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Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda dochazi v pribchu alergenové
imunoterapie k detekovatelnym zménam hladin IFNy, IL-4 a IL-5 a zda by tak tyto cytokiny

mohly slouzit jako biomarkery ti¢innosti této 1écby.

Metody: Vybrané cytokiny byly stanoveny pomoci metod Quantikine® HS ELISA Human
IFN-y Immunoassay, Quantikine® HS ELISA Human IL-4 Immunoassay a Quantikine®
ELISA Human IL-5 Immunoassay. Sledovany soubor se skladal ze 32 polinotikd, pficemz
19 znich byla podavana alergenova imunoterapie a 13 znich tvofilo kontrolni soubor.
V ramci sledovani také obé skupiny pribézné zaznamenavaly tiZi svych symptomil pomoci

vizualni analogové Skaly.

Vysledky: U skupiny 1é¢enych pacientl byl v prubéhu 1é¢by pozorovan pokles koncentraci
IL-4, IL-5 1 IFNy, avSak mezi pacienty léCenymi pfipravkem Oralair a kontrolnimi jedinci
nebyly v pribéhu 1é¢by nalezeny vyznamné rozdily hodnot téchto cytokinli. Pomoci vizualni
analogové Skaly byl u souboru lé¢enych pacientii v pribéhu 1écby zaznamenan vyrazny
pokles zdvaZnosti symptomi jejich onemocnéni v porovnani s kontrolnim souborem,

u které¢ho k Zddnym vyznamnym zménam nedoslo.

Zavér: Prestoze zmény v hladinach nami sledovanych cytokini nebyly zcela presvédcive,
u skupiny lé¢enych pacientli doslo v prabehu alergenové imunoterapie k vyraznému zlepSeni
jejich stavu. Sérové hladiny cytokinti IFNy, IL-4 a IL-5 tak dle naSich vysledkii nejsou

ideédlnimi biomarkery pro sledovani G¢innosti alergenové imunoterapie.
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Background: The aim of this thesis was to find out whether there are detectable changes in
the levels of IFNy, IL-4 and IL-5 during allergen immunotherapy and whether these

cytokines could thus serve as biomarkers of the efficiency of this treatment.

Methods: Selected cytokines were determined using Quantikine® HS ELISA Human
IFN-y Immunoassay, Quantikine® HS ELISA Human IL-4 Immunoassay and Quantikine®
ELISA Human IL-5 Immunoassay. The monitored population consisted of 32 polinotics,
19 of which were administered allergen immunotherapy and 13 of which constituted the
control group. As part of the follow-up, both groups also continuously recorded the severity

of their symptoms using a visual analog scale.

Results: In the group of treated patients, a decrease in IL-4, IL-5 and IFNy concentrations
was observed during treatment, but no significant differences in the values of these cytokines
were found between patients treated with Oralair and control individuals. Using a visual
analog scale, a significant decrease in the severity of the symptoms of their disease was
recorded in a group of treated patients during the course of treatment compared to a control

group in which there were no significant changes.

Conclusions: Although the changes in levels of cytokines monitored by us were not entirely
convincing, the condition of treated patients significantly improved during allergen
immunotherapy. According to our results, the serum levels of cytokines IFNy, IL-4 and

IL-5 are not ideal biomarkers for monitoring the effectiveness of allergen immunotherapy.
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UvVOoD

Alergickd onemocnéni piedstavuji celosvétové vyznamnou pii¢inu morbidity
a znacnou zatéz zdravotnického systému vyspélych i rozvojovych zemi a jejich prevalence
celosvétove stale stoupa. V ramci respiracnich alergii je dodnes povazovéana za jedinou
kauzalni 1éCebnou strategii alergenovd imunoterapie (AIT). Mezi primarni klinické
ukazatele ucinnosti této 1écby patii skorovaci systémy pro hodnoceni symptomi onemocnéni
a piipadna nutnost pouziti zdchranné¢ medikace. Tyto ukazatele jsou ovSem zatiZzeny jistou
mirou subjektivity, a proto je v soucasnosti vyvijena snaha o nalezeni biomarkerti vhodnych

pro kvantitativni méteni, které by byly idedlnimi objektivnimi ukazateli i¢innosti AIT.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda IFNy, IL-4 a IL-5 ptfedstavuji vhodné
parametry ke sledovani Gc¢innosti AIT. Hladina téchto cytokinti byla monitorovéna v Case
u skupiny aktivné 1é¢enych pacientli a u souboru kontrolnich jedinct, jimz byla poddvana
pouze symptomaticka 1écba. Namétené udaje byly také porovnény s vysledky hodnoceni

prabéhu alergenové imunoterapie pomoci vizualni analogové skaly.

V teoretické ¢asti této prace jsem se nejprve vénovala alergiim, alergenlim pyli trav,
imunopatogenezi alergického zanétu a uloze cytokinl v prab¢hu alergické reakce. Druha
kapitola je zamétena na piiklady alergickych onemocnéni a kapitola tieti se zabyva jejich
diagnostikou. Lécbé alergii, se zaméfenim na specifickou alergenovou imunoterapii, je poté

vénovana kapitola Ctvrta.

Prakticka ¢ast této prace obsahuje postupy vSech pouzitych metod, zpracovani dat,
ktera jsme pomoci nich ziskali, hodnoceni vysledkt a shrnuti, zda nami sledované cytokiny

predstavuji vhodné biomarkery pro sledovani G¢innosti alergenové imunoterapie.
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CiL PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace je zjistit, zda dochazi v pribéhu alergenové
imunoterapie k detekovatelnym zménam sérovych hladin IFNy, IL-4 a IL-5 a zda by tak tyto
cytokiny mohly slouzit jako biomarkery jeji u¢innosti. Ukolem je také porovnat zmény
v hladinach téchto cytokinti s vysledky hodnoceni pribéhu alergenové imunoterapie pomoci

vizualni analogové Skaly.
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TEORETICKA CAST

