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ANOTACE

Tato prace se zabyva posouzenim afinity specifickych imunoglobulinii IgE a IgG vznikajicich
v disledku alergii. Uvodni kapitoly objasiiuji mechanismy imunitniho systému, procesy
spojené s alergiemi a vznik, strukturu a funkci protilatek IgE a IgG. Stézejni kapitola prace se
zam¢ftila na afinitu a aviditu specifickych protilatek, s detailnim popisem interakce alergenu
a protilatky a afinitniho zrani. Tato kapitola dale obsahuje pifehled metod pouzivanych
k méfeni afinity protildtek. Na zavér je zminéna moznost 1éCby alergii prostfednictvim
alergenové imunoterapie, ktera vyuziva specifické protilatky a jejich vazebnou schopnost

k terapeutickému ucelu.

KLiCOVA SLOVA

afinita, avidita, imunoglobulin, alergie, metody, 1écba
TITLE

Affinity of specific IgE and IgG antibodies in allergies

ANNOTATION

This work focuses on the affinity of specific immunoglobulins IgE and IgG arising as a result
of allergies. The introductory chapters clarify the mechanisms of the immune system,
processes associated with allergies, as well as describing the origin, structure, and function
of IgE and IgG antibodies. The main chapter focuses on the affinity and avidity of specific
antibodies with a detailed description of the interaction between allergen and antibody
and affinity maturation. This chapter also includes an overview of the methods used to
measure antibody affinity. In the final chapter, the possibility of treating allergies through
allergen immunotherapy is mentioned, using specific antibodies and their binding ability for

therapeutic purposes.
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UvVOD

Alergie jsou rozsifenym zdravotnim problémem, ktery postihuje miliony lidi po celém
svéte, v procentudlnim métitku se hodnota pohybuje okolo vice nez 30 %. Obecné se fadi
mezi imunopatologické stavy. Principialné se jedné o pfehnanou imunitni reakci téla na latky,
které jsou pro vétsinu lidi jinak neskodné. K alergické reakci dochazi v pfipadé, Ze imunitni
systém myln¢ identifikuje alergen jako hrozbu a spusti obrannou reakci. Organismus je tedy
vuci alergenim hypersenzitivni. Alergeny jsou schopné po priiniku do tkéni ¢i organti navodit
zanétlivé zmény, které mohou vyustit az v poruchy struktury a funkce jednotlivych organti.

T¢lo tvofti protilatky tiidy IgE v reakci na alergeny [1, 2].

Objeveni alergického onemocnéni zpisobeného imunoglobulinem E bylo
zaznamenano Vv historii 1ékatstvi diky Johnu Bostockovi, ktery popsal sennou rymu, zndmou
také jako alergickou rymu, poprvé v roce 1819. Bostock sam trpél timto onemocnénim
anazval ho "catarrhus aestivus" neboli letni katar, protoZze v zimnich mésicich nebyly jeho
ptiznaky pfitomné. V tomto obdobi bylo onemocnéni vzacné a Bostockovi trvalo vice nez

devét let, nez nasel dalSich 28 ptipadl, aby mohl publikovat dals$i odborny ¢lanek [3].

Na pocatku 20. stoleti byly alergeny povazovany za toxiny, ale pozdéji, s objevenim
IgE protilatek, se ukazalo, Ze specifické protilatky na alergeny jsou skutecnym mechanismem
neadekvatni reakce téla na pyl a dalsi alergeny. Tim byl otevien novy pohled na mechanismy

alergickych reakci a jejich spojeni s imunitnim systémem [3].

Hlavnim cilem této prace je analyzovat afinitu a aviditu specifickych protilatek IgE
a IgG v kontextu alergii. Tato prace se bude zabyvat roli téchto protilatek v mechanismu
patologické reakce a jejich afinitou k alergenu. Déle budou zahrnuté metody, kterymi lze
afinitu specifickych protildtek méfit. Prace se bude také zabyvat moznosti vyuziti afinity
protilatek v 1écbé alergii pomoci alergenové imunoterapie. Téma své prace jsem si vybrala
z osobnich divodi, protoze sama trpim alergii a o toto téma se pfirozen¢ zajimam. Chtéla
jsem se dozvédet vice informaci o mechanismech alergii a jakou roli v nich hraji protilatky

IgE a IgG.
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1 Alergické imunopatologické onemocnéni

1.1 Imunitni odpovéd’

Imunitni systém se stard o udrzeni stalého wvnitiniho prostfedi, tedy homeostazy
v organismu. Muizeme jej brat jako ,,detektor télu skodlivych a neskodlivych latek, které se
mohou riznymi cestami dostat do organismu. Mezi Skodlivé latky se fadi patogeny, jako jsou
viry a bakterie. Toto mulzeme povazovat za prvni hlavni ulohu imunitniho systému
oznacovanou jako obranyschopnost. Dale musi byt organismus schopny rozpoznat télu vlastni
tkané€. Imunitni systém uci své protilatky, aby vici vlastnim tkanim nebojovaly, ale navzdjem
se tolerovaly a ani pfi ochrané vlastnich organi jim neublizovaly. V neposledni fad¢ imunitni
systém dohlizi na buniky v organismu, pokud se objevi n¢jaké abnormalni buiky, jakkoliv
mutované, nadorové nebo n¢jak poskozené, chova se k nim stejné jako k cizorodym a zahubi

je[1,4].

Pokud se do organismu dostane néjaky patogen, imunitni systém okamzité zahdji
imunitni odpovéd’ a snazi se dany patogen zneskodnit. Existuji dva druhy imunitni odpovédi:
nespecificka cili neadaptivni, jinak také vrozend a specificka ¢ili adaptivni. S nespecifickou
imunitou se kazdy organismus jiZ narodi, je jiz zapsana v naSich genech. Jsou to pfirozené
bariéry téla, které zabranuji priniku patogeni. Velkou nevyhodou nespecifické imunity je, Ze
na kazdy patogen reaguje stejné, jelikoz nedisponuje imunologickou paméti. Hlavnimi
obrannymi bariérami nespecifické imunity je klze, pot, sliny a zalude¢ni $tava. Specificka
imunita je imunita, kterou organismus ziskavd v pribéhu zivota. Buiky jiz disponuji
imunologickou paméti, diky které jsou schopné zapamatovat si, jakym zpiisobem bojovaly
viéi uréitému patogenu a pii dalSim setkani s timto patogenem mohou rychleji a efektivnéji

zautocCit a patogen tak U€innéji zneSkodnit. Specifickou imunitu tvoii B a T lymfocyty [1, 4].

Mechanismus imunitni odpovédi Ize popsat n€kolika hlavnimi kroky. Na pocatku
imunitni systém rozpozna cizorodé antigeny (mohou se nachédzet na povrchu patogena ¢i
infikovanych bunék). Jako prvni dojde k aktivaci nespecifické imunitni odpovédi. Nasledné
dochdzi k aktivaci antigen-prezentujicich bunék (APC) jako jsou dendritické bunky
a makrofagy, které zpracuji informace o antigenu a prezentuji je pomoci molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC). Na zakladé MHC molekul jsou aktivovany
T lymfocyty, které antigenni fragmenty rozpoznavaji a zahajuji specifickou odpovéd’ téla na

antigen. Dale dochézi také k aktivaci B lymfocytd pomoci MHC bunék ¢i T pomocnych
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lymfocytl. B lymfocyty pak produkuji protilatky, které bojuji s antigeny spolu s ostatnimi
aktivovanymi c¢astmi imunitniho systému. Posledni neméné podstatnou c¢asti imunitni

odpovédi je vytvoreni imunologické paméti v podobé¢ plazmatickych bunék [1, 4, 5].

Objevuji se také pripady, kdy se imunitni systém nezaméii na zcela spravny antigen.
V téchto ptipadech dochéazi k tzv. hypersenzitivité imunitniho systému. Jde o nadmérnou
reakci imunitniho systému na jinak v podstaté¢ neSkodné antigeny. Imunitni systém se
v podstat¢ omylem aktivuje a reaguje proti béznym latkdm v okoli. Obecné tuto reakci
oznacujeme jako imunopatologie typu alergie. Tento proces opét zacina aktivaci T lymfocytil
na zakladé reakce s APC. Nasledné dojde k aktivaci B lymfocytt, které produkuji specifické
protilatky. Tato imunitni odpovéd’ je nepfiméfend a vede k uvolnéni velkého mnoZzstvi

histaminu, ktery zplsobi zanét a symptomy alergie [4, 6].

Hlavni bunky, které se ucastni zanétlivého procesu jsou granulocyty, jako jsou
neutrofily, eozinofily a bazofily, které maji schopnost se rychle pfesunout do postizené oblasti
a pomahaji v boji proti patogenim. Déle makrofagy, jejichz ukolem je fagocytovat a travit
patogeny a poskozené buiky. Tyto procesy jsou doprovazené uvolnénim protizanétlivych
cytokinti, jako je napt. TNF-o, ktery povolava dal$i imunitni buiiky jako jsou monocyty

a cytokiny IL-1 a IL-6 [1, 4].

Muze také dochazet k imunopatologickym reakcim, kdy imunitnim systém bojuje vuci
vlastnim antigeniim, znamé jako autoimunitni onemocnéni. U tohoto onemocnéni jsou rizné
typy reakci od vyrazky pies poSkozeni organti az k anafylaktickému Soku. MiZe naopak dojit
az k imunodeficienci, ktera se vyznacuje nedostatecnou funkci ¢i dokonce absenci nékterych
slozek imunitniho systému. Disledkem je potom snizend obranyschopnost imunitniho
systému a zvySend nachylnost k infekcim. Primdrni (vrozené) imunodeficience byvaji
zpisobené genetickymi poruchami. Sekundarni (ziskané) imunodeficience mohou byt

nasledkem infekci nebo 1é¢by, kterd ovliviiuje funkci imunitniho systému [1, 4, 7].

1.2 Rozc¢lenéni imunopatologickych reakci

Poruchy vrozené ¢i adaptivni imunity mohou zplsobit onemocnéni, které vznikaji
piedevsim z diivodu pfehnané reakce imunitniho systému na patogen. Hypersenzitivni reakce

jsou Ctyft typl a popisuji neptiznivy vliv na imunitni systém [4].

Hypersenzitivita typu I je nejbéznéjsi formou alergické reakce, jednd se o okamzitou

precitlivélost. T¢lo na alergeny reaguje prehnané. Pti opakovaném setkani s témito alergeny
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se specifické protilatky IgE vazou na buiiky v téle. Tato vazba zpiisobuje pochody podrobnéji
popsané v kapitole Faze alergické reakce. Typickymi alergeny jsou pefi, pyl z rostlin, roztoci
a n¢které potraviny. Lécba zahrnuje vyhybani se alergentim a uzivani 1€ka, které zmirnuji

priznaky [1, 4].

Hypersenzitivita typu Il se oznaCuje jako cytotoxickd na protildtkdch nezéavisla
precitlivélost. Je vzacna a trva piiblizné¢ 2-24 hodin. V této reakci se protilatky IgG a IgM
vazou na vlastni bunky téla, tim aktivuji komplement a zptisobuji aglutinaci a lyzu bunék. To
muze vést k riznym onemocnénim, jako je autoimunitni anémie nebo poskozeni ledvin.

Lécba se lisi podle konkrétniho onemocnéni [1, 4].

Hypersenzitivita typu III je onemocnéni imunitniho komplexu. Objevuje se v piipade,
kdy se protilatky IgG a IgM vazou na rozpustné proteiny a tvofi s nimi imunokomplexy, které
se ukladaji v tkanich. Opét se aktivuje komplement, vytvaii se zanét a dochazi k degranulaci
zirnych bun€k. Tento proces podmiinuje vznik onemocnénim, jako je systémovy lupus
erythematodes a reaktivni artritida. LéCba probihd pomoci protizanétlivych 1€kl

a kortikosteroidu [1, 4].

Hypersenzitivita typu IV je hypersenzitivita opozdéného typu. Je zprostfedkovana
buiitkami a neni zavisla na protilatkach. Tyto reakce jsou zplsobeny nadmérnou aktivitou
urcitych bun€k imunitniho systému a mohou trvat vice dni. Pfi téchto reakcich dochézi
k pfehnané stimulaci T lymfocytd a monocytl, poptipadé makrofagh a uvolni se cytokiny.
Vysledkem je vznik zanétu a bunééna smrt. Typickym piikladem je reakce kiiZze na jedovaty
bfectan. Lécba obvykle =zahrnuje vyhybani se spouStécim faktorim a pouziti

kortikosteroidnich masti [1, 4].

