V tomto cCisle naleznete:

VyZiva a imunita:
Vite, ¢im se zabyva
epigenetika?

Novy trend v alergologii:
Molekularni
diagnostika

Kviz:
Pozndte, co tady sviti?

Informacni obcasnik laboratore Interimun Pardubice
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Vaieni kolegové, mili piatelé,

uplynul dalsi rok nasi spoluprdce a my si opét dovolujeme nabidnout Vam dalsi vydani
naseho obcasniku. Vsichni jiZ jisté netrpélivé ocekdvame jaro a vnimame prvni zndmky
probouzejici se pfirody. Nicméné doufdme, 7e si i tak najdete chvili na prolistovani tohoto cisla.

Pripravili jsme pro Vas kratké informace tykajici se novinek z nasi laboratofe, k nimz patfi
napiiklad moznost rychlého nahlizeni do laboratornich vysledk( cestou software WebLIMS.
V alergologické laboratorni diagnostice nabyvd na vyznamu pfesné urceni cilt specifickych
IgE protilatek pacienta ve formé tzv. komponentové diagnostiky. Nase laboratof nechce zus-
tat stranou a nabizime vyznamné rozsifeni spektra rekombinantnich i nativnich alergeno-
vych komponent. V tomto ¢isle obcasniku najdete i kratké shrnuti této problematiky. Je zde
i dalsi maly kviz pro zvidavé ctenare.

Hlavnim tématem je letos vliv vyZivy a okolniho prostfedi na organismus a imunitni systém
s dirazem na epigenetické mechanismy. Je GZasné sledovat myslenkovy posun od deter-
ministického pojeti genetiky, kdy za celou fadu patologickych stavii mély byt zodpovédné
,defektni, mutované” geny, k netusenym moznostem (ale i hrozbdm), které pred nami
otevird poznani epigenetickych principi. Nejen vyZiva a expozice riznym latkam, ale také
vliv psychickych faktord, stres, radost, Zal, muze ovlivnit nejen nas organismus, ale i biologii
nasich déti a moznad i vnoucat. Snad Vas toto téma zaujme a podniti Vasi zvédavost.

Doufame, Ze si v tomto Cisle naseho obcasniku najdete néjaké zajimavé informace, které
jsou jen malym podékovanim za fadu let fungujici vybornou spolupréci.

doc. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.
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Zaujalo nds v odborném svété

Vyiiva moduluje imunitu epigenetickymi

mechanismy

genotyp

fenotyp

Jesté donedavna prevladal obecny ndzor,
7e individudlni osud clovéka je v nejvétsi
mife ur¢en jeho genetickou vybavou. Tento
nazor byl opfen o poznatky klasické gene-
tiky. Mala pozornost byla vénovana infor-
macim, Ze kaidy jedinec je kromé gene-
tické dispozice vyznamné urcovan také
prostfedim, ve kterém se vyviji. Po urcitou
dobu byly predstavy o jednoznacné gene-
tické danosti do jisté miry i ideologické.
V soucasné dobé dochazi k rychlé zméné
stavajiciho paradigmatu o dominanci ge-
netické dispozice. Védecké poznatky sou-
Casnosti totiz umoznuji objektivizovat vliv
zivotnich podminek na prepis gent. Vznikl
a prudce se rozviji novy védni obor, ktery
oznacujeme jako epigenetika.

Ze zakladniho vyzkumu se poznatky o epi-
genetice rychle prendseji do mediciny. Se
znalosti epigenetiky mizeme v soucasnosti
vysvétlit fadu jevl, které ovliviuji zdravi
¢lovéka a které lékafi v minulosti pozorovali.
Jsou spojeny s dobfe znamymi negativnimi
vlivy chemickych skodlivin pfitomnych v ta-
bakovém kouri, ale i ve znecisténém Zivot-
nim prostiedi. Mozna nejvice konkrétnich
informaci mame k dispozici v oblasti vyZivy,
kterd pfimo nebo zprostiedkované epige-
netickymi mechanismy zdsadné ovliviuje

kazdého ¢lovéka. Vyvojové se projevuje
v nezvratnych krocich, které souvisi s vpe-
Cetovacimi a programovacimi vyvojovymi
uzly. Jsou dikazy, Ze epigenetické zmény
jsou pfendseny transgeneracné.

