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Abstrakt
Ptijmeni a jméno: Prochazkova Kristyna
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Nazev prace: VIiv inhibitoru CCD na vysledky stanoveni multiplovych metod ISAC a
Alex

Vedouci prace: Ing. Tomas Vlas
Pocet stran — Cislované: 46
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Pocet priloh: 1

Pocet titulii pouzité literatury: 15
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Souhrn:

Tato bakalarska prace se zabyva zhodnocenim vlivu inhibitoru zktiZené reagujicich sacha-
ridovych determinant (CCD) u metody ALEX na vysledky stanoveni hladin specifickych
IgE protilatek proti rznym alergenovym molekuldm a srovndnim téchto vysledkl
s metodou ISAC. Zhodnoceni vlivu CCD inhibice jsem provadéla pomoci porovnani Cet-
nosti pozitivnich vysledki u shodnych nativnich alergenovych molekul mezi metodami
ISAC a ALEX. Pii méteni metodou ISAC jsem ziskala celkem 140 pozitivnich vysledkt a
pfi méfeni metodou ALEX jsem naméfila celkem 133 pozitivnich hodnot. Po vyhodnoceni
ziskanych vysledkl jsem prokazala G¢innou CCD inhibici, protoZe pocet pozitivit pii mé-
feni metodou ISAC byl vyssi nez pfi mefeni metodou ALEX. Z tohoto divodu je lepsi
vyuzivat u vzorku sér, které maji vysoké riziko zktizené reaktivity, vysetieni pomoci me-

tody ALEX, ktera diky CCD inhibitoru snizuje mnozstvi falesné pozitivnich vysledka.



Abstract
Surname and name: Prochazkova Kristyna
Department: Department of Rescue, Diagnostics and Public Health

Title of thesis: Effect of CCD inhibitor on results determination of multiplex methods IS-
AC and Alex

Consultant: Ing. Tomas Vlas
Number of pages — numbered: 46
Number of pages — unnumbered: 16
Number of appendices: 1
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Summary:

This bachelor thesis deals with the evaluation of the effect of an inhibitor of cross-reactive
carbohydrate determinants (CCD) in the ALEX method on the results of determining the
levels of specific IgE antibodies against various allergen molecules and comparing these
results with the ISAC method. | evaluated the effect of CCD inhibition by comparing the
frequency of positive results for identical native allergen molecules between the ISAC and
ALEX methods. When measured by the ISAC method, | obtained a total of 140 positive
results, and when measured by the ALEX method, | measured a total of 133 positive valu-
es. After evaluating the obtained results, | demonstrated effective CCD inhibition, because
the number of positives in the ISAC measurement was higher than in the ALEX measure-
ment. For this reason, it is better to use ALEX testing of serum samples that have a high
risk of cross-reactivity, which reduces the number of false-positive results due to a CCD

inhibitor.



Piredmluva

Cilem této bakaladiské prace je zjistit vliv CCD inhibitoru, uzivaného u metody
ALEX, na vysledky stanoveni a jejich porovnani s vysledky zjis§ténymi metodou ISAC.
Diagnostika alergii je dnes velmi roz§ifend, a piestoze existuje velké mnoZzstvi testd, inter-
pretace vysledki je obtizna vzhledem k Castym zkiiZenym reaktivitam. Tyto zkiizené reak-
tivity jsou Casto zptuisobeny podobnymi sacharidovymi strukturami v molekulach jednotli-
vych alergenti (CCD znaky). Vlivem téchto podobnych domén reaguji specifické IgE proti-
latky 1 s jinymi alergeny na zaklad¢ jejich podobnosti. Testovani pomoci metody ALEX
muze zmirnit tuto komplikaci a usnadnit tak diagnostiku alergickych onemocnéni diky
snizeni faleSnych pozitivit zpisobenych zktizenou reaktivitou. Z tohoto ditvodu je dulezité

zjistit, zda je CCD inhibice skutecné G¢inna.
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D¢kuji Ing. Tomasi Vlasovi za odborné vedeni prace, poskytovani rad a materialnich pod-
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UvVoD

Jednim z nejvyznamnéjsich prostiedkt pro diagnostiku alergickych onemocnéni je
laboratorni vySetfeni. Vedle stanoveni hladiny celkového IgE imunoglobulinu v séru se
dnes velmi rozviji i stanoveni specifickych IgE protilatek proti celé fadé alergenovych mo-
lekul. Od singleplexovych metod, které testuji pouze jeden vybrany alergen, jsme se pO-
stupné dostali az k multiplexovym metoddm ISAC a ALEX, pomoci kterych dokézeme
stanovit hladinu specifickych IgE imunoglobulind proti mnoha alergenim najednou. Ne-
vyhodou téchto metod je zktizena reaktivita. Specifické IgE protilatky reaguji i S jinymi
alergeny, které v molekule obsahuji podobné sacharidové determinanty. Z tohoto divodu
se mezi nami objevuji polyvalentni alergici, u kterych je komplikované urcit u¢innou imu-
noterapii. Komplikaci zktizené reagujicimi sacharidovymi determinantami se vyrobci sna-
zili vyfesit pomoci CCD inhibitoru u metody ALEX, ktery by mél vzniklou falesnou pozi-
tivitu snizovat. Pii hodnoceni vysledk je tieba dbat na spravnou interpretaci. Cela pro-
blematika je stale aktualni, jelikoz CCD inhibice neni stoprocentni.

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit vliv CCD inhibitoru u metody ALEX, a
tedy zjistit, zda skute¢né snizuje mnozstvi faleSné pozitivnich vysledkii zptisobenych CCD
reaktivitou.

V teoretické Casti je na ivod uvedena kapitola, kterd popisuje obecnou imunologii,
a nasleduje zakladni popis a funkce protilatek a jejich rozdéleni do tfid. VéEtsi prostor je
vénovany protilatce IgE, kterd hraje hlavni Glohu pfi alergiich. Dale se budeme vénovat
kapitole o imunopatologickych reakcich, ktera je nasledovana rozsahlou kapitolou o alergi-
ich a atopiich. Zde je popsan mechanismus vzniku alergickych onemocnéni, rozdéleni
alergentl, problematika zkiizené reaktivity, diagnostika a nakonec 1écba alergii. Posledni
kapitola teoretické ¢asti struné€ popisuje multiplexové metody ISAC a ALEX.

V praktické ¢asti je uveden postup provedeni téchto metod, zplisob analyzy dat
z vybraného souboru a jejich grafické zpracovani a zhodnoceni.

Poslednimi kapitolami této kvalifikacni prace jsou diskuze a zavér, kde se budeme

vénovat vyhodnoceni a interpretaci vysledkd, které jsme ziskali.
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TEORETICKA CAST

1 OBECNA IMUNOLOGIE

Imunologie je véda, ktera se zabyva studiem imunitniho systému (IS). Zajima se o je-
ho strukturu, funkci a vyznam a dnes se rozsitila do nékolika podobort jako je alergologie,
molekularni imunologie, imunochemie, transplantacni imunologie a mnoho dalSich. (Gop-
fertova, 1999)

IS jako jeden ze zakladnich homeostatickych mechanismi organismu zajist'uje jeho
integritu pomoci schopnosti rozpoznavat latky, které mohou byt pro organismus Skodlivé.
Jednou z funkci IS je tedy obranyschopnost. Chrani tak organismus proti riznym patoge-
nim a jejich toxinim nebo skodlivinam vnitiniho prostiedi. Naopak schopnost IS, ktera se
nazyva autotolerance, slouzi k rozpoznavani vlastnich tkéni a navozeni tolerance vic¢i nim.
A treti funkcei IS je takzvany imunitni dohled, kdy tento sytém odstranuje staré nebo po-
Skozené bunky vlastniho téla. (Hotej$i, 2009)

Imunitni mechanismy muiZeme rozdélit na nespecifické, které jsou evolucné starsi, a
specifické. Oba mechanismy zastupuje slozka humoralni tvofena riznymi sérovymi protei-
ny a molekulami, a slozka bunéc¢na tvofena bunkami. Nespecifickd imunita je vrozena a
neadaptivni. Reaguje na Skodliviny rychle a stale stejnym zptsobem. Patii sem rtizné fago-
cytujici buiiky, komplement, NK (natural killer) buniky a jiné molekuly. Naproti tomu
imunita specificka je adaptivni a reaguje na cizi latky vysoce specificky az po aktivaci roz-
poznanym antigenem (Ag). Patii sem rizné typy lymfocytt a protilatky (Ab) produkované
plazmatickymi bunikami. Pro specifickou imunitu je charakteristicky vznik imunologické
paméti. (Hotejsi, 2009)

K zékladnim obrannym mechanismim organismu také patii pfirozené bariéry lidského
téla. Jedna se o neporuseny povrch kiize a sliznic, fasinky v dychacich cestach, longitudi-
nalni tok vzduchu v dychacim traktu a tekutin v cestach mo¢ovych, kyselé prostiedi zalud-
ku, mastné kyseliny na kiizi, lysozym ve slinach, slzach a potu, pfirozena mikrobidlni flora,
ktera soutézi s patogeny o receptorova mista a ziviny a soucasn¢ produkuje antimikrobidlni

latky. (Hotejsi, 2009)
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2 PROTILATKY

Protilatky neboli imunoglobuliny (Ig) jsou sérové glykoproteiny tvoiené plazmatic-
kymi bunikami, coz jsou plné diferencované B lymfocyty. B lymfocyty vznikaji a zraji
Vv kostni dieni, fetalnich jatrech a sleziné a sviij nazev nesou podle orgéanu, ktery se nazyva
Fabriciova bursa a je to misto vzniku B lymfocytd u ptakd. B lymfocyty maji na svém po-
vrchu receptor BCR, ktery je tvofen casti imunoglobulinu a specificky reaguje
s antigenem. Po aktivaci se B lymfocyt zac¢ne délit a diferencovat v plazmatické buiiky,

které produkuji protilatky specificky namifené proti antigenu, ktery jejich produkci vyvo-

lal. Protilatky patii do humoralni slozky specifické imunity. (Barttiikova, 2011)

Obrazek 1 Struktura imunoglobulinu

NH,

Hinge region NH,
\ /
/ & _
Light chaﬁx SS Fab region
KorA | |
COOH COOH

Heavy chain
determines isotype

Zdroj: https://bxcell.com/

Na Obrazku 1 je zobrazena struktura imunoglobulinu. Ig maji tvar pismene Y a jsou
tvofeny dvéma identickymi lehkymi a dvéma identickymi tézkymi polypeptidovymi fetéz-
ci. Kazdy fetézec obsahuje konstantni a variabilni &ast. Retézce jsou k sobé piipoutany

disulfidickymi mistky mezi tézkymi fetézci a mezi lehkym a tézkym fetézcem po kazdé
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stran¢. (Abbas, 2016) Variabilni domény lehkych a tézkych fetézcti se nachazeji na N —
koncich fetézct a urcuji antigenni specifitu. Je to misto, kam se vaze antigen. C — konec
imunoglobulinu je tvofen konstantnimi doménami. Dle §t€peni papainem se imunoglobulin
de€li na Fab fragmenty a Fc fragment. Fab fragmenty obsahuji variabilni domény, a tedy,
jak uz bylo feceno, dokazi specificky vazat antigeny. Fc fragment zodpovida za vazbu
imunoglobulinu na komplementové receptory nebo Fc fragmenty fagocytujicich bunék.
Misto pfipojeni tézkych fetézcl se nazyva pantova oblast, kterd ma schopnost ohybu. Imu-
noglobuliny se vyskytuji bud’ ve form¢ monomeru, které se skladaji pouze z jedné struk-
turni jednotky, nebo ve form¢ dimert, trimerd ¢i pentamerd, kde je spojeno vice téchto
jednotek. (Liska, 2014)

Protilatky jsou schopné vazat Sirokou Skalu antigentl, véetné makromolekul a malych
chemikalii. Casti antigentl, které jsou zodpovédné za vazbu s protilatkami, se nazyvaji epi-
topy nebo determinanty. Tyto vazby jsou reverzibilni, nekovalentni a patii sem hlavné vo-
dikové a hydrofobni interakce. Sila, s niz se jeden antigen vaze na prisluSnou protilatku, se
nazyva afinita reakce. Kazdd molekula protilatky se mlze vazat na 2 az 10 epitopd v zavis-
losti na poctu vazebnych mist. Jak uz bylo fe¢eno, nékteré imunoglobuliny se vyskytuji ve
form¢& monomert, které maji pouze dvé vazebna mista pro antigen, jiné¢ ve form¢ dimerq,
trimerti nebo dokonce pentamerd, které obsahuji 10 vazebnych mist pro epitopy antigenu
nebo pro 2 a vice epitopt ruznych sousednich antigend. Protilatky produkované proti jed-
nomu antigenu se mohou vazat na jiné strukturné podobné antigeny a tomuto jevu fikdme

zk¥izena reaktivita protilatek. (Abbas, 2016)

