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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékarskych véd

Studijni obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Autor: Bc. Denisa Velcovska

Vedouci prace: prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Srovnani dvou multiplexovych metod pro prikaz specifickych

IgE protilatek proti molekuldrné definovanym alergendm

Diplomova prace se zabyva srovnanim dvou multiplexovych metod ALEX a ISAC pfi
stanoveni specifickych IgE protilatek proti vybranym alergenlim u pacient( s atopickou
dermatitidou. Cilem této prace je statistické srovnani obou metod a zhodnoceni
ziskanych dat, zda obé metody poskytuji podobné vysledky a jsou mezi sebou
zameénitelné, Ci poskytuji vyznamné rozdily ve vysledcich statistického srovnani. Prace se
soustreduje prevdzné na inhala¢ni alergeny plisni, rozto¢l, Rusa domaciho a zvifecich

alergen(.

Teoretickd ¢ast prace je zamérena na alergie a jejich klinické formy. Déle jsou zde
popsany alergeny, jejich ndzvoslovi, biochemicka struktura a také metody, které slouzi

k diagnostice alergického zanétu.

V experimentalni ¢asti je zhodnocena zakladni statistika souboru, kterd obsahuje 96
pacientd z alergologické ambulance Kozni kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Statistické zkoumani je zaméreno na kvantitativni a kvalitativni vyhodnoceni dat. Pro
kvalitativni analyzu byl vybran chi-kvadrat test pro cetnost jednotlivych alergen( ve
tfidach, a také pro cetnost pozitivnich a negativnich vysledk(. Pro kvantitativni

vyhodnoceni byla pouZita korela¢ni analyza a Spearman(v korelac¢ni koeficient.

Pti zhodnoceni vysledkd byla zjisténa velmi dobra shoda mezi metodami ALEX a ISAC
v kvalitativnich vysledcich. TaktéZ pfi srovnani kvantitativnich hodnot pomoci korelaéni

analyzy bylo u vétsSiny alergen( dosazZeno statisticky vyznamné korelace mezi metodami.



Dané cile byly splnény a lze fici, Ze obé metody se principidlné shoduji a je mozné je
s jistou vyhradou vzajemné zaménit. Vyhrada spociva predevsim v horsi shodé ve
vysokych hodnotdch IgE u vétsiny alergend, kdy metoda ALEX poskytuje nizsi hodnoty

nez metoda ISAC.

Klicova slova: alergicky zdnét, alergeny, specifické IgE, atopickd dermatitida,

multiplexové metody ALEX, ISAC



ABSTRACT

Charles University Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Subject of study: Bioanalytical laboratory diagnostics in health care
Author: Bc. Denisa Velcovska

Supervisor: prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

Title of diploma thesis: Comparison of two multiplex (biochip) methods for
determination of specific IgE antibodies against food allergens in group of patients

suffering from atopic dermatitis

This thesis deals with the comparison of two multiplex (biochip) methods ALEX and ISAC
in the determination of specific IgE antibodies against selected allergens in patients with
atopic dermatitis. The aim of this thesis is to statistically compare the two methods and
perform an evaluation of the data obtained, to assess whether the two methods provide
similar results and are interchangeable, or whether a statistically significant difference
can be observed. This diploma thesis mainly focuses on inhalant allergens of moulds,

mites, house dust mites and animal allergens.

The theoretical part of this diploma thesis is focused on allergies and their clinical forms.
It also describes allergens, their nomenclature, biochemical structure and methods used

to diagnose allergic inflammation.

In the experimental part, the basic statistics of the cohort, which includes 96 patients
from the allergy outpatient clinic of the Skin Clinic of the University Hospital Hradec
Kralové, is evaluated. The statistical investigation focuses on a quantitative and
gualitative data assessment. For the qualitative analysis, the chi-square test was chosen
to assess for the frequency of individual allergens in the classes, as weel as the frequency
of positive and negative results. Correlation analysis and Spearman's correlation

coefficient were used for quantitative evaluation.

Upon qualitative analysis of the results, there was a very positive link found between
the ALEX and ISAC methods. Additionally, when comparing the quantitative values using
9



correlation analysis, a statistically significant correlation between these methods could
be observed for most allergens. In conclusion, the given objectives were met, it can be
deduced that the two methods are in principle identical and can, to a certain extent, be
interchanged. The uncertainty lies mainly in the weaker association between the high
IgE values for most allergens, with the ALEX method providing lower values than the

ISAC method.

Keywords: allergic inflammation, specific IgE, atopic dermatitis, multiplex methods,

ALEX, ISAC
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1 UvoD

Alergickd onemocnéni jsou ve svété velmi rozsifend a predstavuji zavazny spolecensky
a ekonomicky problém. Postihuji zejména obyvatele vyspélych zemi. Podle nékterych
udajl trpi néjakym projevem alergického zanétu az 25 % obyvatelstva a toto Cislo stale
narlistd. Lécba alergického zanétu spotiebovdva obrovské sumy ze spolecenskych
zdroju. Velmi ndkladnd |écba je zavisla na prfesnosti a spolehlivosti klinické a laboratorni
diagnostiky. Klinicka diagnostika spociva v podrobné anamnéze a vhodném testovani
v ambulanci alergologa. K dispozici jsou kozni testy, expozicni testy, epikutdnni testy
a pfidychacich projevech i spirometrie, rhinomanometrie nebo méreni oxidu dusnatého
ve vydechovaném vzduchu (FENO). Vyznamnym pomocnikem alergologa, kozniho Ci
plicniho |ékafe je laboratorni diagnostika, kde je nejuZivanéjSim testem stanoveni
specifickych IgE protilatek proti alergenu (alergentim) zpUlsobujicimu pacientovi obtize.
Nejcastéjsim cilem analyzy je najit specificky, pri¢inny alergen. K tomuto ucelu slouzi
celd fada laboratornich metod. Komplexni pohled na pacienta umoznuji multiplexové
metody schopné zméfit desitky aZz stovky rliznych specifit IgE protilatek a tim odhalit
vétdinu klicovych alergend. Nejuzivanéjsi multiplexové metody v Evropé i Ceské
republice jsou metoda ISAC od firmy ThermoFisher/Phadia a metoda ALEX od firmy
MacroArrayDX. Obé tyto metody poskytuji komplexni alergicky profil vySetfovanych
pacientd. Otazkou je, zda poskytuji srovnatelné vysledky a tim i srovnatelny diagnosticky
zavér. Porovnani obou metod na vhodném souboru pacient(l je zakladnim cilem této

prace.
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2 ZADANI - CiL PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace je srovnani dvou multiplexovych metod na stanoveni
specifickych IgE protilatek, a to metody ISAC od firmy ThermoFisher/Phadia a metody
ALEX od firmy MacroArray Diagnostics.

Srovnani bude provedeno na skupiné pacientll s atopickou dermatitidou, kde jsou
ocekavany vyssi hodnoty specifickych IgE protilatek a vétsi pocet pozitivnich nalezl ve

srovnani s pacienty s jinymi alergickymi onemocnénimi.

Z celé palety vySetfovanych IgE protilatek byly pro detailni srovnani vybrany zviteci

alergeny, alergeny roztocl a plisni.
Budou porovnany kvalitativni i kvantitativni hodnoty.

Pro srovnani budou vytipovany a pouzity vhodné statistické metody.

12



3 ALERGIE

Poprvé prispél terminem ,alergie” v roce 1906 vidersky Iékai Clemens von Pirquet. Pfi
pozorovani precitlivélosti svych pacientd zjistil, Ze typicky neskodné latky jako napr.

konkrétni potraviny, pyl ¢i prach zplsobuji u pacientlim potize (Aldakheel, 2021).

Termin alergie zahrnuje chronické zanétlivé poruchy s abnormalnimi imunitnimi
reakcemi na urcité environmentalni ¢astice nazyvané alergeny. Alergické priznaky jsou
velmi rlznorodé od mirnych az po zivot ohrozujici reakce, které predstavuji velké
nebezpeci. Mezi alergie nalezi Siroka skala rdznych reakci. Priciny alergického zanétu
nejsou dosud objasnény. Predpoklada se, Ze u geneticky predisponovanych jedincu jsou
vlivem dalSich faktord imunitnim systémem rozpoznany zvifeci a rostlinné proteiny
(alergeny), které zdravi lidé toleruji. Predispozice pro vznik alergického zanétu se nazyva
atopie. Pokud se alergicky zanét projevi klinicky v podobé onemocnéni, hovofime

o alergii (Aldakheel, 2021).

Alergicky zanét ma celou radu klinickych projevi postihujicich rdzné organy. Prikladem
mUze byt koZni zanét (dermatitida), anafylaxe, alergicka ryma, potravinova alergie
a astma. Mezi spoustéce alergickych reakci mizeme zaradit chemické alergeny (napf.
barvy, krémy a produkty péce o plet,...), potravinové alergeny (napt. ofechy, arasidy,

vejce,...) a aeroalergeny (napf. roztoce, spory, pyly,...) (Aldakheel, 2021).

Drive byl pojem alergie pouZivan k popisu Siroké fady nevhodnych zanétlivych
hyperimunitnich reakci. Philip Gell a Robin Coombs navrhli novy systém kategorizace
v roce 1963, ktery na zakladé imunitnich mechanism( definoval reakce hypersenzitivity
I. az IV. typu. Akutni hypersenzitivita |. typu zprostfedkovand IgE byla v tomto
klasifikacnim systému oznacena jako ,alergie”. Vyznacuje se rychlym nastupem priznaka
precitlivélosti nebo alergie, a reakce se rozvinou za méné nez 20 minut po alergické
expozici. Klicem bylo pochopeni vyznamu IgE protildtek a mechanismu alergického

zanétu (Aldakheel, 2021).

Kimishige Ishizaka a jeho kolegové v roce 1960 zjistili, Ze tfida protilatek IgE
zprostiedkovava alergickou precitlivélost typu I. Bylo tak dokazano Ze IgE alergicka
protilatka je kliCovou imunologickou slozkou, kterd mze zplsobit atopii nebo alergii

u vnimavych, predisponovanych jedincl (Aldakheel, 2021).
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3.1 Imunopatologicka reakce I. typu

Hypersenzitivni reakce I. typu jsou zprostfedkované protilatkami typu IgE. Protilatky IgE
se vytvafi proti antigenu (nebo alergenu), pficemz tendence jednotlivce k tvorbé IgE je
ur¢ovana mnoha faktory, v€etné genetiky, citlivosti T-lymfocytli a antigenni zatéze.
Protilatky IgE se vazi na vysokoafinitni IgE receptory na povrchu Zirnych bunék a bazofild.
Tyto bunky jsou nasledné pripraveny reagovat, pokud se pfi dalsi prileZitosti dostanou
do tésné blizkosti alergenu. Cross-linked IgE na povrchu bunék zpisobuje rychlou
bunécnou degranulaci a uvolnéni fady chemickych mediatord. Mezi mediatory uvolnéné
degranulaci Zirnych bunék patfi predem vytvorené molekuly histamin, proteazové
enzymy, proteoglykany (heparin) a chemotaktické faktory. Reakce antigenu s IgE na
Zirnych bunkach také stimuluje syntézu a uvolfiovani destickového aktivaéniho faktoru
(PAF), leukotriend (B4, C4 a D4) a prostaglandinC (hlavné PGD2). U¢inky histaminu zavisi
na misté uvolnéni. V dychacich cestdch vyvolavd kontrakci hladkého svalstva, v kizi
zplisobuje charakteristicky zanét. Siroka aktivace Zirnych bunék vede k systémovym
ucinkdm. Mezi né patfi obéhovy 3ok, hypotenze, kolaps, tisen na hrudi
precitlivélosti I. typu se objevuji rychle (pfiblizné do 20 minut) a nazyvaji se také

»okamzité reakce precitlivélosti“ (Sheldon, Wheeler a Riches, 2014).

3.2 Epidemie alergie v poslednich 100 letech

V poslednich 100 az 150 letech prodélala lidska civilizace vyznamny vyvojovy skok.
Zménou Zivotniho stylu, vyssi Urovni osobni i komunadlni hygieny spojené s aplikaci
vakcin a objevem antibiotik se podafilo vyrazné omezit morbiditu a mortalitu na zavazné
infekéni onemocnéni bakteridlniho i virového plvodu. Zaroven vlivem zlepsSenych
hygienickych podminek a cilenou Iékafskou péci byl silné potlaéen vyskyt parazitarnich
onemocnéni véetné helmintli. To vSe prinasi velké benefity pro lidskou populaci.
Na druhé strané ale chybéjici kontakt sinfekénim agens vede k oslabeni imunitni
obranyschopnosti, jelikoZ imunitni systém potiebuje pro spravné nastaveni vSech funkci
kontakt s infekénimi podnéty. Zejména jsou postizeny télni bariéry jako je klize, zazivaci
a dychaci trakt. To jednak vede knizsi odpovédi na infekci, ale také k rozvoji

imunopatologickych reaktivit véetné alergického zdnétu. Zejména v rozvinutych zemi je
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v poslednich desetiletich pozorovadn trend k setrvalému ndrlstu poctu alergickych
onemocnéni. Postupné narusta vyskyt senné rymy, souvisejici s pylem trav v Evropé
a pylem ambrozii v USA. Pfed rokem 1960 bylo jen skromné povédomi o dlleZitosti role
domdciho prachu a do té doby ani nezacal nar(st détského astmatu (Woodfolk et al.,

2015).

Druha alergicka ,epidemie” zacala poté co, byla alergickd ryma pIné rozvinuta. Nardst
astmatu nastal predevsim u déti, u kterych bylo toto onemocnéni do té doby neobvyklé.
Naopak ve vesnicich Keni, Ekvddoru a dalSich chudych oblastech alergické astma u déti
zatim nepredstavuje problém. Spole¢nym rysem astmatu u déti je senzibilizace primarné
alergeny v interiéru. Hlavnimi dlvody byly zmény v podminkdach bydleni, kdy se zvysil

Cas straveny uvniti (Woodfolk et al., 2015).

Nejnovéjsi epidemii je narlist potravinové alergie, zejména na arasidy. Senzibilizace
mUZe nastat jak pres kiOzi, tak pfi vyhybani expozici arasididm v raném détstvi. Dalsi
otdzkou je, zda pravidelné myti pokozky zejména detergenty, nenarusuje néktery prvek
kozni bariéry. V soucasnosti existuji dikazy o defektech ve strukturnim proteinu

filagrinu, zvysujicich senzibilizaci pres klzi a riziko ekzém( (Woodfolk et al., 2015).

3.3 Klinické formy alergie

3.3.1 Atopicky ekzém

Atopickd dermatitida (AD) znama taktéz jako atopicky ekzém je béiné se vyskytujici
chronické, recidivujici a zanétlivé kozni onemocnéni, které mlaze vyznamné ovlivnit
kvalitu Zivota postizenych jedinc(i. Patogeneze tohoto onemocnéni neni zcela
objasnéna, ale predpokladd se jako vysledek komplexni souhry mezi defekty kozni
bariérové funkce, environmentdlnimi a infekénimi agens a imunitni dysregulaci (Kapur

et al., 2018).
Onemocnéni se nejc¢astéji vyviji v pribéhu détstvi a vyznacuje se recidivujicimi
ekzémovymi lézemi tj. Spatné definované, erytematdzni (Cervené) skvrny s exsudaci,

puchyfi a krustami v ranych stadiich a Supinaténim, praskanim a lichenifikaci

(ztenovanim) v pozdéjsich fazich. Navic tento stav doprovazi intenzivni svédéni
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a nepohodli. Tyto projevy mohou vést dokonce ke ztraté spdnku, snizenému

sebevédomi a Spatnému vykonu ve Skole a v praci (Weidinger et al., 2018).

Jedna se o extrémné heterogenni onemocnéni se Sirokym spektrem klinickych pfiznaku
od minimalniho flexurdlniho ekzému vyskytujiciho se vzdhybech na téle az po
erytrodermii (erytém/ zarudnuti postihujici >90 % povrchu téla). Casto se manifestuje
jako ekzém omezeny na ruce a pravdépodobné zahrnujici rlzné podtypy s odliSnymi

a prekryvajicimi se patologickymi mechanismy (Weidinger et al., 2018).

Nevyskytuje se jako samotné onemocnéni, ale muze koexistovat s jinymi atopickymi
onemocnénimi zavislymi na protilatkach typu IgE, mezi které patti bronchialni astma,

alergicka ryma, kataralni konjunktivitida a potravinova alergie (Nowicki et al., 2020).

Obrazek 1: Nejcastéjsi mista vyskytu atopického ekzému u déti a dospélych (Colleyville Dermatology,
c2023)

3.3.2 Bronchialni astma

V pfipadé bronchialniho astmatu dochazi k zachvatdm dusnosti a piskotdm. Tento stav
je navozen jak po expozici alergenu, tak po namaze ¢i vystaveni emocnimu stresu.
Typické je také narusSeni spanku pacienta a nocni obtize. V nékterych pripadech jsou
u pacienta misto dusnosti tzv. astmatické ekvivalenty, mezi které patfi epizody

drazdivého a dusivého kasle (Litzman, 2007).
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3.3.3 Alergicka ryma

Jednd se o jedno z nejéastéjSich alergickych onemocnéni, které postihuje hlavné
populaci v produktivnim véku spiSe nez déti. JelikoZ byva velmi podcenovand, hlavnim
problémem jsou nasledné komplikace vedouci az k bronchidlnimu astmatu (Vernerova,

2012).

Zejména jde o vodnatou rymu vyskytujici se spolecné se svédénim, salvami kychani Ci
nosni obstrukci. Na rozdil od infekéni rymy pretrvdva delsi dobu a ¢asto je spojena
s uréitym rocnim obdobim, pfi alergii na sezénni alergeny (napf. pyly). Mimo jiné je
spojena s alergickou konjunktivitidou projevujici se palenim a fezanim oci, slzenim

a svétloplachosti (Litzman, 2007).

3.4 Potravinova alergie a intolerance

Potravinovd alergie je patologickd reakce imunitniho systému vyvolana pozitim
potravinového proteinového antigenu. Vystaveni velmi malému mnoizstvi alergennich
potravin mazZe vyvolat klinické projevy jako jsou gastrointestinalni poruchy, kopfivka
a zanéty dychacich cest. Rozsah projevl je od mirnych aZz po Zivot ohroZujici (Yu,

Freeland a Nadeau, 2016).

Alergie na potravinu je zprostfedkovana tfemi typy imunopatologickych mechanism.
Mezi prvni patfi reakce zprostfedkovana protilatkami IgE s rychlym ndstupem po
konzumaci potraviny obvykle do 2 hodin. Dale reakce nezprostfedkovana Igk, jeji nastup
je viditelny po 2 a vice hodinach po konzumaci. Této reakce se Ucastni antigen specifické
T-lymfocyty a nasleduji subkutanni projevy s prestupem do chronickych obtizi. Posledni
typ reakce kombinuje predchozi typy mechanisma, tedy je vysledkem kombinaci IgE

a non-Igé mechanismu (Yu, Freeland a Nadeau, 2016).