0 nékterych z nich chceme v tomto pre-
hledném sdéleni informovat, predevsim
v kontextu ovlivnéni imunity slozkami
vyZivy. Pocet funkénich gend ¢lovéka je
cca 30 000. To je prekvapivé malo v po-
rovndni s napf. modelovou bakterif
E. coli, jejiz genom obsahuje cca 3000
genl. Zakladni zakon genetiky fikd, ze
kazdy gen kdéduje jednu bilkovinu nebo
RNA. Bilkoviny vsak prochazeji mnoha
posttransla¢nimi modifikacemi, které na-
konec zajisti jejich obrovskou funkéni fle-
xibilitu nutnou pro fungovani ¢lovéka.
Geny mohou byt proménény nezvratnymi
zménami, které vedou ke zméné nu-
kleotidd (mutace). Tyto zmény jsou
nezvratné a vedou k funkénim prome-
ndm genovych produkt. Epigenetické
mechanismy naproti tomu nepusobi
nevratné zmény genl. Rozhoduji o sku-
tecnosti, zda konkrétni gen bude nebo
nebude pfepsan. Obé moznosti mohou
byt pro organismus nékdy negativni,
jindy pozitivni. Je popsdno mnoho
konkrétnich molekuldrné biologickych
epigenetickych mechanismd. Z nich vy-
bereme pouze tfi zdsadni.
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Dobfe zndmé fenomény tzv. zdravi pod-
porujici vyZivy nyni miZeme vysvétlit
konkrétnimi epigenetickymi mechanismy.

Zakladni epigenetické mechanismy

Pro uspésny prepis genu je nutnd deme-
tylace nukleotidd cytosinu a guanosinu
v promotorovych oblastech gend. Uroven



metylace/demetylace je enzymaticky re-
gulovéna a ovlivnéna faktory vnéjsiho
svéta. Druhym epigenetickym mechanis-
mem je regulovano prostorové uspoiadani
dvousroubovice DNA, kterd je v komplexu
s histony. Pro pfepis konkrétniho genu je
nutné, aby se rozvolnily interakce mezi
vldknem DNA a histony a vytvorilo se tak
misto pro RNA polymerdzy prepisujici gen
do mRNA. Pro rozvolnéni je nutnd che-
mickd modifikace histonl, kterd spocivd
v acetylaci zajisténé opét enzymaticky
a regulované epigeneticky. Kone¢né tretim
epigenetickym mechanismem je tvorba
tzv. mikro RNA. Ty jsou komplementarni jiz
pfepsanému fetézci mRNA. Po vazbé
mikro RNA na mRNA jsou vzniklé kom-
plexy degradovény a je tak zabranéno
translaci mRNA na ribosomech.

Clovek je ve svém Zivoté poctinaje od sply-
nuti pohlavnich bunék a vyvoje in utero
vystaven nespocetnému mnozstvi vlivg,
které pUsobi kvantitativné a které se navic
kombinuji. Tyto vlivy vychézeji z vnéjsiho
i vnitfniho prostredi. Ve vnitfnim prostredi
muUzeme pfipomenout vliv obecné meta-
bolismu, neuroendokrinnich regulaci, oxi-
dacniho stresu, abnormalni bunécné smrti,
zdnétu. Ve vnéjsim svété zduraznime
mikrobidIni podnéty a jejich produkty,
xenobiotika, psychicky stres. To vse pres
prevodni paku epigenetickych mecha-
nismu ovliviiuje pfepis genu.

Pro nase Gvahy zamérné vybirdme vyzivu,
kterd podstatnou mérou urcuje kazdého
jedince. Jakdkoliv nerovnovaha ve vyzive,
at jiz kvalitativni nebo kvantitativni, plsobi
epigeneticky. Podstatné informace jsou
k dispozici zvlasté pro ¢asné ontogene-
tické obdobi cloveka. Pozitivni vliv kojeni je
obecné akceptovan nejenom odbornou
vefejnosti. Az donedavna bylo zdlrazfio-
vano, ze v mateiském mléce obsaiené
prebiotické oligosacharidy jsou nutnou
podminkou pro rozvoj fyziologické strevni
mikrofléry. Ta pozitivné moduluje slizni¢ni
a systémovou imunitu a do velké miry
urcuje fyziologickou imunitni reaktivitu je-
dince. Slozity ekosystém stfevni mikrobioty
viak prokazatelné plsobi epigenetickymi
mechanismy a reqguluje tak prepis gend,
zvlasté v epitelovych bunkach, ale také
v buikach imunity. Stfevni mikrobiota
totiz produkuje nepfeberné mnozstvi
chemickych latek a enzymu, které se mo-
hou uplatnit v epigenetickych regulacich.
Je zdrojem vitaminG (kyselina listovd, B2,
B6), které se zapojuji do metabolismu za

vzniku metylové skupiny, uplatiujici se
v procesech metylace nukleotidd. Mikrobi-
alni produkty ovliviiuji Uroven acetylace
histond, kterd je vyznamnym epigenetic-
kym faktorem rozhodujicim o pfepisu
gend. Mame k dispozici jiz dostatek di-
kazt, které nas opraviuji k tvrzeni, ze
stfevni mikrobiota zdsadné urcuje epige-
netickymi mechanismy individualni cha-
rakteristiky kazdého ¢lovéka. Mikrobiota
téhotné Zeny ovliviiuje programovaci pro-
cesy plodu s dopady na metabolismus,
kognitivni funkce a imunitni reaktivitu. Na
misté jsou jiz dvahy, jak prostfednictvim
vyzivovych doporuceni pozitivné ovlivnit
stfevni mikrobiotu téhotnych Zen a v di-
sledku pozitivné modulovat vyvoj plodu.

