Alergie

Alergie - allos = jiny, ergon = reakce

Stav precitlivélosti (hypersenzitivity) organizmu na urcitou latku - alergen.
Podstatou je porucha fizeni imunitniho systému vedouci k nadmérnym reakcim
poskozujicim organizmus Ci urcité organy.

PlUsobeni alergent se musi kombinovat s dalSimi faktory vnitfnimi (geny) a
vnéjSimi (zevni prostredi).

V prvni fazi alergické reakce dochazi k senzibilizaci, vytvofeni pamétovych B-
lymfocytu pro tvorbu specifickych IgE protilatek. Pfi druhém a dalSim setkani
s alergenem jiz tato reakce probiha bouflivé s typickym alergickym az

anafylaktickym prabéhem.



Typy hypersenzitivhich reakci

Samotné rozdéleni je problematicke, protoze se rlizné typy prekryvaji (az 6
rznych typu).

l. typ - stavy vyvolané anafylaktickou (Casnou, protilatkovou) precitlivélosti

Il. typ - stavy vyvolané cytotoxickou protilatkovou precitlivélosti

lll. typ - stavy precitlivélosti vyvolané imunitnimi komplexy

IV. typ - pozdni, oddalena precitlivélost, DTH (delayed type hypersensitivity) -

stav vyvolany pozdni bunécnou precitlivelosti




Hypersenzitivita |. typu - anafylaxe -
atopie - reakce casneho typu

Je to nejbezngjsi typ alergickych reakci, je predevsim zavisla na IgE a v jejim
prubéhu dochazi k masivhimu uvolnéni produktd degranulace bazofilu a

mastocytu.

1. Senzibilizace (indukc¢ni faze)

a) Prezentace Ag (alergenu) Th2 Ilymfocytim prostfednictvim antigen
prezentujicich bunék (APC).

b) Sekrece interleukinu, které aktivuji B-lymfocyty k produkci IgE.

c) Vazba IgE (s navazanym Ag nebo bez né&j) na membrany bazofill a

mastocytu. Navazanim IgE jsou mastocyty a bazofily senzibilizovany a

pripraveny k reakci, ktera nastane pri dalSim setkani s alergenem.



2. Vlastni reakce ¢asného typu
a) Navazani alergent na oblasti IgE, které jsou ukotveny na mastocytech a

bazofilech (napojit se mohou primo i protilatky s navazanym alergenem).

b) Pfemosténi sousednich na bunku navazanych molekul IgE alergenem
(k aktivaci mastocytu muze dochazet i vznikem kfizové vazby IgE s alergen

specifickym 1gG).

c) Aktivace mastocytll a bazofili, exocytéza granul, uvolnéni histaminu,
heparinu aj. BEhem aktivace mastocytu se syntetizuji cytokiny, chemokiny a
lipidové mediatory. IL-4 indukuje isotypovy presmyk a dalSi tvorbu IgE, ¢imz

dochazi k amplifikaci reakce.

atopie = geneticky podminéna hypersenzitivita |. typu na vdechnuty nebo
polknuty alergen

anafylaxe = akutni celkova hypersenzitivni reakce . typu



JAK SE ROZVIJI ALERGICKA REAKCE?

Alergen se setkava
s bufikou imunitniho
systému, ktera je
schopna vytvaret
protilatky.

Protilatky jsou vytvoreny
a vaZou se na bufiku
imunitniho systému,

obsahuijici histamin.

Pfi dal&im setkani s alergenem
dojde a obsazeni navazanych
protilatek a vyplaveni histaminu
Z bufiky. Histamin mé hlavni
podil na rozvoji alergické
reakce
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Systemova reakce - anafylakticky sok

Reakce antigenu s protilatkami v obéhovém systému a ve vSech tkanich.
Protilatky musi byt pritomny ve velkém mnozstvi - projevy az po mnohokrat
opakované imunizaci nebo u vysoce senzibilizovanych jedincu.