2.1 Typy protilatek

Dle typu tézkych fetézct rozeznavame pét izotypti imunoglobulint. Imunoglobuli-
ny s typem tézkého fetézce y nazyvame IgG, s typem a IgA, s typem p IgM, s typem ¢ IgE
a s typem o IgD. (Liska, 2014)

Kazda protilatka obsahuje dva stejné druhy lehkych fetézci, které rozdélujeme na

fetézce k nebo L. (Liska, 2014)

2.1.1 Imunoglobulin G
Imunoglobulin G je nejvice zastoupeny izotyp imunoglobulinu v lidském séru s ne-

jdelsi dobou preziti. Tvoii az 80 % vSech protilatek. IgG se rozdéluje do Ctyf podtiid —
IgGl, 1gG2, IgG3 a IgG4, které jsou cislované podle klesajicich koncentraci v séru. I1gGl,
IgG3 a IgG4 jsou jediné imunoglobuliny, které dokazi projit placentou a chranit tak plod
pred infekcemi. I1gG3, IgG1 a IgG2 jsou také Gcinné pii aktivaci komplementu. IgG1 a
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IgG3 se vazou s vysokou afinitou k Fc receptoriim fagocytt, a tak zprosttedkovavaji opso-
nizaci. Ostatni podtfidy tuto vlastnost nemaji tak vyraznou. IgG protilatky vznikaji pfi in-
fekei pozdéji nez protilatky IgM, ale zlstavaji v krevnim obéhu delsi dobu a neustale tak

chrani nas organismus. (Parija, 2012)

2.1.2 Imunoglobulin A
IgA protilatka je druha nejvice zastoupena Ab v séru (téméf 10 — 15 %) a vyskytuje

se ve dvou formach. Prvni forma, sérovy IgA, je monomer S dvémi podtiidami — IgAl a
IgA2. Druha forma, sekre¢ni IgA, je dimer nebo tetramer produkovan epitelidlnimi bun-
kami sliznice a je to hlavni imunoglobulin, ktery se nachazi v lidskych sekretech jako je
lidské mléko, sliny, slzy, hlen v dychacich, urogenitalnich a travicich cestach. Chrani tak

tyto sliznice pfed patogeny. IgA také aktivuje komplement alternativni cestou. (Parija,

2012)

2.1.3 Imunoglobulin M
IgM je pentamer se dvémi podtiidami IgM1 a IgM2 liSici se svym slozenim t&éz-

kych tetézct. Diky své struktuie s deseti vazebnymi misty pro antigen je tato protilatka
schopna vazat deset riiznych epitopti. Existuje i monomerické IgM, které je vazano na
membranu B lymfocytl. IgM protilatky jsou prvni imunoglobuliny, které vznikaji po styku

s cizorodym antigenem. (Parija, 2012)

2.1.4 Imunoglobulin E
Imunoglobulin E byl poprvé objeven v roce 1966 v Japonsku jako novy typ proti-

latky, ktera dokazala vyvolat alergickou reakci na kizi. Pojmenovali ji yE protilatka. O rok
pozdgji ve Svédsku izolovali novou tfidu imunoglobulinu, kterou pojmenovali IgND. Poz-
déji se ukazalo, Ze se jednalo o jednu a tu samou protilatku a v roce 1968 dostal tento imu-
noglobulin sviij oficialni nazev IgE. (Balbino, 2018)
izotypt protiladtek. Pfesto dokéaze pii alergiich vyznamné vystoupat. Mnozstvi alergen —
specifickych IgE protilatek je vyznamnym diagnostickym kritériem alergickych onemoc-
néni. (Balbino, 2018)

Imunoglobulin E existuje ve dvou forméch. Prvni se nazyvd membranu vazajici IgE
a je exprimovan B lymfocyty, které prosli izotypovym piesmykem. Membranu vazajici
IgE slouzi jako specificky BCR receptor B lymfocyti a hraje roli pfi vazb¢ antigenu a jeho
prezentaci. Druhou formou je sekretovand IgE protilatka produkovana plazmatickymi bui-

kami. Tato forma se vaze na dva hlavni receptory FceRI a CD23. FceRI je vice afinitni a
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vyskytuje se na povrchu bazofilnich granulocytl, tkanovych mastocyti a dal§ich bunék
jako jsou neutrofily ¢i eozinofily. Vazba vyvola alergickou reakci aktivaci bazofilti a mas-
tocytl, které uvoliuji preformovana granula s histaminem, serotoninem, proteazami,
prostaglandiny, leukotrieny, cytokiny a chemokiny. Mén¢ afinitni receptor CD23 je expri-
movan hlavné B lymfocyty a v mensi mife také jinymi buitkami (napf. neutrofily, eozinofi-
ly). Tento receptor funguje spise jako negativni regulator syntézy imunoglobulinu E. (Bal-
bino, 2018)

2.1.5 Imunoglobulin D
Imunoglobulin D tvoii méné nez 1 % vSech imunoglobulinti v séru. IgD je klasicky

monomer a je pfitomen na povrchu B lymfocytli a spolecné s IgM slouzi k rozpoznévani

antigenu. (Parija, 2012)
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3 IMUNOPATOLOGICKE REAKCE

IS predstavuje obrannou linii organismu. Tato linie se ov§em muze vymknout kon-
trole a poskozovat tak vlastni tkan¢. Tyto imunitni reakce se nazyvaji imunopatologické.
Imunopatologické reakce mohou nastat pii nepfiméfené imunitni odpovédi na cizorody
antigen, pfevazné u opakovanych a slabé kontrolovanych infekci, nebo mohou byt piimo
namifeny proti vlastnim antigenim v disledku selhani jedné ze zékladnich funkci IS, ktera
se nazyva autotolerance. Onemocnéni zptisobena imunopatologickou reakci proti vlastnim
tkanim a organtim oznacujeme jako autoimunitni. (Abbas, 2016)

Imunopatologické reakce se klasifikuji dle mechanismu poskozeni tkdn€. Prvnim ty-
pem imunopatologické reakce je reakce zplisobend uvolnénim medidtorti z mastocytd. Je
také zavisla na produkci IgE protilatek proti riznym antigeniim vnéjSiho prostredi, které se
vazi na tkdnové mastocyty a tim zpiisobuji jejich aktivaci. Imunopatologicka reakce II.
typu je zpusobena protilatkami ze tfidy IgG a IgM, které jsou namifeny proti vlastnim an-
tigenim. Protilatky mohou také tvofit imunokomplexy se solubilnimi antigeny, které se
ukladaji ve tkdnich a mohou tak zpisobit poSkozeni. Tato reakce se nazyva imunopatolo-
gicka reakce III. typu. Poslednim typem reakce je imunopatologicka reakce IV. typu a je

zpusobena reakci T lymfocytd proti vlastnim antigenim. (Abbas, 2016)

3.1 Imunopatologicka reakce I. typu
Imunopatologické reakce I. typu neboli IgE mediovana imunopatologické reakce je
zprostfedkovand IgE protilatkami a zahrnuje vétSinu béznych alergii. Vznika béhem né-
kolika minut po vystaveni antigenu a vzdy vede k degranulaci mastocytl a bazofilt. IgE
protilatka se vaZe na mastocyty nebo bazofily, aktivuje je a dochazi k uvolnéni preformo-
vanych mediatorti. Tato reakce se vyskytuje ve dvou formach a témi jsou anafylakticka

reakce a atopie. (Parija, 2012)

3.2 Imunopatologicka reakce Il. typu

Imunopatologicka reakce II. typu je humoralni reakce s patogenetickym ptisobenim
IgG a IgM protilatek, které se vazi na pfisluSné antigeny a aktivuji komplement, kdy do-
chazi ke vzniku membrany atakujicimu komplexu (MAC). MAC rozrusi membranu proti-
latkou oznacené buiiky a dochazi k jeji lyze. IgG a IgM protilatky mohou také zptisobovat
reakci typu ADCC, coz je bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach. Pti ADCC se proti-

latky vazané na antigeny vazi svymi konstantnimi doménami na Fc receptory fagocytuji-
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cich a NK bun¢k, které nasledné zptsobi lyzu takto oznacenych, cilovych bunék. (Barttn-
kova, 2019)

Tato imunopatologicka reakce nastava v ptipad¢ nekompatibility krevni transfize
Vv klasickém ABO systému, Rh systému nebo vzacné v jinych erytrocytarnich antigenech.
Vysledkem je masivni intravaskularni hemolyza. (Parija, 2012) Dalsim piikladem mize
byt onemocnéni myasthenia gravis, kdy dochézi k vazb¢ autoprotilatky na acetylcholinovy
receptor a tim k blokaci nervosvalového prenosu. Také sem mlizeme zatadit tvorbu protila-
tek proti vnitfnimu faktoru a tedy k poruSe vstiebavani vitaminu B, a vzniku pernicidozni

anémie. (Barttnkova, 2019)

3.3 Imunopatologicka reakce Il1. typu

Imunopatologickd reakce III. typu je charakteristicka tvorbou imunokomplexii.
V béznych podminkach jsou vzniklé imunokomplexy v lidském téle odbourdvany fagocy-
tujicim systémem. V piipad¢ pretrvavajici infekce, opakovaném setkani s béznymi antige-
ny ¢i pfi autoimunitnich onemocnénich nedochazi K eliminaci komplexi antigenu
s protilatkou, ale misto toho se tyto komplexy ukladaji v rliznych tkanich, kde pisobi pato-
logicky. Mistem jejich patologického hromadéni jsou Casto stény krevnich cév, synovialni
membrany kloubil, bazalni membrany glomeruld v ledvinach nebo mozkova tkan. Patolo-
gické ptisobeni vzniklych imunokomplexti spociva v jejich schopnosti aktivovat komple-
mentovou kaskadu. (Parija, 2012)

Projevem této imunopatologické reakce je napiiklad autoimunitni onemocnéni sys-
témovy lupus erytematodes (SLE), pti kterém jsou autoantigenem slozky buné¢ného jadra,
nebo kryoglobulinémie, kdy dochézi ke vzniku imunokomplexii mezi normélnim a patolo-
gickym imunoglobulinem. (Bartiiikova, 2019) Také sem miiZzeme zafadit sérovou nemoc,
ke které¢ dochazi po aplikaci cizorodého séra tieba pii oCkovani nebo po podani penicilinu.

(Parija, 2012)

3.4 Imunopatologicka reakce IV. typu

Imunopatologicka reakce IV. typu se nazyvé reakce oddéalen¢ho typu (DTH), pro-
toze k odpoveédi dochazi hodiny az dny po primarnim setkani s antigenem a casto i déle
pretrvava. Od ostatnich imunopatologickych reakci se odliSuje tim, Ze se jedna, nikoliv o
protilatkovou reakci, ale o reakci bunécéné zprostiedkovanou. DTH je tedy zptisobena akti-

vaci T lymfocyti. Jako prvni ji popsal Robert Koch u tuberkulézy jako tuberkulinovou
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reakci. Pozdéji po zjisténi, ze tato reakce mize nastat i u jinych patologickych stavi, doslo
K jejimu pfejmenovani. (Parija, 2012)

Dle druhu ptsobicich T lymfocytl ji miizeme rozd¢€lit na dva podtypy. U prvniho
podtypu dochazi k aktivaci CD4+ T lymfocytd, které produkuji interferon y. Pokud je pii-
tomen obtizné zpracovatelny antigen nebo pokud jsou poruseny elimina¢ni procesy makro-
fagl, mize dochazet az k tvorbé granulomii. Tento podtyp pievazuje u demyelinizacnich a
granulomatdznich onemocnéni vcetné tuberkulozy, lepry a sarkoidézy. Druhy podtyp je
charakteristicky pfitomnosti cytotoxickych CD8+ T lymfocyta, které jsou aktivovany po-
moci Thl lymfocyti. Tyto cytotoxické lymfocyty lyzuji cilové bunky. K tomu dochazi
napiiklad u kontaktni dermatitidy, virovych exantému a rejekci transplantovaného orgéanu.

