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»Alergicka onemocnéni jsou zpusobena neprimérenou reakci imunitniho systému na bézné

neskodné antigeny pochazejici z vnéjsiho prostredi.”

Tyto antigeny se nazyvaji alergeny.
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Typy precitlivelosti dle Coombse a Gella

1. L Typ precitlivélosti s ucasti Igk — atopicka

2. . Typ - reakce s ucasti 1gG a IgM
Podtyp lla - cytotoxicka reakce — potransfuzni reakce, hemolytické onemocnéni novorozence
Podtyp Ilb — blokujici a stimulujici autoprotilatky (myasthenia gravis, thyreotoxikdza)

3. lll. Typ — imunokomplexova reakce — sérova nemoc, SLE

4. IV. Typ — reakce oddalené precitlivélosti

o S prevazujici Ucasti Thl + makrofagy = granulom (TBC, sarkoiddza)

o) S Th1 s prevaZzujicimi (Th17) a CD8 cytotoxickymi T-lymfocyty = kontaktni dermatitida

5. Reakce na cizi téleso

6.  Septicky Sok



Precitlivelost I. Typu

Probiha ve 3 fazich: 5 . .
2. Casnd a pozdni faze 1. faze senzibilizace

1. faze senzibilizace alergicka reakce & % Allergen

2N m igen-prliesenting
* ce

°zpracovani alergenu,
indukce Th2 odpovédi = produkce IgE

Mast cell
*Vazba IgE na vysokoafinitni Fce receptory Zirnych degranulation ~==*
bunék

2. Casna faze alergické reakce (minuty po styku)

*Aktivace Zirnych bunék alergenem - degranulace
3. Pozdni faze alergické reakce (hodiny po styku)

*Syntéza metabolitd kyseliny arachidonové — leukotrieny

antibodies



Precitlivelost I. Typu

oLokalni reakce: 2. Casna a pozdni faze 1. faze senzibilizace
oSennd ryma (sezénni, celoroc¢ni) alergicka reakce # ¥ Alergen
oKonjunktivitida N M igen-presenting
: -1-,._.;‘_‘-,:.1';-..: ce
oAstma bronchiale typ | (eozinofilni) Mast cell \&#75;
C, , degranulation ~===
oAtopicky exém
oKoprivka

oSystémova reakce
oAnafylakticky sok

antibodies



Alergen

oExogenni antigen, ktery u vnimavych jedincut vyvold patologickou imunitni reakci

oNazvoslovi alergent: vychazi z latiny, napr. kocka domaci:

Felis domestica
Cislice udava poradi
Feld1<— P

/ X alergent kocky, na které

f o . .y reaguje nejvice
Prvni 3 pismenajmena  Pryni pismeno jména pacient( alergickych na
rodoveho druhoveho ko¢ku — zde &islice 1 —
hlavni alergen kocCky
lipokalin, na ktery
reaguje 95% pacient(
alergickych na kocku



Alergeny hlavni a vedlejsi

oV soucasnosti je znamo aminokyselinové slozeni vétsiny alergent

oRozliseni 2 skupin:

o Alergeny hlavni — latka, na kterou reaguje 50-90 % jedincu precitlivélych na dany alergen (IgE)
napf. Fel d1,Betv1,Arah1,2,3

o Alergeny vedlejsi — reaguje na né mensina osob vnimavych na dany alergen (<10 %)




Alergeny I. a ll. tridy

Alergeny l. tfidy — alergeny potravinové, senzibilizace oralni cestou
o Spousti se do par minut od konzumace potraviny

o Klinické priznaky variabilni — od svédéni dutiny ustni, rtd (ordlni alergicky syndrom, OAS) aZ po Zivot
ohrozujici anafylaxi

Alergeny Il. Tridy — alergeny inhalacni
o Casto proteiny rostlin s rliznou enzymatickou aktivitou, napf.
Skladovaci proteiny — semena, orfechy
Inhibitory enzymu (amyldz, antitrypsin) — brani stépeni Skrob( a proteint v obilnych zrnech
Regulacni proteiny — podili se na rozmnozovani rostlin

O O O O

Proteiny souvisejici s patogenezi (obrana rostliny — hevaminy — funkce podobnd lysozymu)