1.3 Zarazeni alergické reakce a jeji faze

Alergicka reakce se fadi do imunopatologickych reakci, jedna se o hypersenzitivni
reakci téla na urcity alergen. Konkrétné se alergicka reakce fadi mezi hypersenzitivni reakce
typu I, jak jiz bylo popséno v pfedchozi kapitole. Nasledujici podkapitoly se budou

konkrétnéji vénovat fazim alergické reakce [4].

1.3.1 Faze senzibilizace

Jedna se o pocatecni fazi alergické reakce, pfi které dojde k nastartovani imunitniho
systému a rozvoje zvySené citlivosti na konkrétni alergen. Diky senzibilizaci je imunitni
systétm schopen rychleji vyvolat alergickou reakci po opakovaném styku s alergenem.
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K prvnimu styku s alergenem dochazi napiiklad inhalaci, kontaktem s ktizi ¢i bodnutim, jak
bylo popsano v uvodu k alergiim. Imunitni systém vyhodnoti alergen jako télu nevlastni
a zahaji tvorbu specifickych protilatek IgE. Vytvorené protilatky IgE se mohou volné
pohybovat v plazmé nebo se navazuji na specifické receptory zejména na povrchu Zirnych
buné¢k a bazofili. Tyto buiiky s navdzanymi protilatkami se Casto vyskytuji ve tkanich, kde je
vetsi pravdépodobnost kontaktu s antigenem, tedy ktize, dychaci cesty a travici systém.
Senzibilizace je také oznacovana jako inaparentni faze, jelikoz k alergické reakci dochéazi az

po opakovaném setkani s alergenem [1, 3].

1.3.2 Casna faze alergické reakce

Casna faze alergické reakce se také ozna¢uje jako okamzita reakce a nastava rychle po
vniknuti alergenu do téla. Dochazi k aktivaci imunitni odpovédi a uvolnéni riznych
chemickych medidtord primarné z zirnych bunék, zejména histamin, poptipadé heparin. Tyto
latky maji vazodilata¢ni G€inky a mohou zptsobit kontrakce hladkého svalstva. Kombinace
téchto projevll vede ke kozni reakci, ta se projevuje zarudnutim, svédénim, koptivkou
a otoky. Dale respiracni ptiznaky, kde tyto latky podporuji sekreci hlenu, coz mé za nésledek

rymu, kasel, kychani a dusnost [1, 3].

1.3.3 Pozdni faze alergické reakce

Nastupuje v odstupu nekolika hodin na ¢asnou fézi, pfiblizn€ v intervalu 8—12 hodin.
Pozdni faze se také oznacuje jako opozdéna reakce. Tato faze byva cCasto spojovana
s respiracnimi alergiemi, zejména astmatem. Ve tkanich, které byly vystaveny alergenu
pietrvava zandt. Zirné buiiky, eozinofily a lymfocyty dale produkuji cytotoxické mediatory,
které mohou zpiisobit aZ trvalé zmény tkani. Pozdni faze je obvykle del§i neZ Casna faze,

muze pfetrvavat hodiny az dny [1].

1.4 O alergenu

Alergen je jakykoliv antigen, ktery je schopny vyvolat alergickou odpovéd’. Alergeny
jsou vétSinou proteiny nebo glykoproteiny, které mohou byt enzymaticky aktivni. Jedna se
o latky z okolniho prostfedi, na které¢ si jedinec s genetickou predispozici miize vytvorit
alergickou reakci. Za protilatkovou odpovedi vétSinou stoji latky organické povahy, naopak
anorganické latky, jako jsou kovy, zplisobuji bunécnou odpoveéd’. Alergeny oznacované jako
hlavni jsou ty, na které reaguje specifickou IgE odpovédi az 90 % alergikl, zatimco ostatni

jsou povazovany za vedlejsi [1, 7].
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Alergeny lze rozdélit podle jejich G¢inkd na lidsky organismus. Existuji inhala¢ni
alergeny, které vedou k respiraénim alergickym reakcim, jako jsou alergickd ryma a astma.
Tyto alergeny se dale d¢€li na alergeny z venkovniho prostiedi a z vnitiniho prostfedi, nebo na
sezonni a celoro¢ni alergeny. Mezi nejvyznamnéjsi sezonni inhalacni alergeny patii pyly
rostlin, které zptisobuji alergické reakce predevs$im na jatfe (od tnora do dubna). NejcastéjSimi
pylovymi alergeny v naSich podminkach jsou pyly trav, nasledované pylovymi alergeny bfiz.
Alergie na pyl je ¢astym zdravotnim problémem, jehoZ prevalence se neustale zvySuje. Podle
Svétove alergologické organizace (WAOQO) trpi pylovymi alergiemi 21-32 % populace,
pricemz pocet pacientl se kazdych deset let zvySuje o 50 %. Tento nartst je Casteéné
zpisoben klimatickymi zménami, které ovlivituji délku a intenzitu pylovych sezon, stejné
jako migraci alergennich rostlin do novych oblasti. Pylové alergeny casto obsahuji
panalergeny, coz jsou proteiny, které se nachazeji nejen v pylu, ale také v nékterych
potravinach. Z toho diivodu mohou byt osoby alergické na pyl také citlivé na urcité potraviny,
coz vede k potravinovym alergiim. Mezi nejcastéj$i symptomy alergii patfi ryma, kychani

a svédéni oci a nosu [7, 8].

Zviteci alergeny jsou proteiny nachézejici se v koznich bunikach, slindch a moci zvirat,
do lidského téla se dostavaji nckolika zplisoby. Nejcastéji se §ifi vzduchem, kde jsou
obsazeny v prachovych ¢asticich nebo v drobnych ¢asteckach klize a srsti, které se uvoliuji ze
zvitat. Pfi dychani se tyto Castice dostavaji do dychacich cest a mohou vyvolat alergické
reakce. Alergeny se také mohou pfenasSet prostfednictvim odévi a vlasi, kde ulpivaji a pii
kontaktu s kiizi nebo sliznicemi se mohou snadno dostat do téla. Navic, pfimy kontakt se
zvitaty, jako je hlazeni nebo péfe o né, mize vést k prenosu alergenli na pokozku, coZ miize
zpusobit lokalni reakce. Hlavnimi zdroji téchto alergenii jsou savci, jako jsou kocky a psi.
Studie ukazuji, ze 1 nepfimy kontakt se zvifaty, napfiklad prostfednictvim alergent
pfenesenych vzduchem, oblecenim nebo vlasy, miize vést k vyznamné expozici alergeniim

a naslednym alergickym reakcim u citlivych jedinct [7, 9].

Potravinové alergeny jsou latky, které se nachazeji v nékterych potravinach, které
mohou u citlivych jedinct vyvolat alergickou reakci. NejCastéj$i potravinové alergeny jsou
také né€kdy oznacované jako ,,velkd osmicka®, fadi se mezi né¢ mléko, vejce, ryby, korysi,
pSenice, arasidy, sdja a skotfapkové plody (mandle, vlasské ofechy, liskové ofisky, pistacie
a dalsi). Potravinova alergie obvykle zac¢ina v prvnich dvou letech Zivota. Zatimco alergie na
kravské mléko a vejce Casto mizi béhem détstvi, alergie na araSidy a stromové ofechy

pretrvavaji ¢asto do dospélosti. Potravinové alergie postihuji 2—5 % dospélych, coz je méné
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nez u déti. U ptiblizné 15 % dospélych se alergie vyvine v dospélosti, prvni reakce se objevuji
okolo tficatého roku Zzivota. Reakce na potravinové alergeny mohou zahrnovat vyrazky,
otoky, zazivaci potize, dychaci obtize a v extrémnich pfipadech anafylaxi, coz je zadvazna,

zivot ohrozujici reakce [7, 10].

Alergie mohou byt také vyvolené reakci na 1éky ¢i Stipnuti hmyzem, tyto latky se
mohou do t€la dostat jinou cestou nez peroralné. Alergie na jed blanokiidlych miize mit
potencialné smrtelné nasledky. Alergeny pochazeji z bodnuti nebo kousnuti hmyzem, jako
jsou vcely, vosy, srSni a mravenci. Pfiznaky alergie na jed blanokiidlych se mohou zna¢né
lisit. Mohou zahrnovat velké lokalni reakce v misté bodnuti nebo se mohou rozvinout do
systémovych reakci rizné zavaznosti. Mirné reakce se projevuji koznimi ptiznaky, jako je
zrudnuti a kopftivka. Stiedné zdvazné reakce mohou zahrnovat zévraté, dusnost a nevolnost.
Nejzavaznéjsi formou alergické reakce je anafylakticky Sok, ktery mtize vést k astmatu, ztraté
védomi a srdecni nebo dechové zastaveé. Riziko anafylaktickych reakci, které mohou byt zivot
ohrozujici, je vyssi u dospélych ve srovnani s détmi. To je zplsobeno zvySenou expozici

bodnutim a piitomnosti dalSich zdravotnich problémi [7, 11].

Diagnoza 1ékové alergie je casto komplikovand kvili riznorodym symptomiim, které
tento stav provazeji. Nezaddouci Iékové reakce jsou Skodlivé nebo nezamyslené reakce na léky
pfi davkach pouzivanych pro prevenci, diagnostiku nebo 1écbu, a jsou bézné v klinické praxi,
postihujici 15 az 25 % pacientl, pfi¢emz zavazné reakce se vyskytuji u 7 az 13 % pacientt.
Lékové alergie se déli na ptfedvidatelné reakce, které¢ jsou zavislé na davce a souviseji se
zndmymi farmakologickymi Uc¢inky léku, a nepfedvidatelné reakce, které se vyskytuji
u vnimavych jedinci a tvoii ptiblizné 20 az 25 % vSech 1ékovych alergii. Velka ¢ast 1ékovych
alergii neni zprostfedkovana IgE, coZz komplikuje diagnostiku a odliSeni téchto reakci od
jinych nezadoucich reakci. Nejcastéjsimi 1€ky zplsobujicimi alergie jsou penicilinova
antibiotika, lokalni anestetika, nesteroidni protizanétlivé 1léky a kontrastni latky.
Imunopatologické reakce jinych typid nebo neimunologické reakce jsou casto klinicky

nerozeznatelné od alergickych reakei [7, 12].

Na povrchu alergenu se nachazi misto oznaCované jako epitop. Je to specificka
molekularni ¢éast alergenu, diky které mohou bunky imunitniho systému jako jsou
B a T lymfocyty rozpoznat dany alergen a zah4jit imunitni odpovéd’ (Obrazek 1). Epitopy
tedy slouzi jako hlavni mista, ktera umoznuji alergenu navazat se na specificky receptor na

povrchu B a T lymfocyt. Rozpoznani epitopu pomoci T a B lymfocytt je dilezité pro jejich
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aktivaci, kterd zahdji néaslednou imunitni odpovéd. Vysledkem je produkce specifickych
imunoglobulinti tfidy IgE, které jsou schopné vazat se na epitopy a vykonavat tak specifickou
imunitni funkci. Protilatky typu IgG a IgA jsou namifené proti odliSnym epitoptim na povrchu
alergenti nez protilatky tiidy IgE. Z toho diivodu nejsou schopné zabranit vyvolani zanétu
zpusobeného alergenem. Tyto specifické protilatky IgG a IgA mohou byt vyvolany alergen-
specifickou imunoterapii nebo pasivni imunizaci. Protilatky pak soutézi s IgE o védzani na
alergen a brani tak vzniku alergickych reakci. Podobné to d€la i 1écba anti-IgE, ktera

zabranuje vazani IgE na jeho receptor na zirnych bunkach a bazofilech [13, 14].

Epitop

\>IL <— Antigen

Misto vazby antigenu

Fab |
¢ast ‘\
2 K Lehky fetézec
Fe A
e — Tézky fetézec

B-lymfocyt

Obrazek 1: Rozpoznani epitopu imunoglobulinem E a vazba na B lymfocyt (upraveno) [14]

Vyznamnou roli pro rozvoj alergie hraje genetickd predispozice. Pokud je alespon
jeden rodi¢ alergik, je riziko pro pfenos alergie na potomky vyssi o 20-30 %. Toto riziko se
zvySuje na 50-60 %, pokud jsou oba rodice alergici. Pokud oba rodice trpi stejnym typem
alergie, pak riziko, Ze jejich dit¢ bude mit alergii na pyly, stoupd az na 80 %. Nejde ale
o pfenos konkrétni alergie na konkrétni latku. Pokud by byl rodi¢ alergicky na pyl neznamena
to, Ze tuto alergii jeho potomek zdédi, mize se u né€j rozvinou jiny typ alergie. NejcastéjSim
obdobim zivota pro rozvoj alergie je détstvi, ale miize se objevit v jakémkoli véku. K tomu,
aby se alergie klinicky projevila, nestaci pouze geneticka predispozice, ale jsou zapotiebi také
vnéjSi faktory, které tuto predispozici aktivuji. Soucasné studie ukazuji, Ze genetickou
predispozici k alergiim ma ptiblizné 60 % populace. Zda se tato predispozice skute¢né projevi

jako alergie, zavisi na vlivech prostiedi. BohuZel, v poslednich desetiletich se nase Zivotni
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prosttedi vyrazné zhorS$ilo kviili nartistu primyslovych znecistujicich latek, automobilovych
emisi, urbanizaci, stresujicimu zivotnimu stylu, chemikaliim v potravinach a zvysSené
frekvenci mirnych infekci, které naruSuji sliznicni bariéry. Tyto zmény vedou ke zvySeni
vyskytu alergickych onemocnéni, zejména piecitlivélosti na inhalacni alergeny, ale také na

potravinové, 1€kové a kontaktni alergeny [1, 15].

