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V tomto Cisle naleznete:

Uvodni slovo prof. Ctirada Andryse:

Piehledny clanek:
Laboratorni vysetieni
v alergologii

Jaké komponenty

vysetiit?

Privodce molekularnimi
alergeny,

dil 3. PSenice

Téma:
Celiakie

Nova vysetieni:

THDC
Anti-THSD7A

Véaiené kolegyné, vdieni kolegové,

mili pratelé,

po deldi odmlce Vdm chceme nabidnout
dal3i ¢islo naseho obcasniku. V tomto ak-
tudlnim cisle najdete doufdme pro Vas uzi-
tecné informace z naseho oboru. Z obsahu
muUzeme uvést napiiklad ¢lanek o p3enici
a jejich alergenech a také clanek o intole-
ranci lepku.

Preckali jsme slozité COVIDové obdobi
a ndsledné docasné vypadky v dodavkach
nékterych reagencii, se kterymi se bohu-
7el stale potykdme. Snad prezijeme i eko-
nomické a administrativni tézkosti, které
na nas soucasnd doba chysta.

Sektor klinickych laboratofi ¢eka v nasledu-
jicich blizkych letech velkd zména. Vejde
v platnost nova evropska legislativa tykajici
se laboratorni diagnostiky v mediciné. Sna-
hou Evropského spolecenstvi je zvysit do-
hled nad diagnostickymi prostfedky in vitro.
Smyslem celého procesu je sblizit pod-
minky, za jakych jsou na trh uvadény léky
a laboratorni diagnostika. Hlavni tize zmén
leZi na vyrobcich diagnostik. Budou muset
podstatné podrobnéji dokladat klinickou
uZitecnost svych vyrobka formou klinickych

studii tak, jak je zvykem u Iéka. Taktéz bude
pozadovano sledovani vyrobku po uvedeni
na trh a zavedeni systému vigilance. To vie
bude pro vyrobce predstavovat vyrazné na-
vyseni ndkladd a muze se promitnout do
zvyseni cen. To ale je jen ¢ast problému. Jiz
ted firmy ukoncuji vyrobu nékterych dia-
gnostik, kterd se jim po zavedeni novych
postupl nebudou vypldcet vyrabét a pro-
ddvat. Postihne to predevsim diagnostika
pro specidlni klinické pfipady, coz je pro kli-
nickou imunologii docela typické. Jiz ted
mame signaly, Ze dojde k ukonceni vyroby
nékterych kita, které pouzivéme. Neda se
vyloutit, Ze ve vyjimecnych pfipadech né-
ktery test z nasi nabidky zmizi. Budeme se
ale snazit vétsinu z nich nahradit jinymi
vhodnymi diagnostiky, abychom neomezili
Vase moznosti. Prosime o shovivavost v pfi-
padé zmén ve vysledcich vysetreni, jelikoz
novd diagnostika mohou dadvat mirné od-
lisné vysledky, pfipadné mohou mit jiné
hodnoceni pozitivity apod..

Spoluprace s Vami je pro nas klicova a té-
sime se, Ze bude déle pokracovat.

prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.
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Piehledny clanek

Laboratorni vysetreni v alergologii

Uvod

Z4klady alergologie sahaji do pocétku 20.
stoleti, kdy pojem alergie poprvé vyslovil
rakousky lékai Clemens von Pirquet. Za
vice nez 100 let se alergickd onemocnéni
postupné rozsifila do povédomi siroké ve-
fejnosti. O alergii hovofime tehdy, reaguji-
li senzibilizovani jedinci nepfimérenou od-
povédi na alergeny tvorbou alergen
specifickych IgE protilatek spolecné s kli-
nickymi projevy alergického zanétu (re-
spiracni, kozni, gastrointestinalni aj.). Pre-
valence alergie za posledni desetileti
dynamicky vzrostla. Trpi ji okolo 25 az 30
procent dospélé populace.

V diagnostice alergie ma stdle nenahradi-
telnou roli dikladnd anamnéza doplnénd
o fyzikdlni vySetfeni. Ve vétsiné alergolo-
gickych ambulanci jsou pro diagnostiku IgE
mediovanych reakci dostupné kozni prick
testy se standardizovanymi extrakty, jako
jsou pylové alergeny, roztoci, hmyz, zvireci
epitelie. Pfi podezfeni na potravinovou
alergii jsou z dGvodu omezené dostupnosti
diagnostickych extraktd k testovani pouzi-
vany potraviny jako takové (nativni prick
testy). Soucasti diagnostického postupu
jsou také specifické provokacni testy a ex-
pozicni testy s potravinou. V rdmci in vitro

diagnostiky dominuji serologické metody,
zejména stanoveni koncentrace alergen
specifickych IgE protilatek.

Diagnostika non-IgE mediovanych reakci
je daleko obtiznégjsi. V klinické praxi neni
dostupny standardizovany marker vyuzi-
telny pro rutinni diagnostiku. Lze provést
kozni naplastové testy, pripadné omezené
spektrum laboratornich testi (napr. test
blastické transformace lymfocytl), ne
viechny jsou vsak validované pro in vitro

diagnostiku.

Souhrnny prehled alergologickych
testd nabizenych v laboratofi Interimun

1 vendzni srazlivé krve, ze séra vysetiujeme:

- Celkové IgE protilatky (tIgE)

- Specifické IgE protildtky (sIgE)

- Multiplexni analyzu ALEX

- Eosinofilni kationicky protein (ECP)

« Tryptdzu

+ Celkovou kapacitu degradace histaminu
(THDC)

1 periferni krve s EDTA provadime:

- Bunécny test aktivace bazofili (BAT)

Kazdé vysetieni je strutné popsano spo-
lecné s typem materidlu, metodou stano-
veni, hodnocenim a interpretaci vysledku.
Vysledky jsou hodnoceny na zdkladé ak-
tudlnich norem nasi laboratore.

Stanoveni celkovych IgE protilatek

IgE protilatky tvofi pouze malou ¢ast z cel-
kovych imunoglobulind. Vznikaji na za-
kladé rozsahlych mechanismud vrozené
a adaptivni imunity. Imunitni odpovéd je
sméfovana do Th2 fenotypu, ktery je ty-
picky pro alergicky zanét. Produkované
alergen specifické IgE protilatky jsou uvol-
novany do krve, kde se vaii na povrchové
FceRl receptory basofilnich granulocytd,
mastocytl a dalsich bunék. Podileji se na
imunopatogenezi alergické reakce I. typu.

Vysoké hladiny celkovych IgE protilatek
(tIge) byvaji pfitomné u alergickych one-
mocnéni, typicky u atopické dermatitidy.
Zaroven jsou vsak nalézény u fady dalsich
klinickych stavu, jako jsou aktivni parazi-
tarni infekce, aspergilézy, imunodeficience
a dalsi. Pro klinickou praxi je potfeba zmi-
nit, Zze dle doporuceni odborné spole¢nosti
ma stanoveni koncentrace tige v diagno-
stice alergie omezenou informacni hod-
notu, protoze normalni hodnoty nevylucuji
pritomnost klinicky vyznamné alergie (¢ast
pacientd ma hodnoty v normé) ani mozny




pozitivni ndlez specifického IgE. Vysoké
hodnoty naopak nemuseji znamenat pfi-
tomnost alergie. Z tohoto divodu ma
v rdmci screeningu atopickych stavl vyssi
piinos vysetieni specifickych IgE protilatek
proti smési alergenut jako jsou napfiklad
panely AIaTOP, Phadiatop nebo Phadiatop
Infant, které v laboratofi nabizime.

Material: vendzni srailiva krev, sérum.
Metoda stanoveni: FEIA, systém Phadia200.