/krizena reaktivita

Research on Likely Cross-Reactions Between Foods(2):

oVelkd cast alergenu si je velmi podobna ve svém
aminokyselinovém slozeni

oAlergeny s vyssi nez 50% homologii vykazuji zkrizenou reaktivitu

ole-li homologie vyssi nez 80 % > PANALERGENY — obsahuiji
fylogeneticky konzervativni sekvence AK

o Zpusobuji potravinovou alergii asociovanou s pyly
o 1. faze — senzibilizace pacienta inhalacnimi alergeny

o 2. faze — zkrizena reaktivita mezi proteiny inhalac¢nich
alergent a potravinami = potravinova alergie

b

Anti-X
antibody

& .‘s\

Antigen Y

Antigen Z

Shared epitopes Similar epitopes

Cross-reactivities

Originally published December 2015 by Ellen Avery, MS, RD, CNSC

latex gwe —

. | Risk of Reaction ]
If Allergic to: R Risk:
A legume* Other legumes
v N peas .
m?.....ﬁ) CRER o & i .
A tree nut Other tree nuts 9 .
s UD (g e B[ 3T
A fish* Other fish
R e ot Q| @
on swordfish  sole
A shellfish Other shellfish
mf o 0 oo 75% @
A grain* Other grains
‘whenl beney' o 20% .
Cow's Beef
milk* W mwe 10% .
Cow' Goat's milk
N Ny | o @
Cow" Mare's milk
mllk: k‘_ﬁf “'mm 4% .
Pollen &5 Fruits/vegetables
) Ep= ‘ &‘“ s5%
Peach* & phm e
55%
Melon* - Other fruits ° avocado
mmm@ m}.—mjm b;:;{a 9 92% .
Latex* -~ Frulls
=@ Do | =@
I.al -
T = | 1% .




Panalergeny

broskev |~
:Nestabilnl’ Stabilni merufika f;:-“
 proteiny proteiny tredné | |~
Svestka é
jablko 7 I
o syazne '€ | hruska #7
riziko Z | liskovy ofech |£/
pyl platanu 1//
| bFiz -
pyly trav |

Obrazek ¢. 65: Zakladni skupiny panalergenu



Panalergeny - stabilita

Termolabilni alergeny: Konformaéni epitop Line4rni epitop Termostabilni alergeny:

. Profiliny a PR-10 (nesekvenéni misto) (sekvencni misto) e LTP a zasobni proteiny
proteiny * Alergenni epitop tvoren

* V nativnim stavu — blizkymi
alergenni potencial, aminokyselinami ve
Povarenim naruseni 3D strukture molekuly
struktury molekuly = * Neni ovlivhén varem =2
naruseni epitopu 2> molekuly povarfenim
ztrata alergenicity neztraci alergenicitu

* Projevuje se vétsinou jen * Muze hrozit zdvaina
oralnim syndromem alergicka reakce!

N N

Termostabilni potravinovy
alergen

Termolabilni potravinovy
alergen

. IgE vazebné mista na potravinovém proteinové alergenu

Pozn. Vzacné se vyssi teplotou mize alergenicita potraviny zvysit = burské ofisky = prazeni >zména konformace molekuly = vytvoreni
alergenniho epitopu



Panalergeny

1. Profiliny

°  Cytoplazmatické bilkoviny v rostlinach vazici aktin
Podili se na rozmnozovani rostlin

> Jsou termolabilni man???

°  Hojné obsazeny v pylech trav, plevell a strom( %’9
> Patfi sem napt. vedlejsi alergeny brizy il

N y . v : nuts
° U pacientu s alergii na profiliny zkrizena alergie:

Pyl = Ovoce (hruska, banan, pomeranc) =2 r m
Zelenina (mrkev, paprika, rajée) = Orechy Lo

vegetables fruits

weed pollen




Panalergeny

PR-10 proteiny (pathogenesis related proteins 10)

> Termolabilni

Ve v - rCora 1.01
o\ duziné ovoce s —— rCor a 1.04

> Funkce — ochrana rostliny proti bakteriim a plisnim
> Proteiny homologni s hlavnim alergenem brizy Bet v 1
> U pacientll pozorujeme zkfizenou reaktivitu na:

Pyl brizy = ovoce (jabko, hruska) = zelenina (celer, mrkev)

LTP (lipid transfer proteiny)

