B) VYSETROVACIi METODY V IMUNOLOGII A JEJICH INTERPRETACE
1. VySetreni imunologického a alergologického pacienta — anamnéza, fyzikalni a
laboratorni vySetreni.

anamnéza — vyrazna dédiCna zat€Z u imunodeficitnich, alergickych, i autoimunitnich chorob

e uimunodeficitl dlleZitd doba zadatku potiZi (vrozené, ziskané)
e vzhledem k Castym kombinacim je vhodné se vyptat na vSechny typy patologii imunitniho

systému (deficity, alergie, autoimunity)
fyzikaIni vySetfeni

e neliSi se od interniho — zamé&feni na systémy, které mohou byt postizené pfi podeziraném
onemocnéni

e duUkladné vySetfeni lymfatickych uzlin, plic, kliZe a sliznic u primarnich imunodeficitl

e kréni a pneumologické vySetfeni pfi alergiich

o klouby, lymfatické orgéany, kizZe a sliznice u systémovych autoimunit
laboratorni vySetfeni

e nejCastéji periferni krev, vzacné lymfatické uzliny, biopsie organu, kostni dfen
e déleni vySetfeni na sérologicka a bunécna
o sérologické — hladiny sloZek séra se vztahem k imunitnimu systému (imunoglobuliny,
proteiny akutni faze, komplement, autoprotilatky, specifické protilatky)
o bunécéné — pocet a funkce bunék

e nepfecefovat vyznam laboratorniho vySetfeni — faleSna pozitiva, nizka specifita test(l

2. Odbér biologického materialu k imunologickému vySetfeni - indikace, interpretace.
e nejcastéji periferni krev, vzacné lymfatické uzliny, biopsie organ(, kostni dfer
e déleni vySetfeni na sérologicka a bunécna
o sérologické — hladiny sloZek séra se vztahem k imunitnimu systému (imunoglobuliny,
proteiny akutni faze, komplement, autoprotilatky, specifické protilatky)

o bunécéné — pocet a funkce bunék
sérologie

e vendzni krev do sterilni zkumavky, nechat zkoagulovat, po koagulaci centrifugace — oddéleni
séra od kolaCe a pfeneseni do zkumavky

e skladovani séra pfi 4°C jeden az dva tydny, delSi skladovani pfi -20°C (nékdy i dlouhodobé pfi
-80°C)



e dalSi materidly: mozkomiSni mok, sliny

e inaktivace séra — zahFati séra na 56°C po dobu 20 minut (funkéni inaktivace
komplementového systému — neni mozna aktivace), pouziva se pfi méfeni koncentraci slozek
komplementu, inaktivuje se také HIV!

e material ochranit proti poSkozeni, doplnit prlvodkou a oznadit jako infekéni material

bunéCné vySetfeni:

e nutno odebrat krev nesrazlivou — pouziti heparinu (po vazbé na antitrombin Il inhibuje
trombin), EDTA (vyvazuje ionty vapniku), defibrinace? (banka se sklenénymi kuli¢kami,
tfepani 10 min)

e neni mozno krev delSi dobu skladovat, vySetieni do nékolika desitek minut (fagocytarni

funkce) az hodin (poCet a funkce lymfocyt()
vysledky:

e vyjadreni kvalitativni nebo kvantitativni — jednotky SI, titr, arbitralni jednotky, mezinarodni
jednotky, poCet bunék bud v procentech nebo v po€tech na jednotku objemu

® titr — nejvySSi fedéni vySetfované tekutiny, které jeSté da pozitivni reakci (fedéni v Ffadé
zkumavek dvojkovou fadou) — vySetfeni protilatek, autoprotilatek

e mezinarodni jednotky — definovany biochemickou nebo biologickou funkci jednotky, spiSe
pfeZitek z minulosti (vyjadfeni imunoglobulint IgE, 1gD, u latek, kde neni mozZné stanovit
molekulovou hmotnost)

e arbitralni jednotky — urCuji si je laboratofe pro testy, které je obtizné standardizovat

3. Polyklonalni a monoklonalni protilatky pouzivané v imunologické diagnostice -

pFiprava, rozdily.
polyklonalni protilatky

e od hyperimunizovanych zvifat — opakované podani antigenu, po dostateCné stimulaci a
vytvofeni maxima protilatek je odebrana krev a izolovano sérum

® séra obsahuji protilatky namifené proti riznym epitoplm antigenu

e byvaji pfitomné i protilatky proti jinym antigenim — vétSinou nizky titr

e nespecificka antiséra

e pro zesileni odpovédi pouzivame adjuvancia — kompletni (inaktivovana mykobakteria
v olejové emulzi) nebo inkompletni (jen olejova emulze) Freundovo adjuvans ve vetering,

hydroxid hlinity v lidské mediciné



o olejova emulze zabrani rychlé degradaci antigenu, mykobakteria specificky stimuluji

imunitni systém

monoklonalni protilatky

vyroba hybridomovou technologii: imunizace mysi antigenem, izolace B-lymfocytl ze sleziny,
inkubace lymfocytl s bufikami mySiho myelomu -> za ur&itych podminek fize = hybridom —
ma DNA obou linii, schopnost neomezené se délit a schopnost produkce imunoglobuling,
vytvafi klon, nutno izolovat klon, ktery produkuje Zadané protilatky (obtizné!), je mozné ho
neomezené dlouho péstovat v kultivanim médiu (tkarfiova kultivace je naro€na, péstuje se
v ascitické tekutiné mysi)