Hodnoceni: Vysledky tigE jsou uvadény
v jednotkach ku/I. Hladina tIgE vékem po-
stupné vzrasta. U novorozencd a malych
déti jsou typické velmi nizké hladiny tigE.
Normalni hodnoty tIge jsou u dospélych
uddvany do 200 ku/I.

Stanoveni specifickych IgE protilatek

Nejrozdifenéjsim diagnostickym in vitro
testem IgE mediované alergie je stanoveni
koncentrace alergen specifickych IgE pro-
tildtek (sIgE) v séru. Je snadno dostupné
a krevni odbér lze provést v jakémkoli
véku bez vysazeni medikace. Vysetfeni je
zejména vhodné u pacientd, u kterych ne-
Ize provést kozni testy nebo pokud nelze
vysadit potencidlné interferujici 1é¢bu.
Obecné nelze fici, vaci kolika alergendm je
stanoveni sIgE protildtek raciondlni a kli-
nicky relevantni. Indikace laboratorniho
stanoveni musi byt posuzovédna individu-
dlné a odpovédné. Z divodu moiné fa-
lesné negativity vysledkd by vysetfeni
slgk nemélo byt provddéno bezprostfedné
po alergické reakci, ale mél by byt zacho-
van odstup 3-6 tydna.

V (R je v soucasné dobé dostupné vyse-
tfeni specifickych IgE protildtek proti f3-
dové stovkam alergend. Lze vysetfit sIgE
proti smési alergent z pfibuznych zdroji
(smés trav, stromu, mouky, zeleniny, ofe-
chu 3j.) nebo smési alergent z nepfibuz-
nych zdroju (AlaTOP, Phadiatop, détské po-
traviny aj.). Alergenové smési je mozné
nasledné roztestovat na jednotlivé extrak-
tové alergeny (bfiza, bojinek, roztoci
a dalsi). Alergenové extrakty jsou ziska-
vany purifikaci z pfirozenych zdroj0, které
obsahuji velmi komplexni smés alergen-
nich i nealergennich bilkovin. Nékteré
slozky jsou druhové specifické, jiné zkii-
7ené reaqujici. Nékteré mohou vyvolat z3-
vazné klinické komplikace, jiné ne. Dia-
gnostika zaloZzend na alergenovych

extraktech neni na tyto otazky schopna
odpovédét.

Zésadni pfinos pro diagnostiku IgE medi-
ovanych alergickych stavl pfinesl pokrok
v technologiich genového inZenyrstvi a ve
vyzkumu alergent na molekuldrni Grovni
v 80. letech 20. stoleti. Pro vy3etieni alergen
specifickych IgE protilatek proti molekuldrné
definovanym alergentim, tzv. komponen-
tam se vzil termin molekularni komponen-
tova diagnostika (CRD), novéji precizni mo-
lekularni diagnostika alergii (PAMD). Blize
byla tato diagnostika komentovana v dub-
novém ¢isle Ad informandum z roku 2014.
V soucasné dobé se PAMD uplatiiuje ze-
jména pii diagnostice potravinovych alergii,
alergie na jed blanokiidlého hmyzu a jevi se
prinosna pfi indikaci alergenové imunotera-
pie u polysenzibilizovanych pacientd. V ru-
tinni diagnostice je k dispozici mnoho desi-
tek molekularnich komponent vyuZitelnych
v in vitro testech. Ramcovy vycet alergent
(smési, extrakty, komponenty), které mame
v laboratofi k dispozici, je uveden na webo-
vych strankach Interimun v piehledu vyse-
tfeni - alergologie. Pozadavek proti dalsim
alergenm je moiné na zadanku doplnit
uvedenim slovniho ndzvu alergenu.

S ohledem na celou fadu komercné dostup-
nych in vitro diagnostik pro stanoveni sIgE je
standardizace metodiky a nasledné srov-
nani vysledk( ¢asto obtizné. Pro sledovani
dynamiky sIgE v ¢ase je proto vhodné pro-
vadét vysetfeni stejnou analytickou techni-
kou a idedIné v jedné laboratofi.

Material: vendzni srazliva krev, sérum; ob-
jem séra zaleZi na poctu pozadovanych aler-
genU, napf. 5 alergenum odpovidd zhruba
0,5 ml séra (3 ml srazlivé krve).

Metoda stanoveni: Pro stanoveni sIgE pro-
tildtek mame k dispozici celkem ¢tyfi tech-
nologie. Prvnim systémem je vysoce citlivy
analyzator Phadia200 (FEIA, firma Thermo
Fisher Scientific/Phadia), ktery vyuzivame
prevdiné pro stanoveni sIgk proti moleku-
[drnim alergendm. Kvalité stanoveni odpo-
vida i vyssi bodové ohodnoceni v sazebniku
vykond ZP. Druhou technologii je systém
Immulite XPi 2000 (LEIA, firma Siemens
Healthcare Diagnostics), také s vysokou cit-
livosti, pouzivany pro stanoveni sIgE proti-
latek proti extraktovym alergendm a aler-
genovym smeésim. Pro malo frekventni
extraktové alergeny vyuzivéme techniku
enzymoimunoanalyzy (EIA, firma Dr. Fooke
Laboratorien GmbH). Posledni technikou je
multiplexni systém Allergy Explorer (ALEX?,
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firma Macro Array Diagnostics), ktery umoz-
fuje v ramci jedné analyzy simultanné sta-
novit sIgE proti extraktovym a molekularnim
alergentim.

Hodnoceni: Hladina specifickych IgE proti-
latek je uddvéna v jednotkach U/ml. Tech-
niky systému Phadia200 a Immulite jsou
schopny kvantifikovat velmi nizké koncen-
trace 0-0,35 U/ml. Za zvy$ené jsou pova-
zovany hladiny sIgE vyssi nez 0,1 U/ml.
V piipadé méné citlivé techniky EIA (Dr.
Fooke) jsou za normalni povazovany hod-
noty sIgk do 0,35 U/ml. Systém ALEX? uvadi
normalni hodnoty sIgk do 0,3 kUa/l. Dalsi
doporucovanou moznosti vyjadieni hladin
slgE jsou semikvantitativni tfidy pozitivity,
které zjednodusuji interpretaci vysledkl
a Castecné stiraji rozdily mezi jednotlivymi
metodikami stanoveni sIgE. Je tfeba zdu-
raznit, ze samotny prikaz senzibilizace (po-
zitivni vysledek sIgE) nemusi znamenat
prikaz klinicky vyznamné alergie, zvlasté
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v pfipadé slabsi pozitivity. Pfi interpretaci
vysledku je vidy nutné zohlednit klinicky
stav pacienta v kontextu dalSich vysledku
(kozni testy a dalsi).

Alergenové smési pro screening
atopie

AlaTOP Allergy Screen

Screeningovy panel AlaTOP® Allergy Screen
od firmy Siemens je navrzeny pro odliseni
atopiky od jedincd neatopickych. Test méfi
IgE protilatky proti 12 inhala¢nim extrakto-
vym alergenum. Tato smés obsahuje roz-
tocové alergeny (D1), epitelie kocky (E1)
a psa (E5), pyl troskutu (G2) a bojinku (G6),
pyl bfizy (T3) a cedru (T17), pyl ambroézie
(W1), jitrocelu (W9) a drnavce (W19), spory
plisni rodu Penicillium (M1) a Alternaria
(Mé). Pri spravné indikaci vysetieni vycha-
zejici z anamnézy pacienta dosahuje v fadé
studii senzitivita testu témér 100 % a spe-
cifita 90 %. V piipadé pozitivniho vysledku
je mozné smés roztestovat proti jednotli-
vym alergendm. Negativni vysledek i pies
vysokou citlivost metody nevylucuje, Ze se
nemUZe jednat o atopickou reakci. Nékteré
alergeny mohou byt ve smési zastoupeny
v mensim mnozstvi, proto je pfi podezieni
alergie na konkrétni alergen doporu¢ovano

vysetfit sIgE proti alergenu jako takovému,
nikoli ve smési. AIaTOP md v porovnani
s vysetfenim celkového IgE lepsi parametry
pro potvrzeni nebo vylouceni atopie. Fi-
nancni ndrocnost obou testd je srovnatelna.