Mezi nejcastéjSi potravinové alergeny patfi slepici vejce, kravské mléko, sdja, orechy
a ryby spolu s morskymi plody. Pfiznaky se mohou liSit od mirnych az po zdvainé
a v extrémnich pripadech mlZe potravinova alergie vést k anafylaxi, coZ je Zivot
ohroZujici alergicka reakce. Potravinové alergeny mohou zplsobovat i atopickou

dermatitidu, kopfivku kize ¢i vedou k extrakutdannim projeviim. Reakce pozdniho typu
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potravinové alergie vede k exacerbaci AD a ekzematdznim lézim, které se vyskytuji po 6-

48 hodinach (Dai, 2007).

Klinickd anamnéza a fyzikdIni vySetfeni jsou prvni volbou pfi diagnostice potravinové
alergie. Anamnéza se soustfeduje na identifikaci rizikovych potravin na zdkladé osobni
a/nebo rodinné anamnézy. FyzikdIni vySetfeni hodnoti klinické projevy v zaZivacim
traktu, pfipadné na k(zi ¢i v dychacim systému. Pfi podezfeni na potravinovou alergii
zprostfedkovanou IgE se provadi méreni sérové hladiny alergen-specifického IgE (sIgE)

a kozni prick testy (SPT) (Ansotegui et al., 2020).

Casto se pojmy potravinova alergie a potravinova intolerance neuZivaji spravné. Je mezi
nimi zasadni rozdil v patofyziologii, diagnostice i Ié¢ebném postupu. Potravinova alergie
je rekce zprostifedkovana imunitnimi mechanismy, zatimco potravinova intolerance je
zplUsobena metabolickymi poruchami, nejcastéji chybénim klicového enzymu, ktery
danou potravinu zpracovava. Napftiklad laktézova intolerance vznikd z neimunitnich

faktorq, jako je malabsorpce laktozy ¢i nedostatek enzymu laktazy (Dai, 2007).

4 ALERGENY

Alergeny jsou cizi proteiny ¢i glykoproteiny, které u vnimavého jedince vyvolavaji
imunitni odpovéd  charakteristickou tvorbou IgE protildtek a aktivaci
basofilnich, eosinofilnich granulocyti a Zirnych bunék. Nejéastéji se jedna o zviteci nebo
rostlinné proteiny, ale alergeny mohou byt i nékteré chemické latky a léky. Expozice
pricinnému alergenu vyvola ¢asto akutni reakci, opakovana a/nebo trvald expozice vede
ke chronickému zanétu, jak miZeme vidét u astmatu, atopické dermatitidy a u urcitych

forem potravinové alergie (Woodfolk et al., 2015).

Problematika alergického zanétu se dostala do popredi zdjmu zdravotnické verejnosti
zhruba pred 100 lety v souvislosti s nardstem ptipadd, zlepSenim systému lékarské péce
a s pokrokem v poznani imunitniho systému. Senzibilizace na pyly byla vté dobé
dominantni formou. S civilizaénimi zménami, kdy cela fada Cinnosti byla presunuta do
vnitfnich prostor, se spektrum rizikovych alergen(i zménilo ve prospéch inhalacnich,
vyskytujicich se v interiéru. V neposledni fadé také pribyva potravinovych alergii

(Woodfolk et al., 2015).
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4.1 Nazvoslovi alergent

Nazvoslovi alergenl se vyvijelo nékolik desitek let. V laboratorni praxi se pouZziva
oznaceni velkym pismenem oznacujicim skupinu (F: potraviny, E: epitelie, T: stromy atd.)
a Cislo specifické pro alergen. Prikladem m{Ze byt pyl bfizy oznacovan jako T3. Tato
nomenklatura ovSem nevyhovovala pro oznaceni molekuldrné definovanych alergent
(komponent). Na pocatku vzniku myslenky o soucasném systému nomenklatury
alergen( stoji Iékati David Marsh (USA), Henning Lgwenstein (Dansko) a Thomas Platts-
Mills (UK). O této myslence diskutovali béhem projizdky lodi po jezefe v roce 1980.
Revidovany systém nomenklatury byl poprvé popsan v Bulletinu Svétové zdravotnické
organizace vyborem lékatl, ktefi vstoupili do Mezindrodni unie imunologickych

spolecnosti (IUIS) (Pomés et al., 2018).

Soucasna nomenklatura se vyvinula az o nékolik let pozdéji, a to konkrétné v roce 1994.
Nazvy alergent se prestaly psat kurzivou a nyni se sklddaji z prvnich tfi pismen rodu,
jednoho pismena z druhu a za nimi ndsleduje arabska Cislice, ktera nahradila Cislici
psanou fimsky. Napf. mysi alergen Mus musculus je oznacen jako Mus m 1. V nékterych
pfipadech se do rodu pridalo jesté dalsi pismeno napf. Sola pro rajée (Solanum
lycopersicum) z divodu, Ze Sol byl pouzit alergeny mravencl (Solenopsis sp.). Také
oznaceni Hel (Hel as 1) se pouzivad pro hlemyzdé (Helix aspersa) a Hela se pouziva pro

.....

nazvy alergen(i od rdznych druh’ (Pomés et al., 2018).

Alergeny ze stejného zdroje jsou zarfazeny do biochemickych skupin (oznacené arabskou
Cislici, ktera obsahuje dvé Cislice), obvykle podle poradi, ve kterém byly identifikovany
napr. Der p 1 nebo Bet v 1. Pokud je to mozné, alergeny z rGznych druhd, pribuzné az
k taxonomické urovni Celedi nebo fadu, které patfi do stejné proteinové rodiny, maji
pridéleny stejné Cislo napfi¢ druhy. Nicméné, vzhledem k historické konvenci
pojmenovani, nékteré alergeny stejné biochemické proteinové rodiny maji pfifrazeny
razna Cisla (napr. pektatové lydzy Amb a 1 a Art v 6, PR-10 proteiny Betv1 a Ara h 8§,
nebo profiliny Amb a 8, Bet v 2, Phl p 12 a Art v 4) (Pomés et al., 2018).

Detailni poznani struktury alergennich proteind umozZnilo definovat izoalergeny

a varianty (izoformy) v zavislosti na shodé jejich aminokyselinové sekvence. I1zoalergeny
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patfi mezi homologni alergeny sdileji spolené biochemické vlastnosti. Mezi tyto
vlastnosti nalezi obdobna velikost molekul, podobnda nebo identicka biologicka funkce
a také identita aminokyselinové sekvence alespon v 67 %. Kazdy izoalergen mlze mit
vice forem s vysoce identickymi sekvencemi (>90 %), typicky se liSicimi pouze nékolika
aminokyselinami, které jsou oznaCovany jako varianty (ptip. izoformy). Takto definované
izoalergeny a jejich varianty jsou rozliSeny cCiselnymi pfiponami za tec¢kou na konci
oznaceni alergenu. Prvni dvé Cislice 01-99 oznacuji konkrétni izoalergen (napf. Amb
a 1.01 a Amb a 1.02) a dvé nasledujici Cislice 01-99 definuji kazdou variantu konkrétniho

izoalergenu (napf. Amb a 1.0101 a Amb a 1.0102) (Pomés et al., 2018).

4.2 Biochemicka struktura alergenu

Po purifikaci byly alergeny definovany na zdkladé své molekulové hmotnosti a pomoci
specifickych protilatek. Nasledovala produkce monoklondlnich protilatek, sekvenovani
a rentgenova krystalografie. Dnes je znama Uplnd struktura mnoha stovek alergent a je
mozné tyto alergeny pfipravovat pomoci rekombinantnich technologii. V laboratorni
diagnostice alergii to znamenad velky pokrok, kdy je moZné testovat IgE protilatky proti
specifickym proteinlm alergenl misto dfive pouzZivanych extraktl zrostlin nebo
zivoCich(. Pro fadu alergen( existuje dostatek dikaz( pro doporuceni stanoveni IgE
proti molekularné definovanym alergentim, kdy jsme schopni odlisit zkfizené reaguijici
proteiny od druhové specifickych, rizikové alergeny od méné nebezpecnych apod.

(Woodfolk et al., 2015).

Vétsina dosud identifikovanych alergend jsou proteiny rozpustné ve vodé a jejich
molekulovd hmotnost je vrozmezi 5 kDa az 50 kDa. Mnoho ztéchto proteinl je
glykosylovanych, ale obecné tato glykosylace nehraje roli v jejich alergenicité.
V minulosti se povaZzovalo za fakt, Ze bazalni membrana nosu je propustna pouze pro
molekuly mensi nez 60 kDa. Nyni je vSak jasné, Ze dendritické buriky mohou odebirat
vzorky proteini rozsifenim svych dendritd pres membranu, a tak jsou schopny
shromazdit vétsi molekuly. Prikladem muzZe byt senzibilizace alergenem Der p 11, jehoz
molekulova hmotnost se pohybuje okolo 100 kDa a navic tvofi agregaty s nasobné vétsi
molekulovou hmotnosti. | pres svou velikost vyvolava alergicky zanét a je spojen typicky

s atopickou dermatitidou. (Woodfolk et al., 2015).
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4.3 Inhalacni alergeny

Inhalacni alergeny se béZzné vyskytuji v ovzdusi a dle jejich umisténi se déli na alergeny
venkovniho prostiedi mezi které patti pyly strom(, trav, obilnin a také vzdusné plisné.
Dalsi skupinu tvofi alergeny vyskytujici se v prostfedi budov a mezi né ndlezi alergeny

roztoct domaciho prachu a alergeny domacich zvirat (Vydlakovd, 2010).

Zacatek purifikace alergen( zacal v 60. letech 20. stoleti u ambrozii a pylu trav, které byly
hlavni pficinou senné rymy u pacientli v USA, jak jiz bylo zminéno vysSe. V té dobé jiz bylo
chapdno, Ze expozice zavisi jak na povaze proteind, tak na vlastnostech castic, které
tvofi. Jedinym relevantnim zdrojem vzdusnych alergen( jsou tedy Castice, které se
mohou dostat do vzduchu. Pro hodnoceni venkovni expozice je tedy mozné identifikovat
a spocitat pylova zrna ¢i spory hub. Naproti tomu vnitini prostfedi se vyznacuje daleko
mensi rychlosti pohybu vzduchu a velké ¢astice, jako vykaly roztocl i pylova zrna rychle
sedimentuji. Mezi ¢asticemi, které se dostavaji v interiéru snadno do vzduchu, jsou velké
rozdily ve velikosti i rychlosti sedimentace. To vede k rozdilnym vysledkiim vypoctu
davky alergenu, ktery byl vdechnut. Nemala ¢ast alergenu, které jsou vdechnuty Usty, je
také spolknuta. Nejlépe prozkoumanymi alergenovymi ¢asticemi v interiéru jsou vykaly

a Casti tél roztoCl (Woodfolk et al., 2015).
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5 MOLEKULARNE DEFINOVANE ALERGENY

Alergie na proteiny a glykoproteiny z ZivocisSnych zdroji je dlleZitym problémem
verejného zdravi, ktery postihuje déti i dospélé. Expozice zvifecim alergendm je klicovym
faktorem pro rozvoj alergie, zejména pro rozvoj alergickych onemocnéni dychacich cest,
jako je astma a ryma. Mezi mnoha casticemi a molekulami ZivocisSného plvodu
pfitomnymi v nasem prostfedi, maji nékteré tu vlastnost, Ze vyvolavaji alergickou
senzibilizaci a reakce zprostfedkované protilatkami Igt. Hlavni zastupci zvirecich
alergenli sdileji spole¢né proteinové charakteristiky, protoZe patii do specifickych
proteinovych rodin. VétSina inhala¢nich savcich alergen( jsou lipokaliny a sérové

albuminy (Kuehn, Hilger, 2015).

Velkou zatézi pro organismus alergika je tedy vSudypritomnost zvirecich alergenu. Lidsky
imunitni systém je vystaven témto proteinim nejen prostiednictvim dychaciho traktu,
ale také pres stfeva a klZi. Rozsahlé studie Zahradnika a Raulfa se zaméruji na zvireci
alergeny ze srsti zvirat ve vnitinim (kocka, pes) i venkovnim prostredi (kin, skot). Alergie
na tyto Zivocisné bilkoviny jsou verejnym problémem, protoZe expozice neni omezena
na blizké okoli pivodniho zdroje, ale tyto molekuly jsou prenaseny vzduchem nebo
ulpivaji na obleceni a dalSich predmétech a tim se dostavaji do kontaktu s dalSimi

osobami (Kuehn, Hilger, 2015).

Ddle je uveden vybér nejvyznamnéjsich skupin alergennich komponent zvirat, roztocq,

plisni a Rusa domaciho, kterymi se tato diplomova prace zabyva.

5.1 Lipokaliny

Do této rodiny patfi vétsina hlavnich alergenl pochazejicich ze zvitat, které zpUsobuji
respiracni senzibilizaci. Jejich sekvencni identita se liSi, ale trojrozmérna struktura
zUstava zachovana. Jsou pfitomny v télesnych tekutindch a sekretech. Struktura
lipokalint je riznoroda, nékteré jako Bos d 5 a Equ c 1, jsou pfitomny v dimernim stavu,
zatimco jiné lipokaliny, jako Bos d 2, existuji jako monomery. Casti lipokalinovych
alergent jsou neglykosylované (Bos d 2, Bos d 5, Mus m 1), jiné naopak maji na svém
povrchu N-glykosylacni misto (Can f 1, Can f 2, Equ c 1 a Bla g 4). Vétsina lipokalin( je

produkovana v jatrech nebo sekrecnich Zlazach. Jejich funkci je prenos retinolu,
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odorant(, steroid(, lipidG a feromond. Je také znamo, Ze nékteré lipokaliny se podili na
stresu, zanétlivych reakcich ¢i dokonce pfi regulaci bunécného ristu a proliferace

(Virtanen, 2001).

5.2 Tropomyosiny

Tropomyosin a podjednotky troponinu C, | a T reguluji kontrakci kosterniho svalstva.
Cytosolicka Ca?* koncentrace ovliviiuje polohu téchto proteint na tenkych aktinovych
vldknech, kterd zase fidi interakce. Tropomyosin byl identifikovan jako hlavni a bézny
alergen korysu a mékkysa. Dale byl navrZen jako alergen bezobratlych na zakladé vysoké
sekvencni identity a zkFizené reaktivity mezi bezobratlymi. Mimo jiné jsou tropomyosiny
soucdsti prachu, kdy byly ziskany zrozto¢e Dermatophagoides farinae (Der f 10)

a Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 10) (Jeong, Hong a Yong, 2006).

Mezi tropomyosiny z rozto¢t domaciho prachu a mékkysi byla dobfe prokazana zkrizena
reaktivita. Tropomyosiny z rozto€li domaciho prachu a Svabu sdileji vysokou sekvenéni
homologii s tropomyosiny mékkysa az s 81% podobnosti sekvence aminokyselin mezi
krevetami a roztoCi domaciho prachu a 82% podobnost mezi krevetami a Svdabem

(Wong, Huang a Lee, 2016).

5.3 Sérovy albumin

Jednad se o multifunkéni a-helikalni protein s nékolika disulfidickymi mustky, které
stabilizuji strukturu. Molekula ma tfi domény, je velmi flexibilni a mize snadno ménit
svou konformaci, aby navazala mnoho raznych ligand(. Také jsou sérové albuminy
termolabilni a podléhaji denaturaci. Sérové albuminy jsou pfitomny ve zvifecich
produktech a jsou tedy hlavni slozkou lidské stravy. Také jsou zdrojem zdravotnich
problémi pfi kontaktu se srsti zvifat. Zdroj sérového albuminu je maso hovéziho
dobytka (Bos d 6), Pes domaci (Can f 3), Kirn domaci (Equ ¢ 3), Ko¢ka domaci (Fel d 2),
Kur domaci (Gal d 5) a Morc¢e domdci (Cav p 4) (Chruszcz et al.,2013).

Se sérovym albuminem souvisi i vyskyt zkFfizenych reakci, a to v pfipadé syndromu ,,cat-
pork”. Nejpravdépodobnéjsi primarni senzibilizace je v tomto pfipadé kocka se sérovym
albuminem, ktery je aeroalergen a nasleduje zkfizend senzibilizace na potravinovy

alergen praseciho sérového albuminu (Chruszcz et al.,2013).
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Feld1 IgA: immunoglobulin A

synd:{;?rtr-ep"’agﬁe to A > A v Feld 25 IgM: immunoglobulin M
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Fel d 5ler
Fel d glaM
Can f 14 *=—=——pFel d 7! Equc 1t
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—— - Equ c 3
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Obrazek 2: Zkfizena reaktivita "cat-pork syndrome” (Alliance, c2023)

5.4 Zkrizené reagujici determinanty

Pfitomnost ko-senzibilizace ¢i alergenni zkfizené reaktivity na alergeny nebo epitopy
z nesouvisejicich zdrojli maze dale komplikovat diagnézu. To plati zejména v pripadé
prfitomnosti sacharidovych determinant, protoze tyto struktury jsou jednim
z nejbéznéjSich epitopl pro IgE, a proto byly pojmenovdny jako zktizené reaktivni
determinanty sacharid(i (CCD). CCD jsou komplexy glykan( obsaZzené v glykoproteinech

rostlin a nékterych bezobratlych Zivocich(, tj. hmyzu (Quirce a Salcedo, 2010).

Ukdzalo se, Ze tyto glykoepitopy interferuji v IgE-specifickych testech a je dokazano, ze
nesrovnalosti mezi negativnimi reakcemi koznich testi a pozitivnim stanovenim IgE
(faleSné pozitivni) mohou byt spojeny s pfitomnosti IgE s CCD. Specifické IgE vici CCD
mohou byt vysoce zkfiZzené reaktivni a ¢asto se vyskytuji u pacientl senzibilizovanych na
bézné aeroalergeny. Pfedpoklada se, Ze IgE protilatky proti CCD maiji slabou biologickou
aktivitu, vyvoldvaji jen omezenou degranulaci mastocytl a basofilt a postradaji klinickou
relevanci. Na druhou stranu glykoepitopy mohou vyvolat odpovéd na bunééné urovni,

coZ naznacuje, Zze by mohly hrat roli in vivo (Quirce a Salcedo, 2010).

V systému ImmunoCAP ISAC® sIgE 112 a ALEX (Allergy Xplorer), které byly vyuzity
k analyze vtéto praci je zkfizenad reaktivita, tedy pritomnost anti-CDD protilatek
v pacientskych sérech detekovdna pomoci molekuldrni komponenty nMUXF3. Tento
sacharidovy epitop je soucastiananasu a nasledné je purifikovan z jeho enzymu

bromelainu (Aberer et al., 2017).
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5.5 Zvireci alergeny

5.5.1 Pes domadci (Canis familiaris)

Alergie na domestikovaného psa (Canis familiaris) je vyznamna celosvétové. Psi alergeny
nejsou detekovany pouze v domdcnostech, kde se psi vyskytuji jako domaci mazliéci, ale
také na mistech, jako jsou Skoly ¢i dalsi verejné budovy, kde se psi bézné nevyskytuji.
Dlouhodoba expozice psim alergenlim u senzibilizovanych jedincl vede k astmatu,
alergické rymé a souvisi také s atopickou dermatitidou (RubyDuke Communications,

c2023b).

Psi alergenni komponenty jsou rozdéleny do nékolika rodin. Nejvyznamnéjsi alergeny
Canf1aCanf2spolecné s dalSimialergeny Can f 4 a Can f 6 patti do skupiny lipokalinG.
Méné vyznamnymi jsou alergeny Can f 3 patfici mezi sérové albuminy, Can f 5 mezi
kalikreiny a Can f 7 do skupiny MD-2 related lipid recognition (ML) nebo epididymal
secretory protein E1 (Chan a Leung, 2018).

