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BCR
CRP
ECP
IgA
IgD
IgE
IeG
[gM
IL-4

PAF
Th2

Seznam zkratek

— receptor lymfocytu B pro antigen (B-cell receptor)
— C reaktivni protein

— eozinofilni kationtovy protein

— imunoglobulin A

— imunoglobulin D

imunoglobulin E

imunoglobulin G
— imunoglobulin M

interleukin 4

|

LTB4 - leukotrien B 4
MAC - komplex aktivujici membranu (membrane attack komplex)

MBL - lektin vazajici manézu (mannose-binding lecitin)

— faktor aktivujici krevni destiky (platelet activating factor)

— pomocny T lymfocyt (helper T cell)




1 Uvod

Imunologie je novy, samostatny a stale se rozvijejici védni obor. K jeho
nejvét§imu rozkvétu doslo za poslednich padesat let a jeho poznatky zasahuji do vSech
obori mediciny.

Imunitni systém patii k zakladnim homeostatickym mechanismim organismu,
spolupracuje s jinymi fyziologickymi systémy, zejména nervovym, endokrinnim,
kardiovaskularnim, a dalSimi. Zakladni vlastnosti imunitniho systému je schopnost
rozeznat $kodlivé od neskodného, cizi od vlastniho. Tato funkce se projevuje jako
obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled.

Funkce imunitniho systému vykonavaji krevni buiiky a také nékteré Casti
krevniho séra nazyvané humoralni faktory. Podle toho ktera slozka se v imunitni reakci
vice uplatni, dé€lime imunitu na humoralni a bunééﬁou, dale imunitni mechanismy
d€lime na specifické a nespecifické. VSechny slozky imunity mezi sebou spolupracuji a
navzajem se reguluji.

K nejCastéjSim porucham imunitniho systému patii alergicka onemocnéni, ktera

Jsou spojena se zvysenou tvorbou imunoglobulinu E, na ktery je tato prace zaméfena.




2 Cil prace

I3 Naucit se metody rutinniho stanoveni parametri humoralni imunity.

2. Vyhledani pacientd, ktefi maji normalni hodnoty hladiny celkového IgE a
soucasné zvysenou hladinu IgE specifického vii¢i danému alergenu.

3, U t&chto pacienti porovnat Cetnost vyskytu specifického IgE proti jednotlivym
alergentim, v zavislosti na pohlavi a véku.

4, Srovnani &etnosti vyskytu inhala¢nich a potravinovych alergii u sledované

skupiny pacientd.



3 Teoreticka ¢ast

Humoralni imunita ma jak specifické, tak i nespecifické mechamismy, které slouzi
k ochrané organismu proti cizorodym latkdm, zvlasté proti extracelularné se mnozicim
opouzdienym bakteriim, jako jsou pneumokoky a streptokoky. Zajist'uji ji protilatky a

systém krevnich bilkovin, které jsou soucasti séra.

3.1 Nespecificka imunita humoralni

Nespecificka imunita se také nazyva imunita neadaptivni, pfirozena nebo vrozena.
Jeji slozky jsou schopny na Skodlivinu reagovat rychle, nebot’ jsou v organismu
pfipraveny piedem a jsou G¢inné proti mnoha riznym patogenim. Pusobi do jisté miry
yhaslepo“, coz umoziuje ochranu organismu pfed Skodlivinami dfive nez se zapoji

specificka imunita.
3.1.1 Komplementovy systém

Komplementovy systém je jeden z nejvyznamnéjSich obrannych systému téla. Je
to soubor asi tficeti plazmatickych proteini, které se nachazeji v télnich tekutinach nebo
jsou na povrchu bunék. Proteiny jsou produkovany jaternimi bunikami a makrofagy. Je
znamo devét zakladnich sérovych proteinu, které se oznacuji C1-C9.

Komplement ma tii zakladni funkce. Prvni funkci je opsonizace, coz je vazba
soucasti komplementového systému na mikroorganismus za ucelem zlepSeni u¢innosti
fagocytozy. Druha funkce se nazyva chemotaxe, coZ je pohyb bunék do mista zanétu, a

treti je osmoticka lyza bunék.

Slozky komplementu neboli C slozky jsou v séru pfitomny v neaktivni formé.
Pokud se setkaji s néjakym aktivatorem, napf. s patogennim mikrobem, dojde k jejich

aktivaci.



3.1.2 Cesty aktivace komplementového systému

Aktivace probiha kaskadovité, to znamena, Ze produkt jednoho kroku S§tépi
neaktivni prekurzor dal$iho faktoru. Na kazdém stupni aktivace se soucasné spousti
regulaéni pochody, které jsou zaji§fovany inhibitory a inaktivatory.

Existuji tfi zpusoby aktivace, tzv. klasicka, lektinova a alternativni cesta.
Rozhodujicim stupném aktivace je roz$tépeni slozky C3 na fragmenty C3a a C3b.
Terminalnim produktem je MAC (membrane attack komplex), ktery perforuje

membrany nékterych mikroorganisma.

3.1.2.1 Klasicka cesta

Klasicka cesta se zahajuje na povrsich, na které se navazaly protilatky. Dochézi
k odhaleni vazebného mista pro protein C1 (komplex podjednotek Clq, Clr, Cls), ktery
po vazbé na protilatku zméni svijj tvar a zaCne Stépit proteiny C4 na fragmenty C4a a
C4b. Vznikne dal§i enzym, ktery rozsté€pi C2 na fragmenty C2a a C2b. Fragmenty C4b
a C2a vytvari aktivni enzym, ktery predstavuje C3-konvertazu klasické drahy a §tépi C3
na C3a a C3b. Fragmenty C3a pusobi chemotakticky na fagocyty, C3b slouzi jako
vyznamné opsoniny. Fragment C3b se prida k C3 konventidze a vznikne enzymovy
komplex C4bC2aC3Db, ktery se oznaduje jako C5-konvertaza, ten stépi C5 na fragmenty
C5a a CSb. Kdyz se C5b navaze na teréovou buiiku, do jeho blizkosti se navazi koncové

¢asti komplementu za vzniku MAC [3,7]