velmi pfesna diagnostika (snizuje se riziko faleSné pozitivity pfi reakci jiné protilatky), testy
ELISA a RIA, malé vyuziti pfi aglutinaci a precipitaci (nutné pouziti vice protilatek proti
rlznym epitoplim)

diagnostické vyuziti pfi radionuklidovych zobrazenich pfi hledani nddorl — zatim
experimentalné

terapeutické vyuZziti — imunosupresivni agens (transplantace, anti-CD3), antitoxiny, terapie
zhoubnych nadorl

nevyhoda — mySi plivod (xenogenni materidl) — omezena doba pouZiti -> humanizace

(metody molekularni biologie na Urovni DNA)

VySetrovani parametrli humoralni imunity — metody, referen€ni hodnoty, indikace,

interpretace.

principem metod ke reakce antigenu a protilatky
epitop — oblast antigenu, kam se vaze protilatka, pro reakci je vyhodny antigen s vice epitopy
(pfirozené antigeny)
vazebné misto protilatky (paratop) — oblast terminalnich Casti variabilnich ¢asti rozpoznavajici
epitop
afinita — veli€ina sily vazby mezi jednim epitopem a protildtkou
avidita — sila interakce polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem, vrUsta s afinitou a
poCtem vazebnych mist
precipitani kFivka:

o nadbytek protilatky — veSkery antigen je vyvazan — malé rozpustné imunokomplexy,

pfi aglutinaci fenomén prozény

o pasmo ekvivalence — vznik velkych nerozpustnych imunokomplex(



o nadbytek antigenu — malé rozpustné imunokomplexy
e prUbéh reakce:
o primarni faze reakce — velmi rychle, vazba antigenu a protilatky, neni patrna okem
o sekundarni faze reakce — multivalence Ag a polyvalence AB -> velké komplexy
v koloidnim roztoku — méreni turbidimetrii, nefelometrii
o u starSich reakcich (aglutinace, precipitace) probiha druhd, vizualizaCni faze
samovolné
o unovéjSich reakci (imunoeseje) je nutno doplnit vizualizaci, druha faze neprobiha
nebo jen omezené
® typy reakci:
o aglutinace
o precipitace
o imunofluorescence
o imunoanalyza (ELISA, RIA)
o imunoblot

o (komplement fixaCni reakce, inhibi€ni a neutralizaCni testy — mikrobiologie)
AGLUTINACE

e nejstarSi, snadnd vizualizace je zajiSt&na velikosti antigen( (makromolekuly), reakce probiha
v tekutém prostfedi, v€etné druhé faze
e vicevazebné protildtky vytvafeni mezi antigen mustky, které se shlukuji do aglutindt (okem)
e faktory ovlivAujici kvalitu:
o dostatek protilatky
o pfitomnost protilatek proti rliznym epitoplm (ne monoklonalni protilatky)
o vzdalenost mezi antigennimi Casticemi (odpudivé elektrické sily klesaji se vzdalenosti)
e typy:
o pfima — suspenze antigenU je tvofena Gasticemi, na kterych se antigeny pfirozené
vyskytuji (antigeny krevnich skupin na ery)
o nepfima — navazujeme zkoumany antigen na povrch makromolekularnich €astic (ery,
latex -> latex-fixaCni test)
e vyuZiti (na Ustupu) — ureni kmen( bakterii, prikaz heterofilnich protilatek, Widalova reakce,
Weil-Felix, imunohematologie, autoprotilatky proti autoantigenim
e hodnoceni: kvalitativni (pozitivni, negativni), kvantitativni (stanoveni titru — obracena

hodnota fedéni: 128 = 1:128)



o kompletni a inkompletni protilatky:
o kompletni — navazi protilatku a prob&hne vizualizace
o inkompletni — navazi protilatku, ale vizualizace neprob&hne (protilatky proti Rh
faktoru)
e Coombslv test — pouZziva protilatky proti lidskym imunoglobulinlim (reagens AGH)
o pfimy — prlikaz in vivo navdzanych antierytrocytarnich protilatek — pfitomnost se
projevi vznikem aglutinatu
o nepfimy — prlkaz cirkulujicich antierytrocytarnich protilatek — erytrocyty darce, které

exprimuji pfislu§ny antigen, po inkubaci pouzijeme AGH -> aglutinace
PRECIPITACE

e antigen je nekorpuskularni, rozpustny v pravém roztoku
e pokud se reaktanty nachazi v optimalnim poméru, dojde k vytvofeni precipitatu
e provadi se v tekutém (vodném) nebo polotekutém (gelovém) prostfedi
® precipitace v gelu:
o antigeny i protilatky difunduji gelem, v misté optimalniho pomé&ru vytvari precipitat
(zéna ekvivalence)
o vstficna (dvojitd) imunodifuze — difuze Ag i Ab ze dvou jamek proti sobé ->
precipitani linie, prUkaz specifity antigenu i protilatky
o jednoducha radidlni imunodifuze — inkorporace specifické protilatky do gelu, antigen
do jamky -> precipitaCni prstence — plocha precipitaCniho prstence je pfimo umérna
koncentraci antigenu (mozZnost stanoveni koncentrace antigenu — 1gG, IgA, 1gM,
komplement C3, C4, CRP, ...) — dnes malo vyuzivana, ale zlaty standart
e precipitace v tekutém prostredi
o vznika zékal (koloid), intenzita je Umeérna koncentraci antigenu, méfi se turbidimetrii