1 ALERGIE

Na pocatku dvacatého stoleti ptisel videnisky pediatr Clemens Peter Freiherr von
Pirquet s revolu¢ni myslenkou, ze hlavni pfiznaky nemoci zpiisobenych infekcemi, nejsou
pouze vysledkem plisobeni mikroorganismi a jejich toxint, ale také reakci téla proti nim.
Nejpresveédciveéjsim dikazem, podporujicim tuto teorii, byla podobnost mezi mnoha
spontannimi a experimentalnimi nemocemi vnéjSiho piivodu v dob¢ inkubace a manifestace
onemocnéni, pficemz inkubacni dobou byl myslen Cas, ktery uplyne pfed vytvofenim
protilatek. Von Pirquet doSel k zavéru, ze vystaveni téla urcité substanci vede k tvorbé
protilatek, které vyvolaji zménu ve specifické reaktivité jedince na tuto latku. Jinymi slovy,
prvni kontakt imunitniho systému s antigenem pozméni reaktivitu dané¢ho jedince a pfti
druhém a kazdém dal$im kontaktu se stejnym antigenem mize tato zména vyvolat Siroké
spektrum moznych odpovédi, od protektivnich, které zamezuji projevu symptomt, az po
hypersenzitivni, které zpusobuji pfiznaky a projevy onemocnéni. K pojmenovani této
skute¢nosti pouzil slovo ,,alergie®, z feckého allos (jina, zménénd) a ergia (energie, akce),

ve smyslu ,,zména reaktivity nebo schopnosti reagovat®. (Igea 2013)

Védeckou spoleCnosti byla tato mySlenka zprvu tézce piijimdna, protoze
naznacovala, ze imunitni systém, o kterém do této doby panovalo pfesvédceni, Ze ma Ciste
protektivni funkci, miiZe svého nositele 1 poskozovat. Nicméné diky nartstajicimu mnoZstvi
klinickych dikazl v prabéhu let byl tento uhel pohledu nakonec pfijat. To samé se bohuZzel
neda fict o samotném slovu ,,alergie. Piivodni vyznam tohoto neologismu brzy upadl a byl
omezen k popisu stavil hypersenzitivity. Mozna praveé kvili zkresleni tohoto terminu nema
dnes ,,alergie” mezi zdravotniky pfesné¢ vymezeny vyznam. Slovo se navic uz davno
nepouzivd pouze v ordinacich lékafd, ale dostalo se i mezi laickou spole¢nost, kde je
s oblibou uzivano jako synonymum antipatie ¢i odmitani, coz jeho nepiesnost jesté zvysuje.

(Igea 2013)

Ve snaze o standardizaci nomenklatury pro alergologii se Evropskd akademie
alergologie a klinické imunologie (EAACI) zasadila o deklaraci souborného stanoviska,
které¢ bylo publikovdno vroce 2001. Toto prohldSeni bylo podpofeno i Svétovou
alergologickou organizaci (WAOQO) a lehce revidovano o 3 roky pozdé¢ji. V tomto stanovisku

byla hypersenzitivita definovana jako ,,objektivné reprodukovatelné projevy nebo ptiznaky
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vyvolané expozici definovanému podnétu v davce, ktera je zdravym jedincem tolerovana®.
Tyto hypersenzitivni reakce byly rozdéleny do dvou skupin. V piipadé, kdy je prokazan
imunologicky mechanismus, hovotfime o alergické hypersenzitivité. V opacném pripad¢ se
jedna o hypersenzitivitu nealergickou. Alergie je povazovana za hypersenzitivni reakci
iniciovanou specifickymi imunitnimi mechanismy. Pod termin alergie se pak tadi jak reakce
zprostfedkované protilatkami, tak reakce zprostfedkované buitkami. I pies veskerou snahu
se vSak dodnes cCasto muzeme setkat s nepfesnostmi v alergologické terminologii.

(Igea 2013)

1.1 Atopicka reaktivita a alergie

Jak jiz bylo zminéno, alergologické terminologie je pomérné problematicka, a tak
neni s podivem, ze se Casto mizeme setkat se zdménou, ¢i synonymnim pouZzitim pojmi
alergie a atopie. Jejich vyznam je v8ak odliSny. Atopie je vrozena predispozice ke zvySené
tvorb¢ protilatek tiidy IgE v reakci na malé mnozstvi bézné se vyskytujicich alergend.
Klinickym dopadem této predispozice je zvySeny sklon k hypersenzitivnim reakcim
a atopicky jedinec je tak vystaven vétSimu riziku rozvoje jednoho ¢i vice atopickych
onemocnéni. Alergie je definovana jako imunologicky mediovana hypersenzitivita, ktera
muze vést k celé fadé onemocnéni, nezavisle na mechanismu. Zjednodusené feCeno, sama
o sob& neni nemoci, ale mechanismem vedoucim k onemocnéni. Oba tyto terminy tedy
souvisi s hypersenzitivitou a spadaji mezi imunopatologické reakce. Konkrétné se jich tyka
pfedev§im imunopatologickd reakce I. typu neboli reakce sucasti protilatek IgE.
K projeviim této reakce dochézi obvykle do 24 hodin po expozici antigenem, proto se také
oznacuje jako reakce Casna. Tento typ reakce je zdkladem vSech atopickych onemocnéni
a mnoha alergickych onemocnéni. Jinymi slovy, vSechny atopické poruchy patii pod L. typ
imunopatologické reakce. Z toho také vyplyva, ze vSechna atopickd onemocnéni jsou
povazovana za alergie, ale velké mnozstvi alergickych onemocnéni nejsou atopiemi, protoze
mechanismus vedouci k jejich vzniku mize byt 1 jiny, nez pouze ten zavisly na tvorbe

protilatek tridy IgE. (Ring 2014, Justiz 2022, Fernandez 2022)