Extrakty z psich chlupl a srsti jsou komplexni smési obsahujici alergenni proteiny. Hlavni
alergeny, které jsou obsazeny v psich chlupech a srsti byly purifikovany pomoci
imunoafinitni chromatografie a nasledné charakterizovany. Patti zde Canis familiaris
alergen 1 (Can f 1). Jednd se o protein s molekulovou hmotnosti 21-25 kDa vazici
imunoglobulin E (IgE) jako jedna z hlavnich psich alergennich molekul. Can f 1 se vyluc€uje

z mazovych Zlaz a nachazi se v srsti a slindch (RubyDuke Communications, c2023b).

Dalsim alergenem s cetnym vyskytem je Canis familiaris alergen 2 (Can f 2)
s molekulovou hmotnosti 19 kDa nebo 27 kDa. Tento alergen byl purifikovan s vyuzitim
specidlnich monoklonalnich protildtek a 66 % pacientu s alergii na psy tvofi proti nému

IgE protilatky (Konieczny et al., 2003).

5.5.2 Kocka domaci (Felis domesticus)

Vyznamnym zdrojem alergen( podobné jako u psl jsou taktéZz domestikované kocky.
Alergeny kocky patfi k nejvyznamnéjsim inhalacnim alergenlim v interiéru na celém
svété. Pacienti s alergii na kocky maji rizné alergické projevy vcetné respiracnich
pfiznak(, astmatu, konjunktivitidy a rlznych koZnich projevi jako jsou kopfivka Ci
atopickd dermatitida (Riabova et al., 2003).
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Castice ko€idi srsti mGZeme charakterizovat jako tzv. lepkavé a Ize je nalézt na povrsich
v budovdch i na odévech. Castice ko¢ii srsti jsou také velmi rozsiteny i v budovach, kde
nejsou pritomna zvifata (Skoly) a mnoho déti, které nikdy nezily v domé s kockou, je
senzibilizovdno na Fel d 1. To vyvoldva otdzku, do jaké miry je komunitni expozice

ovlivnéna prevalenci vlastnictvi kocek v komunité (Woodfolk et al., 2015).

Mezi koci¢i alergeny patfi vyznamny kocic¢i alergen Fel d 1 (uteroglobin), ktery je
bezpochyby nejdllezitéjSim koci¢im alergenem vykazujicim vysokou IgE reaktivitu
u vétsiny pacientl senzibilizovanych kockou. Déle Fel d 2 kocic¢i albumin, Fel d 3 cystatin
A, Fel d 4 a Fel d 7 dva odlisné lipokainy a Fel d 8 latherin-like protein. Molekuly koci¢iho
alergenu Fel d 5 a Fel d 6 obsahuji sacharid a-1,3-galaktézu a Fel d 2 koci¢i albumin
amimo jiné mohou vykazovat zkfizenou reaktivitu imunoglobulinu IgE s nékterymi

potravinovymi alergeny (Riabova et al., 2022)

vvvvvv

jedinc s alergii na kocky. 60 az 90 % veskeré reaktivity IgE na kocici srst je proti Fel d 1.
Primdrni produkce Fel d 1 probihd v mazovych, andlnich a slinnych Zlazach a jeho nejvyssi
koncentraciIze nalézt v srsti a v koznich Supinkdch kocky. Fel d 1 se velmi snadno dostava
do vzduchu a poté je unasen malymi prachovymi ¢asticemi, které jej nasledné prendseji
do prostredi, které nebylo vystaveno kocce. Fel d 1 je uteroglobin, ale biologicka role
zUstava zahadou. Alergenicita inhalovaného Fel d 1 se zvySuje poté, co se mu podafi
navazat na mandzové receptory pritomné na dendritickych burikdch. Tato vazba iniciuje
produkci IgE a IgG1 specifickych pro Fel d 1.Vyssi hladiny IgE specifického pro Fel d 1 byly
pozorovany u déti alergickych na kocky s alergickym astmatem ve srovnani s détmi
pouze s rymou. To naznacuje, Ze zvySené riziko astmatu lze predvidat z vysokych hladin

IgE protilatek proti Fel d 1 (Riabova et al., 2022; Fischer, c2023a).

5.5.3 Mys domaci (Mus musculus)

Mys domaci se vyskytuje vSude na svété jako komenzal lidi. Mysi alergeny jsou pfitomny
na pracovistich, zejména v laboratofich, dale v domdacnostech a komunitnich zafizenich,
jako jsou Skoly, kde jsou nejcastéji detekovanym alergenem. Mysi moc¢ je hlavnim
zdrojem alergenu, které se pfi zasychani mocéi v prostredi dostavaji do vzduchu na

prachovych casticich, ale nachazeji se také v mysich slindch, na chlupech a dlomcich
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epitelu. Expozice mySim alergenlm je spojovdna s astmatem u dospélych a déti. Mezi
dalsi priznaky alergie na mysi patfi rinokonjunktivitida, ekzém a koprivka (RubyDuke

Communications, c2023c).

Hlavnim mysim alergenem je Mus m 1, ktery patfi do skupiny lipokalinovych proteind,
které se podili na transportu a metabolismu lipid( s nizkou molekulovou hmotnosti
a stejné jako feromony se nachazeji ve vysokych koncentracich a jsou vylu¢ovany moci.
Jako lipokalin vykazuje Mus m 1 urcity stupen zkrizené reaktivity s jinymi zviraty, jako je
kan, pes, krdva a Svab. U vétSiny pacientld senzibilizovanych na hlodavce koexistuje

senzibilizace potkanl a mysi (Munera et al., 2019).

Mus m 2, méné vyznamny alergen nez Mus m 1, je neurindrni alergen, ktery je pfitomen

na mysim epitelu (RubyDuke Communications, c2023c).

5.5.4 Kun domadci (Equus caballus)

Alergie na koné a koriské alergeny jsou méné prozkoumany nez alergeny srsti jinych
domacich zvirat jako napftiklad u kocek ¢i psli. Mezi koriské alergeny patfi Equ c 1 a Equ
c 2 (lipokaliny), Equ c 3 (sérovy albumin), Equ c 4 (laterin) a Equ ¢ 6 (lysozym) (Victor et
al., c2022).

Equ ¢ 1 je povaZovan za hlavni konsky alergen a je spojovan s tézkym astmatem
u dospélych i déti. Nachazi se ve slinach, srsti a do urcité miry v moci koni. Je to
homodimer, glykosylovany lipokalinovy protein (182 aminokyselin) o hmotnosti kolem
22 kDa s vlastnostmi surfaktantu. Senzibilizace na konské alergeny byla hldasena mezi
36% a 16,5 % u jedincl spojenych s povoldnim souvisejicim s kofimi, zatimco
senzibilizace 5,38 % byla hlaSena u jedincl s respira¢ni alergii. Udajné viak prevlada
u astmatickych jedincl ve srovnani s nahodné vybranymi jedinci. Dale se také uvadi, zZe
je senzibilizace vyznamné spojena se stfedné tézkou az tézkou rhinitidou u pacientd
senzibilizovanych na koné. Hlavni cestou expozice tomuto koriskému alergenu je
inhalace, i kdyZ nebylo zjisténo, Ze by se ve velké mife Sifil vzduchem. Equ c 1 je druhové
specificky marker senzibilizace. Bylo vSak zjisténo, Ze Equ c 1 zkiiZzené reaguje s jinymi
lipokaliny, jako je Can f 6 (pes), Fel d 4 (kocka) a Mus m 4 (mys) diky sekvenéni homologii.
Tuto zkiizenou reaktivitu je tfeba zahrnout v Uvaze pfi interpretaci senzibilizace na Equ

¢ 1 (Turacoz Healthcare Solutions, c2023f).
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Koriské sporty jsou populdrni po celém svété a napt. ve Svédsku je to po fotbale druhym
nejvétsim sportem ve kterém se angazuje vice nez pUl milionu lidi. Koné se také ukazali
byt daleziti pro rizné terapie, naptiklad pro lidi se spektrem autismu. Nicméné, mnoho
lidi se nemGzZe vénovat koriskym aktivitam kvuli alergiim, coZ podnitilo probihajici
vyzkum, aby zjistil, zda existuji plemena koni vhodnéjsi pro alergiky na koné tzv.
hypoalergenni plemena. Z tohoto dlvodu byla navrZena hypoalergenni plemena koni,
jako je napf. americky Curly horse. Bohuzel vSak v nedavné studii Curly koné nebyli
spojeni s nizSimi hladinami alergenu v srsti a ve vzorcich vzduchu, ve srovnani s jinymi

plemeny (Victor et al., c2022).

5.6 Inhalacni komponenty roztocli a Rusa domaciho

5.6.1 Dermatophagoides sp.

Dermatophagoides pteronyssinus je jednim ze skupiny roztoc vyskytujici se prachu
domadcnosti. Mezi domdci roztoce patfi roztoci domdaciho prachu a roztodi skladl. Tyto
druhy jsou vysoce alergenni. Atopickd reaktivita na jejich produkty je jednou z
nejcastéjSich pricin alergickych onemocnéni ve svété, postihuje horni a dolni cesty
dychaci, oci, kiZi, méné Casto i gastrointestinalni trakt a mize vyvolat anafylaxi (Fischer,

c2023b).

Der p 1 je jednim z hlavnich alergenl roztoc¢d domaciho prachu, s hldasenou prevalenci
u pacientl senzibilizovanych Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) mezi 70-100 %.
Expozice Der p 1 je prostfednictvim inhalace exkrementl roztoc¢l. Vcasnd expozice
antigenu prachovych roztocl Der p 1 zvysSuje riziko astmatu az pétindsobné. Snizeni
expozice alergenu Der p 1 u pacientl alergickych na roztoce zaznamenalo sniZzeni
pfiznakl rymy a astmatu. Uvadi se vysoky stupen zkfizené reaktivity s alergenem Der f 1

(Dermatophagoides farinae) (Turacoz Healthcare Solutions, c2023c).

Dalsim velmi vyznamnym alergenem roztoc¢d domadciho prachu je Der p 2 s uvadénou
prevalenci u pacientl senzibilizovanych Dermatophagoides pteronyssinus mezi 80-
100 %. Expozice Der p 2 je rizikovym faktorem pro pacienty s alergickymi ptiznaky ve
vice organech. Bylo zjisténo, Ze IgE Der p 2 je vysoce prediktivni pro okamZitou

astmatickou odpovéd vyvolanou alergenem. Uvadi se vysoky stupen zkfizené reaktivity
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s Der f 2 (Dermatophagoides farinae). Taktéz zkfizené reaguji s roztoci skladd a rozto¢em

Blomia tropicalis (Blo t 2) (Turacoz Healthcare Solutions, c2023c).

Méné vyznamnym alergenem rozto¢U domaciho prachu je Der p 10 s uvadénou
prevalenci u pacientl senzibilizovanych Dermatophagoides pteronyssinus mezi 5-18 %.
Specificky imunoglobulin E (sIgE) k Der p 10 je spojen s respiracnimi symptomy vcetné
rymy, konjunktivitidy, kasle, dusnosti a astmatu. OvSem je pozorovan vysoky stupen
zkfizené reaktivity mezi Der p 10, Derf 10 a Blot 10 a Lep d 10. Der p 10 je tropomyosin
a muze tedy zpuUsobit zkfizenou reakci s tropomyosinem korysu (krevety, krab, humr,
kreveta, Sneci, raci aj.) a meékkysa (slavky, ustfice, hiebenatka, hlemyzdi, usen,

chobotnice, sépie aj.) (Turacoz Healthcare Solutions, c2023e).

Domaci prach nasledné obsahuje roztoce Dermatophagoides farinae a jeho hlavnimi
alergeny jsou Der f 1, Der f 2, Der f 11 a Der f 23. Vysoky stupen zkfizené reaktivity je
zaznamendn mezi extrakty D. pteronyssinus a D. farinae, zatimco reaktivita mezi
Dermatophagoides a Blomia tropicalis je omezend. Kromé toho je také pozorovan
vysoky stupen zkfiZzené reaktivity mezi Der p 1 a Der f 1, Der p 2 a Der f 2 a mezi Der f 23
a Der p 23. Déle bylo zjisténo, ze Der f 10 je zkiizené reaktivni s Blo t 10, Lep d 10, Pen

al,Pera7aHomal(Turacoz Healthcare Solutions, c2023a).

5.6.2 Lepidoglyphus destructor

Lepidoglyphus destructor je jednim z Celedi rozto€l Glycyphagidae. Je soucasti sklada
a taktéz znamy jako tzv. ,,cukrovy” nebo tzv. ,potravinarsky” roztoc¢. Roztoci sklad( jsou
tradi¢né spojovani s pracovni expozici venkovskych pracovnik(l a v posledni dobé také
s mimopracovni senzibilizaci v méstském prostredi, coz zpUsobuje rinokonjunktivitidu,
astma, stejné jako atopickou dermatitidu. Jedna z molekul, Lep d 2, je povaZovana za
hlavni alergen, ktery vykazuje vysokou IgE reaktivitu jak in vitro, tak in vivo (RubyDuke

Communications, c2023a).

5.6.3 Blomia tropicalis

Blomia tropicalis je jednim z nejrozsitenéjSich druhd rozto¢l domaciho prachu, ktery se
vyskytuje po celém svété. Vyskytuje se prevazné v tropickych a subtropickych oblastech

a je znamo, Ze koexistuje s Dermatophagoides pteronyssinus ¢i Dermatophagoides
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farinae. Fekalni ¢astice Blomia tropicalis jsou povazovany za hlavni zdroj alergenu ve
vzduchu, ktery zplsobuje alergické reakce po vdechnuti. Mezi rlznymi alergeny
charakterizovanymi pro B. tropicalis jsou hlavnimi nalezenymi alergeny Blot 1, Blot 5
a Blo t 21. Mezi nejcastéjsi klinické projevy alergie na B. tropicalis patfi alergicka ryma,
astma a atopicka dermatitida. Bylo zjisténo, Ze alergeny z B. tropicalis jsou zkfizené
reaktivni s druhy Dermatophagoides a Tyrophagus putrescentiae (Turacoz Healthcare

Solutions, c2023b).

5.6.4 Rus domdci (Blattella germanica)

Rus domadci (fad Svabi — Blattodea) se vyskytuje v celé fadé vnitinich méstskych lokalit,
v€etné potravinarskych zafizeni, nemocnic, pe¢ovatelskych doml, domacnosti a hoteld,
kde se Zivi vyfazenou lidskou potravou. Hlavnimi zdroji alergen( Svab( jsou Svabi sliny,
vykaly, vajicka a epitelie, které mohou tvofit slozky prachu. Vdechovani alergen( svabl
v prachu je hlavni cestou expozice a mlze vést k rozvoji astmatu a alergické rymy.
V soucasné dobé bylo identifikovano 11 alergen( Rusa domdaciho. Mezi nejvyznamnéjsi

patfiBlag 1, Blag 2 a Blag5 (RubyDuke Communications, c2023d).

5.7 Inhalaéni komponenty spor plisni

5.7.1 Alternaria alternata

Alternaria alternata je prevainé venkovni plisen, ale Ize ji nalézt i v interiéru. Rod
Alternaria, clen Celedi Pleosporaceae, zahrnuje vice nez 270 druh( dermatdznich
(€ernych) hyfomycet. Spory A. alternata se Siroce Sifi v suchych, teplych a vétrnych
dnech a obvykle vrcholi béhem léta a za¢atkem podzimu. A. alternata je kosmopolitni
plisen a jeden z nej¢astéjsich alergenu plisni, s prevalenci senzibilizace kolisajici od 0,2 %
do 14,4 % po celém svété. Inhalace spor A. alternata je spojena s precitlivélosti hornich
a dolnich dychacich cest, zejména astmatem a alergickou plisfiovou rinosinusitidou.
MuUze se také vyvinout alergickd bronchopulmondlni mykéza a hypersenzitivni

pneumonitida (Turacoz Healthcare Solutions, c2023g).

Alt a 1 je hlavni alergen a marker skuteéné senzibilizace na A. alternata. Senzibilizace

k A. alternata je Casto spojena se senzibilizaci k jinym plisnim a jinym vzduchem
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pfendSenym alergennim zdrojliim, jako jsou pyly a roztoli. Rovnéz byla hlasena
kosenzitizace a zkfizend reaktivita na nékteré potravinové alergeny. Maximalnimi
mnozstvi koncentrace vzdusného Alt a 1 vrcholi v [été a shoduje se s vrcholy exacerbace

astmatu (Vitte, c2023a).

5.7.2 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus je saprotrofni a oportunni vlaknitd patogenni houba kosmopolitné
rozsifend v Zivotnim prostiedi. Také je sporotvorna, termotolerantni houba, kterd se
nepohlavné rozmnoZuje prostiednictvim spor ve formé konidii. Inhalace je hlavni cestou

expozice spor zastupcl rodu Aspergillus (Vitte, c2023b).

A. fumigatus je pivodcem alergickych a infekénich onemocnéni postihujicich desitky
milion lidi na celém svété. Alergicka bronchopulmonadlni aspergiléza (ABPA) je
nejzavaznéjsi alergické onemocnéni souvisejici se zastupci rodu Aspergillus, které
béhem Zivota postihne 1-2,5 % astmatickych pacientl a az 10 % pacientl s cystickou
fibrézou. DalSimi vyznamnymi alergickymi onemocnénimi souvisejicimi s rodem
Aspergillus jsou alergickd plisfiova rhinosinusitida a tézké astma s plisfiovou senzibilizaci.
Dosud bylo charakterizovdno 23 alergen( A. fumigatus. Mezi nimi jsou hlavni alergeny
se zktizenou reaktivitou Asp f 1 a Asp f 2, Asp f 3. Alergeny Asp f 4 a Asp f 6 jsou spojeny
s diagndzou alergické bronchopulmondlni aspergilézy. Navic Asp f 1 a Asp f 2 jsou
markery skutecné senzibilizace k A. fumigatus. Zkfizena reaktivita byla pozorovana

hlavné mezi A. fumigatus a jinymi druhy hub (Vitte, c2023b).
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6 DIAGNOSTIKA ALERGICKEHO ZANETU

Prvnim krokem je vySetfeni v ambulanci alergologa, ktery na zakladé znalosti ziskanych
pfi fyzikdlnim vySetfeni a pfi odbéru pacientovy anamnézy s ohledem na okolnosti
expozice alergenu, rozsahu a zavazinosti alergickych pfiznak( spolu s posouzenim
pacientovy rodinné anamnézy je schopen dale indikovat vhodnou lé¢bu. V ambulanci
alergologa a klinického imunologa se béiné pouZivaji kozini prick testy, nasalni
provokacni testy, pripadné potravinové expozicni testy. Spolupracujici kozni |ékaf
provadi navic epikutanni testy. V pripadé podezieni na respiracéni formu alergického
zanétu je vhodné zaradit spirometrické vySetfeni. Pro zpfesnéni diagndzy, pfipadné pro
monitorovani zdvaznosti alergického zanétu muaze |ékar vyuZzit i laboratorni vySetieni

(Hamilton a Oppenheimer, 2015).

