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SOUHRN

Cilem préce bylo zhodnoceni pfinosu vysetfovani specifickych IgE protilatek proti molekularné definovanym aler-
geniim u pacient@ s atopickou dermatitidou (AD) pomoci multiplexové metody ISAC a posouzeni, zda se senzibi-
liza¢ni profily li$i u mirné, stfedné tézké a tézké formy AD. Do studie bylo zahrnuto celkem 81 pacientt (41 muza
a 40 zen), u kterych bylo provedeno kompletni dermatologické a alergologické vySetfeni vCetné urceni profilu
senzibilizace na molekuldrni komponenty metodou ImmunoCAP ISAC. Vysledky vysetfeni byly statisticky zpra-
covany. Vyznamné vy$s$i pocet pozitivnich reakci s vysokou hladinou specifického IgE (= 15 ISU-E) byl prokazan
u pacientd se stfedné tézkou a tézkou formou AD. U vét§iny molekuldrnich komponent byla zaznamenana zvysuji-
ci se relativni frekvence pozitivnich reakci od mirné po tézkou formu AD. U pacientd s téZkou formou se vyznamné
Castéji vyskytovala senzibilizace na molekularni komponenty rozto¢e domdciho prachu, zvirat (kocky, psa, koné),
vajecného bilku, krevety a plisni (Aspergillus, Alternaria). V tomto sméru doporucujeme zamértit vysetfeni, lécbu
a rezimova opatfeni.

Kli¢ovd slova: atopicka dermatitida - molekularni komponentova diagnostika — ISAC test - SCORAD index

SUMMARY

The Use of Multiplex ImmunoCAP ISAC System for the Assesment of Sensibilization to Molecular Components
Related to the Severity of Atopic Dermatitis

The aim of the study was to evaluate the benefit of testing specific IgE antibodies against molecularly defined allergens
in patients with atopic dermatitis (AD) using the multiplex method ISAC and to assess whether the sensitization profi-
les differ in mild, moderate and severe forms of AD. A total of 81 patients (41 men and 40 women) were included in the
study, who underwent a complete dermatological and allergological examination, including the determination of the
sensitization profile to molecular components by the ImmunoCAP ISAC method. The results of the examination were
statistically processed. A significantly higher number of positive reactions with high levels of specific IgE (= 15 ISU
- E) was demonstrated in patients with moderate to severe AD. For most molecular components, increasing relative
frequencies of positive reactions from mild to severe have been reported. In patients with severe form, sensitization to
the molecular components of house dust mites, animals (cats, dogs, horses), egg white, shrimp and fungi (Aspergillus,
Alternaria) was significantly more common. In this regard, we recommend focusing examinations, treatment, and
regimen measures.

Key words: atopic dermatitis — component-resolved diagnostics — ISAC test - SCORAD index
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UvVOD

U pacientt s atopickou dermatitidou (AD) pii urce-
ni diagnézy vychazime z dikladné rodinné a osobni
anamnézy, z dermatologického vysetfeni podle Hanifi-
novych-Rajkovych kritérii [17] a z alergologického vyset-
feni, které izce souvisi se stanovenim senzibilizace. Na
exacerbaci ekzémovych projevii se mohou podilet riz-
né alergeny. V soucasnosti mizeme alergeny definovat
jako proteiny, glykoproteiny, lipoproteiny nebo protein-
-konjugované hapteny, které maji jedine¢né molekular-
ni a strukturni vlastnosti [12]. U dospélych pacienti je
popisovana alergen-specifickd IgE mediovana reakce na
$iroké spektrum potravinovych a inhala¢nich alergent,
zejména alergenti roztoct domaciho prachu, pylu a po-
travin rostlinného ptivodu [35]. Hlavnimi zdroji alerge-
nu jsou potraviny, travy, plevele, stromy, plisné, roztoci
a zvirata [18].

Mezi bézné provadéna laboratorni vysetfeni atopické
dermatitidy patfi stanoveni specifického IgE proti in-
hala¢nim a potravinovym alergentim, ktera se jiz fadu
let provadi pomoci alergenovych extraktii z prirodnich
zdrojt [12].

Béhem posledniho desetileti bylo do oblasti klinické
alergologie zavedeno vysetfeni komponentové diagnos-
tiky (CRD - Component Resolved Diagnostics), které se
zaméfuje na stanoveni specifickych IgE protilatek v séru
proti rekombinantnim a nativnim (purifikovanym)
komponentdm alergenti. Tyto molekuly predstavuji aler-
genni proteiny, na které je zaméfena specificka IgE imu-
nitni odpovéd [16]. Alergenové komponenty by mohly
prispét k presnéjsi diagnostice alergickych onemocnéni.
S jejich pomoci 1ze s prihlédnutim k dal$im okolnostem
(anamnestické udaje, dalsi faktory podilejici se na zhor-
$eni AD) odlidit reaktivitu proti zkifiZené reagujicim
alergentim od reaktivity na pfevazné druhové specifické
alergenni komponenty, které by mohly odhalit primdrni
zdroj senzibilizace. U fady molekuldrné definovanych
alergent je znamo, Ze navozuji zavazné projevy alergic-
kych chorob. Nélez zvyS$ené hladiny specifickych IgE
protilatek proti témto alergenim umoznuje predikovat
riziko zavaznych klinickych projevl véetné anafylaxe.
Ve skupiné potravinovych alergenti je mozno odlisit
reaktivitu na termostabilni molekuldrni komponenty
s obecné vys$sim rizikem od termolabilnich, odstranitel-
nych tepelnou upravou potravin. Dale mizZe vysetfeni
specifickych IgE protilatek lékati usnadnit identifikaci
pri¢inného alergenu k indikaci specifické alergenové
imunoterapie.

Molekularni komponenty jsou vyuzivany jak v jed-
noparametrovych, tak multiplexnich analyzach. V obo-
ru klinické imunologie je v soucasné dobé jednim
z nejcastéji pouzivanych multiplexnich systém@ Im-
munoCAP ISAC (ISAC, Immuno Solid-Phase Allergen
Chip), ktery kombinuje technologii bio¢ipu s moznost-
mi komponentni diagnostiky alergii. V jediném kroku
lze z velmi malého mnozstvi séra vysetfit 112 raznych
alergennich komponent z celkem 51 zdroji alergent
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[12, 27]. Indikace provedeni testu ISAC zahrnuje $iroké
spektrum alergickych onemocnéni, jako je bronchialni
astma, alergicka rinokonjunktivitida, atopicka dermati-
tida, potravinovd alergie a anafylaxe [34].

Védeckych praci zabyvajicich se pribéhem AD v sou-
vislosti s potravinovou alergii nebo senzibilizaci na
potravinové a inhala¢ni alergenové komponenty neni
prili§ mnoho [30, 35]. Pouze nékolik studii prokdzalo
komorbiditu alergie na potravinové a inhala¢ni alergeny
se zavaznosti AD hodnocené pomoci indexu SCORAD
(SCORing Atopic Dermatitis) [36].

Cilem naseho sdéleni je popsat senzibiliza¢ni profil na
molekularni komponenty stanovené multiplexovou me-
todou ISAC u pacientti s atopickou dermatitidou, zhod-
notit pfinos vySetfeni specifickych IgE protilatek proti
molekuldrné definovanym alergentim a posoudit, zda se
senzibilizaéni profil li$i u mirné, sttedné tézké a tézké
formy AD. Je tfeba zdiraznit, Ze v tomto prispévku se
zaméfujeme pouze na miru senzibilizace proti moleku-
larnim komponentdm a nikoli na jejich klinicky vyznam
s vyuzitim specifickych provoka¢nich testtl. Uréeni sen-
zitivity metody ISAC na vybrané potravinové alergeny
bude cilem naseho dal$iho sdéleni. V diivéjsich publika-
cich jsme se zabyvali vzdjemnymi vztahy mezi senzibili-
zaci na arasidy, vlagské a liskové ofechy a senzibilizaci na
plisné Alternaria a Cladosporium u pacienti s atopickou
dermatitidou [8, 9, 10].

METODIKA

V obdobi let 2018 a 2019 bylo na Klinice nemoci koz-
nich a pohlavnich, Fakultni nemocnice Hradec Kralové,
vysetfeno 81 pacientii s atopickou dermatitidou. Dia-
gnoza atopické dermatitidy byla stanovena podle Hani-
fin-Rajkovych kritérii [17]. Vylu¢ovacimi kritérii pro za-
fazeni do studie byla dlouhodoba terapie cyklosporinem
a systémovymi kortikoidy, té¢hotenstvi a kojeni. Rovnéz
nemohli byt zahrnuti pacienti s atopickou dermatitidou
majici jind systémova onemocnéni. U viech pacientli
zatazenych do studie bylo provedeno kompletni derma-
tologické a alergologické vysetieni a zaroven in vitro sta-
noveni hladiny IgE protilatek specifickych pro moleku-
larné definované alergeny (sIgE). Hladiny specifického
IgE byly sledovany ve vztahu k zdvaznosti atopické der-
matitidy. Studie byla schvélena Etickou komisi Fakultni
nemocnice a LF UK v Hradci Krélové.

