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Typy precitlivélosti dle Coombse a Gella

1. L Typ precitlivélosti s ucasti Igk — atopicka

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

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

4. IV. Typ — reakce oddalené precitlivélosti

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

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

5. Reakce na cizi téleso

6.  Septicky Sok



Alergie

»Alergicka onemocnéni jsou zpusobena neprimérenou reakci imunitniho systému na bézné
neskodné antigeny pochazejici z vnéjsiho prostredi.”

Tyto antigeny se nazyvaji alergeny.
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GLUTEN PEANUTS TREE NUTS CELERY MUSTARD
EGGS MILK SESAME FISH CRUSTACEANS

MOLLUSCS SOYA SULPHITES LUPIN



Precitlivélost I. Typu

oSenna ryma (sezénni, celorocni) 1. faze senzibilizace

2. Casna a pozdni faze
oKonjunktivitida alergicka reakce # % Allergen

N A igen-prﬁesenting
* ce

oAstma bronchiale typ | (eozinofilni)

Mast cell

oAtopicky exém degranulation”" fons!

oKoprivka

oAnafylakticky Sok

antibodies



Precitlivélost I. Typu

Probiha ve 3 fazich: 1. faze senzibilizace

2. Casna a pozdni faze
1. faze senzibilizace alergicka reakce £ L Allergen

°zpracovani alergenu, - \ An |gencgrliesent|ng
indukce Th2 odpovédi = produkce IgE Mast cell V& % o
degranulation ==

*Vazba IgE na vysokoafinitni Fce receptory Zirnych
bunék

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

*Syntéza metabolitd kyseliny arachidonové — leukotrieny,
tromboxany, prostaglandiny

antibodies



Alergen

oExogenni antigen, ktery u vnimavych jedincut vyvold patologickou imunitni reakci

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

Felis domestica
Cislice udava poradi
Feld1<— P

/ X alergent kocky, na které

A e reaguje nejvice
Prvni 3 pismena jmena Prvni pismeno jmena pacientl alergickych na
rodoveho druhového kotku — zde &slice 1 —
hlavni alergen kocCky
lipokalin, na ktery
reaguje 95% pacientu
alergickych na kocku



Alergeny hlavni a vedlejsi

oV soucasnosti je znamo aminokyselinové slozeni vétsiny alergent

oRozliseni 2 skupin:

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

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




Alergeny |. a ll. tridy

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

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

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

O O O O

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




/krizena reaktivita

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

If Allergic to:

Risk of Reaction
to at Least One:

Risk:

oVelkd cast alergenu si je velmi podobna ve svém
aminokyselinovém slozeni

oAlergeny s vyssi nez 50% homologii vykazuji zkrizenou reaktivitu

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

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

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

broskev |~
:Nestabilnl’ Stabilni merufika f;:-“
 proteiny proteiny tredné | |~
Svestka é
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o syazne '€ | hruska #7
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pyl platanu 1//
| bFiz -
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Obrazek ¢. 65: Zakladni skupiny panalergenu



Panalergeny - stabilita

Termolabilni alergeny: Konformaéni epitop Line4rni epitop Termostabilni alergeny:

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

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

* Projevuje se vétSinou jen * Mize hrozit zavazna
oralnim syndromem alergicka reakce!

N N

Termostabilni potravinovy
alergen

Termolabilni potravinovy
alergen

. IgE vazebné mista na potravinovém proteinové alergenu

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



Panalergeny

1. Profiliny

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

o Jsou termolabilni man???

> Hojné obsazeny v pylech trav, plevel( a strom(

2

nuts

o Patri sem napt. vedlejsi alergeny brizy

° U pacientu s alergii na profiliny zkrizena alergie:

Pyl = Ovoce (hruska, banan, pomeranc) 2
Zelenina (mrkev, paprika, rajce) = Orechy

Kl
ﬁ rl weed pollen

vegetables fruits




Panalergeny

PR-10 proteiny (pathogenesis related proteins 10)

> Termolabilni

o\ duziné ovoce

rCor a 1.01
— - rCor a 1.04
o T 5
> Funkce — ochrana rostliny proti bakteriim a plisnim N

> Proteiny homologni s hlavnim alergenem brizy Bet v 1

> U pacientll pozorujeme zkfizenou reaktivitu na:

Pyl btizy = ovoce (jablko, hruska) = zelenina (celer, mrkev)

LTP (lipid transfer proteiny)

