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Uvod

Téma "Zmény v hodnotach testu bazofilu v prabéhu specifické imunoterapie
na jed blanokfidlého hmyzu" jsem si vybrala pro svoji bakalafskou praci, protoze je
to zajimavé téma a zasahuje do oboru imunologie, ktera mne zaujala.

V bakalarské praci rozebirame alergii na blanokfidly hmyz. Mezi blanokFidly
hmyz patfi v€ela, vosa, Cmelak a srSen. Jelikoz jed cmelaka je podobny jako jed
vCely a jed srSné je podobny jako jed vosy, je tato bakalarska prace zamérena
hlavné na alergii na v€eli a vosi jed. Toto onemocnéni muze ohrozit Clovéka
béhem celého zZivota a je velmi zavazné. VCasna diagnostika této alergie
a okamzité nastoupeni 1éCby, muze €lovéku s alergii na blanokfidly hmyz uleh¢it
zivot nebo dokonce Zivot zachranit. Reakce na tuto alergii jsou velmi rozmanité,
od lehké reakce, az po anafylakticky ok, ktery ohroZuje pacienta na zivoté.

Metod vySetfeni, zda se opravdu jedna o alergii na blanokfidly hmyz, je
velké mnozstvi. Kazda z metod ma své klady a zapory. NejvétSim problémem
vSech testl je rozliSeni, zda se jedna o alergii na vceli i vosi bodnuti. Toto
rozliSeni je dulezité pro spravnou IéCbu alergie, aby nedochazelo k zbyte€nému
nasazeni |éCby.

Jedina kauzalni 1é¢ba této alergie je specificka imunoterapie, ktera trva 5
let. Po 1éCbé by méla reakce na hmyzi bodnuti vymizet nebo alespon dojit k jejimu
shizeni.

Lécbu alergie na blanokfidly hmyz sledujeme pomoci vySetfovacich testq,
které hodnoti zda |éCba probiha spravné.

Vysledkem mé bakalarské prace bude zhodnoceni, zda se v pribéhu
specifické imunoterapie méni hodnoty testu aktivace bazofill. Tato prace muize

slouzit jako zaklad pro hodnoceni uc€innosti specifické imunoterapie.
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Teoreticka cast

1.0 Alergie na jed blanokfidlého hmyzu

Alergické choroby jsou v souCasné dobé v ekonomicky vyspélych statech
nejCastéjSi poruchou imunity. Touto chorobou trpi asi 20% obyvatel a je
zplUsobena abnormalni reakci imunitniho systému na béZné antigeny zevniho
prostiedi. Alergie vznika kombinaci vrozenych vioh a expozici pfislusného

alergenu.

V této bakalarské praci se zaméfime na alergii zpusobenou jedem
blanokfidleho hmyzu. Hlavnimi pfedstaviteli jsou vCela medonosna (Apis
mellifera), vosa zrodu Vespula (Vespula vulgaris, Vespula germanica), srden
obecny (Vespa crabro) a émelak (Bombus). Alergie na jed blanokfidlého hmyzu se
u nas pohybuje okolo 10% nemocnych a je ¢astéjSi u dospélych osob nez u déti.
Klinické projevy maji Siroké spektrum, mohou byt velmi dramatické, a proto se tato

alergie povazuje za zavazny zdravotni problém. (1; 2; 3; 4; 5)

2.0 Patogeneze onemocnéni

Reakce po bodnuti blanokfidlym hmyzem muze mit rlzny charakter
od toxické reakce, imunopatologické reakce zavislé na IgE, az po imunologickou

reakci nezavislou na IgE. (2; 4; 5; 6)

2.1 Toxicka reakce

Toxickou reakci zpusobuji pfimo slozky jedu. U nealergickych jedincu
dochazi k toxické reakci od ur€itého poctu bodnuti. U déti pfiblizné po 50
bodnutich, u dospélych asi po 100 — 500 bodnuti. U v€eliho jedu, pfevazné slozka
melittin zpusobi hemolyzu a nasledné akutni renalni insuficienci. Fosfolipaza
porusSuje strukturalni fosfolipidy buné&fnych membran a nasleduje kontrakce

hladkého svalstva, hypotenze a zvySena vaskularni permeabilita. (2; 6)
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2.2 Imunopatologicka reakce zavisla na IgE

V rozvoji anafylaxe hraji centralni roli aktivované mastocyty a bazofily. Tyto
buriky uvolfiuji ze svych granul vazoaktivni latky, zejména histamin, tryptazu. Dale
také metabolity kyseliny arachidonové, které se vSak vytvari az po aktivaci. Tyto
bunky jsou aktivovany pomoci specifickych protilatek IgE proti slozkam jedu. Jde

o tzv. reakci Casné precitlivélosti. (2; 6)

2.3 Imunopatologicka reakce nezavisla na IgE

Pfi imunopatologické reakci nezavislé na IgE uvazujeme nad jinou
patogenezi reakce. Muze se jednat o uCinek raznych latek, napfiklad
formylovaného peptidu na receptorech bazofili, faktorl odvozenych z epitelii
a aktiva¢niho faktoru kinint, nebo fybrinolytického systému. Dale se mize jednat
o uCast komplementu, zejména anafylatoxinl C3a a Cb5a. Také mulze dojit
k alergické reakci s opozdénym ucCinkem, kdy se alergie projevi az po nékolika
dnech. (2; 6)

3.0 Kiinické projevy alergie na jed blanokfidlého hmyzu

3.1 Zavaznost reakce

Reakce po bodnuti blanokfidlym hmyzem ma Siroké spektrum od normalni

reakce az po anafylaxi.

3.1.1 Normalni reakce

Normalni reakce se hodnoti jako bolestivost mista vpichu, podrazdéni,
svédeéni, zCervenani a otok chvili po bodnuti, které do nékolika hodin ustoupi. Tyto
reakce nejsou zpusobeny alergii, ale hmyzim jedem, ktery se dostal do téla
Zihadlem. (1; 2; 3; 5; 6)

3.1.2 Alergicka reakce

Alergicka reakce se Cleni do spetkra projevd, od lehké reakce,

Vv,

Lehké klinické pfiznaky se vétSinou projevuji lokalné, ale oproti normalni
reakci jsou pfiznaky vétsi. Jejich projev je nejCastéji na kizi do 4 hodin po bodnuti
a spontalné vymizi. (1; 2; 3; 5; 6)
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patfi ryma, kasel, ztizené dychani, popfipadé polykani, bolesti bficha, prajem,
zvraceni, bolesti hlavy, hu€eni v uSich, zavraté a pokles krevniho tlaku. (1; 2; 3; 5;
6)

védomi, zdlvodu poruchy prokrveni CNS. Anafylakticky Sok muze vést
az ke smrti. LéCba musi nastoupit co nejdfive po vzniku obtizi. Podavame
adrenalin(Adrenalin LéCiva inj., Adrenalin 1:1 000 Jenafarm inj.) v davce 0,2 az 0,5
ml u dospélych a 0,1 ml na 10 kg u déti do 12 let. Davku mizeme opakovat podle
kKlinickych pfiznakd kazdych 10 az 15 minut. Dale podavame antihistaminikum
a glukokortikoidy. Pacient zustava 24 hodin v nemocnici, kdy sledujeme krevni tlak

a zda nenastupuje pozdni faze alergické reakce. (1; 2; 3; 5; 6)

Charakter projevu alergickych reakci neni konstantni. Nékdy se stfidaji
velké lokalni reakce se systémovymi pfiznaky. Ve 20 az 80% pfipadu se reakce
po nasledujicim bodnuti neprojevi, coz muize byt dano davkou jedu nebo

spontalnim vyhasinanim reaktivity v dobé bez expozice alergenu. (1; 2; 3; 5; 6)

Dale muze dochazet k reakcim neobvyklym. Jedna se o heterogeni skupinu
symptom0 od neurologickych po vaskularni. Napfiklad sérova nemoc, vaskulitida,
nefropatie, reakce pfi systémové mastocytoze, encefelitida, hepatotoxicita, renalni
insuficience, renalni toxicita a infarkt myokardu. Tyto symptomy mohou mit zaklad

jak imunologicky, tak toxicky. (1; 2; 3; 5; 6)

3.2 Anafylaxe

Nejcastéjsi pfi¢inou anafylaxe je reakce na potraviny, léky, hmyzi jed, latex,
oCkovaci latky, atd. Mezi nejCastéjSi projevy anafylaxe patfi svédéni celého téla,
kopfivka, celkovy otok, potize s dychanim, polykanim, mluvenim, rychly pulz,
busSeni srdce, uUzkost, dezorientace, bolesti bficha, prijem, zavraté, mdloby
az bezvédomi. Prvni pfiznaky nastupuji rychle, ale jsou velmi zavazné. Okamzita
pomoc je zakladem pro zachranu zivota. Anafylaxe se mulze rozvinout
az do anafylaktického Soku, ktery se projevuje ztratou védomi, kfeCemi, selhanim

dychaciho a cévniho systému a mlze skoncit az smrti pacienta. (2; 3; 7)
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Tabulka 1 Tabulka klasifikace systémové reakce dle H.L.Miillera