> Bilkoviny transportujici fosfolipidy v bunécnych sténach bunék rostlin
> Vyskyt hlavné v ovoci (broskve, merunky), arasidech (Ara h 9)

o Termostabilni

o Zde neni asociace s alergii na pyly



Panalergeny

4. Zasobni proteiny
o Termostabilni

ERIDEDEDED
o Viciliny, leguminy, 2S albumin PROTEINS

o Vyskytuji se hlavné v ofesich, semenech, peckach, Arah 1

o viv . @  \uxes Arah 8 Arah9 Arah2
arasidech (Ara h), lusténindach Peanut - - Arah3
o Povareni potraviny nezméni alergenicitu
Cora 9
o Hrozi vazna alergicka reakce po pozfeni potraviny Hazm corad cora® Cora 14

@ Jugr 3 Jugr 1

Walnut

>

Bere1
Brazil Nut

v Anao3

Cashew



CCD determinanty

oVétsina alergen( jsou glykoproteiny — obsahuji také sacharidové struktury

oZkrizené reagujici IgE protilatky se mohou tvofrit i proti témto sacharidovym strukturam
(Cross-reactive Carbohydrate Determinants)

oAnti-CCD protilatky vétSinou nemaji klinicky vyznam

oAle Casto v alergologickych testech (kde se pouzivaji alergenové anti-CCD IgE
o .r v ege o \/étSinou bez klinického vyznamu
extrakty) zpusobuiji faleSnou pozitivitu

CCD

oPopsany byly napft. u hrusky, mrkve, celeru, mékkysa atd.

IgE proti peptidovému epitopu
L E Vétsinou ma klinicky vyznam

—




CCD determinanty

olestli bude mit vazba IgE se sacharidovou slozkou klinicky vyznam zavisi na tom, zda se IgE vaze
na:

o 1 epitop alergenu (monovalentni glykoalergen) =2 nedochazi ke klinickym projevim

o Vice epitopl alergenu (polyvalentni glykoalergen) = dochazi ke klinickym projeviim = nutno urcit
presny alergenovy epitop

Polyvalentni proteinovy Glykoalergen s Polyvalentni Monovalentni
antigen peptidovymi epitopy glykoalergen glykoalergen
Alergen——
IgE——
Mastocyt —
Aktivace Aktivace Aktwace Nedochém k
aktivaci



CCD determinanty

oPokud existuje rozpor mezi klinikou pacienta a vysledky stanoveni specifickych IgE protilatek, je
tfeba zvazit moznou faleSnou pozitivitu testll zpisobenou anti-CCD IgE

oModerni testy pouzivaji postupy, které anti-CCD IgE blokuji — pridavek blokatoru (napr. ALEX)

alergen

blokator

< o | =¥

l l

pravdivé falesné pravdivé

pozitivni EF’OZitiV"; negativni

Obrizek €. 78: Blokovani anti-CCD protilatek: zelené jsou znac¢eny IgE protilatky proti peptidovym epitopiim
daného alergenu a ¢ervené IgE protilatky proti sacharidovym komponentam alergenu




Alergeny pro laboratorni diagnostiku

/\

Standardizované alergenové extrakty Rekombinantni alergeny
Purifikace z pfirodnich zdroj Ze zdroje alergenu izolovana RNA
Vyrobce stanovi obsah hlavnich Prepis do DNA
alergent kvantitativné (ELISA) Vlozeni DNA bakteriofaga
Mnozstvi a aktivita alergenu se Hostitelem bakteriofaga E.Coli
srovna se standardem E.Coli produkuje alergen v Cisté
Kromé alergenu obsahuiji extrakty formé
také nealergenni slozky (proteiny, Rekombinantni alergeny umoznuji
sacharidy...) komponentovou diagnostiku g
Ty mohou vést k falesSné pozitivité A ___
testd 38 — i g
o tc <08




Komponentova diagnostika

oUrci u pacienta konkrétni molekulu (epitop), ktera vyvolava senzibilizaci

oNapt. tfidy panalergend — profiliny, PR-10, LTP, zasobni proteiny =

oDokazeme rozlisit, zda u pacienta po podani urcité potraviny hrozi zavazna reakce - vyznam
pro alergenovou imunoterapii (sloZeni alergenl, zda ma vyznam je pacientovi podavat)

oDale napr. reakce na vCelu a vosu

o U klasického stanoveni specifického IgE na véelu a vosu s pouzitim alergenovych extraktti byva ¢asto
pritomna zkrizena reaktivita — pacient falesné pozitivni na oboji

o Komponentova diagnostika dokaze odlisit, na ktery konkrétni epitop se specificka IgE protilatka vaze >
urci, zda je pacient opravdu alergicky na v€elu nebo vosu




VcCela nebo vosa?