Je obecné pfijimanym faktem, Ze strevni
mikrobiota kojenych déti pozitivné ovliv-
nuje jejich individudIni imunitni reaktivitu
a brdni rozvoji alergického zanétu. Aler-
gicky zanét je mimo jiné dusledkem ne-
rovnovdhy mezi subsety Th1, Th2 a Treg
T lymfocyt(. Byla publikovana studie, kterd
ukazuje, 7e konzumace nepasterizovaného
mléka kojicimi Zenami vede k demetylaci
genu pro FoxP3, ktery je kritickym tran-
skripcnim faktorem nutnym pro vyzravani
regulacnich Treg. Stfevni mikrobiota a pro-
biotické mikroorganismy zesiluji aktivitu
enzymu odpovédnych za acetylaci a de-
metylaci genovych oblasti kodujicich
interferon y. Tak je zesilena aktivita
subsetu Th1, ktery tlumi Th2 T lymfocyty
odpovédné za rozvoj alergického zanétu.
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zitivnim vlivim vitamind na ¢lovéka jsou
nyni popisovany konkrétni epigenetické
mechanismy jejich pusobeni. Jiz jsme
zminili zapojeni vitaminGd B2, B6
a kyseliny listové do procesti metylace
a demetylace gend. Kyselina listova (B9)
epigeneticky ovliviiuje subset Treg. V pfi-
tomnosti vitaminu B9 jsou aktivovany
dréhy nutné pro prezivani a aktivaci Treg.
Absence B9 vede k apoptoze Treg T lym-
focytl s negativnimi dusledky na homeo-
statické requlace zadnétu. Zatim malo
zndmy je fakt, Ze migrace bunék imunit-
niho systému z lymfatickych uzlin je vy-
znamnéji nez pGsobenim chemokinG re-
gulovana prostiednictvim gradientu
sfingosin fosfatu. Sfingosin fosfat vznika
biotransformaci ceramid( prostfednictvim
ceramidasy. Gradient sfingosin fosfatu je
dynamicky regulovan také enzymatickou
degradaci sfingosin fosfatu pusobenim S1P
lyasy a S1P hydrolasy. Pravé S1P lyasa
vyZaduje pro svoji funkci pfitomnost vita-
minu B6. Z uvedeného je zietelné, 7e
vitamin B6 zasahuje vyznamné i do mi-
gracnich aktivit imunitnich bunék a maze
byt proto povazovén za requldtor imunitni
odpovédi.

Zcela unikatni postaveni v regulaci zénétu
pfislusi vitaminu D, dihydroxikalcitriolu.
Epigenetickymi mechanismy zesiluje ba-
rierové funkce epitelovych povrcha, podili
se na tvorbé antibakteridlnich peptidu.
Vyznamné requluje obrannou reakci proti in-
traceluldrné parazitickym bakteriim, kterd je

antigen

Epigenetické ovlivnéni imunoregula¢nich subseta T lymfocyta

Mnoho informaci se za desitky let vyzkumu
nahromadilo v oblasti vlivu vitaminG pfiji-
manych s potravou. K obecné znamym po-

urcena aktivitou subsetu Th1 T lymfocytd. Jeho
relativni nedostatek v potravé, ktery nema
podstatny vliv na kostni metabolismus,
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vede ke ztraté homeostatickych regulaci,
které mohou Ustit v poskozujici zdnét.
V soucasnosti je tato skutecnost diskuto-
vana predevsim v souvislosti s poskozuji-
cim zanétem u nemocnych s roztrousenou
sklerézou. Dihydrokalcitriol se po priniku
do buiky vaze na nukledrni receptor VDR.
Tento komplex slouZi jako transkripcni faktor.
Prokazatelné requluje expresi 913 gen(,
které ovliviiuji nejenom metabolismus
vapniku, ale zasahuji do proliferace bunék
a vyznamneé homeostaticky
reguluji zanét.

Vsechny bunécné struktury téla i makro-
molekuly jsou permanentné vystaveny
oxida¢nimu stresu. Hlavnim zdrojem oxi-
dacniho stresu na urovni buiiky jsou mito-
chondrie. Procesy oxidacni fosforylace, nez-
bytné pro tvorbu ATP jsou neoddélitelné
spojeny s oxidacni zatézi. Pokud dojde
k naruseni fyziologické funkce mitochon-
drii, oxidacni stres je dale akcentovan.
Samotny oxidacni stres je pficinou vzniku
a rozvoje zanétové reakce prostrednictvim
sestaveni inflamasomu a nasledné tvorby
pluripotentnich prozanétovych cytokinG
I-1B8 a IL-18. Oxidacni stres je typickym
rysem obranné imunitni odpovédi, protoze
vysoce reaktivni produkty kysliku vznikaji
rovnéz ve fagocytujicich buiikdch pusobe-
nim NADPH oxidazy. Evolucné bylo vytvo-
feno nékolik systému, které buiiky a struk-
tury téla chréni pred negativnimi dopady
oxidacniho stresu. Oxidacni stres tlumi che-
micky rGznorodé latky, které pfijimame se
,Zdravi prospésnou stravou”. V tomto

Kviz

ohledu nemusime zdlraziiovat udlohu
vitaminu C, ale i dalsich vitamind. Az
v nedavné dobé viak byla na molekularni
drovni vysvétlena pozitivni Gloha rostli-
nnych latek charakteru polyfenolt
v ochrané proti oxidacnimu stresu. Nikdo
nepochybuje o zdravotni prospésnosti po-
lyfenolt pfitomnych napf. v zeleném Caji
(katechiny, epigalaktokatechiny), v cerve-
ném viné (resveratroly), kurkumé a mnoha
dalsich, predevsim zbarvenych druzich
ovoce a zeleniny.