Stupen Priznaky

I generalizovana urtikarie, svédéni, nevile nebo tzkost

néktery priznak z vyse uvedenych a nejméné dva
Il z nasledujicich: generalizovany otok, sevreni na hrudi,
bolesti bricha, prijem, nauzea a zvraceni, zavraté

néktery priznak z vyse uvedenych a nejméné dva z na-
1l sledujicich: dysartie, stridor, dyspnoe, sipani, dysfagie,
zmatenost nebo pocit hrozici katastrofy (smrti)

néktery priznak z vyse uvedenych a nejméné dva
v z nasledujicich: pokles tlaku, kolaps, inkontinence,
bezvédomi, cyanoza, anafylakticky sok

Zdroj: Diagnostické postupy u pacientl s alergii na véeli a vosi jed

4.0 Slozeni jedu a zkfFizena reaktivita

Jed blanokfidlého hmyzu se sklada z fady proteinQ, peptidd a biogennich
amind, z nichz nékteré se mohou chovat jako antigeny. Dale také jed obsahuje
mnoho nizkomolekularnich latek, jako napfiklad histamin, biogenni aminy a lipidy,
které vyvolavaji v organismu fyziologickou odpovéd, ale samy o sobé nejsou

imunogenni. (2)

VEeli jed obsahuje fadu latek. Hlavnimi slozkami jedu jsou fosfolipaza A,,
hyaluronidaza a kysela fosfataza a dale slabé alergeny jako melittin a alergen C.
Melittin ve vcCelim jedu zvySuje permeabilitu membran, hlavné unik draselnych
iontd z bunék, coz vede k nasledné lyze bunék. Fosfolipaza A,, ktera patfi do
skupiny gylkoproteinu, $tépi mastné kyseliny ve fosfolipidech. Hyalurinodaza stépi
mukopolyacharidy a umozriuje prunik aktivnich peptidd do tkané v misté vpichu.

Hyaluronidaza se ve vCelim jedu vyskytuje jen v malém mnozstvi. (2)

Vosi jed, na rozdil od vceliho jedu, obsahuje fosfolipazu A;, B,
hyaluronidazu a antigen 5. Podobné slozZeni jako vcCeli jed ma jed Cmelaka,
avSak neobsahuje mellittin. Obdobné je to sjedem srdné, ktery ma podobné

slozeni jako vosi jed.

Obsah jedu u raznych jedincl stejného druhu blanokfidlého hmyzu je velmi
variabilni. Tento fakt muze vysvétlovat riznou reaktivitu pfi opakovaném bodnuti

blanokfidlym hmyzem. (2)
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4.1 Zkrizena reaktivita

U alergie na jed blanokfidlého hmyzu je velmi Casta reakce na vice nez
jeden alergen jedu. Zkfizena reaktivita k obé€éma jedim je pozorovana az u 59%
vySetfenych pacientd, avSak jejich klinicky vyznam je vzacny. Tyto pacienti
obvykle reaguji jen na vceli Ci vosi bodnuti. Zkfizena reaktivita velmi ztéZuje
spravny vybér jedu pro naslednou imunoterapii a proto je snaha najit takovou
diagnostickou metodu, ktera by pfesné urcila jed vyvolavajici alergii u pacienta.
MuZe se jednat bud o polyvalentni senzibilizaci, coz je reakce k obéma jedim,
nebo o zkfizenou reaktivitu mezi proteiny slozek jedu. Touto latkou muze byt

napfiklad hyaluronidaza, ktera je obsazena ve v€elim i vosim jedu. (2; 8; 3)

5.0 Diagnostické testy

Diagnéza alergie na jed blanokfidlého hmyzu je zalozena na spravné
sestavené anamnéze a na vysledcich diagnostickych testd. Indikaci k témto
testim je systémova alergicka reakce po bodnuti hmyzem. Po potvrzeni alergie
najed blanokfidlého hmyzu je obvykle pacientdm nasazena imunoterapie.
Diagnostické testy se neprovadéji jako screeningova vysSetfeni a nejsou
indikovany u pacientu s velkou lokalni reakci po bodnuti, u pacientl s rodinnou

anamnézou a ani u osob, kde je riziko rozvoje reakce. (2; 9; 10)

Mezi nejuzivanéjSi diagnostické testy patfi kozni testy a stanoveni
specifickych IgE protilatek k extraktim véeliho a vosiho jedu. U téchto metod je
Castym problémem dvoji pozitivita az u 30 — 60 % pacientl. VétSinou vSak nejde

o skute€nou senzibilizaci k obéma jedum, ale o zkfizenou reaktivitu mezi jedy.

Skute¢na senzibilizace k obéma jedum je zodpovédna za dvoijité pozitivni
vysledky pouze ve 20 — 40 % pacientd. Dvoji senzibilizace je zpusobena
soucCasnou senzibilizaci k druhové specifickym sloZzkam obou jedu. Zbytek dvojité

pozitivnich vysledk( predstavuje zkfizenou reaktivitu mezi jedy. (2; 9; 10)

Z duvodu velmi Casté pfitomnosti dvojité pozitivnich vysledk( dochazi
k rozvoji dalSich diagnostickych metod, které by dokazaly rozlisit skuteCnou dvoji
pozitivitu od zkFizené reaktivity. V sou€asné dobé se uziva test aktivace bazofilu
a diagnostika pomoci slozek alergenu. Tyto metody pfispivaji k jednoznacénému

rozliSeni alergie na vCeli & vosi jed. Tim pomahaji s vybérem jedu
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pro imunoterapii, ktera v soucasné dobé je jedinou kauzalni IéCbou alergie na jed
blanokfidlého hmyzu. (2; 9; 10)

5.1 Anamnéza
Pro spravné stanoveni diagndézy alergie na jed blanokfidlého hmyzu je
nezbytné dukladna anamnéza. Anamnéza se zaméfuje na zhodnoceni charakteru

klinické reakce a identifikaci bodajiciho hmyzu.

Klinické reakce mohou mit Siroké spektrum. Normalni reakce se projevuji
lokalni bolestivosti mista vpichu, svédénim, zCervenanim a otokem s ustupem
do nékolika hodin. Velka lokalni reakce se popisuje jako otok v okoli mista vpichu
presahujici 10 cm v praméru, zarudnuti a svédéni trvajici déle nez 24 hodin.

Vv s

podle rozsahu a tize pfiznaku. (2; 3; 9; 10)

Dals$im dulezitym bodem v ureni spravné anamnézy je identifikace
bodajiciho hmyzu, ktery vyvolal danou alergickou reakci. VétSina pacientd
nedokaze urcit druh hmyzu, ktery vyvolal reakci. Pacient se mize snazit poznat
hmyz na obrazku nebo fotografii. Dale mizeme usuzovat dle ro¢niho obdobi.
Kdy vCely jsou aktivni hlavné na jafe a zaCatkem léta, na rozdil od vosy, ktera je
aktivni na konci léta a na podzim. VCely se vyskytuji v blizkosti rozkvetlych kvétin
na louce nebo na zahradé, vosy se vétSinou vyskytuji spiSe v blizkosti spadaného

ovoce nebo v blizkosti jidla. PFitomnost Zihadla v rané ukazuje spiSe na vcelu.

Poslednim tématem je posouzeni rizika opakovani reakce, coz zavisi
na zavaznosti reakce a stupni expozice. Zavaznost reakce hodnotime podle
symptomy dychacich cest a kardiovaskularniho systému. Stupen expozice je
urCen pocCtem opakovanych bodnuti, oblasti Zivota a zZivotnim stylem. Rizikovi jsou

v€elafi, jejich rodina a sousedé€, farmafi a zahradnici.

Kazdy pacient, ktery prodélal anafylaktickou reakci, je vybaven
pohotovostni [éCbou. Pokud se potvrdi senzibilizace k hmyzimu jedu, je nasledné

indikovan ke specifické imunoterapii, ktera trva 5 let. (2; 3; 9; 10)

18



5.2 Kozni testy

Kozni testy patfi k testim prvni volby pfi ur€eni diagnézy alergie na jed
blanokfidlého hmyzu. Uzivame Cisté standardizované extrakty jedu, které jsou
dodavané od vyrobce. ZacCiname prick testy a pfi negativité pokracujeme

interdermalnimi testy.

Prick test se provadi s alergeny o vzestupné koncentraci jedu od 0,1
do 100 pg/ml. Je-li test negativni, pouZije se koncentrace 300ug/ml. Pfi negativni
reakci i u této koncentrace se prejde k intradermalnimu testu. Tento test se
provadi podanim jedu o objemu 0,02 ml se stoupaijici koncentraci jedu od 0,01
pg/ml pfes 0,1 pg/ml do 1 pg/ml. VySSi koncentrace se nedoporucuje, jelikoz
dochazi ke snizovani specifity testu, z ddvodu uvolnéni histaminu a biogennich
amind. Toto by se mélo do budoucna vyfeSit diky pouziti dialyzovanych jedd,

coz by mélo umoznit provadét testy az do koncentrace 10 ug/ml.