2 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou také jinak oznacované jako protilatky. Hraji dtlezitou roli
v obrang té€la proti patogenlim, jako jsou bakterie, viry a dalsi cizorodé latky. Strukturné se
jedné o glykoproteiny, které jsou produkované plazmatickymi buiikami. Po vniknuti patogenu
do téla dochazi ke kontaktu receptorti na povrchu B lymfocytl s antigeny na povrchu
patogenu. Diisledkem toho se z ptiivodniho B lymfocytu diferencuji plazmatické buiiky, které
produkuji protilatky a pamét'ové bunky, které jsou schopné zapamatovat si antigen, ktery
vyvolal imunitni reakci. Pamétové buiky jsou vyznamné pii opakovaném setkdni
B lymfocytl se stejnym antigenem, jsou schopné konkrétni antigen rozpoznat a diky tomu

rychleji zahéjit imunitni reakci [16].

Lidské imunoglobuliny jsou tvaru pismene Y, tvofené Ctyfmi fetézci, dva totozné
lehkeé (LC) a dva totozné tézké (HC). Tézké a lehké tetézce se v usporadani stfidaji a jsou
vzajemné svazané disulfidickymi mastky. U jednotlivych typd imunoglobulini se tézké
fetézce 1181 na zdklad¢ sloZeni a velikosti. Imunoglobuliny se skladaji z Fc oblasti, ktera je pro
vSechny typy stejnd a z Fab oblasti, kterd umoziuje navazani antigenti diky vazebnym
mistim. Lehké fetézce se nachazeji pouze v oblasti Fab, tedy v kratké oblasti imunoglobulinu.
Polovina lehkého fetézce je tvofena variabilni doménou (VL), vyskytuje se na konci raménka
a obsahuje misto pro vazbu antigenu. Druhou polovinu tvoii konstantni doména (CL). Tézké
fetézce samostatné tvoii Fc oblast, kde jsou pouze konstantni domény a dale spolu s lehkymi
fetézci oblast Fab. Jedna doména je vZdy variabilni (VH) a dle typu imunoglobulinu jsou tfi
(pro IgA, IgD, IgG), poptipad¢ Ctyii (pro IgE, I[gM) domény konstantni. Typ t€zkého fetézce
dale udéava rozdéleni imunoglobulinti do jednotlivych tfid, kterych je pét a jsou oznacené
pismeny fecké abecedy a, 9, €, v, |.. Propojeni mezi Fab a Fc oblasti se oznacuje jako pantova
oblast, ktera umoznuje zménu Ghlu mezi téZkymi fetézci. TéZké tetézce a, o, y obsahuji
pantové propojeni, které umoziuje ohyb kratkych Fab raminek, a tim usnadituje navazani
antigenu. Naopak obtizné&jsi je navazani antigenu u fetézci € a p, které pantové propojeni

neobsahuji [16, 17, 18].
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Imunitni systém lidského téla je schopen produkovat rtizné tfidy protilatek v reakci na
setkdni s riiznymi druhy alergenti. Mezi hlavni tiidy protilatek patii IgE, IgG a IgA. Kazda
z téchto tfid ma svou specifickou roli v imunitni obrané a reakcich proti alergenim. Tvorba
IgE, IgG a IgA protilatek je regulovana specifickymi typy imunitnich buné¢k a jejich produkty.
Rozliseni mezi tvorbou téchto tfid protilatek je dilezit¢ pro pochopeni riznych typa
imunitnich reakci, véetné alergickych reakci a blokujicich imunitnich mechanismu. Interakce
mezi antigeny a T lymfocyty aktivuje B lymfocyty k diferenciaci a produkci protilatek.
Kazdou tfidu protilatek ovliviuji specifické cytokiny a faktory rastu produkované

T lymfocyty [13].

IgE protilatky jsou dilezité pti alergickych reakcich. B-lymfocyty, stimulované
Th2 lymfocyty, produkuji IgE protilatky po expozici specifickému alergenu. IgE se vazi na
receptory na povrchu specifickych bun€k nazyvanych mastocyty a bazofily. Pii opakovaném
setkani s alergenem dochazi k vazbé IgE na tyto buiky, coz vede k uvoliiovani zanétlivych

mediatord, jako je histamin, zpsobujici symptomy alergie [13, 19].

Naopak, IgG protilatky jsou dulezité pii blokujicich imunitnich reakcich. Tyto
protilatky mohou vazat na alergeny a zabranit jejich vazbé na IgE, coz zabranuje uvolnovani
zanétlivych mediatortt a potlacuje alergické reakce. Zatimco IgE protilatky jsou spojeny
s alergickymi reakcemi, IgG protilatky mohou byt vyuzity k blokovani téchto reakci

a omezovani nepfimétené imunitni odpoveédi [13, 20].

Specifické IgE protilatky jsou tradicn€ povaZzovany za hlavni cil diagnostickych testl
alergii kvili jejich iizkému spojeni s alergickymi reakcemi. Nicméné, v posledni dobé roste
zajem o roli specifickych IgG protilatek v alergickych reakcich a terapii alergii. Tyto
protilatky mohou mit jak proalergické, tak antialergické ucinky, a jejich hodnota v diagnostice

a terapii alergii je stale predmétem vyzkumu [20].

Studie prokézaly, Ze B lymfocyty, které jsou jiz zralé a jsou stimulovany urcitymi
signaly, produkuji nejprve obrannou latku IgG; a teprve potom piechazeji k produkei IgE.
Naopak B lymfocyty, které zatim nejsou pln¢ vyzralé, mohou zacit ptimo produkovat IgE.
Ptechod vétsiny B lymfocyta k produkei IgE probiha obvykle postupné, kdy dochéazi nejdiive
k produkci IgGi nebo IgGs a teprve potom se prechdzi k produkci IgE. Tento proces ma
zasadni vliv na afinitu protilatek vici alergenim. B lymfocytu, které nepfimo ptechéazeji

k produkei IgE, prosly zménami jako somatickd hypermutace, pfi které mutuji variabilni ¢asti
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genl koédujici imunoglobuliny a afinitni selekci béhem faze, ve které produkuji IgG, coz ma

za nasledek produkci IgE s vyssi afinitou [20, 21].

[ 1

prodlouzeno diky dlouhé zivotnosti plazmatickych bunék v kostni dieni. Polocas rozpadu IgE,
které je pfipojeno k senzibilizovanym zirnym bunikam, je mnohem del$i, nez u volnych IgG
nebo IgE. To znamend, Ze klinicka reaktivita pietrvava po celou dobu existence protilatek

na senzibilizovanych buiikach [20].

Za piepinani tvorby protilatek B lymfocyty ze tiidy IgE na IgGs je zodpovédny IL-10.
k jeho stimulaci dochazi po navazani protilatky IgGs na FcyRIIb receptor makrofagh.
Ovliviluje také pomér mezi tvorbou IgGs a IgE pfi terapiich alergie a predpoklada se, ze

ovliviiuje vytvareni tolerance vii¢i alergentim [20].

IgA protilatky jsou dilezit¢é pro ochranu sliznic. Tyto protilatky se nachazeji ve
vysokych koncentracich v travicim a dychacim traktu a brani pfistupu alergent a patogenti do

téla tim, ze je vazou a neutralizuji [13].

2.1 Protilatka IgE

Jedna se o monomerni protilatky. Typickym charakteristickym znakem pro tuto
skupinu protildtek je vaznost na vysokoafinitni receptory na povrchu zirnych bunéck
a bazofili. Vazba je zprosttedkovana pfes Fc c¢ast imunoglobulinu, kterd se nachazi na
opacném konci molekuly, neZ je vazebna oblast pro antigen. Fc ¢ast IgE je dulezita pro
interakci s FceRI a FceRII receptory. Tato vazba je vyznamna pro rychlou imunitni odpovéd
na alergeny a vyvolava alergické reakce. Fc ¢ast IgE je bohaté glykosylovana, jsou na ni
pfipojeny oligosacharidové fetézce. Glykosylace md vyznamny vliv na stabilitu, miize
protilatku chranit pfed rozpadem. Déle je diileZita pro spravné rozpoznani a schopnost vazat
se na FceRI a naslednou aktivaci bun€k imunitniho systému. IgE se dale uplatiiuji pfi ochrané
téla pred parazitarnimi infekcemi. Jeho koncentrace v séru se pohybuje okolo 510 mg/ml,
coz je ze vSech imunoglobulini nejméné, procentudlni zastoupeni ¢ini <0,25 %. Biologicky

polocas je také nejkratsi, pohybuje se okolo 2 dni [16, 19, 22].

IgE télo vytvafi proti respiracnim virim. Odpovéd’ téla na virovou infekci muize
zpusobit zesitovani antivirového IgE a mlze byt dlivodem rozvoje astmatu. Proc¢ je tedy IgE
vyhodné pro télo, pokud jej do urit¢é miry poskozuje vyvolanim onemocnéni? Bylo

prokazano, ze IgE mulize byt t€lu prospéSné v mnoha ohledech, a nejen negativnim vyvolanim
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alergickych onemocnéni. V prvni tad¢ IgE =zajistuje obranyschopnost organismu vici
parazitarnim chorobam. Déle bylo také prokazano, ze krevni desticky a eozinofily bojuji proti
parazitim pomoci IgE a FceRI receptori. Proces odstranéni parazith mize byt urychlen
prostiednictvim toxickych granul z efektorovych bunék jako maji napt. eozinofily. Naopak

Spatné se odstrafnuji parazitarni choroby v ptfipadech pti nedostatku IgE [22].

Ptredpoklada se, ze by mohly mit IgE protilatky vyznamnou roli v imunitni odpovédi
na toxiny, jako je napiiklad jed po vcelim bodnuti. T¢lo tedy vylucuje specifické protilatky,
aby rychle odstranilo skodlivé latky. Hypotenze pii reakci snizuje rychlost proudéni krve,

diky tomu toxiny v krvi cirkuluji pomaleji a k cilovym organtim se dostanou pozdéji [22].

2.1.1 Vznik IgE

IgE protilatky jsou produkovany B lymfocyty a plazmatickymi buitkami v reakci na
antigeny, které proniknou do téla a jsou prezentovany antigen-prezentujicimi buitkami (APC),
jako jsou dendritické buiiky, makrofagy nebo B lymfocyty (Obrazek 2). Tyto APC fagocytuji
antigeny aprezentuji jejich fragmenty na povrchu pomoci molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu tfidy II (MHC II). Tento komplex je rozpoznan pomoci
Th2 lymfocytli. Tato imunitni odpovéd je soucasti adaptivniho imunitniho systému
a specializuje se na obranu proti parazitarnim infekcim a alergickym reakcim. Klicovou roli
zde hraji cytokiny IL-4 a IL-13, které iniciuji signdlni kaskadu interakci s receptory na
povrchu B lymfocytl. Tato kaskada, zprosttedkovana Janus kinazou 3 (JAK3) a signalnim
prevodnikem a aktivatorem transkripce 6 (STAT6), je nezbytnd pro pieménu tiidy
imunoglobulini na IgE. K tomu také pfispiva interakce mezi CD40 receptorem na
B lymfocytu a CD40 ligandem na T lymfocytu. IL-4, ktery miiZze byt produkovéan jak
Be2 bunkami, tak bazofily a dalSimi non-T lymfocyty, podporuje diferenciaci naivnich
T lymfocyti na Th2 pomocné lymfocyty, které pak dale podporuji pfechod imunoglobulinii
na IgE. Jakmile B buiky zacnou exprimovat IgE, mohou se rychle diferencovat na
plazmatické bunky, které produkuji specifické protilatky. Tento komplexni proces zahrnuje
genetické pfeuspofadani nazyvané rekombinantni pfepindni tiid, které umoziuje protilatkdm
meénit jejich zpisob plsobeni a polocasy setrvani v séru, pfi¢emz si zachovavaji schopnost

vazat antigen [5, 13, 22].
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IgE-zprostiedkovana Th2 aktivace

Obrazek 2: Produkce IgE B lymfocyty pomoci Th2 lymfocyti aktivovanych APC (upraveno)
[13]

Rekombinantni pfepindni tfid je nevratny proces, pii kterém dochazi k deleci
genovych segmentl kodujicich piivodni tiidy protilatek pfed dosaZenim cilové tiidy. Lidské
B lymfocyty, které jsou IgM/IgD, IgA nebo IgG4 mohou piepnout na IgE, tento proces vSak
neni reverzibilni. Pfechod mize byt bud ptimy z IgM/IgD na IgE, nebo sekvencni, kdy
dochdzi ke zméné tfidy z IgA nebo IgGs na IgE. Sekvencni piechod zahrnuje postupné
pfepinani skrze ostatni tfidy imunoglobulinii. Rekombinantni pfepindni tfid na IgE mulze
probihat jak v sekundéarnich lymfatickych tkanich, tak 1 lokaln€¢ v oblastech jako je nosni
dutina, Zzaludek a dvandctnik. Charakteristiky indukovanych protilatek mohou siln€¢ ovlivnit

vznik a potlaceni alergickych reakei [5, 13, 22].