V laboratornim ndlezu se ocekava tvorba protilatek typu IgE proti alergenim
vyvolavajicim klinické potiZze u konkrétniho pacienta. Lze vySetfit IgE protilatky proti
smésim alergen(, jednotlivym alergenovym extraktim i proti molekularné definovanym
alergenlim. Reaktivitu na konkrétni alergen lze testovat i pomoci bunécénych testu.
Nejrozsitrenéjsi je test aktivace basofilli (basotest), ktery je vhodny pro alergické reakce

¢asné (Ige mediované) i pozdni (non-Ig mediované) (Lochman et al., 2005).

U chronickych alergii ¢i pfi sledovani Uspésnosti alergenové imunoterapie maji zasadni
roli testy hodnotici specifické IgG nebo specifické IgG4 protilatky proti alergenim
(Lochman et al., 2005).

Alergeny jsou zejména antigeny s proteinovou strukturou a po delSim plsobeni
v organismu je na né vyvoldana protilatkova odpovéd tridy IgG v podtridé IgG1l a IgG4.
U atopikl je zvysena hlavné odpovéd ve tridé IgE. V. mnohem vy$Sim mnozstvi, nez IgE
jsou vSak produkovan protilatky typu IgG a IgA u potravinovych alergen( a pfi stanoveni
muzZe byt problémem interference. Z tohoto dlvodu je ve vyssi mife vyuzZivano tzv.
»capture” technik, kdy imunosorbent v prvnim kroku vaze celkové mnozstvi IgE vzorku
a v nasledujicich krocich je redukovano ovlivnéni ostatnich tfid 1gG (Lochman et al.,

2005).
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6.1 Kozni testy

Pti diagnostice in vivo nachazi vyuZiti nékolik typl koZnich testl. Mezi tyto testy patfi
kozni prick test (SPT), které jsou schopny detekovat reakci I. typu, kdy je alergie
zprostredkovana pomoci IgE, ale i non-IgE reaktivitu (pozdni typ precitlivélosti). SPT je
bezpeény, ma vysokou citlivost a dobrou specificitu pfi spradvném provedeni. Variantou
koZnich test(l je testovani z prick-to-prick (PPT) s nativnimi alergeny. Intradermalni test
(IDT) lze pouzit k vyhodnoceni jak IgE zprostfedkované alergii, tak k precitlivélosti
opozdéného typu, podle ¢asu odectu. Ma zvySenou citlivost a nizsi specificitu ve

srovndni s SPT (Ansotegui et al., 2020).

KoZni testy se v poslednich letech potykaji se zdsadnim problémem, a to je omezena
dostupnost a mald nabidka testovacich alergent. Poslednim typem je patch test pro
opozdény typ bunécné zprostiedkované hypersenzitivni reakce. Nema vsSak zadny

vyznam pro alergii prostfedkovanou IgE (Ansotegui et al., 2020).

6.2 Laboratorni diagnostika alergii

6.2.1 Stanoveni celkovych IgE protilatek

Stanoveni celkovych protilatek IgE neni zcela jednoznacné a neni doporucovano pro
screeningové vysetreni atopie. Dlvodem je vyskyt zvysené hladiny IgE protilatek také
u parazitdrnich onemocnéni, mnohocetného myelomu a dalSich onemocnéni. Také u
mnoha pacientl s alergii zprostfedkovanou protilatkami IgE nedochazi ke zvyseni

celkovych protilatek IgE pti jejich detekci (Chang et al., 2015; Hawarden, 2014).

6.2.2 Stanoveni specifickych IgE protilatek

Mezi zakladni a nejpouzivanéjsi laboratorni vysetfeni u stavlQl s ¢asnou precitlivélosti,
tedy alergické reakce I. typu patfi prikaz a stanoveni specifickych IgE protilatek (sIgE)
v séru. Testy na stanoveni sIgE jsou zaloZzeny na imunochemickém principu, kdy jsou
alergeny ukotveny na pevné sorbenty a pfi pozitivni reakci vznika imunokomplex s sIgE.
Nasledné je pridan znaceny anti-IgE konjugat a probiha reakce, kterou jsme schopni

detekovat pomoci fotometrie, fluorimetrie ¢i luminometrie (Lochman et al., 2003).
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Metoda firmy Pharmacia oznadovana jako CAP System™, resp. UniCAP™ detekuje
enzymatickou reakci pomoci fluorescence a oproti jinym metoddm je povazovdna za
»Zlaty standard”. Jeji hlavni pfednosti je vyuziti vysokokapacitniho vazebného sorbentu,
ktery se nachdzi uvnitf specialnich kalisk( tzv. caps, kde se navazi alergeny a dojde

k reakci (Lochman et al., 2003).

K dal$im velmi vyuZivanym metodam patfi systém Immulite 2000 (Siemens) detekujici
chemiluminiscenci, a Hytec-288 Plus (Hycor), méfici barevnou odezvu fotometricky

(Goikoetxea et al., 2013).

Problém nastava pfi interpretaci vysledk(, které mohou byt odlisné jak mezi metodami,
tak mezi laboratofemi. Pro zlepsSeni interpretace vysledk( bylo zavedeno hodnoceni IgE
reaktivity ve tfidach pozitivity, priCemz tfida 0 znamena Zadnd hladina specifického IgE
a tfida 6 maximalni hladina. Dale je moZno vyuzit specifické protilatkové aktivita, ktera
je definovdna jako pomér specifického IgE a celkového IgE. Tento ptistup se osvédcil
zejména pfi interpretaci extrémné nizké hladiny celkovych IgE protilatek (napfr. <20
kU/L, <10 kU/L, <5 kU/L), u atopickych pacientl s neobvykle nizkou hladinou celkového
IgE a v dalSich ptipadech (Kleine-Tebbe a Jakob, 2015).

Spravna interpretace vysledkl testd sIgE casto vyZzaduje peclivé prozkoumani, protoze
pritomnost sérovych specifickych IgE odhali i senzibilizaci, kterd mohla byt vyvoldna
nespecifickymi alergeny (CCD determinanty) ¢i pripadnou zkfizenou reaktivitou. Ta

mUze, ale nemusi byt klinicky relevantni (Goikoetxea et al., 2013).

6.2.3 Bunécné testy

Pfi vySetieni specifickych protilatek jsou zachyceny pouze IgE protilatky vyskytujici se
v séru, ale k detekci vétsiny IgE protildtek navazanych ve tkanich, Zirnych burikach
a bazofilech nedochazi. Z tohoto dlivodu byly vyvinuty testy, které méti aktivaci bunék
alergického zanétu. Mezi tato vySetreni patfi test schopny zaznamenat aktivaci bazofilQ

periferni krve spojenou s uvolnénim mediatoru alergické reakce (Honzova, 2009).

Test aktivace bazofill (BAT) je laboratorni test vyuZivajici pritokovou cytometrii. Je
schopen méfit expresi aktivacnich marker( na povrchu bazofill v periferni krvi. BAT Ize

pouzit, pokud jsou rutinni klinické (kozni prick testy) a laboratorni analyzy (sIgE)
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nejednoznacné a v rozporu s anamnézou. Tento test se zaméruje na populaci bazofill
na urovni jednotlivych bunék pomoci pritokové cytometrie a hodnoti stav aktivace
téchto bunék pred a po stimulaci alergeny nebo kontrolami. BAT se obvykle provadi
s pouzitim plné krve. Bazofily lze identifikovat pomoci fady témér jedinecnych
selekénich marker(i: CD193+ (také exprimovany na eozinofilech), CD123+ (také
exprimovany na plazmocytoidnich dendritickych burikdch HLA-DR+) a CD203c a FceRI
(jsou také exprimovany na pluripotentnich progenitorech Zirnych bunék). Tento test lze
tedy vyuzit k potvrzeni alergie, zpUsobilost ke specifické terapii ¢i sledovani odpovédi na

terapii nebo pfirozené vymizeni alergie (Santos, Alpan a Hoffman, 2021).

K dal$im parametriim alergického zanétu patti histamin, tryptaza, eosinofilni katonicky
protein (ECP), interleukiny a dalsi. BohuZel tyto latky jsou eliminovany, pokud vzroste
jejich vzdalenost od mista, kde byly vyprodukovany z divodu zachovani homeostazy.
Naopak pfti aktivaci Zirnych bunék se v krvi zvySuje hladina tryptdzy po 15-30 minutach
a jeji koncentrace se udrzuje v krvi po delSi dobu, a z tohoto dlvodu slouzi jako vyznamny
marker monitoringu anafylaktické reakce i po nékolika hodindch ¢i post mortem

(Lochman et al., 2005).

6.2.4 Vysetieni rekombinantnich alergeni

U diagnostickych testl alergie pfi stanoveni specifického IgE ¢i u bunécénych technik se
vyuzivaji alergenové extrakty, které jsou pfipraveny z rliznych biologickych materidlt
jako napf. pylova zrna, rizné druhy potravin, zvireci srsti apod. Bohuzel je vsak velky
problém ve standardizaci téchto extraktll a ta muze mit vliv na sniZeni senzitivity
i specificity testu. Naopak alergeny pfipravené rekombinantnimi technikami jsou
standardizované a ¢im dal tim vice jsou vyuzivany jak v oblasti klinického vyzkumu, tak
v klinické praxi pfi diagnostice alergickych onemocnéni. Pfipravené rekombinantni
alergeny jsou pak oznacovany dle mezindrodné platné nomenklatury, napt. hlavni
alergen brizy (Betula verrucosa) rBet vl nebo vedlejsi alergen bftizy (profilin) rBet v2.
Pomoci rekombinantnich alergenll je mozné vysetfit v séru specificka IgE Ci je vyuZit pri

bunécnych technikach napt. v testu aktivace bazofild (BAT) (Honzova, 2009).

Rekombinantni alergeny také ptispély k vyuZiti tzv. ,component-resolved in vitro

diagnosis” (CRD), kdy je moziné velmi presné definovat a charakterizovat alergické
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onemocnéni pacienta. CRD pouziva Cisténé, popf. rekombinantni alergeny (jako je rAra
h 2) k identifikaci alergen-specifickych IgE a 1gG4 protilatek proti druhové specifickym,

zktizené reagujicim a vice ¢i méné rizikovym alergendm (Ahn, 2014; Honzov4, 2009).

Vyuziti CRD je zaméreno rozliSeni skutecné a zkfizené reaktivni senzibilizace
u polysenzibilizovanych pacientl, ¢imZz se zlepsi znalost skutecnych spoustécich
alergen(l. Ddle |Ize CRD poufZit k posouzeni rizika zavaznych, systémovych versus mirnych
lokalnich reakci u potravinové alergie. Snizi se tak zbytecna Uzkost pacienta a nutnost
provadét oralni potravinové provokacni testy. Dale CRD identifikuje pric¢inny alergen

a umozni indikaci alergenové imunoterapie (Peveri et al., 2019).

6.2.5 Multiplexové metody

Diagnostika zaloZena na specifickych IgE proti molekuldrnim alergendim vyrazné zlepsila
kvalitu diagnostiky alergie tim, Ze dava pfileZitost rozliSit skutecné senzibilizace od
zkfizenych reakci. V soucasné dobé lze IgE proti molekuldrnim alergeniim testovat
singleplexnimi nebo multiplexnimi testy. Singleplex testy méfi IgE proti jednotlivym
molekuldrnim alergentim. PFi této strategii alergolog prechdzi na zakladé klinické
anamnézy, kozniho prick testu a stanoveni IgE proti extraktovym alergenim
k detailnimu studiu IgE odpovédi na jednotlivé definované alergenni proteiny
(komponenty) s cilem odhalit zkfizené reaktivity nebo potencidlné nebezpecné
senzibilizace na alergeny vyvolavajici zavazné reakce. Zaméruje se na konkrétni alergeny
a konkrétni molekularni cile. Singleplex testy jsou kvantitativni, s moZnosti
automatizace. Jejich nevyhoda je v tom, Ze pokud lékar pfesné neodhadne pfi¢inny
alergen, jina zavazna senzibilizace mize byt prehlédnuta nebo podcenéna (Buzzulini et

al., 2019).

Multiplexni testy na druhé strané nabizeji SirSi pohled na senzibilizaéni profil pacienta.
VyuZiti nachazi zejména u polyvalentnich alergikd, kdy je potfeba otestovat vice nez 12-
13 molekul ¢i u détskych pacientli pro malou spotfebu vzorku (séra). Jsou vhodné jako
screening u novych pacientl, na zakladé kterého bude poté detailné testovana

senzibilizace na konkrétni vybrané alergeny. (Buzzulini et al., 2019).

Dostupné multiplexni testy maiji limit, Ze jsou semikvantitativni a méné citlivéjsi nez

singleplexni metody. Prvni multiplexni test dostupny na trhu a v souéasnosti pouzivany
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je microarray ISAC (ISAC®, ThermoFisher, Svédsko), ktery umoifiuje testovat 112
rGznych molekul, rekombinantnich i nativnich, v malém mnoiZstvi séra (30 ul). Dalsi
multiplexni metodou je ALEX (Allergy Explorer, MacroArray Diagnostics, Wien,
Rakousko). Na rozdil od metody ISAC obsahuje jak alergenové extrakty (157), tak
molekularni slozky (125). Specificita Cipu je zlepSena inhibici reaktivity zkfizené
reaktivnich sacharidovych determinant (CCD). ALEX ma barevnou (fotometrickou)
detekci vysledného signalu akazidy alergen testuje jednou, zatimco ISAC ma

fluorimetrickou koncovku a pracuje v triplikdtech (Buzzulini et al., 2019).
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7 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentdlni ¢ast diplomové prace je zaméfena na statistické srovnani vysledku
stanoveni specifickych IgE protildtek metodami ALEX a ISAC pomoci biomedicinského
softwaru Medcalc. Pro srovnani byl vyuZit soubor pacientli z KoZni kliniky Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové trpicich atopickou dermatitidou odebirany v letech 2018-
2019. Celkem bylo vySetfeno 104 pacientl s klinickymi projevy atopické dermatitidy.

Diagndza byla stanovena pomoci Hanifin-Rajkovych kritérii (Hanifin a Rajka, 1980).

Tato diplomova prace se vSak zaméruje zejména na inhalacni alergeny ze zvifat, roztoc,

plisni a Rusa domdciho.

Do studie mohli byt zarazeni pacienti spliujici urcitd kritéria. Pacient se nemohl
dlouhodobé Iécit 1éCivy cyklosporinem, metotrexatem, azatrioprinem ¢i systémovymi
kortikoidy. Mimo jiné nemohli byt do studie zarazeni pacienti s biologickou lécbou.
Rovnéz studie nebyla vhodna pro téhotné a kojici Zeny. Do studie rovnéz nebyly zarazeni
pacienti s atopickou dermatitidou, ktefi maji navic jiné systémové onemocnéni ¢i jsou

onkologicky nemocni.

Pacienti, ktefi splnili nasledujici kritéria a mohli byt tedy zarazeni od studie, ¢ekala rada
vySetteni, a to vySetfeni u dermatologa a alergologa a laboratorni in vitro vysetteni
specifickych IgE protilatek namifenych proti molekularné definovanym alergenim

pomoci multiplexovych metod ALEX a ISAC.

Pacienti, ktefi byli vybrani do této studie byli zapojeni dobrovolné a mimo jiné byli
obezndameni s ucelem a cilem tohoto vyzkumu, a vSe potvrdiliinformovanym souhlasem.
TaktéZ byla tato studie schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
a Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a platnost této studie ma jednaci

Cislo 201806 S04P; 201911 101P.

V jednotlivych souborech byli pacienti rozdéleni do skupin podle indexu SCORAD do tfi
kategorii dle formy atopické dermatitidy. Pacienti s mirnou formu atopické dermatitidy,
pacienti se stfedné tézkou formu AD a pacienti s téZkou formu AD. Dalsi déleni pacientu
probéhlo do dvou skupin dle pritomnosti bronchialniho astmatu nebo alergické rymy.
V pripadé vyskytu obou onemocnéni u pacientd, byli zafazeni do obou skupin. V ramci

studie nebyla sledovana zdvaznost bronchidlniho astmatu ani alergické rymy.
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Tabulka 1: Charakteristika souboru 100 pacienti s atopickou dermatitidou

Pocet pacienti 100 pacientd (48 muzl, 52 Zen)
vék pramérny vék 40,9 rok
primérna hodnota 39,0 bodu
Index SCORAD
(SD=13,1)
Pozitivni vysledky sIgE ve sledovaném souboru 96 pacientl (96 %)
Mirna forma AD 14 pacient (14 %)
Stfedné tézka forma AD 58 pacientt (58 %)
Tézka forma AD 28 pacientl (28 %)
Pocet pacientd s AB 55 pacientl (55 %)
Pocet pacientd s AR 78 pacientt (78 %)

Vysvétlivky: AD — atopickd dermatitida, AR — alergicka rhinitida, AB — bronchialni astma,
SD — smérodatna odchylka

7.1 Sbér anamnestickych dat

Data jednotlivych anamnéz byla ziskavana po zarazeni pacientd do studie v ambulanci
dermatologa. Cilem bylo ziskat udaje o prlbéhu onemocnéni a konkrétni popis
klinickych potizi. Kromé nezadoucich reakci na potraviny a dalsi alergeny byly do
anamnézy zaznamendny také dalsi onemocnéni doprovazejici atopickou dermatitidu,

a to konkrétné alergickad ryma a bronchialni astma.

7.2 Urceni diagnozy astmatu a alergické rymy

Diagndza bronchialniho astmatu byla stanovena na zdkladé splnéni kritérii Globalni
iniciativy pro astma (GINA), a také na zakladé z bohatych zku$enosti odbornikd z Ustavu

klinické imunologie a alergologie ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

U alergické rymy je tomu podobné, avsak doporuceni pro spravnou diagnostiku vychazi
z kritérii ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Astma) spolupracujici rovnéz
s odborniky oddéleni Klinické imunologie a alergologie ve Fakultni nemocnici v Hradci

Kralové.
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7.3 Stupnice zavaznosti atopické dermatitidy

Index SCORAD je velmi dobrym ukazatelem zavaZnosti atopické dermatitidy, ktery
pomoci vypoctu uréi velikost postizené plochy konkrétnich ¢asti téla na frontdlni
a dorzalni strané ve stupnici od 0 do 100. Kazdé postizeni jako erytém, edém, mokvani,
exkoriaci, lichenifikaci a suchost klze je hodnoceno od 0 do 3 bod(. Subjektivni obtize
zahrnujici nespavost a svédéni klGze byly zaznamenany taktéi. U pacientd byly
zaznamenany postizené plochy a jejich velikost, jak moc je toto postizeni intenzivni i
dalsi parametry, které pacient subjektivné vnima. Vysledek vysetfeni je vypocet pomoci
matematického vzorce SCORAD: A/5 + 7B/2 + C. Schéma A prestavuje rozsah postizeni
(0-100 bodul), B intenzitu onemocnéni (0-18 bodl) a C subjektivni parametry (0-20
bod(). Také je nasledovné posuzovana zavaznost atopické dermatitidy. Mirna forma je
hodnocena do 25 bodi, nad 25 do 50 bod( jde o stfedné tézkou formu a nad 50 bodu
se jedna o tézkou formu atopické dermatitidy. Vysetieni probihalo kazdé 2 mésice
v pribéhu jednoho roku s vypoétem primérné hodnoty SCORAD (Oranje et al., 2007;
Stalder et al. c1993, Vankova, 2021).

