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Uvod

Za téma své bakalarské prace jsem si zvolila porovnani uZivanych metod
pro stanoveni specifickych IgE. Prace pojednava o jednotlivych metodach Immulite,
ImmunoCAP a ImmunoCAP ISAC, konkrétné o jejich vyhodach a nevyhodach ohledné
sensitivity, specifity, uzivaného objemu, objektivity nebo subjektivity hodnoceni, poctu

vySetfeni etc.

Déle rozebirané metody jsou aktudlni a stdle uzivané v nemocnicich. Vysledky
vySetteni, z nichz byla ¢erpana data pro jednotlivé vypocty pochéazeji konkrétn¢€ z FN Plzen

a byla pro jejich ziskani fadn¢ vyplnéna zadost o poskytnuti informaci.

Teoreticka cast uvadi do problematiky imunologie, konkrétné alergologie,
pojednava o jednotlivych alergiich a konkrétnich mechanismech a protilatkach, které
hypersenzitivni reakce zplsobuji, jak se tyto reakce projevuji, jak se zjistuji, vySetfuji

a nasledné 1é¢i.

Praktickd ¢ast se pak zabyva vyhradné specifickymi protilatkami imunoglobulinti
titidy E a metodami, pomoci nichz se tyto protilatky vysetiuji. Tyto metody jsou popsény

a jejich vlastnosti rozvedeny tak, aby byly ziejmé jejich vyhody a nevyhody.

Vysledky vyuzivané pro tuto praci byly méfeny prostiednictvim vyse zminénych
metod a byly na nich vySetfovany alergeny na pyly bfizy Bet v 1 a Bet v 2. Tyto informace
pak byly dale vyuzity k vypoctim senzitivity a specifity. V diskuzi se pak rozebiraji tidaje
poskytnuté vyrobcem a jejich porovndni mezi metodami navzajem. Zaroven se zde

porovnavaji ziskané vysledky s hodnotami uvedenymi vyrobcem.
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Teoreticka cast

1 Obecna imunologie

Imunologie je véda, kterd se zabyva rliznymi aspekty imunitniho systému ve vSech
organismech, jak fyziologickymi tak patologickymi, at’ uz se jednd o hypofunkci nebo
hypersenzibilitu. Pomoci tohoto v&dniho oboru zkoumame reakce naseho organismu
na cizi antigeny. Na tom, jak na tyto vnéjsi vlivy imunitni systém zareaguje muze zaviset
zivot daného jedince. Nebezpecné jsou oba extrémy — nedostateéné i ptiliSné reagujici —
imunitni odpovedi.

Hlavni funkce imunitniho systému jsou 3. Schopnost branit sviij ogranizmus tak,
aby nedoSlo kjeho poskozeni zdGvodu nenalezeni, nezabranéni priniku nebo
nezneSkodnéni patogenického antigenu prostiedky, které mame k dispozici. Schopnost
rozeznavat vlastni tkan¢ a mit zakodované, ze témto tkanim nemd ublizit optimélné ani
pfi snaze je ochranit. Pro piipad, Ze by imunitni systém nefungoval tak, jak ma, jsou
nékteré takzvané ,,privilegované“ organy pied nim tplné chranény — dojde-li k napadeni
organismu, ktémto tkanim se imunitni syst¢ém nedostane, aby je nemohl piipadné
poskodit. A tfeti, ale neméné¢ dulezitd funkce je interni dohled, rozpoznavani
a odstranovani starych, poskozenych nebo jinak zménénych a dale bud’ nespravné nebo
uplné nefunkénich bunék. (1)

Jestlize imunitni systém funguje malo, miize se jednat o imunodeficienci, coz
znamena, ze imunitni systém nemuze dostate¢né bojovat proti patogentim a nebo toho neni
schopen vibec. Nékdy se lidé s témito defekty pfimo narodi, cemuz se fikd primarni
imunodeficience. V ptipad¢ sekundarni imunodeficience jsou tyto defekty ziskany
v prubéhu zivota. Z vaznych onemocnéni je nejznaméjsi AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome). Pacienti s jakymkoli druhem imunodeficience jsou mnohem vice
nachylni k onemocnéni nez zdravi jedinci. OvSem za nékterych okolnosti je snizeni funkce
naseho imunitniho systému piimo vyhleddavdno. Takovyto piipad je naptiklad hrozba
rejekce transplantovaného organu. Pfi transplantaci by imunitni systém piijemce zacal
na darovanou tkan reagovat jako na cizi té€leso a snazil by se ho zneSkodnit, proto se
¢innost pfijemcova imunitniho systému reguluje pomoci imunosupresiv, aby télo mélo cas

novou tkan piijmout. (2) (3)
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V opacném piipad¢, kdy imunitni systém reaguje ve vétsim méfitku nez je zadouct,
se jedna o hypersenzivititu. Do této kategorie spadaji naptiklad autoimunitni onemocnéni
nebo alergie. Autoimunitni onemocnéni, jak uZ nazev napovida, je patologicky jev, kdy
dochdzi k napadeni vlastnich tkdni builkami imunitniho systému. Zde je dalS$i moZnost
vyuziti imunosupresivnich latek, které se pfi téchto problémech vyuzivaji jako 1éCiva, ta
totiz reguluji imunitni odpovéd’ a tim snizuji dusledky jejiho neadekvatniho zasahu. (3)

Alergie vznikly ptivodné spravnou funkci imunitniho systému. Dfive totiz reakce,
kdy se imunoglobulinové protilatky tfidy E tvofily a vazaly na mastocyty (zirné bunky)
nebo bazofyly, slouzila k vypuzeni stfevnich paraziti. (4)V dnesni vyspélejsi dob¢ jsou uz
ovSem hygienické podminky na vys$si urovni, tedy ptipady napadeni stfevnimi parazity se
pomalu vytraceji a na$ imunitni systém se tedy zabyva méné zavaznymi problémy. Zacina
vnimat jako hrozbu 1 zdanlivé neskodné latky, jako naptiklad pylova zrna, které se pak
stavaji jeho novym cilem. (5)

Klicové primarni orgdny imunitniho systému jsou thymus a kostni dfen
a sekundarni jsou lymfatické tkané jako jatra, slezina, lymfatické cévy, uzliny a dalsi.
Jestlize je to nutné, pak mohou byt nékteré tyto tkdné€ chirurgicky odstranény. OvSem
mnoho komponentd imunitniho systému je bunééného ptivodu a neni spojovano s néjakym
specifickym orgdnem, jsou spiSe umistény nebo cirkuluji v riiznych tkdnich naptic celym
telem.

Imunita v lidském organismu ma mnoho vlastnosti. Specifita zajistuje vyvolani
specifické odpovédi pro dany antigen. Rozmanitost umoziuje imunitnimu systému
odpovidat na velké mnozstvi patogent. Pamét’ vede k rozSifenym moznostem imunitni
odpovédi pfi opakovaném vystaveni stejnym antigenim. Klonové rozmnoZovani zvysuje
pocet antigenné specifickych lymfocyti z relativné malého poctu naivnich lymfocyti.
Specializace tvoii odpovéedi, které jsou optimalni pro obranu proti riznym typtim mikrobii.
(6)Vrozena a ziskana slozka imunitniho systému poskytuje obranu proti fadé infekcnich

organismil liSicich se ve velikosti, zpiisobu vstupu do téla, reprodukci, patogenité a dal§ich

(")
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2 Alergie

Kdyz imunitni systém jednd s antigenem, ktery by za normalnich okolnosti nemél
vyhodnotit jako hrozbu, mize ohrozit vlastni organismus. V takovém piipadé¢ jde
0 hypersenzitivitu neboli ptecitlivélost imunitniho systému, ktera mize byt pro jedince jen
nepfijemnym problémem a nebo 1 smrtelnou zédvadou. Alergie jsou nejcastéjSim typem

nespravné funkce imunitniho systému. (3)

Alergie mohou vzniknout de novo, ale vétSinou je-li alespont jeden rodi¢ na néco
alergicky, je tam velka Sance, ze potomek bude také. I kdyz se mize jednat o dédicny typ
alergie, potomek nemusi byt alergicky na to samé, na co rodic. Dédi se totiz
hypersenzitivita imunitniho systému jako takova, nikoliv precitlivélost na urcity antigen.
Prestoze se alergie muze projevit v jakémkoli véku, obvykle jsou patrny jeji ptiznaky
uz Vv détstvi. Plati zde, ze jestlize jedinec zdédi moZznost mit alergii, vétSinou se u nich
projevi ten typ, jehoZ antigenu je dany organismus vystavovan nejvice. Zaroven je mozné

byt alergicky na vice latek najednou. (8)

Alergeny mohou byt ve vzduchu, inhalaci se naptiklad dostane do organismu pyl,
prach, plisen, zvifeci srst nebo kiize a dalsi. Alergeny, které mohou byt pfijaty do téla
alimentarni cestou jsou nejCastéji v jidle, hlavné ve vajickach, mléce, ofiskach nebo
vV lécich podavanych peroralné, zejména penicilin. Alergeny, které se dostavaji
do organismu injekéné nemusi byt jen léky, ale naptiklad i hmyzi jedy od vcel, vos,
mravencii a dalSich. Nékdo muze byt alergicky i na latku, které¢ se dotkne, ¢ehoz

nejcastejsim piipadem je latex nebo nékteré kovy. (8) (9)
2.1 Typy alergickych reakci

Typy alergické reakce se ruzni individudlné od senné rymy pies vyrazku az
po anafylakticky Sok. ,,Za urCitych okolnosti miize imunitni reakce vyvolat vice ¢1 méné
zavazné poskozeni organismu. V takovych ptfipadech mluvime o imunopatologickych
reakcich. (Hotejsi, Bartinkova, Brdi¢ka, Spisek, 2013, s.217) Tyto imunopatologické
reakce lze rozdélit na 4 typy. (1) (10)

2.1.1 Prvni typ

V prvnim typu se jedna atopii, tedy o reakci, v niZ jsou hlavnim aktérem protilatky