2.1.2 Struktura a receptory IgE

Imunoglobulin E je tvofen dvéma téZkymi a dvéma lehkymi fetézci, jak jiz bylo
feceno v uvodni kapitole k imunoglobulinim (Obrazek 3). Kazdy fetézec (LC a HC) tvofii
110 aminokyselin, které jsou spojeny disulfidickymi mistky. Hlavni oblasti, kterou se od sebe
jednotlivé molekuly imunoglobulinii 1isi je Fc-oblast. IgE déale postrddd pantovou oblast
v e-fetézci. Strukturné je IgE v Fc-oblasti tvofena Sesti doménami Ce2-Ce3-Ce4 vyskytujicimi
se vdimerni podobé, kazdd doména se tedy vyskytuje dvakrat. Hlavnim znakem, ktery
pomaha odlisit protilatku IgE od IgG je doména Ce2, vyvojem pravdépodobné pantova oblast

u protilatky IgG nahradila doménu Ce2. Protilatka IgE méni svoji konformaci pifi navazani
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receptoru FceRI. Dochazi k jejimu asymetrickému ohybu mezi doménami Ce2-Ce3. Doména

Ce2 se ptiblizuje k Ce4 doméné a muze se ji Castecné dotykat [13, 19].

IgE

Obrazek 3: Struktura IgE (upraveno) [13]

Mezi hlavni dva receptory pro IgE se tadi FceRI (vysokoafinitni IgE receptor)
a FceRlII, také nazyvané CD23 (nizkoafinitni IgE receptor). Vysokoafinitni receptor FceRI je
slozen z tetrameru ofyzna zirnych buiikkdch a bazofilech. Strukturné se jedna o Ctyfi
polypeptidové fetézce, jeden a fetézec, jeden [ fetézec a dva y fetézce, kterou jsou vazané
pomoci disulfidickych vazeb. Jako trimer ay2 se objevuje na burnikach, jako jsou monocyty,
dendritické bunky, eozinofily, krevni desti€ky a buniky hladkého svalstva, sloZzeny z jednoho
a fetézce a dvou y fetézcl. Za okamzitou hypersenzitivni reakci je zodpovédna tetramerni
forma. Hlavni tlohou fetézec o FceRI receptoru je vazat IgE protilatku. K zesileni signalizace
po aktivaci povrchového FceRI na pocatku reakce slouZzi B fetézec. Pfi reakcich mize dojit na
ruznych bunkéch k variabilnim expresim tohoto receptoru, coz muze byt zpisobené tplnou
absenci P fetézce. Signaliza¢ni schopnost tohoto receptoru pak zajistuji dva homodimerni
y fetézce. Aktivace bunky je dosaZzeno pomoci zesitovani tetramerniho FceRI, jejimz
nasledkem je jeji degranulace, dale se uvolni pfedem vytvoiené mediatory, dochdzi k syntéze
lipidovych mediatori, jako jsou leukotrieny (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) a prostaglandiny
(PGD2, PGE2), které zesiluji a udrzuji zanétlivou odpovéd. Dale dojde k uvolnéni
zanétlivych cytokini, jako je TNF-a, IL-4, IL-5 a IL-6. Tyto kroky vedou k mobilizaci
leukocyti, které zhorSuji priibéh alergické reakce. IgE maji k receptoru FceRI vysokou afinitu
a jsou schopné v této vazbé pretrvavat tydny az mésice. Receptor FceRla je tedy plné

nasyceny [13, 22].
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Druhym receptorem je FceRIl, jinak také CD23, které se znacné liSi strukturou
a funkci v porovnani s FceRI (Obrazek 4). Jedna se o integralni membranovy protein typu II
s lektinovou doménou typu C. CD23 se na IgE vaze s mnohondsobné¢ nizsi afinitou nez
receptor FceRI, coZz miize naznaCovat, ze pro CD23 nemusi byt IgE primarnim ligandem.
CD23 se tadi mezi vyznamné regulatory B lymfocytd produkujici IgE, dale ptispiva
k transportu antigenu dovniti buniky, kde jsou antigeny zpracovany a mohou byt prezentovany
na bunééném povrchu prostiednictvim MHC molekul. Strukturou CD23 jsou lektinové
,koncoveé™“ domény, které obsahuji C-koncovou sekvenci, jeji vyznam je ucast ve vazb¢ pro
CD21, coz je koreceptor pro CD23, jehoz zapojenim dochazi k aktivaci B lymfocyt. Vazba
CD23 na IgE probiha na spojnici domén Ce3-Ce4, kde alostericky soupefi o vazbu s FceRI
Existuji dvé izoformy: CD23a a CD23b. CD23a se vyskytuje vyhradné¢ na B lymfocytech,
naopak CD23b se miliZze objevovat na rliznych buiikach, jako jsou T lymfocyty, monocyty,

dendritické bunky, neutrofily a dalsi [13, 19, 22].

IgE a jeho receptory

IgE-alergen
imunokomplex

.

ez — &/

CD23

CD23 Predpokladana IgE-Fc
"ohnuta" konformace

Obrazek 4: IgE ve vazbé na receptory (upraveno) [13]
2.2 Protilatka IgG

IgG je strukturn€é monomerni protilatka (Obrazek 5). Jeji koncentrace v séru se
pohybuje okolo 9 mg/ml, coz je ze vSech imunoglobulinu nejvice a to okolo 70-85 %, jedna
se tedy o nejhojnéji se vyskytujici protilatku lidského téla. Biologicky poloCas rozpadu se

pohybuje okolo 21 dnil, zdlezi na typu podtiidy. Primdrni imunitni odpovéd miize vést
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k tvorbé IgG, avsak typicky je vyrazné zvysSena az v ramci sekundarni imunitni odpovédi pti
opakovaném kontaktu s patogenem. V sekundarni odpovédi je velkd produkce IgG, coz je
zadouci z ne€kolika divodu, véetné vyssi afinity pro antigen, SirSi biologické roli protilatek,
jako je neutralizace patogenl, opsonizace, ¢i regulace imunitni odpovédi. IgG ma dale
ochrannou funkci a je schopny aktivovat klasickou drahu systému komplementu. Skupinu IgG
tvoti Ctyfi podtiidy tohoto imunoglobulinu, a to IgGi, ktery tvoii 65 % z celku, I1gG2, 1gG3
a IgG4. Vyznamnou ulohu v obrané zastupuji IgGo, které chrani hostitele pfed zapouzdienymi
bakteriemi. IgG jsou déle unikatni tim, ze jsou schopné prochéazet pies placentu, tuto
schopnost zadny jiny imunoglobulin nema. Tohoto procesu jsou schopné diky Fc casti
imunoglobulinu, kterd se vaze na specifické receptory umisténé na povrchu placenty.
Vyznamné jsou pii obrané novorozencl, u kterych se vyskytuji v nejvétSim zastoupeni

a chrani je pted infekénimi chorobami [16, 23, 24].

IgG

Fab Pantova

oblast

Fc

Obrazek S: Struktura IgG (upraveno) [25]

2.2.1 Vznik IgG a jejich podtrid

Antigeny vstupuji do naSeho téla rliznymi cestami, stoji za vyvolanim imunitni
odpovédi a tvorby protilatek. Jejich chemické sloZeni a struktura mé vliv na zptlisob, jakym
na$ imunitni systém reaguje. Hlavnim spoustécem tvorby protilatek je antigen, ktery aktivuje
B Ilymfocyty. Tato aktivace muze byt bud pifimd, kdy antigen pfimo interaguje

s B lymfocytem, poptipadé bunkou prezentujici antigen, nebo nepiima, prostfednictvim
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sekundarnich signali, jako jsou cytokiny nebo receptory, naptiklad Toll-like receptory, které
jsou soucasti vrozené imunity. Vznik IgG a jeho pfepinani mezi jednotlivymi podtiidami je
zavislé na typu antigenu a prostiedi, ve kterém imunitni reakce probihd. To dale ovliviiuje
imunitni reakci tak, ze fidi pfepindni tfid imunoglobuling, tedy IgGi, 1gG2, IgGs a IgGa,

z nichz kazda ma specifickou ulohu v obrané organismu [23, 25].

Razné typy antigenti mohou vést k odlisnému piepinani tfid IgG. Naptiklad proteinové
antigeny spoustéji reakci B lymfocytt, které pak primarné prepinaji na tfidy IgGi nebo IgGs,
¢asto za pomoci T lymfocyti prostiednictvim MHC-II komplexti. Naopak polysacharidové
antigeny mohou vést k prepinani na IgG, zvlast pokud neni dostupna pomoc T lymfocyti.
B lymfocyty, které prosly zménou tiidy v priméarni nebo sekundarni reakci, mohou podstoupit
dalsi zménu tfidy, ale tento proces je omezen dostupnosti gent, které nebyly jiz vyfiznuty

v pfedchozim ptepinani [23].

Alergen-specifické IgG je na rozdil od béZného IgG schopné vézat se pouze na
konkrétni alergen, ke kterému maji vysokou afinitu. Tento typ protilatek vznikd pfti
dlouhodobé expozici alergenu a opakovanych alergickych reakcich. Tvorba alergen-
specifického IgG je indukovéana aktivaci specifickych B lymfocyti, které jsou schopné
rozpoznat a vazat se na konkrétni alergeny. Aktivované B lymfocyty se pak diferencuji na

plazmatické buiiky, které produkuji konkrétni IgG proti danému antigenu [26, 27].

2.2.2 Struktura IgG

IgG protilatky se skladaji ze dvou hlavnich casti: Fab oblasti, zodpovédné za vazbu na
antigeny, a Fc oblasti, kterd interaguje s ostatnimi ¢astmi imunitniho systému (Obrazek 6).
Kazdad molekula IgG se sklada ze dvou tézkych a dvou lehkych fetézcl, spojenych
disulfidovymi vazbami. Tézké fetézce maji jednu variabilni doménu (VH) a konstantni
(CH1, CH2, CH3) domény, lehké fetézce jsou slozeny z jedné variabilni (VL) a jedné
konstantni (CL) domény. Tyto domény se spojuji a vytvareji Fab oblast, kde je lokalizovano
misto vazajici antigen. Genové preusporadani a mutace vytvareji rozmanitost v oblastech
vazajici antigen, jsou znamé jako oblasti urcujici komplementaritu (CDR). Fc oblast,
umisténa v dolnim pantu adoménich CH2/CH3, interaguje s imunitnimi buikami
a efektorovymi molekulami a ovliviiuje funkce, jako je fagocytéza a aktivace komplementu

[25].
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IgG podtridy

TOYWC

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

Obrazek 6: Struktura IgG podtrid se zamérenim na rozdily v pantové oblasti (upraveno) [13]

Existuji také rtizné varianty téchto IgG, nazyvané alotypy, které se lisi v urcitych
oblastech proteint. Struktura ctyt typa lidskych IgG je velmi podobnd az v 90 %
aminokyselinovych sekvencich, ale s odliSnostmi v pantovych oblastech a CH2 doménach.
Tyto odliSnosti ovliviyji jejich schopnost vazat se na rizné molekuly a receptory, coz
ovliviiyje jejich funkci. Rozdily jsou nejvice patrné v oblasti CH2 a CH3, které jsou dilezité
pro vazbu na rizné molekuly. V blizkosti oblasti CH2 je misto, které je klicové pro ucinky
IgG na imunitni buniky, protoZe se zde vaZou na receptory imunitniho systému, a diky tomu
jsou schopné odstranovat infikované bunky. Existuje také misto pro glykosylaci, coz je proces
pridani cukrti k proteintim, ktery mtze ovlivnit schopnost IgG vazat se na jiné molekuly.
Rozhrani mezi CH2 a CH3 obsahuje misto, kde se IgG vaze na FcRn receptor, coz ovliviiyje,
jak dlouho zlstavaji IgG v téle a jak se pfenaSeji do rliznych casti téla, jako je placenta nebo
sliznice. Tato oblast ma malé rozdily mezi riznymi typy IgG. Tyto rozdily mezi IgG se
projevuji v jejich schopnosti pfipojovat se k riznym molekulam, jako je komplement nebo
receptory na buiikdch imunitniho systému, coz ovliviiuje jejich ucinnost pii ochrané téla [18,

23, 25].