nebo nefelometrii, odeCteni z kalibradni kfivky
IMUNOELEKTROFOREZA

e elektroforéza + imunodifuze — v prvnim kroku elektroforéza séra, v druhém se do Zladbku
naplni specifické antisérum proti nékterému lehkému nebo téZkému fetézci imunoglobulind,
antisérum difunduje agarem, v optimalnim pomé&ru vznika precipitaCni oblouk

e vyuZiti k prlkazu paraproteinu, linie je posunuta smérem k antiséru (mnoho antigenu)

e imunofixalni elektroforéza (imunofixace) — v souCasnosti k prikazu paraproteinu (citlivéjsi)

o dvoustupriova: elektroforeticka separace + imunoprecipitace monospecifickymi

antiséry



o nalez MGUS — prekancerdza myelomu (monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu)
e isoelektricka fokusace bilkovin — déleni bilkovin na podkladé jejich isoelektrického bodu,
vyuZziti: intrathekalni syntéza IgG, stanoveni fenotypu alfa-1-antitrypsinu
e elektroforéza bilkovin v polyakrylamidovém gelu v prostfeda dodecylsulfatu sodného

(SDS-PAGE) — zéklad imunoblotu
IMUNOESEJE

e reakce antigen-protilatka probiha na pevné fazi (destiCka, zkumavka), k vizualizaci je nutno
pouzit detekéni protilatku s navazanou znaCkou (radioizotop, eznym, fluorochrom)
e v souCasnosti zakladni metody
e rozdéleni podle pouzitého detekéniho reaktantu:
o radionuklidy (RIA - radioimunoanalyza)
o enzymy (ELISA)
o fluorochromy (FIA — fluorescen&ni imunoanalyza)
o luminofory, chemiluminiscenéni latky (pfi oxidaci vyzafuji svétlo)
e déleni podle metodického principu:
o kompetitivni — souté€z znaCeného i neznaCeného ligandu na zndmé mnoZstvi analytu

o nekompetitivni — pfebytek detekéni protilatky
IMUNOFLUORESCENCE

e protilatka s navazanym fluorochromem (schopnost absorbovat svételnou energii v UV a
vyzéfit ji ve viditelném spektru), pozitivni reakce viditelna ve fluorescenénim mikroskopu
e piima fluorescence
o prlkaz antigenu, detekénim reagens je protilatka o znamé specifité s fluorochromem
o antigen mUze byt ve tkani, kultufe, ...
o preparat je fixovan na podlozni sklo, pFfevrstvi se konjugatem, inkubuje, promyje a
hodnoti — Ize hodnotit i lokalizaci antigenu
o vyuZiti: prikaz antigenu v tkaflovych fezech, biopsii, stéry, ..
® nepiima imunofluorescence
o prukaz protilatek v séru
o predpokladané protilatky se aplikuji na vhodny antigenni substrat, vytvorfeni
pfipadnych imunokomplexu, promyti, pfidani konjugétu (proti-protilatka), inkubace,
promyti, hodnoceni (struktury exprimujici cilené antigeny)

o vyuziti: velmi Gasto, prlikaz autoprotildtek (orgdnové specifickych i nespecifickych)

ENZYMOVA IMUNOANALYZA (EIA)



e detekce pomoci enzymu, ktery je kovalentné navazany na néktery z reaktantl (vétSinou
protilatku)
® enzymova imunoanalyza na pevné fazi = ELISA — jeden z reaktant( je vazan na pevny nosi¢
(destiCka)
e kompetitivni x nekompetitivni, prlkaz antigenu x protilatky
e nekompetitivni prlikaz antigenu:
o protilatka na pevném nosiCi + vzorek s antigenem + enzymem znaCen4 protilatka
proti antigenu + substrat -> barevny vysledek (méfeni spektrofotometricky
o metoda kvalitativni i kvantitiativni
o mezi kazdym krokem je nutné promyti!
e nekompetitivni prlikaz protilatky
o antigen na pevném nosiCi + vzorek s protilatkou + protilatka proti protilatce znaCena

enzymem + substrat
RADIOIMUNOANALYZA

e radioaktivni jéd, pro kvantitativni detekci
e metoda na pevné fazi je velmi podobna ELISA — misto enzymu radioizotop
e dnes na Ustupu, vyuZiti pro analyzu hormon(, vitamin{ a jejich metabolit(l, autoprotilatky

(myastenia gravis, DMI, Grawe-Based)
IMUNOBLOT

e kombinace elektroforézy a imunoanalytického prUkazu specifické protilatky

e smés proteinovych antigenu se rozdéli elektroforeticky v gelu, otisk elektroforeogramu na
matrici, ponofeni matrice do pacientova séra s protilatkami, inkubace, vizualizace pomoci
druhé protilatky se znaCkou