IgE (nebo naptiklad histamin), které se vazi na nékteré antigeny z vnéjsiho prostredi jako
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naptiklad pyl, rozto¢i, potravinové alergeny etc. Prvni setkani s alergenem vede
K senzibilizaci jedince. Principem imunitni odpovédi v tomto piipadé je sekrece IgE
protilatek plazmocyty pod vlivem Th2 cytokini. Reakce muZe probihat lokalng, coz se
podoba ptipadiim, kdy by se télo snazilo vypudit parazity ze sliznice a nasledkem této
reakce je pak alergickd ryma, kopfivka nebo astma bronchiale. Dalsi zpisob postupu je
systémovy, kdy se dostaly antigeny do krevniho obéhu senzibilizovaného jedince a to

muze zaptiéinit anafylakticky Sok. (1) (4)
2.1.2 Druhy typ

Druhy typ je zprostiedkovavan Imunoglobuliny tfidy G a M, které mohou aktivovat
komplement nebo zptsobit ADCC (Antibody Dependent Cytotoxicity) reakci. Zatimco
reakci prvniho typu zprostiedkovava vazba IgE protilatek na bazofily a mastocyty, Fc
receptory pro vazbu Fc ¢asti protilatek tiidy IgG maji na svém povrchu NK bunky nebo
fagocyty. Pti fyziologickém stavu by tato reakce slouzila k opsonizaci, neutralizaci toxintl,
blokovani adheze virt, ptipadné lyze mikroorganismil. Tuto reakci mizeme pozorovat i pfi
vybirani vhodného darce pro transplantace, kdy se provadi testy na krevni skupinu. Tento
typ reakce se konkrétné¢ muze uplatnit, jestlize nevybereme spravného darce z hlediska
systému ABO, kdy dojde k 1yze krevnich bunék. Organismus vi, jaké ma na erytrocytech
antigeny (takzvané aglutinogeny) a nevytvari proti témto konkrétnim polysacharidovym
antigenim IgM protilatky, zato ma protilatky proti ostatnim. Pii podani krve
s aglutinogeny, které v sob¢ piijemce nemél zaktivujeme komplement, protilatky proti
témto antigenim se na né navazi a zapii¢ini hemolyzu, coz je Zivot ohrozujici stav. (1) (3)

(4) (11)
2.1.3 Tteti typ

Principem reakce tfetiho typu je tvorba imunokomplext. Funkéné jde o kombinaci
typi 1 a 2, misto protilatek tiidy IgE je zde ovSem hlavnim Cinitelem IgG. Antigen
s protilatkou vytvofi imunokomplex, ktery se pak navaze na Fc receptor fagocytli nebo
aktivuje komplement, k mistu reakce jsou ptilakany neutrofily a dalsi poskozeni provadi

aktivované mastocyty. Hlavni fyziologicka funkce této reakce je stimulace akutnich zanéth.

1) @)
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2.1.4 Ctvrty typ

Ctvrty typ je nazyvan reakci oddaleného typu a vyuZiva mechanizmu aktivace Thi,
Tc a makrofagl. Za normalnich okolnosti by dochéazelo k destrukci bun€k infikovanych
viry, patologickd analogie této reakce ito¢i 1 na buiky zdravé nebo infikované relativné
neSkodnymi viry. Vysledkem pak miiZze byt sarkoidoza, rozpadova TBC, roztrouSena

skleréza a jiné. (1) (4)
2.2 Alergeny

Alergen je vyraz pro antigen z vnéjsiho prostiedi, na ktery naSe télo reaguje pomoci
protilatek. Nej¢astéji se jedna o protilatky IgE, nicméné se mizeme v piipad¢ alergii setkat
I Sjinymi isotypy imunoglobulint, naptiklad IgG nebo IgM. Alergent je okolo nas cela

fada a stale se objevuji nové druhy. (8) (9) (12)
2.2.1. Nomenklatura

Pro zptehlednéni seznamu alergenti pii dohledavani jistého alergenu nebo zadavani
nového se pouziva nomenklatura podle organizace WHO/IUIS Allergen Nomenclature
Sub-Committee. Pii zadavani alegrenu do databaze pouzijeme 3 — 4 pismena zrodu
(z latinského nazvu alergenu), nasledovana 1 — 2 pismeny zdruhu. Cislo tvoii &islo
alergenu, 1 — 2 ¢isla isoalergenu a 1 — 2 variantni ¢isla. K dohledani alergenu se pouziva
zkracena verze, zahrnujici pouze prvni 3 parametry. Vysledek je tedy napiiklad Bet v 1,

kde Bet (z latinského Betula) v (z latinského Verrucosa) 1 (potfadové ¢islo). (13)

2.2.2 Potravinové alergeny

Jedny z nejcastéjsich alergenti jsou praveé ty, které pfijimame alimentarni cestou.
Jedna se o alergeny obsazené v potravinach. Reakce na potravinové alergeny se vyznamé
li§i u riznych jedinct, ale 1 u konkrétnich alergenti. Vyznamnou roli pfi projevu reakce
naSeho imunitniho systému s alergenem je zaroven jeho zpracovani. Napiiklad jedinec
hypersenzitivni na ofechy miize mit prudkou a intenzivni reakci pii konzumaci jejich
neupravené¢ formy, ale pifi napiiklad tepelném zpracovani se alergickd reakce dostavit

nemusi. (12)

Mezi nejzndméjsi potravinové alergeny fadime ofechy, arasidy, zrna (slune¢nicova

nebo sezamova semena, oves, psenice, Zito,...) a mandle, bilkoviny obsazené v mléce
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a jeho produktech, potravinové piisady jako konzervanty nebo barviva, kofeni, ovoce

a zelenina (citrusy, mrkev, jablka,...), lepek (Celiakie) a mnoho dalsich. (12)
2.2.3 Respira¢né prijimané alergeny

Alergeny, které se do organismu dostanou vdechnutim patii také mezi rozsirené;si,
ale hlavné se jim mnohem hiie vyhyba na rozdil naptiklad od potravinovych alergenti, kde
se jen vyvarujeme urcité slozky potravy. Nej€astéj$imi alergeny v tomto piipad¢ jsou prach
(Casti t€l mrtvych rozto€i nebo jejich trus), zviteci chlupy, kousky klize nebo pefi, plisné,

kosmetické pripravky, pylova zrna, dezinfekéni prostfedky, primyslové emise a dalsi. (12)
2.2.4 Injekéné prijimané alergeny

V tomto piipadé se musi alergen dostat do krevniho obéhu piekondnim kozni
bariéry, tedy vpichem. At uz se jedna o injek¢ni jehlu nebo o hmyzi Zihadlo, k alergické

reakci dojde 1 pfi velmi malém mnozstvi alergenu — v fadech miligram?.

2.2.4.1 Alergeny v lécich

Stejné¢ jako v potravé se muze vyskytovat slozka, kterd vyprovokuje imunitni
systém k prehnané reakci, tak totéz miiZze nastat i chemofarmak. U vétSiny medikamentd je
vypsano velké mnozstvi zjisténych nezddoucich ucinki a stale je jista pravdépodobnost, Ze
se objevi né¢jaké nové. Dalsi nepfijemny fakt je, ze lidsky organismus neni schopen
odbourat vSechny slozky 1éCiv, hlavné slozit¢é umélé chemické slouceniny, stejné jako
napiiklad t€zké kovy. Malé mnozstvi tedy zlstane téle a uklada se do kosti, svald nebo

organt — predevsim vylucovacich. (12) (14)

podanim konkrétni 1éCivé davky poda nejprve senzibilizacni davka, tedy organismus se
vystavi plisobeni antigenu v kontrolované mife a samoziejmé pod dohledem, ale také sem
patii naptiklad lokalni anestetika nebo kontrastni latky pro rontgenové vysetteni, u kterych
se tato senzibilizace neprovadi. Pravdépodobnost moznych komplikaci roste s prikazem
riznych rizikovych faktor jako naptiklad vek, pohlavi nebo genetické faktory.
Organismus ovSem nemusi nutné reagovat pouze na ucinnou latku, ale naptiklad

na konzerva¢ni medium, vehikulum nebo barvivo. (14)
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2.2.4.2 Zviteci jedy

Nejcasteji se jedna o jedy mravenct, véel, vos nebo sr$ni. Nejcastéjsimi slozkami
hmyziho jedu, kter¢é mohou vyvolat alergickou reakci jsou napiiklad hyaluronidaza,
fosfolipiddza nebo kysela fosfatdza a toxicka reakce se zaklada na pfimém ucinku nékteré

z téchto slozek. (14)

2.2.5 Kozni alergeny

Alergické reakce pfi styku néjaké latky s kizi nejsou nejcastéjsi, ale rozhodné by se
na n¢ nemé¢lo zapominat. Mezi nejzndmé;jsi latky, které tyto komplikace mohou vyvolat
patii latex. V tomto piipadé muze nastat problém obzvlasté pii operacnich zakrocich, latex
je totiz latka, zniz se vyrabi rukavice do nemocnic. Je velice dilezit¢é upozornit
na jakékoliv alergie pfed zidsahem do organismu at uz v podobé 1ékti nebo pravé
opera¢nim vykonem a v tomto piipadé se nejedna o vyjimku. S timto alergenem se ovSem
nesetkame pouze v nemocnicich. Mnoho lidi ma své vlatsni gumové rukavice doma
a pouziva je napiiklad pti uklidu. Do styku s latexem muze jedinec pfiijit 1 pii kontaktu
S balonky, gumou na gumovani, gumickami nebo nékterymi hrackami. Dal§im ptikladem

latky hyperreagujici s kiizi mohou byt n¢jaké kovy, napiiklad stiibro. (8)
2.3 Priznaky

Symptomy pii expozici alergenu jsou rizné, od lehkych po Zivot ohrozujici stavy.
Pti alergické reakci mohou byt postizeny rizné oblasti organismu. NejcastéjSimi obtizemi

jsou rizné vyrazky, dychaci problémy, otoky, prijmy, ryma a dalsi. (15)
2.3.1 Kiize

Alergicka reakce, ktera se projevuje na kazi se Casto vyznaCuje abnormalnim
zarudnutim postizené oblasti, makulopapulézni az hnisavé vyrazky casto ve spojeni
s atopickou dermatitidou, navaly horka a otoky. Reakce se miize objevit fadové v minutach
az hodinach po expozici alergenu. Rizné alergie mohou byt doprovazeny riznymi projevy
— napiiklad akutni urtikdrie se objevuje nejCastéji u potravinovych alergii, zatimco

chronicka kopfivka se u potravinovych alergii nevyskytuje prakticky vubec. (12) (14) (16)
2.3.1.1 Ekzém
Ohledn¢ alergii miiZzeme narazit na dva druhy ekzému: kontaktni a atopicky.
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Kontaktni ekzém, jak jiz z ndzvu vyplyva, je dan stykem s alergizujici noxou. Jedna
se o lokalni alergickou reakci, tedy ekzém nastane jen v misté, kde doslo ke kontaktu
s alergenem a blizkém okoli. NejcastéjSimi latkami vyvolavajici tento druh ekzému jsou

urcité kovy (naptiklad nikl), parfémy, nékteré rostliny, latex a dalsi. (14)

Atopicky ekzém je verze chronické dermatitidy postihujici nejcastéji oblicej a krk,
loketni a zakolenni jamky, trup, ale i kterakoli dal$i mista na kazi. Toto zanétlivé kozni
onemocnéni se projevuje predevsim snizenym prahem pro svédéni, coz vyvolava zejména
histamin, ale muze se zhorsit pfi stafylokokové kozni infekci, zvySeném stresu, Castém
myti a dal§imi irritanty. V postizené oblasti je kize zarudla, obcas s pupinky a puchyiky,

z nichz muze vytékat hnis. (12) (14)
2.3.1.2 Otoky

Otoky se mohou vyskytovat bud’ v podkozi, jak je tomu v pfipadé angioedému

nebo v kuzi, coz je pii koptivce.