Zavazinost atopické dermatitidy

Zavaznost atopické dermatitidy byla hodnocena
podle indexu SCORAD [36]. Byl zhodnocen rozsah
postiZeni, intenzita onemocnéni a subjektivni parame-
try. Zavaznost byla hodnocena do 25 bodu jako mir-
nd forma AD, nad 25 bodt do 50 bodu jako stfedné
tézka forma AD a nad 50 bodi jako tézka forma AD.
Vysetfeni bylo provedeno kazdé dva mésice v pribé-
hu jednoho roku a byla vypocitina praimérna hodnota
SCORAD [29].
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Obr. 1. Systém ImmunoCAP ISAC - priklad vysledku naseho
pacienta s nalezem zvysené hladiny sIgE protilatek proti néko-
lika molekularné definovanym alergentim

Molekularni komponenty jsou na bio¢ipu sefazeny vertikalné
v tripletech, v rozich jsou umistény kontrolni alergeny. Inten-
zita fluorescence je vizualizovand ve formé barevnych spott,
které jsou kvantifikovany vypocétem z kalibra¢ni ktivky kont-
rolnfho vzorku. Barevné spoty na obrazku znazornuji pozitiv-
ni nalez sIgE na danou molekuldrni komponentu.

Urceni senzibilizace na molekularni komponenty -
vyS$etfeni sérovych sIgE protilatek metodou ISAC

Vzorky periferni krve byly odebrany z kubitélni zily
a nasledné zpracovany centrifugaci. Krevni sérum bylo
zamrazeno na -70 °C bez opakovaného rozmrazovani
a zamrazovani az do provedeni analyzy. Vsichni pacien-
ti byli vySetfeni multiplexnim systémem ImmunoCAP
ISAC (Phadia AB, Uppsala, Svédsko).

Systém ISAC je semikvantitativni multiplexni meto-
da. Reakce probiha na sklenéné desti¢ce (bioCipu), na
které je ukotveno celkem 112 molekuldrné definova-
nych alergenti v triplikatech (70 rekombinantnich, 42
nativnich) - obrazek 1 [21, 23]. Vysledky jsou vyjad-
feny v arbitrarnich jednotkdch zvanych standardizo-
vané jednotky ISAC pro specifické IgE (ISU-E). Métici
rozsah metody je udavan od 0 do 100 ISU-E. Vysledky
vétsi nez 0,3 ISU-E jsou povazovany za pozitivni. Na-
méfené hladiny sIgE lze vyjadfit 4 semikvantitativnimi
tfidami: < 0,3 ISU-E negativni, 0,3 > 0,9 ISU-E nizka
pozitivita, 0,9 > 15 ISU-E stfedni pozitivita, > 15 ISU-E

vysokd pozitivita. Analyza byla provedena podle dopo-
ruceni vyrobce.

Statistické zhodnoceni

Ke zpracovani poctu negativnich a pozitivnich reakci
(nizkd, stfedni a vysokd pozitivita hladiny specifické-
ho IgE proti molekuldrnim komponentdm) u mirné,
stfedné tézké a tézké formy atopické dermatitidy byly
pouzity kontingenc¢ni tabulky. Dale bylo ve sledova-
ném souboru pacienti statisticky hodnoceno, zda vy-
skyt senzibilizace u zkoumanych molekularnich kom-
ponent souvisi se zdvaznosti atopické dermatitidy. Ve
skupinach byly podle zdvaznosti atopické dermatitidy
stanoveny relativni cetnosti vyskytu senzibilizace na
vysetfované molekuldrni komponenty. Byly posouzeny
predevsim alergeny s nejvyssi pravdépodobnosti pozi-
tivniho vysledku a vyhodnoceny unikatni statistickou
analyzou podle Worsleyho [40]. Sledované parametry
byly vlozeny do kontingen¢nich tabulek a zhodnoceny
testem nezavislosti chi-kvadrat s hladinou vyznamnos-
ti 5 % (chi kvadrat test).

VYSLEDKY

Pacienti

Vysetfeni hladin specifického IgE bylo provedeno
celkem u 81 pacientll s diagnézou AD - 40 muzi a 41
zen s pramérnym vékem 41,7 roku (11-76 rok) a s pri-
mérnym indexem SCORAD 39,0 bodi (s. d. 13,1). Mirna
forma AD byla zjisténa u 13,6 % pacientd, stfedné tézka
forma u 55,6 % pacientil a tézkd forma u 30,9 % pacientu.
Alergicka ryma byla diagnostikovana u 80,2 % pacientii
a bronchialni astma u 56,8 % pacientti. Senzibilizace na
vysSetfované alergeny stanovenim sIgE byla prokazana
u 92,6 % pacientd. U 7,4 % pacientl nebyla detekova-
na pozitivni reakce proti vySetfovanym molekuldrnim
komponentam (tab. 1).

Zhodnoceni senzibilizace na molekularni
komponenty podle zavaznosti atopické dermatitidy
Pro zhodnoceni senzibilizace podle tize atopické der-
matitidy byli pacienti rozdéleni do tfi skupin podle in-
dexu SCORAD. Ve skupinach byl v porovnani mirné az

Tabulka 1. Charakteristika souboru pacientt s atopickou dermatitidou

primérng vk 41,7 roku (11-76 roks)
primérna hodnota 39,0 bodu (s. d. 13,1)
11 pacientd: (13,6 %)

Tézka forma AD 25 pacienti (30,9 %)
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Pocet pacienti s astma bronchiale 46 pacientt (56,8 %)
Pocet pacienti s alergickou rinitidou 65 pacienti (80,2 %)
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tézké formy AD viditelny trend k vyssi ¢etnosti senzi-
bilizace. Pocet negativnich a pozitivnich reakci speci-
fického IgE (nizka, stfedni a vysokd pozitivita) u mir-
né, stiedné tézké a tézké formy atopické dermatitidy je
uveden v tabulce 2. U pacientt trpicich mirnou formou
AD bylo 92,9 % reakci negativnich, 1,3 % s nizkou po-
zitivitou, 4,7 % se stfedni pozitivitou a 1,0 % s vysokou
pozitivitou. Ve stfedni formé AD bylo 86,5 % reakci ne-
gativnich, 2,5 % s nizkou pozitivitou, 7,0 % se stfedni
pozitivitou a 4,1 % s vysokou pozitivitou. V tézké formé
AD bylo 80,4 % reakci negativnich, 2,6 % s nizkou pozi-
tivitou, 8,8 % se stfedni pozitivitou a 8,2 % s vysokou po-
zitivitou. Byl potvrzen vyznamny vztah mezi zdvaznosti
AD ahladinou specifickych IgE protilatek proti moleku-
larnim komponentdam (p-hodnota = 0,0001). Vyznamné
vyssi pocet pozitivnich reakci s vysokou hladinou sIgE
protilatek (= 15 ISU-E) byl prokdzan u pacient se stfed-
né tézkou a tézkou formou AD.

Vzhledem k velkému mnozstvi namérenych dat nejsou
v prehlednych tabulkach senzibilizaéniho profilu podle
zavaznosti AD zminény v§echny komponenty, ale pouze
prehled 30 nejcastéji se vyskytujicich (tab. 3, 4, 5). Celko-
vy pocet senzibilizaci byl u mirné formy na 40 kompo-
nent, u stfedné tézké formy na 93 komponent a u tézké
formy na 98 komponent. V kazdé skupiné dle zavaznosti
AD bylo zhodnoceno poradi relativnich ¢etnosti vysky-
tu molekularnich komponent. Statistické rozdily v po-
fadi zastoupeni molekuldrnich komponent prokazany
nebyly.

U mirné formy AD (11 pacientd, 13,6 %) pfevazova-
la senzibilizace na pylové alergeny, pfedevsim na hlavni
alergen brizy rBet v 1, kterd patfi do skupiny zkfizené re-
agujicich Bet v 1 homolognich proteinti (PR-10 protein).
Stupen zkiiZené reaktivity s ostatnimi alergeny ze skupi-
ny PR-10 proteind pylu stromu (rAln g 1, rCor a 1.0101)
a potravin rostlinného piivodu (rCor a 1.0401, rPrup 1,
rMal d 1, rGly m 4, rAra h 8) je vysoky, cemuz nasvédcu-
je jejich casty vyskyt ve skupiné. Vysoky stupen zkiizené
reaktivity s B-expansiny z jinych trav (rPhl p 1) by mohl
byt vysvétlenim casté senzibilizace na pyl travy troskut
(nCyn d 1). Poc¢etné méné casto byla pozorovana senzi-
bilizace na hlavni alergeny pylu bojinku (rPhl p 1) v po-
rovnani s téz§imi formami AD, viz tab. 3.