Zasadni Ulohu v ochrané buiiky pred oxi-
datnim stresem sehrdva transkripéni faktor
Nrf2. Ten je v nepfitomnosti oxidacniho
stresu v komplexu s dalsi cytoplazmatickou
bilkovinou, oznatovanou jako Kelch. Kom-
plex Nrf2-Kelch je ubiquitinovan a na-
sledné degradovan v proteasomu. Urovei
ubiquitinace proteini obecné je opét
regulovéna epigenetickymi mechanismy
a slouzi tedy jako vyrazny requlacni faktor.
Pokud je v bunice pritomen oxidacni stres,
transkripéni faktor Nrf2 se uvolni z vazby
na Kelch a je translokovan do jadra bunék.
Zde spolu s dal3imi requlacnimi bilkovi-
nami ovlada prepis cca 600 genu, které
maji obecné antioxidacni, detoxikacni,
protizdnétové a cytoprotektivni ucinky.
Transkripcni faktor Nrf2 je k této funkci
stimulovan prostfednictvim jednoduché
molekuly dimetylfumardtu, kterd je v sou-
¢asnosti schvélena jako mimoradné ucinny
[ék pro lécbu psoridzy a roztrousené
sklerézy. Je velkym prekvapenim, jak vy-
znamnou Ulohu v poskozujicim zanétu

Na fotografii prepardtu vidite vysledek imunofluorescencniho stanoveni

autoprotildtek tridy 1gG.

Imunofluorescencni ndlez odpovida:

1. pfitomnosti autoprotildtek proti bazélni membréné glomeruli (GBM)
2. piitomnosti autoprotilatek proti parietalnim bufikdm Zaludku (APCA)

3. pfitomnosti autoprotilatek proti receptoru pro fosfolipdzu A2 (PLA2R)

(Sprdvnou odpovéd najdete na str. 7-8)

sehrdvaji faktory souvisejici s oxida¢nim
stresem jako pricinou vzniku endogennich
signalt poskozeni DAMP. Oxidacni stres uz
nemUGzZe byt chapan jenom jako nasledek
zénétu. Z uvedeného je ziejmé, Ze koreny
zédnétové reakce budeme muset hledat
v samotné patologii buriky, v tomto speci-
fickém pfipadé v patologii mitochondrii.

Pravé imunobiologie transkrip¢niho fak-
toru Nrf2 pfinesla konkrétni dukazy, jak
pusobi zdravi prospésné polyfenoly
rostlinného plvodu pfijimané v potravé.
Tyto polyfenoly stimuluji Nrf2, bréni jeho
degradaci v proteasomu a zajistuji jeho
aktivitu jako transkripcniho faktoru s vyse
naznacenymi pozitivnimi G¢inky na funkce
bunky a také s pozitivnimi dopady na
requlace zanétové odpovédi.

Je ziejmé, Ze nyni jiz mdme v mediciné
dostatek konkrétnich informaci, kterymi
muUzZeme vysvétlit empiricky odvozend
doporuceni, spojend predevsim se zdravi
prospésnou stravou. Podrobné poznani, jak
vnéjsi i vnitini svét prostfednictvim epige-
netickych mechanismu urcuje individudlni
zdravi, jisté jiz v blizké budoucnosti umozni
vypracovani takovych doporuceni a po-
stupl, které budou puUsobit vyznamné
preventivné proti vzniku nemoci. Moznd jiz
nastdvd doba, kdy se lékaf vice nei
diagnostice a lécbé nemoci bude uz moci
efektivné vénovat jejich prevenci.

prof. RNDr. Jan Krejsek, CSc.
llustrace: Hana Kotlandova
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Alergenni molekuly - novy trend
v diagnostice alergii

Tradi¢ni diagnostické testy, jako je
skin prick test nebo in vitro stanoveni
specifického IgE (sIgE), vyuZivaji aler-
genové extrakty. Ty obsahuji smés
alergennich i nealergennich molekul
ziskanych extrakci z alergenového
zdroje, kterym mohou byt rdzné bio-
logické materidly napf. potraviny, pyly,
roztoci.

