnoti se zarudnuti a tkanovy otok. Vzdy je nutné aplikovat negativni kontrolu
(fyziologicky roztok) a pozitivni kontrolu (histamin nebo kodein fosfat), pokud by v misté
vpichu histaminu nedoslo k zadné reakci, nelze vysledky testl interpretovat a vysetieni se
musi zopakovat. Obvykle je provadéna zakladni sada testi obsahujici soubor nejbéznéjsich
inhalacnich alergenti, popifipadé je doplnéna o dalsi alergeny v zdvislosti na anamnéze

pacienta (Krejsek, a dalsi, 2004; gpiéék, a dalsi, 2004).

Zakladni testovaci fadu tvoii pyly, rozto¢i domaciho prachu, epitelie kocky a psa a vzdusné
plisné. V diagnostice potravinové alergie lze pouzit metodu prick to prick, kdy se lanceta
zapichne do alergenu (naptiklad ovoce) a nasledn¢ se s ni provede vpich do kize (Petrd,

2012).

4.2 Laboratorni vySetieni

Standardnim laboratornim vySetfenim pifi podezieni na alergické onemocnéni je stanoveni
hladiny celkovych a specifickych IgE protilatek v krevnim séru nebo plazmé. Stanoveni
celkové hladiny IgE se pouziva jako screeningové vySetfeni pro prikaz alergické

senzibilizace, ale ma malou vypovédni hodnotu. Alergicky pacient mize mit normalni
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hodnoty, naopak zdravy jedinec bez alergie muze mit celkovou hladinu IgE zvySenou

z diivodu parazitarni infekce, revmatoidni artritidy nebo kviili nadorovému onemocnéni.

Stanoveni specifickych IgE protilatek mé vysokou vyuzitelnost a provadi se u pacientd,
U nichz kozni test alergii jednozna¢né nepotvrdil nebo nemohl byt z néjakého diivodu vibec
proveden. K testovani se vyuzivaji komeréné dostupné sety obsahujici stovky rtuznych
alergenti. U jednoho pacienta nelze vysetfit celou paletu alergenti. Z tohoto diivodu se
nejprve testuje pomoci sady, kterd obsahuje smés urcité skupiny alergent a pii pozitivni
reakci nasleduje roztestovani s jednotlivymi alergeny ze smési. Specifické IgE protilatky se
nejcastéji vySetiuji metodou ELISA a CAP-FEIA (Fluorescent Enzyme ImmunoAssay).

Koncentrace hladiny IgE protilatek se vyjadiuje v mezinarodnich jednotkach IU/ml.

Pti laboratornim vySetfeni se také muze provést test aktivace bazofili po expozici
alergenem, test uvolnéni histaminu a tzv. CAST test (Cellular Allergen Stimulation Test).
Tyto metody se v soucasné dobé z divodu vysoké ceny a narokid na vybaveni laboratoie

vyuzivaji pfedev$im pro vyzkumné ucely (Krejsek, a dalsi, 2004; Spicak, a dali, 2004).

4.3 Provokacni testy

,, Provokacni testy jsou uméle simulovanou situaci, v niz pacienta vystavime podezielému
spoustécimu podnétu, at’ uz specifickému, nebo nespecifickému, a jeho reakci odecitame
podle zvolené metody* (Spicak, a dalsi, 2004 str. 119). Provoka&nimi testy lze vySetfovat
sliznice nosni, bronchidlni, o¢ni a gastrointestindlni. Nejjednodussi metodou vyuzivanou u
profesionalnich alergii je vyfazeni nemocného z prostiedi, které vyvolava ptiznaky nemoci,
a sledovani zmény jeho klinického stavu pii vyfazeni a po nasledném navratu do ptivodniho
prostfedi. Od provokacnich testli se v souCasné dobé ustupuje, jelikoz pii nich dochézi
K ptfimé expozici alergenu, pro pacienta piedstavuji vétsi riziko a jsou Casové naroc¢né,

jelikoZ se vysetiuje jen jeden alergen (Petr(, 2012; Spi¢ak, a dalsi, 2004).
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5 Klinické projevy alergie

5.1 Asthma bronchiale

Prevalence astmatu stoupd, za poslednich deset let se pocet astmatikli zdvojnasobil.

Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, na némz se podili
mnoho bunék, predev§im lymfocyty Th2, zirné bunky a eozinofilni granulocyty. Astma
zvySuje reaktivitu dychacich cest vii¢i rtiznym podnétim, zptisobuje reverzibilni bronchidlni

obstrukce, a pokud neni 1é&eno, dojde k remodelaci stény broncht (Spicék, a dalsi, 2004).

Pruduskové astma se nejcastéji projevuje duSnosti, obtiznym dychanim, tlakem na hrudi,
piskoty a kaslem. Typicka je dusnost v noci a po télesné namaze. Vliv na rozvoj astmatu ma
pfedevsim Casny a opakovany kontakt novorozence s alergenem, mezi dal$i faktory patii
znecisténé zivotni prostiedi, koufeni matky v t€hotenstvi a respiracni virové infekce (Tefl, a

dalgi, 2008; Spicak, a dalii, 2004).

Pro potvrzeni diagndzy astmatu je nutné provést alergologické testy, vySetteni funkce plic,
rentgen hrudniku, popiipad¢ se odebere bronchoalveolarni lavdaz a provede se biopsie

bronchidlni sliznice (Spi¢ak, a dali, 2004).

Spravné indikovana a vcasnd 1écba vede u vétSiny pacientli ke stabilizovani stavu a ke
zlepSeni prognozy astmatu. Pti 16cbé se klade diiraz na spolupréci s pacientem, ktery si sdm
sleduje a vyhodnocuje symptomy a s ohledem na sviij aktualni stav si upravuje 1écbu
(Spicak, a dalsi, 2004).

5.2 Atopicka dermatitida (ekzém)

Atopicky ekzém je velmi rozsifené kozni onemocnéni projevujici se jiz v prvnich mésicich
Zivota. Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni kiize. Typickym piiznakem je zarudla
ktize, silné svédéni a velmi sucha pokozka s tvorbou Supinek. Pacienti maji vétsSinou velmi
zvysenou hladinu IgE protilatek jako reakci na patologické imunitni odpovédi pii kontaktu
s alergenem. Kiize nepfimétené reaguje na drazdivé podnéty, kterymi mize byt teplo, tfeni,

stl obsazena v potu nebo chemické latky.

Prevalence atopického ekzému v poslednich letech roste. Divodem mtiZe byt zvySena zatéz

organismu zne€iSténym Zivotnim prostfedim a domécimi alergeny (pfedev§im roztoci).
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Onemocnéni se vyskytuje rovnomérné nezéavisle na pohlavi. Piedpoklada se polygenni
dédicnost s autosomalné dominantni expresi nosného genu. Geneticky podklad je neznamy
(Spicak, a dalsi, 2004; Bystroni, 1997). ,, Prevalence onemocnéni u déti se zvysuje na 81%
V pripadeé, ze oba rodice maji atopicky ekzém. Pokud ma jeden z rodicii atopicky ekzém a
druhy astma nebo sennou rymu, ma 59% déti rovnéz atopicky ekzém. Pokud jen jeden
Z rodicit ma atopicky ekzém a druhy je bez respiracni alergie, ma 56% deéti atopicky ekzém *
(Spicak, a dalgi, 2004 str. 240). Podle vékovych obdobi se ekzém déli do i fazi, které se 1isi
koznimi projevy. Jedna se o kojeneckou (od 2 mésicu do 2 let véku), détskou (2-12 let) a
dospélou formu. Za hlavni pfi¢inu atopického ekzému se povazuje alergie na urcité

potraviny, v détském véku prevazné na kravské mléko.