21-leta studentka mediciny byla vysetrena 3 roky po anafylaktické reakci

... Zpusobené bodnutim neznamym hmyzem ...

Jednalo se pravdépodobné o ...




sIgE
A. mellifera 4.30 kU/l  (class Ill)

V. spp. 15.20 kU/l  (class 1)
P. spp. 5.34 kU/l  (class IlI)

V.crabro  15.10 kU/l (class Ill)

Test aktivace basofilQ ALE RGENOVé

EXTRAKTY
CD63  CD203c
Negativni kontrola 1 % 1%

Pozitivni kontrola 60 % 55 %

A. mellifera 24 % 25 %
V. spp. 83 % 85 %
ZKRIZENA
lgG 9,800 g/l (7,510 — 15,600) REAKTIVITA
nebo

lgA 1,180 g/l (0,820 — 4,530)

gM 0,763 g/l (0,460 — 3,040)
IgE 594 U/ml (0 - 100) .« THAT is the
question!

ANA neiativnl'

DVOJI POZITIVITA ...




.. THAT is the ,
question! REKOMBINANTN
ALERGENY

rApi m 1: 0.01 kU/I (trida 0)

QR

(tHda ith_

Laboratorni diagnostika zahrnujici kombinaci vysetreni specifickych
IgE protilatek proti alergenovym extraktim a rekombinantnim
alergenim pomohla postavit spravné diagndézu u nasi pacientky.
Pacientka potom podstoupila alergenovou imunoterapii proti vose.

VySetrovani koncentrace specifickych IgE protilatek proti alergenovy
_ extraktum neni nékdy v diagnostice alergii dosiﬂ“ ji




Alergologicke vysetreni

1. Anamnéza
> Rodinna — vyskyt alergii u ¢lenl rodiny
> Osobni
> Vyskyt klinickych obtizi po kontaktu s urCitymi alergeny
> Inhalacni alergeny, potravinové, léky, hmyz, udaje o domacim a pracovnim prostredi, zvirfatech

> Jaké klinické priznaky, jak rychle se vyviji, jaka zavaznost, jak dlouho trvaji, v jakych periodach se
opakuji

> Vyviji se vyrazka na kGzi po kontaktu se Sperky, pasky apod.? , ‘ - a

Snaha vytipovat potencialni alergeny, na které
bude provedeno vysetreni \

rd
~
A‘

i, f :
f V.
. 5
K¢ £ f :
R | 4 5



Alergologicke vysetreni

2. Odbér krve

oPro zhodnoceni celkového zdravotniho stavu pacienta se odebira krev kromé alergologickych
parametru také na:

o Biochemie — zdkladni biochemické parametry (glukdza, tryacylglyceroly, cholesterol, hormony stitné
zlazy...)

o Hematologie — krevni obraz
o Imunologie — zakladni screening autoprotilatek (ANA), komplement, subpopulace lymfocyt(

oPacient nemusi trpét pouze alergickym onemocnénim ale i dalsSimi komorbiditami ...



3. Alergologické vysetreni -in vivo testy

Lze je provést primo v ordinaci alergologa

1. Prick testy — inhalacni, potravni a zvireci alergeny
2. Intradermalni testy — blanokfidly hmyz, |éky
3. Epikutanni testy — kontaktni alergie (IV. Typ)




2. Naruseni kdze plastovym kopickem 3. Inkubace cca 20 min

1. Aplikace kapky alergenu

l

4. Odecet velikost pupene

1. Prick testy
o  Preanalyticka faze — pacient cca tyden pred provedenim testu vylouci [é¢bu
antihistaminiky/kortikoidy

o Aplikace standardizovanych alergen( na volarni stranu predlokti
o Soucasti je také negativni kontrola (fyziol.roztok) a pozitivni kontrola (histamin)

o Kontraindikace: nespolupracujici pacient, pacient co ma kozni onemocnéni
v misté provedeni testu a lidé, kterym neni mozné vysadit IéCbu




Aplikace alergenu do podkozi injekéné

Intradermalni test

olV. Typ precitlivélosti
oAlergie na léky, jedy blanokridlého hmyzu

oAplikace alergenu do podkozi pomoci injekéni jehly

oNevyhoda — vysledky testu zavisi na hloubce vpichu — zavislé na zkusenosti
zdravotni sestry (pfilis hluboky vpich — mUze byt faleSna negativita testu)

oExistuje nizké r|z'|ko.v.azne,re23kc,e (Iekyjsogvale vyrazne ¥ oo Biown
naredény, proto je riziko zavazné reakce snizeno na minimum) Sl:n;ardized
needie
oPodrazdéni kiize mlze pretrvavat az 36h po provedeni testu v
4’-“ epidermis

e ‘. Intradermal test

NO BLOOD!