> Bilkoviny transportujici fosfolipidy v bunécnych sténach bunék rostlin
> \lyskyt hlavné v ovoci (broskve, meruriky), arasidech (Ara h 9)

o Termostabilni

o Zde neni asociace s alergii na pyly



Panalergeny

4. Zasobni proteiny
o Termostabilni

ERIDEDEDED
o Viciliny, leguminy, 2S albumin PROTEINS

o Vyskytuji se hlavné v oresich, semenech, peckach, S Aran 1
v vV, Vv . 7 i MUXF3='= ArahS Ara hg
arasidech (Ara h), lusténinach Peanut Arah 3

Arah 6
o Povareni potraviny nezméni alergenicitu

Cora 9
o Hrozi vazina alergicka reakce po pozreni potraviny o corat Cora s Cora 14

Hazelnut

@ Jugr 3 Jugr 1

Walnut

>

Bere1
Brazil Nut

v Anao3

Cashew



CCD determinanty

oVétsina alergen( jsou glykoproteiny — obsahuji také sacharidové struktury

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

oAnti-CCD protilatky vétSinou nemaji klinicky vyznam

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

CCD

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

IgE proti peptidovému epitopu
L E Vétsinou ma klinicky vyznam

—




CCD determinanty

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

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

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

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



CCD determinanty

oPokud existuje rozpor mezi klinikou pacienta a vysledky stanoveni specifickych IgE protilatek, je
tfeba zvazit moznou falesnou pozitivitu testd zplsobenou anti-CCD IgE

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

alergen blokator
o \ A "i{ v | LY
pravdivé faleSné pravdivé
pozitivni pozitivni negativni

Obrazek ¢. 78: Blokovini anti-CCD protilatek: zelené jsou znaceny IgE protilatky proti peptidovym epitoptim
daného alergenu a ¢ervené IgE protilatky proti sacharidovym komponentam alergenu



Alergeny pro laboratorni diagnostiku

/\

Standardizované alergenové extrakty Rekombinantni alergeny
Purifikace z pfirodnich zdroj Ze zdroje alergenu izolovana RNA
Vyrobce stanovi obsah hlavnich Prepis do DNA
alergent kvantitativné (ELISA) Vlozeni DNA bakteriofaga
Mnozstvi a aktivita alergenu se Hostitelem bakteriofaga E.Coli
srovna se standardem E.Coli produkuje alergen v Cisté
Kromé alergenu obsahuiji extrakty formeé
také nealergenni slozky (proteiny, Rekombinantni alergeny umoznuiji
sacharidy...) komponentovou diagnostiku g
Ty mohou vést k faleSné pozitivité A%
test( 3n —

il

by

C
§ - © Betvl Betv2 Betv4
§ roo

Birch pollen (t3)




Komponentova diagnostika

oUrci u pacienta konkrétni molekulu, ktera vyvolava senzibilizaci

oNapt. tfidy panalergen( — profiliny, PR-10, LTP, zasobni proteiny -

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

oDale napt. reakce na vCelu a vosu

o U klasického stanoveni specifického IgE na v€elu a vosu byva Casto prfitomna zkrizena reaktivita — pacient
faleSné pozitivni na oboji

o Komponentova diagnostika dokaze odlisit, zda je pacient opravdu alergicky na v€elu nebo vosu




VcCela nebo vosa?

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

... Zpusobené bodnutim neznamym hmyzem ...

Jednalo se pravdépodobné o ...




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

V. spp. 15.20 kU/l  (class Il1)
P. spp. 5.34 kU/l  (class IlI)

V.crabro  15.10 kU/l (class Ill)

Test aktivace basofilQ ALE RGENOVé

EXTRAKTY
CD63  CD203c
Negativni kontrola 1 % 1%

Pozitivni kontrola 60 % 55 %

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

IgA 1,180 g/1 (0,820 - 4,530)

IgM 0,763 g/ (0,460 — 3,040)
question!

ANA neiativnl'

DVOJI POZITIVITA ...




.. THAT is the ,
question! REKOMBINANTN{
ALERGENY

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

QR

(tHda ith_

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

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




Bunécne testy v alergologii

1. Stanoveni poctu eozinofill (l.typ precitlivélosti)

2. Test aktivace bazofil( (BAT) (I.typ precitlivélosti)

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




Stanoveni poctu eozinofild

oPrincip — hematologicky analyzator [Ungated] CD45-FITC / SS/
o Hydrodynamicka fokusace vzorku 1000+ T i}%{
o Impedancni vlastnosti bunék - pocet ﬂm_' I '
o Prlichod svételnym paprskem — vlastnosti o velikosti a granularité |
400 'n.hc-_nu 1 6,61%
oKrevni diferencial dospélého clovéka: 2 |
o lymfocyty: 20-45 % » Jak se lisi zastoupeni lymfocytt u “IDebris n
o Monocyty 2-12 % déti? ' :
o Neutrofily 50-70 % zm
o Eosinofily 1-3% ,[oAD): 28j46% [ |
o Bazofily <1% " g “ m}

oZvyseni eozinofil( — alergickd, parazitarni onemocnéni...
oPouziti — monitoring eozinofilniho astmatu

oPfFi znalosti absolutniho poctu leukocytu lze absolutni pocty bunék dopocitat
o Leukocyty 4-10*10%/I