Pantova oblast hraje kli€ovou roli ve struktufe a funkcnosti protilatky IgG. Tvofri
flexibilni linker mezi rameny Fab a Fc ¢asti. Jeji délka a flexibilita jsou vSak proménlivé mezi
jednotlivymi podtifidami IgG, coz ma disledky pro konformace a interakce s dal$imi
molekulami. U IgG; vykazuje pantova oblast vysokou flexibilitu. Naopak IgG, ma kratsi
pant, coz mu poskytuje mensi flexibilitu. Navic IgG> ma pevnéjsi strukturu diky extra
disulfidovym mistkiim, coz jesté vice limituje jeho flexibilitu. IgG4 ma také krats$i pant nez
IgGi, ale jeho flexibilita je mezi IgGi a IgGz. Nejvétsi odliSnost v délce a struktufe pantu
vykazuje IgGs, kterda ma az Ctyfikrat delSi pant nez ostatni podtiidy. Jeho délka vyrazné

ovlivituje flexibilitu molekuly IgGs a umoznuje vétsi oddaleni Fab a Fc Casti. Rozdily ve
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flexibilité pantové oblasti se promitaji do schopnosti podtiid IgG vazat se na receptory FcyR.
Tato variabilita dale ovliviiuje schopnost protilaitek vazat antigen a formovat imunitni
komplexy. Celkové tedy strukturni vlastnosti pantové oblasti IgG hraji vyznamnou roli
v biologickych funkcich protilatek a jejich interakcich s dalSimi slozkami imunitniho systému

[23, 25].

2.2.3 Receptory IgG

Fc receptory (FcR) jsou dilezité pro funkce protilatek v imunitnich bunkéch, jako je
ochrana pred bakteriemi a fagocytdéza. Lidé maji nékolik typt Fc receptorti, vcetné
aktivujicich receptortt FcyRI, FcyRIIa, FcyRlIlc, FcyRIlla a inhibi¢niho receptoru FcyRIIb.
Receptor FcyRI (CD64) ma vysokou afinitu k imunoglobulinu G (IgG) a nachdzi se na
riznych typech bunék, jako jsou monocyty, makrofagy, eozinofily, dendritické buiky
a neutrofily po aktivaci. Jeho role v imunitni odpovédi zistava nejasna, ale studie naznacuji
ucast v zanétu a autoimunitnich reakcich. FcyRI mize také zvysSit prezentaci antigent
MHC II. Mechanismus, jakym cytokiny méni vazebnou kapacitu FcyRI, neni zcela jasny, ale
muze zahrnovat zmény v jeho konformaci, dynamice a organizaci v membrané. FcyRI se
nachazi na makrofazich, neutrofilech, eozinofilech a dendritickych bunkach. FcyRIla (CD32)
je exprimovan na stejnych bunkéch, plus na krevnich desti¢kach a Langerhansovych burikach.
FcyRIIl (CD16) ma dva typy, FcyRlIlla je pfitomen na buikach pfirozenych zabiject
a makrofazich. Inhibi¢ni Fc gama receptor FcyRIIb se vyskytuje na B lymfocytech, Zirnych
buitkach, makrofazich, neutrofilech a eozinofilech, a také na konvencnich dendritickych

bunikach a ma nizkou afinitu k IgG [24, 28, 29].

Studie také ukazaly, ze IgGi a IgGs se vyhradné vaZzou na FcyRI jako monomery,
zatimco IgG2 neprojevuje afinitu k Zddnému FcyR. IgGs se vaze na FcyRI a také na FcyRIlla.
Navic, IgG-IC (imunokomplexy) maji schopnost interagovat s riiznymi FcyR, s preferenci
k nizkoafinitnim receptorim FcyRlIla, Illa a IIb, které jsou povazovany za hlavni efektory
FcyR na imunitnich bunikach. Velikost IgG-IC je také dulezita, pfiCemz vétsi komplexy

v

vykazuji silngj$i interakcei s nizkoafinitnimi lidskymi FcyR neZ mensi komplexy [28, 29].

2.2.4 Podtridy IgG a jejich biologicky vyznam

Rozdily se projevuji v opsoniza¢nich vlastnostech, vazbé na komplement a délce jejich
aktivity. Jediné vyznamné odliSnosti mezi jednotlivymi podtfidami se nachazeji v oblasti

pantu a N-termindlni doméné. Podtfidy, nazyvané izotypy, mohou mit razné varianty
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nazyvané alotypy, které se obvykle nachazeji v konstantnich oblastech tézkych a lehkych

fetézcu [18].

Nejhojnéji se ve tiidé imunoglobulinu G vyskytuje IgGi, jehoz zastoupeni v plazmé
¢ini 60-70 %. Tato podtiida protildtek indukuje imunitni odpovéd’ proti rozpustnym
proteinovym antigeniim a membranovym proteinim, Uc€astni se pfi obrané proti virovym
infekcim. Jelikoz IgGi je v plazmé v nejvétSim zastoupeni, jeji nedostatek vede k celkové
snizené koncentraci IgG, tento stav se oznacuje jako hypogamaglobulinémie. Celkova snizeni
koncentrace IgG spojena s deficity IgGi v kombinaci sjinymi podtfidami mize byt

zdivodnéna recidivujicimi infekcemi [23, 25].

Zastoupeni podtiidy IgG> v plazmé se pohybuje okolo 20-30 %. Jejich primarni roli je
ochrana téla pted bakteridlnimi infekcemi. Reaguji pfedevsim s bakterialnimi kapsularnimi
polysacharidovymi antigeny. Nedostatek IgGz je tedy spojovan s vyS$$i nachylnosti k témto

onemocnénim [23, 25].

IgGs je podtiida protilatek s kratkym biologickym polocasem, ktera se v téle vyskytuje
pfi vzniku zanétu. Déle se spolu s IgG: Ucastni obrany pfed virovymi infekcemi, kdy se
sekretuji diive. Snizené hladiny IgG; jsou spiSe spojeny s deficity jinych podtiid IgG.
Celkové zastoupeni v plazmé je 5-8 % [23, 25].

K tvorbé IgGs Casto dochazi pii opakovaném nebo dlouhodobém vystaveni alergenu.
Jejich zastoupeni v plazmé je nejmensi, a to 1-3 %. AvSak u jedincl, ktefi podstoupili
imunoterapii mize dojit ke zvysSené tvorbeé IgGs, coz mize vést ke zvySeni procentudlniho

zastoupeni. Dale infekce hlisty a vldknitymi parazity ovliviiuje jejich tvorbu [23, 25].

Alergen-specifické IgG mé blokujici a neutraliza¢ni funkci, které ovliviiuji interakce
s alergenem a umoznuji tlumeni alergickych reakci. Alergen-specifické IgG, zejména 1gGa,
muZe branit vazb¢ alergent na IgE receptory na povrchu senzibilizovanych bungk, jako jsou
zirné bunky a bazofily. Vazbou alergen-specifického IgG na alergen dochazi k jeho
neutralizaci. Timto zpiisobem mohou IgG4 protilatky sniZovat alergické reakce tak, ze blokuji
interakce mezi alergenem a IgE, coz je dilezity krok pti spousténi alergickych reakci. Vysoké
hladiny alergen-specifického 1gG4 byly spojovany s toleranci viic¢i alergenim u nékterych

jedinct, coZ naznacuje moznou roli téchto protilatek v regulaci alergickych reakcei [26, 27].
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V praxi se vyuziva alergenové imunoterapie oznacované také jako alergen-specificka
imunoterapie (AIT), kterd mtze vést ke zvySeni hladin alergen-specifického IgG a IgGs a tim

pomahat ke sniZeni citlivost na alergeny [26].

3 Afinita a avidita protilatek

Afinita a avidita jsou pojmy, které popisuji silu vazby mezi protilatkou a antigenem.
Kazdy z nich se vSak zaméfuje na jiny aspekt této interakce. Afinita protilatky, také znama
jako vazebna afinita, je sila interakce mezi vazebnym mistem na protildtce a specifickym
epitopem na antigenu. Jedna se o monovalentni vazbu, coZ znamend, zZe se zkouma vazba
jednoho vazebného mista na jeden epitop. Stru¢né feCeno se afinita tyka sily jedné vazby
mezi protilatkou a jednim epitopem antigenu. Afinita se vyjadiuje rovnovaznou konstantou,

ktera kvantifikuje tuto vazebnou silu [30].

Avidita protilatky predstavuje celkovou silu vSech interakci mezi protilatkou
a antigenem. Avidita je ovlivnéna nékolika faktory, zejména multivalentni vazbou, coz je
schopnost protilatky vazat se na vice epitopil antigenu najednou. Cim vé&t$i je podet
vazebnych mist pro antigen na imunoglobulinu, tim vétsi je potencidlni avidita, protoZze mize
soucasné vazat vice epitopl na jednom antigenu, pokud je antigen multivalentni. V souhrnu
se tedy avidita tykd celkové sily vSech vazeb mezi protilatkou a antigenem, piicemz

zohlediiuje moznost multivalentni vazby [30].

Afinita lze popsat rovnovaznou konstantou (Kd), pomoci které se méfi afinita
protilatek k antigeniim. Charakteristickd je pro ni schopnost reverzibilni vazby protilatky na
antigenni determinantu na antigenu. Tento parametr poskytuje dilezité informace o stabilité
asile vazby mezi protilatkou a antigenem. NiZ§i hodnota Kd indikuje vyssi afinitu, tedy
tésnéjsi a stabilnéjsi vazbu mezi protilatkou a antigenem. Naopak vyssi hodnota Kd naznacuje
slabsi vazbu, kde protilatka a antigen snadnéji disociuji. Hodnota Kd v nanomolérnim nebo
pikomolarnim rozsahu naznacuje silnou afinitu, zatimco vyS$§i hodnoty v mikromolarnim
nebo vysSim rozsahu naznacuji slabsi afinitu. Pro vétSinu aplikaci jsou idedlni Kd hodnoty
v nizkém nanomolarnim (10 M) nebo dokonce pikomolarnim (10°'?> M) rozsahu. Protilatky
s témito hodnotami maji vysokou afinitu a jsou schopné tvofit stabilni komplexy s antigeny.
Kd hodnoty pro IgE-alergen interakce se typicky pohybuji v rozmezi koncentraci
102 - 10° M. Kd hodnoty pro IgG protilatky se rovnéZ pohybuji v rozmezi koncentraci

102 — 10® M. Hodnoty Kd se mohou lisi v zavislosti na konkrétnich antigenech v reakci. IgE
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protilatky maji obvykle afinitu v podobném rozsahu jako IgG protilatky, ale Casto s nizsi

afinitou, coz odpovida jejich uloze v okamzité alergické reakci [31, 32, 33]

Kazda protilatka ma vice vazebnych mist, na které se mohou antigeny vazat.
Naptiklad nejcastéjsi typ protilatka IgG mé dvé vazebna mista na jednu molekulu antigenu.
Rovnovazna konstanta miize tedy udavat vztah mezi tvorbou monovalentniho komplexu
antigen-protilatka, ktery se oznacuje jako vnitini afinita. Dale mohou vznikat také komplexy
vyssiho fadu, kdy se mohou na jednu protilatku vazat dva i vice antigenti. Oznacuji se pak
divalenty nebo multivalenty. Pfi multivalentnich interakcich je pouZivané oznaeni pro
rovnovaznou konstantu avidita, kterd obvykle pfevySuje odpovidajici vnitini afinitu, nékdy
1 vyrazné. Nicméné tyto interakce nejsou vzdy jednotné a mohou se lisit z n€kolika divoda.
Prvnim diivodem je moZnost opakovaného vzniku vazeb mezi protilaitkou a antigenem.
Dalsim faktorem je rozdilnost sily vazeb mezi prvni a kazdou nasledujici vazbou
v komplexech. Dilezita je tady vnitini afinita, a ne avidita, kterd poskytuje jednoznacny

zaklad pro porovnani protiladtek produkovanych v riznych fazich imunitni odpovédi [31, 34].