Epikutanni test

oDiagnostika kontaktni alergie (IV.typ) — nizkomolekularni chemické latky

oPrincip — aplikace podezielych latek ve formé naplasti na zdravou kizi zad 2
odecet za 48, 72 a 96h

o Pozitivni vysledek — exém v misté kontaktu

oKontraindikace:
o Kozni onemocnéni v misté aplikace testd (zada)
o Gravidita
o PFilis opdlend kize
o Imunosupresivni/imunostimulacni terapie

oNelze testovat latky toxické a s extrémnimi hodnotami pH

RN MR

e R
Weak Positive

Strong Positive

https://www.dermatologiepropraxi.cz/pdfs/der/2011/03/14.pdf

Extreme Positive



4. \/ysetreni dychacich cest - astma

oMereni FeNO (frakéni expiracni NO) — méreni oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu
o PFi eozinofilnim zanétu dychacich cest se ve vyssi mire tvori NO
o Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu koreluje se zavaznosti eozinofilniho zanétu
o Vysledky se vyjadruji v ppb

oSpirometrie
o VySetreni funkénich parametrd dychacich cest, diagnostika obstrukce

oBronchomotorické testy

o Bronchodilatacni test — podani bronchodilatancia = sleduje se reverzibilita obstrukce dychacich cest
(reverzibilita ukazuje na astma)

o Bronchokonstrikéni test — poddni metacholinu (nebo fyzickd zatéz) - sleduje se, zda jsou pridusky
schopny konstrikce pod vlivem vyvolavajici latky (svédci pro zdnét priduskové stény)



5. Alergologickeé testy in vitro - prehled

Serologické testy

1. Nefelometrie — stanoveni celkového IgE

2. Immulite 2000 — stanoveni specifického IgE, eozinofilni kationicky protein (ECP) o _
Pozn. drive se ke stanoveni specifického IgE pouzivala i ELISA, dnes uz ne!! — nahrazeni pristrojovymi metodami

AlaSTAT — stanoveni specifického IgE
ImmunoCap Phadia — stanoveni tryptdzy a vybranych rekombinantnich alergen(

MADx Allergy Explorer, Immunocap ISAC — multiplex metody - stanoveni az 280 alergen(

o v ok~ w

(ELISA — stanoveni koncentrace DAO (diaminooxidazy) a histamin degradaéni test)

Bunécné testy
1. Stanoveni poctu eozinofild
2. Test aktivace bazofilt (BAT)

3.  Proliferace lymfocytu



Immulite 2000 — specificke IgE

*Enzymové zesilena chemiluminiscence
*Pevna faze — 1 velka plastova kulicka potazena biotinem

*Pfiddme alergen konjugovany se streptavidinem = navaze se na kulicku

*Pfiddme pacientovo sérum —> vazba alergen specifického IgE

*V dalsim kroku — pfidame anti-IgE protilatku znacenou alkalickou fosfatdzou = po pridavku
adamantyl-dioxetan-fosfatu odstépi enzym fosfat - vznika nestabilni aniont, ktery pfi rozkladu
uvolni emisi fotonU — zaznamena se pocet zdblesk

Immulite 2000 Patient's serum IgE

(Siemens) Anti-IgE
Phosphate ester of , . e
>; - Celkové IgE hranice pozitivity:

adamantyl dioxetane

Alkaline phosphatase 100 IU/mI

i .




AlaSTAT

oJamky desticky potazeny biotinem

oDo jamek se prida alergen znaceny biotinem + pacientovo sérum
oProtilatky IgE reaguji v tekutém prostredi s alergenem

oPFridavek avidinu = vazba komplexu alergen-IgE na sténu jamky
oPromyti

oPridavek ani-IgE znaceného enzymem -2 inkubace = promyti
oPridavek substratu = premeéna na barevny produkt

oKolorimetricka detekce

AlasSTAT

-~ -
|

I
Serum and allergens

incubate in ligquid phase.

|

Liquid allergens bind to serum
antibodies and to the coated well
via added ligand.,

Antibody conjugate binds
to serum Igk.