Smyslem 1écby atopické dermatitidy je tileva a snaha udrzet onemocnéni pod kontrolou,
protoze neexistuje zadny 1€k, ktery by ji vylécil. Pokud je znama pticina obtizi, je nejsnaz§im
zpuisobem omezit nebo upln¢ vyloucit kontakt pacienta s alergenem. Pii nastoupeni obtizi se
musi pokozka neustdle hydratovat, pro téz§i ptipady lékati piedepisuji kortikosteroidni
preparaty a svédéni lze sniZit chladem nebo antihistaminiky se sedativnim G&inkem (Spicak,

a dalsi, 2004; Bystron, 1997).

5.3 Koprivka (urtikarie)

Kopfivka je kozni onemocnéni, které se vyskytuje v jakémkoliv v€ku a projevuje se
vysevem kopfivkovych pupent (pomfl) na kuzi a intenzivnim svédénim. Kopfivka je
charakterizovana vazodilataci a zvySenou permeabilitou cév v kizi. Akutni urtikarie
propukne nadhle po setkdni se spoustécim alergenem a bchem nékolika hodin odezni.

U chronické koptivky trvaji vysevy pupeni déle nez 4 tydny.

Kopfivka miize byt alergického plivodu, ale i nealergické povahy. Mezi pficiny akutni
kopftivky patii alergie na léky, bodnuti ¢i kousnuti hmyzem, precitlivélost na pyly, rostliny,

roztoée domaciho prachu nebo nékteré potraviny. (Spi¢ak, a dalsi, 2004; Orlova, 2002).

5.4  Oralni alergicky syndrom (OAS)

O oralnim alergickém syndromu se hovofi v souvislosti s potravinovou alergii. Pfitomnost

tohoto syndromu nalezneme pievazné u pacientl s precitlivélosti na pylové alergeny, jedna
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se totiz o alergii pylové asociovanou. Pokud pacient s oralnim alergickym syndromem pozie
potravinu rostlinného pivodu (nejcastéji ovoce, ofechy nebo lusténiny), dojde u néj k paleni
a svédéni dutiny ustni a jazyka, k otoku rti a k poruSe polykani. Vzacné miize dojit
k angioedému a anafylaktickému Soku. Patofyziologicky se jedna o zkiiZenou alergii, ktera
je dana existenci podobnych nebo stejnych bilkovin (alergenll) obsazenych zaroven
V potrave i v pylovém zrnu. Pacientem poziena potravina musi byt tedy botanicky spiiznéna

s rostlinou, na jejiz pyl je pacient alergicky (Spi¢ak, a dalsi, 2004; Bystrofi, 1997).

5.5 Anafylakticky Sok

Anafylakticka reakce je z vice nez 50% zpiisobena protilatkami tfidy IgE. Jedna se o nahlou,
s anafylaktickym Sokem se jednd o idiopatickou anafylaxi, kdy neni zndma pficina. Alergeny
rizného pluvodu se navazi na Fc fragment na povrchu mastocytu, dojde k degranulaci
mastocytu a zacne se uvoliiovat histamin, tryptdza a heparin. Anafylaxe vyvolana imunitnimi
komplexy zptisobi deregulovanou aktivaci komplementového systému. K tomu nejcastéji
dochdzi pii intravenodzni aplikaci imunologickych preparati nebo radiokontrastnich latek.
Degranulaci mastocytii mohou zpusobit také nekteré 1éky, naptiklad antibiotika. Spoustéct
anafylaxe je velké mnozZstvi, nejCastéjSimi zastupci jsou antibiotika, inzulin, parathormon,
sérum proti hadimu jedu nebo tetanu, alergenové extrakty, potraviny, jedy, latex a mnoho
dalSich.

Anafylaxe se projevuje zvracenim, prijmem, kaslem, srdecni arytmii, smr§ténim hladkého
svalstva a bronchokonstrikci. Pokud dojde k anafylaktické reakci, je nutné u pacienta zajistit
funkce kardiovaskularniho a dychaciho systému. Parenteralné je pacientovi podan adrenalin

(Krejsek, a dalsi, 2004)

Po stabilizaci stavu je pacient pfevezen do nemocnice na pozorovani nebo k intenzivni péci
na JIP. Anafylaxe ma relativné dobrou prognozu, ktera je zavisla na rychlosti a kvalité prvni

pomoci. (Petrd, 2006).
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6 ZKkiiZené alergie (zki'iZena reaktivita)

V souvislosti s alergii na potraviny se stale ¢astéji hovoii o zkfizené reaktivité.

Klic¢ovou roli pii senzibilizaci hraji jen sekvence n¢kolika malo aminokyselin, které jsou
oznaCovany jako epitopy, a je proti nim namifena variabilni ¢ast IgE. Epitopy jsou
zodpovédné za zktizené alergie, protoze mohou byt spole¢né pro druhové odlisné bilkoviny

a oznacuji se jako sdilené epitopy (Fuchs, 2008).

Pokud podobnost bilkovin ve slozeni epitopt ptresdhne 50%, dojde ke zktizené reaktivité.
Pii homologii nad 80%, se hovoifi o tzv. panalergenech, mezi které patii profiliny,
polkalciny, lepek obilovin, lipid transfer proteiny ovoce a zeleniny, kasein nebo ofechové
viciliny. Profiliny se nachazeji v rostlinach, piikladem muze byt alergen biizy Bet v 1 nebo
profilin u slune¢nice, hrusky, jablka, mrkve, arasidu a dalSich. Profiliny jsou velmi citlivé
na tepelnou denaturaci a na trdveni v gastrointestindlnim traktu, tudiz u pacientii
senzibilizovanych na profiliny dojde k reakci obvykle pouze v dutiné ustni. Velmi
vyznamna je zkiizend reaktivita mezi alergeny riizného rostlinného pivodu. Napiiklad
alergen jablka Mal d 1 je z 63% homologni s alergenem btizy Bet v 1, coz znamena, Ze je
zde vysoka pravdépodobnost zkfizené reakce (Hauser, a dalsi, 2010; Fuchs, 2008; Krejsek,
a dalsi, 2004; Spicak, a dalsi, 2004).

., Zkrizena alergie je tedy stav, kdy se specificka IgE protilatka svymi vazebnymi misty navaze

na bilkovinu, ktera piivodné nevyvolala jeji produkci* (Petrt, 2012 str. 416).

Z biologického pohledu jsou velmi vyznamné molekuly rostlinnych bunék. Velké mnoZstvi
pylovych alergiki je senzibilizovano rostlinnymi glykoproteiny, které byly popsany u

hrusky, mrkve a celeru, ale také u mékkysu, korysu a hmyzu (Fuchs, 2003).

V nasSich zemé&pisnych podminkach se nejcastéji jedna o zkiizenou reaktivitu mezi ovocem
¢i zeleninou a pylem stromu. Z diivodu velké rozsitenosti nékterych skupin alergenti si dané
homologie zaslouzily vlastni oznaceni. Ptikladem je syndrom btiza-ovoce-zelenina-otechy,

latex-fruit syndrom nebo homologie s LTP (Spi¢ak, a dalsi, 2004).

Vice nez polovina alergickych osob na pyly bfizy je také alergicka na ovoce a zeleninu
(jablko, hruska, broskev, Svestka, tfeSefi, merutika) a na ofisky, mandle, kokosovy ofech a
ofechy. Clovek, alergicky na pelyn&k, ma v 50% i alergii na celer. Po dlouhodobém kontaktu

s ptdky miize vzniknout alergie na vejce. Dale je popsana zkfizena alergie na latex
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vyskytujici se u osob ve zdravotnictvi. Latex nejCastéji zkiizené reaguje s avokaddem a kiwi

(Bidat, a dalgi, 2005).

