Stanoveni senzibilizace na
rekombinantni alergeny

Veronika Janu
Sarka Kopelentova
Petr Kucera

Oddéleni alergologie a klinické imunologie FNKV Praha




Antigen x protilatka

interakce antigenu s protilatkou probiha pouze v mistech
epitopu

Jeden antigen muze na svém povrchu nést rlizné
mnozstvi epitopu — vyvola polyklonalni Ig odpovéed

Epitopy

> Druhoveé specifické

o Druhové nespecifické - Zkfizena reaktivita mezi
nepribuznymi druhy

Denaturace antigenicitu snizuje — potravinové alergeny




Alergenové extrakty

BéZné pouzivané pri diagnostice alergické reakce Il.typu

Extrakty z prirodniho biologického materialu — pylova zrna, potraviny,
zvireci srst

Velmi obtiZznd standardizace — obsah rlizného mnozstvi alergenu, véetné
téch, na néz pacient nemusi byt senzibilizovan

Mimo hlavnich alergent obsahuiji i vedlejsi latky - moznad pricina nizsi
senzitivity a specifity testu

Obsah nealergennich proteinu, glykoproteinu a sacharidu

Problém se stabilitou - obsah enzym




|lzolované antigenni komponenty

Prirodni
Rekombinantni

Arasid (Arachis hypogea)
- Arahl......h 9 Arah2 x Arah$8

Briza (Betula verrucosa)
Betvil........ vV 6 Betvl x Betv?2

Vcéela (Apis mellifera)
- Apim1l....m10

Apim 1




Rekombinantni komponenty

Pripravené molekularné biologickymi technologiemi dle
prirodnich alergenu

Vykazuji specifickou reaktivitu srovnatelnou s prirodnimi
alergeny

Prispivaji k upresnéni diagnostiky a volby terapie

Nemaji genetickeé a biologické variace — konstantni kvalita

Snadna standardizace




Metody ziskavani rekombinantnich

alerge
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Recombinant
allergens as
diagnostic tools for
the selection of
patients for SIT and
for the monitoring
of SIT

SIT/SLIT
with
recombinant
allergens or
allergen
derivatives
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Z prirodnich alergent pomoci
molekularné biologickych
technologii

Izolace informacni mRNA — zdroj
k syntéze komplementarni cDNA

PCR - amplifikace genového
kddovani pro identifikovany
alergen

Vlozeni do prislusného vektoru
(plazmid) — exprese v hostiteli



Metody diagnostiky alergie
- Invivo— kozni testy, expoziCni testy

- Invitro— Stanoveni koncentrace specifickych IgE

» ELISA - antigen v pevné fazi (CAP) , v kapalné fazi (Immulite)

» meri se fluorescence, chemiluminiscence

» Vysledky ziskané rtznymi postupy nebo riznymi diagnostickymi
soupravami jsou obtizné srovnatelné

» VysSetreni je prinosné pouze tam, kde lze predpokladat
alergickou reakci l.typu — zprostredkovanou Igk

» PFivySetreni smési alergenu — snizeni senzitivity — riziko faleSné
negativnich nalezu

» Vysoké hodnoty celkového IgE — falesné pozitivni vysledky
specifickych Igk




Metody diagnostiky alergie

- In vitro - Bunécné testy

Principem je specificka stimulace bunék alergenem a nasledné
hodnoceni pochodu spojenych s jejich aktivaci a degranulaci

* Analyza mediatorti uvolnénych pfi degranulaci
Histamin, Sulfidoleukotrieny

* BAT — Test aktivace bazofilu

sledovani znakd, které jsou charakteristické pro aktivované bazofily
CD63 a CD203c — prutokova cytometrie

* Alergen-specifické T — lymfocyty
sledovani aktivace lymfocytl pomoci cytokinl po stimulaci alergenem
Produkce cytokin( je pak stanovena metodou ELISPOT nebo ELISA




Metody diagnostiky alergie
In vitro — vysSetreni pomoci rekombinantnich alergent

* Phadia - ImmunoCAP
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» Rekombinanti alergen navazan na pevnou fazi
» Hodnoceno fluorescencné




Multialergenové testy ,Microarray”

ImmunoCAP ISAC - Phadia

Vysoce pokrocily diagnosticky test in vitro vyuzivajici technologie
bioCipu

Méreni vice specifickych Igk soucasné z nékolika pl séra
V soucasné dobé vice nez 100 slozek z 50 alergenovych zdrojl

Vysledky testu jsou méreny laserovym snimacem a vyhodnoceny
pomoci Phadia MIA software

Slozita interpretace
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ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip)

Quelle: mit freundlicher Genehmigung von Phadia




Vyuziti rekombinantnich alergenu
v diaghostice

- Potravinova alergie — Arasid

— antiArah 2 - tézka systémova reakce
- méneé se denaturuje v GIT

— anti Ara h 8 - dusledek zkrizené reaktivity
- lehka reakce — oralni alergicky syndrom
- vétSi mira denaturace v GIT

Rozdilné klinické a imunologické vzorce v rliznych zemépisnych
oblastech

USA - 90% senzibilizace na Arah 2
Spanélsko - 60% senzibilizace na Arah 9




Vyuziti rekombinantnich alergenu
v diaghostice

- Blanokridly hmyz — vcela, vosa
Anti Apim1 + Anti Vesv5

» Obé komponenty pozitivni

pacienti se skute¢nou senzitivitou vici peptidovym epitoplim
hmyzich jedl x zkfizena reaktivita proti sacharidiim

(bromelain)

» Smés pozitivni (i1 nebo i3) + hlavni komponenta negativni
pacient senzibilizovan na vedlejsi komponentu
neni velké riziko anafylaxe

» Smés negativni + komponenta pozitivni
falesné negativni vysledek
nizky obsah hlavni slozky alergenu ve smési




Zaver

» Pouziti rekombinantnich alergenu je pfinosné
pro presnou diagnostiku zejména v pripadech
falesné negativity specifického IgE v dusledku
nizkého zastoupeni hlavni slozky alergenu ve
smesi a pri odhadu rizika anafylaxe.
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