Substrate initiates
colorimetric reaction.



Stanoveni specifickeho IgE a alergenova imunoterapie

oAlergenova imunoterapie =2 cilem navodit u pacienta tvorbu alergen specifického 1gG,
0lgG, nema schopnost vazat se na Fc-€ receptory bazofild = nedochazi k rozvoji alergické reakce

oAlergen specifické 1gG, ale muzZe v testu obsadit alergen a zabranit tak vazbé IgE = detekujeme
faleSné nizké hladiny IgE

oRegeni — reverzni uspofadani detekéniho systému

Klasické usporadani | Reverzni usporadani

alergen-enzym

0

anti-IgE-enzym

IgE

Alergen
-

anti-IgE




Celkove a specificke Igk

oCelkové IgE - norma 0-100 IU/ml

oCelkova koncentrace IgE koreluje s pritomnosti alergického onemocnéni (vétsinou)
o Specifita 90 %, ale senzitivita jen 30-40 %

oPouhé stanoveni celkového IgE k urCeni pritomnosti alergie nestaci, tot'ag'EsM I

protoze: . “;‘

o Vysoké IgE také u jinych diagndz, napr. nosni polypdza, Wiskot-Aldrich oot . s :
syndrom, hyper IgE syndrom, AIDS, parazitarni onemocnéni i i ';L

o Nizké IgE - 60 -70 % alergik( nemusi mit celkové IgE zvy3eno nad 100 UM 2 : :

10 H

oSpecifické IgE (alergenové extrakty) _
’ o 4 7 ’ . \4 7 vIv 7 . . 1 - - -

o Interpretace vysledku nékdy nemusi byt jednoznacna (zkfizena reaktivita)  — normairange  senna celorotni astma  atopicky

O SpeCIflta 95 %, senzitivita 75-85 % ryma  ryma ekzém



Immulite 2000 — stanoveni ECP

oPrincip stanoveni stejny jako stanoveni specifického IgE (rozdil- na kuli¢ce je anti-ECP protilatka)
oEozinofilni kationicky protein je produkt aktivovanych eozinofilt

oJeho hladina koreluje se zavaznosti eozinofilniho zanétu

Neuro - mediators

Substance-P Cytotoxic secretory products
ZivA 1 Yall Tha X Nerve Growth Factor (NGF) Eosinophil peroxidase (EPQ)
oPouziva se k monitorovani prubehu a |éCby I i R s i
eozinofilniho alergického astmatu T 0} Abomicases
Stimuli OPHILACT, /
Tissue injury QS\“ : /) 1'44,?

Viral and bacterial infections - O¢

Allergens, Tumours

Cytokines
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8

—’ IL-10,IL-12, IL-13, IL-16, IL-18,

TGFa/B, GM-CSF, TNFa/B, IFNy

Chemokines
\A CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES
CCL7/MCP-3, CCLRIMCP-2

l \ CCL1/Eotaxin-1, CCL1/MCP-4
Lipid Mediators

oNormalni hladina v séru < 13,5 ng/ml

Growth Factors :
Heparin-Binding Epidermal Growth Factor-Like Leukotrienes (LTD4, LTE)
Binding protein (HB-EGF-LBP) Prostaglandins (PGE1, PGE2)



ImunoCap/Phadia — fluorimetrie

Pevna faze — kepiky, které obsahuji aktivovanou celulézu — velka plocha

Na celuldézu navazan alergen = na néj vazba pacientova IgE
V dalSim kroku pridavek anti-IgkE protilatky znacené B-D-galaktosidazou

Pridavek substratu - Methylumbelliferyl- B-D-galaktosid = enzym odstépi B-D-galaktosid a
vznikne methylumberiferon 2 excitace svétlem - emise fluorescencniho zareni (na rozdil od
Immulitu zde potrebujeme Zarovku (Hg-Vybojka) k excitaci methylumbeliferonu!)