3.1.2.2 Lektinova cesta

Lektin je glykoprotein a lektinova cesta je urcitou variantou klasické cesty,
ovsem nekteré prvni slozky komplementu jsou vynechany. Hlavni roli zde hraje sérovy
lektin vazajici manozu (MBL — mannose-binding lectin). Ten se vaze na sacharidové
struktury povrchti nékterych mikrobu nezavisle na protilatkach a jeho funkce a struktura
e podobna C1, stépi C4 a C2. Aktivace komplementu se ucastni v&t§i fragmenty jeho
ozek, jako jsou C4b, C3b a dalsi oznadované jako ,,b“.[3,7]
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3.1.2.3 Alternativni cesta

V pripad€ této cesty se prvni tfi slozky aktivace (C1, C2 a C4) neuplatfiuji, ale
jsou nahrazeny proteiny faktorem B a faktorem D. Slozka C3 se roz§tépi na C3aa C3b a

ve vzniklém C3b se odhali reaktivni cyklicka thioesterova skupina, kterd reaguje

s hydroxylovymi a aminoskupinami v blizkém okoli. Vznikdé C3bBbC3b tedy

alternativni C5-konvertdza podle které se 1 tato cesta nazyva.[3,7]

]

3.1.3 Proteiny akutni faze

Jako proteiny akutni faze oznaCujeme bilkoviny, jejichz koncentrace dynamicky
stoupa v akutni fazi zanétu. Fyziologicky je koncentrace téchto proteini nizka az
neméfitelna. Patii sem C-reaktivni protein, slozky komplementu C3, C4, orosomukoid,
alfa-2-makroglobulin, ceruloplazmin, alfal-antitrypsin, haptoglobin, transferin,

albumin.

3.1.3.1 C-reaktivni protein

CRP byl objeven jako protein, ktery vaze polysacharid bakterialni stény
prneumokoki typu C, ale ma daleko Sir§i funkce. Jeho syntéza v jatrech je vyvolana
cytokiny, zejména interleukinem 6. U zdravého cClovéka je jeho koncentrace
nemeritelnd, zaCina rist 6-9 hodin po zaCatku zanétu a vrcholu dosahuje za 1-3 dny.

Diagnosticky vyznam ma piedevs§im v odliseni bakterialni infekce od virové.

3.2 Specificka imunita humoralni

Specifickd imunita byva oznaGovana také jako adaptivni nebo ziskana. Je
cné mladSi nez imunita nespecificka a k jeji aktivaci dochazi az po setkani
m antigenem. Je namifena proti pfesné definovanému antigenu a funguje na

klad€ jeho rozeznani. Jeji mechanismy tak pracuji pomaleji, ale efektivnéji.
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3.2.1 Protilatky

Protilatky jsou glykoproteidy, zvané imunoglobuliny, které jsou produkovany
termindlnim stddiem diferenciace B lymfocytl, plazmatickymi buitkami. Molekuly
vSech protilatek maji stejnou zakladni strukturu, kterd se sklada ze dvou t&¢zkych fetézci
(H) a dvou lehkych fetézei (L).

Typy fetézci jsou oznaCovany malymi pismeny fecké abecedy, lehké fetézce

jsou dvojiho typu k a A. Oproti tomu existuje pét zdkladnich typl tézkych vy, u, o, d a «.

Tyto typy téZkych fetézcd uréuji izotopy imunoglobulinu (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). H
fetézce jsou spojeny disulfidickymi, jinak téZ cystinovymi, mustky v tak zvané pantové
oblasti. Dale je ke kazdému t€zkému fetézci disulfidickym mistkem pfipojen jeden L

fetézec, jak je patrné z obrazku 1.[1,3,7]

variabilni

oblast ;
vazebné misto
pro antigen

e lehky
fetézec

Schematicky
nakres lgG
konstantni
oblast

1ézky
fetézec

coo CO0

Obrizek 1 Imunogiobulin G [20]
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| Lehké 1 tézké Ttetézce jsou slozeny zusekli obsahujicich asi sto
aminokyselinovych jednotek, které se nazyvaji domény. Domény téZkych i lehkych
fetézcu na N-koncich molekul, téch koncich, na nichz jsou koncové aminokyseliny
s volnou skupinou NH; jsou variabilni, kdezto na opa¢ném konci molekuly jsou
domény konstantni. Funkce téchto dvou domén je odli$na, funkci variabilni domény

lehkého a tézkého fetézce je tvorba vazebného mista pro antigen.[3,7,9]

3.2.2 Charakteristika jednotlivych tfid imunoglobulini

Tabulka 1 Zakladni charakteristiky imunoglobulini [1]

L Biologicky
Ttida Obsah .
| ’ Vyskyt polocas Funkce
1 (Izotop) | v séru (g/l) (dny)
' Sérum, intersticialni Opsonizace,

IeG 3_18 tekutina 21 peutrfili;ace,sekundémi
imunitnireakce,
prostupuje placentou

Sérum, slzy, sliny, Ochrana sliznic,
IgA 0,9-3,5 | povrch sliznic, 6 opsonizace, neaktivuje
mateiské mléko komplement
Sérum, membrana Aktivace komplementu,
0.9-25 lymfocyti B 6 primarni imunitni reakce,
g ] receptor pro antigen na
lymfocytech B
0.1 Sérum, membrana 3 Receptor pro antigen na
] lymfocyta B lymfocytech B
Sérum, intersticiaini Ochrana proti
3x10™* | tekutina 2 mnohobunéénym
parazitum

IgG

I - 4 : ’ ’ ’ ’ w rd - r
Protilatky IgG jsou monomerni struktury, nachazi se v séru a télnich tekutinach,

r zastoupeny v krevnim séru, kde jejich koncentrace je 8-18 g/l, jak je
z0oméno v tabulce 1. Uplatiiuji se pii opsonizaci patogennich mikroorganismi a
|
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aktivuji komplementovy systém. Jedna se o jedinou tfidu imunoglobulind, ktera
prochazi placentou. [7]

Na zakladé jemnych nuanci ve struktufe tézkého fetézce se protilatky IgG déli
na &yt podtfidy (IgG1l — IgG4). Jednotlivé podtiidy IgG se liSi poCtem cystinovych
miistkll v pantové oblasti, jeji délkou a flexibilitou, dale detaily struktur jednotlivych
domén, schopnosti aktivovat komplementovy systém a rozdily v tvorb& disulfidickych
mustku pripojujicich lehké a tézké fet€zce. [13]

Vysetieni IgG se doporuduje provést u pacienti, ktefi trpi opakovanymi a
tézkymi zanéty stfedousi, sinusitidami, pneumoniemi a bronchitidami, pfiéemz podtridy
IgG by mély byt stanoveny u vSech pacientd, ktefi maji snizenou hladinu celkového
[gG. OvSem normalni nebo zvySena hladina celkovych protilatek IgG nevyluCuje
diferenciaci jednotlivych podtfid.