Angioneuroticky otok neboli angioedém vznika lokalni vazodilataci a zvySenou
cévni permeabilitou a projevuje se brnénim nebo svédénim v postizené oblasti.
V nadpolovi¢ni vétsiné pfipadl je angioedém idiopaticky, tedy neni zndma jeho pficina.
Casto je oviem spojovan pravé s alergii, vyskytuji se ov§em i jiné druhy angioedému,
naptiklad hereditarni (jehoZ podkladem je deificence C1 ihnibitoru), ziskany, tlakovy nebo
1ékovy a dalsi. (14)

Urtikarie, tedy kopfivka, je obdobou angioedému s tim rozdilem, Ze otok, ktery
vznikéd ze stejnych divodi, se nachazi v kiizi. Urtikéarie se vyskytuje u mnoha pacient
soucasné s angioedémem. Kopfivka muze byt chronickd, tedy zmizi az naptiklad

po mésici, nebo akutni. (14)

2.3.2 Dychaci cesty

V dychacich cestach se mize objevovat také angioedém, ale specificka onemocnéni

pro respira¢ni trakt jsou asthma nebo rizné druhy rymy.

Asthma bronchiale je zanétlivé onemocnéni az piipadny kolaps pridusek

Mrw e

napiiklad kie¢i dychacich svali. Pfi chronickém asthmatu mulZe dojit k strukturdlnimu
zizeni prasvitu dychacich cest. Hlavnimi pfiznaky doprovazejicimi asthma je exspiracni
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dusnost, sipani, nedostate¢nost dechu, kasel a dal$i a mlze vést ke tkanové hypoxii, ktera

se projevi zmodranim rti. (12) (14) (17)

Rinitida je stfidani nosni sekrece vodnatého charakteru s blokddou, kychanim
a svédénim v dutin€ nosni a Casto usti az do asthmatu. Rinitida mize byt bud’ celoro¢ni
reakei naptiklad na zviteci srst nebo roztoce nebo sezonni, jejimz ptikladem je sennd ryma

s puvodem v pylu nebo plisnich. (8) (9) (14)
2.3.3 Ostatni oblasti

Alergie se neprojevuji jen na kizi nebo v dychacim ustroji. Casté doprovodné
projevy mohou byt v travicim ustroji (stomatitida, ezofagitida, gastritida, enetritida,
kolitida, cholecystitida, pankreatitida, Casté prujmy a dalsi), v oblasti o¢i (konjunktivitida,
zanét slznych kanalkd, otoky vicek a jin€), v oblasti usi (zanét zevniho zvukovodu, zanét

stfedniho ucha, huéeni v usich, nedoslychavost, zavraté a dalsi). (12) (14)

2.3.4 Anafylaxe

Velmi zavazna alergicka reakce, kterd se projevuje jakymkoli pfiznakem (koZzni,
respiracni, kardiovaskularni a dalsi), je vyvolana jakymkoli alergenem (potravinou, 1ékem,
hmyzim jedem, alergenem napadajicim respira¢ni trakt a dal$imi), ale ptisobi v mnohem
VEtsi mife nez béznd alergicka reakce. Zptsob podani a délka expozice alergenu ma velky
vliv na vyvoj reakce — parenterdlni podani ma za nasledek zvySené riziko a rychly nastup

anafylaktické reakce. (14) (18)

2.4 Genetické predispozice

Bez genetické zatéze ma jedinec Sanci piiblizn€ 1 : 5 ziskat alergii de novo, tato
pravdépodobnost se piiblizné zdvojnasobuje, je-li alespon jeden z rodica alergik, jedna-li
se 0 matku, je tato pravdépodobnost vyssi a pokud jsou oba rodice postiZeni alergii, pak je
pravdépodobnost, ze potomek bude trpét alergii skoro 80%. Ovsem dédi se pouze
dispozice, ze bude jedinec alergik, nedédi se, na ktery alergen bude citlivy. V dnesni dobé
je ovSem Casto zastdvano tvrzeni, ze faktory vné&jSiho prostfedi maji vétsi vliv na riziko

vzniku a prubé¢h alergického onemocnéni. (19)
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2.5 Lécba

vvvvvv

Prvnim krokem k 1é¢bé alergie je diagnoza, jejiz prvni a zaroven nejdulezitéjsi
slozkou je rodinnd a osobni anamnéza. Nedilnou soucéasti diagnostického postupu jsou
ruzné provokacni testy a celkova i specificka vySetfeni. Samotna terapie pak miize probihat
rizné. Jeden zpisob je napiiklad nefarmakologicka 1é¢ba, tedy 1é¢ba, K jejimuz prab&hu
nejsou zapotiebi farmaka a jednd se vétSinou o vyhybani se alergenu, klidovy rezim nebo
pobyt vlaznich a jiné. Dalsi mozny IléCebny postup je systémova nebo lokalni
farmakologicka 1écba, kde jak jiz z ndzvu vyplyva jde o terapii za pomoci medikamenta.
Tteti moznost postupu je alergenova imunoterapie, ktera je zaméfena piimo na piiinu
onemocnéni. Jejim principem je podavani alergenu a postupné zvySovani jeho davky

a tedy sniZeni vyraznosti pfiznaku. (14)
2.5.1. Prvni pomoc

Alergici s ¢astym Spatnym pribéhem reakce, by na dal$i mozny nastup takového
pfipadu méli byt pfipraveni. Jako prvni pomoc se doporu€uje prednison, antihistaminikum,

adrenalin v autoinjektoru nebo SABA (= rychle ptsobici f,mimetika). (14)

2.5.2 Testy

U alergologa mohou byt provedena rizna vySetfeni nebo provokacni testy, pro
které¢ je vzdy potieba informovany souhlas pacienta. Naptiklad na alergeny piijimané
alimentarni cestou se da pacientovi vypit roztok zhotoveny z latky obsahujici alergen,
na ktery je podezieni. Nazalni testy jsou obdobou oralnich s tim rozdilem, Ze roztok je
vV podobé spreje podan do nostril. Na rozpoznani alergenu, ktery reaguje pii dotyku se
pouzivaji koZzni testy, napfiiklad Prick test, pfi némz se jednotlivé alergeny nanesou
na hibet ruky a vytvoienou kapkou se provede vpich do kiize nebo Scratch test, kdy se
udélaji drobné Skrabance do horni ¢asti zad nebo na vnitini ¢ast piedlokti a do nich se
kapne alergen. Lékatr ma pii sobé vzdy injekci S epinephrinem pro piipadné zvraceni

alergické reakce. (8) (14)

2.5.3 Symptomaticka l1éc¢ba

Nejlepsi 1écbou alergie je samoziejmé snizit expozici alergenu na minimum, coZ
nejde vzdy. Lékar tedy mize nakazat 1é¢bu podle toho, jaky alergen zplsobuje reakci a jak

silnd je. VéEtsinou se predepisuji antihistaminika nebo kortikostreroidy a kdyz by doslo
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k alergické reakci, je dobré mit po ruce adrenalin. Dal§i moznosti jsou bronchodilatancia,
tedy farmaka pusobici na pradusky, konkrétné rozsitenim jejich prasvitu a jejich piidanim

ke kortikoterapii se snizi davkovani korikoidu. (8) (12) (14)
2.5.4 Pri¢inna lécba

Alergenova imunoterapie je druhy 1éCby, kdy se pacientovi podava jeho alergen
V malych, postupné se vSak zvySujicich davkach. Tato imunoterapie pracuje na principu
tvorby IgG protilatek blokujicich IgE protilatky, coz zaptiCini, ze se alergen nespoji s IgE
protilatkou. IgE nasednou na mastocyty a bazofily, ale protoZe na sob¢é nemaji antigen, tak
je neaktivuji a ty tedy nevyprodukuji histamin ani jiné chemické mediatory zapfi¢inujici

symptomy alergické reakce. (8) (14)

3 Protilatky

3.1 Obecna charakteristika

Protilatky jsou rozpustné imunoglobuliny krevni plazmy. Jak z nazvu vyplyva,
jedna se o globuliny, coz znamen4, Ze jsou smotan¢ a jejich struktura se jevi byt kulovita,
proto se mohou tedy nazyvat i ,sferoproteiny” a kromé imunoglobulini maji tuto
globularni konformaci naptiklad enzymy. Druhym moZnym uspofadanim jsou fibrilarni

bilkoviny nebo také ,,skleroproteiny®, napiiklad keratin nebo kolagen. (20)

Struktura protilatek sestdvda z H fetézcti, kde H je pfevzato zanglického
,heavy* a oznacuje tedy tézky fetézec, a L (z anglického ,,light), lehkych fetézct, které
jsou kovalentné propojeny disulfidickymi mustky. Zatimco lehké fetézce se dale déli uz
jen na x (,,kappa®) a A (,,]Jabda‘), tézké fetézce nesou oznaceni kazdy podle tiidy protilatky,
které nalezi, tedy a (,,alpha®) pro IgA, o (,,delta®) pro IgD, ¢ (,,éta) pro IgE, y (,,gamma*)
pro IgG a p (,,mi*) pro IgM.