Antigenu musi byt mnoho, nebo musi byt vysoce ucCinny (vysoka afinita
k protilatkam).

Béhem anafylaxe se uplatnuji pfedevSim IgE u Cloveéka, psa, kralika, krysy a
mysi a IgG u morcete.

K anafylaxi muze dojit i po nahodném proniknuti alergenu do krevniho obéhu

béhem hyposenzibilizace (,imunizace®), nebo pfi testovani precitlivélosti.




Hypersenzitivita Il. typu - cytotoxicka
hypersenzitivita

Typicka reakce u autoimunitnich chorob a imunitni eliminace krvinek a tkani pri
transfuzi a transplantaci.

Tvorba IgG a IgM, které maji schopnost aktivovat komplement, nebo
zpusobovat na protilatkach zavislou bunécnou cytotoxicitu (ADCC). Fagocyty a
NK-buniky vazou Fc-Casti IgG - rozpoznani buriky oznaCené protilatkami a jeji
likvidace svymi cytotoxickymi mechanismy.

MozZnou pfi¢inou jsou déje navazujici u nékterych precitlivélych jedinct na
nakazy urcitymi viry, bakteriemi nebo parazity. popf. odpovédi na podavani
urCitych lIéku (neimunogenni slozka infekéniho agens nebo Iékovy metabolit se
napoji na bunéCnou membranu a vznikly komplex projevi imunogenni
vlastnosti, jindy se na membranu navaze komplex cizorodych slozek s

protilatkami).



Vlastni cytotoxicka reakce muze byt vyvolana riznymi mechanismy.

a) Protilatky proti povrchovym strukturam bunék aktivuji komplement, ktery
zpusobi lyzu bunék.

b) Destrukce cilovych bunék muze byt zprostiredkovana ADCC, pfi niz
efektorové bunky s navazanou protilatkou pres Fc fragment vyvolaji
cytotoxickou reakci s produkci perforinu, TNF, pfipadné reaktivnich radikalu
kysliku pfi ox. vzplanuti.

c) Protilatka muze pusobit jako opsonin a aktivovat fagocytozu, ktera je
uskutecnovana predevsim neutrofilnimi granulocyty, v mensi mife makrofagy a

eozinofily, pokud maiji receptory pro IgM, IgG, nebo C3 slozku komplementu.

Klinické priznaky se projevuji, jakmile cytotoxicka reakce poskodi kriticke
mnozstvi tkané a vyvola dysfunkci atakovanych bunék ¢i tkani. Prvni reakce se

mohou objevit po 5 az 8 hodinach.






Hypersenzitivita Ill. typu

Reakce spojené s tvorbou imunokomplexu

Podobna reakci typu |, ale zpusobena protilatkami 1IgG a IgM. Protilatka
s antigenem tvori imunokomplexy. V zavislosti na jejich mnozstvi, velikosti,
strukture a fyzikalné-chemickych vlastnostech muzZe dojit misto eliminace
fagocytujicimi bunkami k jejich ukladani do tkani. Imunokomplexy se pak vazou
na Fc receptor fagocytu nebo aktivuji komplement, ktery spousti kaskadu
poskozujicich reakci, v niz hlavni roli hraji prilakané neutrofily a pomocnou
ulohu maji aktivované mastocyty. Dochazi k zanétu, ktery muze pfi pretrvavani

velkych nefagocytovatelnych komplexu pfechazet do chronického stavu.



Imunokomplexy béhem vaskulitidy (zanétu cévy)

Zvlastnim typem reakce je sérova choroba. Muze se objevit po aplikaci velkych
davek antigenu (IéCebné pouziti heterolognich antisér). Pri€inou vzniku je
zvySena tvorba imunokomplexti perzistujiciho antigenu a nové
vytvorenych protilatek. Obvykle se objevuje 5 az 15 dni po aplikaci a
zpusobuje vaskulitidy, glomerulonefritidy a artritidy, tim mudzZze maskovat
perzistentni infekci, proti niz bylo lé€ebné sérum pouZzito. Morfologicky lze
v cévach postizenych oblasti prokazat poskozeni imunokomplexové
povahy. Masivni ukladani komplexu je provazeno granulocytopenii a
poklesem komplementu. U ¢asti pfipadu se uc€astni i anafylaktické
mechanismy podminéné faktory krevnich destiCek, mastocytl a granulocytu.
Pri znachém nadbytku antigenu v komplexech probiha onemocnéni mirngji, pfi
mirném nadbytku antigenu a pfi rovnovazném stavu mezi antigeny a

protilatkami hrozi prudky prubéh.