Material: venozni srazlivé krev, sérum; po-
tfrebny objem séra na test je 100 pl.

Metoda stanoveni: LEIA, systém Immulite
2000 XPi.

Hodnoceni: NormadIni hodnoty sIgE proti
AlaTOPu jsou uvadény ve formé indexu 0-1,1.

Phadiatop, Phadiatop infant

Dalsi moznosti pro rozliseni atopikd od ne-
atopickych jedincl jsou testy Immuno-
CAP™ Phadiatop™ a Phadiatop™ Infant,
které nabizi firma Thermo Fisher Scientific.
Vyhody vysetieni byly zminény v prosin-
covém ¢isle Ad Informandum 2017. Test
Phadiatop obsahuje smés béznych inha-
lacnich alergenu. Phadiatop Infant je ur-
Ceny prevainé pro déti do 5 let véku,
kromé inhalacnich alergend je obohacen
o zakladni potravinové alergeny. Pfesné
sloZeni alergend v testech zastavd vyrob-
nim tajemstvim firmy. V pfipadé pozitivity
testu Phadiatop je vyrobcem doporuco-
vano nasledné roztestovani smési zaméfit
na jednotlivé extraktové alergeny: roztocd,
epitelie kocky a psa, pyly trav, bylin
a stromu a spory plisni.

Material: vendzni srdzlivd krev, sérum; po-
tfebny objem séra na test je 100 pl.

Metoda stanoveni: FEIA, systém Pha-
dia200.

Hodnoceni: Normalni hodnoty sIgE proti
Phadiatop/Phadiatop inf. jsou do
0,35 U/ml.

ALEX (Allergy Explorer)

V soucasné dobeé jsou v klinickych labora-
tofich nejvice rozsifené dvé multiplexni
analyzy. Jako prvni byla dostupnd mikroci-
povd technika ImmunoCAP™ ISAC od firmy
Thermo Fisher Scientific, kterd je zamé-
fend na stanoveni sIgk protildtek proti 112
molekuldrnim alergentm. Novéjsi techni-
kou je systém ALEX® (Allergy Explorer) od
firmy MacroArray Diagnostics, kterou je

mozné vysetfit sIgE proti 295 extraktovym
a molekuldrnim alergenim. V laboratofi
Interimun je systém ALEX dostupny od
dubna 2019. Nova verze multiplexu ALEX?,
kterd oproti puvodni verzi obsahuje Sirsi
zastoupeni molekularnich alergen, je v la-
boratofi dostupnd od ledna 2020.

Test ALEX? vyuzivad kolorimetrické enzy-
moimunoanalyzy na pevné fazi. Umoznuje
stanoveni sIgE proti 178 molekuldrnim
alergentim a 117 extraktovym alergentim
na jedné reakeni plose. Alergeny jsou na-
vazany na nanocastice, které jsou syste-
maticky naneseny v podobé spotud na pev-
nou fazi membrdny testovaci kazety.
V testu jsou zastoupeny inhala¢ni a potra-
vinové alergeny, jako jsou pyly trav, stromd
a bylin; spory plisni a kvasinky; roztoci
a Svabi; zvifeci srst a epitelie; jed blano-
kiidlého hmyzu; ceredlie a semena; vejce
a mléko; ovoce, lusténiny a ofechy; moiské
plody, kofeni, maso, zelenina a ostatni.
Seznam vsech alergen(i ALEX? je uveden
na webovych strankach laboratore.

Vyhodou tohoto testu je, Ze pfed zahdje-
nim reakce jsou vzorky fedény inhibi¢nim
roztokem, ktery blokuje vazbu IgE na zkfi-
7ené reaguijici cukerné determinanty (CCD),
a tim je dosazeno vy3si specificity testu.
Tyto oligosacharidové slozky byvaji sou-
¢asti struktury glykoprotein( obsazenych
v nativnich alergenech pyld, potravin rost-
linného pGvodu a hmyzich jeda. Indikdto-
rem CCD reaktivity v testu je molekula
Hom s LF (humanizovany glykoprotein lak-
toferin). Obecné je pfijimén nazor, Ze pro-
tildtky sIgE proti CCD jsou povaZovany za
klinicky nevyznamné.

Limitaci tohoto testu je nizsi citlivost
a pevné dané slozeni alergend. Nicméné
nékteré molekuldrni alergeny jsou zastou-
peny pouze v testu ALEX? a nelze je vy3e-
tfit jednotlivé. Metoda je pomérné pracna
a financné nakladna, bodové ohodnoceni




odpovida cené vysetieni sedmi molekular-
nich alergent vysokoafinni technikou FEIA.

Indikace vysetieni ALEX? je velmi individu-
3lni. Test muzeme uplatnit u neshod mezi
vysledky ziskanymi zakladnimi pfistupy
(kozni testy a sIgE proti extraktovym aler-
genum). U polysenzibilizovanych pacientu
Ize ziskat komplexni senzibiliza¢ni profil
a odhalit pfipadné potencidlné rizikové
alergeny vyvolavajici zavazné alergické re-
akce. Negativni vysledek testu mize byt
piinosny pro vylouceni alergické etiologie.

Material: venozni srazliva krev, sérum; po-
tfrebny objem séra na test je 100 pl (od-
povida zhruba 1-2 ml srézlivé krve).

Hodnoceni: Mé&fici rozsah metody je uda-
van 0-50 kUp/I. Vysledky sIgE vétsi nez
0,3 kUa/I jsou povaiovany za pozitivni.
Soucasti vysledkového listu je interpre-
tacni podpora ve formé komplexniho re-
portu zaméreného na jednotlivé pozitivni
ndlezy sIgE protilatek.

Stanoveni eosinofilniho kationic-
kého proteinu

Eosinofilni kationicky protein (ECP) je jednim
z hlavnich proteinovych mediatord, ktery
je produkovan aktivovanymi eosinofilnimi
granulocyty. ECP se naléza v matrix eosino-
filnich granul, ma vysoce cytotoxické ucinky
a patfi do skupiny ribonukledz A. V pfipadé,
7e jsou eosinofilni granulocyty aktivovény,

dochazi k jejich degranulaci a nasledné
k poskozeni a deskvamaci epitelovych bu-
nék. Timto je zdroven zvySovana hyperre-
aktivita dychacich cest a postupné se roz-
viji chronicky alergicky zanét. ECP je
vylu¢ovan aktivovanymi eozinofily do krev-
niho obéhu.

V soutasné dobé muzeme stanoveni ECP
vyuZit predevsim ke sledovani zanétlivé
aktivity u pacientd s bronchidlnim astma-
tem a dale také ke sledovani pribéhu a tize
chronického alergického zénétu.

Material: srazliva vendzni krev, sérum. 0d-
bér vzorku je idedlni provést do zkumavky
Becton Dickinson Vacutainer SST Il Advance
(s aktivdtorem krevniho srazeni), kterou
Vam na vyzadani dodame. Vzorek srazlivé
krve je nutné maximdlné 2 hodiny od od-
béru stocit a oddélit sérum. Podminky pre-
analytické faze je tfeba dodrzet, protoze
hemolyza znehodnocuje vysledek analyzy.