3.1 Afinitni zrani

Afinitni zrani neboli maturace je proces, ktery probihd béhem adaptivni imunitni
odpovédi a vede k vyvoji protilatek s vySsi afinitou a specifitou k antigenu. Na pocatku
imunitni reakce jsou produkované nizkoafinitni protilatky tfidy IgM, postupné se vSak
vyvijeji protilatky s vyssi afinitou tfidy IgG a IgA. Proces mutace probiha hlavné
v lymfatickych uzlinach a slezing, kde dochazi k selekci a evoluci B lymfocytd, ktera vede ke

zméné tiidy imunoglobulint a produkci protilatek s vyssi afinitou [31, 34].

Afinitni zrani zacind aktivaci B lymfocytl, k cemuz dochazi, pokud B-bunécné
receptory rozpoznaji a navazi specificky antigen. Po této reakci vstupuji B lymfocyty do
germindlnich center v lymfatickych uzlinach, kde podléhaji dvéma hlavnim procesiim, a to
somatické hypermutaci a afinitni selekci. Pfi somatické hypermutaci se zavadi nahodné
genetické mutace do gent kodujicich protilatky, tyto oblasti koduji vazebna mista pro antigen
a jsou zndma jako oblasti urcujici komplementaritu. Tento proces vede k produkci variant
protildtek s rtznou afinitou k antigenu. Nésledné tyto mutované bunky vystavuji na svém
povrchu upravené B-bunétné receptory a soutézi o preziti na zéklade jejich vazebné afinity
k antigenu. Bunky s nejvyssi afinitou jsou vybrany a mohou proces opakovat, zatimco ty
s niz8i afinitou podléhaji apoptoze. Tyto procesy mohou trvat az nékolik tydnl po vystaveni

organismu infekci ¢i vakcinaci. Protilatky vznikajici v reakci na infekci nebo vakcinaci maji
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na pocatku nizkou afinitu k antigenu, ktery reakci vyvolal. Naopak protilatky, které vznikaji
pozdéji, maji ke stejnému antigenu vyssi afinitu. Touto zménou v sile afinity se za¢nou tvorit
protilatky, které jsou afinitné zralé. Tento cyklicky proces vede k produkci B lymfocyta
s optimalni afinitou k antigenu, které se pak mohou diferencovat na plazmatické bunky

produkujici protilatky nebo pamétové B bunky [31, 35].

Afinitni zrani je dilezité pro efektivni fungovéani imunitniho systému a ma Siroké
uplatnéni v mediciné a biotechnologii. Tento zakladni proces umoziuje adaptivnimu
imunitnimu systému u¢inné se prizplsobit a bojovat proti patogentim, ¢imz zvysuje schopnost
imunitniho systému neutralizovat infekce. Piirodni afinitni zrani se vyuziva pii vyvoji vakcin
a protilatkovych terapeutik, coz umoziiuje vytvafeni protilatek s vysokou afinitou pro
specifické antigeny. Moderni technologie umoziuji replikovat tento proces in vitro pomoci
genetickych mutaci a selekce, coz vede k vyvoji vysoce ucinnych protilatek pro pouziti
v 1é¢be rakoviny, autoimunitnich onemocnéni a infekénich chorob. Tento proces poskytuje

zaklad pro vyvoj novych terapeutickych a diagnostickych nastrojt [34, 35].

3.2 Interakce mezi alergenem a protilatkou

Reakce alergen-protilatka je zakladnim procesem imunitni odpovédi. Tato reakce
muze byt organismu prospéSnd v podobé imunitni reakce, nebo Skodliva pfi
imunopatologickych reakcich. Interakce je zalozena na vloZeni antigenniho epitopu do
Stérbiny tvofené svinutym tézkym a lehkym fetézcem imunoglobulinu v misté, kde se vaze
antigen na protilatku. Tato oblast je velmi specifickd a umoZiuje presné vazby. Nekteré
epitopy dokonale zapadaji do této Stérbiny, coz se oznacuje jako interakce ,,zdmek a kli¢*.
Tyto epitopy se vazou na protilatku s vysokou afinitou, coz znamena, Ze jsou vazany velmi
pevné a stabiln€. Jiné epitopy mohou byt vazany pouze volné, coz vede k interakci s nizkou

afinitou [36, 37].

Nékteré interakce antigen-protilatka lze pfimo vizualizovat, pokud je antigen
dostate¢né velky, aby byl viditelny pouhym okem nebo pod mikroskopem. Vazba mezi
antigenem a protilatkou mize vést k tvorbé viditelnych srazenin nebo aglutinati. VéEtSina
interakci antigen-protilatka je vSak neviditelnd pouhym okem a k jejich detekci se pouZzivaji

sekundarni ,,systémy indikatord* v sérologickych testech [37].

Technika rentgenové krystalografie je ¢asto vyuzivana k vytvofeni experimentdlnich

modeld komplext alergen-protilatka, coz umoziuje detailni popis epitopil, paratopll a jejich
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chemickych interakci. Provedeni této techniky mtze byt naro¢né, poskytuje vSak nejpiesnéjsi
popis interakci mezi alergeny a protilaitkami. Analyza téchto struktur ukdzala, ze protilatky
maji Sest oblasti urcujicich komplementaritu, které tvoii paratop, tedy ¢ast protilatky, ktera
rozpoznava a vaze se na epitop alergenu. Epitopy interaguji s paratopy prostiednictvim
ruznych chemickych vazeb, vcetné kovalentnich (vodikové vazby) a nekovalentnich vazeb
(hydrofobni, van der Waalsovy a -elektrostatické interakce). Van der Waalsovy sily
a vodikové vazby jsou dilezité pro pocatecni kontakt mezi alergenem a protilatkou. Tézké
fetézce protilatek jsou zodpovédné za vétSinu vodikovych vazeb pii téchto interakcich, coz

poukazuje na jejich dilezitost v rozpoznani alergent [36, 38].

Flexibilita protilatek ma dilezitou roli v jejich schopnosti rozpoznévat a véazat se na
ruzné antigeny. Konformaéni zmény v oblastech ur€ujicich komplementaritu umoznuji

nezralym protildtkhm rozpoznat S$irS$i spektrum antigenii. Zralé¢ protilatky se stavaji

wewv

3.3 Studium afinity protilatek pomoci riznych metod

3.3.1 Metoda ELISA

Metoda ELISA (enzymové védzany imunosorbentni test) je Siroce rozSifeni metoda
v imunologickém vyzkumu, kterd umoziuje detekci a kvantifikaci specifickych interakci
mezi antigeny a protilatkami. Aviditni ELISA rozSifuje zakladni princip této techniky

0 hodnoceni stability imunokomplexii [39].

Postup zacina ptipravou mikrotitracnich desticek, které jsou chemicky modifikovany
glutaraldehydem pro stabilizaci proteinii. Poté jsou jednotlivé jamky naplnény roztokem
antigenu, ktery se inkubuje s protilatkami pii nizké teplot€¢ po dobu 20 hodin. Desti¢ky jsou
poté dikladné promyty PBS-T pufrem a néasledné blokovany blokovacim roztokem, aby se
zabranilo nespecifické vazb€. Samotnd analyza avidity zacina aplikaci riznych koncentraci
chaotropniho ¢inidla (NH4SCN) do jednotlivych jamek. Tato ¢inidla rusi slabé vazby mezi
antigenem a protilatkami, zatimco silné vazby ziistavaji nedotCeny. Po kratké inkubaci jsou
desticky opét promyty a nasledné¢ se pridava sekundérni protilatka znacend kienovou
peroxidazou, ktera se vaZze na primarni protilatky. Dalsi promyvani desticek je néasledovano
pfidanim substratu pro peroxiddzu, ktery zaina reagovat a vytvaii barevnou reakci. Tato

reakce je po urcité dob¢ zastavena piidanim kyseliny sirové a méfenim absorbance u kazdé
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jamky pomoci spektrofotometru. Naméfend data jsou poté vyhodnocena a zpracovana

graficky [39, 40].

Aviditni ELISA je osvéd¢ena metoda pro hodnoceni avidity protilatek, znama svou
spolehlivosti a presnosti a poskytuje informace o stabilit¢ a pevnosti interakce mezi antigeny
a protilatkami. Tato technika je nejen relativné jednoduchd a cenové dostupna, ale také
umoziuje presné meétfeni avidity diky pouziti rtznych chaotropnich c¢inidel a jejich
koncentraci. Vysledky ziskané pomoci ELISA jsou srovnatelné s vysledky z jinych metod,
jako je dot blot, s vysokou korelaci. Hlavni vyhodou ELISA je jeji dostupnost a snadna

vvvvvv

plasmonova rezonance [39, 40].

3.3.2 ImmunoCAP

ImmunoCAP je metoda oznaCovand za zlaty standard v detekci alergenti. Jedna se
o fluorescenéni enzymovy imunotest (FEIA), ktery se vyznacuje vysokou detekéni citlivosti
aneni ovlivnén pritomnosti specifickych protilatek IgG, které by mohly ovlivnit vysledky

testu, coz zajistuje presnost a spolehlivost méteni 1 v jejich pritomnosti [41].

Jednou z hlavnich vyhod metody ImmunoCAP je jeji vysoka citlivost a specifita. Diky
tomu dokaZe detekovat alergen-specifické IgE protilatky s velkou ptesnosti. Test je schopen
identifikovat jak protilatky s vysokou, tak s nizkou afinitou, coz z n¢j €ini univerzalni nastroj
pro rizné diagnostické potieby. ImmunoCAP déale umoziuje kvantitativni méteni hladin IgE
protilatek, coz je diileZité pro monitorovani pacientli a hodnoceni G¢innosti 1é€by. Navzdory
svym vyhodam méa ImmunoCAP i n€kolik nevyhod. Jednou z nich je vysoka cena testu, ktera
muze omezovat jeho dostupnost, zejména v rozvojovych zemich. Dalsi nevyhodou je nutna
delsi doba pro vyhodnoceni, coz miize byt problém v akutnich ptipadech, kde je tfeba rychla
diagnostika. V né&kterych ptipadech mohou byt vysledky testu ovlivnény piitomnosti
specifickych IgG protilatek, coz miize vést k faleSné pozitivnim nebo negativnim vysledkim.
Ackoli ImmunoCAP minimalizuje tyto interference, Uplné odstranéni tohoto problému neni

mozné [42, 43].

Test zaCind odberem krve, ktery je soucasti rutinniho vySetieni. Sérum z téchto vzorki
se nasledn¢ pouziva pro analyzu. ImmunoCAP vyuziva technologii chemiluminiscence, kde
specifické IgE protilatky v séru pacienta reaguji s alergenem navazanym na pevnou fazi. Po
navazani IgE se pfidd enzym znacend protilatka proti lidskému IgE, kterd po pfidani substratu
produkuje svétlo. Intenzita svétla je pfimo tumérnd mnozstvi specifickych IgE protilatek
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ptitomnych v séru. Hodnoty sIgE mimo méfitelné rozmezi analyzétoru (0,10-100 kU/L) byly
upraveny tak, aby byly pouzitelné pro statistickou analyzu. Vysledky méfeni jsou
kvantifikovany v jednotkdch kUA/L (kilo jednotek alergen-specifického IgE na litr).
Stanovené hranicni hodnoty umoznuji klasifikovat pacienty na senzibilizované
anesenzibilizované na dany alergen. Podle protokolu ImmunoCAP jsou vysledky
interpretovany nasledujicim zptisobem: hodnoty v rozmezi 0-0,34 kUA/L jsou povazovany za
negativni, coZ znamena, ze pacient neni senzibilizovan na dany alergen. Hodnoty vyssi nez

0,35 kUA/L jsou povazovany za pozitivni, coz indikuje senzibilizaci na dany alergen [42, 44].

V klinické praxi se ImmunoCAP pouziva predevsim pro diagnostiku potravinovych
alergii, alergii na pyly, jedy hmyzu a dalSich specifickych alergii. Naptiklad v ptipade
pacientl s anafylaxi zplsobenou alergii na pSenici byla mira detekce ImmunoCAP 100 %.
ImmunoCAP je také uziteCny pro monitorovani priabéhu alergickych onemocnéni a ucinnosti

alergen-specifické imunoterapie (AIT) [42, 43].