Pro diagnostické tcely je nezbytna podrobna znalost struktury alergent. Problémem miize
byt urceni alergenti v geneticky modifikovanych rostlinach. Prikladem miize byt rajce, ve
kterém byl po genetické modifikaci nalezen alergen z arasidd Ara h. Pozieni takto
modifikovaného rajcete osobou piecitlivélou na Ara h by tedy mohlo mit az fatalni nasledky.
Je tedy nutné piesné oznaCovani gend vnesenych do potravin pii jejich modifikaci (Krejsek,

a dalsi, 2004).
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Tab. 2: Nejcastéjsi priklady zkfizené alergie

Pyly Potraviny
biiza jablko, hruska, tresen, broskev, nektarinka, merunka, svestka
a kiwi

liskovy ofech (ale | ostatni stromové ofechy | mandle) a maliny
celer, mrkev, petrZel, kofeni (nejéasté)i smés - napr. curry), rajské .
brambory (syrové), sdja, ale | jedlé kastany, med - pylova kontami-
nace
vzacné banén, mango, pomerant a arasid

travy rajské jablicko, brambory, lilek a paprika (resp. vée z éeledi lilkovité)
pSenice i jiné cerealie, nZe, hrasek a sdja
paiitka, cibule, arasid, meloun, pomerané, kiwi, vzacné i jiné ovoce,
vermuty

pelynék celer, mrkev, petrzel, pastinak, kofeni (predeviim éeled mifikovité:
fenykl, kmin, kopr, anyz, libecek, kerblik, bedrnik, koriandr, andélka,
ale mizZe jiti o jiné éeledi- estragon, bazalka, majoranka, dobromysl
- oregano, paprika a pochopitelné smésna kofeni - napf. az 35 druhd
vV curry)
slunecnice - seminka i olej, hefmanek - odvar K p.o. uZiti, ale pozor
i na obklady
kiwi, mango, hrasek, rajské jablicko, stromové ofechy | arasid
méné ovoce (peckovice | malvice), vermuty, med - pylova Kontami-

nace

ambrosia meloun, vodni meloun, banan, okurka, cuketa, jablko, hrugka, celer
a latex

platan liskowy ofech, broskev, jablko, kiwi, meloun, liskovy ofech, kukufice,

hlavkovy salat, nékteré lusténiny (zelené fazole a hrések) - nejspise
pres LTP tento typ zkfiZené alergie je typicky pro jiZni staty Evropy

oliva oliva a olivovnikovité (jasan, ptadi zob a Sefik)
broskev, hruska, kiwi, meloun, stromové ofechy (Spanélsko, ltilie,
Recko)

latex banan, kiwi, avokado, fiky, mango, meloun, jedlé kastany, méné

(kautukovnik) brambory, rajské J., hrozinky, stromové ofechy, pohanka, ale | meruf-
ky a broskve
sdja arasid
(lusténiny)  €o€ka, hrach, fazole, boby, lupina, cizrna, ricina aj.
potravinarska aditiva lusténinového pivodu:
- karubin (nosna latka u (AR-antirefluxnich® miéénych dietetik): E 410
- guar, tragant a arabl gumy: E 412, E 413 E 414

dalsi zkfizené alergie - bez pylove asociace

roztodi korysi (krab, humr, langusta, kreveta, rak mofsky | fEni), mékkysi

(a Svaby) (chobotnice, sépie, Skeble, musle véetné Gstfic) a suchozemsti
hlemyzdi, pozn: jde o panalergen tropomyozin

ryby veikeré ryby sladkovodni i mofské, Jde o panalergen parvalbumin

kotkovité Selmy

(kocka) vepfové maso

kravske miéka kozi, ovéi, buvoli, bizoni a kobyli (nejméné velbloudi)

mléko pozor na hovézi a teleci maso (zkfiZena alergie v 5-10%)

vajicko v 5-10% zkiiZzena alergie s dribeiim masem (pfes alfa-livetin)

Zdroj: (Fuchs, 2008 str. 32)
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7 Pseudoalergie (faleSné alergie)

Jako pseudoalergie se oznacuje Casnd reakce organismu, ktera klinicky napodobuje

alergickou reakci, ale neni zprostiedkovana IgE protilatkami (Spi¢ak, a dalsi, 2004).

Falesnou alergii vyvolavaji potraviny obsahujici velké mnozstvi histaminu nebo tyraminu,

ktery se béhem traveni uvoliiuje a vyvolava stejné priznaky jako alergie.

Je nutné odlisit pseudoalergii od potravinové alergie pomoci alergologickych testi. Mezi
jidla bohata na histamin patii vejce, uzeniny, rajéata, ryby, jahody nebo ¢okoldda a poziti
velkého mnozstvi mize vyvolat koptivku. Pokud je projevem ekzém, je nutné si po dobu
jednoho tydne vést tzv. ,,potravinovy vysetfovaci protokol®, podle kterého alergolog urci
alergen vyvolavajici obtize. U pseudoalergie sta¢i omezit potraviny bohaté na histamin,

Vv ptipadé potravinové alergie je nutné dietni opatfeni (Bidat, a dalsi, 2005).

8 Lécba alergickych onemocnéni

Lécba alergického onemocnéni by méla byt komplexni a méla by zahrnovat eliminaci

alergenu, 1écbu alergického zanétu, imunoterapii a pomocnou 1écbu.

8.1 Eliminace alergenu

Pokud je znam alergen vyvolavajici obtiZze, je nejsnazSim lécebnym i preventivnim
opatfenim jeho vylouceni z pacientova okoli. Snadna je eliminace potravinovych alergent a
1€k, problém nastava u eliminace vzdusnych alergenti (pyld, plisni, roztocl) a pfi alergii na
bodnuti hmyzu. Zde je nutné alespon co nejvice omezit styk pacienta s alergenem, naptiklad
pylovy alergik se nebude na jafe prochazet po rozkvetlé louce a podobné. Pokud neni
odhalen alergen zplsobujici obtiZe, je vhodné provést obecné Upravy v byté nemocného.
Jedna se predev§im o odstranéni kvetoucich rostlin, koberct, ve kterych se udrzuje prach,

snizeni vlhkosti v byt¢ a také se doporucuje nechovat domaéci zvitata.

Pokud se podafi tiplna eliminace alergenu, pacient nepotiebuje zadnou dalsi 1é&bu (Spicak,

a dalsi, 2004; Orlova, 2002).
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8.2 Farmakoterapie

Lécba alergického zéanétu probihd farmakoterapii. Zakladnimi skupinami 1€kl jsou
antihistaminika, anticholinergika, antileukotrieny, kortikosteroidy, kromony, metylxantiny

a sympatomimetika.

Antihistaminika 1. generace maji sedativni G¢inek, antihistaminika 2. a 3. generace maji
sedativni G¢inek niz§i. Antihistaminika blokuji receptory pro histamin, kortikosteroidy

w1

se 16¢1 imunosupresivnimi a protizanétlivymi latkami (Spi¢ak, a dali, 2004).

8.3 Alergenova imunoterapie

Alergenova imunoterapie spociva v podavani postupné se zvysSujicich davek alergenu az
k davce udrzovaci. Ta se poté aplikuje opakované v ur€itém Casovém rozmezi a zajist'uje,
Ze pti opakované expozici alergenem se u pacienta zmirni nebo dokonce zmizi obtize. Cilem
alergenové imunoterapie je snizit zadvaznost onemocnéni, zlep$it kvalitu zivota pacienta a

omezit podavani 16kt (Spicak, a dalsi, 2004).

8.4 Pomocna lécba

Do podpiirné 1é¢by patii 1éky, které se u alergii pouzivaji ke zmirnéni pfiznakd. Patii sem
masti a pudry pii koZnich projevech, léky usnadiiujici odkaslavani nebo tlumici drazdivy
kasSel a nosni nebo o¢ni kapky. Pomocna 1écba zahrnuje také tipravu Zivotniho stylu, zménu

jidelnicku a pobyt v laznich (Bystron, 1997).
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PRAKTICKA CAST
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9 Cil prace
V praktické casti bakalaiské prace byl popsan imunoglobulin E a princip stanoveni

specifickych IgE na pevné fazi.