Hypersenzitivita V. typu - pozdni,
zprostredkovana bunkami

Tento typ lokalni reakce je zplusoben zanétlivou reakci zavislou na Th1
bunkach a makrofazich. Po intradermalni, nebo kontaktni aplikaci antigenu
nastava maximalni reakce po 24 az 72 hodinach proto, ze do mista vpichu
musi nejprve migrovat Th1 buriky a makrofagy a vzajemne se stimulovat.

Senzibilizace spociva v prezentaci antigenu Th lymfocytim a jejich preméné
v lymfocyty typu Th1. Senzibilizované lymfocyty po dalSi aktivaci antigenem
produkuji cytokiny, které vtahuji do mista reakce makrofagy a aktivuji je ke
zvySené fagocytarni aktivité a tvorbé lytickych enzymu. Vznika tvrdy otok
zpusobeny bunécnou infiltraci. Reakce je normalné namifena proti
intracelularnim parazitam, které aktivované makrofagy dokazi usmrtit. Pokud
se tak z rdznych duvodu nestane, dochazi pozdéji k lokalnimu poskozeni tkané

az k nekrozam.






Diagnostika alergii

Diagnostické postupy pouzitelné v praxi pfi vySetfovani alergickych
onemocneni a pri zvazovani indikace alergenové imunoterapie musi splnovat
jisté predpoklady. Musi to byt testy:

- detekujici casny typ alergie (IgE)

- relativné spolehlivé (co nejvyssi senzitivita a specifita)
- vhodné pro rutinni praci (cena, rychlost)

- dostupné (naroky na vybaveni)

-bezpecné pro pacienta.

Senzitivita - pravd., Ze nemocny bude v testu pozitivni j

Specifita - pravd., ze zdravy bude v testu negativni | A A\



Kozni testy

Kozni testy provadéné s urCitym alergenem zjistuji pfitomnost specifickych IgE
protilatek vaci tomuto alergenu, navazanych na koznich mastocytech. Pokud
se prislusny alergen vaze na specifické IgE protilatky fixované na povrchu
mastocytu, dojde k aktivaci a uvolnéni mediatori. Vazoaktivni mediatory
vyvolavaji lokalni edém (kozni pupen), erytém (zarudnuti) a pruritus (svedéni).
Tyto pfiznaky se zpravidla zacCinaji projevovat 5 minut po testu a maximalni

reakce je zjistovana mezi 10 - 20 minutami po provedeni testu.




Stejné jako u dalSich popisovanych diagnostickych postupu je nutno zduraznit,
ze neplati rovnice: pozitivni kozni test = prukaz alergie. Senzitivita a
specifita koznich testu je v§ak velmi dobra - pohybuje se obvykle mezi 80-90
%.

Kozni testy jsou zejména vhodné pro diagnostiku alergie na inhalacni alergeny
nebo alergie na hmyzi bodnuti. U potravinovych alergii byva senzitivita a
specifita koznich testd nizSi. U alergii lIékovych je situace komplikovangjsi

vzhledem k tomu, ze se Casto nejedna o reakci zprostredkovanou IgE.
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Expozi¢ni (provokacni) testy

Podstatou tohoto testu je vyvolat pfiznaky alergie tim, ze vystavime pacienta
kontaktu s podezrelym alergenem. Jestlize dojde k reakci, je to potvrzeni
toho, ze zkouseny alergen je pri€inou pacientovych obtizi.