Pfi riznych imunopatologickych stavech se oba podtypy reakce kombinuji. (Barttiikova,

2019)
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4 ALERGIE A ATOPIE

V ekonomicky vyspélych statech v soucasné dobé trpi alergickymi chorobami asi
20 % obyvatel. U velkych mést se toto ¢islo muze jesté zvysit. Z toho divodu se alergické
nemoci oznacuji jako nejcastéjsi porucha imunity. (Bartiinkova, 2011)

Alergie je ve skutecnosti skupina chorob, které jsou charakteristické zvySenou pie-
citlivélosti k neSkodnym antigeniim zevniho prostfedi, které v tomto pfipadé¢ nazyvame
alergeny. Po jejich opakované expozici dochazi u vnimavych jedinct k zanétlivym zmé-
nam a pozdéji k poruse funkce a struktury tkéni a orgdnt. Alergie mize byt bud’ lokalizo-
vana na urcity organ, nebo je systémova, kdy tento stav oznacujeme jako anafylaxi. Pojem
atopie je Casto s alergii zaménovan. Nejedna se ale o skupinu onemocnéni, ale o genetic-
kou predispozici jedince k tvorbé nadmérného mnozstvi specifickych IgE protilatek na
zaklad¢ vystaveni extrémné nizkym davkam béznym alergentim zevniho prostiedi. AZ po
nasledné interakci téchto vzniklych protilatek s vyvolavajicim exoalergenem dochazi
K rozvoji zanétu oznaCovaného jako alergické onemocnéni. (Hotejsi, 2009)

Nejvyznamnéj$i mechanismus vzniku velké ¢asti alergii je imunopatologicka reak-
ce L. typu, neboli IgE mediovana reakce, kdy dochazi k tvorbé velkého mnozstvi IgE proti-
latek, které se pfevazné vazi na vysoce afinitni FceRI receptory bazofilii a mastocytt. Na-
sledn€ se na receptorova mista pro antigen na téchto protilatkach navaze alergen, kterému
je nas organismus opakované vystaven. Tim dojde k pfemosténi IgE alergenem a bazofilni
granulocyty s mastocyty se aktivuji a uvoliuji prozanétlivé mediatory, které jsou z velké
casti jiz preformované. Také dochdzi k aktivaci metabolismu kyseliny arachidonoveé, ze
které¢ vznikaji mediatory zanétu de novo. Jedna se hlavné o prostaglandiny a leukotrieny.
Vsechny tyto latky pilisobi stejnym mechanismem. Dochdazi k vazodilataci, zvySeni cévni
permeability, konstrikce hladké svaloviny a dal$im jevim, které jsou charakteristické pro
alergické choroby. (Bartiinkova, 2019)

Alergickd onemocnéni, zejména ta chronickd, jsou doprovazena také aktivaci
eosinofilnich granulocytii a jejich vycestovanim do tkani, kde uvolnuji toxické mediétory a
dochdzi k rozvoji eosinofilniho zanétu. Nejznaméj$im medidtorem je eosinofilni kationicky
protein (ECP), ktery spolu s dal§imi toxickymi produkty, zptisobuje poSkozeni struktury
tkan¢. (Bartinkova, 2019)

Obecna pficina obou téchto mechanismt je nerovnovaha mezi Th1l a Th2 lymfocy-
ty, kterd je z nejvetsi ¢asti dana genetickou predispozici k Th2 hyperaktivité. Tento stav

nazyvame tedy atopie. Mezi vn¢j$i faktor Th2 hyperaktivity patii nedostatecna stimulace
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Th1 lymfocytd antigeny mikroorganismu. Toto nastava napiiklad u ptehnané snahy o steri-
litu prostiedi a potravin u déti v Gtlém v€ku. DalSim vnéj$im Cinitelem u déti mize byt na-
opak nadmérna stimulace IS nékterymi alergeny. Tento faktor je ale velmi individudlni u
riznych osob i alergenu. (Barttnkova, 2019)

Alergickd onemocnéni mohou byt ovS§em zplisobena i jinym typem imunopatolo-
gické reakce nez tim IgE mediovanym. Ptikladem je kontaktni dermatitida, kterd je zaloze-
né na reakci IV. typu. Casto se také miiZe jednat o kombinaci n&kolika typti imunopatolo-

gickych reakci. (Barttinkova, 2019)

4.1 Systémova anafylaxe

Systémova anafylaxe je akutnim projevem imunopatologické reakce prvniho typu,
tedy reakce alergické. Tato manifestace miize vzacné koncit smrti pacienta. Objevuje se po
vazbé antigenu na specifickou IgE protilatku, kterd je navazana na povrchu mastocytd, a
dochdzi k uvolnéni preformovanych medidtorti anafylaxe. Na zéklad¢ pfitomnosti ciziho
antigenu dochazi k aktivaci specifickych Th2 lymfocytl, které stimuluji B lymfocyty
k tvorbé specifickych IgE protilatek. Tyto imunoglobuliny se navazi na FceRI receptory
mastocytil a bazofili a pfi opétovném vystaveni vyvoldvajicimu antigenu (alergenu) jsou
tzv. preklenuty a aktivovany. To vede k degranulaci téchto bun€k a uvolnéni medidtori
b&hem nékolika minut. Navazani specifickych IgE protildtek na povrch mastocytti a bazo-
fili se nazyva senzibilizace a tento komplex je pfipraven k aktivaci pifi dal$im setkani
s pfi¢innym antigenem. (Parija, 2012)

Anafylaxi vyvolavajici alergen byvé nejcastéji pyl, proteiny ciziho séra a vakcin,
potraviny (mléko, vejce, ofechy, motské plody), Iéky jako je penicilin a lokalni anestetika,
hmyzi jedy a zvifeci alergeny. (Parija, 2012)

Casna faze anafylaxe je charakteristicka vyplavenim aktivnich mediatori z masto-
cytl a bazofila v fadu n€kolika minut po opakovaném vystaveni uréitému antigenu. Hista-
min jako jeden z hlavnich mediatord zptsobuje zvySenou cévni permeabilitu, vazodilataci
a brochokonstrikci. To samé zpusobuji i1 ostatni vyplavené latky jako prostaglandiny a leu-
kotrieny, dale podporuji chemotaxi neutrofil a jejich shlukovani v misté¢ zanétu. (Parija,
2012)

Ctyfi az $est hodin po &asné fazi systémové anafylaxe nastupuji mechanismy faze
pozdni. Ta trva 1 — 2 dny a dochazi pfi ni k infiltraci mista zanétu neutrofily, makrofagy,
eozinofily a lymfocyty, coz zpusobuje zesileni zanétlivych zmén, které nastaly jiz v Casné

fazi. Bunky po degranulaci dale vytvaii prozanétlivé substance, jako napiiklad nékteré ty-
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py leukotriend, proagregacni destickovy faktor a cytokiny z mastocytli, a uvoliiuji je do
svého okoli, tim anafylaxi dale podporuji. (Parija, 2012)

Anafylaxe jako systémové poSkozeni zasahuje mnoho organti. V dychacim traktu
nalézdme edém hrtanu a bronchospasmy, postizeni kardiovaskularniho systému je dopro-
vazeno hypotenzi a srdecni arytmii a kiize je zacCervenald a objevuje se svédéni. Existuje
mnoho dalsich klinickych manifestaci, ale nejzavaznéjsi je otok hrtanu, bronchospasmus,
srde¢ni arytmie a hypotenze, coz jsou nejcastéjsi pficiny umrti pfi anafylaxi. (Parija, 2012)

Prevenci systémové anafylaxe je podavani malych davek ptri¢innych antigent, tzv.
desensitizace. Antigeny podavame bud’ kratkodobé jako akutni prevenci, které vyvolaji
vyplaveni pouze malého mnozstvi mediatort, nebo dlouhodobé v ramci chronické preven-
ce, kdy pfic¢inné antigeny poddvame vzdy v intervalu n¢kolika tydnti a dochazi tak k tvorbé
IgA a IgG protilatek blokujicich vazbu antigent na mastocyty a bazofily. (Parija, 2012)

Lécbou jiz rozvinuté anafylaxe je podavani 1ékti mirnici ucinek vyplavenych medi-

atort a 1ékt podporujici dychaci a kardiovaskularni trakt. (Parija, 2012)

4.2 Alergeny

Alergeny jsou proteinové molekuly schopné vazby na specifické IgE protilatky a ve
vétsing pripadech také dokazi indukovat tvorbu téchto imunoglobulind imunitnim systé-
mem. Témto proteinim se fikd primarni senzibilizatory. Existuji vSak alergeny, které se
umi vazat na IgE protilatky, ale nedokaZzi vyvolat jejich tvorbu. V tomto pfipad¢ se jedné o
zktizenou reaktivitu alergenti, kdy se molekuly proteinti strukturalné€ i funkéné podobaji
primarnim senzibilizatorim a dokaZzi se tak vazat na IgE protilatky, které vznikly na pod-
klad¢ pritomnosti jinych alergend. Tuto dovednost maji naptiklad alergeny z ovoce, zele-
niny a ofecht. (EAACI, 2014)

Mame i alergeny anorganického piivodu (napf. kovy), které na rozdil od alergent
organickych nevyvolavaji protilatkovou odpoveéd, ale indukuji odpovéd’ bunéénou. (Hotej-
§i, 2009)

Dle plisobeni alergent na lidsky organismus je miZeme rozdé€lit na inhala¢ni, po-

travinové alergeny, hmyzi jedy, 1ékové a kontaktni alergeny. (Bartinkova, 2019)

4.2.1 Inhalaéni alergeny
Inhalaéni alergeny (aeroalergeny) se déale d¢li na sezénni a celoro¢ni, nebo také na

alergeny vnéj$iho ¢i vnitiniho prostiedi. Tyto alergeny nejcastéji zptisobuji problémy dy-
chacich cest, které oznacujeme jako respiracni alergdzy. Patii sem napiiklad alergicka rhi-

nokonjuktivitida a priduskové astma. (Bartaiikova, 2019)
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Aeroalergeny, které nejCastéji zpiisobuji sezdnni alergické onemocnéni, jsou pyly
rostlin, zejména pyly trav a pyly btizovitych stromu. Jiné pyly alergizuji méné a v nékte-
rych ptipadech dokonce ojedinéle. Pii diagnostice pylovych alergii je nutné pracovat s pyly
jednoho druhu z dtivodu velmi vysoké pravdépodobnosti vzniku zkiizené reaktivity. (Bar-
tunkova, 2019)

Dal8imi inhalacnimi alergeny jsou plisn¢, které mohou vyvolavat celorocni i se-
zonni alergie, vSudyptitomny prach s prachovymi rozto¢i v ltizkovinach 1 srsti zvifat a pefi
ptakt. DalSimi alergizujicimi slozkami v prachu jsou spory plisni, hmyzi alergeny (napf.
Svab) a zviteci alergeny. (Bartitkova, 2019)

Zviteci alergeny nachazime v srsti, epiteliich a zvifecich vyméScich jako naptiklad
sliny nebo moc¢. U nds je nejvice alergizujicim zvifetem kocka a poté pes. Tyto alergeny
maji lepivou strukturu a ptenaseji se tak na odévu, prachu a na dal$ich médiich a z tohoto
divodu nemusi alergické onemocnéni vznikat pouze pifi pfimém kontaktu se zvifetem.

(Barttiikové, 2019)

4.2.2 Potravinové alergeny
Nejvyznamngjsi potravinové alergeny u dospélych a starSich déti jsou ofechy, ovo-

ce a zelenina, semena jako je mak ¢i sezam, a také ryby a moiské plody, které¢ z divodu
stravovacich navykll nejsou v nasi zemi tak casté. V kojeneckém véku se mnohdy také
objevuje alergie na kravské mléko, v dospélosti je spiSe vyjimecna. Déti dale mohou trpét
alergii na vejce, soju a pSenicnou mouku. Tyto pfevazné ,,détské* alergeny mohou vyvola-
vat non-IgE reakce, které komplikuji diagnostiku. (Barttiikova, 2019)

K potravinovym alergenlim miiZeme dale zafadit potravinova aditiva jako barviva a
konzervanty, stopy antibiotik v mase, pesticidy a jiné chemické latky na rostlinnych potra-

vinach. Stejné€ jako u ,,détskych* alergenti vyvolavaji tyto alergizujici latky jiné nez reakce

vvvvvv

4.2.3 Hmyzi jedy
Slozky, které jsou obsazeny v jedu vosy, sr$n¢, véely a ¢melaka, mohou indukovat

alergickou reakci az anafylakticky Sok. Dal$i pfitomné latky mohou mit enzymatické a
toxické vlastnosti zplisobujici pfimou degranulaci Zirnych bunék a bazofilnich granulocytt.

(Barttinkova, 2019)

4.2.4 Lékové alergeny
Problematika l1ékovych alergenli byva komplikovana. Vétsina polékovych reakci

neni vyvolana IgE protilatkami a fadi se tedy mezi imunopatologické reakce jiného nez 1.
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typu. Z tohoto diivodu je obtizné provadét diagnostiku a klinicky ani nelze odlisit skute¢né
alergické reakce a nezadouci reakce, které nejsou imunologického charakteru. Potencidlni
alergeny jsou penicilinova antibiotika, lokalni anestetika, kontrastni latky a mnoho dalSich.