Metoda: FEIA, systém Phadia200.

Hodnoceni: normdlni hodnoty u neato-
pikd jsou uvadény do 0-15 pg/I.

Stanoveni tryptazy

Tryptdza je enzym ze skupiny serinovych
protedz, ktery je spolu s histaminem
a s dalsimi pusobky uvolfiovan ze Zirnych
bunék po jejich aktivaci. Stanoveni tryptazy
je indikovano zejména pfi diagnostice ana-
fylaktické reakce, a to i post mortem, pri-
padné pfi podezieni na mastocytozu. Tryp-
taza se vyskytuje ve dvou hlavnich formach
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alfa a beta. Alfa forma je uvolfiovana kon-
tinualné, zatimco beta forma je soucasti
cytoplazmatickych granuli a je vylucovana
aZ po aktivaci zirnych bunék.

Laboratorné je stanovovana celkova tryp-
téza (alfa i beta forma). Dle metodickych
pokyn( je pro stanoveni tryptazy pfi ana-
fylaktické reakci doporu¢ovano odebrat
vzorek krevniho séra co nejdfive (15 min -
3 hod.) po reakci a nasledné odbér opako-
vat s odstupem 24 hodin nebo pozdéji po
odeznéni priznakd (bazalni tryptdza). Krat-
kodobé zvysend hladina sérové tryptazy je
povazovdana za klinicky marker potvrzujici
zdvainou systémovou alergickou reakci az
anafylakticky stav.

Material: srazlivd vendzni krev, sérum.

Hodnoceni: Pii podezieni na anafylaktic-
kou reakci je doporu¢ovano posouzeni roz-
dilu hodnoty tryptazy pfi reakci a hodnoty
bazalni tryptazy. Jako pozitivni je povazo-
van vysledek, ktery je vy33i nez 1,2n3so-
bek bazalni tryptazy + 2 pg/I.

Metoda: FEIA, automatické analyzatory od
firmy Thermo Fisher Scientific. Vyrobce re-
agencie v listopadu 2022 celosvétové do-
porucil pozastavit vysetiovani tryptazy na
analyzatoru Phadia200. Z tohoto diivodu po-
7adavky na vysetieni docasné preposildame
do jiné laboratore. V soutasné dobé neni do-
stupny ekvivalent se srovnatelnou citlivosti
a specifitou testu. O pfipadném znovu za-
vedeni vysetfeni Vas budeme informovat.

Test aktivace bazofild

Diagnostiku IgE mediované alergie lIze roz-
$ifit o doplnkovy test aktivace bazofild
(BAT), ktery patii mezi funkéni bunécné
testy provddéné z periferni krve. Princi-
pem testu je detekce exprese aktiva¢ni
povrchové molekuly bazofilnich granulo-
cytl po kontaktu s alergenem pomoci pri-
tokové cytometrie.

Bazofilni granulocyty lze v periferni krvi
detekovat pomoci povrchového znaceni
molekul CCR3 a (D63 fluorescentné zna-
¢enymi monoklondlnimi protildtkami. Che-
mokinovy receptor CCR3 slouzi k identifi-
kaci populace bazofili. Molekula CD63 je
aktivacni znak, ktery je v klidovém stavu
exprimovan na povrchu intraceluldrnich
granulich bazofild. Pfi aktivaci bufiky se
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cytoplazmatickd granula spojuji s povr-
chovou membranou a dochdzi tak k ex-
presi znaku CD63 na povrchu bazofilu. Tato
molekula je asociovana s rychlou degra-
nulaci bunky, resp. s uvolnénim sekre¢nich
granul obsahujicich histamin a dalsi pro-
zanétlivé medidtory.

V diagnostice alergie se mlze BAT uplatnit
zejména v situacich, kdy klinické vysetreni
(kozni testy) a zékladni laboratorni vyse-
tfeni (stanoveni sIgE) jsou pro uréeni dia-
gnozy nedostatecné. Velmi nadéjné se jevi
tyto testy pfi diagnostickych nejasnostech
u alergie na hmyzi jedy, u lékové alergie
a alergie na latex. V laboratofi Interimun
provadime BAT test s komer¢né dostup-
nymi alergeny od firmy BihImann. Aktu-
alni seznam alergen( je uveden v odkazu
na webovych strankach laboratore v sekci
prehled vysetfeni - alergologie, test akti-
vace bazofil. BéZné mame v laboratofi
k dispozici alergeny jedu blanokfidlého
hmyzu (vcela, vosa) a Iéka (penicilin V).
Ostatni alergeny objedndvame po telefo-
nické domluve.

Material: periferni krev s EDTA, vzorek je
tfeba dopravit do laboratore v den odbéru.
Z divodu casové narocnosti provedeni
testu, preferujeme planovat krevni odbéry
na stredu, jiné dny po domluvé.

Metoda stanoveni: povrchové znaceni ak-
tivovanych bazofili po expozici alergenem
(BihImann) metodou pratokové cytome-
trie (Navios Ex, Beckman Coulter).

Hodnoceni: Vysledkem bazotestu je pro-
centudlni zastoupeni aktivovanych bazofild
po expozici alergenem. Pro kazdy alergen
je uvedena hodnota cut-off, diky které je
test hodnocen jako pozitivni nebo nega-
tivni. Normalni hodnoty aktivovanych ba-
zofilG jsou uddvany pro jednotlivé alergeny,
tj. pro potravinové a inhalacni alergeny do
15 %, hmyzi jedy a latex do 10 %, léky
a potravinovd aditiva do 5 %. Soucasti testu

jsou také negativni kontrola (zkumavka
bez stimulace) a pozitivni kontrola (stimu-
lace anti-FceRl a fMLP). V pfipadé, Ze je
procento aktivovanych bazofilnich granulo-
cytd po stimulaci anti-FceRI mensi nez 10 %
(ovéreni imunologické aktivace bunék), je
pacient povaZovan za IgE non-respondera
a vysledky testu nelze vyhodnotit.

Potravinova intolerance

Samostatnou kapitolu tvofi potravinové in-
tolerance. Jednd se o nezddouci reakce na
potraviny enzymové nebo farmakologické
priciny, resp. o neimunologicky podminéné
reakce. Typickym piikladem je laktézovd
intolerance, ktera je zpGsobena poklesem
aktivity enzymu laktdzy v tenkém stievé.
Déle sem patfi histaminoliberacni ucinky
nékterych potravin bohatych na biogenni
aminy (napf. uzeniny, syry, kyselé zeli, vino,
pivo a dalsi), které mohou vyvolat tzv. his-
taminovou intoleranci (HIT). Klinickymi pfi-
znaky HIT pfipomina alergickou reakci, av-
$ak spoustétem neni imunopatologicka
reakce, ale metabolicky podminénd ne-
schopnost organismu inaktivovat exogenni
histamin (pfijimany perordiné) nebo dalsi
biogenni aminy endogenniho pidvodu. Na
degradaci exogenniho histaminu se podili
fada enzym0; hlavnimi jsou diaminooxi-
ddza (DAO) a histamin N-metyltransferdza
(HNMT). Rutinné Ize v laboratofi stanovit
sérovou koncentraci DAO nebo funkeni test:
stanoveni kapacity degradace histaminu,
viz sdéleni o THDC v tomto Cisle.

1avér

Laboratof Interimun se pravidelné Uspésné
Gcastni externiho hodnoceni kvality v (R
(SEKK) v cyklu stanoveni tige protildtek
a mezindrodni externi kontroly kvality re-
ferentniho Ustavu pro bioanalytiku (RfB)
v cyklu stanoveni sIgE protildtek.