Pri expozicnim testu s potravinovym nebo s polétavym alergenem se provede
rovhéz slepy test s neskodnou latkou. Ani pacient ani Clovek, ktery reakci
hodnoti, nevi, ktera latka je ktera (dvojité slepa kontrolovana studie
s placebem). Expozicni test se vyuziva pri potravinové alergii jako
nasledné vysetireni po koznich testech. Test by se nikdy nemél provadét bez
peclivych predbeznych zkousek na tvari a rtech, a pri vlastnim expozicnim
testu je treba zacCinat pouze s nepatrnym mnozstvim potraviny. V oblasti
Iékovych alergii je expozi¢ni test mnohdy jedinym moznym zplisobem

objektivizace diagnézy.



K expozicnim testim patfi dale spojivkovy test, kdy se roztok alergenu
vkapava do spojivkového vaku jednoho oka, intranasalni test, ktery se
provede vkapnutim roztoku alergenu do jednoho nosniho praduchu a
bronchoprovokacni test, kdy pacient vdechuje prostfednictvim inhalatoru
testovany alergen. Tyto testy jsou pouzivany meéneé cCasto - pomérne vysoka
spolehlivost koznich testu a laboratornich diagnostickych postupu pro inhalacni
alergeny. Zejména u pruduskovych specifickych provokaci existuji pochybnosti
o0 bezpecnosti (astmaticky zachvat) a mife senzitivity a specifity tohoto testu.
Presto maji tyto testy své opodstatnéné indikace, napfiklad v oblasti profesnich

alergoz.







Laboratorni metody

V ramci screeningu muze prvni informaci vedouci k diagnéze alergozy pfinést
stupen eozinofilie v krevnim obraze nebo hladina celkovych IgE protilatek.
Eozinofilie

VySetreni diferencialniho poctu eozinofilu (vétSi vyskyt pfi alergiich). Za

zvySené hodnoty se povazuje pocet eozinofili nad 0,35 x 109/I.

Celkova hladina IgE

Kvantifikace celkové hladiny IgE protilatek je provadéna fadou laboratornich
metodik. Pouze nejkvalitnéjSi techniky (EIA, FEIA-enzymova imunoanalyza s
fluorescenéni detekci, chemiluminiscence) dosahuji prahové citlivosti kolem
0,5 U/ml (kU/l) (=1,2 ng/ml) a optimalni pfesnosti v rozsahu asi 7,5 - 50 U/ml
(18 - 120 ng/ml). To je tfeba mit na mysli zejména u vySetfovani novorozencl a

malych deti. U dospelych je naopak nutno sérum pfrislusné naredit.



Vypovedni hodnotu hladiny celkovych IgE protilatek snizuje vysoka horni
hranice normalu, ktera byva obvykle definovana v rozmezi 2SD. Distribuce
hodnot v populaci je velmi Sikma. Hladiny zaviseji na véku (vzestup do 5. - 7.
roku véku).

Za normalni u novorozencu se povazuji hladiny do 0,7 U/ml. U déti signalizuje
jiz hladina +1SD vyrazné zvySené riziko vyvoje alergdézy. Normalni hladina
IgE nevyluc€uje pritomnost alergézy. Pri jiz stanovené diagnoéze alergézy

neprinaseji vyssi hladiny IgE zadnou dalsi informaci.

Prumér + 15D + 25D
Novorozenec < 12 < 12 < 12
1-11 més. < 12 12 56
1 rok < 12 15 83
2 - 4 roky < 12 33 130
B - 80 let 20 85 367




Hladiny zvySené nad +2SD jsou Casté u osob s polyvalentni alergii na vice
alergenu a s vyskytem rtznych alergickych symptomu. U osob alergickych na 1
alergen a s postizenim pouze 1 organu jsou Casto hladiny v normé. Vyskyt
alergickych projevu na kuzi (atopicka dermatitida) a gastrointestinalnich
projevu zvysuje pravdépodobnost zvysené sérové hladiny IgE. U atopické
dermatitidy nejsou vzacné extremni hladiny. Frekvence zvysSené hladiny
celkového IgE je vyssi u alergie pylové nez u alergie na roztoce a plisné.
Pfi vylouCeni parazitarniho postizeni je specificnost zvySené hladiny IgE pro

alergdzu velmi vysoka (asymptomaticky pacient - prealergicky stav).
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Stanoveni specifickych IgE