3.3.3 Povrchova plasmonova rezonance

Povrchova plasmonova rezonance (SPR) je pokrocila technika, kterd umoznuje
studium intermolekularnich interakci a méfeni jejich afinity, avSak neni efektivni pro
molekuly s velmi vysokou afinitou (v rozsahu nizkych pikomoldrnich aZz femtomolarnich
koncentraci). Od svého vzniku nasla Siroké uplatnéni v riznych védeckych a lékaiskych
oborech, vcetn¢ biochemie, imunologie a diagnostiky. Hojné se vyuzivda k detekci
a charakterizaci intermolekularnich interakci. Je idedlnim nastrojem pro méfeni afinity mezi
molekulami, coz je velmi dileZité pro pochopeni jejich biologické funkce. Tato technika
umoziuje nejen identifikaci interakci, ale také kvantifikaci jejich sily a kinetiky bez nutnosti
oznacovani analyzovanych latek. Jednou z hlavnich aplikaci SPR je studium interakci mezi
antigeny a protilatkami. Dale je také efektivnim néstrojem pro sledovani produkce protilatek,

detekci specifickych protilatek a méteni jejich afinity k antigentm [40, 45].

Senzory SPR jsou pokrocilé nastroje schopné detekovat zmény v indexu lomu
v detekéni oblasti na SPR senzorovém Cipu, ktery je pokryty zlatym filmem o tloustce
pfiblizn€ 50 nm. Proces SPR zacina imobilizaci prvni slozky, napt. antigenu, na povrch SPR
¢ipu. Nasledné je tento Cip vystaven druhé slozce, napft. protilatce, ve vzorku. Pii interakci
protilatky s antigenem dochazi ke zméné refrakéniho indexu na povrchu ¢€ipu. Tato zména je
detekovdna jako odchylka v odrazeném svétle. Vysledné zmény jsou analyzovany

a kvantifikovany pomoci specializovaného softwaru, ktery generuje senzorgramy.
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Senzorgramy jsou grafy zobrazujici zménu signalu v ¢ase, coz umoziuje podrobnou analyzu

kinetiky a sily interakce mezi analyzovanymi molekulami [45].

V ramci analyzy pomoci metody Zobrazovaci povrchova plasmonova rezonance
(SPRi) byl proveden vyzkum s pouzitim piistroje SPRi-Plex vyvinutého spolecnosti Horiba,
ktery monitoruje zmény odrazu v jediném uhlu dopadu. Bioc¢ip byl nasycen PBS-PVP-Tw
pufrem a nasledn¢ na néj byly aplikovany protilatky v rtiznych koncentracich. Pro kazdou
analyzu byly specifické protilatky aplikovany na bioCip, kde byly jednotlivé alergenové
skvrny vybrany a identifikovany. Po injekci a reakci protilatek byl bio€ip promyt bézicim
pufrem a nasledné regenerovan 0,1 M glycin HCI pro dalsi analyzy. Negativni kontroly byly
provedeny pomoci skvrn Bet v1 (alergen pylu bfizy) a lidského sérového albuminu (HSA).
Minimélni potfebnd koncentrace protilatek pro detekci u SPRi se pohybovala mezi
80-100 ng/ml. SPRi nabizi rychlejsi detekci bez nutnosti znaceni protilatkou s nizsi spotiebou
biologickych ¢inidel. Zatimco klasickd SPR je zaméfena na kvantitativni méfeni kinetiky
a afinit protildtek, SPRi poskytuje navic schopnost vizualizace a zobrazovani interakci na

povrchu senzoru [40].

SPR nasla vyznamné uplatnéni i v oblasti alergologie. V riznych studiich byla pouzita
napiiklad k charakterizaci anti-IgE protilatek, nebo k detekci volného sérového IgE
asledovani aktivace bazofill u alergickych pacientd. Tyto studie ukazuji, Ze SPR muzZe
poskytovat cenné informace o imunitnich reakcich a pomahat pfi vyvoji novych
diagnostickych a terapeutickych metod. SPR je rovnéz uzite€na pii sledovani zmén v afinité
protilatek béhem imunoterapie a poskytuje diilezité informace pro hodnoceni jeji ucinnosti

[40, 45].

Studie zabyvajici se méfenim afinity protilatek pifi diagnostice alergii porovnavala
vyuziti metody ELISA a SPRi. Metoda ELISA byla povazovana za referen¢ni metodu. Test
ukézal, ze SPRi miize selektivné vézat antigeny bez zkifizenych reakci s jinymi proteiny.
Intenzita signalu v SPRi odpovidala mnoZstvi navazanych protilatek. Byla také zkouména
kinetika vazby, ktera ukdzala, ze vazba mezi antigeny a protilatkami je silnd a specificka
s minimalni nespecifickou vazbou na jiné proteiny. Pro detekci bylo v ELISA potieba
minimalné 10 ng/ml protilatek, zatimco v SPRi bylo potfeba 80-100 ng/ml. To znamena, Ze
citlivost SPRi je pfiblizn¢ 8—10krat niz§i nez u ELISA. SPRi je tedy uzitecnd metoda pro

vizualizaci a analyzu specifickych vazeb mezi antigeny a protildtkami, ale neni tak citliva
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jako ELISA. Citlivost metody je vSak zavisld na afinité protilatek, pficemz ELISA 1épe
funguje pro protilatky s vyssi afinitou [40, 46].

3.3.4 DOT-ELISA

DOT-ELISA je varianta klasické ELISA metody. Jedna se o semikvantitativni metodu,
ktera umoziiuje soucasnou detekci vice alergenti pomoci nitrocelul6zové membrany potazené
riznymi alergeny. Tato metoda neni finanéné naro¢na, je rychla, citliva, vyzaduje malé
mnozstvi vzorku a je vhodnéd pro Casny klinicky screening. Jeji hlavni nevyhody zahrnuji
dlouhé trvani testu a nemoznost presného kvantitativniho méfeni. Pfi porovnani, klasicka
metoda ELISA poskytuje kvantitativni méteni sIgE a umoziiuje zesileni signalu pomoci
avidinu a biotinu, ¢imz zlepSuje analytickou citlivost. Nicméné, omezena plocha potahu

desticky ELISA a moZznost interference tIgE mohou ovlivnit vysledky [41, 47].

Principem metody je pipetovani alergenii na nitrocelul6zovou membranu v malych
bodech, tzv. ,,dotech®, odtud také pochéazi ndzev metody. Membrana se nasledné vysusi, ¢imz
se alergeny pevné pfichyti k jejimu povrchu. Membrana se dale inkubuje se vzorkem
obsahujicim protilatky. Nasleduje promyti promyvacim pufrem a inkubace se sekundarni
protilatkou znacenou enzymem. Po opétovné promyti se piida substrat, ktery je katalyzovan
enzymem, tato rekce vede ke zménég barvy, ktera je vizualnim indikatorem. Intenzita barvy je

umérnd mnoZzstvi vazanych protilatek, coZ umoziuje kvantitativni analyzu [41, 47].

Afinita testovanych monoklondlnich protilatek v této studia byla hodnocena metodou
DOT-ELISA pomoci afinitniho indexu. Afinitni index je koncentrace chaotropniho ¢inidla
(NH4SCN — thiokyanatan amonny), pii které se signdl imunitniho komplexu snizi na 50 %
puvodni hodnoty. Chaotropni ¢inidlo je latka, ktera je schopna uvolnit specifické vazby mezi
alergenem a protilatkou. Rozsah méfeni je od 0 M do 2 M NH4SCN. Protilatky s vysokou
afinitou (> 10 M) zlistavaji pevné vazané k antigenu i pti vysoké koncentraci chaotropniho
¢inidla (2 M NH4SCN). Signal se vyznamné nesnizi, coz znamend, Zze komplex je velmi
stabilni. Protilatky se stfedni afinitou (10 — 10 M) odolaji nizs§i koncentraci chaotropniho
¢inidla (1 M NH4SCN), ale jejich vazba je naruSena pii vyssi koncentraci (2 M NH4SCN).
Signal se snizi pfi vyS$§i koncentraci, coZ ukazuje na stfedni stabilitu komplexu. Protilatky
s nizkou afinitou (< 10 M) nejsou schopné odolat ani nizsi koncentraci chaotropniho ¢inidla

(1 M NH4SCN). Signal se vyrazné snizi, coz znamena, Ze komplex je méné stabilni [47].
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3.3.5 Metoda microarray pro simultanni kvantitativni detekci sIgE a sIgGy

Tradi¢ni diagnostické metody se zaméfuji na méfeni specifického IgE (sIgE) proti
riznym alergeniim. Nicmén¢, soucasny vyzkum zdaraznuje roli imunoglobulinu G4 (IgGa).
Metoda zaloZené na microarray byla vyvinuta v Engelhardtové institutu molekularni biologie
Ruské akademie véd. Tato technologie vyuzivd hydrogelové mikro€ipy s imobilizovanymi
alergeny a umoznuje soucasnou detekci sIgE a slgGs pomoci fluorescencnich barviv CyS5
a Cy3. Imunologické testy na mikroCipech mohou identifikovat az 31 riznych alergent

z jednoho vzorku krevniho séra [47, 49].

Hydrogelové mikro€ipy pro analyzu pomoci této metody byly vyrobeny podle piesné
definovanych protokoll pro ucely této studie. Kazdy mikro¢ip obsahoval gelové polstarky
o praméru 80 mikront, na které byly imobilizovany rizné alergeny a smési protilatek. Tyto
polstatky byly uspofadany tak, aby zahrnovaly hlavni skupiny alergent: pyl, domacnost,
epidermalni, potravinové, houbové a hmyzi jedy. Pro analyzu byly mikroCipy inkubovany se
vzorky krevniho séra pii 37 °C po dobu 20 hodin. Po promyti byly mikroCipy oSetfeny
vyvijecim roztokem obsahujicim fluoroforem znacené protilatky anti-IgE-Cy5 a anti-IgGs-
Cy3. Po hodinové¢ inkubaci byly mikroCipy opét promyty a nasledné byla méfena intenzita
fluorescence pomoci dvouvlnového mikroc¢ipového analyzatoru. Kalibraéni kiivky byly
vytvofeny pomoci standardnich vzorkl séra s definovanymi koncentracemi sIgE a sIgGa.
Fluorescencni signaly ziskané z mikroCipovych polStatkli byly porovnany s témito
kalibra¢nimi kfivkami, aby bylo mozné piesné urcit koncentrace protilatek ve vzorcich. Tento

proces zajistuje vysokou pfesnost a spolehlivost méteni [48].

Metoda byla testovana na 152 vzorcich krevniho séra od pacientd s rtuznymi
alergickymi onemocnénimi a zdravych darci. Vysledky byly srovnavany s tradi¢nimi
metodami, jako je ELISA, a vykazovaly vysokou korelaci. Pearsonovy korela¢ni koeficienty,
ROC analyza a Passing-Bablokova linearni regrese potvrdily spolehlivost a pfesnost nové
metody. Detekéni limity pro sIgE a slgGs byly nizké, coz umoziuje citlivé detekovani

1 malych mnozstvi téchto protilatek v séru [48].

Hlavni vyhodou metody microarray je jeji schopnost soucasné detekovat sIgE a sIgGa,
coZ poskytuje komplexnéjsi informace o imunitni odpovédi pacienta. Méteni slgGy je zvIaste
dalezité¢ pro monitorovani alergen-specifické imunoterapie (AIT), kde GispéSna terapie vede

k nartistu slgG4 a poklesu sIgE. Dalsi vyhodou je vyrazné mensi pozadované mnoZstvi
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biomateridlu oproti jinym metodam. Technologie hydrogelovych mikro¢ipti také umoznuje

rychlejsi zpracovani vzorku a ziskani vysledku [48, 49].

4 Role specifickych IgG protilatek pri alergiich

V cyklu alergie hraje diilezitou roli pfi snizovani alergickych reakci, zejména IgGa
prostiednictvim 1€cby, jako je alergenova imunoterapie (AIT), jak bude vice uvedeno
v nésledujicich kapitolach. Alergie zacina tim, ze télo v reakci na alergeny produkuje IgG.

Jejich vznik a piechod na IgG4 byl popsén v piedchozich kapitolach.