IgG1 je nejhojnéjsi sérovy izotop, velmi aktivné se transportuje z matky na dit¢.
Druhou podtiidou jsou protilatky IgG2, ty jsou namifeny proti polysacharidovym
antigeniim, které jsou soucasti pouzder Gram-negativnich bakterii, zatimco podtiida
1gG3 ma vyznam v obrané€ proti proteinovym, virovym a bakteridlnim antigenim. Ma
nejvetsi schopnost aktivovat komplement. Hladina IgG4 je v séru zanedbateln, proto se

ani deficience nijak zv1ast’ neprojevuje.

3.2.22 IgA

Trida 1gA ma dvé podtiidy IgAl a IgA2, pfiCemz vséru prevlada IgAl.
Imunoglobulin A se nevyskytuje pouze v séru, ale najdeme ho také ve slinach, slzach,
v matefském mléce nebo také ve stfevnim a bronchialnim sekretu. Podle toho jej délime
12 sekreGni a sérovy. Sekreéni IgA se sklada ze dvou monomert, sérovy je bud
onomer, dimer nebo trimer. Sekre¢ni IgA ma vyznamnou Glohu ve slizniéni imunité,
kde brani proniknuti patogennich organismi do podslizni¢ni vrstvy tim, Ze neutralizuje
: , které se dostanou na sliznici. Protilatky IgA jsou jako opsonizujici latky jen

elmi mélo GCinné a neaktivuji komplement.[7]
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3.2.2.3 IgM

IgM je prvni tiidou protilatek, ktera vznika jako humoralni imunitni reakce viici

antigenu, se kterym se organismus setkava poprvé. Jeho kompletni molekulu tvofi

pentamer, ve kterém je p&t monomerli spojeno do kruhu pomoci cystinovych muastki.
Na molekule tak vznika deset vazebnych mist, coZ se projevuje vysokou vazebnou
kapacitou k piislu§nému antigenu. IgM nachazime v séru, kde ma koncentraci 0,9-2,5
g/l (viz. Tabulka 1), ale také v sekretech, kde ma podobnou funkci jako IgA. Pro svou
velkou molekulu neprochazi placentou a nepronika ani do tkéni. Vazba protilatek tfidy

IgM je nejucinnéjsi cestou aktivace komplementu.[7]

32.2.4 IgD

Imunoglobulin D tvofi spolu s IgM povrchové receptory lymfocytii pro reakci
s antigeny. IgD ma monomerni strukturu, nachazi se na povrchu B bunék a v séru, kde

Je jeho koncentrace 0,1 g/1, jak uvadi tabulka 1.[7]

3225 IgE

3

Obranné reakce zprostiedkované IgE maji vyznam v ochrané proti
nohobunéénym parazitim na sliznicich. Také byvaji pfi¢inou imunopatologické
eakei typu I, ktera se oznaduje jako precitlivélost Gasného typu. Jeho koncentrace

éu je velmi nizkd a to 3-10™ g/l, protoze je rozmistén v riznych tkanich

nismu.[7]

2.2.6 ECP

Stanoveni hladiny IgE proti urlitym alergenim je zikladnim, ne viak jedinym
iem pro diagnostiku alergickych stavii. Velky vyznam zde ma i stanoveni hladiny
je eozinofilni kationtovy protein, ktery je pfitomen v granulech eozinofila. V
ich aktivace se uvolfiuje do okoli, kde pilisobi toxicky na parazity, ale muze

isobit deskvamaci epitelu nebo poskozovat neurony & buiiky myokardu. Ke
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zvyseni jeho koncentrace dochazi v pozdni fazi alergické reakce typu I, ale nemusi
korelovat se zvySenou hladinou IgE. ECP odrazi aktivitu onemocnéni a slouZi hlavné ke
sledovani priib&hu chronicky probihajiciho alergickych chorob.[1,3]

Je znamo, Ze napt. po odeznéni anafylaktického $oku po hmyzim bodnuti mize
pretrvavat negativita hladin specifického IgE nékolik dni az tydnid. ZaleZi také na
metodice vySetfeni, n&které orientatni a levnéjsi metody jsou méné€ spolehlivé.
Laboratorni metodou, ktera slouzi k prikazu aktualni aktivity alergického zanétu, je

vySetfeni eozinofilniho kationtu (ECP).[18]

3.2.3 Protilatkova reakce

Protilatkové reakce jsou charakteristické tim, Ze probihaji ve dvou fazich

zvanych primarni a sekundarni reakce.

3.2.3.1 Primarni protilatkova reakce

Protilatky maji v humoralni imunité vyznamnou ulohu. Pfi prvnim kontaktu
santigenem dochazi ke stimulaci a pomnoZeni B lymfocyti a nasledné diferenciaci na
‘{.]e-.:'-:. matické bunky, které tvori protilatky. V krevnim fefisti se protilatky objevi béhem
3-5 dnii od prvniho setkani s antigenem, protilatky jsou pievaziné tfidy IgM. Produkce
protilatek trva asi 5-10 dni s maximem konstantni hladiny asi 3 dny. Po dosazeni

rcholu koncentrace zadina hladina klesat [5,7]

2.3.2 Sekundarni protilatkova reakce

K sekundarni protilatkové rekci dochazi pii opakovaném kontaktu s identickym
genem nebo miZe navazovat na primarni pritilatkovou odpovéd’ a to v pfipadé, Ze
vorganismu pretivavad v dostateCném mnozstvi. Reakce je pak rychlejsi a
e)Si. Sekundarni protilatkové odpovédi se ulastni pamétfové buiky. Sekundarni
a reakce ma kratkou dobu latence, jen n€kolik hodin, maximalni hladina
im fecisti pretrvava del§i dobu a ubyva pomaleji. Dochazi k izotpovému

/
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presmyku, coz je zaména konstantni ¢asti produkovanych protilatek a zacnou se tvofit

protilatky 1gG, IgA, IgE. [5,7]

3.3 Reakce zprostredkované IgE

Ke zvySené tvorbé imunoglobulinu E dojde za situace/kdy se organismus setka
s parazitarnim antigenem. Tato reakce je naprosto fyziologicka a ucelna. Nékdy muze
dojit k nadmérné imunitni reakci, ktera vede k poskozeni tkani a organu, oznaCované

jako imunopatologicka reakce I. typu. IgE je hlavnim mediatorem alergické reakce.
~ 33.1 Alergie a alergeny P

Pfi¢inou alergické reakce je alergen, coz je latka nejCastéji bilkovinné povahy,
ktera u vnimavého jedince je schopna vyvolat pfiznaky alergické reakce. Nejedna se o
".;rozenou obrannou reakci;/é poskozujici reakci imunitniho systému.