Dalsi déleni protilatek je na monoklonalni, které jsou monospecifické a tedy
rozpoznaji a vazi se pouze s jednim epitopem antigenu, zatimco polyklonalni jsou

namifeny proti vice epitopim. (20)
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3.1.1 T¥idy imunoglobulini

Imunoglobuliny jsou fazeny do specifické ¢asti humoralni slozky imunitniho

systému a déli se do péti tiid: IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. (18)
3.1.1.1 Imunoglobuliny tfidy A

IgA ma formu dimeru a mtizeme ho najit naptiklad v slzach, slinach, matetském
mléce, v séru, kde se jeho koncentrace pohybuje mezi 0,9 — 3,5 g/1, ale Casto se té€Z bere
V potaz kvili svému vyskytu na povrchu sliznic. Pfedstavuje tedy prvni linii v obrané proti
vdechnutym nebo alimentdrni cestou piijatych patogentli, v séru pak pisobi na druhém
misté v piipadé, Ze patogeny prosly slizni¢nim povrchem. Krom¢ ochrany sliznic ma také
funkci opsonizace. U c¢lovéka (a n€kterych dal$ich savct — hlavné primati) ma IgA 2
podtiidy — IgAl a IgA2. Tyto podtiidy jsou si znacné podobné, hlavné proto, ze vznikly
duplikaci genu pro tvorbu IgA — Ca, lisi se napiiklad v zavésu v oblasti mezi
Fc fragmentem a Fab rameny — IgA1lma tento zav€s znaéné prodlouzeny diky vloZeni
duplikovanych usekt aminokyselin, coz chybi u IgA2. Piestoze dlouhy zaveés aminokyselin
u IgAl je vyhodou pfi rozpoznavani antigenii, zaroven je nachylngj$i k proteolyze,
nemluvé o tom, Ze mnohé patogeny maji vyvinuté enzymy, které¢ tyto aminokyselinové
zaveésy rozstépi. Tyto IgAl proteazy kompromituji funkei IgA a tedy zjednodusuji priichod
patogenu pfes slizni¢ni sténu. Biologicky polo¢as imunoglobulini téidy A se pohybuje
okolo 6 dnl. Pti selektivnim deficitu IgA je znacné zvySeny pocet B lymfocytl
produkujicich IgD v respira¢ni sliznici. (18) (21) (22) (23)

3.1.1.2 Imunoglobuliny tiidy D

IgD se nachdzi ve form€ monomeru v séru v koncentraci pfiblizné 0,1 g/l,
piednostné na lymfocytech B, kde ma funkci receptoru pro antigeny a ma biologicky
polocas ptiblizn€ 3 dny. Od objeveni IgD je divod, pro¢ je vylucovan zralymi B lymfocyty
neznamy.Tim, Ze jsou spojovany s riznymi BAP (z anglického B cell receptor-associated
proteins — bilkoviny spojené s receptory B lymfocytl) jim je ptifazovana funkce prevadéni
ruznych, naptiklad apoptotickych, signali. Dalsi funkci vylucovaného IgD je obohacovani
slizni¢ni imunity, coz potvrzuje nadbytek B lymfocyti bez IgM, ale s IgD ve sliznici
hornich cest dychacich a fakt, Ze vylu€ované IgD vaze faktory virulece mikrobti stejné jako
patogenni bakterie a viry napadajici respiracni trakt. ZvySeny pocet B lymfocytl

vylucujicich IgD je patrny naptiklad pti nedostate¢ném mnozstvi IgA v sliznici dychaciho
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ustroji. IgD jsou schopné vazat se na T lymfocyty, basofily, mastocyty (zirné buiky)
a v mensi mife 1 na monocyty, neutrofily a myeloidni dendritické buiiky pfes receptory
odlisné od receptort jinych tfid imunoglobulint. Spojeni IgD vyvola u basofild produkci
imunoaktivacnich cytokini (naptiklad IL-4, IL-13, BAFF), prozanétlivych cytokint
(naptiklad TNF, IL-1B) a chemokiny (naptiklad IL-8). Pfi zvyseném mnozstvi IgM'IgD" B
lymfocyth dochdzi napiiklad k Hyper-IgD syndrome (HIDS), ktery se projevuje
periodickymi horeCkami, systemickymi na antibiotika rezistentnimi zanéty, zvySenym
sérovym IgD a abnormaln¢ aktivovanymi makrofagy. Dalsi moznou patologickou reakei je
Periodic fever-aphthous stomatitis-pharyngitis-adenitis (PFAPA) syndrom, ktery je také
poruchou vyvolavajici €asté horecky a aseptické slizni¢ni zanéty, ale na rozdil od HIDS,
jehoz vznik zapfic¢ifiuje dele¢ni substituce MvK (z anglického Mevalonate kinase), je
patogeneze PFAPA syndromu nezndma — neni jisté, jestli je neregulovana produkce IgD

pti¢ina PFAPA syndromu nebo efekt prozanétlivé reakce. (18) (23)

3.1.1.3 Imunoglobuliny tiidy E

IgE monomery mély diivé funkci obrany proti parazitim a v dnesni dobé, kdy uz
jsou parazitarni intoxikace mén¢ cCastou zalezitosti, jsou tyto protilatky odpovédné
za alergické reakce, konkrétn¢ imunopatologické reakce I. typu. Muzeme je najit
v intersticialni tekuting nebo v séru, kde je jeho fyziologicka koncentrace nejnizsi — 3x10™

g/l a biologicky polo€as ma z ostatnich ttid také nejnizsi, totiz 2 dny.
3.1.1.3.1 Specifické IgE

Mnohé alergie jsou zprostfedkovdvany imunoglobuliny tiidy IgE. U
senzibilizovanych jedinci trpicich atopickym nebo anafylaktickym typem alergie jsou IgE
molekuly jednotky kontaktu mezi alergenem a specializovanou buiikou, kterd nésledné

vvvvv

alergické reakce. (26)

IgE protilatky jsou produkovany lymfocyty B, ale i u vysoce alergickych jedinct je
pocet B lymocyt produkujicich IgE protilatky velmi nizky. Specifické IgE se daji ziskat
bud’ izolaci od zvifat nebo alergen-specifickych protilatek odvozenych u jinych lidskych
isotypil. Poprvé byla vyvinuta Gspé$na technologie pro produkci monoklonélnich protilatek

vroce 1970 a byla zaloZena na slucovani plazmatickych bun¢k vyluc€ujicich protilatky
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S nesmrtelnymi neoplastickymi plazmatickymi bunécnymi liniemi, coZ poskytlo prvni

moznost tvorby monoklonalnich protilatek, u nichz byla znama specifita. (27)

Chceme-li ziskat monoklonalni IgE protilatky, dosahneme toho hybridomovou
technikou, kterd vyuzivd maligni B lymfocyty. Zaroven se zde vyuziva virus Epstein-
Barrové, ktery zajistuje vzniklym buiikdm nesmrtelnost, i pfesto ovSem je slozité izolovat
bunky produkujici IgE protilatky, a proto se uziva ,,Phage display technology®, tedy
zobrazovaci metoda, kde se vyuzivad bakteriofagl, tedy vir, ktefi napadaji bakterie,
K propojeni proteinu a genetické informace, kterda ho koéduje. Tedy do genu, ktery je
zodpovédny za tvorbu kapsidu bakteriofagu se vlozi gen, ktery koéduje protein, ktery
chceme ziskat, coZ ma za nasledek, ze ho dany bakteriofag vystavi na svém povrchu,
vysledkem c¢ehoz je propojeni genotypu a fenotypu, coz se da vyuzit dale jako
screeningovd metoda, kterda detekuje interakci mezi vystavenym proteinem a jinym
proteinem, piipadné peptidem nebo DNA. Kazdopadné tyto metody byly rozvinuty
a implementovany v pribéhu poslednich dvou dekad pro izolaci antigen-specifickych
protilatek pro vice cilovych objektli s vysokou u¢innosti. Az po dalSich ptiblizné 15 letech
se tato technologie vyuzila k izolaci alergen-specifickych vazebnych buiek odvozenych
od IgE, kde se vyuziva rozmanitosti H fetézcii B lymfocyti produkujicich IgE protilatky.
(27) (28)

3.1.1.4 Imunoglobuliny tridy G

1gG protilatky maji podobu monomeru. Odpovédi zprostiedkovavané pomoci IgG
se ruzni v zavislosti na typu sekundéarnich imunitnich odpovédi, coz ve vysledku znamena,
7e zavisi na typu antigenu. To vede imunitni odpovéd’ ke specifické IgG podtiidé - tedy
IgG1, 1gG2, 1gG3 a 1gG4, kde uvedend cCisla oznacuji pocet disulfidickych mistkl
spojujicich tézké fetézce. Mlzeme je najit v intersticialni tekutin€ nebo v séru, kde maji
ze vsech 5 isotypii imunoglobulini nejvétsi fyziologickou koncentraci — 8 — 18 g/l a také
nejdelsi biologicky polo¢as — 21 dnli. Imunoglobuliny tfidy G maji opsonizaéni funkci
nebo se uplatiuji pii prestupu placentou (za coz jsou odpovédné Fc oblasti, které mimo
jiné obsahuji vazebné epitopy pro novorozenecké FcRn, tedy neonatalni Fc receptory).
FcRn receptory jsou ovSem exprimovany i myeloidnimi buiikkami, kde se podili jak
na fagocytoze tak na antigenni prezentaci spolu s klasickymi Fcy receptory

a komplementem. Ugastni se humorélnich imunopatologickych reakei II. typu. Schopnost
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spousténi FcyR (IgG-Fc receptor) exprimujicich bun¢€k se uplatiiuje pii fagocytdéze nebo
ADCC (coz je na protilatkach zavisla bunikami zprostiedkovavana cytotoxicka reakce)

a aktivovani komplementu. (18) (24)

3.1.1.5 Imunoglobuliny tfidy M

Imunoglobuliny tfidy M mohou byt nalezeny bud’ ve formé¢ monomeru napiiklad
na B lymfocytech jako BCR (receptory B lymfocyt) nebo tvofi pentamery. Najdeme je
Vv séru V koncentraci ptiblizné 0,9 — 2,5 g/l. Jejich biologicky polocas ¢ini 6 dni a spolu
s IgG se Uc€astni humoralnich imunopatologickych reakci II. typu. IgM protilatky maji
funkci ochranného faktoru pfi zanétlivych nebo autoimunnich onemocnéni, jsou zaroven
odpovédné za cytolytické reakce a aglutinace, kde diky struktufe pentameru mohou IgM
utvofit spoj mezi molekulami pfili§ vzdalenymi nez aby mohly byt spojeny IgG
protilatkami. ZvySené hodnoty IgM v krvi mohou znacit probihajici infekci nebo expozici
antigenu. IgM protilatky maji také tu vlastnost, ze pomahaji fagocytujicim makrofagim

zbavovat se umirajicich nebo mrtvych bun¢k (18) (25)
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Prakticka cast

4 Cil prace
Cilem této bakalatské prace je porovnat jednotlivé metody Immulite, ImnmunoCAP
a ImmunoCAP ISAC z hlediska jejich jednotlivych vlastnosti a konkrétnich faktorti jako

jsou vysetfované alergeny, senzitivita a specifita, pocet vySetfeni, doba trvani metody,

objemy jednotlivych slozek etc.