Ptesnd etiologie atopie neni dosud zcela objasnéna, avSak z mnoha provedenych
studii vyplyva, Ze jednu z klicovych roli ve sklonu k atopii ma geneticky faktor. Jedna
z vyznamnych oblasti obsahujici geny pro predispozici k atopii se nachazi na 5q (dlouhé
rameno 5. chromozomu) a je asociovana s genovym klastrem pro cytokiny, konkrétné IL-3,
IL-4, IL-5, IL-13, CD14, B-2 adrenergni receptor a GM-CSF (faktor stimulujici kolonie
granulocytd a makrofagt). IL-4 a IL-13 stimuluji izotypovy pfesmyk, ¢imz vyvoléavaji
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produkci IgE protilatek, IL-5 podporuje rist a aktivaci eozinofilt a -2 adrenergni receptor
reguluje kontrakci hladkého svalstva prudusek. Dalsi vyznamna oblast se nachazi na 6p, kde
jsou umistény geny pro MHC II. tfidy a nékteré z alel reguluji odpovéd T lymfocyth
na antigeny ¢i alergeny z vnéjSiho prostfedi. Na 11q miizeme nalézt geny zodpovédné
za aktivaci mastocytd. Na 12q se nachdzi geny pro SCF (stem cell factor), ktery ovliviiuje
rust a diferenciaci mastocytli a dale také geny pro IFNy, ktery inhibuje syntézu IL-4 a pro
transkrip¢ni faktor STAT6, ktery zprostfedkovava transdukci signalu IL-4. Mezi dalsi geny
spojené s atopii patii jesté naptiklad geny pro a-fetézec receptoru pro IL-4, DPP10, coz je
protein, ktery reguluje aktivitu chemokinti a cytokini nebo ADAMS33, ktery se podili

na remodelaci dychacich cest. (Justiz 2022)

Dle provedenych studii trpi genetickou predispozici k atopii pfiblizné¢ 20-30 %
svétové populace, coz z ni ¢ini pomérné zadvazny problém zdravotnictvi, ktery miize mit
negativni vliv na kvalitu zivota zna¢ného poctu jedinci. Atopickd onemocnéni zaroven patii
mezi nejcastéjsi détska chronicka onemocnéni a jejich prevalence stile stoupa. Jeste
na pocatku 20. stoleti byla tato onemocnéni popisovana jako vzacnd, avSak v poslednich
letech jejich prevalence velmi vyrazné vzrostla, a to nejen ve statech zapadniho svéta, ale
1 v mnoha rozvojovych zemich. Vzhledem k tomu, Ze je velmi nepravdépodobné, aby se
naSe geneticka vybava v poslednich nékolika letech tak vyrazn€ zménila, predpoklada se, Ze
na rapidnim zvySeni prevalence atopickych onemocnéni se musi podilet i1 faktory vnéjSiho

prostiedi. (Thomsen 2015)

Jednou zteorii vysvétlujici plisobeni vnéjsich faktori na rozvoj atopickych
onemocnéni je takzvana hygienicka hypotéza. Dle této hypotézy miliZze za zvySenou
prevalenci atopickych onemocnéni sniZujici se incidence infekénich onemocnéni ve svéte.
Pivodnim podkladem pro tuto teorii bylo zjisténi, ze nejmladsi sourozenci maji nizsi riziko
rozvoje atopickych onemocnéni v porovnani s jejich starSimi sourozenci. Tato skutecnost
byla vysvétlena tim, Ze mladsi sourozenci jsou jiz od narozeni vystaveni vétsi infek¢ni nalozi
diky star§im sourozenciim. V poslednich letech jsou také stale méné Casté pocetné rodiny.
Doslo ke zvySeni domaciho komfortu a zvedly se i standardy osobni hygieny, coz
znaéné zredukovalo Sanci pro prenosné infekce. Dalsi vyzkumy také ptinesly zjisténi, Ze déti
vyrlstajici v tradicnim venkovském prostfedi jsou diky vystaveni pestré mikroflore
(pochézejici naptiklad z chovu domadcich zvifat) chranény pied rozvojem alergickych
onemocnéni. Hygienicka hypotéza nachézi zastani i v samotnych imunologickych zékladech

atopickych onemocnéni, kdy infiltrace eozinofily a nadmérna produkce IgE protilatek je
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fizena Th2 diferenciaci naivnich T lymfocyti s produkei cytokind IL-4, IL-5 a IL-13, oproti
Th1 diferenciaci, kterd je v ten moment inhibovdna. Mezi infekce stimulujici Th1 odpoveéd
patii naptiklad hepatitida A, tyfus nebo tuberkuloza, pficemz vyskyt téchto onemocnéni se
v poslednich letech v zapadnich zemich snizil, coz spolecné se zvySenym uzivanim
antibiotik pravdépodobné také prispélo k vysvétleni zvySené prevalence atopickych

onemocnéni. (Thomsen 2015)

1.1.1 Alergeny pyli trav
Obecné je alergen definovan jako jakykoli antigen schopny vyvolat alergickou

odpovéd’. Zpravidla se jedna o proteiny pochazejici z vnéjsiho prostiedi, které vyvolavaji
hypersenzitivitu mediovanou imunologickym mechanismem. Abychom mohli protein
oznacit jako alergen, musi splnit zakladni pfedpoklad, kterym je schopnost véazat specifické
IgE protilatky. Nicméné ne kazdy protein, ktery toto pravidlo splituje, je zaroven schopny
podnitit imunitni systém k tvorbé téchto protilatek a tim vést k primarni senzibilizaci.
Typickym piikladem takovych alergenil jsou proteiny obsazené v ovoci, ofesich a zelening,
které zktizen€ reaguji se skupinou pylt biizy Bet v 1. Alergenicita téchto proteinti pak zévisi
na jejich strukturalni a funkéni podobnosti ,,matefské™ molekule Bet v 1, ktera zpisobuje
primarni senzibilizaci. Z tohoto ptikladu nam vyvstava otdzka, co piesné¢ urcuje, zda je
protein schopny zpiisobovat primarni senzibilizaci. Odpovéd’ na tuto otdzku je ovSem
sloZit4, endogenni proalergenni vlastnosti proteinu totiz nelze zkoumat izolované od jedince,
ktery je alergenu vystaven a zaroven od kontextu expozice, ktery kromé nacasovani a davky
expozice zahrnuje také pfitomnost kofaktord, které mohu pisobit jako proalergenni ¢i
antialergenni adjuvans. V priibéhu let bylo identifikovano nékolik strukturdlnich a funkénich
vlastnosti, které se podileji na alergenicité. Jako marker alergenicity byva casto uvadéna
napiiklad glykosylace, nicméné pro potvrzeni této teorie chybi dostatecné mnozstvi diikaz.
Mnoho znamych alergenti jsou proteiny schopné vazat lipidy, pficemz bylo prokazano, ze
jejich lipidové ligandy a konjugované glykany interaguji s PRR (pattern recognition
receptors), jako jsou napiiklad Toll-like receptory nebo C-typ lektind na antigen
prezentujicich bunikach, ¢imz sméruji imunitni systém k Th2 odpovédi a produkci protilatek
ttidy IgE. Dale také bylo prokazano, Ze protedzova aktivita, jakou ma naptiklad cysteinova
protedza Der p 1 (alergen pochazejici z roztocl), se podili na fizeni Th2 reakce. VSechny
tyto vrozené vlastnosti podnécujici Th2 odpovéd’ mohou v rdmci simultdnni expozice
pfeménit proteiny bez téchto proalergennich vlastnosti na alergeny. Nicméné jistotou