Molekuldrni diagnostika alergii (MA),
pouZiva se také termin komponentova
diagnostika, mapuje senzibilizaci pa-
cientd na molekuldrni drovni. Kompo-
nentovd diagnostika pro stanoveni
sIgE vyuZivd rekombinantni nebo na-
tivni, purifikované alergenni molekuly
(alergenni komponenty), jednd se
o proteiny nebo glykoproteiny. V sou-
tasné dobé je pro in vitro testovani
specifickych IgE komer¢né dostupnych
vice nez 100 alergennich komponent.
Rozsahld databdze zndmych alergen-
nich komponent je dostupnd na
www.allergen.org, jejich oznaceni po-
chazi z latinského ndzvu alergenového
zdroje napi. Phl p1 je odvozeno od
Phleum pratense (bojinek lu¢ni). Cislo
je k ndzvu priddno pro odliseni rdznych
alergennich komponent jednoho druhu.

Komponentova diagnostika mize po-
skytnout alergologim relevantni in-
formace, které nelze ziskat z tradi¢-
nich diagnostickych testd. Hraje
daleZitou roli ve tfech aspektech
diagndzy alergie: 1) vysvétleni kiizové
reaktivity (rozliseni skute¢né senzibi-
lizace na urcity alergenovy zdroj od
senzibilizace zplisobené kfizové rea-
gujicimi IgE protildtkami), 2) vybér
pacientd a vhodnych alergen( pro
alergenovou imunoterapii (AIT) a 3)
odhad rizika systémové reakce.

1) Vysvétleni kiizové reaktivity
MA m3 moznost rozlisit skute¢nou
senzibilizaci na urcity alergenovy zdroj
od senzibilizace v disledku kfizové
reaktivity. Alergenni molekuly jsou

podle své struktury a biologické
funkce zafazeny do proteinovych
rodin. Proteiny v ramci jedné protei-
nové rodiny sdileji spolecné epitopy

a stejné IgE protildtky se mohou tedy
vdzat na podobné struktury pfitomné
v alergenech z rdznych alergennich
zdroji, pfibuznych i nepfibuznych
druh0. Mezi béiné se vyskytujici ro-
diny kfizové reagujicich protein0 patfi:
z3dsobni proteiny, LTP (lipid transfer
proteins), tropomyosiny, lipocaliny,
parvalbuminy, sérové albuminy, PR-10
proteiny (pathogenesis-related 10
proteins), polcalciny a profiliny.
Clenové nékterych proteinovych rodin
vykazuji vysoky stupen kfizové reakti-
vity, v ramci nékterych rodin je kfi-
Zova reaktivita variabilni. Tyto kfizové
reagujici alergenni molekuly davaji
hodnotnou informaci o mozné senzi-
bilizaci a klinické reakci na razné aler-
genové zdroje. Pfikladem kfizove
reagujicich molekul pyld trav jsou
komponenty Phl p7 (polkalciny) a Phl
p12 (profiliny). Clenové obou rodin se
vyskytuji v pylech trav, stroma a ple-
vell. Profiliny se navic objevuji v po-
travindch rostlinného pavodu a v la-
texu. Jednd se o vedlejsi alergeny pyld
trav, senzibilizace na tyto molekuly se
vyskytuje u méné nez 20% pacientd
senzibilizovanych na pyl trav. Pozitivni
IgE odpovéd pouze na tyto kfizoveé
reagujici komponenty ukazuje, ze pri-
marni senzibilizace neni zpGsobena
pyly trav. Je potiebné dal3i testovani

specifickych komponent pyld a potra-
vin, které identifikuje skute¢ny zdroj
senzibilizace. MA md tedy moZnost
vysveétlit kiizovou reaktivitu IgE proti-
ldtek zpuisobenou sekvencni homologii
proteind, rovnéz tak ma potencidl vy-
svetlit kfizovou reaktivitu v disledku
pfitomnosti CCD determinant (kfizové
reagujici sacharidové determinanty
glykoproteint). Dvoji pozitivita na
vCeli a vosi jed pfi testovani alergen-
nich extraktd muzZe byt zpisobena
skute¢nou senzibilizaci na oba jedy
nebo se mUZe objevit v disledku kfi-
Zové reaktivity IgE protildtek s CCD de-
terminantami. PouZiti komponent (bez
(CD determinant) specifickych pro
véelu a vosu rozlisi, zda se jedna
o skute¢nou dvoji pozitivitu na vceli
a vosi jed nebo zda jde o projev
kiiZové reaktivity zpusobené CCD
determinantami.