Tyto testy obvykle nevyvolavaji systémové alergické reakce. Ojedinéle se
muzZe projevit pozdni alergicka reakce za 2 — 3 dny po testu. Nej¢astéjSim

projevem je tuberkulinova reakce. (1; 2; 3; 9; 10; 11)

5.3 Vysetieni specifickych IgE protilatek k extraktim véeliho

a vosiho jedu

K vySetfeni specifickych protilatek IgE z krve pacienta se uzivaji in vitro
testy. Toto vySetfeni je vsouCasné dobé nejrozSifenéjSi a nejpouzivanéjsi
diagnostikou alergie. Pouzivaji se neradioaktivni metody, jako napfiklad
ImmnoCap nebo IMMULITE 2000. Dfive se pouzivaly RAST testy. Za pozitivni
vysledek je povaZzovana hodnota vysSi nez 0,35 klU/I. Tato hodnota sice potvrzuje
senzibilizaci pacienta, ale nijak nevypovida o charakteru klinické reakce
pfi opakovaném bodnuti. Dale také neexistuje souvislost mezi zavaznosti klinické

reakce po bodnuti a koncentraci specifického IgE v séru. (1; 2; 9; 10; 12)

5.4 Diagnostika pomoci slozek alergent

Diagnostika pomoci slozek alergent je nejmodernéjSi metoda diagnostiky
alergie na jed blanokfidly hmyz, ktera vychazi ze znalosti slozeni vCeliho a vosiho
jedu. Doposud byla identifikovana cela fada vc&elich &i vosich alergent. Hlavnim

alergenem vceliho jedu je fosfolipaza A2 (Api m1). Hlavnimi alergeny vosiho jedu
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je antigen 5 (Ves v5) a fosfolipaza A1 (Ves v1). Znalost struktury téchto alergenu
umoznila jejich vyrobu v neglykosylované formé& pomoci biotechnologickych
metod. Pomoci tohoto vySetfeni lze jednoznacné urCit dvoji pozitivitu nebo
zkfizenou reaktivitu. Uzivana metoda v této diagnostice je ImmunoCAP Phadia.
Jako pozitivni je hodnocen vysledek nad 0,35 kIU/I. (2; 9; 13; 14)

5.5 Test aktivace bazofila

Bazofily spole¢né s zirnymi bunkami funguji jako efektorové buriky ¢asné
faze alergické reakce 1. typu. Syntetizuji fadu vysoce aktivnich mediatord,
které urCuji klinicky obraz alergického onemocnéni. Na povrchu exprimuji
vysokoafinni receptor FceRI pro protilatku IgE. Pokud dojde k pfemosténi dvou
sousednich molekul IgE alergenem, dochazi k aktivaci buniky. Burka vypousti sva
granula do okoli a exprimuje povrchovy aktivacni znak CD63 na své bunécné

membrané.

Tento test je zaloZen na stanoveni procenta aktivovanych bazofill po jejich
stimulaci hmyzim jedem. Pomoci pratokové cytometrie se po oznaceni
monoklonalnimi protilatkami stanovuji aktivaéni znaky CD63 nebo CD203c
na bazofilech. (1; 9; 10; 13; 15; 16)

5.5.1 VysSetreni hladiny tryptazy

VySetfeni hladiny tryptazy probiha u vSech pacientl po anafylaktické reakci
vyvolané bodnutim blanokfidlym hmyzem. ZvySena hladina je rizikovym faktorem
pro opakovani tézkych reakci. U vSech pacientd se zvySenou hladinou je
indikovana imunoterapie, ktera je Casto provazena nezadoucimi alergickymi
ucinky, hlavné u alergii na vosy. Pokud je hladina tryptazy nad 11,4 pg/l je indikaci

k vySetfeni na pfitomnost mastocytdzy. (9)

5.5.2 Bazofily

Bazofily vznikaji béhem hematopoézy v kostni dfeni z myeloidni fady. Jsou
podobné mastocytim, ale nachazeji se v krvi. Od mastocytd se liSi dynamikou
a spektrem produkovanych mediatord a cytokinG. Hraji dalezitou roli v imunitni
a zanétlivé reakci. Bazofily se ucCastni Casné faze alergické reakce a jsou
zodpovédné za vznik anafylaktické reakce. Na jejich vysokoafinnich receptorech

FceRIl jsou navazany IgE protilatky. Pokud dojde k propojeni alespon dvou
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protilatek alergenem, dojde k degranulaci bazofili a uvolnéni histaminu,
serotoninu a dalSich preformovanych mediatort. Po aktivaci zacinaji bazofily tvofit
metabolity kyseliny arachidonové (prostaglandiny, leukotrieny) a cytokiny. Tyto

mediatory jsou zodpovédné za pfiznaky alergické reakce. (1; 2; 4; 17)

5.5.3 Zirné bunky

Zirmé buiky patfi mezi granulocyty. Vznikaji v kostni dfeni a jsou
uvoliovany do krve. Krvi putuji do tkani, kde dochazi k jejich konecné diferenciaci.
Podle lokalizace a struktury je délime na pojivové a slizni¢ni. Jejich zakladni funkci
je obrana proti parazitalnim infekcim. Mohou fungovat i jako fagocyty nebo antigen
prezentujici burniky. ZabezpecCuji fyziologickou funkci sliznic a normalni
metabolismus pojivovych tkani. Prvni se aktivuji pfi zanétu a jsou zodpovédné
za Casny typ precitlivélosti. Spolu s bazofily jsou zodpovédné za vznik

anafylaktického Soku. Jejich zakladni funkci je obrana proti parazitarnim infekcim.

Stejné jako bazofily obsahuji na svym povrchu vysokoafinni Fc receptor.
Aktivace probiha stejné jako u bazofilu. Aktivace mastocytu vyvola degranulaci.

Tyto mechanismy jsou zodpovédné za Casny typ precitlivélosti. (1; 2; 4; 17)

Granula zirnych bunék obsahuji fadu latek. Napfiklad hydrolyzované aminy,
proteoglykany do nichZz patfi heparin a chondroitinsulfat a biogenni aminy,
histamin a serotonin. Histamin puUsobi jako vasodilator, uvolfiuje hladké svalstvo
cév a tim je rozsituje, ale také zplUsobuje bronchokonstrikci. Tento mechanismus
napomaha Kk vypuzeni parazita ven ztéla. Z granul se také uvolnuji enzymy,

které jsou pfimo schopni poSkozovat parazita.

Zaroven s degranulaci se v zirnych bunkach aktivuje metabolismus kyseliny
arachidonové, pfi némz dochazi ke vzniku a sekreci leukotrienu Cy4
a prostaglandinu PGD,. Dale zirné bunky sekretuji cytokiny, které pfispivaji
k rozvoji lokalniho zanétu a dalSim imunitnim reakcim. TNF aktivuje fagocyty
a zvySuje expresi adhezivnich molekul na endoteliich, TGF-B napomaha hojeni
poskozené tkané, IL-5 stimuluje eosinofily a IL-6 podporuje produkci
imunoglobulind. DalSi velmi dulezita latka je IL-4, ktera rozhoduje zda dojde
k diferenciaci Th na Th2, které Fidi diferenciaci B bunék na plazmocyty, produkujici
IgE protilatky. (1; 2; 4; 17)
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6.0 Lécba

Lécba alergie na jed blanokfidlého hmyzu je kombinaci prevence, |éCby

akutnich stavll a imunoterapie alergenem. (2; 3; 5)

6.1 Anafylaxe

Lécba je zavisla na klinickych projevech pacienta. Lékem prvni volby u léCby
anafylaxe je adrenalin, dalSim Iékem, ktery se podava je injekénim
antihistaminikum. VétSiné pacientd s anafylaktickou reakci je doporucena Iécba
imunoterapii, ktera snizi nebo zcela potlaCi alergickou reakci na bodnuti

blanokfidlym hmyzem. (2; 3; 7)

6.2 Imunoterapie

Alergie na jed blanokfidlého hmyzu je jednou z nejvyznamnéjSich indikaci
pro imunoterapii. Imunoterapie je nejucinnéjSi léCba této alergie. Snizuje riziko
systémové reakce a dokonce muze i obnovit normalni imunitu proti alergeniim
jedu blanokfidlého hmyzu a tim poskytnou pacientiim dozivotni toleranci k jedu.
Velmi dulezity je vhodny vybér pacientl, aby nedochazelo ke zbyte¢né lécbé
a aby se vyradili pacienti nevhodni k IéCbé. Dale musi byt zvolen spravny leéCebny
protokol a stanovena udrzovaci davka vzhledem kléebnému efektu
a bezpecnosti. Dale se snazime eliminovat nezadouci u€inky a stanovit délku

a ucinnost imunoterapie v zavislosti na druhu alergenu.

Béhem imunoterapie hmyzim jedem se tvofi Treg buriky, které potlacuji
proliferativni a cytokinové odpovédi proti alergenu. Tyto bunky produkuji IL-10,
ktery pfimo Ci nepfimo ovliviuje efektorové buriky alergického zanétu, jako jsou
zirné bunky, basofily a eosinofily. Ovliviiuje také B bunky, potlatenim tvorby

protilatek IgE a podpofenim tvorby blokovaciho typu protilatek 1gG4.