® vyuziti: znaCné, ale je tfeba vyuZzivat uvazlivé

VYSETREN{ KOMPLEMENTU

e stanoveni hladin jednotlivych sloZzek (nej€asté&ji C3, C4, inhibitor C1) nebo celkové hladiny
komplementové kaskady
e test CH 50 (50% hemolyza definovaného mnoZstvi ervenych krvinek zpUsobena uritym
mnoZstvim komplementu za standartnich podminek)
o méfeni stupné hemolyzy ovCich krvinek (krvinky s antiery protilatkami) zavislé na

mnozstvi pfidaného komplementového systému



o typicka esovita kfivka (jako saturace hemoglobinu)
o detekce poruch komplementového systému — aktivita kaskady je limitovana nejslab$i
sloZkou, pfi absolutnich poruchach je test nedetekovatelny

o zpracovani krve do 1 hodiny po odbé&ru

VYSETRENI CIRKULUJICH A DEPONOVANYCH IMUNOKOMPLEXU

metody zaloZené na fyzikaln&-chemickych vlastnostech imunokomplext, velmi snadno
vytvafi koloidy
vysrazeni IK z roztoku pomoci polyethylenglykolu — vytvofi se zakal (metoda nespecificka,
neni dostacujici k prikazu -> screening)
cirkulujici IK aktivuji a vazi slozky komplementu, vyuziti ve dvou metodéch)
o po odstranéni nenavazaného C1lq zméfime koncentraci navazaného = koncentrace IK
o na nosiCi navazana Clq + vzorek -> precipitat (méfeni nefelometrii)

monitorovani systémovych autoimunit

vvvvvv

5. VySetreni populaci lymfocytl a jejich funkci — metody, referen¢ni hodnoty, indikace,

interpretace.

normalni poCet neznamena normalni funkce
stanoveni celkového po&tu lymfocytu a diferencialniho rozpoCtu -> absolutni poCty
lymfocytl, monocytl a granulocytU a relativni zastoupeni, neziskdme ale subpopulace

lymfocytl

lymfocytarni subpopulace

na zakladé exprimace specifickych molekul, prlikaz pomoci monoklonalnich protilatek
klasifikace CD, souCasné asi 400 znakU, prokazujeme je metodou pfimé imunofluorescence
nebo prltokovou cytometrii (pomoci fluorescence) — odliSeni bunéénych populaci a
subpopulaci (v€etné koexprese vice znakU)

T lymfocyty CD3, t&sné navazany na T-bunécény receptor (TCR) + CD4 (pomocné T), CD8
(cytotoxické T)

B lymfocyty CD 19, CD20, NK burfiky CD56, CD16, bez CD3

aktivaéni znak T-lymfocyt(l HLA-DR, CD25, CD71, CD69, CD38, leukocyty CD45, monocyty
CDh14



e vySetfovat u primarnich nebo sekundarnich imunodeficitll, charakteristika hematologickych
malignit
o dFiv experimentalné zjiSténo, Ze ovCi ery specificky vazi ur€ité populace lymfocytl
(M)

funkéni vySetfeni

® in vivo koznimi testy pozdni pfecitlivélosti (lokalni imunitni reakce zavisla na T-lymfocytech) —
tuberkulinova reakce

e in vitro proliferaCni schopnost lymfocyt(l testem blastické transformace, stimulace
rostlinnymi lektiny (polyklonalni aktivatory), monoklonalnimi protilatkami, hodnoceni po
nékolikadenni stimulaci prikazem inkorporace detekovatelné radioaktivné znaené latky do

DNA
e u zavaznych imunodeficitnich stavl

e testy pomoci uvolfiovani cytokinl, exprese molekul

6. VySetreni funkce fagocytujicich bunék — metody, indikace, interpretace.
Kvantitativni vySetfeni

e vySetfeni poCtu granulocytll a monocytU, diferencidl
vySetfeni funkce

e zdroj bunék neutrofilni granulocyty z krve, analyza jednotlivych stadii (adheze, chemotaxe,
adherence, ingesce a respiraCni vzplanuti, usmrceni mikroorganismu)
e adheze — test exprese povrchovych antigen(l (CD11/CD18) — u LAD syndromu
o chemotaxe — test migrace pod agar6zou — méfeni vzdalenosti k chemotaktickému podnétu i
spontdnni hybnosti
® ingesce — zahrnuje i opsonizaci, test s kvasinkami
o mikrobicidni aktivita — v séru se inkubuji latky s Zivymi mikroorganismy — hodnotime pocet
prezivajicich mikrobU kultivaci
e respiraCni vzplanuti — vyznamna korelace s mikrobicidni aktivitou — testy redukce
terazoliovych soli, chemiluminiscence, ...
o test NBT a INT — princip redukce soli na barevny produkt (méfeni fotometricky)
o chemiluminiscence — fagocytujici bufiky produkuji malé mnoZstvi svétla

o burst test — hodnoceni na prltokovém cytometru



e vySetfeni provadime pfi podezfeni na chronickou granulomatdézni chorobu (nej¢astéjsi

choroba z poruch fagocytdzy)