zustava, ze neexistuje jediny spolecny faktor determinujici alergenicitu. (van Ree 2014)
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Vyznamnou skupinu alergenti ptedstavuji pyly trav. V zavislosti na klimatu
a geografické poloze tvofi podstatnou soucast vzdusnych alergenti predevsim béhem obdobi
jara a léta. Travy predstavuji 25-30 % vegetace na Zemi a vyskytuji se na vSech
kontinentech. V cestin€ se pod obecnym oznacenim ,travy* ukryva celed’ lipnicovité
(Poaceae, nékdy se muzeme setkat i s alternativnim nazvem Gramineae), coz je Celed’
jednodéloznych rostlin z fadu lipnicotvaré (Poales). Plivod této ¢eledi se datuje do doby pied
80—100 miliony let a v dneSni dob€ zahrnuje az 12 000 druhii, rozdélenych do 771 rodi,
patiicich do 12 podceledi (Anomochlooideae, Aristidoideae, Arundinoideae, Bambusoideae,
Chloridoideae, Danthonioideae, Micraioideae, Oryzoideae, Panicoideae, Pharoideae,
Puelioideae a Pooideae), pticemz vice nez 95 % druht trav, u nichz byl prokadzan vztah
k alergiim, patii do pod¢eledi Pooideae, Chloridoideae a Panicoideae. Pooideae ptevladaji
v mirném podnebném pasu, Chloridoideae pokryvaji oblast Severni Ameriky, Afriky
a Australie a Panicoideae se nachdzi predevs§im v tropickych a subtropickych oblastech

Asie, Australie, Afriky a Jizni Ameriky. (Kleine-Tebbe et al. 2014, Garcia-Mozo 2017)

Vétsina druhlt Poaceae jsou jednoleté rostliny s dutymi stonky. Jednéd se o velmi
kosmopolitni skupinu, kterd zahrnuje vyznamné druhy plodin, jako je pSenice, ryze ¢i
jecmen, ale i lu¢ni travy, cukrovou titinu nebo bambus. VSechny druhy z ¢eledi Poaceae
jsou opylovany vétrem. Velké mnozstvi pylu, které produkuji, je uvoliiovano do atmosféry
a dle aktudlnich zdroju se celosvétove fadi mezi hlavni aeroalergeny. Zrna pylu trav maji

sféroidni tvar a jejich primérna velikost se pohybuje mezi 35—40 um. (Garcia-Mozo 2017)

Obrazek 1: Bojinek lucni (Phleum pratense) a jeho pylové zrno

Zdroj: KLEINE-TEBBE, Jorg, DAVIES, Janet, 2014. Grass pollen allergens. In: Global
Atlas of Allergy. Ziirich (Switzerland): European Academy of Allergy and Clinical
Immunology, s. 22-26. www.eaaci.org
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K pojmenovani alergenii byla zavedena specidlni nomenklatura vychazejici
z latinskych nézvi jejich zdroja. Prvni tfi pismena v ndzvu charakterizuji rod, dalsi pismeno
v poradi urCuje druh a cislice na konci popisuje konkrétni epitop v pofadi objeveni.
Naptiklad tedy zdrojem alergenu Phl p 1 je Phleum pratense (Bojinek lu¢ni), coz je rostlina
pochazejici z vySe uvedené Celedi Poaceae. Alergeny pyli trav jsou rozdéleny do 10
zakladnich skupin podle jejich proteinového slozeni a funkce. Prvni a pata skupina obsahuji
alergeny pochazejici z podceledi Pooideae, které jsou diky svému hojnému vyskytu a sile
povaZzovany za imunodominantni majoritni alergeny, s mirou senzibilizace vyS$si nez 50 %.
Zatimco alergeny paté skupiny jsou omezeny pouze na pod¢eled’ Pooideae, alergeny prvni

skupiny se vyskytuji ve vSech podceledich Poaceae. (Kleine-Tebbe et al. 2014)

Senzibilizace alergeny pyllu trav, potvrzend pozitivnim vysledkem koznich testt
nebo nalezem specifickych IgE protilatek v séru, odrazi rozsifeni konkrétnich druhli trav
v riznych oblastech a zaroven podava informaci o expozici danym pylim. Alergie vyvolana
pyly trav je celosvétovym problémem, piicemz minimalné u poloviny senzibilizovanych
jedincti dojde k rozvoji projevl alergické rinokonjunktivitidy ¢i astmatu. (Kleine-Tebbe

et al. 2014)

1.2 Imunopatogeneze alergického zanétu

Jednotliva alergicka onemocnéni mohou vznikat a probihat na bazi riiznych
patologickych mechanismti. Pievazna ¢ast alergickych onemocnéni se odehrava na zéklade
imunopatologické reakce I. typu, jejiz mechanismus bude v nasledujicich odstavcich
podrobnéji rozebran. Je ovSem nutné vzit v potaz, ze se jednd o uméle ziZeny pohled
a nékterd onemocnéni, jako je naptiklad kontaktni alergicka dermatitida ¢i hypersenzitivni
pneumonie, jsou také povazovéana za alergickd onemocnéni i1 pies to, Ze se nerozviji na

zaklad¢ steyného imunologického mechanismu. (Krémova 2007, Galli et al. 2008)