4.1 Metodika

K vypracovani této bakalaiské prace byly vyuzity informace z Ustavu Imunologie
a Alergologie FN Plzen, ziskané méfenim alergenti Bet v 1 a Bet v 2 pomoci Immulite
2000, ImmunoCAP 250 a ImmunoCAP ISAC. Pro jednotlivé vypocty byl pouzit soubor 49
vzorkt, kde vSechny tyto byly vySetieny na vySe zminéné alergeny vSemi tfemi uvedenymi
metodami. Vysledky téchto vySetfeni byly porovnany s udaji poskytnutymi vyrobcem
a mezi sebou navzajem a z takto ziskanych informaci byly ziskany vystupy, které jsou dale

uvedeny.

4.2 Vyzkumné otazky

Tato prace je zaméfena hlavné na metody vySetiujici specifické IgE, konkrétné

jejich porovnani v urcitych oblastech.

Vyzkumna otazka ¢.1: V jakych oblastech je ktera metoda vyhodnéjsi, porovname-li jejich

vlastnosti a vysledky mezi sebou?

Vyzkumna otazka €. 2: Jaké jsou rozdily mezi zde provedenymi vypocty a vyrobcem

uvedenymi informacemi?

5 Metody

Vysettujicich metod existuje celd fada a jsou zalozeny na riznych podstatach. Tato
prace ovSem pojednava o Immulite, ImmunoCAP a ISAC, tedy budou nasledovat jen

metody, na jejichz zaklad¢ pracuji.
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Prvni zminény je ImmunoCAP, ktery pracuje na principu fluorescence, coz je
nebo castic. Fluorescence je velice subjektivni metoda, protoZze je to odecitajici
zdravotnicky pracovnik, ktery hodnoti vychazejici fluorescencni signal. Nevyhoda metod
vyuzivajicich prave fluorescenci spociva kromé jeji subjektivity také v tom, Ze s narUstajici
dobou odecitdni se zkoumany materidl ,,vysviti“, tedy fluorescenéni signaly po relativné

kratkém Case ztraci svoji intenzitu. (4) (29)

Na bazi chemiluminiscence je zalozen Immulite. Tento jev nastava, vznika-li latka
s excitovanym elektronem v chemické reakci, tyto latky se pak snazi dostat zpét

do stabilniho stavu a pfi této snaze dochazi k uvoliovani svételného signalu. (4)

Piikladem bio&ipu nebo téz microarrayového testu je ImmunoCAP ISAC. Cip ma
podobu malé¢ desticky, obvykle velikostn¢ srovnatelné srozméry podlozniho
mikroskopického sklicka. Na ¢ipu jsou umisténa jednotliva pole, kde kazdé pole slouzi pro
jeden vzorek a musi byt dbano na to, aby se vzorky mezi jednotlivymi poli nepomichaly,
U ImmunoCAP ISAC jsou na jednom Cipu 4 pole. Na pole se nanese vzorek, provede se
dand metoda, ktera je popsana niZze a odecita se ¢asto pod mikroskopem, dke se hodnoti

napiiklad bunky vydavajici fluorescenéni signal. (30)

5.1 ImmunoCAP 250

Laboratorni testy ImmunoCAP probihaji na plné¢ automatizovanych laboratornich
systétmech a jsou navrzeny tak, aby podavaly pfesné a reprodukovatelné vysledky
pro zvyseni operac¢ni u¢innosti a zkraceni prodleni. ImmunoCAP je vysoce preferovana
technologie, kterd je obecné¢ zndma jako zlaty standard. Je navrzena jako sendviCové
assaye, tedy ze pevna faze zajiStuje navazani vSech ovSem pouze relevantnich protilatek.
Toho je docileno prostiednictvim extrémni vazebné kapacity v kombinaci s optimalnim
mnozstvim celulozy vkazdé ampulce. Pevna faze spojenda se standardizovanym
materidlovym zdrojem alergenu, komponentami rekombinantnich alergent a relevantnich
markerti zajiSt'uji nesrovnatelné klinické hodnoty diky vysokému vykonu a spolehlivym

vysledkiim.

Kumoznéni tak jednoduché a rozsahlé diagnostiky jak je jen mozné byl navrzen

velky vybér assayi na alergie a astma. Tyto assaye zahrnuji testy, které pokryvaji mnoho
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kategorii jako napfiklad pyly stromi a trav, mikroorganismy, roztoce, zvifeci srsti, hmyz,
jedy a dalsi. Imunodiagnostika zaroven nabizi assaye pro ohodnoceni vice nez 20 nemoci

vazanych s autoimunitni reakci. (31)

5.1.1 Postup

Pro vysetfeni je vhodné sérum nebo plasma v heparinu nebo EDTA z kapilarni
nebo venozni krve odebrané béZznym postupem a uchovavané pii pokojové teploté, vzorek
1ze pii teploté 2 — 8°C skladovat az tyden a pro delsi uchovani je mozné vzorek skladovat

pii teploté -20°C, ale méli bychom se snazit vyhnout opakovanému zmrazovani.

Technologie je zalozena na vysoké celkové vazebné kapacit€é dosazené
prostiednictvim vysoké vazebné kapacit¢ na mg celulézy v kombinaci s optimalnim
mnozstvim celuldozy v kazdé pevné fazi. Toto zajiStuje navazani vSech relevantnich

protilatek.

Alergen, alergenova komponenta nebo vyvazena smés relevantnich inhalac¢nich
alergent kovalentné navazanych na pevnou fazi reaguje se specifickymi IgE obsaZzenymi
ve vzorku pacientského séra. Po promyti nespecifickych IgE jsou pfidany enzymaticky
znalené protilatky proti IgE, aby utvofily komplex. Po inkubaci jsou nenavézané
enzymaticky znacené anti-IgE odmyty a vazebny komplex je pak inkubovan s rozvijejicim
¢inidlem. Po zastaveni reakce se méfi fluorescence eluatu. Cim vyssi fluorescence je, tim

vice specifickych IgE je pfitomno ve vzorku. (32)

5.2 Immulite 2000

Immulite 2000 3gAllergy TM Specific IgE je semi-kvantitativni dvoukrokova
chemiluminiscen¢ni imunoassay provadéna na pevné fazi, ktera vyuziva kinetiky kapalné
faze v kulickovém formatu. Toto reprezentuje vyznamny pokrok nad konvencni metody
spoléhajici na alergeny navdzané na pevném nosici, napiiklad na papite. Pevnd faze
(kulicky) je pokryta anti-ligandem. Kapalna faze sestava z alkalické fosfatazy, ktera se
ziskéava z telecich stfev, konjugovana s monoklonalni mysi protilatkou proti lidskému IgE
v lidské nebo i nelidské sérové pufrové matrix. Individualni ligandy znacené alergeny
a panely vkapalné fazi nejsou dodavany spolu s ostatnimi reagenciemi, jsou ovSem

pozadovany pro spravny priibéh.
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V prvnim cyklu jsou pacientsky vzorek a ligandem znaceny alergen inkubovéany
spolu s potazenymi kulickami po dobu 30 minut. V prabéhu této doby se IgE ve vzorku
vaze k ligandem znacenému alergenu, ktery se posléze vaze na anti-ligandy na kuli¢kach.

Nenavazany vzorek je poté odstranén pomoci centrifugaci a promytim.

V druhém cykluje ptidana do pivodni reakce enzymem konjugovand monoklonélni
mysi protilatka proti lidskému IgE na dalSich 30 minut inkubace. Tato monoklonalni mysi
protilatka proti lidskému IgE konjugovana s enzymem se vaze na imobilizované IgE.

Nenavazany enzymovy konjugat je odstranén opét centrifugaci a promytim.

Nakonec je do reakce pfiddn chemiluminiscenéni substrat a je generovan signal

Vv poméru k vazanému enzymu. (26)

5.2.1 Postup

Pro optimalni vykon je diileZité vykonat vSechny rutiini operace oheldné udrzby,
které¢ jsou uvedeny v pracovni piirucce, tedy ptfipravu, nastaveni, sefizeni, assaye a kvalitu

kontrolujici ¢innosti.

V8e zacind vloZenim alergenu, coZ se provede tim, Ze zvolime prostiednictvim
software volnou pozici v reagentovém karoselu. Nahradime vicka zkumavek uzavéry
vhodnymi k vySetfeni. Dale se vlozi do pfistroje zkumavky obsahujici Immulite 2000
specifické alergenové panely, specifické IgE regulujici protilatky a specifické IgE
kontrolni protilatky tak, aby ¢arové kody jednotlivych zkumavek byly v mezerach drzaku,
aby bylo mozné je pomoci ¢tecky nacist do pocitace. Az dokonCime scannovani koda
na zkumavkach, vlozime drzak se zkumavkami do reagenéniho karoselu a takto se
postupuje i S ostatnimi stojanky se zkumavkami. Prostfednictvim carovych koda na

zkumavkach si pocita¢ spoji danou zkumavku s vysetfenim, které je poZadovano.

Pozitivni vysledek indikuje, Ze protilatky k jednomu nebo vice alergenim
obsazenym v panelu jsou pfitomny ve vzorku pacientského séra. K identifikaci
konkrétniho alergenoveé specifického IgE by mél byt vzorek testovan s jednotlivymi

alergeny korespondujicimi ke komponentam panelu. (26)

5.3 ImmunoCAP ISAC

ImunoCAP ISAC je semikvantitativni in vitro imunoassay na pevné fazi ve formeé
bio ¢ipu, kde se stanovuji specifické IgE protilatky v lidském séru nebo plazmé.