7. VySetfreni HLA—antigenl — metody, indikace, interpretace.
e stanoveni HLA fenotypu = HLA typizace
o sérologicka typizace — starSi, HLA antigeny
o molekularné geneticka typizace — ur€uje HLA alely, pfesné&jsi
e histokompatibilni geny = geny produktd, které jsou zodpovédné na pfihojeni nebo odvrZeni
$tépu, nejdllezitéjSi funkci je prezentace antigenu T-lymfocytlm — iniciace specifické
imunitni reakce
e déleni na antigeny I. (HLA-A, B, C) a Il. tfidy (HLA-DrR, DQ, DP)

o tfida | je exprimovana na vSech jadernych burikach, prezentuji T-lymfocytim CD8+
antigeny z nitrobunéé&né syntézy (virové a parazitarni proteiny, vlastni aberované
molekuly — nadorové)

o tfida Il je na povrchu B-lymfocytll, makrofagl, dendritickych bunék — antigen
prezentujicich bufky, nabizeji T lymfocytim CD4+ antigeny extraceluldrni

® geny jsou ha 6. chromozomu, polymorfni (nejvice B — pfes 700 alel), vyznamna €ast alel jsou
vzacné, existuje velmi mnoho kombinaci (haplotypu), kazdy Clovék nese jeden matefsky a
jeden otcovsky haplotyp -> sourozenci mohou byt HLA identiCti (25%)
o tfida | — maximalné dvé rlzné alely, od kaZdého rodi¢e jedna
o tfida Il — mohou se vzajemné kombinovat -> 10-20 rliznych molekul na jedné bunce

o vazebna nerovnovaha = nékteré kombinace alel jsou Cast&jsi
metody typizace

e vyuziti v transplantologii a v daignostice chorob, které jsou s HLA asociovany
e sérologické techniky — na Ustupu, pro typizace HLA |
o lymfocytotoxicky test — reakce protilatek s antigennimi determinantami HLA molekul,
vizualizace krali¢im komplementem -> lyza bunék s navazanymi protilatkami, vitalni
barveni, protilatky se ziskavaji od Zen multipar, které jsou imunizovany antigeny
svého partnera
o molekularné-geneticka typizace
o metody analyzy DNA, pfedevSim pro Il. tfidu, dnes uz pro obé
o rychlé, spolehlivéjsi vySetfeni s vySSim rozliSenim (na Urovni alel), drazsi

o nezbytné u transplantace hematopoetickych bunék



o PCR - vySetfeni je zaméfeno na nejvice polymorfni oblast (nejvétsi rozdily), metody
se specifickymi primery, hybridizace se specifickymi sondami, pfimé sekvenovani
produktu

o PCR-SSP (PCR se sekvenéné specifickymi primery) — menSi poCet vzorku

o komeréni kity — nejprve nizké rozliSeni, pozd&ji podle potfeby vysoké

Molekularné genetické metody v imunologické laboratorni diagnostice — PCR,

sekvenovani, NGS.

poznani genetickych defektl imunitniho systému na molekularni Grovni pfispiva k pochopeni
fyziologickych a patofyziologickych souvislosti, kauzalni defekt byl ur€en asi uz % znamych
primarnich imunodeficitl -> zlepSeni diagnostiky, genetického poradenstvi, vyvoje terapie
molekuldrné genetické vySetfeni je v&tSinou zaloZeno na PCR, produkty se analyzuji
sekvenovanim -> srovnani s normalni sekvenci

o uvelkych genl Ize nejprve vytipovat oblast sekvenovani
urCovani polymorfismU (variant genu, ktera se vyskytuje u vice jak 1 % populace)

o bodové substituce, repetitivni mutace

o v budoucnu vyuziti k individualnimu stanoveni rizika vzniku, prognozy i terapie
PCR - vySetieni je zamé&feno na nejvice polymorfni oblast (nejvétsi rozdily), metody se
specifickymi primery, hybridizace se specifickymi sondami, pfimé sekvenovani produktu

o PCR-SSP (PCR se sekvencné specifickymi primery) — menSi poCet vzorku

o komeréni kity — nejprve nizké rozliSeni, pozdé&ji podle potfeby vysoké
PCR: denaturace DNA, hybridizace (nasednuti primeru) pfi ochlazeni, elongace — synteticka
faze (pfi zahfati), v kazdém dalSim cyklu pfibyvaji fet€zce exponencialné
sekvenovani: souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se zjiStuje pofadi nukleovych
bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA, existuje mnoho metod

NGS — sekvenovani nové generace — rychlejSi, levnéjsi, paralelni Cteni

Zaklady alergologického vySetreni a testovani - anamnéza, fyzikalni vySetieni, kozni

testovani, expoziCni testy, eliminaCni testy, bronchoprovokacCni testy - indikace a

hodnoceni.

podezieni na alergickou etiologii klinickych obtizi (chronické, sezénni rymy, duSnost — AB,

kopfivky, otoky, konjunktivitida) — pfedpoklada se prvni typ pfecitlivélosti


https://cs.wikipedia.org/wiki/Biochemie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleov%C3%A1_b%C3%A1ze
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleov%C3%A1_b%C3%A1ze
https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytosin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Guanin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Thymin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Sekvence_DNA
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA

o dulezits role IgE u prvniho typu

o atopie = geneticka predispozice odpovédi tvorbou IgE na specifické antigeny
(alergeny)

o IgE jsou zvySeny i u parazitarnich infekci

e alergeny:

o inhalalni - pylova zrna, kvetouci stromy, traviny, kvetouci plevely, spory plisni,
roztoCi, koCky, psi, mor€ata, ...