Pribé¢h alergické reakce zalozené na protilatkach IgE (imunopatologicka reakce
I. typu) mizeme rozdélit do tfech zékladnich fazi. Prvni fazi je takzvana senzibilizace,
ke které¢ dochézi u predisponovanych jedincii po prvnim kontaktu s alergenem. Po vniknuti
do téla je alergen zpracovan antigen prezentujicimi buikami (APC), rozlozen na peptidy
a vystaven na jejich povrchu. APC nasledné putuji do lymfatickych uzlin, kde T lymfocytim
prezentuji takto vystavené antigeny, coz vede k pfeméné naivnich T lymfocytt v efektorové
bunky. Charakteristickym znakem pro alergickou senzibilizaci je polarizace smérem k Th2

lymfocytlim, kterd je podnicena ptisobenim IL-4 a vede k uvolnéni cytokinti asociovanych
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s Th2 odpovédi, jako je IL-4, IL-5 a IL-13. IL-4 déle také vyvolava izotypovy piesmyk
(class switch) B lymfocytd, coz ma za nésledek syntézu imunoglobulint tfidy IgE, misto
puvodnich IgM imunoglobulinti. Takto vzniklé IgE protilatky jsou uvolnény do cirkulace,
kde dochazi k jejich vazbé na vysokoafinitni IgE receptory (FceRI receptory) na povrchu
mastocytd a bazofild. (von Bubnoff 2001, Pointner et al. 2020)

Pokud je senzibilizovany jedinec, ktery md na povrchu mastocyti navazané
specifické IgE protilatky, opetovné vystaven pisobeni daného alergenu, dojde k pfemosténi
(v anglictin€ cross-link) prilehlych molekul IgE pomoci bivalentniho ¢i multivalentniho
alergenu. Tento proces vyvolad degranulaci bunky a uvolnéni zénétlivych mediatord, které
vedou k rozvoji pfiznaka alergického zanétu. V tomto momenté jiz hovorime o takzvané
Casné fazi alergické reakce, kterd se rozviji v ramci nékolika minut po expozici alergenu.
Degranulace je proces, kdy splyne membrana cytoplazmatickych granul mastocytil
s plazmatickou membranou, ¢imz dojde k uvolnéni jejich obsahu z builky. Kromé latek
obsazenych v granuldch se v ramci degranulace uvoliluji také lipidové mediatory, nové
syntetizované prozanétlivé plisobici cytokiny (naptiklad IL-5 a TNF-a), chemokiny ¢i
rustové faktory (napiiklad VEGF-A). Uvolnéné mediatory dale také zahrnuji biogenni aminy
(naptiklad histamin, nékdy v malé mife i serotonin), serglycinové proteoglykany (napiiklad
heparin ¢i chondroitin sulfat), serinové protedzy (tryptazy, chymazy a karboxypeptidazy)
a mnoho dalSich enzymid. Mezi nové syntetizované produkty dale patii i mediatory
vychazejici z metabolické drahy kyseliny arachidonové, jako jsou prostaglandiny,
leukotrieny, tromboxan ¢i faktor aktivujici desticky (PAF). Uvolnéni této rozmanité skupiny
latek vede ke vzniku projevi a pfiznakl ¢asné faze alergické reakce, které se mohou lehce
lisit v zavislosti na misté reakce, ale nejcastéji zahrnuji vazodilataci, ktera ¢aste¢né odrazi
pusobeni medidtorti na nervy v postizeném misté a zpisobuje erytém kaze ¢i spojivek,
zvySenou cévni permeabilitu, kterd vede k otoku tkéni, kontrakce hladkého svalstva
bronchil, vytvarejici obstrukei proudéni vzduchu, jejimz nasledkem je sipani a v neposledni
fadé¢ 1 zvySenou sekreci hlenu, ktera zhorSuje obstrukci proudéni vzduchu v dolnich
dychacich cestach a podili se na tvorbé rinitidy. Medidtory mohou dale také stimulovat
nociceptory smyslovych nervii nosni sliznice, kize a dychacich cest, coz ma za nasledek
sternutaci (kychani), pruritus (svédéni) ¢i kaSel. (Pointner et al. 2020, Krémova 2007,

Galli et al. 2008)
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V rozmezi 2—6 hodin po expozici alergenu obvykle dochazi k rozvinuti pozdni faze
alergické reakce, kterd dosahuje vrcholu 6-9 hodin od expozice a béhem 1-2 dnl plné¢
odezniva. U néckterych pacienti ovSem neni klinické vymezeni mezi koncem c¢asné
a zaCatkem pozdni faze jasn¢ zretelné. Pro pozdni fazi je charakteristicky ptisun Th2
lymfocytl, eozinofilii, bazofili a dalSich leukocyti do mista zdnétu, kde nasledné dochazi
k jejich aktivaci. Déle také pokracuje produkce zanétlivych medidtori buitkami, které byly
pritomny jiz v ¢asné fazi (mastocyty). Pozdni faze alergické reakce je ¢asto doprovazena
koznimi projevy jako je otok, bolest, zteplani ¢i erytém (zplsobeny rozSifenim cév
a zvySenym prokrvenim), ale i plicnimi projevy, mezi které patii naptiklad zazeni dychacich
cest ¢i nadmérna sekrece hlenu. Predpokladd se, ze pozdni fazi vyvolavaji mediatory
uvolnéné z aktivovanych mastocytti béhem casné faze alergické reakce nebo T lymfocyty,
které rozpoznavaji peptidy pochazejici z alergenu, piicemz tyto lymfocyty mohou byt bud’to
pritomny piimo v misté zanétu, nebo do n¢j mohou byt béhem pozdni faze privolany. Neni
zatim vSak zcela objasnéno, pro¢ k rozvoji pozdni faze nedochazi u vsech senzibilizovanych

jedinct. (Galli et al. 2008)

Pokud je expozice alergenu kontinudlni ¢i opakovand, zanét pietrvava
a v postizenych tkanich pacienta mizeme nalézt velké mnoZstvi bunck jak vrozené, tak
adaptivni imunity. Tento perzistentni zanét je Casto doprovazen zménami strukturalnich
bunék (jako jsou endotelové bunky, buniky epitelu a fibroblasty) v mistech zasazenych
zanétem a v mnoha piipadech vede ke znacné pozménéné funkci postizenych organt. Kvuli
obtiznému zkoumani tohoto typu zanétu neni vSak stale zcela objasnéno, jakym zpisobem
dochdzi po perzistentni ¢i mnohondsobné expozici alergenu, k pfechodu z ¢asné a pozdni

faze alergické reakce do chronicity. (Galli et al. 2008)