Laboratorni diagnostika alergii byla pre-
zentovana v rdmci semindfe pro praktické
lékafe a pro praktické lékafe a dorost za-
¢atkem letosniho roku. Pfednaska je pfi-
stupnd elektronicky na webovych stran-
kach laboratofe v sekci aktuality -
prednasky z nasich seminaf(. Naleznete
zde napiiklad cenu a ¢asovou narocnost
jednotlivych testu.

Mgr. Radka Varikova, Ph.D.
Fotografie: Bc. Eva Kubadtovd
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Jaké komponenty vysetfit?
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Maly privodce laboratorni diagnostikou alergického zanétu
pomoci stanoveni specifického IgE proti molekularné
definovanym alergenim (komponentam)

Cast lll. PSenice - nas
pritel ¢i nepfitel?

PSenice patfi k nejdéle domestikovanym
plodindm. Jeji vyznam pro lidskou vyZivu je
zdsadni. Spolu s ryZi a kukufici tvorfi nejvice
péstované kulturni rostliny na Zemi. Po-
zndni jejich uZitnych vlastnosti saha hlu-
boko do minulosti. Lidska civilizace je od
svého vzniku do znacné miry z3vislad na ci-
leném péstovani obilnin. PSenice, jecmen,
7ito, oves, ryze, kukufice i dal3i rostliny z ¢e-
ledi Poaceae (lipnicovitych) se podileji na
vyZzivé lidstva minimdIné ze 60-70 %. V ob-
lasti vychodniho Stfedomofi a Blizkého vy-
chodu lidé sbirali obilniny davno pfedtim,
nei je domestikovali nékdy v 9. tisicileti
pred nasim letopoctem. Tento prelomovy
pocin lidstva je pfipisovan kulturam jihovy-
chodniho Turecka. V souvislosti s tim nelze
nezminit svétozndmé sidlisté Gobekli Tepe,
kde bylo cilené péstovani p3enice jedno-
znacné dolozeno. Zhruba ve stejné dobé se
podarilo domestikovat tuto obilninu i v ob-
lasti Jericha v Palestiné. V prabéhu nasle-
dujicich tisicileti lidstvo cilené zasahovalo
do genomu puavodnich p3enic s cilem zvy-
Sit vynos a zlepsit organoleptické vlastnosti.
Nyni existuje nékolik desitek tisic kultivard
pSenice vhodnych pro péstovani v riznych
klimatickych oblastech. Psenice je vyznam-
nym zdrojem rostlinnych bilkovin a ma vy-
sokou nutri¢ni hodnotu.

Nutricné vysoce kvalitni bilkoviny ziskané
7 této obilniny jsou soucasti nepieberné
skdly pokrm( a potravin. Zrno p3enice obsa-
huje celou fadu bilkovin s riznymi nutricnimi
i biologickymi vlastnostmi. Proteiny pied-
stavuji cca 10-15 % susiny zrna. Nejcastéji
jsou tfidény podle své extrahovatelnosti
(rozpustnosti) v solnych roztocich na solu-
bilni albuminy a globuliny, které se podileji
zhruba 15-20 %, a na nerozpustné prola-
miny, oznacované téZ soubornym nazvem
lepek (gluten). Prolaminy p3enice mazeme
rozdélit na gliadiny a gluteniny. Pfedstavuji
hlavni zasobni proteiny zrna a diky nim je
moZné vyuzivat psenicnou mouku k peceni.
Mezi zdsobnimi proteiny pSenice mizeme
najit velmi vyznamné alergeny.

obr. 1: Prehled nejvyznamnéjsich molekularné definovanych alergenu psenice

Alergeny p3enice Triticum aestivum jsou
molekuldrné definované (obr. 1). Patfi
k nim zejména gliadiny, a to tepelné sta-
bilni w-5-gliadin, nesouci mezindrodni
oznaceni Tri a 19, dale pak termolabilni
a-B-gliadin (Tri a 21) a y-gliadin Tri a 20.
Tri a 19 (w-5-gliadin) je odpovédny za
celou fadu alergickych projev( veetné z3-
vaznych systémovych reakci. Tento alergen
se také vyznacuje vyraznou zkfizenou re-
aktivitou s jinymi prolaminy obsazenymi
v dalSich ceredliich, zejména se sekaliny
Zita a hordeiny jecmene. Specifickou po-
dobou alergie na bilkoviny p3enice je
WDEIA (anafylaxe na psenici spusténd fy-
zickou aktivitou) (obr. 2) vyvolana cvice-
nim, télesnou namahou nebo také

nékterymi Iéky ve spojeni s konzumaci po-
travin obsahujicich vétsi mnozstvi psenic-
nych bilkovin. K typickym spoustécim
alergenim tohoto onemocnéni fadime
pravé Tri a 19 (w-5-gliadin). Gliadiny se

také uplatiuji v détském véku jako agens
spojené s koznimi alergickymi projevy,
které nasleduji po kozni nebo gastro-intes-
tindIni expozici. Rovnéz pekaiské astma,
jako typicka choroba spojend s profesi-
ondlni expozici prachu pfi manipulaci
s moukou a dal3imi sypkymi p3eni¢nymi
surovinami, je vyvolano alergeny psenice.
Na prvnim misté stoji w-5-gliadin Tria 19,
ale pekafské astma a rhinitidu mohou vy-
volat i alfa-amylazové inhibitory Tri a 28
a Tri a 29, stejné tak jako alergen Tri a 27.
Kromé gliadinC obsahuje p3enice také glu-
teniny s nizkou (LMW) a vysokou (HMW)
molekulovou hmotnosti. Tyto alergeny
nesou oznaceni Tri a 36 a Tri a 26. Expo-
zice Tri a 36 mGze vyvolat anafylaxi spoje-
nou s fyzickou ndmahou (WDEIA).

7 alergend obsazenych v rozpustné frakci
bilkovin pseni¢ného zrna mizeme uvést
v prvni fadé skupinu a amyldzovych inhi-
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bitor(. Patii k nim zejména Tri a 28, Tri
a 29, ale také Tri a 15. Tyto alergeny se
do organismu dostavaji prevdiné respi-
racni cestou a jsou odpovédné za zdvainé
anafylaktické reakce i za vznik astmatu.
Jsou termostabilni a vysoce odolné vici
plsobeni protedz. Navic bylo zjisténo, ze
tato skupina protein( z p3enice je schopna
aktivovat mechanismy vrozené imunity
a stimulovat produkci prozanétlivych cyto-
kind v zazivacim traktu. To muze vést k in-
filtraci stfevni sliznice imunitnimi bufikami
a k zénétu. Tento mechanismus je pravdé-
podobné jednou z pficin neceliakalni glu-
tenové sensitivity (NCGS).

PSenice obsahuje také alergeny ze skupiny
LTP (lipid transfer protein), jako je Tri a 14
nebo ze skupiny profilind (Tri a 12). Obé sku-
piny mohou zpusobovat klinické komplikace.
Vyznamné klinické potize mohou vyvolat
i alergeny Tri a 17 (beta-amyldza), Tri a 27
(protein homologicky s thiolreduktdzou) a Tri
a 37 (alfa-purothionin). Do mezinarodni no-
menklatury bylo zafazeno 28 molekularné
definovanych alergent psenice. Pouze pouziti
CRD diagnostiky se stanovenim IgE protilatek
proti jednotlivym molekuldrné definovanym

alergenm umozni lékafi orientovat se v této
sloZité situaci, sprdvné odhadnout cestu ex-
pozice i riziko zavaznosti alergického zanétu.