Ve skupiné se stfedné tézkou formou AD (45 pacien-
tl, 55,6 %) byla detekovana nejvyssi cetnost pozitivnich
reakci na hlavni alergen bojinku (rPhl p 1) a zaroven
na hlavni alergen bfizy (rBet v 1). Vy3si byla také cet-
nost senzibilizace na rozto¢e domdciho prachu rDer f 2
a rDer p 2 z NPC2 rodiny (Niemann-Pick disease type
C2), kteti dominuji pfedevsim u tézké formy AD. Podob-
né jako u mirné formy byla ¢astd senzibilizace na Bet v 1
homologni proteiny pylu stromt a potravin rostlinného
ptvodu. Casto zastoupenymi byly také hlavni alergeny
koc¢ky (rFel d 1, uteroglobin) a psa (rCan f 1, lipokalin)
- viz tabulka 4.

Ve skupiné s tézkou formou AD (25 pacientd, 30,9 %)
byly s vysokou Cetnosti zastoupeny pozitivni sIgE reakce
na komponenty bojinku, konkrétné na hlavni alerge-

Tabulka 2. Pocet negativnich a pozitivnich reakei sIgE (semikvantitativnich tfid) stanovenych metodou ISAC hodnocenych podle

zévaznosti AD u vSech pacientt

Pocet reakci

ozitivita | stfedni pozitivita | vysoka pozitivita
9 ISU-E 0,9 > 15ISU-E > 15 ISU-E
17 60 13

365 213
255 238
Pocet reakci
[%]
4,7 1,0 100 %
7,0 4,1 100 %
8,8 8,2 100 %
Pocet reakci
(%]
8,8 2,8
53,7 45,9
37,5 51,3
100 % 100 %
0,0001

Zavaznost atopické
<0,3ISU-E 0,3>0,
Mirna 1186
Stredné tézka 4513 129
Tézka 2331 76
Mirna 92,9 1,3
Stredné tézka 86,5 2,5
Tézka 80,4 2,6
Mirna 14,8 7,7
Stredné tézka 56,2 58,1
Tézka 29,0 34,2
100 % 100 %

p-hodnota

Vysvétlivky:

Celkovy pocet reakci sIgE ¢inil 9 072 (81 pacientil, u kazdého pacienta bylo vysetfeno 112 molekularnich komponent). U stfedné
tézké a tézké formy AD byl prokazan statisticky vyznamné castéjsi vyskyt pozitivnich reakei s vysokou hladinou sIgE protilatek

(= 15ISU-E).
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ny rPhl p 1, rPhl p 5 a na vedlejsi alergeny rPhl p 2,
nPhl p 4, rPhl p 6. Déle dominovala jiz zminéna sen-
zibilizace na hlavni alergeny rozto¢t domaciho prachu
rDer f2 a rDer p 2, méné pak na hlavni alergeny nDer f 1
anDer p 1 (cysteinové protedzy). Vyrazna senzibilizace na
komponentu travy troskut nCyn d 1 (soucasti vySetieni

ISAC metody), je nejspiSe i v tomto pripadé disledkem
vysoké zkFizené reaktivity s jinymi B-expansiny pylu trav.
Troskut v Cechach prakticky viibec neroste, pouze oje-
dinéle na jizni Moravé, jde pfedev$im o travu subtropic-
kych oblasti. Cetné byly také senzibilizace na pyly stromi
a potraviny rostlinného ptivodu obsahujici zkfizené rea-

Tabulka 3. Pfehled 30 nejéastéji zastoupenych molekuldrnich komponent u mirné formy atopické dermatitidy**

Pocet
pacienttl

Proteinova

skupina

Zdroj Molekularni
alergenu komponenta
Bfiza rBetv1*
Troskut nCynd1

Olse rAlng1*
Liskovy ofech rCor a 1.0401 *
Bojinek rPhlp 1
Bojinek rPhlp 2

Pyl lisky rCor a 1.0101 *
Spory plisni (Alternaria) rAltal
Broskev rPrup1*
Arasid rArah8*
Bojinek nPhl p 4
Rozto¢ domaciho prachu nDerp 1
Jablko rMald1*

Soja rGlym4*
Bojinek rPhl p5
Bojinek rPhlp 6
Olivovnik rOlee 1
Rozto¢ domdciho prachu nDer f 1
Rozto¢ domdciho prachu rDer f2
Rozto¢ domdciho prachu rDer p 2
Kocka rFeld 1

Platan nPlaa2
Cypris nCupal
Kryptomerie nCryjl
Pelynék nArtvl
Bojinek rPhlp 11

Kiwi rActd 8*
Kreveta nPen m 2

Pes rCanf5
Rozto¢ domaciho prachu rDer p 10 *

(%]
PR-10 protein 7 (8,6 %)
B-expansin
PR-10 protein 5 (6,0 %)
PR-10 protein
B-expansin
expansin
PR-10 protein

4 (4,9 %)
kysely glykoprotein
PR-10 protein
PR-10 protein
berberine bridge enzyme
cysteinova protedza 3 (3,7 %)
PR-10 protein
PR-10 protein
ribonukledza
travy ttidy 6
tryps.m 1n,h1b1tor, 2 (2.5%)
cysteinova proteaza
NPC2 rodina
NPC2 rodina
uteroglobin
polygalakturonaza
pektat lyaza
pektat lyaza
defensin
trypsin inhibitor
PR-10 protein

1(1,2 %)

argininova kindza
arginin esteraza, prostaticky
kallikrein

tropomyosin

**11 pacientt = 13,6 %, celkovy pocet 81 pacientt. Celkovy pocet senzibilizaci byl u mirné formy na 40 komponent.

Vysvétlivky:

Seda poli¢ka se symbolem * — zndzorhuji prevazné zktizené reagujici komponenty (napt. rBet v 1).
Ostatni policka - zndzornuji pfevazné druhové specifické komponenty (napf. rPhl p 1).

Tuc¢né - jsou zvyraznény hlavni alergeny (napf. rPhl p 1).
Kurzivou - jsou zobrazeny vedlejsi alergeny (napt. rPhl p 11).
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gujici PR-10 proteiny. Znacna byla také senzibilizace proti
hlavnim zvifecim alergenim kocky rFel d 1 (uteroglo-
bin) a rFel d 4 (lipokalin), koné rEqu c 1 (lipokalin) a psa
rCan f 1 (lipokalin). Z potravinovych alergent byla ¢asto
detekovana sIgE odpovéd na vedlejsi potravinovy alergen
krevet nPen m 2 (argininova kindza) - viz tabulka 5.
Hodnotili jsme relativni ¢etnost vyskytu pozitiv-
nich reakci na molekularni komponenty u pacientt

s mirnou, stfedné tézkou a tézkou formou atopické
dermatitidy. U vét§iny molekuldrnich komponent
byla zaznamenana zvysujici se relativni cetnost pozi-
tivnich reakci od mirné po stfedné tézkou az tézkou
formu AD (tab. 6 a 7). Vyznamny rozdil ve vyskytu
byl vSak potvrzen pouze u téchto molekuldrnich
komponent: rDer f 2 a rDer p 2 (rozto¢i domaciho
prachu), nPen m 2 (kreveta), rFel d 4 (koc¢ka), rCan f 1

Tabulka 4. Piehled 30 nejcastéji zastoupenych molekuldrnich komponent u sttedné tézké formy atopické derpatitidy**

Pocet
pacienttl
(%]

Proteinova
skupina

Zdroj Molekularni
komponenta

alergenu

Bfiza rBetv1* PR-10 protein

26 (32,1 %)
Bojinek rPhlp 1 B-expansin
Bojinek nPhlp 4 berberine bridge enzyme
Rozto¢ domaciho prachu ~ rDer f2 NPC2 rodina 23 (28,3 %)
Rozto¢ doméciho prachu  rDer p 2 NPC2 rodina
Jablko rMald1* PR-10 protein 21 (25,9 %)
Broskev rPrupl* PR-10 protein 20 (24,7 %)
Liskovy orech rCor a 1.0401 * PR-10 protein
Pyl lisky rCor a 1.0101 * PR-10 protein

19 (23,5 %)
Kocka rFeld 1 uteroglobin
Pes rCanfl lipokalin
Troskut nCynd1 B-expansin

18 (22,2 %)
Bojinek rPhlp 6 travy tfidy 6
Rozto¢ doméciho prachu  nDerp 1 cysteinova protedza
Bojinek rPhlp 5 ribonukledza 17 (20,9 %)
Rozto¢ doméciho prachu  nDerf1 cysteinova protedza
Olse rAlng1* PR-10 protein

16 (19,7 %)
Arasid rArah 8% PR-10 protein
Bojinek rPhlp 2 expansin 15 (18,5 %)
Séja rGlym4* PR-10 protein

14 (17,3 %)
Pelynék nArtvl defensin
Spory plisni (Alternaria)  rAltal kysely glykoprotein 12 (14,8 %)
Bojinek rPhlp 11 Ole e 1 pribuzny protein
Pes rCanf5 arginin esteraza, prostaticky kallikrein
CCD nMUXF3 bromelain, CCD 11 (13,6 %)
Kocka rFel d 4 lipokalin
Kun rEqucl lipokalin
Platan nPlaa?2 polygalakturonaza
Kiwi rActd 8* PR-10 protein 10 (12,3 %)
Celer rApigl* PR-10 protein