1.2.1 Buiiky ucastnici se alergického zanétu
Specifickd imunitni odpovéd’ (oznacovana také jako adaptivni nebo ziskana) na

alergen zahrnuje jak humoralni (produkce IgE protilatek B lymfocyty), tak bunécnou slozku.
Aby mohlo dojit k jejimu rozvoji, musi nejprve alergen proniknout t€lnimi bariérami (kazi
¢i slizniéni membranou) a setkat se s imunitnimi buiikami, které cirkuluji lymfatickymi
uzlinami. Jako jedny z prvnich pfichdzi do kontaktu s alergenem na povrchu sliznic
dendritické buiky. Klasické dendritickeé bunky (oznacovany téZ jako konvencni) predstavuji
prototyp antigen prezentujicich bun¢k. Reguluji typ, dobu trvani a rozsah imunitni odpovédi.
Vyskytuji se na bazolateralni strané epitelidlnich bunék ktze, plic a stfev, kde zpracovavaji

antigeny pochdzejici zlumen, pomoci prodluZzovani svych dendriti napfi¢ epitelidlni
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bariérou. Poté co antigen takto pfevezmou, putuji s nim do lymfatickych uzlin, kde ho
prezentuji naivnim T lymfocytiim, coz nasledné¢ vede k jejich klondlni expanzi a diferenciaci
na T lymfocyty specifické pro dany antigen. V zavislosti na prostfedi, ve kterém se
dendritick¢ bunky vyskytuji a na povaze antigenu, je poté vyvolana tolerogenni c¢i
imunogenni odpovéd. Zachyt a nasledné zpracovani alergenu dendritickymi buiikami je
povazovano za jeden ze stézejnich krokti vyvolani Th2 odpovédi. Konven¢ni dendritické
buniky lze podle jejich funkéni specializace rozdélit do nékolika podtiid, pfi¢emz zakladnimi
skupinami jsou cDC1 a ¢cDC2. Prvni podtyp (¢cDC1) se specializuje piedevs§im na zkiizenou
prezentaci, pti které¢ dochazi k vazbe€ exogenniho antigenu na MHC 1. tfidy, ¢imz muze dojit
k aktivaci CD8+ T lymfocytt. Na druh¢ strané¢ cDC2 prezentuji antigeny ptedevsim MHC
II. tfidy, ¢imZ dochdzi k aktivaci CD4+ T lymfocyti. (Lambrecht 2014, Iwanowycz et al.
2021)

Dal$imi vyznamnymi buiikami, které se ucastni alergické reakce jsou mastocyty
(také oznacované jako zirné buiiky ¢i heparinocyty). Mastocyty 1ze nalézt prakticky ve v§ech
tkanich, Casto v blizkosti epitelidlnich povrchii (klize, respiracni systém, gastrointestinalni
trakt), cév, nervii, bun¢k hladkého svalstva ¢i fibroblasti. Prekurzory mastocyti vznikaji
v kostni dfeni, cirkuluji krevnim feCiSt€ém a usazuji se ve tkanich, kde dokoncuji svou
maturaci. V jejich cytoplazmé se nachdzi granula obsahujici velké mnozstvi zanétlivych
mediatord, které jsou z bunky uvolnovany béhem degranulace. K degranulaci dochazi
z pravidla po aktivaci mastocytu a mezi vyznamné mediatory uvolnéné béhem tohoto
procesu patii napiiklad histamin, heparin a protedzy. Mastocyty dale také uvoliiuji mnozstvi
nové syntetizovanych mediatori, jako jsou leukotrieny, prostaglandiny, cytokiny,
chemokiny a rtstové faktory. Na svém povrchu maji velké mnoZzstvi vysokoafinitnich
receptorti (FceRI), které siln€ poutaji Fc ¢ast IgE protilatek. Premosténi sousednich molekul
IgE alergenem ma za nasledek agregaci FceRI receptorii s navdzanymi IgE, ¢imZz dochazi
k aktivaci buiiky a uvolnéni mediatort. Pokud dojde k rapidni aktivaci velkého mnozstvi
specifické IgE vic¢i tomuto alergenu, miize v ramci nékolika minut nastat zivot ohrozujici
stav, jimZ je anafylaxe. Krom¢ pacientii s alergickym onemocnénim miiZeme zvySené

mnozstvi mastocytl nalézt také u jedincl s parazitarnimi infekcemi. (Galli 2014)

Podstatnou roli béhem alergické reakce maji také bazofily. Bazofily tvofi méné nez
1 % leukocyti periferni krve a ze vSech granulocytii jsou po€etné nejméné zastoupené. Svym

charakterem ptipominaji zirné¢ buiiky. Jako ony ve své cytoplazmé obsahuji granula, na svém
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povrchu exprimuji FceRI receptor a v reakei na rizné podnéty mohou uvolnovat chemické
mediatory. Na rozdil od mastocyti vSak cirkuluji v krvi a pouze ziidka se nachazi
v perifernich tkanich. DalSim rozdilem je jejich zivotnost. Zatimco biologicky polocas
bazofili se pohybuje okolo 2 dnti, mastocyty jsou schopné v perifernich tkanich piezivat
meésice. Mezi hlavni mediatory uvoliiované z bazofili patii preformovany histamin, noveé
syntetizovany leukotrien C4 a Th2 cytokiny (IL-4 a IL-13), pfi¢emz vSechny z téchto latek
se podili na prib¢hu alergické reakce. Bylo také prokazano, ze bazofily infiltruji postizené
tkan€ béhem alergickych onemocnéni jako je alergicka rinitida, chronicka urticarie, atopicka

dermatitida ¢i astma. (Karasuyama 2014)

Charakteristické pro alergickou odpovéd’ jsou dale také eozinofily. Eozinofily jsou
buriky schopné regulovat mechanismy jak vrozené, tak ziskané imunity. Radi se mezi
granulocyty a ve svych granula obsahuji biologicky aktivni molekuly, véetné cytotoxickych
proteind, lipidovych medidtorii, chemotaktickych peptidi a cytokint. Vznikaji v kostni dieni
pusobenim IL-3, IL-5 a GM-CSF. Nasledné jsou uvolnény do periferni krve a usazuji se
zejména v hematopoetickych a lymfatickych orgénech jako je kostni dfen, slezina,
lymfatické uzliny nebo thymus. Pocet eozinofili mulze stoupnout behem rliznych
zanétlivych reakci véetné téch alergickych. V ramci alergickych onemocnéni je eozinofilie
z velké Casti zplsobena IL-5, ktery je produkovan T lymfocyty. Provedené studie ukézaly,
ze pocet eozinofili v krvi a v jimi infiltrovanych tkanich casto koreluje se stupném
zavaznosti onemocnéni, coZ poukazuje na jejich moZny vyznam v patogenezi alergickych
onemocnéni. Z toho diivodu se v ramci terapie alergii ¢asto voli metody, které jejich pocet
redukuji. Eozinofily jsou také vyznamnym zdrojem lipidovych mediatord, jako je leukotrien
C4 nebo faktor aktivujici desticky, které mohou zpiisobovat bronchokonstrikci. Dale také

produkuji cytokiny umocnujici Th2 imunitni odpovéd’. (Simon 2014)