o potravinové — bilkoviny vajec, mléka, luSté€nin, ovoce, celeru, ofechy, plody mofe,
aditiva

o lékové — ATB (penicilin), lokalni anestetika, j6d

o jed hmyzu (vCela, vosa)
PROJEVY:

e alergicka ryma — vodnata ryma se sveédénim, kychanim, obstrukci, vazba na ro€ni obdobi +
konjunktivitida

® Dbronchidlni astma — zachvaty expirani duSnosti, piskoty, noCni potize, astmatické ekvivalenty
(epizody drazdivého, dusivého kaSle)

e kopfivka — svédiva, zarudla mista na kdzi, rychlé zmény lokalizace, mlze mit i fyzikalni pfiCiny
(slunce, chlad, vibrace), nebo byt zpUsobena internimi chorobami (Stitnda Zlaza, nadory, SLE)

e angioedém (Quinckeho edém) — nasledek alergické reakce v hlubSich vrstvach klze

® atopicky ekzém — Casto prvni projev, rozli€ny klinicky obraz i lokalizace, dermatitida

s vyraznym sv€dénim, sloZitd patogeneze (IgE + T-lymfocyty)
VYSETRENI

e anamnéza — dukladna, stanoveni diagndzy, vytipovani alergend, nutna dobra znalost
sezonnosti pyll a spor, sloZeni potravin a aditiv a zkfizené reaktivité

o fyzikdIni vySetifeni — zaméfeno zejména na vySetfeni postizeného systému

e alergologické testy — alergicka senzibilizace in vivo, testovani sadou nebo pfimo na vytipovany

antigen, precitlivélost prvniho typu
TESTY CASNE KOZN{ PRECITLIVELOSTI

e intradermalni aplikace antigenu, pokud jsou pfitomny mastocyty s navazanym specifickym
IgE, dojde k degranulaci -> lokalni zarudnuti, indurace a svédéni do 15 minut
e odecCitani za 8 hodin — pozitivita tfetiho (imunokomplexového) typu precitlivélosti, za 24

hodin — Ctvrty typ zavisly na T-lymfocytech



aplikace prick-testem (na kUzi pfedlokti a jemny nekrvacejici vpich lancetou) x intradermalni
injekce (vytvofi se 3 mm velky pupen)

pozitivni kontrola (histamin, kodein), negativni kontrola (fyzak), pozitivni reakce u prick-testu
je indurace vétSi nez 4 mm

testovaci série: jarni pyly, travy, podzimni pyly, roztodi, plisng, pefi

intradermalni testy jsou vZdy rizikové!, vnaSeni podezielého antigenu mlZe vyvolat i

anafylaxi

ELIMINACNI TESTY

po vysazeni expozice alergenu dojde k vymizeni pfiznakU, hlavné u potravinovych alergii

EXPOZICNI TESTY

vysoka hodnota prlkazu, rizikové
snaha vyvolat alergickou reakci v postiZzeném organu
o urymy intranasélni aplikace alergenu, méFeni prichodnosti

o profesionalni astma — bronchomotorickd odpovéd po inhalaci

DALSi LABORATORNI A KLINICKE VYSETRENI:

spirometrie (rutinni u klasického vySetfeni)
o statické a dynamické plicni objemy: obstrukce — sniZzena FEV1, zmény na kfivce
prUtok, objem
o nutno doplnit u leh&ich forem astmatu bronchomotorickym testem (metacholin,
fyzickd ndmaha) s prlikazem reverzibility (beta-2-mimetika)

vySetfeni eozinofil(l a IgE (celkové i specifické)

testy IV. (buné&ného) typu precitlivélosti

v dermatologii, alergeny pronikaji epidermis, vznikaji alergen-specifické T-lymfocyty
(kontaktni ekzém = alergicka kontaktni dermatitida)

epikutanni platenkové testy — antigen aplikovan v masti na k(izZi, inkluze, 24-48 hodin,
odedteni za dalSich 24 hodin, pozitivni reakce je vznik lokalizovaného erytému az puchyft
intradermalni testy pozdni pfecitlivélosti — tuberkulinova reakce (zjiSténi senzibilizace na
antigeny MT), pozitivni reakce aspofl 6 mm indurace a erytém

testy CMI (cell mediated immunity) — poruchy odpovidavosti T-lymfocyt(, pouZivaji se
anamnestické antigeny (v&tSina lidi se s mini v Zivoté setkala — tuberkulin, kandidin,
toxoplasmin, tetanicky toxoid, ...), pacient by mél reagovat na vétSinu antigenu, pokud ne ->

hypoergni, anergni P



10. Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u imunodeficitt.
o vySetfeni protilatek elektroforézou (velmi hrubé), nebo nefelometrii a turbidimetrii
o snizeni hladin jedné nebo vice tfid imunoglobulint (primarni protildtkové nebo
kombinované imunodeficity), doSetfeni hladiny protilatek po antigenni stimulaci
(tetanicky anatoxin, pneumokokové polysacharidy)
e vySetfeni komplementu — vrozend nebo ziskana porucha tvorby jednotlivych slozek
o velmi Gasté jsou heterozygotni deficity C4
o test CH 50 (klasicka cesta aktivace), AH 50 (alternativni cesta)
e protilatky proti granulocytlim -> autoimunitni granulocytopenie (ANCA protilatky nevyvolavaji
granulocytopenii!)
e vySetfeni subpopulaci lymfocytll — primarni i sekunddarni imunodeficity i hematologické
malignity
o imunodeficit: vyrazny pokles jedné nebo vice subpopulaci -> analyza -> diagnostika T i
B-lymfocytdrnich ID i klasifikace SCID
o nékteré iD se nemusi projevit buné&nym deficitem (CVID)
o sledovani CD4+ u HIV pozitivnich
e vySetfeni funkénich vlastnosti lymfocytl u zavaZznych ID (blasticka transformace), vySetfeni