Cilem praktické Casti bylo potvrzeni, nebo vyvraceni pfedem stanovenych vyzkumnych
otazek a vytvofeni senzibiliza¢niho profilu u vybraného souboru pacienti FN Plzen.
U téchto osob bylo vySetfeno 112 alergenovych komponentti metodou ImmunoCAP ISAC
od firmy Phadia.

Ziskané vysledky byly dale zpracovany a vyfiltrovali se z nich takovi pacienti, ktefi jsou

primarn¢ senzibilizovani na nasledujici alergeny:

e BiizaBetv4,Betv?2

e Pelync¢k Artv 3

e Bazanka Mer a 1

e Olivovnik Ole e 7

e Bojinek Phl p 7, Phl p 12

Nasledné se u kazdého z pacientli stanovil druhy nejcastéji se vyskytujici alergen, ktery
muze zpusobovat zk¥izenou reaktivitu s alergenem hlavnim. Ve se piehledné zpracovalo do

grafli podle senzibiliza¢niho profilu pacient s ptecitlivélosti na zvolené alergeny.

10 Metodika prace

Soubor pro praktickou ¢ast bakalarské prace tvofili pacienti vySetfeni v pribéhu ¢tyt let na

alergologické ambulanci FN Plzen. Metodou ImmunoCAP ISAC bylo vySetfeno celkem
1856 pacientl. U kazdého z nich se stanovilo specifické IgE soucasné proti 112 alergenovym
komponentiim. VySetfeni se provadéla z krevniho séra, které bylo po odbéru ihned

zamrazeno na teplotu -20°C a v den vySetfeni znovu rozmrazeno.

Naméiené vysledky byly zpracovany pomoci softwaru Phadia MIA, pfevedeny na ISAC
standardizované jednotky (ISU) a porovnany s referencnimi hodnotami. Za zvySenou

hodnotu bylo povazovano specifické IgE vyssi nez 0,3 ISU.

Prakticka ¢ast prace je zaméfena na senzibilizaci pacientli k sedmi konkrétnim alergentim,

které jsou uvedeny v tabulce nize. V tabulce jsou uvedeny vybrané alergeny, jejich latinsky
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nazev, rostlina, jejiz pyl dany alergen obsahuje, a druh panalergenu, ktery zpiisobuje

zkfizenou reaktivitu.

Tabulka 2: Sledované alergeny

Alergen Latinsky nazev alergenu Pyl Panalergen
Artv 3 Artemisia vulgaris Pelyn¢k Lipid transfer protein
Betv 2 Betula verrucosa Btiza Profilin
Betv 4 Betula verrucosa Briza Polkalcin
Meral Mercurialis annua BaZanka Profilin
Olee?7 Olea europaea Olivovnik Lipid transfer protein
Phlp7 Phleum pratense Bojinek Polkalcin
Phlp 12 Phleum pratense Bojinek Profilin

Zdroj: viastni vyzkum

11 Vvzkumné otazky

1) Zda u profilinu Phl p 12 pochézi senzibilizace od:
a. pylu trav (specifické slozky Phl p 1/ Phl p 5)
b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1).
2) Zda u profilinu Bet v 2 pochazi senzibilizace od:
a. pylua trav (specifické slozky Phl p 1/ Phl p 5)
b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1).
3) Zda u polkalcinu Phl p 7 pochazi senzibilizace od:
a. pyld trav (specifické slozky Phl p 1/ Phl p 5)
b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1, Bet v 2).
4) Zda u polkalcinu Bet v 4 pochazi senzibilizace od:
a. pyla trav (specifické slozky Phlp 1/ Phl p 5)
b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1, Bet v 2).
5) Zdau lipid transfer proteinu Art v 3 pochazi senzibilizace od:
a. pylu trav (specifické slozky Phl p 1/ Phl p 5)
b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1, Bet v 2)
C. od panalergent potravin.

6) Zda u lipid transfer proteinu Ole e 7 pochazi senzibilizace od:
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a. pylu trav (specifické slozky Phl p 1/ Phl p 5)

b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1, Bet v 2).
7) Zda u profilinu Mer a 1 pochazi senzibilizace od:

a. pyla trav (specifické slozky Phlp 1/ Phl p 5)

b. pylu btizy (specificka slozky Bet v 1, Bet v 2).

12 Stanoveni specifickych IgE na pevné fazi

Jednou z metod pouzivanych pro stanoveni specifickych IgE protilatek a zkiizené
reagujicich alergenti v Ustavu imunologie a alergologie FN Plzefi je metoda ImmunoCAP

ISAC. Tato metoda se vyuziva k sestaveni senzibilizacniho profilu pacienta.

12.1 ImmunoCAP ISAC® (Immuno Solid-phase Allergen Chip)

ImmunoCAP ISAC je semikvantitativni in vitro diagnostika pro méfeni alergen specifickych
IgE protilatek v lidském séru nebo plazmé. Alergeny jsou navdziny na pevné Casti
microarray desticky, po pfidani vzorku pacienta dojde k reakci a vytvoreni komplexu
alergen-protilatka. Kazdy ¢ip obsahuje étyfi reagenéni pole pro stanoveni ¢tyf riznych
pacientli a v kazdém reagen¢nim poli je navazano 112 alergenti. Reakce se zvyraznuje
fluorescenct, kterd se nasledné méfi na specidlnim MIA analyzatoru za vinové délky 532nm

(Phadia, 2015).
12.1.1 Reagencie

Vsechny potiebné reagencie pro metodu ImmunoCAP ISAC se dodavaji v setu firmou

Phadia. Obsah tohoto setu vystaci na 20 vySetieni.

Set obsahuje:

o 5 ¢ipt, na kazdém z nich se nachézi 4 reakéni pole
. Anti-IgE protilatku znacenou fluorescencné
o Specifickou IgE kontrolu

Vsechny reagencie jsou piipraveny k pfimému pouziti. Musi se skladovat v lednici a pred
meéfenim je nutné nechat je vytemperovat na pokojovou teplotu. Set obsahuje reagencie

vyrobené z lidskych krevnich derivati. Tyto derivaty byly testovany na nepfitomnost
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protilatky proti HIV1, HIV2 a lidské Zloutence typu B a C, ale je dilezité s nimi stale

zachézet jako s potencialné infekénim materidlem.

Pro vyhodnoceni testu ImmunoCAP ISAC musi byt laboratof vybavena laserovym
scannerem a ke stanoveni se vyuziva software Phadia Microarray Image Analysis (MIA)
(Phadia, 2015).

12.1.2 Postup
Obrazek 3: Postup ImmunoCAP ISAC
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Zdroj:
http://www.phadia.com/Global/A%20Shared%?20files%20and%20images/ Test%20principles/Test
%20Principle%20ISAC/TestPrinciple_IC_ISAC_2.png

K vySetfeni pomoci ImmunoCAP ISAC se pouZzivaji vzorky venozni (popiipadé kapilarni)
krve nabrané do zkumavky s antikoagulacnim ¢inidlem heparinem. K vySetieni se pouziva
sérum nebo plazma. Vzorky krve mohou byt uchovany v lednici pii 2-8°C po dobu jednoho
tydne. Pti delsim skladovani je vyrobcem doporuceno vzorky zmrazit na teplotu -20°C
a pfed méfenim je rozmrazit a nechat vytemperovat na pokojovou teplotu. Celé vySetieni

senzibilizace pacienta pomoci ImmunoCAP ISAC trvé necelé 4 hodiny.