Kli¢ovym okamzikem pro rozvoj alergické reakce je vznik alergen-specifickych
CD4+ T lymfocytl. Pro alergickd onemocnéni je podstatny pfedevsim jejich 2. podtyp, jimZz
jsou Th2 lymfocyty. Ty reguluji imunitni odpovéd pomoci sekrece cytokintl, predevSim
IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13. Tyto cytokiny svym ucinkem zprostfedkovavaji mnoho
regulacnich a efektorovych funkeci, naptiklad vyvolavaji tvorbu specifickych IgE protilatek
B lymfocyty, ovliviiuji vyvoj eozinofill, dale také ptispivaji naptiklad k tvorbé hlenu a ke

vzniku kontrakei hladkého svalstva. (Akdis et al. 2005)
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Nelze také opomenout vyznamny podtyp T lymfocytl, jimz jsou regulacni
T lymfocyty (Treg). Jak uz zjejich nazvu vyplyva, jsou klicovymi reguldtory
imunologickych procesii periferni tolerance alergent. V experimentalnich modelech bylo
prokazéano, Ze oba ptirozené se vyskytujici typy (CD4+ CD25+ Treg a alergen-specifické Tr1
lymfocyty produkujici IL-10) inhibuji alergen-specifické efektorové buiky. Odpovéd’
alergen-specifickych Treg lymfocytl se podili na kontrole alergického zanétu. Piedpoklada
se, ze smeérovani alergen-specifickych efektorovych T lymfocytd smérem k fenotypu
Treg lymfocytll, je kli€ovym bodem pro rozvoj zdravé imunitni odpovédi na alergeny a pro
uspésny vysledek specifické alergenové imunoterapie. Zvysené hladiny IL-10 a TGF-f,
které jsou produkovany Treg, mohou vyrazné potlacit produkci IgE a soucasné zvysit
produkci nezanétlivych imunoglobulinovych izotypi, jako jsou IgG4 a IgA. Déle také maji
schopnost pfimo ¢i nepiimo potlacovat efektorové buiiky alergického zanétu, napiiklad
mastocyty, bazofily a eozinofily. Modulace funkci Treg by tak mohla poskytovat inovativni

strategii v prevenci a 1é¢b¢ alergickych onemocnéni. (Woodfolk 2006, Zhang et al. 2014)

Pro B lymfocyty je béhem alergické reakce typicka predevsim tvorba IgE protilatek,
kterou vyvolava pasobeni IL-4. Nicméné v poslednich letech se pomérné velké mnozstvi
studii zabyva jejich schopnosti tlumit zanét prostfednictvim riznych mechanisma. Podtypy
regulacnich B lymfocytd, produkujici IL-10, byly popsany jako silné supresorové buiiky
schopné potlacit zanétlivou odpovéd’ jak in vitro, tak in vivo, prostfednictvim diferenciace
regulacnich T lymfocytd nebo pfimou inhibici zdnétu mediovaného T lymfocyty. Navozeni
tolerance alergenu skrze specifickou imunoterapii vyvola specifickou expanzi téchto bunék.
Nicméné, regulacni funkce plnéné B lymfocyty nejsou zéavislé pouze na IL-10. Dal§imi
regulaénimi mechanismy B lymfocyta je naptiklad produkce TGF-, podnécovani apoptozy
T lymfocyti pomoci Fas — Fas ligandu nebo granzymu B a dale také jejich kapacita
mechanismy. Tato zjiSténi poukazuji na skutecnost, Ze regulaéni B lymfocyty jsou
zajimavym cilem rozvoje novych terapeutickych strategii k navozeni alergenové tolerance.

(Braza et al. 2014)

1.2.2 Specifické IgE
Imunoglobulin E (IgE) tvofi jednu z péti zakladnich tfid protilatek (IgM, IgG, IgA

rozpadu (pfiblizn¢ 2 dny). IgE nemd schopnost prochazet placentou a za fyziologickych

podminek je jeho koncentrace v pupecnikové krvi nizka (<4,8 mg/L). Béhem détstvi se pak

25



jeho hladina v krvi postupné zvysSuje, kolem 10-15 let dosahuje vrcholu a v pribéhu
dospélosti opét klesa. Celkova hladina IgE je dale také ovlivnéna genetickou vybavou, rasou,
stavem imunitniho systému a environmentalnimi faktory (jako je naptiklad expozice pylu).
Imunoglobuliny E maji nejvétsi vyznam béhem atopickych stavii, kdy pfispivaji k vyvolani
casné imunopatologické reakce. Dale se také podili na imunitni odpovédi na parazitarni

infekce. (Stone et al. 2010, Hostoffer et al. 2022)

Aby mohlo dojit k syntéze specifickych IgE protilatek, musi byt nejprve specificky
alergen prevzat dendritickou buiikkou, B lymfocytem, ¢i jinou antigen prezentujici bunkou,
ktera v pfitomnosti IL-4 nebo IL-13 prezentuje zpracovany antigen naivnim T lymfocytim,
které se diky cytokinovému prostfedi méni na podtyp Th2. Th2 nasledn¢ zapojuji
B lymfocyty skrze MHC II. tiidy a kostimula¢ni molekuly, dochazi k sekreci IL-4 a IL-13,
¢imz dojde u B lymfocytd k vyvolani izotypového piesmyku. V (variable), D (diverse)
a J (joining) oblasti, které byly zprvu napojeny na konstantni (C) oblast v lokusu pro tézky
fetézec imunoglobulinu (naptiklad Cp nebo Cy), se misto toho napoji na Ce. (Galli et al.