**45 pacientil = 55,6 %, celkovy pocet 81 pacientil. Celkovy pocet senzibilizaci byl u stfedné tézké formy na 93 komponent.
Vysvétlivky:

Seda poli¢ka se symbolem * - zndzornuji prevazné zktizené reagujici komponenty (napt. rBet v 1)

Bild poli¢ka - zndzornuji prevazné druhové specifické komponenty (napf. rPhl p 1)

Tuc¢né - jsou zvyraznény hlavni alergeny (napt. rPhl p 1)

Kurzivou - jsou zobrazeny vedlejsi alergeny (napt. rPhl p 11)
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(pes), rEqu ¢ 1 (ktil), nMus m 1 (mys), rBet v 2 (bfiza),
rAltv6 (Alternaria), rAsp £6 (Aspergillus),nTriaaA_TI
(pSenice), nGal d 2 (vaje¢ny bilek), rAra h 1 (arasid)
arVes v 5 (jed vosy). Uvedené molekularni komponen-
ty se vyskytuji vyznamné Castéji u pacientt s tézkou
formou AD (tab. 6 a s ni souvisejici graf na obrazku 2,

p-hodnota < 0,05). Relativni ¢etnost nejcastéji zastou-
penych molekularnich komponent bez statisticky pro-
kdzaného vyznamného rozdilu u pacienti s mirnou,
sttedné tézkou a tézkou formou AD je ukdzana v ta-
bulce 7 a schematicky zndzornéna v souvisejicim grafu
na obrazku 3.

Tabulka 5. Pfehled 30 nej¢astéji zastoupenych molekuldrnich komponent u tézké formy atopické dermatitidy**

Pocet
Proteinova skupina pacientil
(%]

Molekularni
komponenta

Zdroj alergenu

Bojinek rPhlp1 B-expansin 17 (20,9 %)
Troskut nCynd1 B-expansin
Rozto¢ doméciho prachu rDer f 2 NPC2 rodina 16 (19,7 %)
Rozto¢ domdciho prachu rDer p 2 NPC2 rodina
Bojinek nPhlp 4 berberine-bridge enzyme 15 (18,5 %)
Olse rAlng1l* PR-10 protein
Pyl lisky rCor a 1.0101 * PR-10 protein
Broskev rPrup1* PR-10 protein
. 14 (17,3 %)
Jablko rMald1* PR-10 protein
Kocka rFeld 1 uteroglobin
Kocka rFeld 4 lipokalin
Bfiza rBetv1* PR-10 protein
Bojinek rPhlp 2 expansin
Arasid rArah8* PR-10 protein
13 (16,1 %)
Bojinek rPhlp 6 travy tridy 6
Kreveta nPen m 2 argininova kinaza
Kan rEqucl lipokalin
Bojinek rPhlp 5 ribonukleaza
Soja rGlym4* PR-10 protein 12 (14,8 %)
Pes rCanf1 lipokalin
Rozto¢ domdciho prachu nDerp 1 cysteinova protedza
11 (13,5 %)
Rozto¢ domaciho prachu nDer f 1 cysteinova protedza
Liskovy ofech rCor a 1.0401 * PR-10 protein
Pelynék nArtvl defensin 10 (12,4 %)
Spory plisni (Aspergillus) rAsp f6 Mn superoxid dismutaza
Pes +Can £5 lalzgirlllnklz ie;:.teréza, prostaticky .
;1 %)
Mys$ nMus m 1 lipokalin
Spory plisni (Alternaria) rAltal kysely glykoprotein
Platan nPlaa2 polygalakturondza 8 (9,8 %)
Olivovnik rOlee9 glukanaza

** 25 pacientll = 30,9 %, celkovy pocet 81 pacientti. Celkovy pocet senzibilizaci byl u tézké formy na 98 komponent.

Vysvétlivky:

Seda policka se symbolem * - znazornuji prevazné zktizené reagujici komponenty (napt. rBet v 1).

Ostatni poli¢ka — zndzornuji pfevazné druhové specifické komponenty (napf. rPhl p 1).
Tuéné - jsou zvyraznény hlavni alergeny (napt. rPhl p 1).

Kurzivou - jsou zobrazeny vedlej$i alergeny (napt. rAsp f6).
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Obr. 2. Znazornéni zastoupeni molekuldrnich komponent u mirné, stredné tézké a tézké formy AD - statisticky
vyznamny rozdil (p-hodnota < 0,05).

Tabulka 6. Relativni ¢etnost molekularnich komponent se statisticky vyznamnym rozdilem ve vyskytu u mirné, stredné tézké
a tézké formy AD (p-hodnota < 0,05)

ol
(11 pacientit = 100 %) (45 pacienti = 100 %) (25 pacienti = 100 %)

rDer f 2 2 (18,2 %) 23 (51,1 %) 16 (64,0 %) 0,040
rDer p 2 2 (18,2 %) 23 (51,1 %) 16 (64,0 %) 0,040
nPen m 2 1(9,1 %) 7 (15,6 %) 13 (52,0 %) 0,001
rFel d 4 0 (0,0 %) 11 (24,4 %) 14 (56,0 %) 0,001
rEqucl 0 (0,0 %) 11 (24,4 %) 13 (52,0 %) 0,003
rCanfl 0 (0,0 %) 19 (42,2 %) 12 (48,0 %) 0,017
nMus m 1 0 (0,0 %) 8 (17,8 %) 9 (36,0 %) 0,036
rAsp f6 0 (0,0 %) 9 (20,0 %) 10 (40,0 %) 0,023
rAlta 6 0 (0,0 %) 6 (13,3 %) 8 (32,0 %) 0,037
rBetv2* 0 (0,0 %) 2 (4,4 %) 6 (24,0 %) 0,015
rVesv5 0 (0,0 %) 2 (4,4 %) 5 (20,0 %) 0,046
nGald 2 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 5 (20,0 %) 0,002
nTriaaA_TI 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 3 (12,0 %) 0,030
rArah1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 3 (12,0 %) 0,030
Vysvétlivky:

Seda policka se symbolem * — znazornuji prevazné zktizené reagujici komponenty (napf. rBet v 2).
Ostatni poli¢ka — zndzornuji pfevazné druhové specifické komponenty (napf. rCan f 1).

Tuéné - jsou zvyraznény hlavni alergeny (napt. rFel d 4).

Kurzivou - jsou zobrazeny vedlej$i alergeny (napt. rAsp f6).
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Obr. 3. Znazornéni nejcastéji zastoupenych molekuldarnich komponent u mirné, sttedné tézké a tézké formy
AD - statisticky vyznamny rozdil neprokdzan (p-hodnota > 0,05).

Tabulka 7. Relativni ¢etnost nejcastéji zastoupenych molekuldrnich komponent u mirné, sttedné tézké a tézké formy AD**

Stfedné tézka Tézka
forma AD forma AD
Molekularni
p-hodnota

Komponenta

(11 pacientia = 100 %) | (45 pacienti = 100 %) | (25 pacientii = 100 %)

rPhlp1 4 (36,4 %) 26 (57,8 %) 17 (68,0 %) 0,207
rPhlp 2 4 (36,4 %) 15(33,3 %) 13 (52,0 %) 0,301
nPhlp 4 3 (27,3 %) 23(51,1 %) 15 (60,0 %) 0,193
rPhlp 5 2 (18,2 %) 17 (37,8 %) 12 (48,0 %) 0.236
rPhlp 6 2 (18,2 %) 18 (40,0 %) 13 (52,0 %) 0,161
nCynd1 5 (45,5 %) 18 (40,0 %) 16 (64,0 %) 0,153
nArtvl 1 (9,1 %) 13 (28,9 %) 10 (40,0 %) 0,171
nPlaa2 19,1 %) 10 (22,2 %) 8 (32,0 %) 0,313
nDer f1 2 (18,2 %) 17 (37,8 %) 11 (44,0 %) 0,331
nDerp1 3 (27,3 %) 17 (37,8 %) 11 (44,0 %) 0,632
rAltal 4 (36,4 %) 12 (26,7 %) 8 (32,0 %) 0,780
rFeld 1 2 (18,2 %) 19 (42,2 %) 14 (56,0 %) 0,105
rBetv1* 7 (63,6 %) 26 (57,8 %) 13 (52,0 %) 0,793
rCor a 1.0101 * 4 (36, 4 %) 19 (42,2 %) 14 (56,0 %) 0,432
rAlngl* 5 (45,5 %) 16 (35,6 %) 14 (56,0 %) 0,251
rMald1* 3 (27,3 %) 21 (46,7 %) 14 (56,0 %) 0,281
rPrup1* 4 (36,4 %) 20 (44,4 %) 14 (56,0 %) 0,489
rArah 8* 4 (36,4 %) 16 (35,6 %) 13 (52,0 %) 0,386
rGlym4* 2 (18,2 %) 14 (31,1 %) 12 (48,0 %) 0,170
rCor a 1.0401 * 5 (45,5 %) 19 (42,2 %) 10 (40,0 %) 0,953
**Neprokazan statisticky vyznamny rozdil (p-hodnota >0,05).
Vysvétlivky:

Seda policka se symbolem * - zndzornuji prevazné zk¥izené reagujici komponenty (napt. rBet v 1).
Ostatni policka — zndzornuji pfevazné druhové specifické komponenty (napf. rPhl p 1).