2) Alergenovd imunoterapie

Vzhledem k tomu, Ze AIT je ndkladnou
|écbou, 1écba trvd vétsinou 3-5 let,
sprdvnd diagnoéza, vybér vhodnych pa-
cientl a identifikace skute¢ného sen-
zibilizujiciho alergenu jsou dulezité
pro optimadlni a financné efektivni
|écbu. MA poskytuje uZitecny ndstroj
pro rozliseni druhové specifickych
alergennich molekul od kfiZzové rea-
gujicich. Muaze tedy zlepsit vybeér
vhodnych pacientl a specifickych aler-
gend pro AlT inhala¢nich alergii a aler-
gii na jedy blanokfidlého hmyzu.
V soutasné dobé jsou stanoveny spe-
cifické alergenni komponenty pro
razné alergenové zdroje. Pfikladem
specifickych komponent pylu Phleum
pratense (bojinku lu¢niho) a dalsich
trav jsou molekuly Phl p1 a Phl p5b,
zpusobuji tzv. skutecnou senzibilizaci
na pyl trav. Jednd se o hlavni alergeny
pyll trav, vice nez 90% pacientl sen-
zibilizovanych na pyl trav ma proti-
Iatky proti Phl p1 a/nebo Phl p5b. Zvy-
sené hladiny IgE protildtek proti témto
komponentdm ukazuji na skutecnou
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senzibilizaci na pyl trav. AIT pylem
trav je v tomto pfipadé vhodna. Paci-
enti senzibilizovani na specifické aler-
genni komponenty maji priznivéjsi
vysledek AIT, nez pacienti senzibilizo-
vani pouze na kfizové reagujici
komponenty.

3) 0dhad rizika systémové reakce
MA m3 schopnost odhadnuti zdvai-
nosti reakce, zvlasté pro potravinové
alergie. RUzné potraviny obsahuji je-
dinetné alergenni molekuly, které
jsou stabilni nebo labilni vici teplu
a trdvicim enzymOm. Stabilita aler-
genni molekuly a pacientova anam-
néza pomahaji klinikovi vyhodnotit
riziko reakce: systémovd versus
mistni. Labilni alergeny jsou spojeny
s lokalni reakci (obvykle ordlni aler-
gicky syndrom), vafené jidlo je casto
tolerovano. Stabilni alergeny byvaji
spojeny kromé lokdlIni reakce také se
systémovou reakci. Nicméné je po-
tfeba poznamenat, Ze informace ty-
kajici se odhadu typu reakce mohou
byt vyuZity jen u téch populaci, které
byly podrobné prostudovény. Je
zndmo, ze potravinovy a inhalacni
profil senzibilizace se lisi podle geo-
grafické oblasti. Pfikladem odhadu
typu reakce mize byt senzibilizace pa-
cientl na komponentu Ara h2 (zdsobni
proteiny). Tato komponenta je pova-
7ovana za znak skute¢né senzibilizace
na arasidy, maze indukovat zdvainé

systémové reakce. Komponenta Ara h8
(PR-10 proteiny) je znakem kfizové

reaktivity mezi potravinovymi aler-
geny a pyly strom0 fadu Fagales
(bukotvaré). Senzibilizace na tuto
komponentu je asociovdna s mirnou
ordlIni reakci. Senzibilizace na LTP nebo
zasobni proteiny muze vyvolat z3-
vaziné systémové reakce, zatimco CCD
a PR-10 proteiny jsou u potravinové
alergie obecné asociovédny s mirnou
lokalni reakci.

Pfitomnost sIgE proti alergennim kom-
ponentdm muzZe byt stanovena single-
plexni nebo multiplexni analyzou. Single-
plexni analyza umoznuje lékafi vybrat
pro stanoveni spravné diagnézy kon-
krétni alergenni komponenty na zékladé
anamnézy pacienta. V kazdém testu této
analyzy se vysetii protildtky proti jedné
komponenté. Pro singleplexni pfistup
stanoveni sIgE proti komponentdm

Vyhody a nedostatky analyzy ISAC a ImmunoCAP

vyhody

ISAC
(multiplex)

zilni krev) na test

- 30 ul séra nebo plazmy (kapilarni nebo

- v testu se vysetfi 112 alergenu paralelné
- nativni a rekombinantni proteiny
- pro test je potfeba mensi mnozstvi alergenu

je dostupnych nékolik analyzatort (napf.
ImmunoCAP). Multiplexni analyza
umoziuje charakterizaci sIgk odpovédi
proti Sirokému spektru alergeni umis-
ténych na testovacim ¢ipu, nezdvisle na
anamnéze pacienta. V soucasné dobé je
na trhu jeden multiplexni analyzator
ISAC (Immuno-Solid Phase Allergen
Chip), ktery obsahuje vice nez 100 aler-
genu z vice neZ 50 alergennich zdroju.
Velky pocet alergend poskytuje rozsahlé
informace o profilu senzibilizace paci-
enta. V literatufe jsou uvedeny srovna-
vaci data pouze pro ImmunoCAP a ISAC.
Vysledky ziskané ISAC analyzou jsou
uddvany semikvantitativné na rozdil od
kvantitativniho vyjadieni vysledk( ana-
lyzdtorem ImmunoCAP. Pfi nizkych kon-
centracich sIgE je ImmunoCAP citlivéjsi
nez ISAC. Vyhody a nedostatky obou
technik stanoveni sIgE jsou shrnuty
v tabulce. Z3leZi na volbé lékare, zda se
rozhodne v rdmci komponentové diag-
nostiky vyuzit singleplexni nebo multi-
plexni pfistup.