. Alergeny mizeme délit podle riznych kriterii. Podle mista vstupu do organismu
e délime na inhalagni, potravinové, kontaktni, pochazejici od bodavého hmyzu a

lékové [3]

3.1.1 Inhala¢ni alergeny

Prvni skupinu inhala¢nich alergenu tvofi tak zvané sezonni alergeny, které se ve
€)Sim prostiedi nachazi jen v uréitém roénim obdobi. Patfi sem pyly riznych stromu,
levelii a bylin. Druhou skupinou jsou alergeny interiérii, bytového a domovniho
tredi. Mezi ty fadime roztoCe, plisn€ a vym&Sky domacich zvifat, jez jsou soudasti

ho prachu. N

Potravinové alergeny

stravinové alergeny lze rozdélit na alergeny rostlinného a Zivodisného puvodu.

otravin ztraci schopnost vyvolat alergii po tepelné upraveé, tyka se to predev§im

17




bilkovin rostlinného piivodu, nebot tepelnym zpracovanim dochazi k denaturaci. U
nékterych Zivoci§nych bilkovin alergeny vzdoruji vafeni a mohou byt stejné agresivni,
jako v syrovém stavu. Alergizujici mohou byt i pfidatné latky, aditiva, kterd jsou

souéasti mnoha primyslové vyrabénych potravin.

3.3.1.3 Lékové alergeny

Mnoho 1ékii ma nejen zadouci Uginky, ale i nezaddouci u€inky na organismus.

Mezi tyto nezadouci u€inky léku patfi i I€kova alergie.

3.3.1.4 Alergeny bodavého hmyzu

Jed blanokfidlého hmyzu je bohaty na proteiny, které mohou byt alergenem.

Kromé toho obsahuji také histamin a biogenni aminy, jako jsou noradrenalin a dopamin,

které zplisobuji fyziologickou odpovéd” na bodnuti. Tyto latky i kdyZ imunogenni
€jsou, jsou schopny pfimo vyvolat anafylaktoidni reakci.

o

o
~ T

3.1.5 Alergeny kontaktni

‘Mezi kontaktni alergeny patii velké spektrum latek, které pasobi alergické obtize
s kuzi nebo sliznicemi. Jako alergen mohou pusobit kosmetické pripravky,
lie, dezinfek&ni roztoky, kovy, umélé hmoty a dal3i. Do této skupiny Ize zatadit

oh

beni chladu a tepla.

Dbrana proti parazitiim

yziologickou funkci IgE je obranna reakce proti parazitim. Po té, co organismu
ntaktu s antigeny parazita, dochazi k stimulaci diferenciace naivnich T-
. do formy tzv.bunék Th2. Tyto bufiky produkuji uréité cytokiny,
€j8i je IL-4, ktery podporuje tvorbu protilatek IgE plazmatickymi burikami.

lale stimuluji proliferaci a terminalni diferenciaci B lymfocyti, které nesou
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BCR (receptor lymfocytu B pro antigen) specificky pro parazitamni antigeny. Poté
dochazi k produkci protilatek tiidy IgE, které nasedaji na vysokoafinni IgE receptory na
povrchu mastocytd a bazofild. Pokud se takto vybavena burika setka s parazitem, dojde
k agregaci IgE a degranulaci mastocyti s uvolnénim jeho mediatori obsazenych
v cytoplazmatickych granulich, jako je histamin a serotonin. N&které takto uvolnéné
enzymy mohou piimo poSkozovat napadené parazity. Dale se aktivuje membranova

fosfolipaza A2 a prokuduji se metabolity kyseliny arachidonové.[5,7,13]
7

3.3.3 Imunopatologicka reakce I typu

Imunopatologicka reakce je spojena stvorbou protilatek IgE proti né€kterym
antigenim vnéjsiho prostiedi. K nadmémé produkci IgE na malé davky alergeni maji
sklon jedinci trpici atopii, coZ je geneticky podminéna predispozice k vzniku
alergického onemocnéni.

Pti prvnim setkani s alergenem dochazi k senzibilizaci. Podobné jako u reakce
na parazita dochazi k navazani protilatek IgE na vysokoafinni receptory FcgRI na
mastocytech. Takto navazany IgE rozeznava riizné antigeny, které pak vaze pfimo na
sehe.

Pfi opakovaném kontaktu s danym alergenem miZze dojit k pfemosténi IgE,

agregaci receptoru na mastocytech a degranulaci mastocytd s uvolnénim mediatort,

Jako je histamin, tryptaza, ECP. V nasledujici fazi dojde k syntéze a uvolnéni
anétlivych mediatorli, jako jsou PAF, coz je faktor aktivujici destitky a kyselina
achidonova, ktera je metabolizovana na leukotrieny zejména LTB4 a prostaglandiny
Sim PGD2. Neékteré z téchto mediatord, zpusobi spasmus hladkého svalstva a
zodilataci cév a nékteré pusobi na chemotaxi neutrofilli, bazofili, trombocyti a

alich bunék zanétu.[5,6,7,13]
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4 Prakticka cast

4.1 Metody

4.1.1 Soubor pacientii

Pro tuto studii byli vybrani pacienti, ktefi maji hladinu celkovych protilatek IgE
v normé a soucasné maji zvySenou hladinu IgE specifickych viici danému alergenu. Pro
objektivni statistické zpracovani byla pouzita heterogenni skupina 75 osob rizného
pohlavi a véku. K ziskani takového mnozstvi pacientd, kteri spliiuji dané normy, byly
pouzity vysledky méfeni, které jsem rutinné provadéla v laboratofi Ustavu imunologie
doplnéné vysledky z databaze laboratorniho programu, celkem zahrnuji obdobi od
prosinece 2006 do unora 2007.
Stanoveni celkového IgE se pouziva jako orientaCni test na prikaz atopie,
piestoze u viech jedincl nemusi byt zvySeno. Fyziologické rozmezi koncentrace
celkového IgE se lisi podle véku, u dospélych se koncentrace vys§i nez 150 IU/ml
Jovazuje za patologickou viz tabulka 2.