31



Alergenové komponenty, které jsou upevnény na pevny substrat v mikroarrayovém
formatu reaguji se specifickymi IgE protilatkami v pacientském vzorku. Po odmyti
nespecifickych IgE protilatek je pfiddna fluorescenéné znacena protilatka proti lidskym
IgE a vznikne komplex. Po inkubaci nenavazané fluorescenéné znacené protilatky proti
lidskym IgE jsou opét odstranény promytim. Tato procedura je nasledovana
fluorescenénim méfenim za pouziti vhodného scanneru pro microarraye. Cim vyssi je
odpovédna hodnota, tim vice specifickych IgE je pfitomno ve vzorku. Vysledky testu jsou
analyzovany pomoci MIA (=Microarray Image Analysis) software a standardizované
jednotky pro specifické IgE jsou vypocitavany. ImmunoCAP ISAC slouzi pouze
pro vyzkumné Gcely, nikoliv pro diagnosticka vySetieni. (33) (34)

5.3.1 Postup

Muze byt pouzito sérum nebo plazma v heparinu z kapilarni nebo vendzni krve.
Hemolyza neinterferuje s assayi. Krev se odebird standardnim postupem, skladuje se
pii pokojové teplot¢ maximalné 5 dni, pii teploté¢ 2 — 8°C mohou byt vzorky uchovany
aztyden a pokud je nutné zachovat vzorky déle nez tyden, je mozné je skladovat
v mrazaku pii -20°C, ale je dilezité pokud mozno se vyhnout opakovanému zmrazovani
a pfi rozmrazovani bychom se méli ujistit, Ze je vzorek homogenni a nez bude pouzit

k vySetfeni m¢l by mit opét pokojovou teplotu.

Detekéni IgE protilatka je pfipravena K pouziti, je ovSem nutné ji chranit
pred svétlem a vyhnout se zmrazovani a nez se pouzije k vysetfeni, musi rovnéz dosahnout
pokojové teploty. Kontrolni specifické IgE je také ihned pfipraveno K pouziti a muze byt
méfeno jako pacientsky vzorek a to pii otevieni nové soupravy nebo jednou
mésicné,protoze je potteba utvorit novou kalibracni kiivku. I tento kontrolni vzorek musi

mit pfed pouzitim pokojovou teplotu.

Pfed vySetfenim ¢ipy promyjeme piesnym postupem uvedenym v prirucce.
Ptiblizn€¢ 15 minut po omyti Cipti a odloZzeni na suchou papirovou utérku muizeme
pokracovat pfidanim vzorku a inkubaci. Pfipravené Cipy vloZzime do vlhké komirky
reakénimi stranami smérem vzhuru. Vlhkou komirku pfipravime tak, ze nepouzitou
papirovou utérku umistime do vlhké komurky a napustime ji destilovanou vodou, aby byla
dostate¢né vlhka, a nebudeme-li vlhkou komurku ihned pouzivat, uzavieme ji, ¢imz
zabranime nechténému odpafovani. Na reak¢ni stranu Cipu napipetujeme 30ul vzorku,

pricemz na kazdém Cipu jsou 4 reakéni pole a pti naneseni vzorku se musime ujistit, ze je
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vzorek pouze v uréeném reakénim poli a pokryva ho celé a pokud mozno se snazime
vyknout kontaktu pipety a reakéniho pole. Opatrné uzavieme vlhkou komirku tak,
abychom omylem nesmichali vzorky a inkubujeme 120 minut. Poté vyjmeme Cipy z vlhké
komirky opét opatrn€, abychom zamezili smichéni vzorkl, vzorky omyjeme pod tekouci
destilovanou vodou 5 — 10 sekund, pficemz Cip drzime delsi stranou smérem doli opét

proto, abychom zamezili smichani vzorkl a opakujeme myti a osuSeni jako na zacatku.

Suché Cipy opét umisténé do vlhké komirky jsou nyni pfipravené k inkubaci
s roztokem detekéni IgE protilatky. Napipetujeme 30ul roztoku detekéni IgE protilatky
na kazdé¢ reakéni pole C&ipu, uzavieme vlhkou komirku a inkubujeme 30 minut
pii pokojové teploté a chranéné pied svétlem naptiklad prekrytim komitrky hlinikovou folii.
Po uplynuti inkubacni doby vyjmeme €ipy z vlhké komiirky a smyjeme roztok detekénich
IgE protilatek drzenim cipu jeho delSi stranou doli pod tekouci destilovanou vodou
podobu 5 — 10 sekund. Opét omyjeme a osusime Cipy jako na zacatku a poté jsou
piipraveny k odecitdni. Pro pozdéjSi odecteni je mozné Cipy skladovat na suchém

a temném misté az jeden tyden. (33)

6 Faktory

Faktory, podle kterych se daji jednotlivé metody porovnavat jsou rizné. Mtzeme
hledét na metody z pohledu zjistovani vysledki a tedy, jedna-li se o vySetfeni kvalitativni,
kvantitativni nebo semikvantitativni, pfi¢emz se muzeme setkat napiiklad s kombinaci
kvalitativni a kvantitativni emtody a jedna se tedy o metodu smiSenou. Dal§im moznym
uthlem pohledu pfi porovnavani metod je, jak se metoda provadi, naptiiklad zda je
chemiluminiscencni nebo fluorescencni etc. Déale je mozné divat se na to, co metoda
vydetfuje, vtomto pifipadé na druhy alergenti. Casto zmiiiovanym faktorem byva
senzitivita a specifita jednotlivych metod, jejich spolehlivost a tedy i reprodukovatelnost.
Snad nejdulezitéjsimi faktory ovSem zlistavaji cena, pracnost a asova narocnost, stale totiz
zalezi hlavné na schopnosti rychle vydat méné specificky vysledek nez vydat piesné

hodnoty pozdé¢, coz je samoziejm¢ nemozné bez cenoveé dostupnych prostiedkd.

6.1 Kvantita, semikvantita, kvalita

Nejzakladnéjsi d€leni metod a postupti je pravé déleni na kvantitu, kvalitu

a semikvantitu. Je to rozhodujici faktor, podle kterého se dale urCuje, jak se budou
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prezentovat vysledky, jestli podle stupnice a nebo se bude piimo urovat konrétni pocet
nbeo mnozstvi v danych jednotkach. Nutno podotknout, ze nemusi vzdy zlstat pouze

U tohoto d¢€leni, ¢asto se pouzivaji kombinace téchto metod.

6.1.1 Kvantita
Kvantitativnim vysetfenim miZeme stanovovat koncentrace dané latky.

Kvantitativni metody Casto uzivaji k interpretaci vysledkii proménné, které znaci
konkrétni vlastnosti, zdrovenl je mezi nimi sledovana zavislost, tedy se jedna o deduktivni
charakter metody. Metodami kvantitativniho vyzkumu jsou napiiklad standardizovany
rozhovor, dotaznik nebo analyza dat. Vysledky téchto méfeni jsou Casto interpretovany
naptiklad statisticky, Casto se zde objevuji tabulky, grafy a dalsi. Kvantitativni metody
pracuji s velkym poctem respondentl, kde vyzkumnik neni pouhym pozorovatelem,
ale ptimo tvircem situaci pro vyzkum. Zakladem kvantitativni prace potvrzeni hypotézy
a zobecnéni pro piipadné aplikace na podobné situace. Vyhody spocivaji v moznosti
ovéieni dat, rychlé shroméazdéni dat, nezédvislost na piesvédCeni vyzkumnika a dalsi.
Nevyhodou muze byt obecnost ziskanych vysledkli nebo napiiklad skute¢nost, ze data jsou

sbirana jen z ur¢itého mista nebo v ur¢itém case. (35)

6.1.2 Semikvantita

Jak uz ndzev napovida, jedna se o ¢astecné kvantitativni popis, tedy je pfedem dana
stupnice, na niz se pak vyhledava vysledek, nelze se zde dohledat pfesnych ¢isel nebo
chemickych ¢i fyzikalnich jednotek. Semikvantitativni metody se vyuZivaji naptiklad

u citlivosti na antibiotika, v imunologické laboratofti pak naptiklad u zakalovych reakei.

6.1.3 Kvalita

Kvalitativni vySetfeni jsou dobra na to, abychom zjistili chemické sloZeni
vySetiované latky.Pomoci kvalitativnich vySetieni muzeme urCit naptiklad izotyp
protilatek nebo pfitomnost M komponenty, ¢ili monoklondlniho imunoglobulinu.

Po kvalitativni analyze obvykle ptichazi kvantitativni. (4)

6.2 Druhy alergenii

Dalsi zpisob dé€leni alergeni, ktery nasleduje, je déleni podle toho, jak je

ziskavame, zdali jsou ziskané z ptirozenych zdroji nebo piipravené umele ve zkumavce.
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6.2.1 Nativni

Jak sdm nazev napovidd, nativni alergeny jsou ziskavany izolaci z pfirozenych
materialii a p¥ipadnym o¢isténim. Cisténi alergeniim miize zahrnovat mnoho podminek
jako anptiklad optimalizované podminky extrakce, velikostni vylouceni nebo iontové
vyménnou chromatografii a zbaveni se interferujicich kontaminanti kyselinou octovou.
Takto ziskané alergeny se vyuzivaji vetSinou k 1é¢ebnym potuptim. Jednim nedostatkem

pozivani nativnich alergent je slozitost standardizaéni produkce. (4) (36) (37)

6.2.2 Rekombinantni

Rekombinantni alergeny jsou uméle syntetizované, coz je mozné, zname-li
aminokyselinovou sekvenci. Vytvofit je mizeme tak, ze odsekvenujeme Cast antigenu
a ptipravime ji ve zkumavce nebo pomoci genového inzenyrstvi, tedy ziskanim genu
pro dany antigen a vloZenim do bunky, kterd je schopna dany protein produkovat. Dalsi
pfiprava rekombinantniho alergenu je jednoducha a stoprocentné reprodukovatelna.
Rekombinantni alergeny jsou tedy chemicky ¢isté a definovatelné. Tato Cistota mize byt
zaroven ovSem i nevyhodou, nebot mize vyvstat problém pii detekci protilatek, jsou-li
vySetfované protilatky mifené proti konforma¢nim epitopiim. Rekombinantni alergeny jsou
totiz Casto pouze linedrni — S pfirozenymi maji spolecnou jen primarni a sekundarni

konformaci, prostorovou strukturu uz ne. (4)