Provadi se u pacientli, u kterych nelze provést kozni test. Stanovuji se
specifické IgE protilatky proti Sirokému spektru alergentd. VySetfeni pomoci
vysokoafinitni FEIA (CAP systém), chemiluminiscenéni analyza (IMMULITE),
ELISA.

Stanoveni specifickych IgG

Pozitivita specifickych IgG je dnes povazovana pouze za prukaz predchozi
expozice alergenu Ci alergent u pacientu, u kterych kozni testy i specifické IgE
tzv. nevychazeji. U alergii na jed blanokfidleho hmyzu jsou nékdy negativni jak
kozni testy tak stanoveni specifickych IgE, navzdory tézkym alergickym reakcim.
Totez plati také pro alergie na plisné a potraviny, méné potom na nékteré dalSi

inhalaéni alergeny - uprfesnéni stanovenim IgG (EIA).



Hladina alergen-specifickych IgE protilatek
Prototypem  téchto testt je RAST
(radioalergosorbent test). Alergen je navazan
kovalentni vazbou na nitrocelulézovou
pevnou fazi, kterou byva papirovy disk.
Inkubace s vySetfovanym sérem - vazba
specifického IgE ze séra na disk. Po promyti
disku provedena druha inkubace s protilatkou
proti IgE, ktera je znaCena izotopem jodu 125.
Intenzita navazané radioaktivity primo umérna
mnozstvi specifického IgE ve vySetfovaném

vzorku.

C> alergen navazany na pevné fazi

% IgE z wySetiovaného séra
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Pouziti raznych pevnych fazi k navazani alergenu, riznych alergenu, riznych
enzymu k oznaceni protilatek proti IgE, rizné substratu a z toho vyplyvajici
ruznych systému detekce vysledného signalu. Rovnéz jsou pouzivany ruzneé
systémy standard(i pro kalibraci. Cili kazda technika ma sva vlastni kritéria
pro hodnoceni.

Prvni pouzivanou pevnou fazi byla nitrocelul6za. Vazba na antigen je stabilni,
ale muze dojit k zamaskovani nékterych epitopu antigenu a také dochazi k
nespecifické vazbe IgE na nitrocelulézu v pfipadée, ze hladiny celkového IgE
jsou vysoke.

Navazani antigenu na pevnou fazi v trojrozmérné podobé je vyznamnym
zlepsenim techniky. Alergen je v tomto pfipadé navazan na hydrofilni derivat
celuldzy. Tento systém ma schopnost vazat trikrat vice bilkoviny alergenu nez

papirovy disk. Tato technika je uvadéna pod oznaCenim CAP System.



Jinym zlepSenim puvodni metody je navazani antigenu v kapalné fazi -
AlaSTAT.

Ruzné enzymy ke znaceni anti-IgE protilatek: beta-galaktosidaza ziskana z E.
coli pfi RAST Phadezym technice, alkalicka fosfataza z E. coli (FAST), kienova
peroxidaza (AlaSTAT) atd.

Charakter enzymu hraje roli pfi detekci zejména protilatek proti potravinovym
alergenum. Pouziti alkalické fosfatazy (napf. FAST) snizuje citlivost techniky
zejména pro potravinové alergeny rostlinného puUvodu (ovoce, zelenina).
Naopak galaktozidaza (napf. RAST Phadezym) snizuje senzitivitu pro
potravinové alergeny zivoCiSného puvodu (zejména mléko). Je velmi
pravdepodobne, Zze charakter pouzitétho substratu hraje rovnez
nezanedbatelnou roli. Napfiklad substrat pouzity pfi FAST technice je

nevhodny pro stanoveni protilatek proti celeru a jiné korenove zelenineé.