(Bartinkova, 2019)

4.3 ZKkriZena reaktivita alergent

Alergeny se rozdé€luji do nékolika mélo proteinovych rodin na zadkladé jejich po-
dobnosti, jako je napiiklad podobna aminokyselinova sekvence ¢i trojrozmérna konforma-
ce. Clenové stejné rodiny mohou sdilet stejné nebo velmi podobné epitopy pro specifické
IgE protilatky nebo T lymfocyty a zptisobovat tak alergické reakce vlivem zkiizené reakti-
vity. (EAACI, 2014)

Velmi dobfte prostudovanym piikladem je forma potravinové alergie, kterou trpi vi-
ce nez 70 % pacientd s diagnostikovanou alergii na pyl bfizy. Tento alergen se nazyva Bet
v 1 a tadi se dle procesu patogeneze do proteinové rodiny 10. Stejna molekula se nachazi i
ve struktufe riznych potravinovych alergenti (napt. Mal d 1 v jablku, Pru av 1 ve visni,
Gly m 4 v s6ji, Ara h 8 v arasidu), které sice pochazeji z jinych stromi nez je btiza, ale
alergenu Bet v 1 jsou velmi podobné svou primarni a terciarni strukturou. Tyto alergeny
tak mohou byt pomoci podobného epitopu rozeznavany Bet v 1 — specifickymi IgE proti-
latkami a vyvolavat alergické reakce. (EAACI, 2014)

Destrukce terciarni struktury alergenu zalude¢ni Stdvou nebo teplem dochazi k re-
dukei nezadouci zkiiZzené reaktivity vlivem sniZeni vazebné kapacity na IgE protilatku.
Z tohoto divodu alergici na bfezovy pyl dobie toleruji uvafené potraviny obsahujici pro-
blematické zkiizené reagujici struktury. (EAACI, 2014)

Podobnéa nebo stejnd primarni struktura alergenu (tj. aminokyselinova sekvence)
také zkiizené reaguje a vede k aktivaci T lymfocytl. Aktivace, kterd je zpisobena zkiiZené¢
reagujicimi alergeny (napf. potravinové alergeny podobné Bet v 1), mlze vést ke zhorSeni
atopického ekzému u pacientd s alergii na biezovy pyl. (EAACI, 2014)

V soucasnosti probihaji vyzkumy o mozném pouziti mechanismu zk#izené reaktivi-
ty jako 1écby alergickych onemocnéni. Pacientim se podavaji zkiizené reagujici regulacni

T lymfocyty nebo zktizené reagujici blokujici IgG, protilatky. (EAACI, 2014)

4.3.1 ZKk¥iZené reagujici sacharidové determinanty
Zkiizené reagujici sacharidové determinanty (CCD), které se svou strukturou po-

dobaji mnoha skupinadm alergenti, ovliviiuji vysledky alergologickych stanoveni (zpisobuji

falesnou pozitivitu). Tyto struktury se dokazi vazat na specifické IgE imunoglobuliny a
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zpusobovat tak zkfizenou reaktivitu. (Sinson, 2019) CCD molekuly se vyskytuji ve struk-
tute alergent rostlin, hmyzich jedl a rozto¢l a zktizena reaktivita byla prokdzana u alergii

na pyl, ovoce a zeleninu, hmyzi jedy a roztoce. (Gattinger, 2019)

4.4 Diagnostika alergickych onemocnéni

Kurceni spravné diagndzy alergického onemocnéni je tfeba stanovit vyvolavajici
alergen. Dle toho se voli vhodna kauzalni terapie, ktera tkvi v eliminaci pfi¢innych alerge-
nu a nasazeni specifické alergenové terapie. Kauzalni 1écba se dopliiuje jinymi 1écebnymi
postupy, které ale pouze zmiriiuji symptomy daného alergického onemocnéni. (Barttiko-
va, 2011)

Zakladnim kamenem laboratorni diagnostiky alergickych chorob je rozbor rodinné
a osobni anamnézy, popis obtizi a zhodnoceni klinického stavu. Dale se provadé¢ji kozni
testy pomoci standardizovanych diagnostickych alergenti. Poté dochézi k laboratornim
testiim a nékdy i testim expozi¢nim. Dle typu onemocnéni se miizou indikovat rizné dalsi
vySetfeni jako tieba rentgenové vysetieni plic a vedlejSich paranazélnich dutin, vySetfeni

plicnich funkci, kultivace vytéru nosu a dalsi. (Bartlikova, 2011)

441 Anamnéza
Vzhledem k tomu, Ze alergie je systémové postizeni, ¢asto dochazi k vyskytu rtz-

nych alergickych onemocnéni u jedné osoby. Tento vyskyt mize byt souCasny nebo na-
sledny, kdy dochazi k rozvoji chorob u jedinct, kteti v détstvi trpéli napiiklad atopickym
ekzémem Ci jinou atopii. Tento jev nazyvame atopickym pochodem. Pfi rozboru osobni
anamnézy je tedy dulezité zjiStovani riznych symptomu, které s onemocnénim, pro které
pacient pfichazi, zdanliv€ nesouvisi. (Bartiikova, 2019)

Déle se provadi vySetfeni rodinné anamnézy. Vyskyt alergické choroby v rodiné
zvysuje riziko vzniku onemocnéni u dané¢ho vySetfovaného jedince. (Bartinkova, 2011) U
blizkych rodinnych pfislusniki mize byt alergické onemocnéni pti¢inou vzniku atopie u
jejich potomkd. (Bartinkova, 2019)

Sleduji se projevy onemocnéni jako je naptiklad ryma, kasel, ekzémy, svédéni, vy-
razka, jejich trvani a reakce na 1é¢bu. Dale je nutné myslet na to, Ze existuji i choroby bez
podkladu atopie, a to jsou kontaktni dermatitidy, nezadouci reakce po poziti potravin a
podani 1ékt a po bodnuti hmyzem. (Bartiiikova, 2011)

Pacienti na alergologii dostavaji dotazniky, kde odpovidaji na otazky tykajici se je-

jich domova a piitomnosti zvifat, pracovniho prostfedi, konicku, stravovacich navyku a
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uzivani 1€ka a navykovych latek. (Bartinkova, 2011) U pylovych alergii je dilezité obdobi

vyskytu obtizi a porovnani udajii s pylovym kalendafem. (Barttiikova, 2019)

4.4.2 Klinicky obraz
Alergické reakce mtize postihnout fadu riznych organt. Pokud alergen pozijeme ¢i

aplikujeme pomoci injekce, dochazi castéji k systémové reakci. Lokalni reakce nastava
prevazné po vdechnuti ¢i kontaktem 1 s nepatrnou davkou alergenu. (Barttiikova, 2011)

Mezi nejCastéjsi projevy alergického onemocnéni patii alergicka ryma, ktera mize
byt bud’ sezonni u pylovych alergii, nebo celoro¢ni pfi precitlivélosti na roztoce a zviteci
alergeny. Projevem je vodnaty vytok z nosu, svédéni, kychani a nadmérna produkce slz.
(Bartinkova, 2011)

Druhym nejcastéjSim projevem onemocnéni je atopicky ekzém, jehoz etiologie je
multifaktorialni. (Bartinkova, 2011) V etiopatogenezi se uplatiuje geneticky vrozena ato-
pie a porusend bariérova funkce, kterd usnadiiuje prinik alergenti do vnitiniho prostiedi a
nedostate¢né chrani pred jejich Skodlivym plsobenim. Ekzém se vyskytuje ptevazné
Vv loketnich a podkolennich jamkach, na zapésti a krku, dale na prsnich bradavkach a na
o¢nich vickach. Tyto projevy byvaji doprovazeny enormnim svédénim a suchosti kiize.
(Barttinkova, 2019)

Astma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, které se pro-
jevuje dusnosti, hvizdavym dychénim, kaslem a pocitem tize na hrudi. Pti¢inou zachvatu
muze byt alergen, télesna namaha, virova infekce, chlad, chemické latky a dalsi. (Bartin-
kovéa, 2011) Zanétu s alergickym podkladem se nejvice tcastni eosinofilni granulocyty a
nastupuje na IgE zprostiedkovanou reakci po kontaktu S vyvolavajicim alergenem. Existu-
je 1 zanét nealergicky, ktery je ale méné Casty. (Bartinkova, 2019)

Alergie na hmyzi bodnuti se projevuje pifevazné pouze lehkou lokalni formou jako
je otok, zarudnuti a svédéni. Mize ale i dojit k zavazn&jSimu postizeni, kdy reakce zasahu-
je 1 jiné organy, a dochazi ke vzniku projevl na kiiZi i sliznicich. Mezi pfiznaky se fadi
reakci, kdy je vlivem poruchy prokrveni centralniho nervového systému zpiisobena ztrata
védomi, je anafylakticky Sok. (Bartinkova, 2011)

U potravinovych alergii se setkavame s celou fadou projevii. Mezi nejcastéjsi obti-
Ze patii atopicky ekzém, edémy a gastrointestinalni potize. Objevuje se ale i astma, aler-
gicka ryma, celkova anafylaxe a migréna. Projevy této alergie Casto vymizi v détstvi po

specifické dieté, znamy jsou ale 1 celozivotni potravinové alergie, které se tykaji naptiklad
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ofechti a mofskych plodi. Tento typ alergického onemocnéni je velmi obtizné diagnosti-

kovan. (Barttnkova, 2011)

4.4.3 KozZni testy
Kozni testy jsou zdkladnim diagnostickym vySetfenim k pritkazu senzibilizovanych

mastocytll v kiizi. Provadéji se za pomoci podezielého alergenu a sleduje se, zda doslo
k tvorb¢ komplexu se specifickym receptorem IgE protilatky, ktera je navazana na zirnou
buiiku (mastocyt). Pokud dojde k vazbé¢, alergen premosti dvé sousedni molekuly a aktivu-
je mastocyt, ktery reaguje vyplavenim mediatort. Pozitivni test se tedy projevuje otokem,
zacervenanim a svédénim kaze. Kozni testy se hodnoti 5 az 20 minut po aplikaci alergenu,
pfipadné az druhy den k testovani pozdni reakce. (Barttiikova, 2011)

Zakladnim a nejuzivanéjSim alergologickym koZnim testem je takzvany prick test,
ktery se provadi na volarni stran¢ predlokti, vyjimecné na zadech. Nejdiive se klize vyde-
sinfikuje alkoholem a poté se tam umisti kapka standardizovaného alergenového extraktu.
Lancetou se provede vpich pies tuto kapku a dojde k poruseni kiize. Alergen tak pronikne
do mista reakce. (Bartiinkova, 2019) Doporucena vzdalenost mezi jednotlivymi vpichy je 5
cm. (Barttiiikova, 2011)

Intradermalni test je provadén za pomoci intradermalnich injekei s davkou standar-
dizovaného alergenového extraktu. (Bartinkova, 2011) Dnes se provadi k diagnostice aler-
gii na hmyzi jedy a nékteré 1éky. (Bartinkova, 2019) Vzdalenost mezi jednotlivymi intra-
dermalniho testy by méla byt 6 cm. (Bartiikova, 2011)

V obou ptipadech hodnotime, zda doslo k vytvofeni pupenu. U prick testi vznikaji
Vv pfipadé pozitivity puchyiky o velikosti 2 —3 mm Vv priméru a u testll intradermalnich by
mélo dojit k tvorbé pupenu o velikosti 5 mm a vétSiho. (Bartlitkova, 2011) Pii testovani by
se také vzdy méla provadét pozitivni a negativni kontrola. Jako negativni kontrolu lze pou-
zit roztok, ve kterém je alergen rozpustén a jako pozitivni kontrola se pouziva naptiklad
histamin. (Barttnkova, 2019)

KozZnimi testy diagnostikujeme nejcastcji alergie zptisobené vzduSnymi alergeny a
alergeny jedu blanoktidlého hmyzu. U jinych alergii maji kozni testy nizsi specifitu. (Bar-
tankova, 2019)

Kozni testy maji také oproti stanoveni sIgE v séru (viz dale) vyssi senzitivitu a je-
jich provedenti je levnéjsi a rychlejsi. Mezi nevyhody patii nizsi specifita a riziko nezadou-
ci reakce ¢i pfimo anafylaxe. Z tohoto diivodu se neprovadéji u pacientii s vaznymi choro-

bami a nemocemi ktize. (Barthitkova, 2011)
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4.4.4 Laboratorni stanoveni koncentrace IgE protilatek
Stanoveni koncentrace celkové hladiny IgE v krvi patii k orienta¢nim vySetfenim.