4

imunologickych vakcin. Samoziejmé se nabizi otdzka, zda pti védomi, Ze nativni alergeny
obsahuji mnoho pfimési a v prostfedi je nekoneéné mnozstvi alergenii, omezeny pocet

rekombinantnich alergent dokaze obsahnout celé toto spektrum a navodit toleranci. (36)

6.3 Senzitivita

Senzitivita je vyjadfeni pro citlivost testu, tedy schopnost testu zachytit pozitivni

nalez. Pro vypocet senzitivity daného testu se uziva tento vzorec:

Senzitivita = ,

TP+FN

kde TP vychazi z anglického ,,true positive” tedy spravné pozitivni a FN tedy ,,false
negative* je v prekladu faleSn€ negativni. Vysledek tedy bude mit podobu ¢isla mezi 0 a 1,

chceme-li ziskat vysledek v procentech, pak toto ¢islo vynasobime 100. Metody uzivané
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ve zdravotnictvi ovSem nedosahuji hodnoty 1 (nebo 100%), ale snazi se ji co nejvice
priblizit. Dulezity pojem je tzv. ,,cut off* hodnota, znamena meze, ve kterych lezi vétSina
(Casto se udava 95%) spravné pozitivnich vysledkt, zbylych vétSinou 5% jsou pak falesné
negativni vysledky, proto se snazime, aby byla senzitivita co nejvyssi, tedy aby se blizila
100%. Samoziejmé pro vySetfovani se uzivaji metody, které jsou nejvyhodnéjsi ohledné

pravé senzitivity, specifity, reliability a validity. (38)
6.3.1 Immulite 2000

Ziskala jsem k dispozici 49 vysledkil vySetfeni pomoci Immulite 2000. Z téchto
puvodné 49 vysledkd bylo 33 v porovnani s diagnézou shodnych a tedy jsou povazovany
za spravné, z ¢ehoz 26 vyslo pozitivnich a 7 bylo zaznamenéno jako negativni. Zbylych 16
vzorkll je povazovano za falesSné pozitivni, tedy ze podle metody jsou pozitivni, ale

ve skutecnosti nejsou, nebo v opacném piipad¢ faleSné negativni.

Tabulka 1: Immulite 2000

Pozitivni | Negativni
Spravné 26 7
Falesn¢ 12 4
Celkem 49
Senzitivita 0,87

Dle vyse uvedeného vzorce pro vypocet senzitivity jsem doSla k zavéru,

ze senzitivita Immulite dosahuje hodnoty 87%, je tedy pomérné vysoka.

6.3.2.1 ImmunoCAP 250 pro Betv 1

Na stejném souboru vzorkli byla provedena vysetieni i pomoci ImmunoCAP.
Konkrétné pro Bet v 1, coz je jeden z nejCastéjSich alergenti, konkrétné se jedna o alergii

na pyly btizy, jsou vysledky nasledujici:

Tabulka 2: ImmunoCAP 250 pro Betv 1

Pozitivni | Negativni
Spravné 23 8
Falesn¢ 10 8
Celkem 49
Senzitivita 0,74

Vyslednéd senzitivita tohoto testu vychazi na 74%, coz je stile jesté pfijatelny

vysledek.
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6.3.2.2 ImmunoCAP 250 pro Betv 2

Na Bet v 2, jak niZze uvedena tabulka vypovidd, je tato metoda ponékud méné

senzitivni.

Tabulka 3: ImmunoCAP 250 pro Betv 2

Pozitivni [ Negativni
Spravné 21 15
Falesn¢ 3 10
Celkem 49
Senzitivita 0,68

I ptes relativné vysoky pocet spravné pozitivnich vysledkt, vyssi pocet téch falesné

negativnich zapfic¢inil skute¢nost, Ze senzitivita ImmunoCAP je pro Bet v 2 pouze 68%.

6.3.2.3 ImmunoCAP 250 pro rekombinantni alergeny

Hodnoty pro ,rekombinantni“ alergeny se =ziskdvaji pfihlédnutim k obéma

jednotlivym alergenim a jejich vysledkiim. Naptiklad o spravné pozitivni vysledek se

V tomto piipadé jedna, kdyz alesponi jeden z téchto vysledki daného vzorku je veden jako

spravné pozitivni, druhy je bud’ také spravné pozitivni nebo falesné negativni.

Tabulka 4: ImmunoCAP 250 pro Betv 1 a Betv 2

Pozitivni | Negativni
Spravné 29 16
Falesné 2 2
Celkem 49
Senzitivita 0,94

Protoze vzorka splnujicich dand kriteria je velké mnozstvi, pak 1 vysledna

senzitivita vyjde jako vysoké cCislo, ¢ehoz je diikazem pravé uvedend tabulka. Piestoze

pro samotny Bet v 1 ma hodnotu senzitivity 74% a pro Bet v 2 pouhych 68%, pro oba

dohromady dosahuje az 94%.
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6.3.3.1 ImmunoCAP ISAC proBetv 1

Bioc¢ipova metoda se jevi byt pro tento konkrétni typ alergenu relativné senzitivni.

Tabulka 5: ImmunoCAP ISAC pro Betv 1

Pozitivni [ Negativni
Spravné 26 7
Falesné 10 6
Celkem 49
Senzitivita 0,81

Relativné nizky pocet falesné negativnich a naopak vysoky pocet spravné

pozitivnich vysledk dal vzniknout hodnoté senzitivity rovnajici se 81%.

6.3.3.2 ImmunoCAP ISAC pro Betv 2

Pro alergen Bet v 2 neni microarrayova metoda asi uplné nejcitlivéjsi.

Tabulka 6: ImmunoCAP ISAC pro Betv 2

Pozitivni | Negativni
Spravné 22 15
Falesné 2 10
Celkem 49
Senzitivita 0,69

Senzitivita ptiblizné 69% nepatii mezi nejvyssi hodnoty, ale nutno podotknout, Ze
to nemusi byt metodou vzhledem ktomu, ze ImmunoCAP 250 dosahl prakticky

obdobnych vysledkt u stejného alergenu.

6.3.3.3 ImmunoCAP ISAC pro rekombinantni alergeny

Co se slouceni vysledkli obou alergenti tyce, neexistovala v uzitém souboru vzorki

ani jedna dvojice vyhradné faleSn€ negativnich vysledk.

Tabulka 7: ImmunoCAP ISAC pro Betv 1 aBetv 2

Pozitivni | Negativni
Spravné 29 17
Falesn¢ 3 0
Celkem 49
Senzitivita 1
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To tedy znamend, ze dle vypoctu provedeného vzorcem, ktery byl aplikovan
na vSechny ostatni tabulky, vychazi senzitivita ImmunoCAP ISAC pro dané alergeny
rovnych 100%.

6.4 Grafické znazornéni senzitivity

Pro shrnuti a lepsi pfedstavu ohledné¢ vypoctenych hodnot senzitivity slouzi
nasledujici graf. Jednotlivé vysledky se zde daji velice dobfe porovnat mezi sebou

navzajem. Konkrétni metody jsou sefazeny dle potadi v predchazejicich podkapitolach.

Graf 1: Grafické znazornéni senzitivity
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Jak je mozné z tohoto grafu vycist, senzitivita vSech uvedenych metod je docela

vysoka a na rozdil od specifity jsou si jednotlivé hodnoty relativné blizké.
6.5 Specifita
Podle specifity pozname, jak je test nebo metoda schopny rozeznat spravné

negativni vysledek. Pro vypocet specifity se uziva vzorec:

TN

Specifita = ,
TN+FP

kde TN vychazi z anglického ,,true negative* tedy spravné negativni a FP tedy ,false
positive* je v ptfekladu falesné pozitivni. Princip ziskdni a zaznamenani vysledkl je
obdobny jako u senzitivity, tedy vysledek vychazi v rozmezi Cisel 0 a 1, kdy se uZzivaji
v praxi hlavné metody, které¢ se blizi k 1. Chceme-li vysledek v procentech, pak vysledné

desetinné Cislo vynasobime 100. (38)
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6.5.1 Immulite 2000

Co se specifity tyce, Immulite nedosahuje zrovna vysokych vysledkd.

Tabulka 8: Immulite 2000

Pozitivni | Negativni
Spravné 26 7
Falesné 12 4
Celkem 49
Specifita 0,37

Uplatnénim vySe uvedeného vzorce pro vypocet specifity, ktery byl uzivan i pro
vypoCty vSech nésledujicich hodnot specifity u ostatnich metod, pro Immulite vysla

pouhych 37%, coz je vskutku nizké ¢islo.

6.5.2.1 ImmunoCAP 250 pro Betv 1

Z vySetteni Bet v 1 pomoci ImmunoCAP v daném souboru vzorkd vypocet

specifity také nevysel nijak vysoky.

Tabulka 9: ImmunoCAP 250 pro Betv 1

Pozitivni | Negativni
Spravné 23 8
Falesn¢ 10 8
Celkem 49
Specifita 0,44

Kvysledku specifity 44% mohl pfispét jak relativné vysoky pocet falesné

pozitivnich, tak i nizky pocet spravné negativnich vysledkii.
6.5.2.2 ImmunoCAP 250 pro Betv 2

Pro alergen Bet v2 je ImmunoCAP 250 asi vhodnéjsi, alespon dle vysledkd
vypoctu specifity z danych dat.

Tabulka 10: ImmunoCAP 250 pro Bet v 2

Pozitivni | Negativni
Spravné 21 15
Falesné 3 10
Celkem 49
Specifita 0,83
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S 83% je vysledna hodnota specifity pro tento alergen skoro dvojnasobna nez pro

piedchozi alergen.

6.5.2.3 ImmunoCAP 250 pro rekombinantni alergeny

I u specifity plati, ze pocet faleSn¢ pozitivnich nebo negativnich vysledki je

relativné nizky, coz dava vzniknout vysokym hodnotam.

Tabulka 11: ImmunoCAP 250 pro Betv 1 aBetv2

Pozitivni | Negativni
Spravné 29 16
Falesn¢ 2 2
Celkem 49
Specifita 0,89

Ptiblizné 89% je docela vysoka hodnota specifity.

6.5.3.1 ImmunoCAP ISAC proBetv 1

Co se specifity tyce nepatii ImmunoCAP ISAC mezi ty lepsi.