V soucasné dobé jsou pro béiné klinické
vyuZziti k dispozici jen nékteré molekularni
alergeny psenice. Jsou soucasti multiple-
xovych alergologickych vyseteni jako ISAC
a ALEX nebo je mozné stanovit specifické
IgE protilatky proti jednotlivym kompo-
nentdm. Pro zhodnoceni rizika zavainych
systémovych reakci véetné WDEIA je na
prvnim misté vysetreni IgE proti w-5-gli-
adinu (Tri a 19). Néktefi pacienti mohou
reagovat i na LTP protein Tri a 14, ktery
muze byt spojen s pekaiskym astmatem.
Je moiné vysetiit i IgE proti amyldzovym
inbibitordm, oviem nikoli konkrétné proti
Tria 28, Tria 29 ani Tri a 15.

Antigeny pSenice mohou vyvoldvat i non
IgE mediované typy precitlivélosti (obr. 3),
ke kterym patfi eosinofilni ezofagitida
(EoE) a eosinofilni gastritida (EG) charakte-
ristické eosinofilni infiltraci travici trubice.
JelikoZ v patogenezi téchto onemocnéni
nehraji IgE protildtky Zadnou vyznamnou
Ulohu, vysetfovat specifické IgE proti p3e-

obr. 2: Alergie na proteiny Triticum aestivum

obr. 3: Imunitni onemocnéni spojend s expozici psenici

nicnym antigendm nema v tomto pfipadé
vyznam. Diagnostika stoji na eliminacni
dieté a bioptickém vysetieni.

Zcela zvlastni kapitola je otazka gliadinu
a gliadinovych peptidu ve spojeni s tka-
novou transglutamindzou jako spoustéct
autoimunitnich imunopatologickych one-
mocnéni celiakie a dermatitis herpetifor-
mis Duhring. O ni je pojedndno v jiném
pfispévku v tomto cisle.

prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.
lustrace: Hana Kotlandova
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Intolerance lepku; celiakie, imunopatogeneze

Intolerance lepku je oprdvnéné ve stiedu
pozornosti [ékaft mnoha odbornosti. Jiz
fadu let se dostavd i do povédomi vefej-
nosti. Je pro to fada pficin, jak odbornych,
tak i zavadejicich, které se rychle sifi ve
spolecenském prostoru. Pokusime se podat
stru¢ny vhled na sou¢asné znalosti pficin
intolerance lepku a z ni resultujici celiakie.
PoukdZeme na moznosti, jak uréenim jed-
noduchych imunologickych biomarkert Ize
prispét k diagnostice intolerance lepku.

Lepek, gliadin, je soucast zasobnich pro-
teint obilného zrna psenice (Triticum).
P3enice predstavuje pro lidstvo jeden
z nejvyznamnéjsich zdroju potravy. Po-
stupy molekuldrni biologie v kombinaci
s pokrokem v metodach archeologického
vyzkumu dokladaji, Ze v soucasnosti nej-
vice péstovand pSenice Triticum aestivum
je hexaploidni hybrid, ktery vznikl postup-
nym 3lechténim a ma kofeny v neolitické
revoluci. Byl péstovan jiz kolem roku 1350
pf. n.I. na Balkanu. Pocatky kultivace pse-
nice a jinych plodin spolu s domestikaci
zvifat, lze poprvé nalézt v tzv. ,Grodném

pulmeésici”, ktery zahrnuje Gzemi tdhnouci
se od iranu pies severni Irak, jizni Turecko
aZ po Palestinu. Pivodné péstovana pse-
nice jednozrnka byla dale slechténa
s cilem vyssich vynosu a také zlepseni or-
ganoleptickych vlastnosti zrna, které
mimo jiné urCuje pravé obsah lepku. Ten
je v soucasné psenici nejvyssi. Intolerance
lepku vede ke vzniku onemocnéni, celi-
akie. Toto onemocnéni neni nové. Lze jej
prokazat na kosternich pozlstatcich nyni
i s pomoci genetickych analyz jiz v dobé
neolitu. Prvni popisy nemoci jsou v antické
|ékarské literature. Pozornost ji byla véno-
vana jiz od zhruba 18. stoleti. Vztah mezi
konzumaci potravin obsahujicich pseni¢-
nou mouku a celiakii nalezl na konci
2. svétové valky holandsky lékar dr. Dicke.
Ten si povsiml, Ze déti trpici celiakii v ob-
dobi ,velkého hladu”, kdy okupanti zaba-
vili v roce 1944 v Nizozemi p3enici
a zakladem potravy se staly brambory, do-
sahly remise. Po pfechodu na béZnou
stravu obsahujici pseni¢nou mouku, doslo
naopak ke zhorseni klinického stavu. Toto
klinické pozorovani bylo zdkladem pro

obr.1: Celiakie, imunopatogenetické mechanismy

dalsi klinické badani a stimulovalo také za-
kladni vyzkum. Vysledkem je soucasné
chapéni patofyziologie celiakie.

PSenicné zrno ve své strukture obsahuje
fadu definovanych chemickych substanci.
Patii mezi né prolaminy, které zahrnuji
i gluten. Gluten je rozpustny v alkoholu
a je mozné identifikovat nékolik odlisnych
frakci. Podobné jako psenice gliadin, ob-
sahuji také dalsi obiloviny prolaminy, které
mohou mit podobné negativni dopady na
zdravi, jako ma gliadin. Jedna se o hor-
deiny jecmene, sekaliny Zita a aveniny
ovsa. Vsechny jmenované zakladni obilo-
viny mohou u disponovanych osob rozvi-
nout celiakii. Mezi zakladni obiloviny, které
jsou v tomto ohledu bezpecné, patfi ryze,
kukufice a fada dalsich méné pouzivanych
,obilovin”.

Gliadin a dalsi prolaminy jsou charakteri-
zovany vysokym obsahem prolinu a glu-
taminu. Ty jsou v trdvicim traktu pouze
¢astecné rozlozeny Zaludecnimi enzymy,
pankreatickymi enzymy a enzymy epitelu

Za normalnich okolnosti jsou gliadinové stépy zpracovany dendritickymi bufikami strevni sliznice tak, aby byl preferen¢né stimulovan subset Treg T lym-
focytd a dalsi slozky slizni¢ni imunity, které vytvareji homeostatické tolerogenni signdly. U geneticky disponovanych jedincd, u kterych dojde ke zvy-
Seni stfevni permeability pravdépodobné v disledku narusené strevni mikrobioty, pronikaji gliadinové stépy do lamina propria. Zde jsou chemicky
modifikovany (deamidace) pisobenim tkafové transglutamindzy (tTG) za vzniku abnormalnich imunogennich gliadinovych peptidu, které jsou zpra-
covany dendritickymi burikami. Vzniklé Stépy navdzané na molekuly HLA-DQ2, DQ8 jsou prezentovany T lymfocyttm. Vysledkem je abnormalni pre-
feren¢ni diferenciace do subset Th17 a Th1, které jsou Ustiedni slozkou komplexniho poskozujiciho zdnétu ve strevni sliznici u nemocnych s celiakii.
Jeho prostrednictvim jsou cytotoxicky likvidovany epitelové buiky. Vysledkem je atrofie stfevni sliznice. Vyznamné postaveni zaujimaji autoprotildtky
proti tTG. Jejich vazba na enzym zvy3uje tvorbu deamidovanych gliadinovych fragmentt a vede k zesileni poskozujiciho zanétu.
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tenkého stfeva. Jejich nelplny rozklad
vede ke vzniku zhruba 200 potencidlné
imunogennich peptidi, které mohou
u disponovanych osob vést k rozvoji imu-
nopatologickych déju. Aby se staly plné
imunogennimi, musi dojit k jejich che-
mické modifikaci pdsobenim enzymu
tkanové transglutaminazy (17G). Tkdnova
transglutamindza je vyjddiend ve viech
bunécnych strukturdch a tkdnich téla. Je
zapojena do mnoha fyziologickych pro-
cesl, které souviseji s pfenosem signalu
z buné¢nych receptort, buné¢nou proli-
feraci, pohybem, procesy endocytdzy,
tvorbou extraceluldrni bunécné hmoty
a hojeni. Za fyziologickych podminek je
aktivita tkanové transglutamindzy na
mnoha Grovnich regulovdna. Tkanovd
transglutamindza katalyzuje deamidaci
a transamidaci gliadinu za vzniku plné
imunogennich peptidovych fragmentg.