CAP

Vazba IgE na alergen
v pevne fazi

- vazba je omezena na
povrch pevné faze

AlaSTAT

Vazba IgE na alergen
v kapalné fazi
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- reaktanty jsou mobilni a
viude v dobrém vzajemném
kontaktu



Ruzné techniky pouzivaji ruzné protilatky anti-lgg - monoklonalnich i
polyklonalnich. LiSi se i v systému detekce: radioimunoassay, fluorescencni
alergosorbent test (FAST) atd. Dulezité hledisko modernich technik je trend
k vysoké automatizaci.

Vyznamnym problémem je vybér standardu pro kalibraci. Mohou to byt séra
obsahujici specifické protilatky proti pylu bfizy (RAST), jilku (FAST) apod. CAP
pouziva jako standard celkovy IgE.

Vzhledem k témto vySe uvedenym odliSnostem jsou i rozdily ve vysledcich
u riznych technik velmi casté.

Specifita testu, tedy vlastnost testu, ze neni faleSné pozitivni, nesmi byt
zaménovana s pozitivitou na zkrizené reagujici alergeny (nejcastéji pyly,
ovoce, zelenina), ktera se nemusi projevovat klinicky. Specifita RAST testu
je vyborna - kolem 95 %. Specifita FAST testu je 0 néco nizsi. Prfitomnost
specifickych IgE protilatek proti urCitému alergenu neni vyloucena ani u

asymptomaticke osoby.



Senzitivita (citlivost) testu se pohybuje u nejkvalitngjSich technik kolem 75 %.
Nékteré antigenni slozky mohou z komeréné dostupnych preparatd vymizet, a
tim zpUsobit faleSné negativni vysledek.

Vysledkem testu nejsou skutecné koncentrace:

- obsah specifickych protilatek v séru je casto vyssi nez vazebna kapacita
alergenu.

- nemusi byt vzdy zcela zajisténo, ze po vazbeé alergenu na pevnou fazi
jsou dostupné vSechny antigenni determinanty daného alergenu.

- béehem inkubace nemusi dojit k navazani vsech specifickych IgE
protilatek (rizna afinita protilatek proti riznym epitoptim) a nelze ani

vyloucit interferenci specifickych IgG protilatek (napf'. po imunoterapii).
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Presto Ize pokladat mnozstvi navazané sekundarni znaCené protilatky za
umeérneé (v urcitém rozsahu) mnozstvi specifického IgE ve vySetfovaném séru.
Krivky vyjadrujici zavislost vazby na mnozstvi specifickych protilatek
byvaji paralelni pro ruzné alergeny i pro celkové IgE. Proto Ize takovou
kfivku pouzit jako kalibracni i pro jiné alergeny. Koneénym vysledkem je

spise relativni €islo.

Testy detekujici uvolnéni mediatoru po expozici alergenu

Test uvolnéni_histaminu - kvantifikace histaminu uvolnéného z bazofilu po

inkubaci s alergenem. Kvantifikace histaminu pomoci ELISA nebo RIA s
vyuzitim monoklonalni protilatky proti histaminu. Ur€ita omezeni vzhledem k
pomérné vysokému spontannimu uvolnovani histaminu z leukocytt.

Test uvolnéni tryptazy - mediator uvoliiovany z mastocytl, ma delSi poloCas

rozpadu, oproti stanoveni histaminu nebyvaji vysledky falesné pozitivni,

vyznam u anafylaktickych reakci (leky, bodnuti hmyzem), stanoveni - FEIA



CAST test (Cellular Allergen Stimulation Test) - méreni hladiny leukotrienu

po stimulaci leukocytt IL-3 a alergenem in vitro. Principem ELISA technika s
monoklonalni protilatkou proti spole¢né determinanté leukotriend.