Molekuldrni diagnostika pfedstavuje be-
zesporu vysoky pfinos pro klinickou praxi,
nutné v této oblasti fesit. Je potfeba pro-
vést multicentrické studie, které definuji
dalsi kategorie pacientl, pro néi je MA
prospésnd. V rznych zdrojich alergenu
musi byt identifikovdny a definovany
klinicky vyznamné alergenni molekuly.
Ekonomické studie by mély zhodnotit

nedostatky

- manualni metoda

- semikvantitativni test

- mensi senzitivita

- vetsi variabilita v inter-assay analyze
pro urcité alergeny

- vétsi variacni koeficient

- nékteré zdroje alergent nejsou zahrnuty

- potencidlni interference mezi IgE
a dalsimi izotypy, hlavné 1gG

ImmunoCAP
(singleplex) - kvantitativni test

- vysoka senzitivita

- automaticka metoda

- 40 ul séra na alergen
- jeden test - jeden alergen
- detekuje nizko afinitni protilatky, které

- nizsi variacni koeficient
- nativni a rekombinantni proteiny nebo alergenové
extrakty a jejich smési

mohou mit maly nebo Zadny klinicky vyznam




naklady a efektivnost MA. Jsou potfebné
vzdélavaci programy tykajici se poufZiti
a interpretace této diagnostiky.

Soucasnd doporuceni tykajici se diag-
nostiky v alergologii navrhuji jako prvni
linii pfistupu dukladné klinické vyse-
tfeni, testy vyuZivajici alergenovy ex-
trakt (skin prick testy nebo in vitro sta-
noveni sIgE) jako druhou linii pfistupu
a jako treti krok komponentovou diag-
nostiku. Pro zkusené uzivatele maze byt
molekuldrni diagnostika zahrnuta do
druhé linie. Molekuldrni diagnostika

alergii je novy a komplexni postup, ktery
bude v blizké budoucnosti predstavovat
standardni nastroj alergologa.

Nase laboratoi nabizi molekularni
diagnostiku od ledna letosniho roku.
Pro testovani jsme zvolili single-
plexni analyzu na pfistroji Immuno-
CAP firmy Thermo Fisher Scientific.

RNDr. Kamila Koupilova, Ph.D.
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Program vam umozni:

z laboratoie (ve formatu pdf)

vypliovani formulard.

Mate zajem o rychly internetovy
pristup k vysledkim laboratore?

Laboratof Interimun Pardubice nabizi spolupracujicim lékaiiim pfistup do databaze vysledki
pomoci programu WebLIMS pardubické firmy Stapro.

= Nahled do kompletni databaze laboratoie od roku 2003

= Pfistup pres internet odkudkoli (https://weblims.interimun.cz/weblims)

= Uvidite prehledny kumulativni nalez pacienta (zmény vysledk v case)

= Zobrazi se i vy3etreni poZadovana jinym lékafem

= Program umoziiuje tisk vysledkového listu totozného s vystupem posilanym

= Vysledky jsou k dispozici rychleji, v okamziku jejich potvrzeni laboratofi
= Lze zde vyplnit elektronickou Zadanku o vysetteni, s veSkerymi vyhodami elektronického

Program ma jednoduché intuitivni ovladani. Jeho moznosti vam mizeme predvést pfimo na vasem pracovisti.
Pouzivani programu bude pro vas zdarma, naklady jsou na strané laboratore.

Zajemce prosime, kontaktujte nas na adrese: interimun@interimun.cz.

Reseni kvizu ze str. 4

Spravna odpovéd zni: 3. Protilatky proti receptoru pro fosfolipazu A2 - (obr. 1 na str. 8)

Protildtky proti receptoru pro fosfolipdzu A2
predstavuji vyznamny marker idiopatické
membrandzni nefropatie. Membrandzni ne-
fropatie je nejcastéjsi pricinou nefrotického
syndromu v dospélém véku. Idiopatickd
membrandzni nefropatie (MN) je definovana
histologicky ztlusténim glomeruldrni bazalni
membrdny a depozici imunokomplexd mezi
glomeruldrni bazéIlni membranou a podocyty.
Patogeneze tohoto onemocnéni byla dlouho
neznama. Nedavno bylo prokdzano, ze hlav-
nim antigenem, proti némuz jsou tvoieny
antipodocytarni autoprotilatky je M typ
receptoru pro fosfolipazu A2. Tento typ protila-
tek je pro dané onemocnéni vysoce specificky.

Jsou nalézény a7 u 70% pacientu s idiopatic-
kou membranézni nefropatii. Pacienti s vy-
sokymi titry protilatek maji horsi prognézu.

Receptor pro fosfolipazu A2 (PLA2R) je trans-
membranovy protein exprimovany na lid-
skych podocytech. Podocyty jsou ploché
buiiky nepravidelnych tvard tvoricich
vybéiky obristajici stény kapilar v Bow-
manové vacku jako cytoplazmatické
vybézky - pedikly. Tvori tak vnitini list Bow-
manova vdacku. Podocyty se vyznacuji
vysokou anabolickou a katabolickou
cinnosti, o ¢cemZ svédci vysoka hustota
organel v jejich cytoplazmé.