Tuéné - jsou zvyraznény hlavni alergeny (napt. rPhl p 1).

Kurzivou - jsou zobrazeny vedlejsi alergeny (napt. rPhl p 2).
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DISKUSE

Atopicka dermatitida je chronické zanétlivé kozni one-
mocnéni s charakteristickymi klinickymi projevy a vy-
znamnym zapojenim imunitnich mechanismt. V po-
¢ate¢nim stadiu je u geneticky disponovanych jedinct
pravdépodobnou pri¢inou naruseni kozni obranné barié-
ry vnéj$imi i vnitfnimi faktory, které vede k abnormal-
ni imunitni odpovédi. Je prolomena imunitni toleran-
ce vUci prirozenym agens z vnéjsiho svéta, alergeniim.
Imunitni odpovéd je polarizovana smérem k mecha-
nismiim zapojujicim bunky vrozené imunity, jako jsou
dendritické bunky, ILC (Innate Lymphoid Cells) typu 2,
zirné bunky, bazofilni granulocyty a posléze i eozinofil-
ni granulocyty. Aktivuji se i mechanismy adaptivni imu-
nitni odpovédi, pri které dochazi predevsim k aktivaci
a klonalni expanzi T lymfocytd specifickych pro dané
alergeny s naslednou funkéni polarizaci do subsetu Th2.
T lymfocyty subsetu Th2 reguluji izotypovy presmyk
v B lymfocytech rozpoznavajicich alergenové epitopy.
Vysledkem je tvorba IgE protilatek namifenych proti vy-
volavajicim alergentim. To je typickym projevem rozvi-
jejiciho se alergického zdnétu. Celkova koncentrace IgE
a zejména hladiny IgE protilatek specifickych pro aler-
geny jsou vyznamnym diagnostickym nastrojem. Klico-
vé je nicméné zhodnoceni klinického stavu a podrobna
cilena anamnéza doplnéna koznimi, popt. expozi¢nimi
testy. Rutinni je stanoveni specifickych IgE protilatek
proti smésnym, extraktovym alergentim, které u vétSiny
pacientti dostacuje k potvrzeni diagnézy.

Multiplexové metody mohou byt vyznamnym oboha-
cenim laboratorni diagnostiky alergickych stavii, jsou
doporucovany u nejasnych a komplikovanych pacientt,
u neshod mezi vysledky ziskanymi zédkladnimi pfistu-
Py, pro mozné zachyceni neocekavanych alergennich
specificit, a také pro zhodnoceni senzibiliza¢niho pro-
filu pacienta. Pouzitim této metody lze ziskat v jednom
kroku podrobny profil pacienta vyjadfeny pomoci mo-
lekuldrné definovanych cilti, coz pfi hodnoceni vyza-
duje na strané lékare nemalou miru erudice a detail-
nich znalosti o jednotlivych alergenech. Zaroven mtize
odhalit i necekané reaktivity a v optimalnim pfipadé
upresnit cilové alergeny u pacienti zatrazenych do idio-
patickych forem alergického onemocnéni. Bio¢ipové
metody postupné nachdzeji uplatnéni u respirac¢nich
forem alergického zanétu a také u podezteni na potra-
vinové alergie. Je pravdépodobné, ze se multiplexové
metody ukazi jako uzite¢né i u koznich projevu aler-
gického zénétu. Na druhé strané limitaci tohoto pfi-
stupu je fixné dany profil alergent a semikvantitativ-
ni vysledky hladin specifického IgE. Nemalé ndklady,
které se u bioc¢ipu pohybuji kolem 2 000-3 000 K¢ na
vysetfeni jednoho pacienta, mohou byt kompenzovany
vyhodou vyssiho poctu vysledkd, které tvori komplex-
ni obraz senzibilizace pacienta, byt s rizikem niz$i sen-
zitivity. V pripadeé, Ze je tfeba vySetfit cilené spektrum
sIgE proti molekularnim komponentam vychazejici
z anamnézy ¢i jinych vysetieni, lze za podobné naklady
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ziskat Sest az sedm jednotlivych vysledk sIgE protila-
tek s vyhodou vys$si senzitivity [14].

V nasi praci byly vyuzity multiplexni technologie, které
umoziiuji zhodnoceni senzibilizaéniho profilu pacientt
s AD pomoci analyzy sIgE protilatek proti 112 moleku-
larné definovanym alergentim z 51 rdznych alergennich
zdroju s vyuzitim bio¢ipu ISAC od firmy Phadia. Tato
metoda pracuje s velmi malym mnozstvim vzorku, coz je
vyznamnym benefitem. Cilem nasi studie bylo zhodnotit
ptinos vysetfeni specifickych IgE protilatek proti moleku-
larnim komponentam metodou ISAC a zdroven porovnat
senzibiliza¢ni profily u pacientl s mirnou, stfedné tézkou
a tézkou formou atopické dermatitidy. Podle literdrnich
udajt vsak systém ISAC vykazuje nizkou senzitivitu pfi
patrani po senzibilizaci na kravské mléko a pSeni¢nou
mouku, naopak muze ptinaset fale$né pozitivni vysledky
senzibilizaci na zkfizené reagujici alergeny ze skupiny PR-10
proteinti [5, 6, 13, 26, 37].

Dosavadni publikované studie zabyvajici se hodnoce-
nim senzibilizace multiplexnimi metodami jsou zamé-
feny pfedev$im na pacienty s respira¢nimi projevy aler-
gického zanétu. Praci tykajicich se atopické dermatitidy
je poskrovnu. Tematicky nejbliZe byla publikace polskych
autord, ktefi hodnotili senzibilizaéni profily 19 pacien-
td s AD. Hladinu sIgE stanovili rovnéz metodou ISAC
a tizi onemocnéni hodnotili taktéz indexem SCORAD.
V této studii dominovaly alergeny zvitat (58 %), pyli stro-
mu (47 %) a trav (42 %). Témér polovina pacienti (47 %)
odpovidala na zkfiZené reagujici komponenty a 10 % pa-
cientt vykazovalo pozitivitu na druhové specifické aler-
geny [39].

V naéi studii provedené na vyrazné vét$im souboru
(81 pacienttt) byl potvrzen vyznamny vztah mezi zd-
vaznosti AD a hladinou specifickych IgE protilatek na
molekularni komponenty. Vyznamné vyssi pocet po-
zitivnich reakei s vysokou hladinou specifického IgE
(= 15 ISU-E) byl prokazan u pacientii se stfedné tézkou
a tézkou formou AD. Pro zhodnoceni, zda se vyznamné
lisi poradipozitivnich vysledkii sIgE protimolekuldarnim
komponentam usledovaného souboru pacientt, jsme po-
uzili unikatnistatistickou analyzu podle Worsleyho [40].
Testovali jsme, které molekularni komponenty patii do
mnoziny alergenti s nejvys$si pravdépodobnosti pozitiv-
niho vysledku, tzn. se zvy$enou hladinou specifického
IgE. Z analyzy vyplyva, Ze poradi pozitivnich vysledkl
molekularnich komponent v mirné, sttedné tézké a téz-
ké formé AD vzhledem k velikosti sledovaného souboru
nebylo statisticky vyznamné. Ve skupiné pacientt trpi-
cich mirnou formou AD byly zaznamenany ¢etné reakce
proti inhala¢nim alergentim pyla trav, stromt a s nimi
zkfizené reagujicich alergend ze skupiny PR-10 protei-
nl. Mezi hlavni alergeny pylu stromd z rodiny Bet v 1
homolognich proteinii, vysetfovanych testem ISAC, pa-
tii briza (rBet v 1), ol$e (rAln g 1) a liska (rCor a 1.0101).
Zajimavé je, ze v ptipadé hlavniho alergenu bfizy jsme
rozdily vzastoupenirBet v 1 umirné, sttedné tézké a téz-
ké formy AD neprokazali. Podle o¢ekavani byly spolu
s alergenem biizy casto detekovany také zkiiZené reagu-
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jici potravinové alergeny rostlinného ptivodu z rodiny
PR-10 proteint (jablko, broskev, liskovy ofech, arasid,
soja), které zptisobuji pfedevsim lokalni projevy alergic-
ké reakce a mohou vyvolat fadu tzv. ,,pollen-food“ syn-
drom [15]. Vysledky senzibiliza¢niho profilu pacientt
trpicich mirnou formou AD naznacuji, Ze k senzibiliza-
ci proti inhala¢nim alergeniim dochazi prostfednictvim
dychacich cest, pfipadné po poziti potravy rostlinného
puvodu ze skupiny PR-10 proteinii uvedenych vyse. Pa-
cienti se stfedné tézkou a tézkou formou AD byli hojné
senzibilizovani hlavnimi alergeny pyl trav, zaroven
se zvySovala cetnost vyskytu pozitivnich reakci proti
alergentim rozto¢ domadciho prachu a zvifecim aler-
gentim. Bojinek lu¢ni je na biocipu zastoupeny v osmi
molekuldrnich komponentach, z kterych byla nejcastéji
naméfena pozitivni reakce na hlavni alergeny rPhl p 1
(B-expansin), rPhl p 5 (ribonukledza) a vedlejsi aler-
geny rPhl p 2 (expansin), nPhl p 4 (berberine-bridge
enzym) a rPhl p 6 (travy tfidy 6). Pozitivni reakce
na vedlejsi alergeny rPhl p 7 (polkalcin), rPhl p 11
(Ole e 1 ptibuzny protein) arPhl p 12 (profilin) byly méné
¢asté. Molekularni komponenta rPhl p 1 je povazovana
za inicidtor senzibiliza¢niho procesu a za diagnosticky
marker identifikace pacientt se skute¢nou senzibilizaci
na pyl bojinku lu¢niho. Hlavnim alergenem troskutu
prstnatého je nCyn d 1 z rodiny B-expansint, jez se béz-
né vyskytuje v subtropickych oblastech, naopak pro nas
region je vzacny [33]. Divodem casté senzibilizace na
nCyn d 1 mtiZe byt vysoka zkfizena reaktivita s p-ex-
pansiny z jinych trav, pfedev$§im s hlavnim alergenem
bojinku rPhl p 1, ktery se nejcastéji vyskytoval u pa-
cientl s tézkou formou AD.