B AP Patient's serum Igk

, Anti-lgE
ermoFisher J , ,
i } Methylumbelliferyl-8-D- * Stanoveni tryptazy
4 —/ galactoside e Stanoveni rekombinantnich
l‘ B-galactosidase alergenu (RAL)
(Y
Ny Wroos



ImmunoCap - Tryptaza

oUvolnuje se po aktivaci Zirnych bunék alergenem = marker anafylaktické reakce
o Diferencialni diagnostika anafylaktickych reakci polékovych, po bodnuti hmyzem
o Také stanoveni post mortem — urceni anafylaktické reakce jako priciny umrti

oTryptdzu tvori také mastocyty = vyrazné zvyseni u systémovych mastocytoz

oVyhoda tryptazy (napfr. v porovnani s histaminem):
o Neni na rozdil od histaminu uvoliovana bazofily v krvi — vyloucena falesna pozitivita in vitro

o Je v krvi stabilni kolem 48 h = moZno stanovit post mortem Mastoel . ShS B
Z ! o secretion
o PFi uchovani vzorku pri chladnickové teploté — stabilni az tyden A€ — 2
oNorma - do 13,5 ug/I RS
Degranulation
mm=) Eos & PMN recruitment
- mmm) SMfibroblast proliferation
: mmm) Angiogenesis
o % mmm) Nerve stimulation
' ¢ mmm) Epithelial stimulation
mmm) ECM degradation
mmm) Fibrinogenolysis

mature tryptases



ImmunoCap — RAL
rekombinantni alergeny

oKoncentrace specifického IgE vici komponentam ¢lenéna do 6 trid: 0-6
o Nulté tfida — koncentrace <0,35 IU/ml = negativni

vvvvv

o S rostouci tfidou (koncentraci) roste pravdépodobnost klinickych prfiznak onemocnéni

sigk
A. mellifera 4.30 kU/l  (class Ill)
V. spp. 15.20 kU/l  (class Ill)
P. spp. 5.34 kU/l  (class IlI)

V.crabro  15.10 kU/I (class Ill)




Bunécneé testy v alergologii

1. Stanoveni poctu eozinofill (l.typ precitlivélosti)

2. Test aktivace bazofilt (BAT) (l.typ precitlivélosti)

3. Test proliferace lymfocytu na pozdni alergickou reakci (IV. typ precitlivélosti)




Stanoveni poctu eozinofilu

oPrincip — hematologicky analyzator Ungated] CO45-FITC SE_‘/

o Hydrodynamicka fokusace vzorku 1000+ 7 o

o Impedancni vlastnosti bunék - pocet ﬂm_'

o Prlichod svételnym paprskem — informace o velikosti a granularité _

Mono : 6,61%

oKrevni diferencial dospélého Clovéka: % ]

o Lymfocyty: 20-45 % .

o Monocyty 2-12 % - "

o Neutrofily 50-70 % 1 L

o Eosinofily 1-3 % o AGAD) - 2846 [ )

. 107 10 108 10°
o Bazofily <1% CD45-FITC
by e e _ e . 2@

oZvyseni eozinofill — alergickd, parazitarni onemocnéni... ' o.
oPouziti — pro monitoring eozinofilniho astmatu ) 8
oPfFi znalosti absolutniho poctu leukocytu lze absolutni pocty bunék dopocitat @ Qe

o Leukocyty 4-10*10%/I é 00 0 ‘

g0

I —— SCo



Test aktivace bazofilu (BAT)

oBazofily v klidovém stavu exprimuji v nizké mire znak CD203c, jsou CD63 negativni

oPf¥i aktivaci a degranulaci se zvysuji znaky CD63 a CD203c = méreni pomoci pritokové
cytometrie

oProvedeni testu — prestimulace plné krve s IL-3 = nasleduje pridavek alergenu = inkubace 2
promyti = znaceni protilatkami (anti-CD63, anti-CD203c, anti-IgE) = promyti = lyza erytrocytd

CD63
histamine-
containing ,

secretory
vesicle

IgE-specific IgE BINDS TO _A‘ MULTIVALENT )\ HISTAMINE

Fc receptor Fc RECEPTORS ANTIGEN CROSS- RELEASE BY
LINKS ADJACENT EXOCYTOSIS
IgE MOLECULES

Zdroj: https://raphaels7.wordpress.com/2015/08/21/basophil-activation-test/



BAT — alergeny

oVétsinou se pouzivaji alergeny z prick testl (alergenové extrakty)

oU podezreni na |ékové alergie doktor spolu s krvi zasila do laboratore podezrely I1€k, nejlépe v
injekéni formé (pokud tablety, tak nutno rozdrtit a naredit)

oU kazdého BAT testu se poziva fedéni alergenu v poradi 10krat, 100krat a 1000krat = proc?

oNékdy mlze byt koncentrace alergenu natolik vysoka, ze bazofily se vyrazné naaktivuji a béhem
inkubace podlehnou nekréze = vysledkem méreni je faleSna negativita

oProto se mUzZe stat, Ze napf. pri fedéni 10krat je reakce negativni, ale pozitivni v fedéni 100krat!