Specificka IgE kontrola obsaZena v setu se méti jako klasicky pacientsky vzorek a je nutné

Ji stanovit bud’ pfi pouziti nové Sarze setu, nebo jednou mésicné (Phadia, 2015).
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Obrazek 4: ImmunoCAP ISAC postup-1. Zdst

WASHING PURIFIED
SOLUTION WATER

120 min «
‘.\ M\A

Zdroj: (Phadia, 2015)

1) Pacientské vzorky si ocislujeme a danymi ¢isly si ozna¢ime jednotlivéa reagencni pole
na &ipech. Cipy poté umistime do stojanku (racku) na sklicka a vlozime je do nadoby

naplnéné promyvacim roztokem (washing solution) na 10 minut. (A, B)

2) Rack vyjmeme a vlozime na 30 sekund do nadoby s destilovanou vodou. Poté
nechdme sklicka zhruba 15 minut schnout. Je nutné pockat, az budou ¢ipy Uplné suché.
V laboratoii UIA FN Plzeii se k urychleni procesu suseni pouziva specialni centrifuga

Cytospin 4. (C, D)

3) Cipy umistime do vlhké komuirky reakénimi misty nahoru. Do kazdého reakéniho
pole nakapeme 30pl pacientského vzorku. Spickou z pipety vzorek lehce rozetfeme tak, aby

bylo celé reakéni pole rovnomérné pokryté vrstvou vzorku. (E, F)
4) Vlhkou komurku zavieme a ¢ipy inkubujeme 120 minut pii pokojové teploté. (G)

5) Opatrné vyjmeme Cipy z vlhké komurky tak, aby nedoSlo ke smichdni vzorku.
Uchopime je za dlouhou bo¢ni stranu a nechame je promyvat pod proudem destilované vody

5-10 sekund. (H)
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Obrazek 5: ImmunoCAP ISAC postup 2. Zast
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Zdroj: (Phadia, 2015)

6) Zopakujeme kroky A, B, C, D.

7) Po promyti a usuSeni umistime ¢ipy znovu do vlhké komtrky. Do kazdého reakéniho
pole napipetujeme 30ul fluoresceinem znacené protilatky proti lidskému IgE dodavané
vyrobcem. Vlhkou komurku zavieme, zakryjeme hlinikovou folii, abychom zabranili

piistupu svétla, a inkubujeme 30 minut. (J, K, L)

8) Po uplynuti stanovené inkubaéni doby Cipy vyjmeme a promyjeme pod tekouci

destilovanou vodou. Dbame neustale na to, aby nedoslo ke smichéani vzorkt. (M)
9) Znovu zopakujeme kroky A, B, C, D.
10)  Nyni je mozné jednotlivé Cipy prohlizet pomoci specialniho laserového scanneru.

11)  Scanner vyhodnoti fluorescence na vSech 112 bodech, které tvofi alergeny zanesené

Vv reak¢énim poli €ipu. Vystupem je laboratorni protokol.

12)  Vysledky jsou vydavany ve standardizovanych jednotkach ISU (ISAC standardized
units) a jsou rozdeéleny do ctyt skupin (Phadia, 2015).
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Tabulka 3: Hodnoceni vysledkiit InmunoCAP ISAC sIgE 112

Rozsah ImmunoCAP ISAC slIgE 112

Odpovidajici hodnota ISU-E
(hladina protilatek IgE)

0 (nedetekovatelné nebo velmi nizké) | <0,3

1 (nizké) >0,3<1
2 (mirné zvySené) >1<15
3 (velmi zvysSen¢) >15

Zdroj: (Phadia, 2015)

12.2 Vlastni stanoveni

Naméiené hodnoty vSech 1856 pacienti byly pievedeny do tabulky, ze které byli
vyfiltrovani pacienti s primarni senzibilizaci ke sledovanym alergenim Art v 3, Bet v 2 a
Betv 4, Meral, Olee 7, Phl p 7 a Phl p 12. Podle téchto alergent byla data rozdélena do
sedmi soubord a v kazdém z nich byl stanoven druhy nejhojnéjsi alergen, ktery zkiizené
reaguje s hlavnim alergenem. Vysledky byly zpracovany do nasledujicich grafti podle

jednotlivych senzibilizacnich profili u pacientl s pozitivitou ke sledovanému alergenu.
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12.2.1 Senzibiliza¢ni profil u pacientu s pozitivitou Art v 3
Na pyl pelyiku (Art v 3) bylo z celkového poctu 1856 alergikti senzibilizovano 50 osob.

Panalergenem pelyiiku je lipid transfer protein.

Graf 1: Senzibilizacni profil u pacientit s pozitivitou Art v 3
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Zdroj: vilastni vyzkum

Z téchto 50 senzibilizovanych jedinci bylo nejvice senzibilizovano jesté pylem bfizy
(Bet v 1), druhy v pofadi je pyl bojinku Phl p 1. Dale se zde vyskytuje senzibilizace na dalsi
alergeny pelynku. 3 pacienti (6%) vykazuji pozitivni reakci s alergenem roztoce

Dermatophagoides farinae Der f 2 a dalSich 6% s alergenem kocky domaci Fel d 1.
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12.2.2 Senzibiliza¢ni profil u pacientu s pozitivitou Bet v 2

Btiza Bet v 2 byla pozitivni u 102 pacientt. Bet v 2 panalergen patii mezi profiliny.

Graf 2: Senzibilizacni profil u pacientii s pozitivitou Bet v 2
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Zdroj: vilastni vyzkum

Kosenzibilizaci s pylem btizy vykazuje bojinek Phl p 1 (22%), pyl bfizy z dalsi pylové
skupiny Bet v 1 (18%) a dalsi pyl bojinku Phl p 5 (17%). Dalsich 7% pacientd bylo
senzibilizovanych alergenem kocky domaci Fel d 1 a 6% prokazovalo reaktivitu s alergenem

vieckovytrusné houby Alternaria alternata (Alt a 1) nebo s rozto¢em Der 2.
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12.2.3 Senzibiliza¢ni profil u pacientu s pozitivitou Bet v 4
Bet v 4 je dalSim panalergenem biizy a patii mezi polkalciny. Senzibiliza¢ni profil

s pozitivitou Bet v 4 tvoii 45 pacientd.

Graf 3: Senzibilizacni profil u pacientit s pozitivitou Bet v 4
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Zdroj: vilastni vyzkum

Nejhojné&ji se zde vyskytuje senzibilizace na pyl bojinku Phl p 1 (33%), Phl p 5 (13%) a na
pyl biizy Bet v 1 (7%). Na rod trav troskut (Cyn d 1) a na rozto¢e Der f 2 reaguje 6%
sledovanych osob. Dale se zde vyskytuje piecitlivélost na alergen houby Alternaria (Alt a
1), na parazitického ¢erva Anisakis simplex (Ani s 3), arasid (Ara h 8), na pyl lisky a
liskového ofechu (Cor a 1.0101, Cor a 1.0401) a dalsi.
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12.2.4 Senzibiliza¢ni profil u pacientua s pozitivitou Mer a 1

Pylem bazanky (Mer a 1) bylo senzibilizovano 116 vySetiovanych pacient.

Graf 4: Senzibilizacni profil u pacientit s pozitivitou Mer a 1
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Zdroj: viastni vyzkum

Pacienti senzibilizovani pylem baznatky byli nej¢asteji senzibilizovani jesté pylem bojinku.
Na Phl p 1 reaguje 26% pacientd, na Phl p 5 reaguje 19%. Dale se zde vyskytuje reakce na
alergen btizy (Bet v 1), na roztoce Der f 2, na vieckovytrusnou houbu Alternaria (Alt a 1),

na lisku (Cor a 1.0101) nebo na koc¢ku domaci (Fel d 1).
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12.2.5 Senzibiliza¢ni profil u pacienta s pozitivitou Ole e 7
Pacientti vykazujicich senzibilizace k alergenu olivovniku bylo velmi malo, konkrétné

pouze 5.