Uspésnost imunoterapie na jed blanokfidiého hmyzu je vysoka. U lécby

alergie na jed vcely je to 80% u vosy az 90%. (2; 3; 5; 18; 19)
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6.2.1 Indikace

Spravna indikace pro imunoterapii je velmi dulezita. Imunoterapie je IéCba,
ktera je Casové narocna, velmi nakladna a mulze byt provazena nezadoucimi
ucinky. Indikace je dana pravdépodobnosti rozvoje systémové reakce
pfi opakovaném bodnuti blanokfidlym hmyzem, coz je ovlivnéno vékem pacienta,
zavaznosti probéhlé reakce a druhem hmyzu. Pro zahajeni imunoterapie je
nezbytna diagnostika pomoci kozZnich testl nebo vysSetfenim specifickych IgE
protilatek k extraktim vceliho a vosiho jedu. Pokud se neprokaze pfitomnost IgE

protilatek v krvi pacienta, Ié€bu nezahajujeme pro neucinnost. (2; 3; 19)

6.2.2 Kontraindikace

NejcastéjSi kontraindikaci je pfitomnost zavazného celkového onemocnéni.
Napfiklad imunodeficientni  stavy, malignity, autoimunitni onemocnéni,
kardiovaskularni, renalni, hepatalni a jina systémova onemocnéni. Tyto
onemocnéni by mohla zkomplikovat pribéh specifické imunoterapie nebo dokonce

zkomplikovat  zvladnuti nezadoucich reakci. Jednou z nejdulezitéjSich

kontraindikaci je nesouhlas pacienta. (19)

6.2.3 Imunologické mechanismy

Imunoterapie snizuje tvorbu specifickych protilatek tfidy IgE a podporuje
tvorbu specifickych protilatek tfidy 1gG. Protilatky tfidy 1gG funguji jako ochrana.
Vazi se na alergen a tim blokuji jeho vazbu na protilatku tfidy IgE. Neaktivuji
komplement a na Fc receptory fagocytl se vazi velmi slabé, a tak maiji protektivni
efekt. Imunoterapie tedy snizuje tvorbu protilatek IgE a také snizuje pocet

efektorovych bunék.

Protilatka tfidy 1gG je tvofena Ctyfmi podtfidami. Pfi imunoterapii se
prevazné tvofi protilatky tfidy 1gG1, které jsou dominantni v Casné fazi
imunoterapie pfiblizné do 3 let 1éEby a protilatky tfidy 1gG4, které jsou vyznamnéjsi
v pozdéjSich fazich léCby. Nicméné specifické protilatky tfidy IgG po dlouhodobé
léCbé klesaji a pokles je obvykle nalézan 1 az 2 roky po ukonceni IéCby, coz je

vysvétlovano produkci autoprotilatek. (2; 18; 19)
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6.2.4 Vybeér alergenu pro imunoterapii

Spravny vybér alergenu pro imunoterapii je provadén na zakladé anamnézy
a vysledkl diagnostickych testid. Pokud vysledky testu ukazuji na dvoji
senzibilizaci musime se presvédCit zda jde skuteCné o dvoji senzibilizaci,
pak bychom pacienta IéCili obéma druhy alergenu, nebo o zkfiZzenou reaktivitu,

kde se snazime urc€it skuteCné ten alergen, ktery vyvolava senzibilizaci.

Extrakt alergenu, ktery se uziva v imunoterapii, je ve formé& vodného
roztoku a aplikuje se injekéné. V souCasné dobé se rovnéz uziva extrakt vazany

na aluminium hydroxid. (2; 3; 11)
6.2.5 Postup

6.2.5.1 Faze vzestupné davky

Ve fazi vzestupné davky se mulze pouzit nékolik aplikacnich postupu.
Obvyklé schéma aplikace ma tydenni interval mezi aplikacemi a trva nejdéle.
Zrychleny tzv. rush postup probihd za hospitalizace pacienta a doba nutna
k dosazeni udrzovaci davky trva pfiblizné od 3 hodin do 4 az 6 dni. Shlukovy tzv.
cluster postup aplikuje vice injekci vintervalu jednoho tydne. Vyhodou

pro pacienta je méné navstév v ordinaci a lepSi odezva na léCbu. (2; 3; 11)

6.2.5.2 Faze udrzovaci davky

UdrZovaci davka se aplikuje zpo€atku po 14 dnech a nasledné po mésici.
Druhy rok aplikujeme po 6 tydnech, tfeti rok po 8 tydnech. Pokud dojde
k preruseni |&éCby déle jak na 2 mésice, redukujeme davku na polovinu naposledy
tolerované davky a zvySujeme v tydennich intervalech do dosaZeni udrZovaci
davky. NejCastéji doporu€ovana udrzovaci davka je 100 ug jedu, coz odpovida
dvéma bodnutim v€ely nebo mnohem vice bodnuti vosy . U véelafu se podava
davka 200 pg jedu nebo také pfi selhani l1é¢by. Uspé&ch 1é8by roste s velikosti
davky, bohuzel s velikosti davky rostou i nezadouci ucinky. Optimalni davka jedu
by méla byt kombinaci uspokojivého efektu Ié€by s minimem nezadoucich U¢inka.
(2;3;11)
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6.2.5.3 Ukonceni lécby

V pribéhu imunoterapie by mélo dochazet k poklesu reaktivity v koznich
testech a k poklesu specifickych protilatek tfidy IgE a ke vzestupe protilatek tfidy
IgG. Pfi rozhodnuti o ukonceni l1éCby by se mélo k témto parametrum pfihlizet.
Optimalni doba lé€by u déti a dospélych s lehéi reakci by méla byt tfi roky az pét
let. U pacientl s Zivot ohroZujici anafylaxi je minimalni doba Ié¢by pét let, nékdy
i déle. Frekvence systémovych reakci po |éCbé se snizuje na 5 az 14% a jsou

vyznamné méné zavazné nez pred lécbou. (2; 3; 11)

6.2.6 Nezadouci ucinky

Imunoterapie vosim alergenem je vétSinou velmi dobfe tolerovana.
Na rozdil od imunoterapie vCelim alergenem, ktera je provazena vétSim poctem
vedlejSich uc&inkd. Rychly neboli rush postup ma vyssi frekvenci nezadoucich
ucinkd nez konvenéni postup, ktery je vétSinou dobre tolerovan. AvSak trva delSi
dobu, nez je dosazeno udrzovaci davky, coz muze byt nevyhoda u pacientu
s vysokym rizikem systémové reakce. Jako bezpecény se jevi shlukovaci neboli
cluster postup. Pokud dochazi k vysokému vyskytu nezadoucich ucinkd, ménime

aplikagni protokol. MirnéjSi projevy Ize tlumit antihistaminiky. (2; 3; 19)
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Prakticka cast

7.0 Cil

Cilem této bakalaiské prace je zhodnotil zda v pribéhu specifické

imunoterapie dochazi ke zménam v hodnotach testu bazofila.

8.0 Specificka imunoterapie a zmény hodnot Bazotestu

Specificka imunoterapie je jedina mozna kauzalni IéCba alergie na jed
blanokfidlého hmyzu. Mechanismem specifické imunoterapie je tedy snizovani
specifickych protilatek typu IgE a vzestup specifickych protilatek typu IgG4. Tim by
méla byt snizena i reaktivity bazofill k alergentm v testu aktivace bazofill. Tyto tfi
hodnoty nam mohou odrazet reakci organismu na specifickou imunoterapii. Pokud
specificka imunoterapie funguje, méla by navodit u pacienta toleranci k alergenu.

V této bakalarské praci se vénujeme testu aktivace bazofill a zménam jeho
hodnot v prubéhu specifické imunoterapie na jed blanokfidlého hmyzu. Hodnotime
procento aktivovanych bazofili pomoci exprese aktivaéniho znaku CD63, které by
se béhem specifické imunoterapie mélo snizovat. Toto stanoveni provadime
pred zahajenim IéCby a pak v jednorocnim intervalu po celou dobu IéCby. (6; 19;
20; 21; 22; 23)

9.0 Test aktivace bazofill
Test aktivace bazofill nebo také bazotest je metoda pozorujici aktivaci

bazofili. Jedna se o funkéni test, ktery zjiStuje alergickou reakci zprostfedkovanou
IgE protilatkami. PFi aktivaci bazofilu zjiStujeme expresi znaku CD63 na povrchu
bazofill. K aktivaci dochazi po pfemosténi receptoru FceRI na povrchu bazofild

alergenem, nebo anti-IgE protilatkou a nebo protilatkou proti FceRI receptorim.

Test je uzivan jako doplnikové vysetieni pfi neshodé vysledku specifickych
IgE a koznich testl s klinickymi pfiznaky, nebo pfi neproveditelnosti téchto testu.
Jeho nejvétSim problémem je nestejné provedeni mezi laboratofemi, rizna mezni
hodnota cut-off pro hodnoceni a nedostate¢na standardizace testu. Proto se musi
nejprve stanovit cut-off hodnota pro pozitivitu testu pro jednotlivé uzivané

alergeny. Toho se dosahne provedenim kalibrace a fedénim alergend.
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Pokud chceme vySetfit alergii na jed blanokfidlého hmyzu musime
nejprveodliSit pravou Klinickou reakci na vcelu nebo vosu a faleSné pozitivni
zkFizenou reaktivitu. Tento test zaujima misto v diagnostice alergii a muze byt

dulezitou pomocnou laboratorni metodou. (1; 9; 10; 15; 24; 25; 16)

9.1 Varianty testu
Aktivace bazofill se da stanovit vice metodami. Prvni metoda je metoda

BAT, ktera je zaloZzena na stanoveni aktivacnich molekul CD63 na prutokovém
cytometru. Druhd metoda metoda CAST stanovuje hladinu mediatort uvolnénych
béhem degranulace. Dale mlzeme pouzit dalSi alternativni cesty aktivace
bezofill. (1; 16)

9.1.1 Metoda BAT
Tato metoda je tedy zaloZzena na stanoveni aktivaéniho znaku CD63. Tento

znak je na povrchu bazofill exprimovan po jejich degranulaci. Jeho citlivost
a specificita neni vétSi nez u ostatnich testl, které mérfi pfFitomnost alergen
specifickych IgE protilatek pfimo. AvSak jeho citlivost a specificita neni Spatna

a proto se fadi mezi diagnostické testy.