4.1 1IgGay a jeho role v alergickych reakcich

Podtiidy IgG se lisi afinitou k Fc receptorim a tim, jak ucinné mohou aktivovat
systém komplementu. V porovnani s ostatnimi podtfidami IgG nema IgGs schopnost spustit
efektivni aktivaci komplementu. Na rozdil od IgG: se IgG4 vaZze na Fcy receptory s mensi
afinitou. Celkova nizké koncentrace 1gG4 v séru znaci, Ze tyto protilatky maji spiSe regulacni
funkci nez funkci odstranovani antigenu, jelikoz jsou omezené schopné vyvolat ucinnou
imunitni odpovéd’. Vznikajici imunitni komplexy alergen-IgGs vSak nezpiisobuji zanét,
protoze IgG4 nevyvolava aktivaci komplementu. Samotné odstranéni antigenu maji na starosti

jiné podtiidy IgG [20, 21, 24].

4.1.1 Inhibice protizanétlivych reakci

IgGs ma schopnost disociace, coZ znamend, Ze az polovina molekul IgGs muze
existovat v séru jako monovalentni protilatky s jednim téZkym a jednim lehkym fetézcem.
Tyto monovalentni protildtky nemaji schopnost vazat se na Fc receptory a aktivovat bunky,
ale vdzou se na alergeny. Dale mohou podstoupit molekuldrni vyménu ramen Fab, ¢imz
vznikaji nové molekuly IgGs s dvéma monovalentnimi specificitami, ale mensi afinitou

k antigenu, coZ jim dava protizanétlivy ucinek [20, 50].

I kdyz IgGs mlZe vézat antigenni struktury, jeho mensi afinita znamen4, Ze vazba na
antigen neni tak silnd jako u jinych tiid protilatek, jako je naptiklad IgGi. To znamena, Ze
IgG4 mlze mit omezenou schopnost efektivné neutralizovat antigenni ucinky, protoze jeho
vazba na antigen je slabsi. Navic, 1 kdyz IgGs mlize véazat antigenni struktury, jeho hlavnim
ucelem neni aktivovat imunitni bunky ani spoustét zanétlivé reakce, ale spiSe fungovat jako

reguldtor imunitni odpovédi. Protoze IgGs nemd silnou afinitu k antigenu, je méné
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pravdépodobné, ze spusti zanétlivé reakce, ale zaroven muize efektivnéji omezovat nadmérné

imunitni odpovédi a zanétlivé procesy [20, 50].

Z toho vyplyva, ze 1gG4 mize potencidlné neutralizovat G¢inky alergent tim, ze vaze
a inaktivuje alergeny, aniz by spustil bunécnou odpovéd’. Timto zplisobem miize I[gG4 chranit

pted alergickymi reakcemi, snizit pisobeni alergent a tim i vyvolani zanétu [20].

4.1.2 Blokovani vazby IgE na alergen pomoci IgG4 a indukce alergenové

tolerance

Pomoci modelovych systémi byly provedeny vyzkumy mechanism, skrze které 1gG4
potlacuje pftecitlivélost zprostiedkovanou IgE. Vysledkem byly dva hlavni ptfedpoklédané
zpisoby pusobeni. Prvni teorie se zabyva tim, ze IgGs muze fungovat jako blokujici
protilatka, kterd zabrani spojeni IgE s jejich receptory tim, Ze se navaze na antigenni
struktury. Druhd moZznost se soustfedi na schopnost IgG4 interagovat s inhibi¢nim receptorem
FcyRIlIb, ktery reguluje signalizaci IgE receptoru. Timto zplsobem miize I1gG4 potlacovat
aktivaci bun¢k, které by jinak vyvolaly alergické reakce. Pokud je tedy jedinec vystaven
vysoké koncentraci daného alergenu zptisobi to vyssi produkci alergen-specifickych 1gGa,
diky ¢emuzZ se pak stava klinicky tolerantnim. Pfi expozici na dany alergen jiZ nebude

hypersenzitivné reagovat [24, 51, 52].

Z toho vyplyva, ze rovnovaha mezi produkci IgG4 a IgE vysoce ovlivituje rozvoj
alergické hypersenzitivity a imunitni tolerance. Této znalosti se vyuZiva predevSim
v alergenovych imunoterapiich (AIT), které prokazuji, ze I1gG4 je schopen pfimo inhibovat

aktivitu IgE [51].

4.2 Alergenova imunoterapie

Alergenni imunoterapie (AIT) je lécebnd metoda pouzivand k 1écbé onemocnéni
zpusobenych imunitni reakci prostfednictvim protilatek IgE, jako jsou alergie na hmyzi jed,
potravinové alergie, alergicka ryma a astma. Metoda vznikla na pocatku 19. stoleti
a doporucuje se k 1€cbé alergické rymy a astmatu. AIT je jedinou terapii, kterd ma schopnost
navodit dlouhodobou toleranci alergenu po ukonceni 1é€by. Tato terapie funguje na principu
postupné desenzibilizace pacienta viici konkrétnim alergentim tak, Ze jsou konkrétni alergeny
opakovan¢ aplikovany v pravidelnych intervalech. Doba trvani 1€cby je pfiblizné 3—6 let.
Usp&snost 16¢by se pohybuje mezi 70-90 %, coZ se projevuje zmirnénim nebo Uplnym

vymizenim pfiznaki a sniZenim nebo ukoncenim potieby 1écby. Klasické metody AIT
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zahrnuji subkutanni (SCIT) a sublingvalni alergenni imunoterapii (SLIT). Alergeny spojené
s respiracnimi problémy a jedové alergie jsou lé¢eny pomoci AIT jiz mnoho let. AIT se snazi
snizit nebo eliminovat pfiznaky alergii tim, Ze u pacienta vyvola toleranci k alergenu.
Uginnost AIT mize byt u kazdého pacienta odlisna a neni mozné ji presné piedpovédét [15,

53, 54].

Béhem AIT dochazi k produkci IgG protilatek, které maji schopnost ovlivnit bunécné
imunitni reakce. Tyto IgG protilatky naruSuji interakci mezi IgE a alergenem, ¢imz brani
aktivaci bun€k imunitniho systému, jako jsou bazofily a Zirné butiky, a potlacuji uvoliovani
zanétlivych mediatort. Tento proces ma za nasledek snizeni klinickych symptomu spojenych
s alergiemi [24, 52].

vvvvvv

protilatek. Nedavné studie vSak naznacuji, Ze po 16 tydnech podédvani alergen-specifické
imunoterapie pod jazyk (sublingvalni AIT) jsou protilatky IgG: schopny efektivnéji blokovat
ze alergen-specifické IgGi dominuje v ranych fazich imunitni odpovédi na AIT. To
naznacuje, ze zpocatku prevlada schopnost IgG; blokovat IgE, nez se projevi ochranny uc¢inek
IgG4 v pozdéjsich fazich AIT. Ptesto bylo pti kontrole IgG4 v séru po dvou letech probihajici
AIT zjisténo, ze IgGs nebylo schopné zcela inhibovat uUc€inky IgE, coZ ukazuje na

dlouhodobou ochrannou roli IgGi [52, 54].

Z jiné studie vyplyva, ze béhem AIT dochazi k postupnému zvySovani hladin
specifickych IgG a IgGq protilatek u jedinct 1éCenych proti alergii na Bet v 1 (alergen pylu
btizy). Béhem prvniho mésice terapie nedoslo k vyznamnému zvySeni téchto protilatek, az po
ttech mésicich se jejich hladiny zacaly vyznamné zvySovat a setrvaly na vy$§i Urovni
v porovnani s hladinami pied zahdjenim 1écby. Hladiny IgG: dosahly vrcholu po 12 mésicich
terapie, zatimco hladiny IgG4 doséhly vrcholu az po 24 mésicich. Tyto vysledky naznacuji, Ze
AIT indukuje postupné zvySeni specifickych IgG; a IgGs protilatek, pficemz hladiny IgGq
dosahuji svého vrcholu pozdé€ji nez hladiny 1gGi [52].

Pti AIT dochézi k vyraznému poklesu hladiny blokujicich protilatek do jednoho roku
po ukonceni 1écby. Nicmén¢ inhibicni aktivita IgE spojena s IgG trva dlouhodob€ a méa vztah

k celkové klinické odpovédi na terapii [53].

U potravinové imunoterapie dochazi v ranych fazich k pfechodnému zvyseni hladin

IgE specifickych pro potraviny, avSak pozdéji dochdzi k jejich poklesu. Nizké pocatecni
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hladiny IgE specifickych pro urcité potraviny mohou signalizovat vyvoj tolerance, avSak ani
snizeni téchto hladin pod ur¢itou hranici nezarucuje vzdy vznik tolerance. Soucasn¢ dochazi
ke zvySovani hladiny IgGs specifickych pro potraviny béhem potravinové imunoterapie.
Nicméné, zda se, ze zmény v téchto hladinach nekoreluji s vyvojem tolerance. To mtize byt
zpisobeno tim, ze hladiny IgGs spiSe odrazeji ptredchozi expozici alergenu nez samotnou

toleranci, coz naznacuje, ze IgG4 nemusi byt tizce spojené s vyvojem tolerance [53].

Z nedavnych studii vyplyva, Ze profily IgE reaktivity u alergickych pacientii jsou
stanoveny v raném véku, ale neni jasné, jestli je okno pro alergickou senzibilizaci kratké
a zahrnuje pouze prvni mésice zivota nebo trvd az do adolescence. Existuje moznost, Ze
senzibilizace IgE na nové alergeny u déti miize probihat az do v€ku 8 let, coZz naznacuje
relativné dlouhé casové okno. Nicméné, je také mozné, Ze senzibilizace IgE mulze zacit jiz
drive, ale neni detekovatelna pomoci IgE testi po n€kolik let expozici alergenu. Nékteré
studie naznacuji, ze k alergické senzibilizaci dochdzi v prvnich mésicich Zivota, protoze
pacienti se sezonnimi alergiemi jsou ¢asto narozeni kratce pted obdobim expozice alergenu.
Nedavné studie také naznacuji, ze u déti narozenych matkam s vysokymi hladinami alergen-
specifického IgG, se nevyvinuly IgE odpovédi na tyto alergeny béhem 4-5 let sledovani.
Neoficialni vysledky naznacuji, Ze déti matek podstupujicich AIT zvySujici hladinu

specifického IgG pro alergeny, nemusi vykazovat alergické reakce na tyto alergeny [2, 54].
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ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, jakou roli mohou mit specifické protilatky IgE a IgG pii
alergiich. Uvodni &ast prace se zabyvala mechanismy imunitniho systému a jeho odpovédi pii
alergickych imunopatologickych reakcich, spole¢né s fazemi alergické reakce. V praci byly
také popsany jednotlivé typy alergena a nejcastéjsi ptiznaky, které indikuji alergickou reakci
organismu. Dale se prace zabyvala popisem imunoglobulini IgE a IgG se zaméfenim na
jejich vznik, strukturu, jednotlivé receptory pro alergen a buniky imunitniho systému

a biologicky vyznam.

Hlavnim tématem prace je afinita a avidita specifickych IgE a IgG protilatek, coz je
dalezity aspekt pro pochopeni alergickych reakci a vyvoj efektivnich terapeutickych metod.
Aby mohly v téle vzniknout specifické protilatky, musi podstoupit proces afinitniho zrani.
Diky tomu jsou produkovany specifické protilatky s vyssi afinitou k antigenu. Afinitni zréni
je dulezité pro spravnou funkci imunitniho systému a odpovédi na antigeny. Tohoto procesu
se vyuziva predevsim v medicin€. V kontextu této prace bylo vyuziti pfedevsim v alergenové
imunoterapii, kde mohou vznikat specifické blokujici protilatky tiidy IgG, které blokuji vazbu

alergenu na povrchu bazofili nebo Zirnych bunék.

Prace je rozSitena o aktudlné pouzivané metody, které jsou schopné meéfit afinitu
a aviditu protilatek. Mezi klasické metody patii metoda ImmunoCAP, kterd se oznacuje jako
zlaty standard pfi detekci alergent. Dalsi metodou je povrchovéa plasmonova rezonance, ktera
je rovnéz hojné vyuzivana v alergologii. Obé metody se vyuZzivaji k méteni sily afinity
protilatek, jsou vhodné jak pro nizkoafinitni, tak vysokoafinitni interakce. Mezi jednu
z nejnovEjSich metod se fadi metoda microarray pro simultanni kvantitativni detekci sIgE

a slgGy, jehoz role se velmi spojuje s alergiemi a monitorovanim alergenové imunoterapie.

Metody byly porovnany s klasickou metodou méieni afinity a avidity ELISA. Za
posledni fadu let se metody vySetfeni od této klasické metody posunuly a umoziuji pfesnéjsi
méteni jak kvalitativng, tak kvantitativné. Nékteré metody umoznuji analyzu i vice vzorkl
naraz, jako je napfiklad metoda DOT-ELISA, coZ miZe usnadnit praci. Diky témto metodam

muZeme diagnostikovat onemocnéni a sledovat u¢innost 1écby.
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