Tabulka 12: ImmunoCAP ISAC pro Betv 1

Pozitivni | Negativni
Spravné 26 7
Falesn¢ 10 6
Celkem 49
Specifita 0,41

Pro ImmunoCAP 250 sice vysla specifita také jen 44%, ImmunoCAP ISAC ovSem

ma jesté o 3% méng, tedy 41%.
6.5.3.2 ImmunoCAP ISAC proBetv 2

Specifita pro Bet v 2 se pohybuje ve vyssich hodnotach. U tohoto alergenu dosahly
metody jak ImmunoCAP 250 tak ISAC pomérné vysokych vysledki.

Tabulka 13: ImmunoCAP ISAC pro Betv 2

Pozitivni | Negativni
Spravné 22 15
Falesné 2 10
Celkem 49
Specifita 0,88
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Dle vypoctu zdat vychazi specifita ImmunoCAP ISAC pro alergen Bet v 2

pfiblizng 88%.

6.5.3.3 ImmunoCAP ISAC pro rekombinantni alergeny

Specifita pro slouc¢ena data obou vysetfovanych alergent vysla opét vysoka.

Tabulka 14: ImmunoCAP ISAC pro Betv1aBetv?2

Pozitivni | Negativni
Spravné 29 17
Falesné 3 0
Celkem 49
Specifita 0,85

ImmunoCAP ISAC ma pro alergeny Bet v 1 a Bet v 2 hodnotu specifity 85%.

6.6 Grafické znazornéni specifity

Pro shrnuti a lep$i pfedstavu ohledné¢ vypoctenych hodnot specifity slouzi

nasledujici graf. Jednotlivé vysledky se zde daji velice dobfe porovnat mezi Sebou

navzajem. Konkrétni metody jsou sefazeny dle potadi v predchazejicich podkapitolach.

Graf 2: Grafické znazornéni specifity

specifita [%]
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Jak je z tohoto grafu mozné vycist, hodnoty specifity si zdaleka nejsou tak podobné
jako u senzitivity. Velice dobfe se uvedené metody daji rozdélit do skupiny s vysokou
a s nizkou hodnotou specifity.
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Diskuze

V této bakalaiské praci pojednavajici o porovnani tii metod: Immulite,
ImmunoCAP a ImMmunoCAP ISAC byl stanoven cil, jak jiz z ndzvu vyplyva, porovnat tyto

metody. V souvislosti s timto cilem byly vystaveny 2 vyzkumné otazky.

Prvni: V jakych oblastech je ktera metoda vyhodné&jsi, porovname-li jejich

vlastnosti a vysledky mezi sebou?

Nejprve se zaméfime na pouzity objem pacientského séra. V ptirucce pro Immulite
2000 uvadi vyrobce, Ze pro ostatni procedury se doporucuje dalsich 250pl, ale na samotné
vySetteni by mélo stacit 50 ul vzorku. Pro ImmunoCAP 250 uvadi vyrobce minimalni
objem vzorku na vySetieni 40pul, zatimco na provedeni vysetieni pomoci bioCipové metody

ImmunoCAP ISAC stac¢i 30ul vzorku. (26) (32) (33)

Dalsi faktor, na ktery se zamétime je ¢as provedeni vySetfeni, tedy jak dlouho trva
vySetfeni od vlozeni vzorku po ziskani vysledku. Pfirucka pro Immulite 2000 uvadi, ze
prvni vysledek vySetieni ziskame za 35minut a dale lze ziskat az 200 vysledkt za hodinu.
Vyrobce ImmunoCAP 250 udava, Ze prvni vysledek ziskame po 100 minutach od vlozeni
a dale jeden vysledek za minutu. Microarrayova metoda ImmunoCAP ISAC je z téchto 3
nejdelsi hlavné€ kviili dlouhym inkubacnim dobdm, celkovy ¢as na jednu assay Cini az 225

minut. (26) (32) (33)

Pocet vySetteni je faktor, ktery tizce souvisi dobou vySetieni. Dle udaji uvedenych
vyrobci lze tedy prostfednictvim Immulite 2000 po prvnich 35 minutach ziskavat dale az
200 vySetteni za hodinu, pomoci ImmunoCAP 250 po prvnich 100 minutich mizeme
ziskavat 1 vysledek za minutu a ImmunoCAP ISAC mé na jednom cipu 4 vySetfovaci pole,

tedy 4 vySetfeni na 1 ¢ip. (26) (32) (33)

Ohledn¢ subjektivity a objektivity je jisté, ze metoda, kterd zavisi na vysetieni
laborantem pfimo muiiZze byt vice zatiZena lidskou chybovosti neZ metody, které provadi
pristroje, nicméné prevazna vétSina piistrojii potfebuje kontrolu zkuSeného zdravotnického
pracovnika, tudiz lze vSechny metody povaZovat za subjektivni. Nejvice subjektivni
Z metod, které jsou predmétem této prace, je vSak ImmunoCAP ISAC, nebot’ tuto metodu

provadi vyhradné zdravotnicky pracovnik a vysledky odecitd mikroskopem, zatimco
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U ostatnich metod se jednd zpohledu zdravotnického pracovnika spiSe o kontrolu

piistrojem vygenerovanych vysledku. (26) (32) (33)

Druha: Jaké jsou rozdily mezi zde provedenymi vypocty a vyrobcem uvedenymi

informacemi?

Nejprve se zamétime na senzitivitu. Prvni metodou, jejiz senzitivita byla vypoctena
pro ucely této prace, byl Immulite 2000. Ze souboru 49 vysledki, které byly vhodné
a k dispozici, byla dle stanoveného vzorce vypocltena senzitivita 87%. Vyrobce tyto
vypocty provadél na 4214 vzorcich a jim uvedena senzitivita v piiruc¢ce se rovna 54,4%.
Dalsi zkoumanou metodou byl ImmunoCAP ISAC, ktery ma v piiru¢ce od vyrobce
uvedenou senzitivitu 0,1 fluorescendnich molekul na pm?, vypodty provedené v této praci
poukazuji na to, ze senzitivita ImmunoCAP ISAC je vyssi pro alergen Bet v 1 a dosahuje
81%, zatimco pro Bet v 2 jen 69%. Tieti zmiiovanou metodou je ImmunoCAP 250, jehoz
vyrobcem udavana senzitivita se pohybuje mezi 84 — 95%, uvedeno je ovsem 93%, coZ
bylo vypocteno z vysledki 836 vzorkl. V této praci dosdhl ImmunoCAP 250 vysledki
senzitivity pro Bet v 1 74% a pro Bet v 2 68%. (26) (32) (33)

Déle porovname vysledky specifity jednotlivych metod Prvni metodou, jejiz
specifita byla vypoctena pro ucely této prace, byl Immulite2000. Ze soubort 49 vysledki
byla dle stanoveného vzorce vypoctena specifita pouhych 37%, zatimco vyrobce, ktery
k tomuto vysledku dosel po zméfeni 4214 vzorkd, udava az 96,7%. Dalsi zkoumanou
metodou byl ImmunoCAP ISAC, jehoZ specifita v této praci vysla na 41% pro Bet v 1
a 88% pro Bet v 2, zatimco vyrobce uvadi specifitu 95%. Jako tfeti byla vypocitavana
specifita pro ImmunoCAP 250 a vysledkem téchto vypocti byly hodnoty 44% pro Bet v 1
a 83% pro alergen Bet v 2, vyrobce ovsem udava vypoétem ze souboru 836 vzorkil
hodnotu specifity na 89%. (26) (32) (33)
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Zavér
Cilem této prace bylo porovnat metody Immulite 2000, ImmunoCAP 250

a ImmunoCAP ISAC v riznych ohledech, tedy senzitivita, specifita, délka trvani vySetieni,

pocet vySettfeni, objektivita a subjektivita hodnoceni vysledk.

Z ohledu senzitivity se jevila nejlépe podle vypocti provedenych v této praci
metoda Immulite 2000, zatimco podle udaji udavanych vyrobci méla nejvyssi hodnotu
senzitivity metoda ImmunoCAP 250. Co se specifity tyce, nejlépe na tom dle vypocti
uvedenych v této praci jsou metody ImmunoCAP, zatimco podle ptirucky vyrobce

dosahuje nejvyssi hodnoty Immulite 2000.

Porovnavame-li jednotlivé metody mezi sebou z hlediska objemu vzorku, ktery je
potieba na vySetfeni, je nejvyhodné€jsi bioCipova metoda ImmunoCAP ISAC, ovSem je
na vysetfeni, je jednoznacné nejrychlejsi metoda Immulite 2000. ImmunoCAP ISAC je

zaroven metodou, jejiz hodnoceni je nejvice subjektivni.

Vysledkem této prace tedy je, ze kazdd metoda ma své vyhody a své nevyhody.
V rutinnim provozu se pouzivaji vSechny tyto metody, protoze zatim neexistuje jen jedna

metoda, kterd by byla ve vSem jednoznacné nejlepsi.
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Seznam zkratek

ADCC - na protilatkach zavisla buitkami zprostfedkovavana cytotoxicka reakce

AIDS - z ang. “Acquired Immune Deficiency Syndrome*
BAFF — cytokin, z ang. ,,B-cell activating factor*

BAP —z ang. ,,B cell receptor-associated proteins*

BCR — z ang. ,,B cell receptor*

Bet v 1 — alergen pylu btizy

Bet v 2 — allergen pylu btizy

C1 — inhibitor

EDTA — chelata¢ni protisrazlivé ¢inidlo, kyselina ethylendiamintetraoctova
Etc. — z lat. “et cetera” = a tak dale

Fc — receptor na povrchu nékterych bunék

HIDS — z ang. “Hyper-1gD syndrome*

IgA — Imunoglobulin tfidy A

IgD — Imunoglobulin ttidy D

IgE — Imunoglobulin tfidy E

I9G — Imunoglobulin tfidy G

IgM — Imunoglobulin tiidy M

IL - Interleukiny

IUIS — z ang. “International Union of Immunological Societies*
MvK — z ang. ,,Mevalonate kinase*

NK —z ang. “Natural Killer”

PFAPA — z ang. “Periodic fever-aphthous stomatitis-pharyngitis-adenitis*
SABA - rychle pusobici Bomimetika

TBC - Tuberkuléza

Tc — cytotoxické T lymfocyty

Thl — pomocné T lymfocyty 1. typu

Th2 — pomocné T lymfocyty 2. Typu

TNF — z ang. ,,Tumor Necrosis Factor*

WHO - z ang. ,,World Health Organization*
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