Graf 5: Senzibilizacni profil u pacientii s pozitivitou Ole e 7
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Vzhledem k nizkému poétu primarnich senzibilizaci k Ole e 7 nema graf kvalitni vypovidaci
hodnotu. Na alergen pelyniku (Art v 1), btizy (Bet v 1), kocky domaci (Fel d 1) a na bojinek
(Phl p 1 a Phl p 5) reagoval vZdy pouze jeden pacient.
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12.2.6 Senzibiliza¢ni profil u pacientu s pozitivitou Phl p 7
Bojinek obsahuje panalergen polkalcin Phl p 7. Specifické IgE protilatky proti Phl p 7 jsou

pozitivni u 45 pacientd.

Graf 6: Senzibilizacni profil u pacientit s pozitivitou Phl p 7
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Podle piedpokladi byla senzibilizace na Phl p 7 nejcastéji spojena se senzibilizaci na Phlp 1
(36 %) a Phl p 5 (16 %). Dalsich 16% osob reagovalo na pyl biizy Bet v 1. Pacienti byli dale
senzibilizovani na kiwi (Act d 2), na houbu Alternaria (Alt a 1), na parazita Anisakis simplex

(Ani s 3), na lisku a liskovy ofech a dalsi alergeny.
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12.2.7 Senzibiliza¢ni profil u pacientu s pozitivitou Phl p 12
Poslednim zkoumanym panalergenem pylu bojinku byl profilin Phl p 12, na ktery bylo

senziblizovano 81 vySetfovanych pacient.

Graf 7: Senzibilizacni profil u pacientit s pozitivitou Phl p 12
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Dalo se piedpokladat, ze nejvétsi reaktivitu k Phl p 12 budou vykazovat dalsi molekuly pylu
bojinku. Zde se konkrétn¢ jedna o Phl p 1, na ktery reaguje 25% pacientii, a Phl p 5 u 20%
pacienti. DalSich 16% je senzibilizovanych pylem biizy (Bet v 1). Na plisenn Alternaria

(Alta 1), na lisku (Cor a 1.0101) a na roztoce (Der f2) reagovalo vzdy 5% pacientd.
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13 Diskuze

Predmétem vyzkumu v praktické ¢asti bylo vytvoieni senzibiliza¢niho profilu pacienti
S primarni senzibilizaci K sedmi vybranym pylovym alergenim. Konkrétn¢ se jednalo
o profiliny Bet v 2, Mer a 1 a Phl p 12, polkalciny Bet v 4 a Phl p 7 a lipid transfer proteiny
Artv3aOlee7.

Retrospektivné bylo analyzovano 1856 pacientli vySetfenych metodou ImmunoCAP ISAC
Vv letech 2010 az 2014. Data byla dale zpracovéana a z kone¢nych vysledkt byly sestaveny

grafy, diky kterym budou zodpovézeny stanovené vyzkumné otazky (dale jen ,,VO*).

VO1: Zda u profilinu Phl p 12 pochazi senzibilizace od pylu trav, nebo od pylu biizy.

K vyhodnoceni prvni vyzkumné otazky jsem pouzila graf Cislo 7. Z tohoto grafu vyplyva,
ze zde nedochdzi ke zkiizené reaktivité mezi profilinem Phl p 12 a pylem bftizy. Nejhojnéji
jsou zde zastoupeny pyly bojinku druhové rodiny Phl p 1 a Phl p 5 (celkem 45%). Alergen
btizy Bet v 1, ktery by zptsoboval zkiizenou reaktivitu s profilinem Phl p 12 se vyskytuje

pouze u 16% pacienti.

U profilinu Phl p 12 tedy pochazi senzibilizace od dalSich pylt trav a nejedna se o zkiizenou

reaktivitu.

VO2: Zda u profilinu Bet v 2 pochazi senzibilizace od pyla trav, nebo od pylu btizy.

Podle grafu ¢islo 2 1ze usuzovat, Ze profilin Bet v 2 zkiiZen€ reaguje s pyly trav. Pozitivni
reakci na pyl travy Phl p 1 mélo 22% jedinct a na Phl p 5 reagovalo 17%. Jedna se tedy o
vEtsi mnozstvi pacientdl senzibilizovanych na pyly trav neZ na pyl bfizy Bet v 1. Dochazi
zde také krelativné vysoké senzibilizaci s alergenem kocky domaci Fel d 1 (7%) a

s vieckovytrusnou houbou Alternaria alternata Alt a 1 (6%).

Profilin Bet v 2 zktizené reaguje s pyly trav Phl p 1 i Phl p 5.
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VO3: Zda u polkalcinu Phl p 7 pochazi senzibilizace od pyli trav, nebo od pylu btizy.

Z grafu Cislo 6 vyplyva, ze u polkalcinu Phl p 7 jednozna¢né dochazi k senzibilizaci dalsSimi
pyly trav. Na alergen Phl p 1 reagovalo 36% pacientt, na Phl p 5 16%. Dalsich 23% pacienti
reagovalo na pyly bfizy. Jen malé mnozstvi pacienti reagovalo na jiné alergeny nez na

bojinek a btizu.

U pylu bojinku Phl p 7 tedy pochazi senzibilizace od dalSich pyli trav a nejedna se o

zktizenou alergii.

VO4: Zda u polkalcinu Bet v 4 pochazi senzibilizace od pylu trav, nebo od pylu biizy.

Pacientii primarné¢ senzibilizovanych na polkalcin btizy Bet v4 bylo 45 a jejich
senzibiliza¢ni profil je vyhodnocen v grafu ¢islo 3. Z n¢j jednoznacné vyplyva, ze témet

polovina vysetiovanych pacienti (46%) reagovala na pyly trav Phl p 1 a Phl p 5.

Jedna se tedy o zkiizenou reaktivitu mezi polkalcinem btizy a specifickymi slozkami pyld

trav.

VOS5: Zda u lipid transfer proteinu Art v 3 pochazi senzibilizace od pylu trav, od pylu biizy,

nebo od panalergent potravin.

U lipid transfer proteinu Art v 3 se predpokladalo, ze primarni senzibilizace nepochazi
od pylu trav. V tvahu ptichazely spiSe lipid transfer proteiny obsazené v potravinach. Tyto
panalergeny se nachazeji naptiklad v broskvi Pru p 3, arasidu Ara h 9 nebo liskovém ofisku
Coras.

Provedeny vyzkum zaznamenany vgrafu ¢ 1 ovSem tuto domnénku vyvratil.
22% vysetfovanych pacientl reagovalo na alergen pylu biizy Bet v 1 a 10% na alergen travy
Phl p 1. V grafu se kromé¢ riznych druht pyla vyskytoval pouze arasid u 4% vySetfovanych

osob a liskovy ofiSek u 2% pacientt.

Lipid transfer protein pelynku Art v 3 zkfizen¢€ reaguje s pyly btizy a trav.
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VOG6: Zda u lipid transfer proteinu Ole e 7 pochazi senzibilizace od pylu trav, nebo od pylu

btizy.

Ole e 7 je hlavni alergen pylu olivovniku, ktery zplsobuje senzibilizaci v zemépisnych
oblastech, kde je vysoka expozice k t¢émto pylim. Osoby, které se do kontaktu s pylem
olivovniku si proti nim protilatky t¢éméf netvofi. Divodem senzibilizace na Ole e 7 by mohl

byt naptiklad delsi nebo Casto opakovany pobyt v pfimoiskych oblastech.

Pro stanoveni lipid transfer proteinu u alergenu olivovniku Ole e 7 bylo k dispozici pouze
5 pacientskych vzorki. Vzhledem k nizkému poctu vySetfeni tedy graf nema Zzadnou

vypovidaci hodnotu.

U olivovniku Ole e 7 se neda urcit, zda senzibilizace pochazi od pyla trav, nebo od pyli

btizy.

VOT7: Zda u profilinu Mer a 1 pochazi senzibilizace od pyl trav, nebo od pylu btizy.

Po vyhodnoceni grafu ¢islo 4 lze potvrdit, ze profilin bazanky Mer a 1 zkfizené reaguje

s pyly trav Phl p 1 a Phl p 5.