Ackoliv tento parametr Gzce souvisi s pfitomnosti alergického onemocnéni u vySetiované-
ho jedince, zvySené hodnoty nalézdme i u jinych onemocnéni jako je napiiklad alergicka
bronchopulmonalni aspergiloza, AIDS, hyper IgE syndrom a parazitarni onemocnéni. Cel-
kové IgE v séru ma specifitu 90 %, ale senzitivita je pouze 30 — 40 %. Vzhledem K nizké
senzitivit¢ tohoto stanoveni nemusi mit fada alergikii celkové IgE v séru zvyseno, IgE na-
vazané ve tkanich takto nezmétime. Fyziologické hodnoty celkového IgE v séru u dospé-
Iych jsou 50 — 150 1U/ml, u déti se 1isi dle véku. (Bartanikova, 2011)

Lepsi senzitivity docilime stanovenim specifickych IgE protilatek (sIgE). (Bartin-
kova, 2011) Takto mizeme detekovat senzibilizaci IgE protilatek k jednotlivym alerge-
nim. (Bartiikova, 2019) Pro diagnostiku se vyuzivaji nativni alergeny nebo rekombinant-
ni alergeny. Nativni alergeny jsou izolovany z puvodnich piirodnich zdroju a vysoce puri-
fikovany. Jedna se tedy o pfirodni extrakty alergenovych molekul. Tento zplisob ziskani
alergentl ale neni vzdy mozny nebo vhodny, a tak se vyvinuly rekombinantni alergeny.
Vznikaji odvozenim aminokyselinové sekvence poZzadované antigenové molekuly a jeji
umélou syntézou in vitro, ktera je bud’ chemickd, nebo se provadi pomoci genového inze-
nyrstvi, kdy je gen pro urcity antigen vnesen do produkéni butiky, ve které pak probiha
proteosyntéza. Produktem je vysoce ¢ista molekula, coz ale mize byt zaroven nevyhodou.
Vétsina rekombinantnich alergent je totiZ linedrnich a s piivodni alergenovou molekulou
se shoduje pouze v primarni a maximaln¢ sekundarni konformaci. Pokud jsou tedy vyset-
fované protilatky namifené proti konformacnimu epitopu, nelze je pomoci rekombinant-
nich alergent detekovat. (Bartiiiikova, 2011) Testy se dale rozd¢€luji dle poctu vySettova-
nych alergend na tzv. singleplex metody, kdy se stanovuje sIgE pouze proti jednomu kon-
krétnimu alergenovému extraktu nebo komponenté, a tzv. multiplex metody, u kterych
dokézeme stanovit sIgE vii¢i nékolika alergenim najednou. Multiplexové metody se pro-
vadéji ve formé micro-arraye nebo macro-arraye, kde mizeme najednou stanovit koncen-
traci sIgE proti nékolika stovkdm alergenim a molekuldm. Vzhledem k tomu, Ze tyto roz-
sahlé metody se u nas v soucasné dobé pouzivaji stale Castéji a ziskdvame tak velké mnoz-
stvi vysledkd, je nutné zvladat spravnou interpretaci umét rozlisit asymptomatickou senzi-
bilizaci a senzibilizaci s ptitomnosti alergickych projevi. (Barttnkova, 2019)

vvvvvvvv

rovei je ale méné citlivé a nakladnéjsi. Vzhledem k tomu, Ze nemaji Zadné kontraindikace,
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byvaji pouzivany zejména u détskych pacientl, pacientl s atopickym ekzémem a pacientd

S jinym zavaznym onemocnénim. (Bartiiikova, 2011)

445 Expoziéni testy
Expozi¢ni testy jsou takzvanym zlatym standardem pii diagnostice pacientll s po-

travinovymi alergiemi. Vzhledem k velké rizikovosti stanoveni provadime expozi¢ni testy
ve zdravotnickych zafizenich pod dohledem odbornika na poskytovani prvni pomoci. (Bar-
tankova, 2011)

Pacientovi se poda standardni mnozstvi podezielé potraviny v zelatinové kapsli a
stejné mnozstvi placeba, jako je naptiklad cukr, tak, Ze pacient ani pfitomny zdravotnik
nevi, ve které kapsli je placebo, a ve které je vySetfovany alergen. Hodnoti se ptfipadna

klinicka reakce a spirometrie. (Barttinkova, 2011)

4.5 Lécbaalergie
Alergie se 1é¢i pomoci tfi zakladnich postupt. Prvni je eliminace pfi¢inného aler-
genu, druhy je farmakoterapie a tfetim postupem je alergenova imunoterapie. Tyto postupy

se 1181 dle konkrétniho alergenu a onemocnéni. (Bartinkova, 2019)

45.1 Eliminace alergenu
Zékladnim kamenem uc¢inné terapie vSech alergickych onemocnéni je snaha o eli-

minaci alergenti zodpovédnych za potize pacienta. U n€kterych alergenti 1ze eliminace po-
mérné snadno dosahnout, u jinych to uz mize byt problém. Jedna se napiiklad o inhala¢ni
alergeny, kdy mizeme vystaveni alespont omezit. U pylovych alergii se jednd o omezeni
pobytu ve volné piirod¢ v dobé€ ptislusné sezony. (Bartiinikova, 2019)

Pti alergii na roztoce prachu se musi dbat na zatizeni bytu a jeho uklid. Roztoce da-
le nachazime v ltizkovinach, v srsti a peti zvirat. Nutnosti je tak vyuzivat specialni povlaky
¢1 alespon jejich Casté prani a odstranéni zvitete. Je dilezité mit na paméti, ze k alergickym
projevim dochazi i neptimym kontaktem se zvifecimi alergeny, které mohou v prostiedi a
na odévech pretrvavat pomérne dlouhou dobu. (Bartinkova, 2019)

Dominance eliminace alergenu se déale objevuje u profesionalni alergie, kdy je ¢as-
to nutné trvat na zméné zamé&stnani, u potravinové alergie a u ptecitlivélosti na urcité léky.

(Barttnkova, 2019)

4.5.2 Farmakoterapie
Farmakoterapie alergii je vzhledem k riznorodosti téchto onemocnéni velmi roz-

sahla. (Barttikova, 2019)
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pro histamin a blokuji tak zanétlivé procesy. Délime je na antihistaminika prvni a druhé
generace, kdy v souc¢asné dobé pouzivame spiSe ta druhé generace, jelikoz antihistaminika
prvni generace vykazuji sedativni u€inky a uzivaji se pouze v urcitych ptipadech, kdy je
tento Uc¢inek spise zadouci (naptiklad pruritus u atopického ekzému). Nejcastéji se uzivaji
peroralné, ale jsou ptipady, kdy mize byt podani i parenteralni. Existuji i lokalni antihis-
taminika ve form¢ oc¢nich kapek, masti ¢i nosnich spreji. Ve vSech ptipadech by se antihis-
taminika méla podavat pouze v dob¢ vyskytu alergickych projevi. (Barttinkova, 2019)

Dals$im uzivanym farmakem pfi alergiich jsou kortikoidy. Kortikoidy maji silny
protizanétlivy ucinek a pfii alergickych onemocnénich je pouzivame spise lokalné, protoze
dlouhodobé¢ systémové podavani ma zdvazné nezddouci tcinky. Toto podéani se kratkodobée
uziva pouze pii anafylaxi, dlouhodobé u tézkych forem astmatu, atopického ekzému a
chronické urtikarie. V téchto pripadech se snazime o maximalni zmirnéni nezadouci ucin-
ka. Jak jiz bylo feceno, u vétSiny alergii si vysta¢ime pouze s lokdlnim uzitim kortikoida
ve form¢ masti €i inhalacni, intranazalni a o¢ni aplikace. (Bartiinkova, 2019)

Stabilizatory membrany Zirnych bunék jsou 1éky, které inhibuji degranulaci masto-
cytl a zamezuji tak vyplaveni prozanétlivych mediatord. Tyto 1éky podavame nejcastéji ve
formé ocnich kapek a nosnich spreji. (Bartiikova, 2019)

U alergického priduskového astmatu déale vyuZivame antileukotrieny, které nejcas-
t&j1 pusobi na receptor pro leukotrieny. Tento 1€k se da ale pouzit i u jinych alergickych

onemocnéni. (Bartinkova, 2019)

45.3 Specificka alergenova imunoterapie
Specificka alergenova imunoterapie (AIT) je pro nékteré alergické onemocnéni je-

dine¢nou moZnosti, jak docilit zmirnéni pfiznakl a tim omezit ¢aste€né ¢i trvale potiebu
farmakoterapie. AIT dokdze zlepsit celkovy zdravotni stav pacienta i po ukonceni této
1é¢by a plsobit preventivné proti zhorSovani alergické choroby. (Barttitkova, 2019)

AIT spociva v subkutannim ¢i sublingvalnim podavani pfi¢inného alergenového
extraktu v piesné¢ danych mnozstvich dle schématu. V kone¢ném stadiu 1é¢by dosahneme
takzvané udrzovaci davky, kterou je nejvyssi tolerovana davka alergenu. Tato davka je
podavéna dlouhodobé¢ (vétsinou po dobu 3 let) k navozeni imunologickych zmén. (Bartin-
kova, 2019)

AIT je nejcastéji indikovana u anafylaxe pii alergii na jed blanokiidlého hmyzu,

alergické rhinokonjuktivitidy a u alergického priduskového astmatu. Tento postup ma ale
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také urcité kontraindikace jako je naptiklad maligni onemocnéni ¢i t€zké imunodeficitni
stavy. AIT také neprovadime u déti do 5 let a u t€hotnych zen, kdy je vyssi riziko neza-
doucich reakci. (Barttinkova, 2019)

Vzhledem k tomu, ze AIT zabrafuje rozvoji alergické nemoci ¢i jejimu zhorSeni, je
dilezité zahajit 1écbu jiz v ranych stadiich nemoci, aby byl zajistén maximalni G¢inek. Tato
terapie by méla byt ukoncena po jednom roce, kdy nedosahujeme zadnych vysledk, pii
nespolupraci pacienta a pii vzniku nezddoucich reakci. (Bartiinkova, 2019)

AIT se neprovadi u potravinovych alergii, tato oblast je stale ve vyzkumu. (Bartan-

kova, 2019)
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5 MULTIPLEXOVE METODY ISAC A ALEX

Kvalita diagnostiky alergii se vyznamné zlepSila diky znalostem o molekulové
struktufe alergent. Tyto znalosti umoznily rozeznavani skute¢né senzibilizace od zktizené
reaktivity. V soucasné dobé muize byt testovani provadéno singleplexovymi nebo multi-
plexovymi metodami. (Buzzulini, 2019)

Singleplexové metody indikuje 1ékat po zhodnoceni anamnézy, klinickych ptizna-
kt, vysledkt koznich testii a hodnot specifickych IgE proti alergenovym extraktim. Na
zaklad¢ toho alergolog rozhodne, proti kterym molekulam alergenu bude probihat sin-
gleplexové stanoveni. Tato metoda mize byt kvantitativni, je snadno automatizovana, ale
nékteré senzibilizace mohou uniknout. (Buzzulini, 2019)

Multiplexové metody nabizi §irSi pohled na senzibilizaci pacienta. Provadi se v pii-
padé, kdy chce 1ékai vysetfit vice nez 12 — 13 alergenovych molekul, nebo u déti z divodu
malé spotieby séra. Na rozdil od singleplexovych metod jsou multiplexové metody indiko-
vany jako prvni testovani pacienta. Lékat tak nejdiiv ziska Siroky panel vysledkt. Nevyho-
dou multiplexovych metod je niz§i senzitivita a moznost pouze semikvantitativniho hodno-

ceni. (Buzzulini, 2019)

5.1 Metoda ISAC

Prvni multiplexovou metodou je tzv. micro-array stanoveni ISAC, které umoziuje
testovani 112 riznych rekombinantnich i nativnich alergenovych molekul z malého mnoz-
stvi pacientského séra. (Buzzulini, 2019) Stanovuje se tedy pfitomnost specifickych IgE
imunoglobulint proti vSem témto molekulam. (Van Hage, 2017)

Princip metody ISAC je podobny principu singleplexovych metod. Rozdilné aler-
genové molekuly jsou v malém mnozstvi ukotveny v tripletech na sklenéném sklicku
S polymerizovanym povrchem (singleplexové metody spocivaji v ukotveni jednoho imobi-
lizovaného alergenu na velkou celul6zovou matrix). Po inkubaci s pacientskym sérem, kdy
dojde k pripadnému navazani specifickych IgE protilatek na ptislusné alergenové moleku-
ly, se na vzniklé imunokomplexy navaze ptidana znacena protilatka proti lidskému IgE.
(Van Hage, 2017)

Pribéh reakce je sledovan pomoci specialniho scanneru, ktery vytvari obrazové
zpracovani. Obrazky naskenovaného Cipu jsou analyzovany pfisluSnym softwarem MIA

(Microarray Image Analysis Software) a vysledky se vydavaji ve form¢ takzvanych ISU
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jednotek (The ISAC Standardized Units for specific IgE). (Phadia AB U, 2009) M¢&fi se
intenzita vzniklé fluorescence. (Van Hage, 2017)

Velkou vyhodou této metody je minimalni mnozstvi potfebného séra. Mezi nedo-
statky se fadi moznost pouze semikvantitativniho hodnoceni v podob¢ ISU jednotek, nizky

linearni rozsah, nedostupnost vSech alergenovych zdroji a vysoka cena jednoho stanoveni.