Testy jsou urCeny predevsSim pro vyzkumne ucely. Rutinnimu vyuziti brani
vysoka cena a naroky na vybaveni laboratore. Senzitivita a specifita téchto
testl muze byt v problematicka. Perspektivné uplatnéni i v oblastech, kde

reakce nejsou zprostredkovany IgE mechanismem (nékteré Iléky,

potraviny).
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Stanoveni ECP (eosinofilni kationicky protein)

Aktivované eozinofily degranuluji a uvoliuji do okolnich tkani silné bazické
granularni proteiny, které jsou schopny nicit parazity. Mohou vSak zpusobit
destrukci tkani spojenou s astmatem a jinymi zanétlivymi onemocnénimi. Mezi
granularni proteiny patrfi i ECP. ECP narusuje bunécnou membranu a
umoznuje prunik enzymu do bunék a jejich nasledné poskozeni a
poskozeni tkani podsliznicniho vaziva, bazalni membrany respiracni
sliznice i hladkého svalstva bronchu.

Existuje vysoka korelace mezi koncentraci ECP a klinickymi astmatickymi
symptomy.

ECP odrazi sezénni zmeny aktivity atopického onemocnéni, nezavisle na
koncentraci IgE.

Koncentrace ECP koreluje s aktivitou atopické dermatitidy.



Stanoveni hladiny ECP se nabizi jako vhodny diagnosticky ukazatel
tize zanetu u astmatu, ale v praxi ma urcité limity.

Metodika je citliva, ale provadi se jen na urcCitych typech laboratornich
analyzatoru ve specializovanych imunologickych laboratofich.
Doporuceny €as na zpracovani vzorku 1-2 hodiny pri uchovani krve v
pokojove teplote, nebo okamzité oddeleni sera a hluboké zamrazeni
pred vlastnim zpracovanim. VySetfovaci metoda: vysokoafinitni FEIA

(CAP systém), chemiluminiscencni analyza (IMMULITE)

Referencni hodnoty: < 20 ug/I
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Test aktivace bazofili (BAT)

Test aktivace bazofilli s vyuzitim flowcytometru vyvinut jako alternativni
metoda pro in vitro diagnostiku IgE zprostfredkované alergické reakce pro
riizné alergeny.

Po expozici alergenu dochazi k aktivaci bazofili s navazanymi molekulami
alergen-specifického IgE na povrchu buriky.

Dochazi ke zmené exprese neékterych povrchovych struktur techto bunék.
Vyuzito sledovani zmény exprese antigenu CD63 na bunkach nesoucich IgE
(bazofilech) pomoci flowcytometru. CD63 je proteinova molekula o
hmotnosti 53kDa exprimovana na cytoplazmatickych granulich riiznych
klidovych bunék. Bylo prokazano, ze lidské bazofily aktivované in vitro
(alergenem nebo anti-lggE protilatkami) prostfednictvim jejich
vysokoafinitniho receptoru pro IgE nové exprimuji CD63 také na své
membrané. Exprese CD63 na povrchu bazofili tak velmi dobfe koreluje s

jejich degranulaci.



PIna krev (event. suspenze leukocytu) inkubovana s alergenem.

SoucCasné inkubace tzv. negativni kontroly (misto alergenu pfidan fredici
roztok) a pozitivni kontroly (latka zpUsobujici aktivaci co nejvétSiho poctu
bazofilu - anti-IgE protilatka nebo N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin tzv.
FMLP).

Po inkubaci smichani s protilatkou oznacujici bazofily (anti-lgE nebo anti-
CD203) a protilatkou vazajici se na aktivované bazofily (anti-CD63).

Poté provedena lyza erytrocytu.

Méreni pomoci flowcytometru.

Bazofily tzv. gatovany na zakladé bocniho rozptylu (side scatter) a
specifického znaceni bazofilt (SS/anti-Igk nebo SS/CD203c).

Na takto vybranych bazofilech je méfena exprese aktivaCniho znaku CDG3.
Vysledkem procento aktivovanych bazofili tj. anti-lgg+/CD63+ nebo

CD203c+/CD63+ v zavislosti na typu pouzitych protilatek.