7.4 Odbér krevnich vzorku

Pacientlim s atopickou dermatitidou byl proveden odbér periferni krve z kubitalni Zily
do odbérovych zkumavek obsahujici aktivator krevniho srazeni (BD Vacutainer®, Becton
Dickinson). Centrifugace (10 min pfi 2500 g) byla provedena po predchozi koagulaci
a nasledné doslo k oddéleni krevniho séra od krevnich elementi. Poté bylo zmrazeno na
-80 °C az do provedeni samotné analyzy. Pfi pokojové teploté probéhlo rozmrazeni

vzork( pred analyzou.

7.5 Vysetreni sérovych IgE protilatek metodami ALEX a ISAC

Analyza krevnich vzork byla provedena na Ustavu klinické imunologie a alergologie ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové metodami ImmunoCAP ISAC® a ALEX® Allergen

Explorer.
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7.5.1 Princip analyzy ISAC

U kazdého pacientl byla namérena hladina sérovych slIgk protildtek pomoci laboratorni
diagnostické soupravy ImmunoCAP ISAC® siIgkE 112 od firmy Thermo Fisher Scientific
(OPhadia AB, Uppsala, Svédsko). ImmunoCAP ISAC IgE je multiplexovéa imunoanalyza na
pevné fazi, kterd je schopna detekovat az 112 odliSnych komponent nejéastéjsich
alergenll z51 zdroja. Molekuldrni komponenty alergent, které jsou obsaZeny
v diagnostické soupravé jsou potraviny, inhalacni alergeny pylQ, plisni, roztoca, dale
molekuldrni komponenty zvifat, hmyzich jedd a latexu atd. Také systém rozliSuje
alergeny druhové specifické i zkfizené reagujici. Aby byla zachovana
reprodukovatelnost metody jsou jednotlivé alergeny jsou aplikovany v triplikatech. Cely
systém se sklada ze sklenéné desticky, ktera ma 4 reakcni pole tzv. bioCip a kazdé slouzi
pro 1 pacienta. Celkem tedy mUiZeme stanovit 4 vzorky (4 pacienty). Ddle je soucasti

systému je skener a software urceny k vyhodnoceni vysledk( (Varikova, 2021).

Samotny Cip obsahuje 67 rekombinantnich slozek alergent a dalSich 45 slozek je
purifikovanych z pfirodnich extraktl (oznacenych predponou ,n“, napt. nMUXF3 pro
glykanovy epitop z bromelainu). Pfedchozi studie ukazaly, ze nMUXF3 a glykoproteiny z
pylu (nPhlp 4,nCynd 1, nPlaa 2, nCryj1,nCup al)a potraviny vlasského ofechu (nJug
r 2) obsahuji CCD determinanty, zatimco ostatni alergeny na desti¢ce ISAC ne (Varikova,

2021; Nkurunungi et al., 2021).

Obrazek 3: Metoda ISAC (London Allergy and Immunology Centre, c2023)
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7.5.2 Pracovni postup ISAC

Z jednoho baleni soupravy (ImmunoCAP ISAC® sIgE 112) je moZno vysetfit 20 vzorkd,
kdy 1 pole slouZi jako pozitivni a kalibracni kontrola. Do odpovidajicich reakénich poli
bylo pridano 30 ul pacientskych sér a kontrola a nasledné probihala 2 hodiny inkubace,
kdy na molekularni komponenty alergent byly vychytavany specifické IgE protilatky.
Nenavazané byly nasledovné odstranény promytim. Po usuSeni bioCipu bylo opét
napipetovano 30 pl, ale sekundarnich fluorescenéné znacenych protilatek, které se vazi
na pacientovy IgE. Poté nasledovala pllhodinova inkubace, promyti a vysuseni bioCipu.
K vyhodnoceniintenzity fluorescence imunokomplext je zapotfebi mikrocipovy laserovy
scanner LuxScan 10K/A (Capitalbio, Peking, Cina) a také specialni software Phadia MIA
(Thermo Fisher Scientific, Phadia AB, Uppsala, Svédsko). Vystupem jsou hodnoty
specifického IgE proti jednotlivym alergenim ve standardizovanych jednotkach
specifického Igk (ISU-E). Soucasti diagnostické soupravy je i kontrolni vzorek slouzici pro
kalibraci. Ciselné hodnoty vysledkd sigE mohou byt poté pirevedeny na semikvantitativni
tfidy viz. tabulka. Pomoci MIA softwaru jsou automaticky pfevedeny na tyto hodnoty

(Vankovd, 2021; Phadia, 2009).

Tabulka 2: Semikvantitativni tfidy ISAC (Phadia, 2009)

ImmunoCAP ISAC IgE tfida (ISU-E hodnoty)
(hladina IgE protilatek)

0 (negativni, velmi nizka pozitivita) <0,3
1 (nizka pozitivita) >0,3<1
2 (stfedni pozitivita) >1<15

3 (vysoka pozitivita) 215
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7.5.3 Princip analyzy ALEX

Ve stejnych vzorcich byly naméreny hladiny specifickych protilatek (slge) metodou

ALEX® Allergen Explorer od firmy MacroArray Diagnostics (MADX, Viden).

Allergen Explorer je in-vitro multiplexni systém, ktery je schopen méfit jak celkové IgE
(tlg) tak specifické IgE (sIgE) proti znacnému mnozZstvi alergenovych extraktl
a molekularnich alergen( v lidském séru ¢i plasmé (kromé EDTA plasmy) (Varnkova,

2021).

Celkem je pouzito 117 extraktl a 178 molekuldrnich alergen( (pyly —trav, strom{, bylin,
plisné a kvasinky, roztocCi a Svabi, srst a epitely, jedy blanoktidlého hmyzu a potraviny).
Pti inkubaci je v systému ALEX vyuZivano inhibitor(i sacharidovych determinant (CCD),
vedouci k nizsimu podilu fale$né pozitivnich vysledkt u pacientt s protilatkami proti CCD

a je dosazeno vyssi specificity vysledk( (Varnkova, 2021).

7.5.4 Pracovni postup ALEX

Na membranu umisténou ve specidlni kazetce jsou ve vyrobé naneseny jednotlivé
extrakty ¢i molekularni antigeny v podobé presné umisténych skvrn (spotl). Po pfidani
vzorku pacienta do kazetky dochdzi k navazani specifickych IgE protildtek na spoty
obsahujici jednotlivé alergeny. Po inkubaci jsou nenavazané nespecifické IgE protilatky
odstranény promytim. Poté jsou pfidany enzymem znaéené detekéni protilatky, které se
vazi na specifické Igk protilatky. Opét je provedeno promyti a pfiddn substrat. Ten je
pomoci enzymu, ktery vaze protilatku je pozménén na nerozpustny barevny precipitat
v misté alergenového spotu. Tato reakce je ndsledné zastavena blokujicim cinidlem.
MnoZstvi tohoto vzniklého precipitatu je umérné mnozstvi specifického IgE ve vzorku
pacienta. Po dokonéeni tohoto testu je na skeneru ImageXplorer pofizen snimek, ktery
je nasledné analyzovan pomoci software Raptor MADXx vysledky specifického i celkového

IgE jsou uvedeny v jednotkach (kUa/L) a také fazeny do 4 tfid pozitivity (Varkova, 2021).

43



Obrazek 5: ALEX cartridge s panelem alergent (ALPCO, c2023)
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7.6 Statistické zpracovani dat a vysledky

Pro statistické zpracovani souboru pacientl byly pouZity programy Microsoft Excel

a MedCalc.

7.6.1 Soubor pacientl pro statistické zpracovani

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pro alergenni komponenty zvifat, roztocu,
plisni a Rusa domaciho. Celkem bylo provedeno statistické zpracovani dat u 96 pacientu
z toho u 45 muzl a 51 Zen. Jejich pridmérny vék Cinil 42 let s vékovym rozpétim 10-82
let. Dale byla hodnocena pfitomnost astma bronchiale, alergické rhinitidy a zavaznost
atopické dermatitidy. U reakce na potravinové alergeny byly k dispozici i vysledky
expozicnich testu. JelikoZ tato studia byla zamérena na alergenni komponenty zvitat,
roztocl, Svaba a plisni, Udaje expozi¢niho testu nebyly vyuzity. U tfech pacientli bohuzel
nebyly k dispozici Udaje o pfitomnosti AB, AR a zavaznosti AD.

Cilem prace bylo srovnani obou multiplexovych metod. Bylo tedy vybrano 20 alergent
zvitat, roztoc(, plisni a Rusa domaciho, které se vyskytovaly v obou biocipech. Dle

hladiny specifického IgE jednotlivych alergen(i probéhla ndasledovna klasifikace dle

stupné senzibilizace do tfidy 0-6 viz. nasledujici tabulka

Tabulka 3: Semikvantitativni hodnoceni hladiny specifického IgE UKIA FNHK

Rozmezi (kU/I) Trida Stupen senzibilizace dle RAST tfid
<0,35 0 (1) Zadny (negativni)
0,35-0,71 1 (2) Nizky
0,72 -3,59 2 (3) Stiedni
3,60-17,99 3 (4) Vysoky
18,00 — 49,99 4
50,00 - 99,99 5 (5) Velmi vysoky
>100 6
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Tabulka 4: Charakteristika souboru pacientt

Pocet pacienttl

96

Poéet muzl

45 (46,9 %)

Pocet Zen 51 (53,1 %)
Vékové rozpéti 10-82 let
Pramérny vék 42 let

Pocet pacientti s astma bronchiale (vztaZzeno na 93 pacientu)

53 (57,0 %)

Pocet pacientd s alergickou rhinitidou (vztaZzeno na 93 pacientd)

73 (78,5 %)

Pocet pacientt se slabou formou atopické dermatitidy
(vztazeno na 93 pacientd)

57 (61,3 %)

Pocet pacientt se stfedni formou atopické dermatitidy
(vztaZeno na 93 pacientt)

11 (11,8 %)

Pocet pacientl s tézkou formou atopické dermatitidy
(vztaZeno na 93 pacientt)

25 (26,9 %)
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8 VYSLEDKY

Tato diplomova prace je zamérena zejména na molekuldrni komponenty alergend plisni,
roztocu, zvifat a Rusa domdciho. K testovani statistickych parametr( v této praci bylo
nakonec vybrdano 96 pacientll zdlvodu kompletnich informaci o pacientech
a vysledcich. Bylo vybrano celkem 20 zdastupcl zminénych skupin zastupcu

molekuldrnich komponent alergend.

8.1 Zakladni statistika souboru pacientu

Tabulka zdakladni statistiky popisuje zakladni statistické parametry jednotlivych
alergennich komponent ze souboru 96 pacientl. K témto parametriim patfi minimum,
maximum, primér hodnot, medidn, smérodatna odchylka, rozmezi kvartil( (25 a 75

percentil) a idaj o normalnim rozloZeni dat.

V tabulkach €. 5 a €.6, které byly vytvoreny zvlast pro metodu ALEX a ISAC je souhrn

zakladnich statistickych parametr(.

Tabulka 5: Zakladni statistika (ALEX)

Alergen | n | Min | Max | Primér | Median SD 25-75P P-hodnota
(ALEX)
Altal 96 | 0,000 | 49,610 8,428 0,000 15,7551 | 0,000 to 5,835 <0,0001
Aspfl 96 | 0,000 | 5,600 0,132 0,000 0,7178 | 0,000 to 0,0150 <0,0001
Aspf3 96 | 0,000 | 18,980 0,420 0,000 2,0444 | 0,000 to 0,0200 <0,0001
Aspf6 96 | 0,000 | 37,360 2,141 0,000 6,1643 | 0,000 to 0,0600 <0,0001
Blag1l 96 | 0,000 | 0,490 0,0197 0,000 0,06297 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Blag2 96 | 0,000 | 10,550 0,268 0,000 1,4619 0,000 to 0,000 <0,0001
Blagh 96 | 0,000 | 0,310 0,0371 0,000 0,06049 | 0,000 to 0,0600 <0,0001
Blot5 96 | 0,000 | 36,610 1,399 0,000 6,0181 | 0,000 to 0,0400 <0,0001
Canfl 96 | 0,000 | 44,930 7,349 0,000 13,7334 | 0,000 to 6,405 <0,0001
Canf2 96 | 0,000 | 42,200 3,763 0,000 10,3281 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Derf1l 96 | 0,000 | 44,090 5,334 0,000 11,4526 | 0,000 to 3,905 <0,0001
Der f2 96 | 0,000 | 51,510 | 17,894 0,000 21,5542 | 0,000 to 45,260 <0,0001
Derp1l 96 | 0,000 | 48,030 6,898 0,000 13,3356 | 0,000 to 6,515 <0,0001
Derp 2 96 | 0,000 | 50,680 | 17,348 0,0550 21,1287 | 0,000 to 43,055 <0,0001
Derp23 | 96 | 0,000 | 46,510 9,015 0,000 15,6189 | 0,000 to 13,580 <0,0001
Equcl 96 | 0,000 | 45,960 6,587 0,000 13,1861 | 0,000 to 2,580 <0,0001
Feld1 96 | 0,000 | 49,690 | 12,852 0,000 18,4206 | 0,000 to 30,085 <0,0001
Feld 4 96 | 0,000 | 41,160 3,292 0,000 8,1107 0,000to0 0,720 <0,0001
Lepd2 96 | 0,000 | 46,840 5,537 0,000 11,5576 | 0,000 to 5,990 <0,0001
Musm1 | 96 | 0,000 | 28,870 2,726 0,000 6,8190 0,000 to 0,165 <0,0001

Vysvétlivky: n (pocet pacientd v souboru), min (minimum), max (maximum),
SD (smérodatna odchylka), 25 — 75 P (rozmezi kvartil(i, 25 a 75 percentil)
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Tabulka 6: Zakladni statistika (ISAC)

Alergen n Min Max Primér | Median SD 25-75P P-hodnota
(ISAC)

Blag5 96 | 0,000 0,800 0,0167 0,000 0,1002 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Derf1l 96 | 0,000 | 92,000 8,215 0,000 | 20,6872 | 0,000 to 3,000 <0,0001
Derp1l 96 | 0,000 | 100,000 | 11,484 0,000 | 26,7603 | 0,000 to 5,650 <0,0001
Musm1 | 96 | 0,000 | 85,000 5,634 0,000 | 15,6502 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Altal 96 | 0,000 | 100,000 | 8,209 0,000 | 19,0268 | 0,000 to 3,650 <0,0001
Aspfl 96 | 0,000 4,800 0,116 0,000 0,6681 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Aspf3 96 | 0,000 | 15,000 0,274 0,000 1,6492 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Aspf6 96 | 0,000 | 27,000 1,509 0,000 4,3698 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Blag?2 96 | 0,000 1,600 0,0333 0,000 0,1988 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Bla gl 96 | 0,000 0,800 0,0135 0,000 | 0,09583 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Blot5 96 | 0,000 | 23,000 0,718 0,000 3,2268 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Canfl 96 | 0,000 | 100,000 | 9,844 0,000 | 23,1023 | 0,000to0 5,250 <0,0001
Canf2 96 | 0,000 | 100,000 | 4,068 0,000 | 14,0272 | 0,000 to 0,000 <0,0001
Der f 2 96 | 0,000 | 100,000 | 17,461 0,000 | 27,6414 | 0,000 to 30,500 | <0,0001
Derp 2 96 | 0,000 | 100,000 | 21,031 0,000 | 32,5705 | 0,000to 37,500 | <0,0001
Equcl 96 | 0,000 | 58,000 5,284 0,000 | 12,1802 | 0,000 to 1,050 <0,0001
Feld1 96 | 0,000 | 100,000 | 11,532 0,000 | 21,7484 | 0,000to0 12,000 | <0,0001
Feld 4 96 | 0,000 | 64,000 4,251 0,000 | 11,1975 | 0,000 to 1,400 <0,0001
lepd2 96 | 0,000 | 64,000 2,151 0,000 9,2770 | 0,000 to 0,000 <0,0001

Vysvétlivky: n (pocet pacientd v souboru), min (minimum), max (maximum),
SD (smérodatna odchylka), 25 — 75 P (rozmezi kvartilll, 25 a 75 percentil)

8.2 Statistické vyhodnoceni kvalitativnich dat

Prvnim krokem pfti srovnavani dvou metod bylo porovnani kvalitativnich vysledk. V této
praci bylo provedeno srovnani kvalitativnich vysledkd (pozitivni/negativni)
i semikvantitativnich vysledkl ve tfidach pozitivity. Pro tato testovani byl pouzit chi-
kvadrat test pro testovani nezavislosti. Nejprve byla zjistovana shoda ISAC a ALEX pro
jednotlivé alergeny ve ttidach pozitivity a ndsledné v pozitivnich a negativnich

vysledcich.

8.2.1 Chi-kvadrat test pro jednotlivé tridy alergent

MnozZstvi IgE protilatek bylo hodnoceno semikvantitativné pomoci tfid pozitivity 0 — 6
(viz. vySe). Byly zjistény Cetnosti vysledk( v jednotlivych tfidach u vSech 20 vybranych
alergenll. Nasledné byly vypracovany kontingencni tabulky pro vSechny zkoumané
alergeny a pomoci chi-kvadrat testu byla zjiSténa Uroven shody mezi obéma

zkoumanymi metodami. K tvorbé kontingencnich tabulek i pro vypocet chi-kvadrat testu
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byl pouZit software Medcalc. Cim vy3i je hodnota parametru chi-kvadrat, tim t&sné&jsi
vztah je mezi pouzitymi metodami. Hladina vyznamnosti pod 0,05 znamen3 statisticky

vyznamnou shodu metod ISAC a ALEX.

V nasledujici tabulce €.7 je pro ukazku uvedena jedna kontingencni tabulka pro alergen
Alt a 1 (Alternaria alternata) a vysledek chi-kvadrat testu v tabulce ¢.8. Dalsi tabulky
obsahuji souhrnné vysledky chi-kvadrat testu pro vSechny testované molekuldrni

komponenty vybranych skupin.

Tabulka 7: Kontingencni tabulka pro Alta 1

Alta1l Metoda Cetnost
Trida ALEX ISAC

0 69 69 | 138 (71,9 %)
1 1 0 1(0,5 %)
2 0 3 3 (1,6 %)
3 5 10 15 (7,8 %)
4 21 8 29 (15,1 %)
5 0 5 5 (2,6 %)
6 0 1 1(0,5 %)

Cetnost 96 96 192

(50,0 %) | (50,0 %)

Tabulka 8: Chi-kvadrat test pro Alta 1

Chi-kvadrat 17,494
DF (stupné volnosti) 6
Hladina vyznamnosti | p=0,0076

8.2.1.1 Chi-kvadradt test pro molekuldrni komponenty plisni

Tabulka 9: Chi-kvadrat test — plisné (tfidy)

Alergen Chi-kvadrat DF P-hodnota Vzdjemny
vztah
Altal 17,494 6 0,0076 +
Aspf1 3,049 3 0,3841 -
Aspf3 9,081 4 0,0591 -
Aspf6 1,840 5 0,8708 ]

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)
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V tabulce ¢.9 je uvedeno srovnani obou metod pro molekuldrni komponenty alergena
plisni. Pomoci chi-kvadrat testu byla zjiSténa tésna statisticka zavislost pro alergen
Alt a1 plisné Alternaria alternata. U molekuldrnich alergeni odvozenych od plisné

Aspergillus fumigatus nebyl vztah mezi hodnotami ziskanymi obéma metodami nalezen.