(Van Hage, 2017)

5.2 Metoda ALEX

Alex je diagnostickd metoda ve formé Cipu, kterd byla vynalezena rakouskou fir-
mou MacroArrayDX. Cip obsahuje 157 alergenovych extraktd a 125 molekularnich kom-
ALEX je inhibice CCD reaktivity. (Heffler, 2018)

Riizné alergenové extrakty a komponenty jsou ukotveny na nitrocelulé6zovou mem-
branu v kazeté Cipu. Pfi inkubaci roztoku slozeného z pacientského séra a diluentu, jenz
obsahuje CCD inhibitor, dochazi k navazani specifickych IgE protilatek k ptislusnym mo-
lekulam. Poté je na fad¢ promyvani a pfidani znacené protilatky proti lidskému IgE. Znac-
kou je v tomto ptipadé alkalicka fosfatdza. Po dalsi inkubaci a promyvani se piidava en-
zymovy substrat a intenzita zabarveni je méfena pro kazdy alergen zvlast CCD kamerou.
Vyhodnoceni je provadéno pomoci specialniho softwaru a hodnoty vychazeji ve special-
nich jednotkdch (kUa/mL). Pomoci metody Alex se také zméti hodnota celkového IgE.
(Heffler, 2018)

Na rozdil od metody ISAC je zde, krom¢ inhibice zkiizené reaktivity CCD moleku-
lami, méfena kazda alergenova molekula zvlast' (ISAC méfi triplety molekularnich kom-

ponent) a vysledky jsou kvantifikovany. (Buzzulini, 2019)
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PRAKTICKA CAST

Praktickd ¢ast mé bakaldiské prace obsahuje postup stanoveni specifickych IgE
imunoglobulint proti riznym alergenovym molekulam V pacientskych vzorcich pomoci
metody ImmunoCAP ISAC® od $védské firmy Thermo Fisher Scientific a metody ALEX*®
- Allergy Explorer od rakouské firmy Macro Array Diagnostics GmbH. Soucasti je také
grafické porovnani ¢etnosti pozitivnich vysledki mezi obéma metodami pro vybrané aler-

geny a jejich zhodnoceni.

6 CIL A UKOLY PRACE

Cilem této bakalarské prace je zjistit u¢innost CCD inhibitoru, pouZitého u metody
ALEX, srovnanim ¢etnosti pozitivnich vysledkd hladin specifickych IgE imunoglobulini

proti riznym alergenovym molekuldm naméfenych dvéma riznymi metodami.
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7 VYZKUMNE OTAZKY, VYZKUMNE PROBLEMY

Vyzkumna otazka €. 1: Je vyskyt pozitivity u nativnich alergeni shodny mezi metodou
ISAC a ALEX?

Vyzkumna otazka ¢. 2: Snizuje piitomnost CCD inhibitoru u metody ALEX ¢&etnost pozi-
tivnich vysledkt u nativnich alergenti?

Vyzkumna otazka ¢. 3: M4 ptitomnost CCD inhibitoru vliv na €etnost pozitivit u alergent

testujicich pfitomnost anti-CCD protilatek?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU
K vypracovéni této bakalaiské prace byly vyuzity vysledky z Ustavu imunologie a
alergologie Fakultni nemocnice Plzen ziskané méfenim pacientl pomoci vySetfovacich
metod ISAC a ALEX.
Cely soubor tvofi vysledky hladin specifickych IgE imunoglobulint proti riznym
alergenovym molekulam namétenych metodami ISAC a ALEX u celkem 199 pacientt FN

Plzen.
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9 METODIKA PRACE

9.1 ImmunoCAP ISAC

ImmunoCAP ISAC je in vitro test na semikvantitativni vysetfeni specifickych IgE

protilatek v lidském séru nebo plazmé. Jedna se o imunoanalyzu na pevné fazi.

Obrazek 2 ImmunoCAP ISAC

Zdroj: https://phadia.com/

K vySetfeni se pouziva sérum nebo plazma zilni ¢i kapilarni krve, které jsou po
kratkou dobu skladovany pii pokojové teploté. V ptipadé€, Ze krev potiebujeme skladovat
po dobu maximalné jednoho tydne, je nutné poskytnout prostiedi s teplotou 2 — 8 °C. Pii
delSim skladovani je potfebna teplota skladovani — 20 °C. Pti skladovani je tieba se vy-
hnout opétovnému zmrazovani a rozmrazovani vzorku.

Test se provadi pomoci komercné vyrabéného kitu (ImmunoCAP ISAC Starter Kit
IgE a ImmunoCAP ISAC Assay Kit IgE), ktery obsahuje 5 Cipil se ¢tyimi reakénimi plos-
kami. Jeden kit se tedy da vyuzit na 20 stanoveni. Dale jsou soucasti kitu potfebné reagen-
cie a to pufr Component A, lahvicka s protilatkou proti lidskému IgE znac¢ena fluorescen-
¢ni znackou (detekeni IgE protilatka) a lahvicka s lidskym kontrolnim sérem. Lahvicky
s detek¢ni protilatkou a kontrolnim sérem jsou pfipraveny k pouziti, pufr Component A je
nutné pfed pouzitim natedit destilovanou vodou v poméru 1:20 za vzniku roztoku A. Na

jednu analyzu je tieba pfipravit 700 ml tohoto roztoku smichanim 35 ml pufru Component
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A a 665 ml destilované¢ vody. ImmunoCAP ISAC Starter Kit IgE obsahuje navic dvé
promyvaci naddoby (kazda pro 10 ¢ipt1), magnetickou michaci tyCinku a vlhkou komurku
s kapacitou pro 26 cipu.

Cipy se pied samotnym stanovenim musi promyt v promyvaci nadobé s vyjimatel-
nym drzakem pro 10 &ipti. Cipy se do tohoto drzaku poloZi a spolu s 220 ml roztoku A a
magnetickou michaci ty¢inkou se ulozi na dno promyvaci nadoby. Cela nddoba se vlozi na
magnetické michadlo a obsah se necha dikladné¢ michat po dobu 60 minut. Po uplynuté
dob¢ se drzék s Cipy premisti do druhé promyvaci nadoby, kterd obsahuje 220 ml destilo-
vané vody a magnetickou michaci ty¢inku. Nadoba se opét polozi na magnetické michadlo
a obsah se necha promichavat po dobu 5 minut. Poté se drzak s ¢ipy vyjme a poloZzi se na
bunicitou vatu, kde se sklicka nechaji uschnout. Bezprostiedné po uschnuti jsou ipy pfi-
pravené k naslednému zpracovani a testovani.

Ptipravené Cipy se umisti do vlhké komurky reakénimi ploskami smérem vzhiru.
Na kazdou reakéni plosku se napipetuje 20 ul pacientského vzorku (na jednom cipu se tes-
tuji 4 rizné pacientské vzorky) tak, aby nedoslo ke styku pipetovaci Spicky a reakcni plos-
ky, a aby bylo sérum nebo plazma rozprostfena po celé plose reakéniho mista. S kazdou
sérii je doporuceno také pouziti jedné reakéni plosky na testovani kontrolniho séra. Vlhka
komirka se opatrné uzavie tak, aby nedoslo ke smichani jednotlivych vzorkd, a inkubuje
se pti pokojové teploté 120 minut.

Po inkubaci se sklicka z vlhké komurky opatrn€ vyjmou a poklepavanim na dlou-
hou stranu ¢ipu dojde ke stékani jednotlivych vzorkl na buniCitou vatu. Dbé se pfi tom na
to, aby se vzorky nedostaly na jinou reakéni plochu. Cipy se opét stejnym zptisobem pro-
myji nejdiive v promyvaci nadobé¢ s roztokem A po dobu 10 minut, ddle v promyvaci na-
dobé s 220 ml destilované vody po dobu 5 minut. Poté se sklicka opét nechaji kompletné
uschnout na vzduchu.

Dalsim krokem je navazani detek¢ni protilatky. Suché Cipy se umisti do vlhké ko-
murky reakénimi ploskami vzhlru. Na kaZzdou reakéni plosku se napipetuje 20 pl detekéni
protilatky a vlhk4 komtrka se uzavie. Nasleduje 60 minut inkubace v temnu.

Po uplynuti doby se €ipy z komlrky vyjmou a opét se poklepavanim na dlouhou
stranu sklicka odstrani detekéni protilatka. Dal§i moznosti je jemné oplachnuti ¢ipu desti-
lovanou vodou. Dale se provadi promyti ¢ipu stejnym postupem jako v piedeslych krocich,
tedy 10 minut v 220 ml roztoku A a 5 minut v 220 ml destilované vody. Nakonec se skli¢-
ka nechaji kompletné uschnout na vzduchu a pak jsou Cipy pripravené pro snimani scanne-

rem a k vyhodnoceni vysledkd.
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Jak jiz bylo feCeno, naskenované obrazky ¢ipu jsou analyzovany specialnim soft-

warem MIA, ktery je instalovan servisnimi specialisty.

Obrazek 3 ImmunoCAP ISAC — pocitacové zobrazeni

Zdroj: https://docplayer.net/

Vysledky jsou semikvantitativni a vyjadiuji se pomoci hodnoty ISU jednotek. Tyto

hodnoty se déli na ¢tyfi tfidy a to zpiisobem, ktery je znazornén v Tabulce 1.

Tabulka 1 Rozdéleni tfid jednotek ISU a jejich odpovidajici hladina specifickych IgE
protilatek

Trida ISU jednotek Hodnoty Hladina specifickych IgE
0 <0,3 Nedetekovatelnd nebo velmi
1 >03-<1,0 Nizka
2 >1,0-<15 Vyssi az vysoké
3 > 15 Velmi vysoka

Zdroj: https://phadia.com/

Vysledky testovani nad 0,3 ISU se daji povaZovat za hodnoty potvrzujici alergii.
Lidé, ktefi maji u kazdého alergenu hodnoty ISU jednotek niz$i nez 0,3, pravdépodobné

zadnou precitlivelosti na testované alergeny netrpi.

9.2 ALEX - Allergy Explorer

Metoda ALEX je kvantitativni in vitro diagnosticky test pro méfeni alergen-
specifickych IgE protilatek a semikvantitativni in vitro diagnosticky test pro méfeni celko-

vého IgE v lidském séru nebo plazmé. Také se jedna o imunoanalyzu na pevné fazi.
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Obrazek 4 ALEX — Allergy Explorer

Zdroj: https://macroarraydx.com/

K vySetfeni se pouziva sérum nebo plazma Zilni ¢i kapilarni krve odebrané do
zkumavky s heparinem nebo citratem, které se muze skladovat maximalné po dobu jedno-
ho tydne pfi teploté 2 — 8 °C. Pro delsi skladovani je tieba zajistit prostiedi s teplotou -20
°C. Pted vySetfovanim je tfeba vzorky vytemperovat na pokojovou teplotu.

Stanoveni se provadi pomoci komeréné vyrabéného kitu ALEX? Kit, jehoZz soucasti
je ALEX? Cartrige (dva blistry po 10 &ipech) jiz pripravena k pouZiti. Z jednoho kitu je
tedy mozZno provést 20 stanoveni. Dal3i soucésti je ALEX? Sample Diluent, ALEX? Wa-
shing Solution, ALEX? Detection Antibody, ALEX? Substrate Solution a ALEX? Stop So-
lution. Toto vSechno je jiz pfipravené k pouZiti a cely kit by se mél skladovat pfi teploté 2
— 8 °C. Mezi dalsi vyzadované zatizeni patii Arrayholder, Lab Rocker, ImageXplorer, vih-
ka inkubac¢ni komiirka, software Raptor analysis a pocitac.

Nejdiive je tieba ptipravit vlhkou komurku tak, Ze se na dno inkubacni nadoby vlo-
Zi bunicitd vata a nechd se nasdknout destilovanou vodou. Nadoba se pak uzavie vikem.
Pozadované mnozstvi €ipli se umisti na drzak (Arrayholder) a na kazdy se napipetuje 400
ul fedici roztok (ALEX? Sample Diluent). Déle se na ip ptida 100 pl pacientského séra &
plazmy a je tieba zajistit, aby vysledny roztok v ¢ipu byl rovnomérné rozprostfeny. Drzak
S Cipy se umisti na michadlo a necha se 2 hodiny inkubovat pfi 8 rpm V inkubacni nadobé.
Po uplynuti této doby se vzorky z Cipu opatrné sliji do odpadni nadoby. Tento postup zajis-
ti CCD inhibici na 85 %, pokud je vyzadovana inhibice vyssi, je tfteba 100 pl pacientského
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vzorku ziedit 400 pl fedicim roztokem a poté inkubovat 30 minut. Dale se postupuje stej-
né. Toto fedéni navic mize zvysit inhibici az na 95 %.

Dalsim krokem je promyvani. Na kazdy ¢ip se piida 500 pl promyvaciho roztoku
(ALEX2 Washing Solution) a necha se inkubovat na michadle pti 8 rpm 5 minut. Promyva-
ci roztok se z Cipa opatrné slije do odpadni nadoby a zbytky roztoku v ¢ipech se dikladné
vyklepaji na suchou buni¢inu. Promyvani se jesté dvakrat zopakuje.

Pak je na fadé piidat 500 pl roztoku detekéni protilatky (ALEX? Detection Antibo-
dy) a opét vlozit ¢ipy do inkubacni komutrky na michadlo a inkubovat pti 8 rpm 30 minut.
Po inkubaci se roztoky z ¢ipa sliji do odpadni nadoby a opét se opatrné setiou kapky
Vv okoli reakéni plosky pomoci buni€iny.

Cipy se opét promyj, ale tentokrat se postup zopakuje pétkrat.