U lidi, u kterych se vyvine intolerance lepku,
jsou typicky pfitomny autoprotilatky proti
zminénych autoprotildtek zatim nemame
dostatek informaci. Je pravdépodobné, 7e se
vytvareji u disponovanych osob, ktefi byli vy-
staveni ve zvysené (nenormalni) mife glu-
tenu, velmi pravdépodobné jiz v ¢asném
postnatdlnim obdobi. MlZe to souviset s na-
ruSenim integrity slizni¢nich povrcha, napf.
virovou infekci. Podstatné je také ¢asovdani
expozice lepku v rdmci ontogenetického vy-
voje. Autoprotildtky anti-tTG se vazi na tkd-
novou transglutamindzu. Vysledkem je jeji
stabilizace a zesilena aktivita vedouci k pod-
statné produkci chemicky modifikovanych
imunogennich peptidd. Imunogenni peptidy
jsou prezentovany dendritickymi bufikami
v kontextu HLA molekul II. tfidy, konkrétné
HLA-DQ2 a HLA-DQ8 T lymfocytim. Tento fakt
je kriticky, protoZe pouze osoby nesouci tyto
HLA molekuly mohou efektivné prezentovat
imunogenni peptidy odvozené od gliadinu (a
jinych prolamina) T lymfocytGim. Jmenované
molekuly HLA maji totiZ ve své struktufe va-
zajici antigenni peptidy presné odpovidajici
vazebné aminokyseliny nutné pro jejich
efektivni prezentaci. Osoby s jinou vybavou
HLA II. tfidy nemohou efektivné prezentovat
imunogenni peptidy odvozené od gliadinu
a jejich expozice gliadinu nemaze vést k roz-
voji imunopatologického procesu.

Aktivované T lymfocyty, které se nachdzeji
v lamina propria stfevni sliznice klondlné
expanduji a funkéné se polarizuji prede-
vsim do subsetu Th1. Prostfednictvim cy-
tokinu stimuluji intraepitelové T lymfocyty
(D8+ k aktivaci a cytotoxické aktivite,
kterd se obraci proti epitelovym struktu-

rdm. Ty jsou pfimo poskozovdany napf. pro-
stfednictvim perforini nebo je v nich sti-
mulovana apoptdza. Stresované epitelové
bunky uvolnuji ptsobky, které stimuluji
proliferaci TcR yd+ T lymfocytd, které na-
sledné prispivaji k likvidaci epitelovych
bunék. Cely proces je dlouhodoby. Vysled-
kem je atrofie sliznice tenkého stfeva. Po-
Skozujici zanét neni lokalizovan pouze na
stfevni sliznici, protoze T i B lymfocyty ci-
lené migruji do sekundarnich lymfatickych
orgdnu. Takto je zajisténa systémova od-
povéd. Projevi se napt. i tvorbou komplext
mezi tkdfovou transglutamindzou a auto-
protildtkami v kaZi s koznimi projevy, které
jsou charakteristické pro M. Duhring.

Celiakie je typickym pfikladem multifakto-
ridlniho onemocnéni. Je jasné geneticky
determinovand prostrednictvim molekul
HLA-DQ2, 8. Je vsak vyznamné ovlivnéna
fadou vnéjsich faktort, které souvisi napf.
s expozici lepku v ¢asném obdobi ontoge-
netického vyvoje. Podle soucasnych na-
vod ma byt kojenému ditéti v obdobi ne
drive nez ukonceny 4. mésic a ne pozdéji
nez ukonceny 6. mésic, postupné zafazo-
vana pevnad strava, vcetné lepku. Tato Ca-
sové optimalni expozice pfiméfenému
a zvysujicimu se mnozstvi lepku vede k na-
staveni tolerizace. Ta je charakterizovdna
funkeni polarizaci T lymfocytl k subsetu
Treq, ktery brdni rozvoji imunopatologic-
kych proces. Osoby s intoleranci lepku
tyto regulacni homeostatické mechanismy
postradaji. Podminkou pro rozvoj poskozu-
jiciho zanétu je jednoznacné expozice gli-
adinu (a jinym prolamindm). Toto je
zdkladem pro Iécebnd doporuceni pacientd
s celiakii, ktefi musi dodrzovat dusledné
a celozivotné ,bezlepkovou dietu”.

Celiakie byla po dlouhou dobu povazovana
za nemoc détského véku. Neni tomu tak.
Celiakie se muze projevit v jakémkoliv
véku. Bohuzel, jeji pfiznaky jsou velmi ne-
specifické a obtizné definované. Opfit se Ize
o fakt, Ze celiakie ma rodinny vyskyt a je
¢asto spojena s jinymi imunopatologickymi
nemocemi. O koZni prezentaci jsme se jiz
zminili. Celiakie v3ak muZe ovliviiovat
i plodnost. Mnozi nemocni udavaji pouze
pocity trvalé dnavy, ¢asto spojené s psy-
chickymi problémy.

Na opacném pélu jsou lidé, ktefi se pod tla-
kem informaci kolujicich ve vefejném pro-
storu obavaji kodlivosti lepku. Casto di-
sledné omezuji pfijem lepku v domnéni, ze
se zlepsi jejich zdravotni stav. Neni to pravda.
Naopak, lepek je kvalitni bilkovinou, jejiz
bezduvodna eliminace z jidelni¢ku predsta-
vuje ztrdtu. | u téchto osob je jednoduchym
feSenim stanoveni autoprotildtek proti tka-
nové transglutamindze. Je-li vysledek testu
negativni, eliminace lepku z vyZivy nezna-
mena Zadny zdravotni benefit.

Prakticka doporuceni do klinické praxe

Diagnostika se kromé anamnézy a zhod-
noceni klinického stavu opird o biopsii ten-
kého stieva. Toto vysetieni je invazivni
a neni vidy snadno dostupné. Velmi uzi-
tecnymi testy, zvlasté pro screening celi-
akie, jsou metody prukazu autoprotilatek
proti tkdfnové transglutaminaze (anti-tTG)
a proti endomysiu (EMA), obé ve tfidé IgA.
Oba testy se dobfe doplfiuji a spole¢né do-
sahuji témér stoprocentni sensitivity a spe-
cificity pro celiakii. Maji vsak dvé omezeni.

obr.2: Celiakie, multifaktoridlni onemocnéni




Prvni je u pacientt se selektivnim defici-
tem tvorby IgA protildtek, kde je nutné
hledat autoprotilatky proti tkanové trans-
glutamindze a endomysiu ve tfidé 1gG, pfi-
padné i protildtky proti deamidovanym
gliadinovym peptidim (anti-DGP) ve tfidé
IgG. Druhym omezenim anti-tTG IgA a EMA
IgA je moZnost falesné negativniho nalezu
u pacienta, ktery je jiz na bezlepkové dieté.
Striktni dodrzovani bezlepkové diety sni-
iuje hodnoty protildtek az k negativité.
Slabé pozitivni hodnoty klesnou do negati-
vity béhem nékolika tydna, vyssi hodnoty
klesnou u 80 % pacientl po 6-12 mésicich

Nova vysetieni

dlsledné diety. Této skutecnosti Ize vyuzit
pro kontrolu adherence k dieté. Vy3etieni
vsech typu protildtek se provadi ze vzorku
séra a financné neni narocné.