Odkazy na stranky se seznamy alergologickych
vysetreni na nekterych pracovistich

http://www.fnusa.cz/files/kliniky/ukia/UKIA matody 0911.pdf

http://www.ifcor.cz/index.php?option=com content&view=article&id=67&Iltemid
=5&limitstart=5

http://www.interimun.cz/prehled-vysetreni-23-alergologie-%28specificke-ige-
aj.%29.htm

http://www.interimun.cz/prehled-vysetreni-32-alergologie-%28test-aktivace-
bazofilu%29.htm

http://www.imalab.cz/clanek/266-test-aktivace-bazofilu.aspx

http://www.ftn.cz/fileadmin/ftn/Kliniky/Imunologie/Dokumenty/2012 Imuno zad
| a 2 web.pdf
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Structures of known allergens. All structures are available in the Protein Data Bank and the code for each
is given. (1) Timothy grass pollen allergen Phl p 2 (crystal, 1.9 A resolution, 1WHO). (2) Mite allergen
Der p 2 (NMR structure, 1A9V). (3) Mite allergen Der f 2 (NMR structure, 1AHK). (4) Bovine lipocalin
dander allergen Bos d 2 (crystal, 1.8 A resolution, 1BJ7). (5) Horse allergen Equ ¢ 1 (crystal, 2.3 A
resolution, 1EW3). (6) Mouse urinary protein Mus m 1 (crystal, 2.4 A resolution, 1IMUP). (7) Protein
Llpr10.1A from yellow lupine (crystal, 1.95 A resolution, 1ICX). (8) Birch pollen allergen Bet v 1
(crystal, 2.0 A resolution 1BV1). (9) Bovine lactoglobulin (crystal, 1.8 A resolution, 1BEB). (10) Cherry
allergen Pru av 1 (NMR structure, 1E09). (11) Timothy grass pollen allergen Phl p 1 (crystal, 2.9 A
resolution, 1N10). (12) Human profilin (crystal, 2.0 A resolution, 1FIL). (13) Arabidopsis thaliana
profilin (crystal, 1.6 A resolution, 3NUL). (14) Ragweed pollen allergen Amb T 5 (NMR stucture,
1BBG). (15) Wasp venom allergen 5 (crystal, 1.9 A resolution, 1QNX). (16) Hevea latex allergen Hev b 8
(crystal, 3.1 A resolution, 1G5U). (17) Bee venom phospholipase A2 (crystal, 2.0 A resolution, 1POC).
(18) Birch pollen profilin (crystal, 2.4 A resolution 1CQA).



(19) Hen egg-white lysozyme (crystal, 1.8 A resolution, 1BWH). (20) Acanthamoeba castellanii profilin
(crystal, 2.3 A resolution, 1F2K). (21) Yeast profilin (crystal, 2.3 A resolution, 1YPR). (22) Bee venom
hyaluronidase (crystal, 1.6 A resolution, 1FCQ). (23) Rat urinary protein and its complex with a
Hyaline Droplet Inducer (crystal, 2.9 A resolution, 2A2G). (24) Aspergillus fumigatus manganese
superoxide dismutase (crystal, 2.0 A resolution, 1KKC). (25) Carp parvalbumin (crystal, 1.5 A
resolution, 4CPV). (26) Human serum albumin (crystal, 2.5 A resolution, 1BJ5). (27) Functional domain
of timothy grass pollen allergen Phl p 5b (crystal, 1.98 A resolution 1L3P). (28) Timothy grass pollen
allergen Phl p 6 (crystal, 2.8 A resolution, 1NLX). (29) Tropomyosin (crystal, 7.0 A resolution, 1C1G).
(30) Timothy grass pollen allergen, Phl p 7 (crystal, 1.75 A resolution, 1K9U). Figure kindly provided by
R. Valenta.

http://www.nature.com/embor/journal/v5/n8/fig_tab/7400204 f1.html