BAT — gatovaci strategie

(Pacient alergicky na kocku — alergen Fel d)

Pozitivni pacient = vidime

10°  10° 10°  10°
CD203C PE-A

. Negativni kontrola
3. BaZOflly a populaci CD63 pozitivnich
. Bazofily jsou CD63 neg.
sledujeme CD63 bazofilli SN
gﬁ = 2 CD203¢ -Control CD63 i ~Fel d1 0063 _
%8 3o B e TR I B (Sl
8 L, EF e 2 cD63+ | W=
* 8 E"’g & = he :
3 = = .“23
= 10 10° 10*  10° 10*  10° 10" 10°
50 100 150 200 250 ; g CD63 FITC-A CD63 FITC-A
FSC-H (x 1,000) 0 c;::goac P1EOA 10 l l
1. . 9 Control CD63 Feld1 CD
I\:f Forw;:jd 2. Z lymfocytd S 2 . \
-y tg Y pozitivni bunky - : o
m1ocC H - er'rmrq—r'rm'rq—r o
y y y baZOﬁIy 107 10° 10" 10° 10° 10° 10°
CD63 FITC-A CD63 FITC-A
9 --Control CD203¢ --Fel d1 CD203¢
83 0
85 §
03 N
o 3 o=

10° 10 10*  10°
CD203C PE-A




Negativni kontrola

negativ ah 00012554 963
[B] 55 INT / IgE AS4T FL4

w
11:|"1
§ 1@ H:35,74%
e
il
L
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] e T e e
1

T " T
0o 1000
[x 107}

Le]

35 INT

Pozitivni kontrola

pozitiv ah 00012553 962
[B] 55 INT / IgE A647 FL4

- 10y

e K: 13,15%

P 1 : Fay i

§ ||I|-| == | oty -'-':rI
E‘ lﬂ1-|

o 300 1000
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Véela

veela ah 00012555 964
[B] 55 INT / IgE A647 FL4

="
- " i Mz 9,58%
§ ' T e e
ﬁiﬂl-l
0 00 1000
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CD63 FITC

CDa3 FITC

CD6&3 FITC

negativ ah 00012554 963
[H]
IgE AMT FL4 / CD63 FITC
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CD303c PE

negativ ah 00012554 963
[H]
IgE AG4T FL4 f CD203c PE
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Pri vySetreni BAT u pacienta je soucasti testu

vzdy:

Pozitivni kontrola (stimulace fMLP)
Negativni kontrola (PBS)
U BAT totiz neexistuji konkrétni referencni

meze

Vosa

vosa ah 00012556 965
4. TB S INT / IgE A6d7 FL4

CD&3 FITC

! TR+ [ Res: 0,66%

1n-’1

vosa ah 00012556 965

[Ql
IgE A647 FL4 / CD63 FITC
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R 9‘9 341

i
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CD203c PE

'-"nsa ah 00012556 965

lgE A64T FL4 / CD203c PE
" 5-+: 0,00% J5o+: 0,49%

IGE ABAT FL4




Proliferating cells

Proliferace lymfocyt = "3 LL-4

oPacienti se zavaznymi reakcemi na léky = IV. Typ precitlivélosti dle Coombse a Gella

oPrincip: inkubace lymfocytl pacienta s podezielym |ékem 7 dni v médiu = poté méreni
proliferace

o Soucasti testu téz negativni kontrola (PBS), pozitivni kontrola (PHA, ConA) a zdrava kontrolni osoba!

oPokud lymfocyty proliferuji, je dany |ék povazovan za spoustéc pozdni alergické reakce

oUskali:

o Testovan je primo lék, ale ne jeho metabolity (nékteré Iéky se biotransformuji na metabolity které maji
dany ucinek)

o Nékteré Iéky primo pUsobi jako inhibitory proliferace (napf. prostaglandin E2 = utlum produkce IL-2)

o Moznost falesné pozitivity bez klinickych priznak( pacienta = nutno vzdy hodnotit vysledky spolu s
klinickymi daty