Pouze u pacientt trpicich tézkou formou AD jsme
prokazali statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu mo-
lekularnich komponent. Vysoka cetnost pozitivnich
reakci byla zaznamendna proti hlavnim inhala¢nim
alergeniim roztocu rDer f 2 a rDer p 2 (NPC2 rodina),
psarCan f1 (lipokalin), ko¢ky rFel d 4 (lipokalin), koné
rEqu c 1 (lipokalin), my$i nMus m 1 (lipokalin) a také
proti vedlej$im alergentim btizy rBet v 2 (profilin), plis-
ni Alternaria rAlt v 6 (enolaza), Aspergillus rAsp f 6
(Mn superoxid dismutdza) a potravinovému alergenu
krevetnPen m 2 (argininova kindza). Ddle byly potvrze-
ny vyznamné rozdily, avSak s nizsi ¢etnosti pozitivnich
pripadu, protihlavnim potravinovym alergeniim pSeni-
cenTriaaA_TI (trypsin/a-amyldzovy inhibitor), arasi-
durArah1 (7S globulin), vaje¢ného bilkunGal d 2 (oval-
bumin) a hlavnimu alergenu vosy rVes v 5 (antigen 5).
Vysledek analyzy mohl byt ovlivnén skutecnosti, ze
u nékterych alergent byly zaznamendny nulové cet-
nosti pozitivnich hodnot, coz se projevilo zejména
pti srovndni mirné, stfedné tézké a tézké formy AD.
Predpokldadame, Ze tyto problémy vyfesi planované
roz$ifeni kohorty pacienti. Komponenta nTria aA_TI
je soucdsti vysetfeni ISAC testu a patfi mezi trypsin/a-
-amylazové inhibitory psenice. Jeji ndzev nevychazi
z nomenklatury WHO/IUIS, ale z oznaceni od firmy
Phadia [38].
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Vysledky porovnani vyskytu molekularnich kompo-
nent u mirné, stredné tézké a tézké formy AD naznalu-
ji, Ze senzibilizace na roztoc¢e by mohla byt klicova pro
rozvoj polysenzibilizace u tézkych forem AD. Roztoci
maji schopnost narusovat slizni¢ni bariéru, coz miize
vést k senzibilizaci inhala¢nimi alergeny (napf. pyly,
zvifata, plisné) jinou cestou nez respiracni. Jsou zaroven
nosi¢i mikrobidlnich a plisnovych antigend, respekti-
ve patogennich molekularnich vzorti (PAMPs, Patho-
gen-Associated Molecular Patterns), ¢imz vstupuji i do
mechanismi pfirozené imunity [4, 20]. Alergeny rozto-
¢t zrodu Dermatophagoides (D.) pochazeji z vykala a té-
lesnych struktur roztocd. V testu ISAC jsou vySetiovany
druhy D. farinae a D. pteronyssinus. Jejich molekularni
antigeny mzeme rozdélit do skupin podle proteinovych
rodin. Do skupiny 1 (cysteinové proteazy) se radi hlav-
ni molekuldrni komponenty nDer f 1 a nDer p 1, které
vykazuji 85% homologii. Do skupiny 2 fadime kompo-
nenty rDer f 2 a rDer p 2 (NPC2 rodina), které vykazuji
az 90% homologii v ramci skupiny [32]. Mnohé enzymy
rozto¢ maji destruk¢ni ucinek na epitel dychacich cest
(rozrusuji mezibunécéné spoje), ¢imz alergentim usnad-
nuji hlubdi prinik do organismu [7, 19]. Molekular-
ni komponenty nDer p 1 a rDer p 2 jsou pritomny ve
vykalech roztocii a jsou silné asociovany s vazbou na
astma bronchiale. U pacientii s AD a alergii na roztoce
ma zdsadni roli porucha kozni bariérové funkce. Pred-
pokladda se, Ze na rozdil od rinitidy ¢i astma bronchiale
se u atopické dermatitidy uplatnuji pfedev$im moleku-
larni komponenty obsazené v télech roztocti nikoli ve
vykalech (Der p 11, Der p 14, Der p 18), ackoli jejich
presna uloha v patogenezi dermatitidy zatim neni zcela
objasnéna. Tyto zminéné komponenty nejsou obsazeny
v testu ISAC, proto je s nadimi vysledky nelze porovnat
[4, 20]. Vysoka mira homologie tropomyozinti mezi roz-
toci, korysi a mékkysi muze vyvolat projevy zkiizené
inhala¢né-potravinové alergie, kdy napriklad u jedince
senzibilizovaného alergenem rDer p 10 mtize po kon-
zumaci riznych ,ploddt more® nastat alergicka reakce
[3]. Pacienti s tézkou formou AD byli zaroven vyrazné
senzibilizovani hlavnimi zvifecimi alergeny, které patfi
do proteinovych rodin uteroglobind, lipokalint a kalli-
kreint. Zejména molekularni komponenty z rodiny li-
pokalinti jsou ¢astymi hlavnimi alergeny fady zivoc¢ichti
a homologie v ramci skupiny mize byt diivodem zkii-
zené senzibilizace mezi riznymi savéimi druhy. Do této
skupiny fadime naptiklad alergeny rEqu c 1 (kin), rCan
f1arCan f6 (pes), rFel d 4 (ko¢ka) a nMus m 1 (mys$),
které se tvoti ve slinnych zlazach. Molekula rFel d 1 (ute-
roglobin) je hlavni alergen kocky, ktery je produkovan
kizi i slinnymi zlazami. rCan f 5 (arginin esteraza/pro-
staticky kallikrein) je povazovan za hlavni alergen psa
(samct), jenz je secernovan do mo¢i [25].

Metodu ISAC pouzili i korejsti autofi ve studii pro-
vedené na 25 pacientech s AD. Hladinu sIgE protilatek
méfili metodami ISAC a MAST-EIA (Multiple Aller-
gen Simultaneous Test-Enzyme Immunoassay). Ziskali
senzibilizaéni profily pacientd, kde dominovaly aler-
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geny roztocd, pyly trav a spory plisni [11]. Multiplex-
nim vys$etfenim molekularnich komponent se zabyvala
také skupina némeckych autort, ktefi dosahli podob-
nych vysledkd, jako jsou v nasi studii. V souboru 20
pacienti s AD méfili hladinu sIgE singleplexni metodu
ImmunoCAP (UniCAP) a multiplexnim systémem
ISAC. Zavaznost onemocnéni hodnotili rovnéz in-
dexem SCORAD. U pacientt dominovaly sIgE protilat-
ky predevs$im proti inhala¢nim alergentim rostlinného
puvodu (troskut, bojinek, pyl lisky, ol8e, bfiza) a alerge-
ntim roztoct, plisni, kocky a psa [31]. NizozemS$ti autori
se zamérili na zhodnoceni senzibilizace na potravinové
alergeny u 211 pacientti s AD ve vztahu k jeji zavaznos-
ti. Specifické IgE protilatky stanovili metodou ISAC, za-
vaznost AD urcili podle skérovaciho systému SASSAD
(Six Area, Six Sign AD). Senzibilizace na potraviny byla
prokazana u 74,4 % pacienti. Dominovaly pfedev$im
alergeny rostlinného ptivodu ze skupiny PR-10 protei-
nt (63,5 %) a alergeny zivoci$ného ptivodu (35,5 %). Pri
porovnani vyskytu alergent podle zavaznosti AD bylo
u tézké formy AD prokdzano vyznamné vyssi zastou-
peni senzibilizace na aradidy (rAra h 1) a kravské mlé-
ko (nBos d) (35). V nasi studii jsme podobné vysledky
neprokézali.