Modernimi metodami molekuldrni biolo-
gie je mozno prokazat pfitomnost HLA
DQ2/DQ8. Test slouzi predevsim pro vy-
louceni celiakie v pripadé negativniho na-
lezu. U pacientd, ktefi nemaji HLA
DQ2/DQS8, je celiakie vyloucena a dalsi tes-
tovani je zbytecné. Naopak pozitivita testu
znamena, Ze pacient miZe onemocnét,
ale vysledek neprokazuje pfitomnost one-
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mocnéni. Je velkd skupina osob, ktefi
nesou HLA DQ2/DQ8, ale celiakii nemaji.
7 tohoto ddvodu neni toto vysetfeni
vhodné pro prvni linii diagnostiky. Mole-
kularné biologické testy jsou vsak fddové
ndkladnéjsi pfi porovnani s imunologic-
kym testovanim.

prof. RNDr. Jan Krejsek, CSc.

prof. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.

llustrace: Hana Kotlandova

Literatura u autor(

Test schopnosti séra degradovat histamin - THDC Total Histamine Degradation Capacity

Vysetfeni THDC se provadi pro doplnéni
diagnostiky onemocnéni zvaného histami-
novd intolerance (HIT). Jedna se o druh po-
travinové intolerance, jehoZ patologickou
podstatou je neschopnost téla odbourat
potravou pfijaty nebo v téle nahromadény
histamin. 0dbourani histaminu v téle zaji3-
tuji dva enzymy: diaminooxiddza (DAO)
a histamin N-metyltransferdza (HNMT).
0bé enzymové drahy se navzajem doplfiuji.
Enzym DAO rozklddd prevdiné exogenni
histamin (pfijaty v potravé) a HNMT hista-
min endogenni. Aktivita DAO je ovlivnéna
mnoha rdznymi faktory jako jsou napf.: té-
hotenstvi, stravovaci ndvyky (konzumace
alkoholu) nebo genetické predpoklady.

Test THDC je zaloZzen na porovndni mnoz-
stvi odbouraného histaminu mezi dvéma
alikvoty pacientského séra. Do jednoho
podilu je pfidano vyrobcem dané mnozstvi
roztoku obsahujiciho ur¢itou koncentraci
histaminu. Tento vzorek je ponechan 24 h
inkubovat pfi 37 °C. Do druhého podilu je
stejné mnozstvi téhoZ roztoku pridéno az
dodatecné (pred samotnym stanovenim).
Pokud m4 testované sérum schopnost od-
bourdvat histamin, dojde u prvniho podilu
v pribéhu inkubace k rozloZzeni mnozstvi
histaminu tmérného aktivité vyse popsa-
nych degradacnich mechanismu. Koncen-
trace zbylého histaminu v obou podilech
testovaného vzorku je stanovena pomoci
ELISA testu v kompetitivnim usporadani.
Jako vysledek je vydavano vypocitané pro-
cento degradovaného histaminu v séru.
Dle referen¢niho rozmezi, uddvaného vy-
robcem, je vysledna hodnota > 40 % in-
terpretovana jako dostatetnd schopnost

séra degradovat histamin, pfi hodnotéch
25-40 % je degradace histaminu omezena
a hodnoty 0 - 25 % naznacuji snizenou
nebo 7ddnou schopnost vzorku odbourat
histamin.

Vysetieni provadime z béiného odbéru
srazlivé krve (sérum) a neni potieba, aby
pacient vysazoval nizkohistaminovou dietu.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o stanoveni
funkéni aktivity enzymu, neprovadime vy-
Setieni ze znovu rozmrazovaného séra. Vy-
sledky by mohly byt falesné patologické.
Vysetieni tedy neprovadime jako dodatek
k predchozimu odbéru.

Nase laboratof se UGspésné pravidelné
Gcastni cykld externiho hodnoceni kva-
lity, ktery je pofaddn vyrobcem soupravy
FROST Diagnostika GmbH.

Test THDC je v nasi laboratofi dostupny od
bfezna 2021. Dalsi uZite¢né informace,

nejen ohledné tohoto testu, najdete na
webovych strdnkach laboratore:
www.interimun.cz.

Mgr. Barbora Télupilovad
Fotografie: Bc. Eva Kubatovd

Dalsi informace:

1. Hakl R, Litzman J, Histaminova intole-
rance, Vniti Lék. 2023; 69(1): 37-40

2. Hrubisko M, R Danis et al, Histamine
Intolerance - The More We Know
the Less We Know. A Nutrients, Review
2021, 13, 2228.

3. Lochman 1, Soukupovd M et al, Vy-
znam stanovovani histamin-degra-
dacni aktivity séra v diagnostice
histaminové intolerance,  Alergie
1/2017: 9-17
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THSD7A - novy biomarker v sérologické diagnostice glomerulopatii

Membrandzni nefropatie je spjata s tvor- obr.1
bou protildtek proti antigentim na povrchu
podocytd. Hlavni lidsky podocytarni anti-
gen, ktery indukuje autoimunitni reakci
spojenou s tvorbou autoprotilatek, nami-
fenych proti antigenu M-typu receptoru pro
fosfolipdzu Az (anti-PLAR protildtky), je
zndm od roku 2009. Tento typ protildtek
charakterizuje specifickou podskupinu pa-
cient, s tzv. anti-PLA:R pozitivni membra-
nozni nefropatii. Sérové hladiny anti-PLA:R
protildtek mohou v3ak byt nedetekova-
telné u ¢asti pacientd s vysoce avidnimi
protilatkami, které mohou byt vyvazany na
glomerulech.

Existuji vsak pacienti s idiopatickou mem-  tab. 1: Prevalence anti-THSD7A protildtek
branozni nefropatii, ktefi tvofi autoprotilatky

o ) ) ) ) Kohorta n=348 n Anti - THSD7A pozitivni
proti jinym antigennim strukturdm. V této - —
souvislosti byl v roce 2014 identifikovan [ ANt-PLA:R negativni MN 154 15
novy podocytdrni antigen THSD7A (throm- Anti-PLA:R pozitivni MN 74 0
bospondin type-1 domain-containing protein  [in3"glomerularni onemocnéni 76 0
7A). J(,adr]a seo l.\l-glykosylovany,’vysoce Mo~ [735v3 kontrola 14 0
lekularni protein, exprimovany na mem-

brané podocyta (obr. 1). Protildtky proti  1omas et al. 2014
THSD7A byly prokazény u 10% pacientl
s idiopatickou membrandzni nefropatii, ktefi obr. 2: Imunofluorescencni nalez u anti-THSD7A pozitivniho vzorku

byli vsichni anti-PLA:R negativni (tab. 1).

K prikazu anti-THSD7A protilatek lze vy-
uZit metodu nepfimé imunofluorescence
na substrdtu THSD7A transfekovanych
bunék (obr. 2).

Prikaz protildtek proti THSD7A pfedstavuje
dalsi doplfujici marker pro sérologickou
neinvazivni diagnostiku primarni mem-
branézni nefropatie (obr. 3).

foto: Euroimmun

obr.3

RNDr. Marcela Drahosova
lustrace: Hana Kotlandova

Literatura:

1. Tomas NM, Beck Jr. LH, Meyer-Schwe-
singer C, et al. Trombospondin type-1
domain-containing 7A in idiopathic
membranous nephropathy. N Engl ] med
2014; 371:2277-2287

2. Prof. MUDr. Vladimir Tesat, DrSc., MBA.
Postgradudini nefrologie 2015, roc. 13,
¢1,5 23
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