Pro zvySeni citlivosti testu se uziva IL-3. IL-3 pusobi rychle a zpUsobuje
lepSi uvolnéni mediatoru z granul bazofild. ZvySuje uvolfiovani histaminu a lepSi

odpovéd aktivacniho znaku CD63.

Stanoveni se provadi ve vzorku krve pacienta, ktery inkubujeme s vodnym
roztokem alergenu. SoucCasné se vzorkem krve pacienta musime stanovit
negativni a pozitivni kontrolu. Po inkubaci s alergeny musime pfidat dvé protilatky.
Prvni protilatka anti-IgE, nebo anti-CD203c a nebo anti-CD123 oznacuje bazofily.
Druha protildtka anti-CD63 oznaCuje aktivované bazofily. Po inkubaci
s protilatkami nechame zlyzovat erytrocyty a nasledné vzorky stanovujeme
na prutokovém cytometru. Na pritokovém cytometru musime na zakladé bo&niho
rozptylu a znaceni bazofill pomoci protilatek anti-IgE, nebo anti-CD203c a nebo
anti-CD123 dobfe oznacit bazofily. Tomu se fika gatovani. Na téchto oznacenych
bazofilech méfime expresi aktivacniho znaku CD63. Vysledkem testu je procento
aktivovanych bazofild anti-IgE+/CD63+, nebo CD123+/CD63+ a nebo
CD203c+/CD63+. Metoda je specificka pro bazofily. Uziva se rutinné pfi vySetieni
alergie na jed blanokfidlého hmyzu. (1; 9; 10; 15; 24; 25; 16)
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9.1.1.1  Aktivaéni markery
K aktivaci bazofilu je nutna cela fada proteinu, které mohou byt detekovany

specifickymi protiladtkami na pratokovém cytometru. Vyhodou je mozné stanoveni
téchto aktivaCnich markerl z heparinizované piné krve pacienta. Nejvétsi
zkuSenost je s markery CD63, CD123 a CD203c. V této praci pracujeme
s markery CDG63, které jsou v komer¢ni soupravé pro stanoveni aktivace bazofila.
Exprese znaku CD63 je spojena s degranulaci bazofilu a tedy s jejich aktivaci.
Aktivacni znak CD123 je specificky pro bazofily. Uziva se pro vybér bazofilu
na pratokovém  cytometru. Aktivaéni znak CD203c je ectonucleotid
pyrofosfataza/fosfodiesteraza. Je exprimovan po stimulaci cytokinem IL-3.
Nachazi se ve vezikularnim prostoru buriky spolu s CD11b. Tento prostor je
odliSny od granuli obsahujici histamin. Pfi stimulaci je z tohoto prostoru uvolnén

a je mozné ho stanovit pomoci protilatky anti-203c. (16)

9.1.2 Metoda CAST
Metoda CAST je zalozena na stanoveni hladiny uvolnénych mediator(

ve vzorku krve. Tato metoda zavisi na pfitomnosti pfedem vytvofenych mediatort
v granulich bazofill. Stanovuje se bud hladina sulfidopeptidovych leukotrient
(LTC4), hladina histaminu, ale také IL-4. Histamin a leukotrieny se uvolnuji
okamzité po vazbé alergenu na IgE protilatku navazanou na vysokoafinnim
receptoru FceRI. Nevyhodou této metody je nutnost izolace bunék. Pokud bychom
méfili hladinu uvolnénych mediatorl v plné krvi, naméfili bychom hladinu
mediatorl nejen z bazofili, ale i z ostatnich krevnich bunék. lzolace bunék Ize
provést dvéma zpusoby. Mizeme pouzit bud separaci na hustotnim gradientu,
nebo separaci pomoci sedimentace. Bohuzel separace pomoci sedimentace

obsahuje i zna¢ny podil Cervenych krvinek, a proto se tolik nevyuziva. (1; 15; 16)

9.1.2.1 Metody stanoveni
Histamin Ize stanovit pomoci metody ELISA nebo na automatickém

analyzatoru. Cytokiny se stanovuji pomoci ELISA metod, leukotrieny pomoci RIA
a ELISA metod. Bohuzel tyto metody nejsou dostatecné robustni a jsou finanéné
naro¢né. Proto se nevyuzivaji rutingé. Jejich citlivost neni dostate¢né vysoka

pro aktivaci bazofila. (16)
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9.1.3 Alternativni testy aktivace
Reakce bazofill na néjakou formu aktivace zahrnuje Sirokou Skalu zmén.

Sekrece mediatorll je pouze jednou formou odezvy bazofill. Cytokiny indukuji
Sirokou Skalu fenotypovych zmén. Tyto zmény fenotypu mohou byt hodnoceny
pomoci stanoveni mMRNA na mikroCipech. Nékteré zmény jsou pfechodné, nékteré

maji delSi Zivotnost. Pfekazkou v tomto testu je nutnost precisténi bazofila.

DalSi moznosti je stanoveni bazofill na zakladé tvarové zmény. Tyto zmény
jsou vyvolané stimulaci nedostate¢nou pro uvolnéni mediatori a indukuji pouze
chemotaxi. Zména tvaru bazofill je detekovana pomoci pratokového cytometru.
(16)

9.2 Uskali metody BAT
Metoda se provadi z pIné krve pacienta. Krev musi byt Cerstva, maximalné

2 hodiny po odbéru. Jako protisrazlivé Cinidlo se pouZziva heparin. V krvi odebrané
do EDTA ¢inidla dochazi k vyvazani kalciovych iontud a test vyjde faleSné
negativni. Pro optimalizaci metody je dobra inkubace krve s IL-3, ktery pomaha

stimulovat bazofily. (1; 15)

9.3 Metodika
Test aktivace bazofill provadime metodou BD Fastimmune od spolecnosti

Becton Dickinson. Souprava obsahuje monoklonalni protilatky CD63, CD123
a Anti-HLA-DR, které detekuijici lidské antigeny. (26)

9.3.1 Monoklonalni protilatky
Protilatka CD63 reaguje s lysozomalnim glykoproteinem, ktery je obsazen

v mnoha typech bunék, v€etné monocytd, krevnich destiCek a bazofild. Jeho
povrchova exprese je aktivovana na povrchu aktivovanych krevnich desticek,
degranulovanych neutrofill, monocytl, makrofagu, endotelu a aktivovanych
bazofild. Protilatka CD63 je produkovana klonem H5C6 pfipravenym flzi
myelomovych bunék P3x653 Ag8 se splenocyty z BALB/c imunizovanych mysi.
Sklada se z mysiho tézkého fetézce IgG1 a lehkého fetézce kappa. (26)
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Protilatka CD123 se vaze na receptor interleukinu-3 k a fetézci. Oznacuje
se tedy jako anti-IL-3Ra. Selektivné rozpoznava buriky, které byly navazany s IL-3.
Klon 9F5 neblokuje vazbu IL-3 na receptor. CD123 antigen je expromovan
na plasmocytoidnich a myeloidnich dendritickych bufkach, na basofilech,
monocytech, eosinofilech a na €asti populace hematopoetickych progenitorovych
bunék. Neutrofili vykazuji expresi IL-3Ra pouze kdyz jsou kultivovany s GM-CSF.
Pokud jsou Cerstvé izolované expresi nevykazuji. Jelikoz IL-3 stimuluje produkci
hematopoetickych  bunék, predpoklada se, ze IL-3Ra vykazuji také
megakaryocyty, erytroidni bunky i B bunky. Protilatka CD123 je produkovan
klonem 9F5, ktera je odvozen z fuze NS-1 bunék se splenocyty mysi BALB/c
imunizovancy IL-3Ra z COS bunék. Sklada se ztézkého fetézce mysi IgG1

a lehkého fetézce kappa. (26)

Protilatka Anti-HLA-DR rozpoznava lidské antigeny HLA Il. tfidy. Jedna se
o transmembranovy glykoprotein slozeny za a [ podjednotky. Molekulova
hmotnost je 36 a 27 kD. HLA-DR je exprimovan na B lymfocytech, monocytech,
aktivovanych  makrofazich, T lymfocytech, aktivovanych NK bunkach
a progenitorovych burkach. Také je pfitomen na thymu, epitelu, sleziné v oblasti B
lymfocytd, lymfatickych uzlinach a lymfomech pochazejicich z B bunék. Protilatka
Anti-HLA-DR je produkovana klonem L243, ktery je odvozen hybridizaci mySich
NS-1/1-AG4 myelomovych bunék s burikami sleziny mysi BALB/c imunizovanych
lidskymi lymfoblastickymi B burikami linie RPMI 8866. Sklada se z téZkého fetézce
IgG2 mysi a lehkych fetézcl kappa. (26)

Pfi stanoveni BAT se uziva kokteil protilatek CD63 FITC/CD123 PE/anti-
HLA-DR PerCP v 1,0 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem (PBS)

obsahujicim hovézi sérovy albumin (BSA) a 0,1% azid sodny. (26)

9.3.1.1 Skladovani protilatek
Lahvi¢ky s monoklonalnimi protilatkami uchovavame pfi teploté 2 az 8 °C.

Konjugovana forma protilatky by neméla byt zmrazena a méla by byt chranéna
pred delSim vystavenim svétlu. Protilatka je stabilni po dobu uvedenou na Stitku
lahvi¢ky pfi spravném skladovani dle pokynu. (26)
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9.3.2 Alergeny
Bézné dostupné alergeny pouzivany béhem testu jsou od roku 2010 2 vosi

alergeny a 1 vCeli alergen. Vosi alergeny uzivané ke stanoveni jsou rVes v 5, coz
je slozka vosiho jedu antigen 5 a rVes v 1, coz je fosfolipaza A1. V¢eli alergen
uzivany ke stanoveni je rApi m 1, coz je slozka vceliho jedu fosfolipaza A2.
Od roku 2014 pfibyl jesté jeden vceli alergen a to rApi m 2, neboli hyaluronidaza.