Na promyté &ipy se napipetuje 500 ul roztoku substratu (ALEX? Substrate Soluti-
on) tak, aby byla roztokem pokryta cela reakéni ploska, a neché se to inkubovat 8 minut
bez michani. Casovaé je tieba zapnout jiZ pii plnéni prvniho &ipu. Pfesné po 8 minutach je
tteba ptridat 100 pl ALEX? Stop Solution na Cipy ve stejném potadi, jako byl pipetovan
roztok substratu. S Cipy se pak opatrné zatfese, aby se zajistilo rovhomérné rozprostieni
obou roztokil. Nakonec se roztoky z €ipt sliji a setfou se piebyvajici kapky.

Poté se na kazdy Cip napipetuje 500 pl promyvaciho roztoku a na michadle v inku-
bacni nadob¢ se nechaji inkubovat pfi 8 rpm po dobu 30 sekund. Promyvaci roztok se
z ¢ipt opatrné slije do odpadni nadoby a zbytky roztoku v ¢ipech se diikladné vyklepaji na
suchou buni¢inu. Cipy se nechaji uschnout na vzduchu pfi pokojové teploté, to miize trvat
az 45 minut. Jen kompletné suché ¢ipy mohou poskytnout spravné vysledky.

Suché €ipy jsou skenovany pomoci ImageXplorer a analyzovany softwarem Raptor
analysis. Alergen-specifické IgE protilatky jsou vyjadreny jako hladiny IgE v kUa/ml, cel-
kové IgE v kU/ml. Pacientim, ktefi netrpi alergii, vychazeji vysledky pod 0,3 kUa/ml pro

jednotliveé alergeny.
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Obrazek 5 ALEX — Allergy Explorer — poéitacové zobrazeni

Zdroj: https://macroarraydx.com/
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10 VYSLEDKY/ANALYZA A INTERPRETACE VYSLED-
KU

Zhodnoceni ucinnosti CCD inhibice pouzité¢ u metody ALEX jsem provedla pomo-
ci porovnani Cetnosti pozitivnich vysledki u vybranych alergenti mezi metodami ISAC a
ALEX.

Ve sledovaném souboru 199 pacientli FN Plzen byly vysledky stanoveni hladin
specifickych IgE protilatek proti riznym alergenovym molekuldm ziskané méfenim pomo-
ci obou metod. Z alergenli métenych pomoci metody ISAC jsem vybrala pouze ty, které
jsou nativni. To znamend, Ze se jednd o piirodni, vysoce €isténé alergenové molekuly, u
kterych hrozi vysokd CCD reaktivita. U vysledk ziskanych méfenim pomoci metody
ALEX jsem také vybrala pouze ty alergeny, které jsou ve form¢ extraktl, a je zde vysoké
riziko CCD reaktivity. Z téchto vSech potencionalné zk¥izené reagujicich alergend jsem
vybrala ty, které jsou obéma metodam spolecné. Ziskala jsem tak nckolik alergenti, které
se stanovuji pomoci obou metod a v obou pripadech je zde vysoké riziko zkiiZzené reaktivi-

ty. Seznam vybranych alergenti je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2 Seznam vybranych alergenii nebo alergenovych skupin a jejich vyskyt

Alergen nebo alergenova skupina Vyskyt
Actd 1, Actd 2 Kiwi
Cora?9 Liskovy ofech
Arah6 Arasid
Cupal Pyly stromil
Oleel
Glymb6 Sdja
Jugrl,Jugr?2 Vlassky ofech
Sesil Sezam

Zdroj: vlastni

Dal8im krokem bylo zjiSténi mnoZstvi pozitivnich vysledkii u jednotlivych alergenti
meéfenych obéma metodami. Jako pozitivni vysledek se bere hladina specifickych IgE pro-
tilatek > 0,35 ISU u metody ISAC a > 0,35 kUa/mL u metody ALEX. MnoZstvi pozitiv-
nich vysledkt u metody ISAC jsem porovnala s mnozstvim pozitivnich vysledkii u metody

ALEX u kazdého alergenu a toto srovnani jsem graficky zpracovala a zhodnotila.
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Uplné to samé srovnani jsem provedla i s indikatory CCD reaktivity, abych porov-
nala, kolik vzorki je pozitivnich na CCD reaktivitu u metody ISAC a kolik jich je pozitiv-
nich u metody ALEX. Indikator CCD reaktivity pro metodu ISAC se nazyva Mux f 3 a pro
metodu ALEX to je molekula Hom s LF.

10.1 Indikatory CCD reaktivity

Obrazek 6 Srovnani Cetnosti pozitivit u indikatori CCD reaktivity mezi metodami
ISAC a ALEX
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Indikator CCD reaktivity

Zdroj: vlastni

Na Obrazku 6 jsem porovnavala Cetnosti pozitivnich hodnot u indikatorii zkiizené
CCD reaktivity mezi metodami. Indik4torem pro metodu ISAC je molekula zvand Mux f 3
a pro metodu ALEX se indikatorovd molekula nazyva Hom s LF. Z grafu miZeme vycist,
Ze mnozstvi pozitivnich vysledki je vy$si u méfeni metodou ISAC neZ u méteni metodou
ALEX. Metoda ISAC nam poskytla 31 pozitivnich vysledka se svoji pfisluSnou indikato-
rovou molekulou, zatimco metodou ALEX jsme naméfili pouze 15 pozitivnich vysledkl
pro CCD reaktivitu. Z toho vyplyva, ze CCD inhibice, ktera je soucasti postupu metody

ALEX, je ucinnd a dochazi ke sniZzeni zktizené reaktivity a tim padem i faleSné pozitivity.

47



10.2 Alergeny Actd 1 a Actd 2

Obrazek 7 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergent Act d 1 a Act d 2 mezi metodami
ISAC a ALEX
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Zdroj: vlastni

Na Obrazku 7 jsem porovnavala alergeny patfici do jedné skupiny. Jedna se o aler-
geny vyskytujici se v ovoci Kiwi. Z grafického zpracovani je patrné, ze u alergenu Act d 1
je vice pozitivnich hodnot naméfeno metodou ALEX. Jedna se o 18 pozitivnich hodnot,
zatimco metodou ISAC jsme naméfili pouze 4 pozitivni vysledky, coz je o 14 méné. U
alergenu Act d 2 jsme u obou metod ziskali 10 pozitivnich vysledkt. Z vysledkii hodnot
pro alergeny Actd 1 a Act d 2 lIze, na rozdil od méfeni indikatord CCD reaktivity, usuzo-

vat, ze CCD inhibice, provadéna pii postupu metody ALEX, je neucinna.
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10.3 Alergen Cor a9

Obrazek 8 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Cor a 9 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Zdroj: vlastni

Na Obrazku 8 jsem porovnavala ¢etnosti pozitivnich vysledki u alergenu ze skupi-
ny ofecht. Tento alergen je pfitomny v liskovém ofechu a nazyva se Cor a 9. Metodou
ISAC jsme ziskali 5 pozitivnich vysledkii a metodou ALEX jsme ziskali 17 pozitivnich
vysledkd, coz je 0 12 vice. | v tomto ptipad¢ je patrné, ze CCD inhibice nesnizuje faleSnou

pozitivitu namétenou metodou ISAC.
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10.4 Alergen Arah 6

Obrazek 9 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Ara h 6 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Na Obrazku 9 jsem porovnavala Cetnosti pozitivit u alergenu, ktery se vyskytuje
v araSidech. Jedna se o alergen Ara h 6. Metodou ISAC jsem naméfila celkem 9 pozitiv-
nich hodnot a metodou ALEX jsem ziskala pouze 8 pozitivnich vysledkt. U tohoto alerge-
nu je patrné, ze CCD inhibice zafungovala, protoze vice pozitivnich vysledkd jsem ziskala

pfi méteni metodou ISAC, ktera je zkiizenou reaktivitou vice ovlivnéna.
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10.5 Alergen Cup al

Obrazek 10 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Cup a 1 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Na Obrazku 10 je zndzorné€no porovnani Cetnosti pozitivit zjiSt€énych méfenim me-
todami ISAC a ALEX u alergenu ze skupiny pylu stromd. Alergen Cup a 1 je ze stromu
cypfis. Pozitivni hodnota u tohoto alergenu byla prokazana pii méfeni metodou ISAC cel-
kem 26krat, metodou ALEX jsme ziskali jen 16 pozitivnich vysledkd, coz je o 10 méné.
Z t&chto vysledkt lze usuzovat, ze CCD inhibice u metody ALEX skute¢né funguje, proto-

ze poskytla men§i mnozstvi pozitivnich vysledkd.
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10.6 Alergen Olee 1

Obrazek 11 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Ole e 1 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Zdroj: vlastni

Na obrazku 11 jsem porovnavala Cetnosti pozitivnich vysledkt u alergenu Ole e 1
mezi metodami ISAC a ALEX. Tento alergen je dal$i ze skupiny pyla stromt a pochazi ze
stromu olivovniku. Pomoci metody ISAC jsem ziskala celkem 16 pozitivnich vysledkt a
metodou ALEX jsem naméfila celkem 20 pozitivnich hodnot, tedy o 4 vice. CCD inhibitor
nebyl v tomto piipadé piili§ G¢inny vzhledem k vys$S$imu poctu pozitivnich vysledkt ziska-

nych métenim metodou ALEX.
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10.7 Alergen Gly m 6

Obrazek 12 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Gly m 6 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Na Obrazku 12 jsem porovnavala cetnosti pozitivnich vysledkli mezi metodami
ISAC a ALEX pii méfeni specifickych protilatek proti alergenu obsaZzenym v soje. Jedna
se alergen Gly m 6. U tohoto alergenu bylo naméfeno metodou ISAC 8 pozitivnich hodnot
a metodou ALEX o 6 vice, tedy celkem 14 pozitivnich vzorkl. K zamezeni nezadouci fa-

le$né pozitivity pomoci CCD inhibice tedy nedoslo.
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10.8 Alergeny JugrlaJdugr?2

Obrazek 13 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergeni Jug r 1 a Jug r 2 mezi metodami
ISAC a ALEX
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Na Obrazku 13 jsem porovnavala cetnosti pozitivnich vysledkli mezi metodami
ISAC a ALEX pfi méteni specifickych IgE protilatek proti alergenim Jug r 1 a Jug r 2,
které jsou obsazeny ve vlasském ofechu. U alergenu Jug r 1 jsem pii méfeni metodou IS-
AC ziskala celkem 8 pozitivnich hodnot a pii méfeni metodou ALEX jen 7 pozitivnich
hodnot. U alergenu Jug r 2 jsem méfenim metodou ISAC ziskala celkem 46 pozitivnich
hodnot a pomoci metody ALEX bylo pozitivnich vysledki o 31 méné, tedy 15 pozitivit.
Utinna CCD inhibice se tedy projevila pti méteni specifickych IgE protilatek proti alerge-

nim Jugr1idugr 2.
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10.9 Alergen Sesi 1

Obrazek 14 Srovnani Cetnosti pozitivit u alergenu Ses i 1 mezi metodami ISAC a
ALEX
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Na Obrazku 14 je znazornéno porovnani ¢etnosti pozitivnich vysledkii mezi meto-
dami ISAC a ALEX u méfeni alergenu Ses i 1. Tento alergen se vyskytuje v sezamu. Pii
méfeni bylo zjisténo, Ze pocet pozitivit je stejny u obou vysetiujicich metod. V obou piipa-
dech jsme nam¢ftili 8 pozitivnich vysledkd. To mize znamenat, ze zde nebyl zadny piipad

fale$né pozitivity, nebo Ze CCD inhibice neni u¢inna.
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DISKUZE

Tato bakalatska prace méla za cil zjistit vliv inhibitoru CCD na €etnost pozitivnich
vysledkti u metody ALEX a srovnani s ¢etnosti pozitivit u metody ISAC. V souvislosti
S timto cilem jsem stanovila celkem tfi vyzkumné otazky.