Mizeme si polozit otazku, jak zaradit vySetfeni po-
moci molekularni komponentové diagnostiky do bézné
praxe. V soucasnosti prevlada diagnosticky postup pfi
podezieni na alergickd onemocnéni tzv. od ,,symptom
k molekuldm®, ktery zahrnuje:

1. klinické vysetfeni pacienta,

2. kozni testy (SPT, Skin Prick Test) a vySetfeni IgE pro-
tilatek,

3. stanoveni sIgE protilatek proti molekularnim kompo-
nentam.

Skupina rakouskych autort se zabyvala posouzenim
nového alternativniho diagnostického pristupu tzv. od
»molekul k symptomim®, ktery byl navrzen EAACI
(European Academy of Allergy and Clinical Immunolo-
gy) v pfirucce pro molekularni diagnostiku alergii [25].
Zvysledki studie vyplyva, ze postup od ,molekul k symp-
tomim®“ by mohl najit uplatnéni predev$im pti ovéreni
klinické suspekce na alergické onemocnéni u déti, seniort
a zvlasté u pacienti s atopickou dermatitidou [28].

Vysetfeni molekularnich komponent se zda byt slib-
nym nastrojem pro diagnostiku potravinovych alergii,
ktera umoznuje identifikovat senzibiliza¢ni profil a za-
rovent odhadnout riziko imunologické odpovédi na dany
alergen. Diagnosticka pfesnost téchto laboratornich tes-
tl se v raznych studiich 1i8, a tudiz jejich klinickd uzi-
tecnost neni zcela jasna. V prehledovém ¢lanku se skupi-
na britskych autorti zaméfila na diagnostickou piesnost
komponentové diagnostiky potravinovych alergii [14].
Prace shrnuje vysledky jedenacti studii zabyvajicich se
laboratornim vysetfenim senzibilizace na kravské mlé-
ko, vejce, ofechy, arasidy a koryse. Hladiny specifickych
IgE protilatek proti molekularnim komponentam byly
analyzovany riznymi metodami ImmunoCAP (Phadia)
a ISAC (Phadia). Potravinova alergie byla u vétsiny re-
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spondenti (> 80 %) potvrzena dvojité slepym placebem
kontrolovanym potravinovym testem (DBPCFC). Z pte-
hledové studie vyplyvd, ze nékteré komponenty maji po-
tencial diagnostikovat alergie na vaje¢ny bilek nGal d 1
[2], aradidy nAra h 6 [22], liskové ofechy rCor a 14 [24],
kravské mléko nBos d 4 [1] - v metodé ISAC s vysokou
specificitou, ale velmi nizkou senzitivitou. V soudasné
dobé vsak neni dostatek metodologicky spolehlivych dii-
kazt, aby bylo mozné vyvodit konecné zavéry. Je tieba
zdlraznit, Ze v tomto prispévku jsme se zamérili pouze
na miru senzibilizace a nikoli na jeji klinicky vyznam.
Otazkou diagnostické presnosti multiplexniho stano-
veni specifickych IgE protildtek proti molekularné de-
finovanym komponentdm potravin se budeme zabyvat
v nasledujicich publikacich. Zvlasté se budeme vénovat
hodnoceni vysledki expozi¢nich test(i na sledované po-
traviny (aradidy, vlagské orechy, liskové ofechy, jablko,
soja, celer a dalsi) v porovnani s vysledky ISAC testu.

ZAVER

Vyhodnotili jsme vysledky vySetfeni pomoci molekular-
ni komponentové diagnostiky u pacientti s AD. Vyznam-
né vyssi pocet pozitivnich reakci v metodé ISAC s vysokou
hladinou specifického IgE (> 15 ISU-E) byl prokazan u pa-
cienttl se sttedné tézkou a tézkou formou AD. U pacientt
s tézkou formou AD byla prokazana statisticky vyznamné
Castéjsi senzibilizace na molekuldrni komponenty: rDer £ 2
a rDer p 2 (roztoci), nPen m 2 (kreveta), rFel d 4 (koc¢ka),
rCan f 1 (pes), rEqu c 1 (kdr), nMus m 1 (mys), rBet v 2
(btiza), rAlt v 6 (Alternaria), rAsp £ 6 (Aspergillus), rVes v 5
(jed vosy), nTri a aA_TI (pSenice), nGal d 2 (vajecny bilek)
arAra h 1 (ara$id). U mirné formy AD dominovaly spi-
$e inhala¢ni alergeny pyli trav (bojinek Phl p 1, rPhl p 1
a s nimi zkfiZené reagujici travy) a stromu (bfiza Bet v 1,
rBetv1,asnimizkiizené reagujici stromy olse Alng 1,rAnl
g 1, rCor a 1.0101). Vysetfeni specifickych IgE protilatek
multiplexni metodou ISAC doporucujeme vysetfovat u do-
spélych trpicich tézkou formou atopické dermatitidy, kdy
zasadni roli v senzibilizaci mohou hrat predevsim hlavni
alergeny pylii trav, stromt, roztoci, kocky, psa, koné a spor
plisni. Naopak u mirné formy se zda pfinosné se v klinické
praxi spiSe zamérit na to, zda ekzémové projevy nesouvisi
s alergii na hlavni alergeny pylu trav (bojinek) a stromt
(bfiza s bohatou zkfizenou reaktivitou s potravinami
rostlinného ptivodu v ramci Bet v 1 homologie).

LITERATURA

1. ALESSANDRI, C., SFORZA, S., PALAZZO, P.
et al. Tolerability of a fully maturated cheese in
cow’ s milk allergic children: biochemical, immu-
nochemical, and clinical aspects. PLOS ONE, 2012,
7(7), p. 1-14.

2. ALESSANDRI, C., ZENNARO, D., SCALA, E. et al.
Ovomucoid (Gal d 1) specific IgE detected by micro-

177



10.

11.

12.

13.

178

array system predict tolerability to boiled hen’s egg
and an increased risk to progress to multiple envi-
ronmental allergen sensitisation. Clinical & Experi-
mental Allergy, 2012, 42, p. 441-450.

AYUSO, R, REESE, G., LEONG-KEE, S., PLANTE,
M., LEHRER, S. B. Molecular basis of arthropod
cross-reactivity: IgE-binding cross-reactive epitopes
of shrimp, house dust mite and cockroach tropo-
myosins. International Archives of Allergy and Im-
munology, 2002, 129, p. 38-48.

BANERJEE, S., RESCH, Y., CHEN, K. W. et al.
Der p 11 is a major allergen for house dust mite-al-
lergic patients suffering from atopic dermatitis.
Journal of Investigative Dermatology, 2015, 135(1),
p. 102-109.

BERNEDER, M., BUBLIN, M., HOFFMANN-
SOMMERGRUBER, K., HAWRANEK, T., LANG,
R. Allergen chip diagnosis for soy-allergic patients:
Gly m 4 as a marker for severe food-allergic reac-
tions to soy. International Archives of Allergy and
Immunology, 2013, 161, p. 229-233.

BLANKESTIJN, M. A, KNULST, A. C,, KNOL, E. E.
et al. Sensitization to PR-10 proteins is indicative
of distinctive sensitization patterns in adults with
a suspected food allergy. Clinical and Translational
Allergy, 2017, 7(42), p. 1-8.

CALDERON, M. A., LINNEBERG, A., KLEINE-
-TEBBE, J. et al. Respiratory allergy caused by house
dust mites: What do we really know? Journal of Aller-
gy and Clinical Immunology, 2015, 136(1), p. 38—48.
CELAKOVSKA, J., BUKAC, J., ETTLER, K., VA-
NECKOVA, J., ETTLEROVA, K., KREJSEK, J. Sen-
sitisation to outdoor and indoor fungi in atopic der-
matitis patients and the relation to the occurrence of
food allergy to peanuts and walnuts. Mycoses, 2018,
61(9), p. 698-703.

CELAKOVSKA, J., BUKAC, J., ETTLER, K., VA-
NECKOVA, J.,, KRCMOVA, I, ETTLEROVA, K.
Sensitisation to fungi in atopic dermatitis patients
over 14 years of age and the relation to the occurren-
ce of food hypersensitivity reactions. Mycoses, 2018,
61(2), p. 88-95.

CELAKOVSKA, J., BUKAC, ], VANKOVA, R,
KRCMOVA, I, KREJSEK, J., ANDRYS, C. Sensitisa-
tion to molecular allergens of Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus in
atopic dermatitis patients. Food and Agricultural Im-
munology, 2019, 30(1), p. 1097-1111.