Pro stanoveni alergie na vosi jed nam zcela dostacuje kombinace alergent
rvesvsarVesv 1.

Stanoveni alergie na vCeli jed pomoci alergenu rApi m 1 neni dostacuijici,
proto v nékterych pfipadech nelze potvrdit tuto diagnozu. ZvySeni citlivosti
vySetfeni by pomohlo stanoveni dalSich vcelich alergent. BohuzZel ani nové
dostupny alergen r Api m 2 nezvySuje citlivost stanoveni alergie na vceli jed,
jelikoz vykazuje podobnou homologii s obdobnym alergenem obsazenym ve
vosim jedu. Pro potvrzeni alergie na vCeli jed by byly pfinosnéjSi dalSi slozky
vCeliho jedu. DalSi slozka v&eliho jedu, ktera by méla byt brzy k dispozici je rApi m
4 (mellitin). Tato slozka jedu by byla specificka pro alergii na vCeli jed a mohla by
pomoci k potvrzeni diagndzy alergie na vceli jed.

Béhem testu pouzivame alergeny Pharmalgen Venom od firmy ALK. Tyto
alergeny jsou uzivané ke specifické imunoterapii. Jsou dodavany v lyofilizované
podobé. Pro diagnostiku se musi naredit na koncentraci potfebnou pro stanoveni.
Obvykle se stanoveni provadi pfi koncentraci 0,1 a 1,0 ng/l. Alergeny musi byt
skladované v ledniCce pfi teploté 2 az 8 °C a musi byt chranény pfed mrazem
a pfed svétlem. (11; 14; 25)

9.3.3 Princip metody
Principem testu je stanoveni procenta aktivovanych bazofild v plné krvi

pacienta na pritokovém cytometru. Stanoveni se provadi po inkubaci plné krve
s hmyzim jedem a po oznaceni monoklonalnimi protilatkami. O aktivaci bazofilu
nam sveédci povrchové znaky CD63 a CD123. (9; 10)
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9.3.4 Provedeni testu
1. Test provadime z pIné krve pacienta odebrané do zkumavky s heparinem.

Pro vySetfeni pacienta si pfipravime 4 zkumavky. Prvni zkumavka je negativni
kontrola. Druha zkumavka je pozitivni kontrola. Treti zkumavka je test na vceli jed.
Ctvrta zkumavka je test na vosi jed.

2. Do 1. 3. a 4. zkumavky napipetujeme 20 pl stimulaéniho pufru (BSB). Do 2.
zkumavky napipetujeme pouze 10 ul stimulaéniho pufru (BSB) a 10 ul fMLP (anti-
IgE N-formyl-methionyl-leucyl-fenyl-alanin.)

3. Po rozpipetovani pfidame do vSech zkumavek 100 pl piné krve pacienta.
Promichame a inkubujeme 20 minut ve vodni lazni pfi 37 °C.

4. Po probéhlé inkubaci pfidame 18 pl smési protilatek CDG63FITC
/CD123PE/HLA-DRPerCP a ponofime zkumavky do lazné s tajicim ledem, ¢imz
zastavime aktivaci bazofild. Inkubujeme v lednici 25 minut.

5. Po inkubaci do zkumavek pfidame 2 ml lyza¢niho roztoku BD FACT, &imz
dojde k lyzaci erytrocyti. Nechame inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté.

6. Poté zkumavky centrifugujeme pfi 300 otackach 5 minut. Supernatant
slijeme. Vzorky promyjeme v 1-2 ml PBS pufru.

7. Naposled pfidame 0,3 ml 0,5% paraformaldehydu (PFA) k promiseni
vzorku.

8. Vzorky jsou pfipravené pro analyzu na pritokovém cytometru. Pouzivame
prutokovy cytometr FC500. Vzorky analyzujeme v panelu Bazotest novy pacient.
Porfadi zkumavek v pfistroji je od negativni kontroly, pozitivni kontroly, vceli
alergen, po vosi alergen. Jako pozitivni sledujeme aktivované bazofily CD123+,
HLA-DR -, CD63+. Obvykle se hodnoti nejméné 500 bunék. (9; 13; 15; 26)

9.3.5 Referencni rozmezi
Jako normalni hodnota se povazuje aktivace bazofill do 5%. Pozitivni

reakce je hodnota v rozmezi od 10 do 15% aktivovanych bazofili. Senzitivita testu
se pohybuje mezi 50 az 90%. Specifita testu mezi 70 az 100%. (1; 10; 15; 24; 26)
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9.4 Vysledky
Vzorky se analyzuji na pratokovém cytometru FC 500 od firmy Beckman

Coulter. Analyza je provadéna z lyzované plné krve nebo s jakymkoliv stupném
obohaceni. Prlitokovy cytometr nastavime tak, aby se zaméfil na bazofily. Tomu
se fika gatovani. Buriky jsou zobrazeny v tzv. histogramu. V histogramu jsou
bunky zobrazeny podle parametru, ktery chceme stanovit. Bazofily identifikujeme
na principu pozitivity exprese CD123 a pomoci bocniho rozptylu SSC. Vytvofi se
nam tzv. teCkovy diagram, ktery se uziva pro analyzu 3 a vice parametrd. (1; 16;
26)

Obrazek 1 Vybér bazofilii pomoci znaku CD123 a bo¢€niho rozptylu SSC
[Ungated] CD123-PE / SS
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Zdroj: vlastni zpracovani na prutokovém cytometru z dat ustavu imunologie
a alergologie

Déle musime pomoci znaku CD123 a HLA-DR oddélit monocyty
od bazofild. Pritokovy cytometr vytvori dalSi graf tzv. dvojrozmérny, ktery je
sestaven podle dvou parametri. Nejbéznéji je pouzivany tzv. bodovy graf neboli
dot pot, kde je kazda burika zobrazena teCkou. Bazofily identifikujeme jako CD123
pozitivni a HLA-DR negativni buriky. (1; 16; 26)
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Obrazek 2 Vybér bazofilti na zakladé znaku CD123 pozitivni a HLA-DR
negativni
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Zdroj: vlastni zpracovani na prutokovém cytometru z dat ustavu imunologie

a alergologie

Pro toto rozliSeni se mohou pouzit i jiné markery, napfiklad protilatka IgE
nebo protilatka CCR3. Nejbéznéji je to ale pravé protilatka HLA-DR, kterou jsme

vyuzili v naSem testu.

Posledni gaty vytvofime pomoci exprese CD123 a CD63. Aktivované
bazofily ur€ime jako CD123 pozitivni a CD63 pozitivni buriky. (1; 16; 26)
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Obrazek 3 Aktivované bazofily CD63 pozitivnhi a CD123 pozitivni
[F] CD63-FITC / CD123-PE
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Zdroj: vlastni zpracovani na pritokovém cytometru z dat ustavu imunologie
a alergologie

Obrazek 4 Negativni vysledek aktivace bazofili bunky CD63 negativni CD123
pozitivni
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Zdroj: vlastni zpracovani na pritokovém cytometru z dat ustavu imunologie
a alergologie

Po probéhlém stanoveni pritokovy cytometr vytvofi vysledkovy list, kde je

vidét cely prlibéh stanoveni pro jednoho pacienta. (1; 16; 26)
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10.0 Statistické hodnoceni

Pro analyzu jsme pouzili data z ustavu imunologie a alergologie Fakultni
nemocnice v Plzni. Data jsme zpracovali v programu Microsoft Excel a graf

vytvofili v programu R. Data byla rozdélena podle alergie na vCeli a vosi jed.

10.1 Hodnoceni alergie na véeli jed pomoci metody test aktivace

bazofill
Celkem jsme vyhodnocovali 58 pacientd. Z toho 36 muZzu, coz je 62% a 22

Zen, coz je 38%.

Tabulka 2 Celkovy pocet pacientt - alergie na vceli jed

BAZOTEST
pocet %
MUZI 36 62,06897
ZENY 22 37,93103
CELKEM 58 100

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Pacienti byli rozdéleni podle roku, kdy nastoupili na léCbu specifickou
imunoterapii. V roce 2006 nastoupilo Ié¢bu 10 pacientu, z toho 6 muzi a 4 Zeny.
V roce 2007 to bylo 9 novych pacientd a vSechni byli muzi. V roce 2008 5 novych
pacientl 2 muzi a 3 zeny. V roce 2010 7 novych pacientd 4 muzi a 3 zeny. V roce
2011 8 novych pacientd 6 muzi a 2 Zeny. A v poslednim roce 2012 10 novych
pacientd 5 muzl a 5 Zen. Ve jsme zanesli do tabulky.