Prvni otdzka je zamétena na srovnani Cetnosti pozitivit u nativnich alergent mezi
multiplovymi metodami ISAC a ALEX. Z namétenych dat je patrné, ze se pocet pozitiv-
nich vysledk mezi metodami neshoduje, ale nejedna se o pfili§ markantni rozdil. Jak jsem
jiz zminovala, srovndvani probihalo pouze mezi nativnimi alergenovymi molekulami a
nativnimi alergenovymi extrakty, u kterych hrozi nechténd zktizena reaktivita s podobnymi
sacharidovymi strukturami. Pfi méteni metodou ISAC jsem ziskala celkem 140 pozitivnich
hodnot. Jedna se o mnozstvi hladin specifickych IgE proti vySetfovanym nativnim alerge-
num, které byly vyssi nebo rovné 0,35 ISU. Pti méfeni stejnych vzorkd metodou ALEX
jsem ziskala celkem 133 pozitivnich vysledkii. Opét se jedna o mnozstvi hladin specific-
kych IgE imunoglobulini proti stejnym vySetfovanym nativnim alergenovym molekulam,
které byly vyssi nebo rovné 0,35 kUa/ml. Cetnosti pozitivnich vysledk se lisi o 7 hodnot,
kdy vyssi mnozstvi pozitivit bylo naméteno metodou ISAC. Metoda ALEX vyuziva béhem
zpracovani CCD inhibitor, jehoZ G€innost jsem pii porovnani ¢etnosti pozitivit mezi meto-
dami prokazala. Dle vyrobce by CCD inhibice pti béZzném zpracovani vzorkt méla dosah-
nout hodnoty 85 %. Oc¢ekaval se tedy snizeny vyskyt faleSné€ pozitivnich vysledkd, které se
Casto objevuji pfi zpracovani vzorki metodou ISAC, ktery zddnou CCD inhibici neposky-
tuje a je ji tak velmi ovlivnén. Vice pozitivnich vysledki naméfenych metodou ISAC bylo
u alergenu Cupal,Jugrl, Jugr?2aArah6. U alergenu Cup a 1 jsem pomoci metody
ISAC namétila 26 pozitivnich vysledkl a pomoci metody ALEX jsem naméfila 16 poziti-
vit. U alergenu Jug r 1 jsem naméfila pomoci metody ISAC celkem 8 pozitivnich hodnot a
pomoci metody ALEX jsem ziskala jen 7 pozitivit. U alergenu Jug r 2 jsem pomoci meto-
dy ISAC naméfila 46 pozitivnich vysledkli a pomoci metody ALEX jsem naméfila celkem
15 pozitivnich hodnot. U alergenu Ara h 6 jsem namétila pomoci metody ISAC 9 pozitivit
a pomoci metody ALEX jsem ziskala jen 8 pozitivnich vysledkii. Stejné mnoZstvi pozitiv-
nich vysledka bylo u alergenti Act d 2 a Ses i 1. U alergenu Act d 2 jsem naméfila pomoci
metody ISAC i ALEX celkem 10 pozitivnich vysledkt a u alergenu Ses i 1 jsem pomoci
obou metod naméfila 8 pozitivnich hodnot. Vys$si mnozstvi pozitivit u metody ALEX bylo
naméfeno ve Ctyfech piipadech a to u alergentt Actd 1, Cora 9, Olee 1a Gly m 6. U aler-

genu Act d 1 jsem naméfila pomoci metody ISAC celkem 4 pozitivni vysledky a metodou
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ALEX jsem ziskala 18 pozitivnich hodnot. U alergenu Cor a 9 jsem pomoci metody ISAC
name¢fila celkem 5 pozitivit, zatimco metodou ALEX jsem ziskala celkem 17 pozitivnich
vysledkii. U alergenu Ole e 1 jsem naméfila metodou ISAC 16 pozitivnich hodnot a pomo-
ci metody ALEX jsem ziskala celkem 20 pozitivnich vysledkti. A u alergenu Gly m 6 jsem
ziskala métenim metodou ISAC celkem 8 pozitivit a méfenim metodou ALEX jsem ziska-
la 14 pozitivnich vysledka.

Ptedchozim odstavcem jsem odpovédé€la 1 na druhou vyzkumnou otazku, kterad se
pta, zda pritomnost CCD inhibitoru snizuje vyskyt pozitivnich vysledkii namétenych me-
todou ALEX. Z vysledki 1ze usuzovat, ze tomu tak skute¢né je. Vice pozitivnich vysledkt
jsem naméfila metodou ISAC. To znamena, ze CCD inhibice u metody ALEX skuteéné
sniZzuje mnozstvi pozitivnich vysledkti pfi méteni specifickych IgE protilatek proti nativ-
nim alergenovym molekulam, které jsou nachylné ke zktizené reaktivité vlivem podob-
nych sacharidovych determinant. Buzzulini (2019) ve své studii, kde porovnavala metody
ISAC a ALEX v ruznych ohledech, dospéla k podobnému zavéru. Pti stanoveni specific-
kych IgE protilatek proti riznym alergentim ziskala vice pozitivnich vysledki pfi méteni
metodou ISAC. U extraktl inhalacnich alergent ziskala celkem 51 hodnot, které byly pii
méfeni metodou ISAC pozitivni a negativni pii méfeni metodou ALEX (ISAC +; ALEX -),
a pouze 2 hodnoty, které byly pozitivni pii méfeni metodou ALEX a negativni pii méfeni
metodou ISAC (ISAC -; ALEX +). U skupiny ofechovych alergenti ziskala celkem 13 vy-
sledk, které byly pozitivni pii méfeni metodou ISAC a negativni pfi méfeni metodou
ALEX (ISAC +; ALEX -), a zadny vzorek nebyl vyhodnocen jako negativni pfi méteni
metodou ISAC a pozitivni pfi méfeni metodou ALEX. Takovych porovnani se ve studii
vyskytuje vic, ale vSechny poukazuji na to, ze CCD inhibitor skute¢né snizuje mnozstvi
faleSn¢ pozitivnich vysledkd. Toto tvrdi i pan Heffler (2018) ve své studii o hodnoceni
metody ALEX.

Tteti otazka se tyka samotnych inhibitori CCD reaktivity. Jedna se o alergeny Mux
f 3 a Hom s LF, které testuji pfitomnost anti-CCD protilatek. Mym cilem bylo tedy zjistit,
zda CCD inhibitor sniZuje pozitivitu u alergenu Hom s LF, coz je indikator pro metodu
ALEX. Pocet pozitivit u alergenu Hom s LF bylo 15 a u indikatoru anti-CCD protilatek pro
metodu ISAC bylo 31. Dle téchto hodnot tedy inhibice pomoci CCD inhibitoru u metody
ALEX skute¢n¢ zabird a snizuje pocet falesné pozitivnich vysledkt. Stejného vysledku
dosahla i Buzzulini (2019) ve studii, kterou jsem jiz predstavila v pfedchozim odstavci. Do
studie zahrnula mimo jiné 1 CCD analyzu, kterou provadéla pouze s vzorky sér pacientd,
jenz byli senzibilizovani specifickymi IgE protilatkami proti inhala¢nim alergentim. Téchto
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sér bylo 33. Po méfeni obéma postupy dosla k zavéru, ze 11 z 33 sér bylo pozitivnich na
anti-CCD protilatky pfi méfeni metodou ISAC a kompletné negativni pti méteni metodou
ALEX vlivem CCD inhibice. Zbylych 22 vzorkt bylo negativnich na anti-CCD protilatky
pii obou méficich postupech.

V mé bakalarské praci jsem tedy prokdzala ucinnost CCD inhibitoru u metody
ALEX, protoze celkovy pocet pozitivnich vysledkii u shodnych alergenovych molekul byl
u metody ALEX niz§i neZ u metody ISAC. U alergenti Cupal,Jugrl,Jugr2aArah6,
které byly vice pozitivni u metody ISAC, to znamena, ze nékteré vzorky byly falesné pozi-
tivni vlivem CCD reaktivity a CCD inhibice pii postupu metody ALEX tuto falesnou pozi-
tivitu eliminovala. Z tohoto divodu byla ¢etnost pozitivnich vysledkii u téchto alergent
vy$§i pi1 méfeni metodou ISAC. U alergent Act d 2 a Ses 1 1, které mély stejné mnoZstvi
pozitivnich vysledkl pfi méfeni obéma metodami, to miize mit dva divody. Prvnim davo-
dem je, ze v téchto pfipadech se nevyskytnul zadny piipad falesné pozitivity vlivem zkii-
zené reaktivity a obé metody nam tak poskytly stejné mnozstvi pozitivit. Druhym divodem
stejného mnozstvi pozitivit mize byt i fakt, Ze v téchto ptipadech CCD inhibice neni dosta-
tend a nékteré vzorky tak mohou byt faleSné pozitivni. V tomto piipad€ bych doporucila
vyzkousSet pii postupu metody ALEX dodateCnou pocatecni inkubaci, ktera by jiz méla
zajistit CCD inhibici na 95 %. U alergend Actd 1, Cor a 9, Ole e 1 a Gly m 6, které byly
vice pozitivni pfi méfeni metodou ALEX, je mozZzné, Ze metoda ALEX je vice citliva a za-
chyti tak vice pozitivnich vysledki. Divodem muize byt samoziejmé i nedostate¢na inhibi-
ce a opét bych doporucila dodate¢nou preinkubaci, ktera by nam divod oziejmila.

Zavérem tedy mohu fict, Ze CCD inhibitor skute¢né sniZzuje mnoZstvi pozitivnich
vysledkll a pro zajisténi mensiho ovlivnéni zkiiZenou reaktivitou bych doporucila pfi po-
stupu u metody ALEX provadét navic preinkubaci, kterd by méla zajistit CCD inhibici na
95 %. Ackoliv je CCD inhibice u metody ALEX nespornou vyhodou pii diagnostice aler-
gii, celkovy pocet pozitivit se nijak extrémné nelisil a dle zminénych studii maji tyto dvé
metody dobrou korelaci. Metoda ALEX by ale méla mit pfednost pfi vySetfovani vzorki
sér s vysokou pravdépodobnosti zkfizené reaktivity, aby se zamezilo vzniku falesné pozi-

tivnich vysledkii.
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ZAVER

V této bakalaiské praci jsem se vénovala zkiizené reaktivité, ktera je hlavnim pro-
blémem v diagnostice alergii u velmi vyuzivanych multiplexovych metod ISAC a ALEX.
Zktizena reaktivita, vznikld vlivem sacharidovych komponentii, zptsobuje casté faleSné
pozitivni vysledky. CCD inhibitor, ktery se vyuziva u metody ALEX, slibuje snizeni cet-
nosti téchto falesn¢ pozitivnich vysledkl a zjednodusuje tak interpretaci.

V kapitolach v teoretické casti mé kvalifikacni prace jsem se vénovala nejdiiv
obecné imunologii a zdkladnimu popisu struktury a funkce protilatek. Dale pak imunopato-
logickym reakcim, mechanismu vzniku alergie, skupinam alergenu a jejich zkiizené reak-
tivité, diagnostice a 1écb¢ alergickych onemocnéni a nakonec popisu multiplexovych me-
tod ISAC a ALEX a jejich principtim.

Prakticka ¢ast obsahuje samotny postup multiplexovych metod ISAC a ALEX, po-
stup zpracovani ziskanych dat a jejich grafické zpracovani s hodnocenim. Jednalo se o
srovnani ¢etnosti pozitivnich vysledktl u shodnych alergenovych molekul mezi metodami
ISAC a ALEX.

Mym tkolem bylo zjistit, jak CCD inhibice skute¢né ovliviiuje vysledky stanoveni
u metody ALEX, a zhodnotit tak, jestli pouziti této metody je lepsi nez pouziti metody IS-
AC s ohledem na zktizenou reaktivitu. Pfi méfeni metodou ISAC jsem ziskala celkem 140
pozitivnich vysledkli a pfi méfeni metodou ALEX jsem ziskala celkem 133 pozitivnich
hodnot. Pii méfeni indikatort CCD reaktivity jsem ziskala pfi méfeni metodou ISAC 31
pozitivnich vysledki a pti méfeni indikatoru pro metodu ALEX jsem ziskala celkem 15
pozitivnich hodnot. Ze ziskanych vysledki jsem zjistila, ze CCD inhibitor u metody ALEX
opravdu sniZzuje mnozstvi faleSné pozitivnich vysledkl. Pro pfesnéjsi vyhodnoceni bych
pro praxi doporucila do postupu metody piidat preinkubaci, ktera dle vyrobce zajisti az

95% CCD inhibici.
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pouzivanych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Pizedi. Tento souhias je vydavan, pfi spinéni
niZze uvedenych podminek, v souvisiosti s vypracovani Vasi bakalafské prace s nazvem ,Viv inhibitoru
CCD na vysledky stanoven! multiplovych metod Isac a Alex”

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Seffeni ve FN Plzen:

Vedouci zdravotni laborantka UIA souhlasi s Vasim postupem.

Osobné povedete svoje Setfeni.

Vade $etfenl nenarusl chod pracovisté ve smyslu provozniho zajidténl die platnych smémic
FN Pizen, ochrany dat pacientil a dodrZovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni
bude provedeno za dodrzeni vsech legislativnich norem, zejména s ohledem na
platnost zdkona ¢. 3722011 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient, které budou uvedeny ve Vasl bakalalské praci,
musl byt anonymizovany. )

Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené odborné praxe na UIA a pod
primym vedenim opravnéneho zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vias,
odbomy pracovnik v laboratornich metodach UIA FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjisténych daji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice & organizaénimu
celku FN Plzefi zavéry Vadeho Setfenl, pokud o né projevl opravnény pracovnik ZOK / OC zéjem a
budete se aktivné podilel na pripadné prezentaci vysledk(l Vaseho Setfenf na vzdé&lavacich akeich

poradanych FN Plzef.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikil s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala pinéni pracavnich povinnosti zaméstnanci. Spoluprace zaméstnancu

FN Plzef na Vasem Selfenl je dobrovolna

Pfeji Vam hodné Gspéchi pfi studiu.

Magr. Bc. Svétluie Chabrovd
Manalerko pro vaosiavory o wuky NELZP
2astupkyné ndmdstkynd pro o5, ped)

Utvar naméstkyné pro of. peci FN Plaei

tei.. 377 103 204, 377 402 207
e-moil chabrovas@faplzen.cz
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