fagocytarnich funkci pouze u podezieni na vrozeny defekt

11. Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u nadorovych onemocnéni.
o vySetfeni protilatek elektroforézou (velmi hrubé - myelom), nebo nefelometrii a turbidimetrii
o izolované zvySeni jedné tfidy imunoglobulin( pfi myelomu
o snizeni sekundérni poruchou tvorby protilatek u lymfom0 a leukémii
e prlkaz paraproteinu — elektroforeticky, vysoka sedimentace ery, vysoka hladina jedné tfidy Ig,
diagnostika pouze imunoeletroforeticky a imunofixaci
o souCasné vySetfeni moCe — Bence-Jonesova bilkovina (prlikaz postupnym zahfivanim
-> srazeni pfi 50°C a potom rozpousSténi pfi 80°C), imunoeletroforéza nebo
imunofixace volnych lehkych Fetézcl, paraprotein mUze byt jenom v modi (ne v séru)
e dalSi diagndza myelomu — sternalni punkce, imunoparéza u jinych tfid Ig, KO, RTG skeletu
e paraprotein nemusi znamenat myelom! (jiné malignity, chronické zanéty, stafi)

e kryoglobuliny — mohou doprovazet paraproteinémii



vySetfeni subpopulaci lymfocytl — primarni i sekundarni imunodeficity i hematologické
malignity
o imunofenotypizace leukémii a lymfomuU na zakladé urCeni povrchovych antigen(

krevnich elementl — charakteristika vyvojové fady a vyvojového stupné

12. Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u podezieni na autoimunitni

onemocnéni.

e vySetfeni protilatek nefelometricky nebo ELISA technikou — zvySeni IgE

e kryoglobuliny — srazi se pfi nizSich teplotach, mohou doprovazet autoimunitni choroby, pfi
odbéru je nutno udrzet teplotu 37°C

o vySetfeni komplementu: sniZeni hladin zvySenou potfebou pfi aktivaci komplexy
antigen-protilatka (akutni stadium systémovych imunokomplexovych vaskulitid)

e vySetfeni protein( akutni faze (pouze v akutni fazi

o hladina CRP u revmatickych chorob je vyrazné zvySena, u SLE mirné zvySena
e vySetfeni autoprotilatek (velmi vysoka hodnota pfi diagnostice, dlouhy seznam autoprotilatek

(>100) — vySettuji se pouze nékteré, nékteré autoimunity mohou byt zplsobeny
autoreaktivnimi T-lymfocyty (Hashimotova thyreoitida)
o revmatoidni faktor — proti IgG, prukaz nepfimou aglutinaci a ELISA, u RA, SLE a

Sjogrenova syndromu (20% séronegativnich pacient()
= nahrazuje se prlikazem protilatek pro cyklickym citrulinovanym peptiddm

(CCP) — specifiCtéjSi pro RA
o antinukledrni protilatky (ANA) — nepfimou imunofluorescenci, dlleZité pro SLE,
nékteré revmatické choroby (RA, sklerodermie, Sjégrenliv syndrom), autoimunitni

hepatitida
» |ze urcit typ (homogenni, granulovany, periferni, nukleonalni) -> vazba na

choroby
o protildtky proti cytoplazmé granulocytl (ANCA) — Wegenerova granulomatdza,
systémové vaskulitidy, ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba, nepUsobi cytotoxicky, ale
stimulané
o protilatky proti membranovym fosfolipidm (ACLA), proti antigenUm §titné Zlazy
(Hashimozova thyreoitida), stimulujici protilatka (Graves-Basedow)

o uDM |- proti ostrivkovym bunkam, proti tyrosin kindze IA-2



o protilatky proti nadledvinam, hypofyze, vaje€niklim, parietalnim bunkam Zaludku

o autoimunitni hepatitidy — proti hladkému svalstvu, anti-LKM (liver-kindey), anti-SLA
(soluble liver antigen)

o antimitochondridlni protilatky — primarni biliarni cirhdza

o celiakie, dermatitis herpetiformis — proti endomysiu hladké svaloviny

o proti ery — CoombsUv test (hemolytickd anémie), antitrombocytarni — idiopaticka
trombocytopenickd purpura, autoimunitni granulocytopenie

o myastenia gravis, pemfigus, pemfigoid, glomerulonefritida se srpky, GoodpasteurQyv

syndrom

13. Moznosti laboratorni imunologické diagnostiky u alergickych pacientul.
o vySetfeni protilatek IgE nefelometricky nebo ELISA technikou — zvySeni IgE v séru pfi
alergickych reakcich prvniho typu nebo u parazitarnich chorob
o hladina mUze byt i normalni! (= <1001U/ml)
o hladina specifického IgE (proti konkrétnimu antigenu) — ELISA, FIA, LIA, RIA
e vySetfeni hladiny eozinofil( a eozinofilniho katonického proteinu (ECP) — monitorovani
zanétu atopického pacienta

e vySetfeni specifickych T-lymfocytl (pozdni typ pfecitlivélosti)