Tabulka 2 Fyziologické rozmezi I1gE [17]

Vék IgE (IU/ml)
0-1 tyden 0-1,5
1 tyden — 2roky 0,-30
2-7 let 0-60
7-9 let 0-90
9-16 let 0-200
16 let a vice 0-150

{CP ma fyziologické rozmezi < 24 ng/ml a fyziologicka hladina specifického

€ < 0,35 kU/I. Hladiny IgE se stanovuji proti specifickym alergeniim nebo smésim
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4.1.2 Pouzité metody

Stanoveni protilatek IgE vyZaduje senzitivni testy, nebot’ se organismu vyskytuje
ve velmi nizkych koncentracich. Pro stanoveni celkového i1 specifického IgE byla
pouzita chemiluminiscenéni metoda. Pristroj, ktery pracuje na principu
chemiluminiscence a na kterém byly sebrany vysledky pro tuto praci, se jmenuje

Immulite 2000.

4.1.2.1 Immulite 2000

Immulite 2000 je analyzator, ktery provadi kvantitativnni i kvalitativni
imunochemické analyzy na pevné fazi, se znacenim alkalickou fosfatazou a detekuje
timto enzymem vyvolané luminiscencni zafeni.

Systém Immulite 2000 vyuziva specifické protilatky, vazané na polystyrénové
kulicce jako pevné fazi. Kulicka je davkovana do specialni reak¢ni tuby, kterd slouzi
jako nadoba pro inkubaci a myti a je podnétem pro vyvojovy proces. Po pridani vzorku
dochézi k inkubaci se znagenou alkalickou fosfatazou pii teploté 37 °C. Po inkubaci je
navazana reakéni smés separovana z kulicky odstfedivym promyvanim. Dale je
ekutina dopravena do koaxialni komurky, ktera slouZi jako promyvaci stanice kde
robéhne Styfikrat promyti a nasledné jsou viechny reakeni tuby postupné zafazeny do
rocesu. Prida se substrat dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem s alkalickou fosfatazou
vzniku nestabilniho meziproduktu. Ten se ihned rozpada za vzniku luminiscenéniho
-r’:-:i jehoz intenzita je detekovana fotonasobi¢em. Vysledky jsou pak vypocitany pro
dy vzorek.[19]

3 Statistika

Pro statistické ipracovéni byl pouzit program Excel.




4.2 Vysledky

obsah.

Tabulka 3 Smési alergenu

Zkratka
smési

Smési

Obsah

TP9

Stromy

T2- olSe Seda

T3- briza bradavi¢nata
T4- liska

T7- dub

T12- jiva

DP1

Roztoci

MP1

Plisné

M1- Penicillium
notatum

M2- Cladosporium
herbarum

M3- Aspergillus
fumigatus

MS5- Candida albicans
M6- Alternaria tenuis

GP1

Travy

GG3- srha riznaCka
G4- kostrava
G5-jilek

G6- bojinek lucni
G8- lipnice lu€ni

WP3

Byliny

W6- pelynék Cernobyl
W10- merlik bily
W12- zlatobyl obecny
W?20- kopfiva
dvoudoma

EP71

Peti

E70- husi pefi
E85- kufeci peri
E86- kachni pefi
E89- krocani pefi

Tabulky 3 vysvétluje zkratky vSech vySetfovanych smési alergent a uvadi jejich
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Tabulka 4 vysvétluje zkratky vSech vySetfovanych alergent.

Tabulka 4 Alergeny

Zkrat
a lerge]g;‘i Alergeny
F1 vajeCny bilek
F2 kravské mléko
F13 burské orisky
F14 sojové boby
F31 mrkev
F77 laktoglobin
F92 banan
F224 mak
T3 bfiza
El kocici epitel
E2 psi epitel
E6 morce
I1 viela
I3 vosa
K82 latex
w6 pelynék
M3 Aspergillus fumigatus
ECP eozinofilni kationtovy protein
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V tabulce 5 jsou shrnuty vysledky souboru vsech muzskych pacientd

Tabulka S Soubor vSech sledovanych muzi

Rok | Cel.

nar. | IgE F1 | F2 |F13|F14 | F77 |F92 |F224 | T3 | E1 | I 13 | w6 | TPS | DP1 | MP1 | GP1 | WP3 | ECP | EP71

1983 | 69,4 3.6 2,7 19 | 22 )]
1966 | 84,1 0,7 0,6 39 25

> >
1976 | 144 100 37 | 40 | 100 | 10 4,7
1948 | 50

79 56 B
1982 | 84,8

|
57 04|33 34
—4. L U . |
1994 | 16,5

| 15
1991 105 29|08 08 .
{1949 31 :

|2001| 25
2041123 | 0.7 1 N
1958 | 28 1,6
{2006 102 | 1,1

1964 | 20,4 11 ) ]
185 0,4

39108 P ils
03] 19,9 | 0,9

1 1,6 29

29 | 33

0.8

6| 8.2

i
11126 12 6,4 26
5| 88,7 7.3

| 428 B 13 | I ___j
514 2

196 0,68 | _

6

5|09 |04
112 16

1

09

0.5 50
) 1,7 10,8 1.1 08 | 22 N
loz 1,2

08107 04

5.1

N

26
33
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V tabulce 6 jsou shrnuty vysledky souboru vSech Zenskych pacientti

Tabulka 6 Soubor vSech sledovanych zen

s:r‘f ?Qeé Fi |F13 |F31 | T3 | E1 | E2 | E6 | 11 | K82 | TP | DP1 [ MP1| GP1 | WP3|ECP | M3
1986 | 143 B L 04 27,4
2001| 46 64,6 1,49

1966 | 62,1 154 11,3

1000 75 0,39 971 |

2003 | 34:8] 0,51 |

1981| 118 338/ 1,54 54| 0,48

1993 107 41

2006| 98| s 0,37

1993| 148 04! 183! 279

2004 15] 0,37

1988) 113 1,19[1,48 100
19831 71,9 255

d o
1995| 44,4 0,85
1990 | 91,3

| =
[=

2006| 28]046

1980| 53 48,9 3,29
2003| 38 0,65
1988 | 98,2 418 222 Y
1999 | 69,2 15,2 53|
1996 | 67,2 | 044
| 1972| 883 3,41
| 1908 52,6 048! 36
1 1945] 101 | |279]  |o0s8|7.39 |
1072| 266 734 | 248
1963) 47,9 10 30 43 ﬁ__(__‘
_5'1'9_93 61,6 036|037 1,22
1949 88,1 143| 053
1999| 78,2 20,6
1983 | 34,1 275
7 36,5
%5 y h ([ 288
78,1 25
1] 157 %
5| 204 s | | B 27
,-" 59,1 315
)| s87 10,3
\
b?
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4.2.1 Porovnani zastoupeni alergenii u muZii a Zen

V daném c¢asovém obdobi bylo na Gstavu imunologie u 658 pacientl stanovena
hladina specifického IgE, z tohoto mnozstvi bylo 75 pacientt,coz je 11,3%, ktefi meli
pozitivni specifické 1gE a souCasné negativni celkové 1gE. Z celkového poétu 75

sledovanych pacientu bylo 38 muzi a 37 Zen. Seznam pacientt uvadi tabulky 5 a 6.