Tabulka 3 Pocty pacientu podle roku nastoupeni IéCby - alergie na vceli jed

BAZOTEST
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
MUZI 6 9 2 4 4 6 5
ZENY 4 0 3 5 3 2 5
CELKEM 10 9 5 9 7 8 10

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Z dat ziskanych metodou bazotestu jsme si vypocitali primérnou hodnotu
a median. Hodnoty jsou udany v procentech aktivovanych bazofili. Data jsme
hodnotili pfed nasazenim |éEby a po jednotlivych rocich |éEby specifickou
imunoterapii. Pfed nasazenim IéCby vySla primérna hodnota 51,99, median vysel
55,48. Pro prvni rok lé¢by vySla primérna hodnota 32,23 a median 26,05.
Pro druhy rok primérna hodnota vysla 33,14, median 27,79. Treti rok specifické

imunoterapie vysla primérna hodnota bazotestu 26,38, median 25,24. Pro Ctvrty
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rok vysla primérna hodnota 17,51, median 12,42. Paty a posledni rok specifické
imunoterapie vysSla primérna hodnota 19,90, median 13,84. Dale jsme si
vypocitali rozdily mezi medianem pfed nasazenim specifické imunoterapie
a medianem z kazdého roku specifické imunoterapie. Rozdil medianu z prvniho
roku lécby vysel 29,43, z druhého roku 27,69, z tfetiho roku 30,25, ze ¢tvrtého
roku 43,07 a z patého roku 41,64. VSe jsme zanesli do tabulky.

Tabulka 4 Priméry, mediany, zmény mézi mediany v jednotlivych rocich
Iécby - alergie na véeli jed

BAZOTEST
ROKY 0 1 2 3 4 5
PRUMER 51,99 32,23 33,14 26,38 17,51 19,90
MEDIAN 55,48 26,05 27,79 25,24 12,42 13,84
ROzZDIL 29,43 27,69 30,25 43,07 41,64

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Ke zhodnoceni vyznamnosti téchto dat jsme pouzili Wilcoxonuv statisticky
test vprogramu R. Test se uziva pro hodnoceni metod, které neodpovidaji
Gaussovu normalnimu  rozlozeni. Takové metody oznaCujeme jako
neparametrické. Test pracuje s rozdily mezi mediany. Vysledkem Wilcoxonova
testu je hodnota p. Pokud hodnota p je nizsi nez 0,05 coz odpovida 5%, zména
hodnot je statisticky vyznamna. Hodnota p z prvni zmény vysSla 0,002377, z druhé
zmény 0,00801, z tfeti zmény 0,0005559, ze ¢tvrté zmény 0,0002613 a z paté
zmény 0,002204. Hodnoty z programu R jsme zanesli do tabulky.

Tabulka 5 Wilcoxonuv statisticky test - alergie na véeli jed

WILCOXONUV STATISTICKY

TEST
roky specifické imunoterapie 1 2 3 4 5
= p-value = | p-value = | p-value = | p-value = | p-value =

0,002377 | 0,00801 | 0,0005559 | 0,0002613 | 0,002204

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

VSechny hodnoty vySly nizsi nez 0,05, tudiz data, které jsme zpracovavali

jsou statisticky vyznamna.
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Jako dalSi krok jsme ziskana data z bazotestu od pacientl pfed nasazenim
léCby a po jednotlivych letech IéCby, zadali do programu R. Program R vypocital
minimalni hodnotu, maximalni hodnotu, prdmér, median, hodnotu dolniho kvartilu,
hodnotu horniho kvartilu a vynechané hodnoty pro jednotlivé roky.
Pfed nasazenim |éCby byla minimalni hodnota 0,45, maximalni hodnota 99,5,
prumeérna hodnota 51,99, median 55,48, hodnota horniho kvartilu 81,25, hodnota
dolniho kvartilu 24,93 a vynechana data 2. Pro prvni rok 1éEby minimalni hodnota
vySla 0,7, maximalni hodnota 90,3, primérna hodnota 32,23, median 26,05,
hodnota horniho kvartilu 52,19, hodnota dolniho kvartilu 9,3 a vynechana data 10.
Pro druhy rok Ié€by minimalni hodnota vySla 1,78, maximalni hodnota 93,75,
priumérna hodnota 33,14, median 27,79, hodnota horniho kvartilu 54,16, hodnota
dolniho kvartilu 7,88 a vynechana data 19. Pro tfeti rok |€€by minimalni hodnota
vysla 0,25, maximalni hodnota 79,2, primérna hodnota 26,38, median 25,23,
hodnota horniho kvartilu 39,13, hodnota dolniho kvartilu 4,625 a vynechana data
28. Pro Ctvrty rok l1é€by minimalni hodnota vySla 1,12, maximalni hodnota 46,65,
primérna hodnota 17,515, median 12,415, hodnota horniho kvartilu 21,363,
hodnota dolniho kvartilu 4,25 a vynechana data 38. Pro posledni rok IéCby vySla
minimalni hodnota 1,02, maximalni hodnota 45,45, primérna hodnota 19,904,
median 13,84, hodnota horniho kvartilu 32,053, hodnota dolniho kvartilu 8,295
a vynechana data 44. Data jsme zadali do tabulky.

Tabulka 6 Data z programu R - alergie na v¢eli jed

R —
PROGRAM
Roky 0 1 2 3 4 5
Min. 0,45 0,7 1,78 0,25 1,12 1,02
1 st Qu. 24,93 9,3 7,88 10,29 4,625 8,295
Median 55,48 26,05 27,79 25,23 12,415 13,84
Mean 51,99 32,23 33,14 26,38 17,515 | 19,904
3rd Qu. 81,25 52,19 54,16 39,13 21,363 | 32,053
Max. 99,5 90,3 93,75 79,2 46,65 45,45
NA's 2 10 19 28 38 44

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie
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Primérna hodnota v tomto testu je zanedbatelna jelikoz se jedna o metodu
neparametrickou, ktera pouziva pro zhodnoceni median. Z téchto dat program
R sestavil graf. Graf je tvofen boxploty pro data ziskana pfed specifickou
imunoterapii a pro jednotlivé roky specifické imunoterapie. Kazdy jednotlivy
boxplot ukazuje minimalni hodnotu, maximalni hodnotu, median, hodnotu dolniho
kvartilu a hodnotu horniho kvartilu.

Obrazek 5 Boxplot
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Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie
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Graf 1 Alergie na véeli jed
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Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Z grafu Ize vycCist pokles hodnot aktivovanych bazofili v pribéhu specifické

imunoterapie a navozeni tolerance na vceli jed.
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10.2 Hodnoceni alergie na vosi jed pomoci metody test aktivace
bazofill
V hodnoceni jsme postupovali uplné stejné jako u alergie na vceli jed.

Celkem jsme hodnotili 58 pacientl. Z toho 22 muzd, coz odpovida 38% a 36 Zen,
coz odpovida 62%. To je pfesné naopak nez u alergie na vceli jed.

Tabulka 7 Celkovy pocet pacientt - alergie na vosi jed

BAZOTEST
pocet %
MUZI 22 37,93103
ZENY 36 62,06897
CELKEM 58

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Pacienti byli rozdéleni podle roku zacCatku imunoterapie. V roce 2006 se
vySetroval pouze 1 pacient a to Zena. V roce 2007 pfibyli 2 novi pacienti a opét
dvé Zeny. V roce 2008 znovu pfibyli pouze 2 novi pacienti, ale jiz 1 Zena a 1 muz.
V roce 2009 jiz 7 novych pacientl, z toho 4 Zeny a 3 muzi. V roce 2010 16 novych
pacientl, z toho 9 Zen a muzl. V roce 2011 20 novych pacientd 13 Zen a 7 muz(.
Vroce 2012 10 novych pacientd 6 Zen a 4 muzi. Tyto udaje jsme zanesli
do tabulky.

Tabulka 8 Pocty pacientu podle nastoupeni IéCby — alergie na vosi jed

BAZOTEST
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
MUZI 0 0 1 3 7 7 4
ZENY 1 2 1 4 9 13 6
CELKEM 1 2 2 7 16 20 10

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Z dat ziskanych metodou bazotestu jsme vypocitali prGmérnou hodnotu
a median. Hodnoty jsou udany v procentech aktivovanych bazofili. Data jsme
hodnotili pfed nasazenim |éEby a po jednotlivych rocich lécby specifickou
imunoterapii. Pfed nasazenim IéCby vySla primérna hodnota 32,13, median vysel
31,10. Pro prvni rok lé¢by vySla primérna hodnota 18,54 a median 11,27.
Pro druhy rok primérna hodnota vysla 16,97, median 9,61. Treti rok specifické
imunoterapie vysla primérna hodnota bazotestu 15,30, median 7,48. Pro Ctvrty
a posledni rok vysla primérna hodnota 10,42, median 7,48. Dale jsme si vypoditali

rozdily mezi medianem pfed nasazenim specifické imunoterapie a medianem
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z kazdého roku specifické imunoterapie. Rozdil medianu z prvniho roku IéCby
vySel 19,84, z druhého roku 21,50, z tfetiho roku 23,31 a ze Ctvrtého roku 23,62.
VSe jsme zanesli do tabulky.

Tabulka 9 Priméry, mediany, zmény mezi mediany po jednotlivych rocich
lIécby - alergie na vosi jed

BAZOTEST
ROKY 0 1 2 3 4
PRUMER 32,13 18,54 16,97 15,30 10,42
MEDIAN 31,10 11,27 9,61 7,79 7,48
ROZDIL 19,84 21,50 23,31 23,62

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Ke zhodnoceni vyznamnosti téchto dat jsme pouzili Wilcoxonav statisticky
test v programu R. Opét musela byt hodnota p nizSi nez 0,05,aby byly data
statisticky vyznamna. Hodnota p z prvni zmény vysla 0,001527, z druhé zmény
0,006199, z tfeti zmény 0,02322, ze Ctvrté zmény 0,03008. Hodnoty z programu
R jsme zanesli do tabulky.