14. Pred a potransplantaCni imunologické laboratorni vySetfeni.
e zisadni rozdil mezi transplantaci solidnich orgdn( a hematopoetickych kmenovych bunék
o solidni organy — reakce imunokompetentnich bunék pfijemce proti bufikam Stépu ->
imunosupresivni terapie
o ukmenovych bunék — GvHD — mUzZe byt i vyhoda
e systém HLA hraje roli pfi rozpoznavani cizorodych antigenU dérce, resp. Pfijemce

e pozadavky na shodu se liSi podle typu transplantace
solidni organy

e relativni riziko ztraty $t€pu je 0 25% vySSi u jedincl s neshodami v antigenech HLA-A, B, DR
ve srovnani se shodou v 6 antigenech -> vzrlsta procento komplikaci
e rutinni vySetfeni krevni skupiny, HLA typizace s nizkym rozliSenim (HLA-A, B, DR) u ledviny,

bez HLA u srdce, plic, pankreatu a stfeva (Casové d(ivody), jatra a rohovka shodu nevyzaduji



e urCeni stavu senzitizace pfijemce — inkubace séra pfFijemce s panelem alogennich lymfocyt(l —
zjiSténi anti-HLA protilatek
o senzitizace mUZe nastat po tranfuzich, téhotenstvi, transplantacich, pozitivni pfi
reakci s 50% populaci z panelu

e kiizova zkouSka t&Sné pred transplantaci (sérum pfijemce + lymfocyty darce)
transplantace ledviny

e zafazeni na listinu Cekatelll — krevni skupina a HLA typizace s nizkym rozliSenim (HLA-A, B,
DR), vySetfeni anti-HLA protilatek kazdé tfi mésice + vySetfeni na hepatitidu B, Ca CMV

e kadaver —spadova HLA laboratof provede v reZimu statim HLA typizaci a pfeda vysledek do
narodniho centra, vybere se 50 pfijemcU, provedeni cross-match testu -> koneény vybér 2
pfijemcu

® u Zivého darce jde organ konkrétnimu pfijemci, odpada rezim statim

hematopoetické buriky

e indikace u malignich poruch krvetvorby, vybranych solidnich naddor0, primarnich i
sekundarnich aplastickych anémii a zdvaZznych primarnich imunodeficit({l

e cilem je restaurace funkCni krvetvorby po zakladnim onemocnéni nebo to terapii

e vyrazné odliné poZadavky na HLA shodu — poZadovana je shoda na urovni alel (high
resolution s oznaCenim alely pomoci CtyFCisli)

e preferovany jsou HLA identické sourozenecké transplantace (nemusi byt natolik podrobné
vySetfeni, stali prokazat stejny haplotyp od otce a matky)

e alogenni transplantat — v registru darcy, typizace genll HLA-A, B, DRB1, C, DRB3, DRB4, DQB1
posttransplantagni vySetfeni

e Ulohou imunologie je posoudit adekvatnost imunosupresivni terapie (zda riziko infekce

nepfevaZuje pfinos imunosuprese) a zhodnotit miru rizika rejekCni reakce

15. Vyznam vySetieni polymorfismu HLA a dalSich molekul u nadorovych onemocnéni,
autoimunit a imunodeficitQ.

e vySetfeni je zaloZeno na tom, Ze u nékterych nemoci se vyskytuji ur€ité HLA-antigeny Casté&ji
nez ve zbytku populace -> lidé s ur&itymi HLA antigeny (vrozena charakteristika) maji zvySené
riziko vzniku nékteré choroby, je zapotfebi pUsobeni i dalSich faktor(

e u asociovanych chorob Casto hraje dUlezZitou roli imunitni systém (automunity), nékdy jsou

bez vazby na imunitu (BAP, narkolepsie, idiopaticka skolidza)



e mechanismus neni objasnén, mohl by souviset se schopnosti nékterych HLA antigenU
pfedkladat antigeny imunokompetentnim burikdm, selhani mechanismu autoreaktivnich
T-lymfocytd v thymu

e oblast HLA mUzZe také leZet v blizkosti genu, ktery je kauzalni ve vzniku ur€ité choroby

e negativni prediktivni hodnota u celiakie a HLA -DQalfa/DQbeta

e relativni riziko — pomé&r mezi rizikem vzniku urcité choroby u nositele definovaného
rizikového faktoru a rizikem vzniku choroby v b&Zné populaci (RF je pfitomnost HLA antigenu)

o asociace mezi morbus Bechtérev a HLA B27 — relativni riziko 87 (antigen je v populaci

asi u 9% lidi, u nemocnych v 95% pfipadl — pouze jeden z 200 nositell skuteCné

onemocni)
choroba HLA antigen relativni riziko
ankylozujici spondylitis B27 90-100

Rieterlv syndrom B27 37
psoriaticka artritis B27 12
revmatoidni artritis DR4 6
dermatitis herpetiformis DR3 56
pemfigus vulgaris DR4 14
myastenia gravis B8 4
roztrouSena sklerdza DR2 5
celiakie DR3 12
Goodpasteur(lv sydrom DR2 13