8.2.1.2 Chi-kvadrat test pro molekuldarni komponenty roztocii a Rusa
domadciho

Tabulka 10: Chi-kvadrat test — roztoci a Rus domaci (tfidy)

Alergen Chi-kvadrat DF P-hodnota Vzajemny
vztah
Blot5 0,785 4 0,9404 -
Blagl 1,355 2 0,5080 -
Blag2 3,716 3 0,2938 -
Blag5 2,021 2 0,3640 -
Derfl 9,161 5 0,1028 -
Der f 2 20,323 6 0,0024 +
Derp1l 13,097 6 0,0415 +
Derp 2 46,084 6 <0,0001 +
Der p 23 44,308 4 <0,0001 +
Lepd2 29,781 5 <0,001 +

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)

V tabulce €.10 jsou v uvedeny jednotlivé molekularni komponenty alergen( roztocu
a Rusa domaciho (Bla g 1, Bla g 2 a Bla g 5). Vyznamny vztah mezi hodnotami ziskanymi
obéma metodami byl prokazan u molekularnich komponent Der p 1, Der p 2 a Der p 23
roztoCe Dermatophagoides pteronyssinus, Der f 2 roztoe Dermatophagoides farinae
a Lep d 2 roztoce Lepidoglyphus destructor. Zcela rozdilné vysledky poskytuji metody pro

vSechny 3 alergenové komponenty Rusa domdciho, Blag 1, Blag2 aBla g5.
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Tabulka 11: Chi-kvadrat test — zvirata (tfidy)

8.2.1.3 Chi-kvadrat test pro molekuldrni komponenty alergeni zvifat

Alergen Chi-kvadrat DF P-hodnota Vzajemny
vztah

Canfl 9,781 6 0,1342 -
Canf2 3,676 6 0,7204 -
Equcl 8,192 5 0,1460 -
Feld1 20,933 6 0,0019 +
Feld 4 2,255 5 0,8128 -

Musm 1 7,045 5 0,2173 -

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)

V tabulce ¢.11 jsou v uvedeny jednotlivé molekuldrni komponenty alergen( zvirat.
Z hodnocenych molekularnich alergent psa, kocky, koné a mysi byla vyznamna shoda
mezi metodami nalezena pouze u alergenu Fel d 1 Kocky domdci. Ostatni vysledky

vyjadrené jako tfidy pozitivity se liSily.

8.2.2 Chi-kvadrat test pro Cetnost pozitivnich a negativnich vysledk
alergenu

Obdobné jako u hodnoceni shody ve tfidach pozitivity byla vyhodnocena i shoda
v pozitivité/negativité vysledkl. Statisticky byly zpracovany cetnosti pozitivnich
a negativnich vysledk( u vSech 20 vybranych alergend u metod ALEX a ISAC. K analyze
kvalitativnich dat byla sestavena kontingenéni tabulka pro zastupce molekuldrnich
komponent ze skupiny zvifat, roztoc(, plisni a Rusa domaciho, a k vyhodnoceni byl
pouzit chi-kvadrat test pro testovani nezavislosti. Hodnoceni chi-kvadratu bylo doplnéno
jesté o vypocet kontingenéniho koeficientu, ktery mGze nabyvat hodnot do 1,0. Cim vy3si
hodnota, tim tésnéjsi vztah mezi metodami. V nasledujici tabulce je pro ukdzku
sestavena kontingenc¢ni tabulka (tabulka ¢.12) pro alergen Mus m 1 Mysi domaci a jeji
zhodnoceni. Dalsi tabulky shrnuji zhodnoceni vysledk( pro kazdou vybranou molekularni

komponentu vybranych skupin.

51



Tabulka 12: Cetnost pozitivnich a negativnich vysledkd (ALEX a ISAC) pro Mus m 1

Alergen Mus m 1 (ALEX)

Alergen Mus m 1(ISAC) | Negativni | Pozitivni Cetnost
Negativni 71 5 76 (79,2 %)
Pozitivni 3 17 20 (20,8 %)

. 74 22
Cetnost (77.1%) (22,9 %) 96

Tabulka 13: Chi-kvadrat test Mus m 1

Chi-kvadrat 54,548

DF (stuperi volnosti) 1
P-hodnota P <0,0001
Kontingencni koeficient 0,602

8.2.2.1 Chi-kvadrat test pro cetnost pozitivnich a negativnich vysledkii
alergenti plisni (ALEX a ISAC)

Tabulka 14: Chi-kvadrat test — plisné (poz., neg.)

chi- Kontingenc¢ni Vzijemny
Alergen , DF | P-hodnota koeficient
kvadrat vztah
Altal 90,175 1 <0,0001 0,696 +
Aspfl 55,774 1 <0,0001 0,606 +
Aspf3 28,187 1 <0,0001 0,476 +
Aspf6 89,078 1 <0,0001 0,694 +

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)

Tabulka 15: Zastoupeni vysledkl alergent plisni (ALEX a ISAC)

% % % %
Alergen zast’ouper:i zast’ouper:i zast?upenj zast'ouperll'
+ vysledku + vysledkt - vysledku - vysledku
ALEX ISAC ALEX ISAC
Altal 27,1 28,1 72,9 71,9
Aspfl 3,1 5,2 96,9 94,8
Aspf3 15,6 5,2 84,4 94,8
Aspf6 20,8 19,8 79,2 80,2

V tabulce ¢. 14 je uvedeno srovnani pozitivnich a negativnich vysledk( poftizenych
obéma hodnocenymi metodami pro molekuldarni komponenty alergen( plisni. Byly
zhotoveny kontingencéni tabulky a vyhodnocen test chi kvadrat. Byla dosazena statisticky

vyznamna shoda mezi metodami pro vSechny uvedené alergeny plisni Alternaria
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alternata a Aspergillus fumigatus. V tabulce €.15 je uvedeno procentualni zastoupeni

pozitivnich a negativnich vysledkd pro metody ALEX a ISAC jednotlivych alergen( plisni.

8.2.2.2 Chi-kvadrat test pro cetnost pozitivnich a negativnich vysledkii
alergenii roztocii a Rusa domdciho (ALEX a ISAC)

Tabulka 16: Chi-kvadrat test — roztoci a Rus domaci (poz., neg.)

Alergen Chi-, DF | P-hodnota Kontirfg.e neni | Vzajemny
kvadrat koeficient vztah
Blot5 66,736 1 <0,0001 0,640 +
Blag1l 47,000 1 <0,00001 0,573 +
Blag2 45,968 1 <0,0001 0,569 +
Blag5 88,167 1 <0,0001 0,692 +
Derfl 86,164 1 <0,0001 0,688 +
Derf2 91,103 1 <0,0001 0,698 +
Derp1l 90,742 1 <0,0001 0,697 +
Derp 2 91,103 1 <0,0001 0,698 +
Derp 23 6,000 1 0,0143 0,243 -
Lepd2 16,492 1 <0,0001 0,383 +

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)

Tabulka 17: Zastoupeni vysledk( alergenti roztoéti a Rusa domaciho (ALEX a ISAC)

% % % %
Alergen zastoupeni + | zastoupeni + | zastoupeni | zastoupeni
vysledk vysledku - vysledk - vysledkt
ALEX ISAC ALEX ISAC
Blot5 11,5 8,3 88,5 91,7
Blagl 1,0 2,1 99,0 97,9
Blag2 6,2 3,1 93,7 96,9
Blagh 0 2,1 100 97,9
Derfl 32,3 32,3 67,7 67,7
Derf2 46,9 45,8 53,1 54,2
Derp1 34,4 35,4 65,6 64,6
Derp 2 45,8 46,9 54,2 53,1
Der p 23 37,5 0 62,5 100
Lepd2 42,7 11,5 57,3 88,5
Obdobna situace byla i pro alergeny roztoc¢d Dermatophagoides farinae,

Dermatophagoides pteronyssinus, Lepidoglyphus destructor a Blomia tropicalis, kde
vSechny mérené molekularni alergeny vykazovaly statisticky vyznamnou shodu pro obé

metody. Stejnych vysledkd bylo dosazeno i u alergen(l Rusa domaciho. V tabulce ¢.17 je
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uvedeno procentudlni zastoupeni pozitivnich a negativnich vysledkd pro metody ALEX

a ISAC jednotlivych alergen( roztoc¢( a Rusa domaciho.

8.2.2.3 Chi-kvadrat test pro cetnosti pozitivnich a negativnich alergeni zvirat
(ALEX a ISAC)

Tabulka 18: Chi-kvadrat test — zvifata (poz.,neg.)

Alergen Chi-, DF | P-hodnota Kontirfg.e ncni Vzajemny
kvadrat koeficient vztah

Canfl 87,000 1 <0,0001 0,689 +
Canf2 69,779 1 <0,0001 0,649 +
Equcl 90,375 1 <0,0001 0,696 +
Feld1 83,435 1 <0,0001 0,682 +
Feld 4 71,906 1 <0,0001 0,654 +

Mus m1 54,548 1 <0,0001 0,602 +

Vysvétlivky: + (pozitivni vztah metod ALEX a ISAC), - (negativni vztah metod ALEX a ISAC)

Tabulka 19: Zastoupeni vysledku alergenti zvifat (ALEX a ISAC)

% zastoupeni | % zastoupeni | % zastoupeni | % zastoupeni

Alergen + vysledka + vysledku - vysledka - vysledka
ALEX ISAC ALEX ISAC
Canf1l 37,5 39,6 62,5 60,4
Canf2 17,7 17,7 82,3 82,3
Equcl 30,2 29,2 69,8 70,8
Feld1 45,8 44,8 54,2 55,2
Feld 4 27,1 28,1 72,9 71,9
Musm1 22,9 20,8 77,1 79,2

V tabulce ¢.18 jsou v uvedeny jednotlivé molekularni komponenty alergena zvitat. Pro
vSechny testované alergeny kocky, psa, koné i Mysi domaci byla pomoci chi kvadratu
nalezena tésna a vyznamna zavislost vysledkl potizenych obéma testovanymi metodami
ISAC a ALEX. V tabulce €.19 je uvedeno procentualni zastoupeni pozitivnich a negativnich
vysledki pro metody ALEX a ISAC jednotlivych molekuldrnich komponent alergen

zvirat.
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8.3 Statistické vyhodnoceni kvantitativnich dat

Porovnani metod zaloZené na hodnoceni shody kvantitativnich vysledkd poskytuje vice
informaci nez srovnani dat kvalitativnich. V této praci byly metody porovnany pomoci
korela¢ni analyzy. Vysledkem je korela¢ni koeficient, jehoz hodnota nepresahuje 1,000.
Cim vice se hodnota korelaéniho koeficientu porovnavanych dat blizi 1,000; tim je
tésnéjsi zavislost (shoda) mezi metodami. V pfipadé porovnani metod na stanoveni
specifického Igé, kde voptimdlnim pripadé se Ciselné vysledky shoduiji,
nepredpoklddame hodnoty korelacniho koeficientu nizsi nez 0, coz by svédcilo
o neptrimé umérnosti vysledki obou metod. Korelaéni koeficienty Ize poditat pro data
snormdlnim i nenormadlnim rozloZzenim. V prvnim pfipadé pouZijeme Pearsoniv

korela¢ni koeficient, ve druhém ptipadé Spearmanuv korelaéni koeficient.

8.3.1 Testy nezdvislosti — Spearmantiv test korelacniho koeficientu
alergen plisni

Tabulka 20: Spearmantiv test korelaéniho koeficientu alergen( plisni (ALEX a ISAC)

'A(E:ITE;;' A(II:;gg)n Korelacni koeficient P-hodnota
Altal Altal 0,972 <0,0001
Aspf1l Aspf1l 0,367 0,0002
Aspf3 Aspf3 0,484 <0,0001
Aspf6 Aspf6 0,774 <0,0001

V tabulce €.20 jsou uvedeny vysledky korelacni analyzy pro alergeny plisni a to konkrétné
alergenni komponenty Aspergillus fumigatus a Alternaria alternata. Nejvyssi shodu mezi
metodami vykazuje IgE proti Alternaria alternata, kde hodnota korela¢niho koeficientu
presahuje hranici 0,9. To je povaZovano za vybornou korelaci mezi metodami. IgE proti
alergenu Asp f 6 plisné Aspergillus fumigatus s hodnotou 0,774 také obstojné koreluje
mezi metodami. Vyrazné horsi vysledky poskytuji alergeny Aspergillus fumigatus Asp f 1
a Asp f 3, kde jsou sice statisticky vyznamné korelacni zavislosti, ale hodnoty korela¢nich

koeficientl jsou nizké (pod 0,5).
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V grafu ¢. 1 je graficka podoba korelacni zavislosti mezi vysledky Alt a 1 ziskanymi obéma
metodami. V grafu je dobre vidét, Ze metody dobre koreluji v nizSich hodnotach
a rozchazeji se ve vyssich hodnotach zhruba nad 50 jednotek, kde zavislost prestava byt

linearni.
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Graf 1: Korelace alergenu Alt a 1

8.3.2 Testy nezavislosti — Spearmantiv test korelacniho koeficientu
alergenti roztocd a Rusa domaciho

Tabulka 21: Spearmantiv test korelaéniho koeficientu alergeni rozto¢li a Rusa domaciho (ALEX a ISAC)

Alergen (Alex) | Alergen (ISAC) | Korelacni koeficient | P-hodnota
Blot5 Blot5 0,573 <0,0001
Blagl Blagl 0,141 0,1698
Blag?2 Blag?2 0,491 <0,0001
Blagh Blag5 0,187 0,0684
Derf1l Derf1l 0,943 <0,0001
Derf2 Derf2 0,976 <0,0001
Derp1l Derp1l 0,965 <0,0001
Derp 2 Derp 2 0,935 <0,0001
Lepd?2 Lepd?2 0,581 <0,0001
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V tabulce ¢.21 jsou shrnuty vysledky korelaéni analyzy pro alergeny rozto¢l Blomia
tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus
a Lepidoglyphus destructor. Dale jsou do této tabulky zafazeny alergenni komponenty

Rusa domaciho (Blattella germanica).

Z tabulky je dobre vidét, Zze vyborné koreluji vysledky stanoveni IgE proti alergeniim
rozto¢ll Dermatophagoides pteronyssinus a Dermatophagoides farinae, kde hodnoty
korelacnich koeficientd presahuji 0,9. Hrani¢ni hodnoty korelacnich koeficientd bylo
dosazeno u alergenll Blo t 5 roztoce Blomia tropicalis a Lep d 2 Lepidoglyphus
destructor a také u alergenu Rusa domaciho Bla g 2. Hodnoty kolem 0,5 ukazuji na slabou
korelaci. IgE proti alergent Bla g 1 a Bla g 5 nevykazuji Zzddnou zavislost mezi metodami
a obé metody dosdhly zcela odlisnych vysledk(l. Tento jev je moZné pozorovat pro ptipad

alergenu Bla g 1 v grafu ¢.2.

Z grafu €. 3 je vidét, podobné jako v pfedchozim pfipadé u Alt a 1, Ze i zde, u Der f 1 se

obé metody rozchazeji ve vyssich hodnotach, v tomto ptipadé jiz nad 20.
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Graf 2: Korelace alergenu Blag 1
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8.3.3 Testy nezavislosti — Spearmantiv test korelacniho koeficientu pro
alergeny zvirat

Tabulka 22: Spearmantiv test korelacniho koeficientu alergen( zvitat (ALEX a ISAC)

Alergen (Alex) Alergen (ISAC) Korelacni koeficient P-hodnota
Canf1l Canf1l 0,983 <0,0001
Canf2 Canf2 0,862 <0,0001
Equcl Equcl 0,926 <0,0001
Feld1 Feld1 0,972 <0,0001
Feld 4 Feld 4 0,928 <0,0001

Musm1l Musm1l 0,822 <0,0001

Korelaéni analyza byla provedena i pro alergeny zvifat Mus musculus, Felis domesticus,
Canis familiaris, Equus caballus. Dle Spearmanova testu hodnoty korelacnich koeficientt
vykazuji vybornou korelaci mezi metodami u véech hodnocenych alergen(l. Nejlepsich
vysledk( bylo dosazeno u Can f 1 psa a Fel d 1 kocky, kde se koeficienty blizi 1,000.

V pripadé téchto alergent Ize povaZzovat vysledky obou metod za shodné.
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vvs

Trend, kdy ve vysSich hodnotdch se obé metody rozchdzeji, Ize pozorovat i u zvifecich

alergen(. Potvrzuje to graf ¢.4 s vysledky Can f 1.
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9 DISKUSE

Atopickd onemocnéni predstavuji velkou zatéZz pro jedince i celou spolecnost
a v poslednich desetiletich dochazi k velkému ndrustu poctd nemocnych zejména
v industrializovanych vyspélych zemich, ale tento trend byl zaznamenan také

v rozvojovych zemich (Thomsen, 2015).

Stanoveni specifickych protilatek tfidy IgE je vyznamnym laboratornim ukazatelem,
ktery vyuzivaji |ékafi odbornosti alergologie a klinické imunologie, ale také détsti |ékafi,
pneumologové, gastroenterologové a dermatologové. Tento laboratorni ukazatel
doplfiuje klinické vysSetfeni a vyznamné pomaha zejména s detailnim uréenim alergen(,
které vyvoldvaji u pacientld klinické obtize. Prfistup k vysetfovani specifickych IgE
protilatek je diferencovany a odviji se od konkrétnich potreb Iékare. Zakladni stupen je
stanoveni IgE proti smésim alergend, ktery vytipuje rizikové skupiny. Testovat je mozno
smési ofech, obilovin, ovoce, zeleniny, pefi a mnoho dalSich. DalSim krokem je analyza
IgE proti jednotlivym alergentm ziskanym z pfirodnich zdrojl (extraktiim). K dispozici je
nékolik stovek alergen(, proti kterym muze klinicka laboratof vysetfit IgE protilatky.
Patfi mezi né velké mnoZstvi potravin, epitelii, pyld, 1ék( a dalSich alergen(. V radé
pfipadd tyto uUdaje postaci k urceni pri¢inného alergenu a dalsi analyza neni nutna.
Pokud tomu tak neni, je moino provést detailni vySetfeni pomoci molekuldrnich
alergent, tzv. komponent. Tato analyza poskytuje velmi konkrétni informace o zkfizené
reaktivité, rizikovosti a presné druhové pfislusnosti vySetfovanych IgE protilatek.
K dispozici je nékolik desitek molekularnich alergenl pro rutinni testovani. Diagnostika
molekuldrni alergie se dostava ¢im dal vice do béiné péce. Tento typ diagnostiky
pomaha pfi mapovani alergenové senzibilizace u pacientll na molekuldrni Urovni.
V komeréné dostupnych testech se wvyuZivaji jak rekombinantni, tak pfirodni,
purifikované alergenové slozky. Alergenni molekuly jsou klasifikovany do proteinovych
rodin dle jejich struktury a také podle jejich biologické funkce. Znalost struktury molekul

pak déle slouzi jako pomoc Iékafliim pfi diagnostice alergie (Matricardi et al., 2016).