Tabulka 10 Wilcoxonuv statisticky test - alergie na vosi jed

WILCOXONUV STATISTICKY

TEST
roky specifické imunoterapie 1 2 3 4
p p-value = | p-value = | p-value = | p-value =

0,001527 | 0,006199 | 0,02322 0,03008

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

VSechny hodnoty vySly nizsi nez 0,05, tudiz data, které jsme zpracovavali
jsou statisticky vyznamna.

Jako dalSi krok jsme ziskana data z bazotestu od pacientu pfed nasazenim
léCby a po jednotlivych letech 1éCby zadali do programu R. Program R vypocital
minimalni hodnotu, maximalni hodnotu, primér, median, hodnotu dolniho kvartilu,
hodnotu horniho kvartilu a vynechané hodnoty pro jednotlivé roky.
Pfed nasazenim |éCby byla minimalni hodnota 0,2, maximalni hodnota 78,880,
primérna hodnota 32,13, median 31,1, hodnota horniho kvartilu 47,62, hodnota
dolniho kvartilu 12,94 a vynechana data 2. Pro prvni rok 1éEby minimalni hodnota
vySla 0,205, maximalni hodnota 74,03, primérna hodnota 18,54, median 11,265,
hodnota horniho kvartilu 30,032, hodnota dolniho kvartilu 3,1 a vynechana data

18. Pro druhy rok léCby minimalni hodnota vySla 0,47, maximalni hodnota 50,
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primérna hodnota 16,969, median 9,605, hodnota horniho kvartilu 30,277,
hodnota dolniho kvartilu 4,705 a vynechana data 36. Pro tfeti rok 1éCby minimalni
hodnota vysla 1, maximalni hodnota 51, praimérna hodnota 15,3, median 7,79,
hodnota horniho kvartilu 29,45, hodnota dolniho kvartilu 2,43 a vynechana data
49. Pro Ctvrty a posledni rok |é€by minimalni hodnota vysla 4, maximalni hodnota
20,51, primérna hodnota 10,42, median 7,48, hodnota horniho kvartilu 12,94,
hodnota dolniho kvartilu 7,15 a vynechana data 53. Data jsme zadali do tabulky.

Tabulka 11 Data z programu R - alergie na vosi jed

R -
PROGRAM
Roky 0 1 2 3 4
Min. 0,2 0,205 0,47 1 4
1 st Qu. 12,94 31 4,705 2,43 7,15
Median 31,1 11,265 9,605 7,79 7,48
Mean 32,13 18,54 16,969 15,3 10,42
3rd Qu. 47,62 30,032 | 30,277 29,45 12,94
Max. 78,88 74,03 50 51 20,51
NA’'s 2 18 36 49 53

Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Primérna hodnota v tomto testu je zanedbatelna jelikoz se jedna o metodu
neparametrickou, ktera pouziva pro zhodnoceni median. Z téchto dat program
R sestavil graf. Graf je tvofen boxploty pro data ziskana pfed specifickou
imunoterapii a pro jednotlivé roky specifické imunoterapie. Kazdy jednotlivy
boxplot ukazuje minimalni hodnotu, maximalni hodnotu, median, hodnotu dolniho

kvartilu a hodnotu horniho kvartilu.
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Graf 2 Alergie na vosi jed
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Zdroj: vlastni zpracovani z dat ziskanych z ustavu imunologie a alergologie

Z grafu Ize opét vycist pokles aktivovanych bazofild v pribéhu specifické

imunoterapie a navozeni tolerance na vosi jed.
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Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit zda se v pribéhu specifické
imunoterapie hmyzim jedem méni hodnoty testu bazofild. Vysledky testu jsme

hodnotili s pouzitim odbornych &lankd s podobnou tématikou.

V prvni fadé je nutné mit reprezentativni vzorek dat, aby vysledky testu byly
statisticky vyznamné. Jelikoz jsme pouzili mensi poCet dat nemame normalni
Gaussovo rozlozeni, coz jsme zjistili Saphiro-Wilkovo testem, ktery je uréen pouze
pro parametrické testy, coz test aktivace bazofild neni. Proto jsme pouzili
Wilkoxonav statisticky test, ktery hodnoti pravé metody, které nemaji Gaussovo
normalni rozlozeni, tedy metody neparametrické. Wilkoxonuv test pracuje
na principu pocet dat ku zméné mezi skupinami. Pokud test obsahuje mensi pocet

dat, ale rozdily mezi nimi jsou velké, vyjde tento test jako statisticky vyznamny.

Mg vwivs

Ktomu je zapotiebi si pfipravit kalibracni kfivku. KalibraCni kfivka se sestavi
z hymzich jedu o vzestupné koncentraci. Z této kalibracni kfivky bychom usoudili
minimalni koncentraci jedu nutnou k aktivaci bazofili. Sice by byl tento postup
nejpresnéjsi, avsak Casové i financné naroCny. Proto se Casto test aktivace
bazofil vySetfuje pfi pouziti dvou koncentraci jedu. Bohuzel i tento postup jsme
nemohli pouzit. Divodem je, Ze zdravotni pojisStovna proplaci pouze jednu
koncentraci jedu, tudiz jsme test aktivace bazofili vySetfovali s pouzitim jedné
koncentrace. | pfes pouziti pouze jedné koncentrace jedu je viditelny pokles
aktivovanych bazofilu a vysledky tohoto poklesu se shoduji s odbornou literaturou.
(6; 20; 21, 22; 23; 27; 28)

Z toho vyplyva, Ze stanoveni aktivace bazofili s pouzitim jedné koncentrace
je dostacujici pro spravné vysledky stanoveni a staci ke zhodnoceni spravnosti

lé&by.

Nase vysledky tedy ukazuji, Zze v pribéhu specifické imunoterapie dochazi
k poklesu aktivovanych bazofili. Tento vysledek se shoduje s odbornymi &lanky
zamérenymi na stejnou problematiku. Jako dalSi parametry hodnoceni spravného

pribéhu IéCby je pokles specifickych IgE protilatek a vzestup IgG4 protilatek.
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Pokles aktivovanych bazofili v pribéhu |éCby je jedna z &asti hodnoceni
specifické imunoterapie a muze polozit zaklad pro dalSi odbornou praci

na podobné téma.
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Zaver
Tato bakalafska prace s nazvem "Zmény v hodnotach testu bazofilu

v pribéhu specifické imunoterapie na jed blanokfidlého hmyzu" se dleni

na teoretickou a praktickou ¢ast.

V teoretické Casti rozebiram vlastni alergii na blanokfidly hmyz, jeji
patogenezi, klinické pfiznaky, slozeni jedu blanokfidlého hmyzu, diagnostiku
a vlastni I1éCbu alergie. V praktické Casti se zamé&fuji na zodpovézeni cile prace.
Nejprve popisuji vlastni specifickou imunoterapii a vySetfovaci metodu, pomoci
které jsem ziskala data ke zpracovani. Dale se zabyvam statistickym

zhodnocenim dat pro zodpovézeni cile prace.

Cilem prace je tedy zjisténi zda ziskana data z testu aktivace bazofill jsou
statisticky vyznamna a zda vypovidaji o spravném prabéhu lé€by. Vyznamnost dat
jsem zhodnotila pomoci Wilcoxonova statistického testu. Tento test ukazal,
Ze data pouZita v této praci jsou statisticky vyznamna. Pomoci programu R jsem
data zhodnotila a podle nich sestavila graf, ktery ukazal pokles aktivovanych
bazofill v pribéhu specifické imunoterapie. LéCba alergie na jed blanokFfidlého

hmyzu pomoci jedové imunoterapie vykazuje dobré vysledky a je ucinna.

Vysledkem této bakalarské prace je tedy potvrzeni, Ze specificka
imunoterapie méni hodnoty aktivovanych bazofili. Dochazi k jejich snizovani a tim
by mélo dochazet ke snizovani reaktivity organismu na jed blanokfidlého hmyzu.
Jelikoz je tato prace postavena pouze na aktivaci bazofili a k celkovému
hodnoceni specifické imunoterapie je nutno zhodnotit jesté specifické IgE
protilatky a 1gG4 protilatky, muze tato prace polozit zaklad pro dalSi odbornou

praci na podobné téma
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Seznam zkratek
Ig — imunoglobulin

CNS - centralni nervovy systém

Napf. — napriklad

Atd. — a tak dale

FceRI — vysokoafinnitni receptor pro protilatku tfidy IgE
TNF — tumor nekrotizujici faktor
TGF-B — transformujici rastovy faktor 3
IL — interleukin

Th — pomocny T-lymfocyt

Treg — regulacni T-lymfocyt

Anti- protilatka

EDTA — protisrazlivé Cinidlo, kyselina ethylendiamintetraoctova
GM-CSF — faktor stimulujici kolonie
rves v5 — slozka jedu antigen 5

rves vl — slozka jedu fosfolipaza A1
rApi m1 — slozka jedu fosfolipaza A2
rApi m2 — slozka jedu hyarluronidaza
rApi m4 — slozka jedu mellitin

Min — minimalni hodnota

1st Qu — hodnota dolniho kvartilu
Median — median

Mean — primérna hodnota

3rd Qu — hodnota horniho kvartilu

Max — maximalni hodnota

NA’s — vynechana data
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