Tabulka 7 Procentualni zastoupeni smési alergenu u sledovanych pacientii

Smési Muzi Zenv | Celkem
alergemi | [%] [%] [%%]

TP 3,6 | 216 | 267
GP1 31,6 | 21,6 26,7
[ MPI 5,3 8,1 6,7 |
DP! 18,4 18,9 18,7
WP3 7.9 13,5 10,7 |
EP71 2,6 0 1,3

Tabulka 8 Procentualni zastoupeni jednotlivych alergent u sledovanych pacient

Jednot. | Muzi Zeny Celkem
alergeny| [%] [%] [%]
ECP 23,7 23 25,3
Fli 23,7 10,8 17,3
T [ 158 | 54 | 107
C Bl | 26 | 108 | 67
F13 2,6 54 4
I 2.6 2.7 2,7
E6 OAL 54 2,7
M3 0 | 54 2.7
| F31 | O 27 | 1,3
E2 0 2.7 1,3
K82 0 2,7 1.3
F2 2,6 0 L3 |
| Fl14 2,6 0 1,3
| F77 [ 26 | 0 | 13
| Fo2 | 26 | 0 1,3
F224 2,6 0 1,3
ﬁ_I__:?——l— 276 O 1’3_
W6 2,6 0 13
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Grafické znazornéni porovnani procentudlniho zastoupeni smési alergenli u
muZi a Zen popisuje graf 1 zatimco graf 2 ukazuje zastoupeni jednotlivych alergent.

Graf 1

Procentualni vyjadieni poctu pacienttl se zvySenou hodnotou
specifického IgE proti smésim alergentl

o a o oslem

p tualni vviadfeni poct entil se ZVVS hodnot

J]Il:;hhlluuujﬂjﬂ Bofalala

ECP F1 T3 E1 FI3 "1 B M F31 E2 KR F2 F4 F77 PR F24 B Wo

‘B muzi @ Zeny O celkem|

Nejvyznamnéj$i rozdily v Cetnosti vyskytu specifického IgE proti jednotlivym

rgentim jsou patrné u F1 a podobné tomu bylo i u T3.
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4.2.2 Porovnani zastoupeni alergent u déti a dospélych

Celkovy soubor pacientti zahruje 29 déti do 10 let véku, informace o téchto

pacientech jsou obsazeny v tabulce 9 a 46 dospélych, jejichz vysledky zahrnuje tabulka
10.

Tabulka 9 Soubor vSech sledovanych pacienta do 10 let

r'?:r'f Poh. E;lezl' F1 !F2 |F13 |F77 |F92 |E1 |E2 |11 | TP9 {DP1 | MP1 | GP1|WP3|ECP
2001 x | 46 | | . 64,6 1,49 ]
1999| x | 75 0,39 9,71
2003| X | 348 o051 e |
2001 v | 25 | | 4 _ 097 | 1,61 | 29
2006 X | 98| 6 0,37 -
2004| Y |123]073
2006| Y 102 ]1,05 L_ i e
2004| X | 15 |o37 _—
2004| Y | 185|042
2004| Y | 391|082 S — -
2003| Y | 199|092 I | - al S
1998| Y | 883 29 | 32,5
2001 Y | 428 1,31
2004| Y | 51,4 |201 [
2002| X | 389 0,48
2006| X | 28 |046 B
2003| X | 36 L b 1 Joses) 1 | -
22003 Y [196] . joe8; | | |
|1es9 ! x | 602 15,2 253
203| Y | 445 |089|043
119881 X | 526 B “_T___ | 04836 |
|2004| v |531)085 ~ 1
" :_-1997 Y |594] | - AR 0,49 [ 901
1909 | x 78; | j208) 1
2006 Y | 46 | 07 1,24
m Y | 267 |51 |
X | 265 i , 1288 |
003| Y | 397 ‘. N N | | 433
Y | 156 32,8
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Tabulka 10 Soubor vSech dospélych pacienti

E::( Poh %eé F13|F14 | F31|F224| T3 | E1 | E6 | 11 | 13 [ K82 | W6 | TP9 | DP1 | MP1 | GP1 | WP3| ECP | EP71 | M3
1983| Y |69,4 136 | I 44 19| |2 | ]
1966 Y |sa1| | - 07| | , 1 | os | 39 25 ]
1986 X | 143 i [ ) R N . 04 27
> >
1976 | Y | 144 ) A (I 100 37 | 40 1100 10 47
1966| X |62,1 15 | 11
1948 v | s0 1l 56
1981] x | 118 | A I (. (I 34115 54 | 05 ]
1982] Y |848 57 04|33 34 -
1994 Y |165) | | | 15 e ]
1991 Y | 105 29! 08 08
1993 x 107 | | [ 1 | 4 W S G S ]
1949| v | 31 ﬂ 22
1993] X | 148 2 £ ¢ F -3 % ) 3 04| 18 | 28 4
11958| v | 28 16
[1984] v |20,4 1>1 I/ N ' S —— L
1988 x |113]1,2 15 100
[1983] X |71, I | N 1 |12 N
1989] ¥ |445 0,8
el vy §82y | ] 1 S I N (N SR S S S I 1]
1977 Y |12,6 ] 12 6.4 B I SN A5 R S
1985| v |88,7 73 i a———
X |44.4 09 i
X |3l | | B B | D I R L - 1]
1] Y |444 NI - 1,1 | A A - e e
x | 53 | 49 | 33
X |98,2 | 142 L 22 g
| Y |546 ) 1.3 R (. 32
X |672] | | 0.4 e | ]
| x |883 34 S ER I
Y | 112 R SIS S I S (R I A (< S : s S
| x| 101 ! I T I 28| |os |74 ]
3| v |135] 17 | 08 11 08| 22|
X |266 1 ! lza N 25
| x |47.9 _ 10 K 30 43| |
| x |616 | 04 0,4 1,2
| X |88,1 L 1 1 14| 05
| Y |339 08!07 04|
Y 177 | 1T T 1 1 =]
X |341 ] B N W S |1 28
x| 7 37
' . B S SN I S S 14 ]
X |78 1 L - | |25
X |157 A 1 a8 | ]
X |204 A - L el 27 NN
59,1 _ ] 32
58,7 |10
96,2 26
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Tabulka 11 Procentuélni zastoupeni smési alergen(i u déti a dospélych