Zcela specificky pristup vySetfovani IgE protilatek je pouziti multiplexovych metod. Ty
poskytuji pfi jednom odbéru krve a v jedné analyza vysledky az stovek rdznych specifit
IgE protilatek. Tyto metody maji fadu vyhod i nevyhod. Zdsadni vyhoda je ziskani velkého
mnozstvi vysledkd zjednoho méreni s minimalni spotfebou materidlu (krve, séra).
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V soucasnosti jsou v klinickych laboratofich pro stanoveni IgE protilatek pouzivané dvé
multiplexni metody, a to ISAC od firmy Phadia a ALEX od firmy MacroArray Diagnostics.
Obé poskytuji vysledky IgE proti nékolika desitkdm molekuldrné definovanych alergend,
metoda ALEX obsahuje navic moZnost stanoveni IgE proti nékolika desitkdm
extraktovych alergend. Prvni zminény je alergenovy Cip ISAC (Phadia/Thermo Fisher
Scientific, Uppsala, Sweden), ktery je dostupny od roku 2001. Soucasna verze tohoto
Cipu je schopna detekovat specifické IgE (sIgE) ke 112 rozdilnym molekuldm z 51 rostlin
a zvirecich zdroji alergeni. Neddvno novou multiplexni dostupnou platformu
predstavuje ALEX (Macroarray Diagnostics, Vienna), kterd obsahuje 156 extraktu

alergenu a 126 molekularnich komponent (Bojcukova et al., 2019).

Multiplexové vysetieni poskytuje klinikovi komplexni informaci o reaktivité daného
pacienta na celou skalu alergen, tzv. sensibilizacni profil. Tuto moznost lékafi hojné
vyuzivaji. Vzhledem k tomu, Ze multiplexni vySetieni je pomérné nakladné (nékolik tisic
K¢ za jednoho pacienta/vzorek), je tfeba vymezit indikac¢ni kritéria pro toto vysetfeni.
Nejcastéjsi indikaci multiplexu je neshoda v ostatnich vysledcich (anamnéza, koZni testy,
pfipadné vysetifeni jednotlivych IgE protilatek). DalSim divodem muze byt vylouceni
alergické etiologie pacientovych problém0. Pokud vsechny specifity IgE v multiplexu
budou negativni, je velka pravdépodobnost, Ze pacient neni alergik a jeho potize jsou
jiné etiologie. Dalsim moznym vyuZitim multiplexu je analyza rizikovych alergen(
u konkrétniho pacienta. O nékterych alergenech obsazenych v multiplexu je znamo, Ze
s pfitomnosti IgE proti nim vyrazné roste riziko zavaznych klinickych projevd alergie,

véetné anafylaxe (Nerelius et al., 2020, Bojcukova et al., 2019).

Vysledky multiplexnich metod ALEX i ISAC v rutinnim klinickém prostiedi je vhodné
nadale konfirmovat nejlépe pomoci stanoveni specifickych IgE protilatek proti
jednotlivym alergentm, vytipovanym z vysledkd multiplexu. Tento postup zajistuje

maximalni spolehlivost ziskanych dat (Bojcukova et al., 2019).

Multiplexni metody maji ale své podstatné nevyhody. Zasadni je skute€nost, Ze
neposkytuji srovnatelné hodnoty s vysetfenim jednotlivych IgE specifit. Jednotky,
pouzivané v multiplexech, jsou relativni, specifické pro danou firmu a neodpovidaji
presné mezinarodnim jednotkdm pro specifické IgE. Zaroven se alergeny vazané na

velmi malém prostoru bio¢ipu mohou vzdjemné ovliviiovat a snizovat tak spolehlivost
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vySetieni. DllezZity je také samotny princip méfeni. Multiplex ISAC ma vSechny alergeny
na bioCipu nanesené v triplikatech a vysledny méreny signal je fluorescencni. Triplikaty
vyrazné zvysuji spolehlivost méreni a fluorescentni detekce umoznuje velky rozsah
méreni véetné zachyceni vyrazné pozitivnich patologickych hodnot. Multiplex ALEX na
svém biocipu obsahuje kazdy alergen jen na jediném spotu, coz zvySuje riziko
nespravného vyhodnoceni z divodu moziné necistoty (smitka prachu) nalézajiciho se
v misté alergenového spotu. Navic je u ALEX detekovan fotometricky signal (zbarveni)
jednotlivych spotll. Fotometrie neumozZnuje velky rozsah méfeni srovnatelny
s fluorescenci. Tato skutecnost se projevuje v rozdilnych namérenych hodnotdch obéma
metodami, coZ bylo jasné potvrzeno i v této praci. Vétsina specifickych IgkE vykazovala
odlisné vysledky ve vyssich hladinach. Metoda ISAC, kterd je zaloZzena na fluorescenéni
detekci, poskytovala vyrazné vyssi hodnoty nad cca 40-50 jednotek nez metoda ALEX.
Tento rozdil se projevil v korelacni analyze, ale také pfi srovnani vysledkd v podobé
semikvantitativnich tfid pozitivity. Rozdily byl pozorovany i u alergend, jejichz vysledky

spolu dobfe korelovaly (Matricardi et al., 2016, Bojcukova et al., 2019).

Srovndnim obou multiplexd se zabyvala Jana Bojcukova se spolupracovniky
z imunologického a alergologického pracovisté v Plzni. Na 198 pacientech porovnavali
vybrané alergeny. PouZili kromé korela¢ni analyzu také Cohenovo kappa na hodnoceni
shody. U hodnocenych alergent pyld, roztocd a epiteli dosahli vysokych korelacnich
koeficientll (nad 0,9) a velmi dobré shody v kappa koeficientu (nad 0,8). V této
diplomové praci byly vysoké korelacni koeficienty zjistény jen u ¢asti hodnocenych
alergenll. Zaroven autofi upozornuji na odliSnost obou metod v pripadé vysokych
hodnot IgE v nékterych vzorcich, coz je ve shodé s vysledky této diplomové prace

(Bojcukova et al, 2019).

Problematikou porovnani vysledkl ALEX a ISAC se zabyval i kolektiv autord v Cele
s Enrico Hefflerem. PouZili vzorky 43 pacientld s alergickym zanétem a porovnavali
alergeny z rGznych skupin, inhalacni i potravinové. Pouzili predevsim korelacni analyzu.
Vétsina alergen( vykazovala velmi dobrou korelaci (s koeficientem nad 0,8), ale nékteré,
jako napt. latex, arasidy, liska nebo vlassky otfech korelovaly vyrazné hire. Zajimavym
pristupem bylo provést korela¢ni srovnani vsech alergent pro 12 vybranych typickych

pacientd. U 10 z 12 pacientl byl celkovy korelacni koeficient statisticky vyznamny
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a pouze u dvou pacientl nikoliv. Oba méfici systémy dosly u téchto dvou pacientl
k diametralné odlisSnym vysledkim u vétSiny hodnocenych alergen(l. Autofi také
hodnotili vliv inhibice IgE proti nespecifickym CCD alergennim determinantdm u systému
ALEX na vybranych vzorcich pacientlim. Inhibice je uc¢innd predevsim u nativnich
extraktl a molekuldrnich alergen(i ve srovnani s alergeny rekombinantnimi (Heffler et

al. 2018).

Velmi zajimavé vysledky poskytuje prace Chalotte Nereliu a jejich spoluautor(l. Tématem
je srovnani systémU ALEX a ISAC s vysledky IgE proti jednotlivym alergenim ziskanych
pomoci metody ImmunoCAP (Thermofisher Scientific/Phadia). PouzZili 11 alergend
(extraktd i jejich molekuldrnich protéjsk() a hodnotili je u 66 vzorkd pacientd. Pri
srovnani systému ALEX s mérenim jednotlivych IgE proti extraktovym alergenim zjistili,
ze ALEX poskytl 55 % falesné negativnich vysledk(l a pfi hodnoceni molekuldrnich
alergent 33 % faleSné negativnich vysledk(. To znamend, Ze pozitivni vysledky
ImmunoCAP IgE byly v systému ALEX negativni. Zaroven autofi potvrdili spolu s jinymi
védeckymi skupinami (a v souladu s pozorovanimi v této diplomové praci), Ze systém
ALEX ma mensi dynamicky rozsah, tzn. vyssi hladiny specifického IgE zkresluje smérem
doll. To zhorSuje zaménitelnost obou metod (ALEX i ISAC). Citovanou prdaci je treba
kriticky okomentovat ze dvou pohledl. Prvni je stfet zajm(, autofi jsou zaméstnanci
koncernu Thermofisher Scienticic/Phadia, ktery vyrabi systém ISAC. Druhy problém je
srovnani ALEX se stanovenim jednotlivych IgE metodou ImmunoCAP a ne se systémem
ISAC. Porovnani multiplex(i je vénovana v praci jen okrajova pozornost (Nerelius et al.,

2020).

Enrico Scala se svymi spolupracovniky porovnaval kvalitativni i kvantitativni vysledky
obou multiplexd na skupiné 140 pacientl s anamnézou atopické dermatitidy. Pozoroval
podstatnou a nékdy i vysokou shodu mezi témito metodami poté, co byly vysledky
dichotomizovany na negativni nebo pozitivni: v 94 % z vice nez 10 000 méreni byly testy
shodné. Autofi se domnivaji, Ze vysledky jsou vyznamné ovlivnény velkym pocet
hodnoceni, kterd byla v obou testech negativni. Pokud byly porovnavany pouze
"pozitivni" vysledky, shoda mezi testy klesla na 71 %. Podobné vysledky v kvalitativnim
hodnoceni dosdhla i tato diplomova prace. Metoda ISAC se zda byt robustnéjsi pri

porovndni IgE proti alergenim obsazenym v obou multiplexech, ale pfitomnost vétsiho
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mnoZstvi alergenll a zajimavych novych komponent dostupnych pouze na ALEX muze
byt pfinosem pfi rozhodovani lékafe ve zvlasté obtiznych situacich a poskytovat
komplexnéjsi obraz. Navic pritomnost efektivni blokady reaktivity na CCD determinanty
u testu ALEX v 60% pfipadu vzork( s IgE proti CCD poskytlo kvalitnéjsi vysledky nez ISAC.
Autofi o¢ekavaji, Zze vyrobci zlepsi jak kvalitu jednotlivych alergend, tak i po¢et molekul
dostupnych na ¢ipech. Obecné chybi detailnéjsi data ohledné molekuldrniho profilovani
pacient(, stratifikace rizika zavaznych alergickych reakci na nové alergenni molekuly

podilejici se na respiracni a potravinové alergii (Scala et al., 2021).

Dalsi studie by se mély zaméfit zejména na optimalizaci metod, analytickou citlivost
(zejména pro limit detekce) a diagnostickou citlivost a senzitivitu. Kromeé toho je tfeba
mit na paméti, Ze lidska imunitni odpovéd zprostfedkovana IgE je polyklondlni a podléha
genetickym a environmentalnim vlivim. Alergenové extrakty mohou byt heterogenni
a obtizné standardizovatelné na molekularni Urovni.V kazidém pfipadé pritomnost
nového multiplexniho testu zalozeného na solidnich védeckych udajich dédva impuls

vyzkumu molekuldrni alergie (Scala et al., 2021).

Molekularni alergologie se celosvétové stale vice pouziva v klinické praxi a poskytuje
[ékardm velmi Ucinny nastroj pro lepsi diagnostiku alergickych onemocnéni. V souladu
s rostoucim vyuzivanim molekuldrni alergologie existuje potfeba relevantnich informaci
potiebnych ke spravné interpretaci vysledki. Dle autort dokument(l o diagnostickych
postupech WAO-ARIA-GALEN je molekularni alergologie povazovana za treti linii
pristupu, ktery se ma pouzivat v pripadé diagnostického neulspéchu v prvni a druhé linii
vySetreni (klinické vySetreni, expozicni testy a IgE proti extraktovym alergeniim), které
obvykle poskytuji dostate¢né informace u vétsSiny pacientld. Nedavno publikovany
pravodce diagnostiky molekularni alergie zdlrazriuje mnoho vyhod testovani pomoci
molekuldrnich alergenll. Jeden zajimavy aspekt, ktery byl pomoci molekularni
diagnostiky odhalen, je ten, Ze senzibilizace na urcité molekuly alergenu je vice
asociovana s konkrétnimi klinickymi projevy alergického zanétu nez s jinymi (Bojcukova

et al,, 2019).

PFi porovnani obou metod ALEX a ISAC je tfeba brat v Uvahu, Ze pevné faze jsou rozdilné,
stejné tak fedéni séra, detekéni protilatka a enzymové substraty. Navic ALEX vyuziva CCD

inhibitor, zatimco ISAC ne. Navzdory technickym rozdildm vsak vysledky ukazaly
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podstatnou shodu mezi témito metodami a toto zjisténi je v souladu s pracemi jinych
autord. Obé metody jsou zaménitelné stim, Ze vysledky se rozchazeji ve vysSich
hodnotach specifického Ig diky znaéné pfiznivéjSimu dynamickému rozsahu metody
ISAC a obé metody maiji také vyrazné rozdilny pocet alergen( na biocipu, coZ ALEX silné

zvyhodnuje (Bojcukova et al, 2019).
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10 ZAVER

Diplomova prace se zabyva srovnanim dvou multiplexovych metod pro stanoveni
specifickych Igk protilatek. Pro porovnani byl vyuzit dobfe klinicky charakterizovany
soubor pacientl s atopickou dermatitidou, ktefi jsou v péci Kliniky nemoci koZnich
a pohlavnich FN v Hradci Kralové. Z namérenych dat byly pro hodnoceni vybrany
alergeny plisni, roztoc(, Rusa domaciho a zvifecich alergent. Byly porovnany kvalitativni
vysledky pozitivni/negativni, semikvantitativni vysledky v podobé kategorii, tfid
pozitivity, a vysledky kvantitativni. Shoda mezi metodami v kvalitativnich vysledcich byla
velmi dobrd, vétSinou ve vice nez 90 procentech pfipad(l. Shoda v kategoriich jiz je
vyrazné horsi a je zpUsobena rozdily zejména ve vyssich hladinach IgE, kde metoda ISAC
poskytuje vyssi vysledky nez metoda ALEX. Pfi srovnani kvantitativnich metod pomoci
korela¢ni analyzy bylo u vétSiny alergent dosazeno statisticky vyznamné korelace.
V nékterych pripadech hodnoty korelacnich koeficientli vyrazné presahly 0,9; coz
ukazuje na vybornou shodu mezi metodami. | korela¢ni analyza je ovlivnéna faktem, Ze

ISAC poskytuje ve vysokych hladinach IgE odlisné vysledky.

Zavérem je mozno fici, Ze obé metody se principialné shoduji a je mozno je vzdjemné
zaménit svyhradou. U vysokych koncentraci specifickych IgE lze ocekdvat odlisné

vysledky, kdy metoda ISAC poskytuje vyrazné vyssi hodnoty neZz metoda ALEX.
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11 POUZITE ZKRATKY

AB
AD
ALEX

Anti-CCD protilatky

AR
ARIA
BAT
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CCD

CD193+

CD123+

CD203c

CRD
DF
El
ECP

EDTA

FceRI

FENO

GALEN

GINA

Astma bronchiale
Atopicka dermatitida
Multiplexova metoda Allergy Explorer

Protilatky proti reaktivnim determinantam
sacharidd

Atopicka rhinitida

Allergic Rhinitis and its Impact on Astma
Test aktivace bazofill

Vapenaty kationt

Cross-reactive carbohydrate determinants -
reaktivni determinanty sacharidi

Molekula CCR3, chemokinovy receptor
exprimovany na klidovych lidskych bazofilech
a eosinofilech

Podjednotka IL-3 receptoru, exprimovan na
bazofilech a plazmacytoidnich dendritickych
bunkach

Transmembrdanovy glykosylovany protein typu Il
exprimovany na populaci bazofil(i a mastocytt

Component-resolved in vitro diagnosis
Stupné volnosti

Epididymalni sekretoricky protein E1
Eosinofilni katonicky protein

Organickad sloucenina kyseliny
ethylendiamintetraoctové a jeji soli

Vysokoafinitni IgE receptor

Méreni oxidu dusnatého ve vydechovaném
vzduchu

European Asthma & Allergy Network
Globalni iniciativy pro astma
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HLA-DR+
IDT
IgA
IgE
1gG (1,4)
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protilatky
In vivo
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Bunécny povrchovy receptor MHC II. tfidy
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Imunoglobulin tfidy A

Imunoglobulin typu E

Imunoglobulin tfidy G

ISAC Standardized Units for specific IgE -
standardizované jednotky pro specifické IgE
stanovené metodou ISAC

V Zivém
Ve zkumavce

International Union of Immunological Societies —
Mezinarodni unie imunologickych spole¢nosti

Multiplexova metoda Immuno Solid-phase
Allergen Chip

Kilojednotky alergen specifického IgE na litr
Myeloid differentiation factor 2
MacroArray Diagnostics

Maximum

Minimum

Marker glykoproteinu pro CCD reaktivitu
Destickova aktivacni faktor

Prostaglandin D2

Po smrti

Prick to prick

Pathogenesis-related protein 10 - protein 10
spojeny s patogenezi

Radioalergosorbentni test

Scoring Index of Atopic Dermatitis - index
k hodnoceni zavaZnosti atopické dermatitidy

Smérodatna odchylka
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slgE Sérové alergen specifické IgE

SPT KoZni prick testy

tigk Celkové IgE

USA United States of America - Spojené staty americké
UK United Kingdom — Velka Britanie

WAO World Allergy Organization
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Pfiloha 1: Seznam druhové specifickych a zkfizenych alergenovych komponent na biocipu ISAC

(Upraveno dle IMD Labor Berlin, c2023)

Molekularni Zdroj alergenu Latinsky nazev Proteinova skupina
komponenta
Potravinové alergeny — druhové specifické
nGald1 Gallus domesticus Ovomukoid
nGald 2 Vajeeny bilek Gallus domesticus Ovalbumin
nGald3 Gallus domesticus Konalbumin/Ovotransferin
nGald5 Vajeény Zloutek/ kufeci Gallus domesticus Livetin/sérovy albumin
maso
nBos d 4 Bos domesticus Alfa-laktalbumin
nBosd 5 Bos domesticus Beta-laktoglobulin
nBosd 8 Kravské miéko Bos domesticus Kasein
nBos d lactoferin Bos domesticus Transferrn
rGadcl Treska Gadus callarias Parvalbumin
nPenm 2 Penaeus monodon Arginin kinaza
nPenm 4 Penaeus monodon Vazebny protein na sarkoplazmaticky
vapnik
rAnao 2 Ketu Anacardium occidentale Zasobni protein, 115 globulin
rBerel Para ofech Bertholletia excelsa Zasobni protein, 2S albumin
nCora9 Liskovy ofech Corylus avellana Zasobni protein, 115 globulin
rlugril Juglans regia Zasobni protein, 2S albumin
njugr2 Viassky ofech Juglans regia Zasobni protein, 7S globulin
rSesil Sezamové seminko Sesamum indicum Zasobni protein, 2S albumin
rArah1 Arachis hypogaea Zasobni protein ,7S globulin
rArah2 Arachis hypogaea Zasobni protein, konglutin
rArah3 Arasid Arachis hypogaea Zasobni protein, 11S globulin
nArah 6 Arachis hypogaea Zasobni protein, konglutin
nGlym5 Glycine max Zéasobni protein, beta-konglycinin
nGly m6 Soja Glycine max Zasobni protein, glycinin
nFage?2 Pohanka Fagopyrum esculentum Zasobni protein, 2S albumin
rTria14 Triticum aestivum Protein pro pfenos lipidG (nsLTP)
rTri a 19.0101 Ptenice Triticum aestivum Omega-5-gliadin
nTriaaA_Tl Triticum aestivum Inhibitor alfa-amylazy/trypsinu
nActd1 Actinidia deliciosa Cysteinova protedaza
nActd5 Kiwi Actinidia deliciosa Kiwelin
Potravinové alergeny - zkiizené reagujici
nPem ml Kreveta Penaeus monodon Tropomyosin
rApigl Celer Apium graveolens PR-10 protein
rMald 1 Jablko Malus domestica PR-10 protein
rPrup1 Prunus persica PR-10 protein
rPrup3 Broskev Prunus persica Protein pro pfenos lipidG (nsLTP)
nBosd 6 Kravské mléko/maso Bos domesticus Sérovy albumin
rGlym4 Séja Glycine max PR-10 protein