CHOL, J., ROH, J., LEE, J. Clinical availability of
component-resolved diagnosis using microarray
technology in atopic dermatitis. Annals of Dermato-
logy, 2014, 26(4), p. 437-446.

DODIG, S., CEPELAK, I. The potential of compo-
nent-resolved diagnosis in laboratory diagnostics of
allergy. Biochemia Medica, 2018, 28(2), p. 1-9.
ERWIN, E. A, TRIPATHI, A., OGBOGU, P. U. et
al. IgE antibody detection and component analysis
in patients with eosinophilic esophagitis. Journal of

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Allergy and Clinical Immunology: In Practice, 2016,
3(6), p. 896-904.

FLORES, K. J.,, MCCLEARY, N., NWARU, B,
STODDART, A., SHEIKH, A. Diagnostic accuracy,
risk assessment, and cost-effectiveness of compo-
nent-resolved diagnostics for food allergy: A syste-
matic review. Allergy, 2018, 73(8), p. 1609-1621.
FUCHS, M. Potravinovd alergie a intolerance. Praha:
Mlada fronta, 2016. Edice postgradualni mediciny.
ISBN 978-80-204-3757-0.

HAGE, M., HAMSTEN, C., VALENTA, R. Immu-
noCAP assays: Pros and cons in allergology. Journal
of Allergy and Clinical Immunology, 2017, 140(4), p.
974-977.

HANTIFIN, J., RAJKA, G. Diagnostic features of ato-
pic dermatitis. Acta Dermato-Venereologica, 1980,
92, p. 44-47.

HE, Y, LIU, X, HUANG, Y., ZOU, Z., CHEN, H,,
LAL H., ZHANG, L., WU, Q., ZHANG, J., WANG,
S., ZHANG, J., TAO, A., SUN, B. Reduction of the
number of major representative allergens: From cli-
nical testing to 3-dimensional structures. Mediators
of Inflammation, 2014, p. 1-11.

HEWITT, C. R., BROWN, A. P, HART, B. J., PRIT-
CHARD, D. I. A major house dust mite allergen dis-
rupts the immunoglobulin E network by selectively
cleaving CD23: innate protection by antiproteases.
Journal of Experimental Medicine, 1995, 182(2), p.
1537-1544.

JACQUET, A. Innate Immune Responses in House
Dust Mite Allergy. IRSN Allergy, 2013, p. 1-18.
JAKOB, T., FORSTENLECHNER, P, MATRI-
CARDI, P, KLEINE-TEBBE, ]. Molecular allergy
diagnostics using multiplex assays: methodological
and practical considerations for use in research and
clinical routine. Allergo Journal International, 2015,
24, p. 320-332.

KUKKONEN, A. K., PELKONEN, A. S., KILJUNEN,
S. M., VOUTILAINEN, H., MAKELA, M. J. Ara h
2 and Ara 6 are the best predictors of severe peanut
allergy: a double-blind placebo-controlled study.
Allergy, 2015, 2(7), p. 1239-1245.
MARTINEZ-ARANGUREN, R., LIZASO, M.,
GOIKOETXEA, M., GARCIA, B., CABRERA-FREI-
TAG, P, TRELLEZ, O., SANZ, M. Is the determina-
tion of specific IgE against components using ISAC 112
areproducible technique? PLOS ONE, 2014, 9(2), p. 1-7.
MASTHOFF,L.]J.N.,, MATTSSON, L., ZUIDMEER-
-JONGEJAN, L. et al. Sensitization to Cor a 9 and
Cor a 14 is highly specific for a hazelnut allergy with
objective symptoms in Dutch children and adults.
Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2013,
132(2), p. 393-399.

MATRICARDI, P. M., KLEINE-TEBBE, J., HOFF-
MANN, H. J.,, VALENTA, R., HILGER, C., HOF-
MAIER, S. et al. EAACI Molecular Allergology
User's Guide. Pediatric Allergy and Immunology,
2016, 27(23), p. 1-250.

Ces-slov Derm, 95, 2020, No. 5, p. 157-192



26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

MATSUO, H., TANAKA, A., KOHNO, K. et al.
Sensitivity and specificity of recombinant w-5 gli-
adin-specific IgE measurement for the diagnosis
of wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis.
Allergy, 2008, 63, p. 233-236.

MELIOLI, G., BONIFAZI, E., BONINI, S., MAG-
GL E., MUSSAP, M., PASSALACQUA, G., ROSSI,
E., VACCA, A., CANONICA, G. The ImmunoCAP
ISAC molecular allergology approach in adult mul-
ti-sensitized Italian patients with respiratory symp-
toms. Clinical Biochemistry, 2011, 44, p. 1005-1011.
MOTHES-LUKSCH, N., JORDAKIEVA, G., HIN-
TERHOLZL, L., JENSEN, A., HALLMANN, P,
KUNDI, M., JENSEN-JAROLIM, E. Allergy diagno-
sis from symptoms to molecules, or from molecules
to symptoms: a comparative clinical study. World
Allergy Organization Journal, 2018, 11(22), p. 1-11.
ORANJE, A. P, GLAZENBURG, E. J., WOLKER-
STORFER, A., WAARD-VAN DER SPEK, F. B.
Practical issues on interpretation of scoring atopic
dermatitis: The SCORAD index, objective SCORAD
and the three-item severity score. British Journal of
Dermatology, 2007, 157(4), p. 645-648.

OTT, H.,, BARON, J. M., HEISE, R., OCKLEN-
BURG, C., STANZEL, S. et al. Clinical usefulness
of microarray-based IgE detection in children with
suspected food allergy. Allergy, 2008, 63(11), p.
1521-1528.

OTT, H., FOLSTER-HOLST, R., MERK, H., BA-
RON, J. Allergen microarrays: a novel tool for hi-
gh-resolution IgE profiling in adults with atopic
dermatitis. European Journal of Dermatology, 2010,
20(1), p. 54-61.

PANZNER, P, VACHOVA, M., VLAS, T., VITOV-
COVA, P, BRODSKA, P., MALY, M. Cross-sectional
study on sensitization to mite and cockroach aller-
gen components in allergy patients in the Central
European region. Clinical and Translational Allergy,
2018, 8(19), p. 1-9.

PANZNER, P, VACHOVA, M., VITOVCOVA, P,
BRODSKA, P,, VLAS, T. A comprehensive analysis
of middle-European molecular sensitization profiles
to pollen allergens. International Archives of Allergy
and Immunology, 2014, 164(1), p. 74-78.

PATELIS, A., BORRES, M. P, KOBER, A,
BERTHOLD, M. Multiplex component-based aller-
gen microarray in recent clinical studies. Clinical
and Experimental Allergy, 2016, 46(8), p. 1022-1032.

Ces-slov Derm, 95, 2020, No. 5, p. 157-192

35.

36.

37.

38.

39.

40.

ROCKMANN, H., GEEL, M. J., KNULST, A. C,
HUISKES, J., BRUIJNZEEL-KOOMEN, C., BRUIN-
-WELLER, M. S. Food allergen sensitization pattern
in adults in relation to severity of atopic dermatitis.
Clinical and Translational Allergy, 2014, 4(1), p. 1-9.
Severity scoring of atopic dermatitis: the SCORAD
Index (Consensus report of the European Task For-
ce on Atopic Dermatitis). Dermatology, 1993, 186, p.
23-31.

WESTWOOD, M., RAMAEKERS, B., LANG, S. et
al. ImmunoCAP® ISAC and Microtest for multiplex
allergen testing in people with difficult to manage
allergic disease: a systematic review and cost ana-
lysis. Health Technology Assessment, 2016, 20(67), p.
1-177.

WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Commit-
tee. Allergen Nomenclature. Allergen.org [online].
[cit. 2020-2-12]. Dostupné na www: http://www.
allergen.org/

WOJCIECHOWSKA, M., ZBIKOWSKA-GOTZ, M.,
MAREK-JOZEFOWICZ, L., PRZYBYSZEWSKI,
M., GOCKI, J., BARTUZI, Z. Allergic phenotypes
in adult patients with atopic dermatitis, determined
with the ISAC test (ImmunoCAP ISAC). Advan-
ces in Dermatology and Allergology, 2018, 35(4), p.
351-359.

WORSLEY, J. K. The power of likelihood ratio and
cumulative sum tests for a change in a binomial pro-
bability. Biometrika, 1983, 70(2), p. 455-464.

Podékovani
Prace byla podpofena programem PROGRES Q40/10.

Prohlaseni o stfetu zajma

Autofi v souvislosti s tématem prace v poslednich 12
mésicich nespolupracovali s zddnou farmaceutickou fir-
mou.

Do redakce doslo dne 30. 4. 2020.

Adresa pro korespondenci:

doc. MUDy. Jarmila Celakovskd, Ph.D.
Klinika nemoci koznich a pohlavnich
Univerzita Karlova, LF v Hradci Krdlové
FN Hradec Krdlové

Sokolovskd 581

500 05 Hradec Krdlové
e-mail:jarmila.celakovska@seznam.cz

179