Smdsi Déti | Dospeéli | Celkem
=== [%] (%] [%]
TP9 | 10,3 37 | 267
_GP1L | 138 | 348 | 267
| MP1 | 34 | 87 | 67
DPI | 138 | 21,7 | 187 |
o We3 | 69 | 13 10,7
EP71 0 2,2 1,3

Tabulka 12 Procentualni zastoupeni jednotlivych alergenti u déti a dospélych

Jednor. | Détr | Dospéli | Celkem
afergem| [%f /%] [2%]
ECP [ 207 | 28 [ 253

CFL | 448 0 | 173

2 O g ¥i4 ) BT
_EBl_ 34 8.7 0,7
Fl3 34 43 4
i F oz4 | 22 | 97 )
_Bs } O | 43 | 27 |
M3 0 43 27
"B | o | 22 | i3
B | 32 | o | 13 |
K82 22 1.3
F2_} 34 ¢ | 135 |

“Fl4 | o | 22 1.3
_F77 | 34 0 =
_FC)Q_ 34 0 1.3

F224 0 2.2 1.3
B | o 22 13 |
Wo 0 2% | 13 |




Grafické znazornéni porovnani procentualniho zastoupeni smési alergeni u déu
do 10 let a ostatnich popisuje graf 3, zatimco graf 4 ukazuje zastoupeni jednotlivych

alergeni u této skupiny pacientt.
Graf 3

Procentualni vyjadieni poctu pacientt se zvySenou hodnotou
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V pripadé¢ kazdé¢ smési alergenti je vyskyt mezi pacienty nad 10 let vzdy

vyraznéjsi nez u déti do 10 let, pricemz nejvétsi rozdil je u smési TP9 a GP1
Nejvyznamnéjsi rozdily v Cetnosti vyskytu specifického IgE proti jednotlivym

alergentim jsou ziejmé F1, ktery je typicky pro détsky vék.

4.2.3 Porovnani Cetnosti vyskytu potravinovych a inhalanich
alergent
Z celkového poétu sledovanych pacienti mélo 48 pacientd zvySeny néktery
z inhalanich alergend, coz odpovida 64%. Oproti tomu zvySenou hodnotu

potravinovych alergenti mélo pouze 18 osob, coz je 24% z celkového poctu.

Tabulka 13 Mnozstvi pacientu se zvysenou hladinou inhalaénich a potravinovych

alergenu
Inhalacni Pacienti Potravinoveé Pacienti
alergeny [%] alergeny [%]
TPS 0.7 F1 17,3
GP1 26,7 F2 1.3
MP1 6,6 S 4
DM 18,7 F14 1.3
WP3 i F31 13
[ EP71 1,3 F77 1.3
- E1 6,6 F92 13
k2 1.2 F224 1.3
E6 26




Procentudlni zastoupeni pacientd se zvySenou hladinou inhalaénich a

potravinovych alergeni znazoriuje graf 5.

Graf 5
Procentualni vyjadireni poctu pacienttl se vzySenou hodnotou
specifického IgE proti inhalaCnim a potravinovym alergentam a ECP
35
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L
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12
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Graf 6 zobrazuje procentualni zastoupeni alergeni z celkového mnozZstvi
naméfenych inhala€nich alergeni.
Graf 6

Zastoupeni inhala¢nich alergenti u sledované skupiny pacientu
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V grafu 7 je uvedeno procentudlni zastoupeni jednotlivych alergeni z celkového
mnozstvi vySetfovanych potravinovych alergent. Nej¢etnéj$i skupinou je F1, ktery je

pozitivni u 58 procentech pacienti s potravinovou alergii.

Graf7 _
Zastoupeni potravinovonych alergenti u sledované skupiny pacientd

F1
58%




4.3 Diskuze

Pomoci pfistroje Immulite 2000, ktery pracuje na principu chemiluminiscence
byla porovnana €etnost vyskytu specifického IgE proti jednotlivym smésim alergenii a
jednotlivym alergeniim, a to u muzl a u Zen, poté také u déti a dospélych. K dispozici
byly naméiené hodnoty skupiny 75 pacientil, ve které bylo 38 muzl a 37 Zen. Tato
skupina pacienti spliiovala dané podminky, kterymi byla normélni hladina celkového
IgE a soucasné zvy$ena hladina specifické¢ho 1gE.

U muzi a Zen nebyly velké rozdily v zastoupeni jednotlivych smési alergend.
Nejcetnéj§imi smésmi u muzi i u Zen byly smési TP9 (stromy) a GP1 (travy), jejichz
hodnoty byly v obou piipadech zvySeny u 31,6% muzi a u 21,6% Zen.

Nebyl pozorovan vyrazné€jSi rozdil v zastoupeni jednotlivych alergenii mezi
pacienty obou pohlavi.

Cetnost vyskytu specifického I1gE byla posouzena i u déti a dospélych. Vékova
hranice byla uréena na 10 let z diivodii stoupajici hranice fyziologického rozmezi u déti
od 9 let véku. Z celkového poctu sledovanych pacientl bylo 29 déti do véku 10 let a 46
dospélych. Za zminku stoji, Ze v pfipadé kazdé smési alergenti byl vyskyt mezi pacienty
nad 10 let vzdy vyraznéjSi nez u déti do 10 let, pfi€emZ nejvétsi rozdil byl u smeési TP9.
ktery byl u déti zvySen v 10,3% ptipadi a u dospélych tomu bylo v 37%. coz je vice néz
3x Casté)si néz u déti

V zastoupeni jednotlivych alergenG u déti a dospélych byl vyznamny rozdil
pouze u alergenu F1, ktery mélo zvyseno 44,8% déti, coZ je typické pro détsky vek.