Test aktivace bazofilu (BAT)

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

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

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

CD63
histamine-
containing ‘

secretory
vesicle

IgE-specific IgE BINDS TO 4 MULTIVALENT )\ HISTAMINE

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

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



BAT — alergeny

oVétsinou se na BAT pouzivaji alergeny z prick testud

oU podezreni na Iékové alergie doktor spolu s krvi zasila do laboratore podezrely €k = v laboratofi rozdrcen,
prefiltrovan a naredén

o Pozn. v minulosti se pozivaly k provedeni BAT i potraviny, protoZe neexistovaly standardizované alergenové extrakty = v
laboratofri se potravina rozdrtila, naredila a vysledny roztok se prefiltroval

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

l

oNékdy muze byt koncentrace alergenu natolik velka, Ze bazofily se vyrazné naaktivuji a béhem inkubace
podlehnou nekrdze = vysledkem méreni je faleSna negativita

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



BAT

funkéni test umozniujici vySetfeni aktivace bazofill po setkani se s urcitym alergenem in vitro

Na povrchu bazofilli - FceRI (receptor pro IgE) - .
P03 Zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na

----- povrchu perifernich bazofilt po jejich expozici
alergenem in vitro

Vysetreni periferni
heparinizované krve,

stimulace alergenem » Reakce precitlivélosti jsou podstatou alergickych onemocnéni.
pfi 37 °Cve vodni lazni, Z) o mAb\j\f' § Reakct:ve gr(ecitliv’élostllll.’ttzpu 'n|el|)50" IgE mediovana alergie - je
1 / IgE > anti-ige zprostredkovana protilatkami .
zastaveni oreakcve B ly%a Sn%?c*‘s‘;.'; = """HF“R' g@ An-GRTYZP? I;E se navaze napbazofily ve fgzi senzibilizace.
erytrocytu a mereni na cm% %um \GRTH2IDP2 PFi dalsim setkani s alergenem — alergen pfemosti IgE, to vede k
pritokovém cytometru ,,;E 7 n\ ) aktivaci bazofilt - masivnimu uvolnéni produktt degranulace
cD203¢ 8¢ $ -K . bazofill a mastocytt ——> zvySena exprese CD63 a CD203c
i /" cpes  antCDe3 na aktivovanych bazofilech.
hv seRaRe HlslamI'M hv

release

ohranic¢ime subpopulaci bazofilu (IgE pozitivnl!
- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofild




BAT — gatovaci strategie

(Pacient alergicky na kocku — alergen Fel d)

Negativni kontrola Pozitivni pacient —vidime

3. Bazofily - : L
_ Bazofilv isou CD63 nee. populaci CD63 pozitivnich
sledujeme CD63 £OTY 150U 8 bazofilll RN
63

—_— W
§ et o . - --C‘)Jntml CD63 . --F.eidf 3
=R <, a (D203c SRS g0 T el oW
<3 oL <o cD63 <%
8 — — = / Eﬁp * En
%8 e Yo w? _
8 er ® ®
o 2 3 4 S 3 4 5
02
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Negativni kontrola

negativ ah 00012554 963
[B] 55 INT / IgE AS4T FL4
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e
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] e T e e
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0o 1000
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Pozitivni kontrola

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

- 10y
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P 1 : Fay i
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Véela

veela ah 00012555 964
[B] 55 INT / IgE A647 FL4
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Pri vySetreni BAT u pacienta je soucasti testu

vzdy:

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

meze

Vosa
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g Obor: Imunologie, alergologie, Laboratorni diagnostika | Pracovisté: Ustav klinické imunologie a alergologie

Materialy k pfednaskam
. L Skripta jsou urtena zejména pro studenty pfedmétu Klinickd imunologie magisterského oboru Bioanalytik a doplfiuji skripta
Obrazové kasuistiky _ ) o . . G . . . . L
s Zaklady vySetfeni v klinické imunologii. Skripta maji za ukol seznamit studenty se zaklady modernich testd v imunologické
~ bunécné laboratofi, vjyznamna ¢ast je vénovana i novym metodam v alergologické diagnostice. Skripta jsou doplnéna i o kapitolu o
klinickém vyuziti monoklonalnich protilatek; jedna se o velmi moderni smér klinické mediciny, se kterym musi byt sezndameni i

studenti nelékafskych medicinskych obord.
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