Molekularni Zdroj alergenu Latinsky nazev Proteinova skupina
komponenta
nActd 2 Kiwi Actinidia deliciosa Thaumatin-like proten
rActd 8 Kiwi Actinidia deliciosa PR-10 protein
Inhalaéni komponenty pylu trav, pylu stromi a pylu plevele — pfevazné druhové specifické
nCynd1 Troskut prtnaty Cynodon dactylon Beta-expansin,
rPhip 1 Phleum pratense Beta-expansin
rPhip 2 Phleum pratense Expansin
nPhlp 4 Phleum pratense Berberine-bridge enzym,
rPhlp 5 Bojinek lucni Phleum pratense Travy tridy 5
rPhlp 6 Phleum pratense Travy tfidy 6
rPhip 11 Phleum pratense Ole e 1-pfibuzny protein
nCryj1 Cedr japonsky Cryptomeria japonica Pektat lydza
nCupal CypFié Cupressus arizonica Pektat lyaza, CCD
rOleel Bojinek luéni Olea europaea Olivovnik evropsky, skupina 1
rOlee 9 Olivovnik Olea europaea Beta-1,3-glukandza
rPlaal Platanus acerifolia Putative invertase inhibitor
nPlaa2 Platan Platanus acerifolia Polygalakturonaza, CCD
nAmbal Ambrozie Ambrosia artemisiifolia Pektat lyaza
nArtv1 Pelyn&k gernobyl Artemisia vulgaris Defensin
rCheal Merlik bily Chenopodium album Ole e 1-pfibuzny protein
rParj2 Drnavec palestinsky Parietaria judaica Protein pro pfenos lipidd (nsLTP)
rPlall Jitrocel kopinaty Plantago lanceolata Ole e 1-pfibuzny protein
nSal k1 Slanobyl draselny Salsola kali Pektin methylesteraza
Inhalaéni komponenty pylu trav, pylu stromi a pylu plevele — zk¥izené reagujici
rPhlip 7 Phleum pratense Polkalcin
rPhil p 12 Bojinek lucni Phleum pratense Profilin
rAlng1 Olte Alnus glutinosa PR-10 protein
rBetv 1 Betula verrucosa PR-10 protein
rBetv 2 Biiza Betula verrucosa Profilin
rBetv 4 Betula verrucosa Polkalcin
rCor a 1.0101 Corylus avellana PR-10 protein
rCor a 1.0401 Pyllisky Corylus avellana PR-10 protein
nOlee 7 Olivovnik Olea europaea Protein pro pfenos lipidd (nsLTP)
rPlaa3 Platan Platanus acerifolia Protein pro pfenos lipidG (nsLTP)
nArtv3 Pelyn&k gernobyl Artemisia vulgaris Protein pro pfenos lipidd (nsLTP)
rMeral Ba¥anka ro&ni Mercurialis annua Profilin
Inhalaéni komponenty zvifat — pfevainé druhové specifické
rCanf1l Canis familiaris Lipokalin
rCanf2 Pes Canis familiaris Lipokalin
rCanf5 Canis familiaris Arginine esteraza, prostaticky
kalikrein
rEqucl KGR Equus caballus Lipokalin
rfeld 1 Felis domesticus Uteroglobin
rfeld 4 Kocka Felis domesticus Lipokalin




Molekularni Zdroj alergenu Latinsky nazev Proteinova skupina
komponenta

nMus m 1 My Mus musculus Lipokalin

Inhalaéni komponenty zvifat — zkfizené reagujici

nEquc3 Ko Equus caballus Sérovy albumin
nCanf3 Pes Canis familiaris Sérovy albumin
nFel d 2 Kotka Felis domesticus Sérovy albumin

Inhalacni alergeny spor plisni — pfevainé druhové specifické

rAltal Alternaria alternata Nznamy

rAlta 6 Alternaria Alternaria alternata Enoldza

rAspf1l Aspergillus fumigatus Mitogilin

rAsp f 3 Aspergillus Aspergillus fumigatus Peroxisomalni protein

rAsp f 6 Aspergillus fumigatus Manganova superoxid dismutaza
rClah8 Cladosporium Cladosporium herbarum Manitol dehydrogenaza

Inhalaéni komponenty roztoc¢l a Svabui — pfevazné druhové specifické

rBlot5 Blomia tropicalis Nezndmy
nDerf1 Dermatophagoides farinae Cysteinova protedza
rDer f2 Roztoti doméaciho prachu NPC2 rodina
nDerp 1 Dermatophagoides pteronyssinus Cysteinova protedza
rDer p 2 NPC2 rodina
rLepd 2 Roztoc skladistni Lepidoglyphus destructor NPC2 rodina
rBlag1l Blattella germanica Neznamy
rBlag2 vab (Rus domaci) Blattella germanica Aspartatova protedza
rBlag5 Blattella germanica Glutation S-transferaza

Inhalaéni komponenty rozto¢a a Svabu — zkFizené reagujici

rDer p 10 Rozto¢ domaciho prachu Dermatophagoides pteronyssinus Tropomyosin

nBlag?7 Svab (Rus domaci) Blattella germanica Tropomyosin

Dalsi komponenty (hmyzi jed, paraziti, latex) — pfevaziné druhové specifické

rApim1 Apis mellifera Fosfolidza A2
nApim 4 Veela medonosnd (jed) Apis mellifera Melitin
rPold 5 Vosik skvrnity (jed) Polistes dominulus Antigen 5
rVesv 5 Vosa obecné (jed) Vespula vulgaris Antigen 5
rAnis 1 Skravka Anisakis simplex Inhibitor serinovych proteaz
rHevb 1 Latex Hevea brasiliensis Elongacni faktor
rHevb 3 Latex Hevea brasiliensis Small rubber particle protein
rHevb 5 Latex Hevea brasiliensis Acidicky protein
rHev b 6.01 Latex Hevea brasiliensis Prohevein
Dalsi komponenty (hmyzi jed, paraziti, latex) — zk¥iZzené reagujici
rAnis 3 Skrkavka Anisakis simplex Tropomyosin
rHevb 8 Latex Hevea brasiliensis Profilin
nMUXF3 Sacharidovy epitop bromelainu CCD-marker

Vysvétlivky: n (nativni), r (rekombinantni), CCD (zkfizené reagujici cukerné determinanty)




Pfiloha 2: Seznam alergenovych komponent na bioCipu ALEX
(Upraveno dle The doctors laboratory, c2023)

Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Pyly trav
Troskut Cynd E
Troskut Cynd1 M Beta-Expanzin
Jilek Lolp1 M Beta-Expanzin
Paspal Pas n E
Phip1 M Beta-Expanzin
Phlp 2 M Expanzin
Phl p 5.0101 M Tfida trav 5/6
Bojinek Phip6 M T¥ida trav 5/6
Phlp 7 M Polkalcin
Phlp 12 M Profilin
Rakos Phrc E
Zito Sec c_pollen E
Pyly stromu
Akacie Acam E
Pajasan Ail a E
Olte Alng1 M PR-10 prqtein
Alng 4 M Polkalcin
Betv1 M PR-10 protein
Briza Betv 2 M Profilin
Betv 6 M Izoflavon Reduktdza
Papirovnik Bro pa E
Liska Cor a_pollen E :
Cora 1.0103 M PR-10 protein
Kryptomerie japonska Cryjl M Pektat lyaza
. Cupal M Pektat lyaza
C
ypris Cup s E
Buk Fags1 M PR-10 protein
Jasan Frae £
Frael M Ole e 1 pfibuzny protein
Oresak Jug r_pollen E
Jalovec Juna E
Morusovnik Mor r E
. , Oleel M Ole e 1 pfibuzny protein
ol k
tvovnt Olee9 M 1,3-beta- Glukanaza
Datlovnik Phod 2 M Profilin
Plaal M Invertaza
Platan Plaa2 M Polygalakturonaza
Plaa3 M nsLTP
Topol Popn E
Jilm Ulmc E
Akacie Amar E
Pyly bylin
Amb a E
Ambrozi
morozie Ambal M Pektat lyaza
Ambrozie Amb a4 M Defezin
Artv E
Pelynék Artv1 M Defenzin
Artv3 M nsLTP
Cans E
Konopi
Cans3 M nsLTP
Chea E
Merlik
Cheal M Ole e 1 pfibuzny protein
Bazanka Meral M Profilin
Parj E
Drnavec
Parj2 M nsLTP
Jitrocel Plal E




Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Jitrocel Plall M Ole e 1 pfibuzny protein
. Sal k E
Stanobyl Salk1 M Pektin-metylesteraza
Kopfiva Urtd E
Roztoci domaciho prachu
, . Derf1l M Cysteinova protedza
Dermatophagoides farinae Derfa M NPC2 rodina
Derp1l M Cysteinova protedza
Derp2 M NPC2 rodina
Derp5 M nezndma
Derp 7 M Roztoci, skupina 7
Dermatophagoides pteronyssus Der p 10 M T.rop?rvnylovs |nv
Derp 11 M Myosin, tézky fetézec
Der p 20 M Arginin kinaza
Der p 21 M neznamy
Derp 23 M Peritropin pfibuzny
protein
Roztodi skladd
Acarus siro Aca s E
Blomia tropicalis Blot5 M Roztoci, skupina 5
Blomia tropicalis Blot 10 M Tropomyosin
Blomia tropicalis Blot21 M Neznamy
Glycyphagus domesticus Glyd2 M NPC2 rodina
Lepidoglyphus destructor Lepd?2 M NPC2 rodna
Tyrophagus putrescentiae Tyr p E
Kvasinky
Tyrophagus putrescentiae Tyrp2 M NPC2 rodina
Malassezia sympodialis Mala s 5 M Nezndmy
Malassezia sympodialis Mala s 6 M Cyklopilin
Malassezia sympodialis Malas 11 M Mangar.mové S}Jperoxid
dismutdza
Saccharomyces ceevisiae Sacc E
Plisné
Alternaria alternata Altal M Alta rodina
Alternaria alternata Altab M Enoldza
Aspergillus fumigatus Aspfl M Mitogilin rodina
Aspergillus fumigatus Aspf3 M Peroxysomalni protein
Aspergillus fumigatus Aspf4 M Neznamy
. . Aspf6 M Manganova superoxid
Aspergillus fumigatus dismutéza
Cladosporium herbarum Clah E
Cladosporium herbarum Clah8 M Dehydrovgerjém s kratkym
fetézcem
Penicilium chrysogenum Pen ch E
Lusténiny
Arah1 M 7/8S globulin
Arah?2 M 2S albumin
Arah3 M 11S globulin
Arasid Arah6 M 2S albumin
Arah 8 M PR-10 protein
Arah9 M nsLTP
Arah 15 M Oleosin
Cizrna Cica E
Glym4 M PR-10 protein
Séja Glym5 M 7/8S globulin
Glym®6 M 11S globulin
Glym 8 M 2S albumin
Cocka Len c E
Fazole Phav E
Hrach Pis s E
Oves Ave s E
Merlik Che q E
Pohanka Fage E
Fage?2 M 2S albumin
Je¢men Hor v E
Lupina Lup a E




Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Ryie Orys E
Proso Panm E
Zito Sec c_flour E
TriaaA_Tl M Inhibitor alfa-
L amylazy/trypsinu
Penice Trial4 M : nZLTFY -
Tria 19 M Omega-5-gliadin
PSenice Spalda Tris E
v Zeam E
Kukurice Zeam 14 M nsLTP
Paprika Capa E
Koreni
Kmin Carc E
Oregano Oriv E
Petrzel Pet c E
Anyz Pim a E
Hofr¢ice >in £
Sinal M 2S albumin
Ovoce
Kiwi Actd 1 M Cysteinova protedza
Kiwi Actd 2 M TLP
Kiwi Actd 5 M Kiwelin
Kiwi Actd 10 M nsLTP
Papdja Carp E
Pomeran¢ Cits E
Meloun Cucm 2 M Profilin
Fik Ficc E
Jahoda Fraa 143 M PR-10 protein+LTP
Mald 1 M PR-10 protein
Jablko Mal d 2 M TLP
Mal d 3 M nsLTP
Mango Man i E
Banan Mus a E
Avokdado Pers a E
Y Pru av E
TreSen Prup3 Y nsLTP
Hruska Pyrc E
Bortvka Vacm E
Hroznové vino Vitv1 M nsLTP
Zelenina
Cibule All ¢ E
Cesnek All's E
Apig1l M PR-10 protein
Celer .
Apig?2 M nsLTP
Apig6 M nsLTP
Dau c E
Mrkev Dauc1l M PR-10 protein
Brambory Sol t E
. Sola | E
Rajce Solal6 M nsLTP
Ana o E
Kedu Anao?2 M 11S globulin
Anao3 M 2S albumin
Orechy
Bere E
Para ofech Bere 1 v 25 albumin
Pekanovy ofech Cari E




Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Cor a 1.0401 M PR-10 protein
Cora8 M nsLTP
Liskovy ofech Cora9 M 11S globulin
Corall M 7/8S globulin
Cora 14 M 2S albumin
Jugrl M 2S albumin
Jugr?2 M 7/8S globulin
Vlassky otfech Jugr3 M nsLTP
Jugrd M 11S globulin
Jugr6 M 7/8S globulin
Mac i 2S Albumin M 2S albumin
Makadamovy ofech -
Mac inte E
Pisv 1 M 2S albumin
Pistacie Pis v 2 M 11S gobulin subjednotka
Pisv 3 M 7/8S Globulin
Mandle Prudu E
Semena
Dyriové seminko Cuc p E
Slunecnicové seminko Hel a E
Mk Pap s E
Pap s 2S Albumin M 2S abumin
Sezam ses| E
Sesil M 2S albumin
Semena Piskavice Tri fo E
Mléko
Bos d_milk E
Kravské mldko Bosd 4 M Alfa-laktalbumin
Bosd 5 M Beta-laktoglobulin
Bosd 8 M Kasein
Velbloudi mléko Camd E
Kozi mléko Cap h_milk E
Kobyli mléko Equ c_milk E
Ovc¢i mléko Ovi a_milk E
Vajicka
Vajecny bilek Gal d_white E
Vajecny Zloutek Gal d_yolk E
Gald1 M Ovomukoid
Gald2 M Ovalbumin
Vajecny bilek A
Gald3 M Ovotransferin
Gald4 M Lysozym C
Vajecny Zloutek Gald5 M Sérovy albumin
Mof'ské plody
Anis1 M Inhibitor Kunitz serinové
Anisakis protedzy
Anis3 M Tropomyosin
Krab Chi spp. E
Sled Cluh E
Cluh1l M Beta-parvalbumin
Garnat obecny Cracb M Troponin C
Kapr Cypcl M Beta-parvalbumin
Gad m E
Treska Gad m 2+3 M Beta-enoldza & Aldoldza
Gadm 1 M Beta-parvalbumin
Humr Hom g E
Krevety Lits E




Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Olihen Lol spp. E
Slavka Myt e E
UstFice Oste E
Kreveta severni Panb E
Hrebenatka Pec spp. E
Penm1 M Tropomyosin
Penm 2 M Arginin kindza
Kreveta tygfi Penm 3 M Myosin, lehky fetézec
Penm 4 M Vazebny protein na
sarkoplazmaticky vapnik
Raj ¢ E
Rejnok ostnaty
Raj ¢ Parvalbumin M Alfa-parvalbumin
Skeble Rud spp. E
Sal s E
Losos Sals1 M Beta-parvalbumin
Sco s E
Makrela obecna Scos 1 M Beta-parvalbumin
» Thua E
TuRak Thual M Beta-parvalbumin
Mecoun obecny Xipg1l M Beta-parvalbumin
Maso
Cvréek doméci Achd E
- Bos d_meat E
Hovézi maso Bosd 6 M Sérovy albumin
Koriské maso Equ c_meat E
Kufeci maso Gal d_meat E
Sarance stéhovava Locm E
Kruti maso Mel g E
Krali¢i maso Ory_meat E
Jehnéci maso Ovi a_meat E
L Sus d_meat E
Vepfové maso Susd1 M Sérovy albumin
Jed blankokfidlého hmyzu a hmyz
Moucny Cerv Tenm
Ohnivy mravenec (jed) Sol spp. E
Apim E
Véela Apim1 M Fosfolipdza A2
Api m 10 M Ikarapin varianta 2
Vosa (Dolichovespula) Dol spp E
Vosik Pold £ -
Pold5 M Antigen 5
Vesv E
Vosa Vesv 1 M Foosfolipaza A1
Vesv 5 M Antigen 5
Blag1l M Svab, skupina 1
Blag?2 M Aspartyl proteaza
Rus Blag4 M Lipokalin
Blags M Glutathion S-transferaza
Blag9 M Arginine kinaza
Svéb Per @ E 4
Pera7 M Tropomyosin
Zviteci alergeny
Pes Can f_Fd1 M Uteroglobin
Psi moc¢ Can f_male urine E
Pes Canfl M Lipokalin




Nazev Alergen E/M Proteinova skupina
Canf2 M Lipokalin
Canf3 M Sérovy albumin
Pes Canf4 M Lipokalin
Canf6 M Lipokalin
Morce Cavpl M Lipokalin
Feld 1 M Uteroglobin
Feld 2 M Sérovy albumin
Kotka Feld 4 M Lipokalin
Feld7 M Lipokalin
Mys domaci Mus m 1 M Lipokalin
Orycl M Lipokalin
Kralik Oryc?2 M Lipofilin
Oryc3 M Uteroglobin
K¥etik dzungarsky Phod s 1 M Lipokalin
Potkan Ratn E
Hovézi dobytek Bosd 2 M Lipokalin
Koza Cap h_epithelia E
Equcl M Lipokalin
Kan Equc3 M Sérovy albumin
Equc4 M Laterin
Ovce Ovi a_epithelia E
Prase Sus d_epithelia E
Ostatni
Hevb 1 M Rubber elongation factor
Hevb3 M Small rubber particle
protein
Latex Hevb 5 M Neznamy
Hev b 6.02 M Pro-Hevein
Hevb 8 M Profilin
Hevb 11 M tfida 1 Chitinaza
Fikus Ficb E
Laktoferin Hom s LF M CCD
Klistak holubi Argril M Lipokalin

Vysvétlivky: E (alergenovy extrakt), M (molekularni alergen), nsLTP (protein pro ptenos lipidd),

CCD (zktizené reagujici cukerné determinanty sacharid()