Pfi porovnani Cetnosti inhalaénich a potravinovych alergenii bylo zjisténo vice
nez dvojnasobné mnoZstvi pacientd s pozitivnim specifickym IgE proti inhalaénim
alergenlim oproti pacientim s reakci na potravinové alergeny. Pti¢emz 64% pacienti
mélo zvySeno gk néktery z inhalaénich alergen( a 24% IgE na potravinové alergeny.

Porovnanim vyskytu jednotlivych alergent bylo zjisténo. Zze primémé 25%
vSech sledovanych pacientli ma zvySenou hodnotu ECP. Tim se¢ potvrdily informace
z literatury o nekorelujicich hodnotach ECP a celkového Igk. Predpoklada se, Ze u

pacientll byla vylou¢ena ptitomnost parazita.



5 Zavér

Cilem této prace bylo porovnat cetnost vyskytu specifického IgE proti
jednotlivym alergeniim a smésim alergenii u riznych skupin pacientil a srovnat ¢etnost
vyskytu potravinovych a inhala¢nich alergeni .

Rozdilna ¢etnost vyskytu specifického IgE proti jednotlivym alergenim a
smésim alergenl u muza a Zen nebyla prokéazana.

Rozdily mezi soubory détskych a dospélych pacientd rovnéZ nebyly prokazany.

Pii porovnani ¢etnosti vyskytu inhalacnich a potravinovych alergent u pacientl
s normalni hladinou celkového IgE byly z inhalaénich smési nejéetnéji zastoupeny
smési stromi (29%) a trav (25%), u potravinovych se jednozna¢né nejéasté)i vyskytoval
vajeény bilek (58%)

Pies 11% pacientli z pldvodni hodnocené skupiny nemélo zvySenou hladinu
celkového IgE. Toto ¢&islo predstavuje mnozstvi pacientl, u kterych by dg. alergickych
onemocnéni zustala neodhalena pri vySetfeni samotného celkového IgE.

U t&chto 11% pacientd byla nalezena zvysena hladina ECP ve ¢tvrting pripadd.
ECP se tak jevi jako vhodny dopliujici marker 1 pfi stanoveni dg. alergie a aktudlniho

klinického stavu.



e ——

Seznam pouzité literatury

1. Bartunkova, J., Paulik, M., a kol.: VySetfovaci metody vimunologii, Grada
Publishing, Praha, 2005.

2. Bartunkova, J., Sedivé, A.: Imunologie minimum pro praxi, Triton, Praha, 2002.

3. Ferencik, M., Rovensky, J., Shoenfeld, Y., Martha, V.: Imunitni systém informace
pro kazdého, Grada Publishing, Praha, 2005.

4. FerenCik, M., Rovensky, J., Mat'ha, V.: llustrovany imunologicky slovnik, Galén,
Praha, 2004.

5. Fuéikova, T.: Klinicka imunologie v praxi druhé, prepracované vydani, Galén, Praha,
1957,

6. FuCikova, T., a kol.: Zaklady klinické imunologie, RDI’ PRESS a Agentura KRIGL,
Praha, 1994.

7. Horejsi, V., Bartirikova, J.: Zaklady imunologie 2 vydani, Triton, Praha, 2002.

8. Kessler, S.: Laboratomni diagnostika, Scientia Medica, Praha, 1993.

9. Krejsek, J., Kopecky, O.: Klinicka imunologie, Nucleus, HK, 2004.

10. Masopust, J.: Klinicka biochemie pozadovani a hodnoceni biochemickych vySetreni
1T ¢ast, Karolinum — nakladatelstvi Univerzity Karlovy, Praha, 1998.

11. ProkeSova, L., John, C., Fraiikovd, V.: Imunologické mechanismy a obrana proti
infekci, Praha, 1889.

12. Stites, D.P_, Terr, A.l.: Zakladni klinickd imunologie, Victoria Publishing, Praha,
1994.

13. gpiéék, V., Panzner, P.: Alergologie, Galén, Praha, 2004.

14. Sterzl, J.: Imunitni systém a jeho fyziologické funkce, Ceska imunologicka
spole¢nost, Praha, 1993.

15. Trojan, S., a kol.: Lékarska fyziologie, Grada Publishing, Praha, 2003.

16. Lékarské listy 5/2007

17. http://imunologie If2 cuni ctz/laborator.php?str=seznam-metod

18. http://www _practicus.cz/2003/practicus03-03.pdf

19. http://www.nemstbk.cz/olm/pristroje/imul2000_htm

20. http://www.vscht.cz/eds/knihy/uid_es-002/hesla/imunoglobuliny. htm!
21. http://cs. wikipedia.org/wiki/Protil%C3%A 1tka




22. http://www.tigis.cz/alergie/aler103/05lochman.htm

23. http://www tigis.cz/alergie/aler404/06 htm

24, http://www tigis.cz/alereie/aler404/04 . htm

25. http://www.tigis.cz/alergie/aler403/11 htm

26. htip://www tigis.cz/alereie/aler303/10.htm

27. http://www.tigis.cz/alergie/alergie204/07. htm

28. http://www tigis.cz/alergie/Alergie 04 _2006/web/pdf/Setinova_web.pdf

29. http//www tigis.cz/alergie/Alergie 04 2006/web/pdf/Prazna_web.pdf

30. http://www. pharmanews.cz/2004 06/imunita.htm

31. hitp://www_med.muni.cz/dokumenty/pdf/alergie.pdf

32. http://www.stripky.cz/nemoci/alergie.html

33. http://www.Inb.cz/oddeleni/okbi/vlasini/ AlerVysetreni.htm
34. http://kddl.If1 .cuni.cz/download/fruhauf/nestle alergie.pdf
35. https://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xchg/zc/xsl/47 1766 1.html]




	Scan0001
	Scan0002
	Scan0003
	Scan0004
	Scan0005
	Scan0006
	Scan0007
	Scan0008
	Scan0009
	Scan0010
	Scan0011
	Scan0012
	Scan0013
	Scan0014
	Scan0015
	Scan0016
	Scan0017
	Scan0018
	Scan0019
	Scan0020
	Scan0021
	Scan0022
	Scan0023
	Scan0024
	Scan0025
	Scan0026
	Scan0027
	Scan0028
	Scan0029
	Scan0030
	Scan0031
	Scan0032
	Scan0033
	Scan0034
	Scan0035
	Scan0036
	Scan0037
	Scan0038
	Scan0039