Pfi vynechani pacienti senzibilizovanych na jakykoliv pyl trdvy nebo bfizy a sestaveni
nového vyhodnocovaciho grafu by vysla zkiizena reaktivita na latex a na potraviny —
naptiklad lisku a liskovy ofiSek, araSid, jablko nebo broskev. Vzhledem k relativné nizkému
poctu vySetfovanych pacientll na pozitivitu Mer a 1 (116 osob) ale nelze jednoznaéné
stanovit, Ze za zkiizenou reaktivitou by mohl stat néjaky potravinovy alergen. K takovému

tvrzeni by bylo nutné zvétsit mnozstvi vySetfovanych pacientd a vysledky oveéfit.

V praktické Casti prace se podafilo ovéfit plivodce primarni senzibilizace u pacientl
S pozitivni reakci vaci pylu bojinku (Phl) a pylu btizy (Bet). Z vysledki vyplyva, Ze
primarné senzibilizujici sloZkou u profilind a polkalcini jsou prave tyto pyly. Pfi analyze
jsme pozorovali velké mnozZstvi pacient, ktefi byli senzibilizovani jak na pyl bfizy, tak na

pyly bojinku.
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Zavér
Bakalafska prace se zaméfuje na zkiizené alergie a na stanoveni specifickych protilatek IgE

na pevné fazi, které jsou vyuzivany pti diagnostice alergickych onemocnéni.

Teoreticka Cast se zaméfuje na vysvétleni problematiky alergie, jsou zde stru¢né popsany
druhy alergenii a faze alergické reakce. Nasledujici kapitola je vénovana diagnostice
alergickych onemocnéni, zminény jsou kozni prick testy, vySetfeni krevnich vzorka
Vv laboratofi a provokacni testy, pfi kterych je pacient vystaven plisobeni alergenu, a sleduji
se obranné reakce organismu. Dale jsou zde popsany klinické projevy alergie a jsou zde

nastinény moznosti 1é€by alergickych onemocnéni.

Vzhledem k tématu prace se v teoretické ¢asti nachazi kapitola vénovana pouze zkiizenym
alergiim, kde je popsan mechanismus vzniku a nachdzi se zde také tabulka, ktera uvadi

v v

nejcastejsi priklady zktizenych alergii.

Praktickd ¢ast prace byla zaméfena na vytvofeni senzibilizacniho profilu pacientl
vySetfovanych na alergologick¢ ambulanci FN Plzei. Po retrospektivnim zpracovéani
naméfenych dat bylo mozné odpovédét na zadané vyzkumné otazky. Ve vsech ptipadech
bylo potvrzeno, Ze ptivodcem primarni senzibilizace pacientl je pyl bojinku nebo btizy. Ve
¢tyfech piipadech ze sedmi byla potvrzena zkiizend reaktivita mezi t€mito pyly. Velké

mnozstvi vySetfovanych pacientti bylo ko-senzibilizovano jak na pyl trav, tak na pyl bfizy.

Stanoveni specifickych IgE u pacientli s podezienim na zkiiZenou reaktivitu se zacalo
pouzivat teprve nedavno. K vySetfeni byla pouZita jedna komeréné dostupna technologie
microarray, ktera sice obsahuje velké mnozstvi vySetfovanych alergeni, ale miize mit riznou

specificitu a senzitivitu na rizné molekuly.

Stanoveni frekvence senzibilizaci na pylové skupiny muize byt dilezité pii zvaZovani
specifické alergenové imunoterapie a pti vyrobé€ alergenovych extrakti uzivanych pro 1é€bu

pacientd.
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ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay
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IL - interleukin
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JIP - jednotka intenzivni péce
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PCR - Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
SIgE - specificky imunoglobulin E

ThO - podskupina T-lymfocyti, ktera se dosud nesetkala s antigenem
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svétova zdravotnickd organizace/mezinarodni unie imunologickych spole¢nosti
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Prilohy

Piiloha 1: Seznam alergenovych komponent

MBI Info Function Isoform Organism
Actd 1 Kiwi Cysteine protease Actd 1 Actinidia deliciosa
Actd 2 Kiwi Thaumatin-like protein Actd 2 Actinidia deliciosa
Actd5 Kiwi Kiwellin Actd5 Actinidia deliciosa
Actd 8 Kiwi PR-10 protein Actd 8 Actinidia deliciosa
Alng

Alng1l Alder PR-10 protein 1.0101 Alnus glutinosa
Alta

Altal Alternaria Acidic glycoprotein 1.0101 Alternaria alternata
Alta

Alta 6 Alternaria Enolase 6.0101 Alternaria alternata
Ambal Ambrozie Pectate lyase Ambal | Ambrosia artemisiifolia
Anac 2 Bromelain CCD marker Anac 2 Ananas comosus

Storage protein, 11S Anao
Anao?2 Kesu globulin 2.0101 Anacardium occidentale
Ani s
Anisl Anisakis Serine protease inhibitor 1.0101 Anisakis simplex
Ani s
Anis3 Anisakis Tropomyosin 3.0101 Anisakis simplex
Apig
Apigl Celer PR-10 protein 1.0101 Apium graveolens
Apim1l Jed véely Phospholipase A2 Apim1l Apis mellifera
Apim4 Jed véely Melittin Apim4 Apis mellifera
Storage protein, 7S
Arahl Arasid globulin Arahl Arachis hypogaea
Arah?2 Aragid Storage protein, Conglutin Arah?2 Arachis hypogaea
Storage protein, 11S
Arah3 Arasid globulin Arah 3 Arachis hypogaea
Arah
Arah 8 Arasid PR-10 protein 8.0101 Arachis hypogaea
Artv1 Pelynék Defensin Artv1 Artemisia vulgaris
Lipid transfer protein
Artv 3 Pelynék (nsLTP) Artv 3 Artemisia vulgaris
Asp f
Aspfl Aspergillus Mitogillin family 1.0101 Aspergillus fumigatus
Asp f
Asp f 2 Aspergillus Fibrinogen Binding Protein 2.0101 Aspergillus fumigatus
Asp f
Asp f3 Aspergillus Peroxysomal protein 3.0101 Aspergillus fumigatus
Asp f
Aspf4 Aspergillus Unknown 4.0101 Aspergillus fumigatus
Asp f
Asp f6 Aspergillus Mn superoxide dismutase 6.0101 Aspergillus fumigatus
Storage protein, 2S Bere
Berel Para ofech albumin 1.0101 Bertholletia excelsa
Betv
Betv1 Biiza PR-10 protein 1.0101 Betula verrucosa