Fosfolipazy hraji roli v procesu uvolnéni ky-
seliny arachidonové z membrdnovych li-
pidu a jeji metabolizaci na prostaglandiny.
Jsou secernovany do cirkulace, kde mo-
difikuji LDL a podili se na aktivaci sys-
tému renin-angiotensin-aldosteron. Jsou
povaiovdny za vyznamného Ccinitele
Vv procesu zanétu a aterogeneze. M typ
receptoru pusobi jako inhibitor jejich
Autoprotildtky proti tomuto typu recep-
toru inhibuji jeho funkci, dochazi k akti-
vaci zdnétu. Vyznam jejich stanoveni
spocivd v moznosti stanovit diagnézu MN
bez rendlni biopsie, v odliseni idiopatické
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MN od symptomatické MN (SLE, kolage-
nozy, nadory, hepatitida B apod.).

Diagnostika glomerulonefritidy byla prak-
ticky vyhradné zaloZena na histologii, mo-
nitorovani prabéhu choroby spocivalo
v hodnoceni proteinurie, erytrocyturie
a sérového kreatininu. S rozvojem poznatkd
o patogenezi rendlnich onemocnéni vy-
znam imunologického vysetieni stoupd i v
oblastech, kde byla sice Gloha imunitniho
systému dlouho predpokldddna, ale toto
vysetieni doneddvna nebylo rutinni sou-
Casti péce o nemocné. Zavedeni stanoveni
protildtek proti PLA2R muzZe mit zasadni
vyznam pro diagnostiku, monitorovani
pribéhu choroby a sledovani efekti-
vity lécby. Stanoveni pfitomnosti autopro-
tildtek v séru se provadi metodou nepiimé
imunofluorescence. Jako substrat slouzi
kultura transfekovanych bunék
lidskych embryondlnich ledvin. V pripadé
pozitivity je pritomna jemna granularni
fluorescence cytoplasmy téchto bunék.

Protildtky proti bazalni membrané
glomeruli - foto A

Autoprotildtky tfidy 1gG proti bazalni mem-
brané glomeruli (GBM) jsou charakteristic-
kym markerem pro Goodpasturetv syndrom.
Jde o vzécny syndrom s incidenci 1 nemocny
na milion obyvatel za rok. Castéji jsou postizeni
muZi, hlavné mezi 20. a 30. rokem, dalsi vina
mezi 60. a 70. rokem Zivota. Zékladnimi kli-
nickymi projevy je rychle postupujici glomeru-
lonefritida a u dvou tretin pacientl také krva-
ceni do plic. Onemocnéni se muze vyvinout
perakutné, béhem nékolika dnd, nebo poma-
leji, v prabéhu nékolika mésica. V ¢asnych fa-
zich je poskozeni ledvin zjistitelné mikrosko-
pickou hematurii @ malou proteinurii a obvykle
velmi rychle postupuje az do selhani ledvin.
U pacientu Ize témér vidy prokdzat anti-GBM
autoprotilatky typu 1gG1, jejich titr souvisi se

zavaznosti nefritidy. Antigenni epitopy se na-
chdzi na kolagenu IV. typu, ktery je slozen ze tii
fetézcd a lobuldrni domény na C-terminalnim
konci. Kolagen IV je zakladni strukturdIni mo-
lekulou bazéIni membrany glomeruld, plicnich
kapilar, fetézec alfa 3 kolagenu IV se
vyskytuje také ve strednim uchu, nékterych
¢astech oka, plexus choroideus. Na imuno-
fluorescencnim preparétu Ize v pozitivnim
pripadé prokazat linedrni homogenni fluores-
cenci bazalni membrany.

Protilatky proti parietalnim buiikam
zaludku (APCA) - foto B

APCA se vazi na struktury parietdlnich bunék
a mohou inhibovat jejich funkci. Tvori je he-
terogenni skupina protildtek: APCA reagujici
s mikrozémy parietdInich bunék (klasické
APCA - namifené proti gastrické protonové pum-
pé) a APCA reagujici s povrchem parietalnich

bunék. Autoprotilatky proti parietalnim bui-
kdm jsou predevsim namifeny proti H+/K+
ATP-4zové pumpé, odpovédné za transport ka-
tiontd pres membranu parietalnich bunék. Test
je vyuzivan v diagnostice perniciézni anémie.
Vyznacuje se vysokou senzitivitou. V okamziku
stanoveni diagndzy Ize tyto protilatky nalézt
u 80-90% pacientt. U pacientl s touto diag-
ndzou se casto pridruzuje vyskyt dalsich auto-
protilatek. Vysokd prevalence APCA je
prokdzana u pacientt s endokrinnimi poru-
chami. APCA se mohou vyskytovat az u 15%
zdravych osob starsich Sedesati let a u 2%
dospélé zdravé populace. K prikazu se vyuzi-
vaji fezy opiciho Zaludku, kde v pozitivnim
piipadé sledujeme zrnitou fluorescenci parie-
talnich bunék.

RNDr. Marcela Drahosova,
llustrace: Hana Kotlandova