Bet v

Betv 2 Btiza Profilin 2.0101 Betula verrucosa
Betv
Betv 4 Biiza Polcalcin 4.0101 Betula verrucosa
Blag
Blag1l Rus domaci Cockroach group 1 1.0101 Blattella germanica
Blag
Blag 2 Rus domaci Aspartic protease 2.0101 Blattella germanica
Blag
Blag 4 Rus domaci Calycin 4.0101 Blattella germanica
Blag
Blag 5 Rus domaci Glutathione S-transferase 5.0101 Blattella germanica
Blag7 Rus domaci Tropomyosin Blag7 Blattella germanica
Bosd 4 Kravské mléko Alpha-lactalbumin Bosd 4 Bos domesticus
Bosd5 Kravské mléko Beta-lactoglobulin Bosd 5 Bos domesticus
Kravské
Bosd 6 mléko/maso Serum albumin Bos d 6 Bos domesticus
Bosd 8 Kravské mléko Casein Bosd 8 Bos domesticus
Bosd Bos d
lactoferrin Kravské mléko Transferrin lactoferrin Bos domesticus
Canf
Canfl Pes Lipocalin 1.0101 Canis familiaris
Canf
Canf2 Pes Lipocalin 2.0101 Canis familiaris
Canf3 Pes Serum albumin Canf3 Canis familiaris
Clah
Clah8 Cladosporium Mannitol dehydrogenase 8.0101 Cladosporium herbarum
Cor a Cor a
1.0101 Pyl lisky PR-10 protein 1.0101 Corylus avellana
Cora Cora
1.0401 Liskovy ofech PR-10 protein 1.0401 Corylus avellana
Lipid transfer protein Cora
Cora8 Liskovy ofech (nsLTP) 8.0101 Corylus avellana
Storage protein, 11S
Cora9 Liskovy ofech globulin Cora9 Corylus avellana
Cryj1l Kryptomerie Pectate lyase Cryj1l Cryptomeria japonica
Cupal Cypftis§ Pectate lyase Cupal Cupressus arizonica
Cynd1 Troskut Grass group 1 Cynd1 Cynodon dactylon
Cypc
Cypcl Kapr Parvalbumin 1.0101 Cyprinus carpio
Dauc
Daucl Mrkev PR-10 protein 1.0101 Daucus carota
Dermatophagoides
Derfl D. farinae (HDM) Cysteine protease Derfl farinae
Der f Dermatophagoides
Derf2 D. farinae (HDM) NPC2 family 2.0101 farinae
D. pteronyssinus Dermatophagoides
Derpl (HDM) Cysteine protease Derpl pteronyssinus
D. pteronyssinus Derp Dermatophagoides
Der p 10 (HDM) Tropomyosin 10.0101 pteronyssinus
D. pteronyssinus Dermatophagoides
Derp?2 (HDM) NPC2 family Derp?2 pteronyssinus
Equc3 Kun Serum albumin Equc3 Equus caballus
Euroglyphus Eur m
Eurm 2 maynei (HDM) NPC2 family 2.0101 Euroglyphus maynei




Fel d

Feld1 Kocka Uteroglobin 1.0101 Felis domesticus
Fel d 2 Kocka Serum albumin Feld 2 Felis domesticus
Fel d
Feld 4 Kocka Lipocalin 4.0101 Felis domesticus
Gad c
Gadcl Treska Parvalbumin 1.0101 Gadus callarias
Gald1 Vajeény bilek Ovomucoid Gald1 Gallus domesticus
Gald?2 Vajeény bilek Ovalbumin Gald?2 Gallus domesticus
Gald3 Vajeény bilek Conalbumin/Ovotransferrin|  Gald 3 Gallus domesticus
Gald5 | Zloutek/kufeci maso | Livetin/Serum albumin Gald5 Gallus domesticus
Glym
Glym4 Soja PR-10 protein 4.0101 Glycine max
Storage protein, Beta-
Glym5 Soja conglycinin Glym5 Glycine max
Glymé Soja Storage protein, Glycinin Glym®6 Glycine max
Hev b
Hevb 1 Latex Rubber elongation factor 1.0101 Hevea brasiliensis
Small rubber particle Hev b
Hevb3 Latex protein 3.0101 Hevea brasiliensis
Hev b
Hevb 5 Latex Acidic protein 5.0101 Hevea brasiliensis
Hevb 6 Latex Prohevein Hev b 6.01 Hevea brasiliensis
Hev b
Hevb 8 Latex Profilin 8.0204 Hevea brasiliensis
Mal d
Mal d 1 Jablko PR-10 protein 1.0108 Malus domestica
Mer a
Meral Bazanka Profilin 1.0101 Mercurialis annua
Mus m 1 Mys Lipocalin Mus m 1 Mus musculus
Oleel Pyl olivovniku Common olive group 5 Oleel Olea europaea
Olee?2 Pyl olivovniku Profilin Olee?2 Olea europaea
Lipid transfer protein Par j
Parj 2 Drnavec (nsLTP) 2.0101 Parietaria judaica
Pena
Penal Kreveta Tropomyosin 1.0101 Penaeus aztecus
Penil Kreveta Tropomyosin Penil Penaeus indicus
Penm 1 Kreveta Tropomyosin Penm 1 Penaeus monodon
Phl p
Phlip1 Bojinek Grass group 1 1.0101 Phleum pratense
Phl p
Phlp 11 Bojinek Ole e 1-related protein 11.0101 Phleum pratense
Phl p
Phlp 12 Bojinek Profilin 12.0101 Phleum pratense
Phl p
Phlp 2 Bojinek Grass group 2 2.0101 Phleum pratense
Phlp 4 Bojinek Berberine bridge enzyme Phlp 4 Phleum pratense
Phl p
Phlp 5 Bojinek Grass group 5 5.0101 Phleum pratense
Phl p
Phl p 6 Bojinek Grass group 6 6.0101 Phleum pratense
Phl p
Phlp 7 Bojinek Polcalcin 7.0101 Phleum pratense




Pla a

Plaal Platan Putative invertase inhibitor 1.0101 Platanus acerifolia
Plaa?2 Platan Polygalacturonase Plaa?2 Platanus acerifolia
Prup
Prup1l Broskev PR-10 protein 1.0101 Prunus persica
Lipid transfer protein
Prup 3 Broskev (nsLTP) Prup 3 Prunus persica
Salk1l Slanobyl Pectin methylesterase Salk1 Salsola Kkali
Storage protein, 2S
Sesil Sezam albumin Sesil Sesamum indicum
Trial8 PSenice Agglutinin isolectin 1 Trial8 Triticum aestivum
Tria Tria
Gliadin PSenice Crude gliadin Gliadin Triticum aestivum
Tria Tria
19.0101 PSenice Omega-5 gliadin 19.0101 Triticum aestivum
Tria Alpha-amylase / Trypsin Tria
aA TI PSenice inhibitor aA TI Triticum aestivum
Storage protein, 2S
Arah 6 Arasid albumin Arah 6 Arachis hypogaea
Lipid transfer protein Arah
Arah9 Arasid (nsLTP) 9.0101 Arachis hypogaea
Blot
Blot5 B. tropicalis (HDM) Mite group 5 5.0101 Blomia tropicalis
Canf
Canf5 Pes Arginine Esterase 5.0101 Canis familiaris
Chea
Cheal Merlik Ole e 1-related protein 1.0101 Chenopodium album
Equc
Equcl Kan Lipocalin 1.0101 Equus caballus
Storage protein, 2S
Fage 2 Pohanka albumin Fage 2 Fagopyrum esculentum
Storage protein, 2S
Jugrl Vlagsky ofech albumin Jugrl Juglans regia
Storage protein, 7S
Jugr?2 Vlassky ofech globulin Jugr?2 Juglans regia
Lipid transfer protein
Jugr3 Vlassky ofech (nsLTP) Jugr3 Juglans regia
L. destructor Lepd Lepidoglyphus
Lepd?2 (storage mite) NPC2 family 2.0101 destructor
MUXF3 CCD CCD N/A N/A
Lipid transfer protein
Olee7 Pyl olivovniku (nsLTP) Olee7 Olea europea
Olee
Olee9 Pyl olivovniku Beta-1,3-glucanase 9.0101 Olea europea
Penm 2 Kreveta Arginine kinase Penm 2 Penaeus monodon
Sarcoplasmic calcium
Penm 4 Kreveta binding protein Penm 4 Penaeus monodon
Lipid transfer protein Plaa
Plaa3 Platan (nsLTP) 3.0101 Platanus acerifolia
Plal
Plall Jitrocel Ole e 1-related protein 1.0101 Plantago lanceolata
Pol d
Pol d 5 Vosik Antigen 5 5.0101 Polistes dominulus
Lipid transfer protein
Trial4 Psenice (nsLTP) N/A Triticum aestivum
Ves v
Vesv5 Vosa Antigen 5 5.0101 Vespula vulgaris




Phlp 5

Bojinek

Grass group 5

Phl p
5.0204

Phleum pratense

Hev b 6.01

Latex

Prohevein

Hev b 6.01

Hevea brasiliensis