2012)

Cast IgE miizeme nalézt v plazmé, ale pievazna vétsina se vyskytuje ve tkanich, kde
jsou molekuly IgE pevné navdzany na efektorové buiiky jako jsou mastocyty a bazofily,
prostfednictvim vysokoafinitnich IgE Fc receptorti (FceRI) a nizkoafinitnich IgE receptorti
(FceRID), které vazou Fc doménu molekuly IgE. Diky témto receptorim je umoZnéna
imunitni odpovéd’ zprostiedkovand protildtkami IgE. Struktura FceRI je exprimovéna
riznymi zpusoby v zavislosti na typu efektorové buriky, na které se nachazi. Napiiklad na
mastocytech a bazofilech se nachazi ve formé afy. tetramerli, zatimco na dendritickych
a Langerhansovych bunikdch se nachdzi v izoformé& trimert ary2. FceRI plisobi jako aktivator
riznych signalnich komplexii jako jsou kindzy rodiny Src, mezi které patii napiiklad Fyn,
Lyn, Zap70 a Syk, které jsou nezbytné pro spravnou funkci receptoru a ndslednou aktivaci
dal§ich molekul. Po pfemosténi FceRI antigenem dojde na jejich y fetézci k fosforylaci
ITAMs (z anglického immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). Tato tyrosinova
fosforylace receptoru, zprostfedkovéana kinazou Lyn z rodiny Scr, je pocateCnim krokem
spoustéjicim stimulaci mastocyti a bazofilli antigenem. Po fosforylaci vazi ITAMs Syk
kindzu, coZ je nereceptoricka tyrosinkinaza se dvéma Src Homologie 2 (SH2) doménami.
Po navazani na aktivované ITAMs je Syk fosforylovana pomoci Lyn, coZz ji umozni

vzajemn¢ transfosforylovat dalsi Syk kinazy a jiné cilové molekuly. Syk ma také klicovou
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ulohu v rozvoji nasledného signaliza¢niho procesu IgE a jakékoli naruSeni jeji aktivity nebo

exprese vede ke znatelné funkéni poruSe mastocytt. (Hostoffer et al. 2022)

1.2.3 Role cytokinii béhem alergické reakce
Cytokiny jsou malé signalni proteiny s riistovymi, diferenciaénimi a aktiva¢nimi

funkcemi, které reguluji a determinuji povahu imunitni odpovédi. Oznaceni ,,cytokiny* je
pouze obecnym pojmem, ktery zahrnuje fadu podskupin jako jsou naptiklad lymfokiny (druh
cytokini tvofeny lymfocyty), monokiny (druh cytokinti produkovany monocyty
a makrofagy), chemokiny (cytokiny s chemotaktickymi schopnostmi) nebo interleukiny
(cytokiny podilejici se na regulaci imunitnich déji). Jaké cytokiny jsou produkovany
v reakci na imunitni podnét, determinuje, zda dojde k rozvoji imunitni reakce a také zda
bude tato reakce cytotoxickd, humoralni, bunétné zprostfedkovand, alergickd nebo
tolerogenni. Zasadni vyznam v fizeni a zesileni alergické reakce maji pfedevsim cytokiny
odvozené od Th2 lymfocytt, mezi které se tadi IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13. (Adkinson
et al. 2009)

Zakladni funkci interleukinu 4 (IL-4) v rozvoji alergického zanétu je smérovat
diferenciaci naivnich ThO lymfocyti k Th2 lymfocytim, které néasledné produkuji IL-4,
IL-5, IL-9 a IL-13. Kromé& Th lymfocyta je IL-4 uvoliiovan také bazofily, NKT bunikami,
eozinofily a mastocyty. U eozinofila a bazofilt se I[L-4 vyskytuje jako preformovany peptid
v cytoplazmatickém granula, ktery je béhem alergické reakce z buniky rychle uvoliiovan.
IL-4 stimuluje expresi molekul MHC II. tfidy, CD80/CD86 (membranové proteiny
exprimované na APC), CD40 (receptor na povrchu APC) a také nizkoafinitniho
IgE receptoru (CD23, FceRIl) B lymfocyty, ¢imz podporuje schopnost B lymfocyt
prezentovat antigen. Dal§im vyznamnym U¢inkem IL-4 je vyvolani izotypového piresmyku
z izotypu IgM na IgE a nésledné zvySeni sekrece téchto protilatek (za spolutcasti IL-2,
IL-5, IL-6 a IL-9). Krom¢ uc¢inki na B lymfocyty mé IL-4 také podstatny vliv na rist,
diferenciaci a zivotnost T lymfocyti. Jak jiz bylo dfive zminéno, smeéruje pocatecni
diferenciaci ThO lymfocyti k jejich Th2 podtypu. Kromé toho také zabranuje jejich
apoptoze, ¢imz se podili na udrZeni alergické imunitni odpovédi. Dalsi dilezitou funkci
IL-4 béhem alergické reakce je jeho schopnost vyvolat expresi VCAM-1 na endotelidlnich
buiikéch, coZ zplisobuje zvysenou ptilnavost endotelu pro T lymfocyty, eozinofily, bazofily
a monocyty. Vyznamnym U¢inkem IL-4 v rdmci alergické reakce je také jeho schopnost
vyvolat expresi LTCs syntdzy na mastocytech, ¢imz je urCena schopnost mastocytu

produkovat cysteinylové leukotrieny. IL-4 také stimuluje produkci mucinu, ¢imz piispiva
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k nadmérné tvorbé hlenu v dychacich cestach. IL-4 byl nalezen v séru, bronchoalveolarni
lavézi a plicni tkani pacientl s astmatem a v nosni sliznici pacientl s alergickou rinitidou.

(Adkinson et al. 2009)

Interleukin 13 (IL-13) je svou funkci homologni k IL-4 a sdili s nim vétSinu
biologické aktivity, pficemz se predevSim jedna o UCinky na mononuklearni fagocyty,
endotelové a epitelidlni buiikky a B lymfocyty. Z toho 1ze odvodit, ze IL-13 se stejné jako
IL-4 podili na vyvolani izotypového pfesmyku ve prospéch IgE a na expresi VCAM-1.
Receptory pro IL-13 jsou heterodimery obsahujici fetézec IL-4Ra a IL-13Ra. IL-13Ra
fetézce zahrnuji aktivni formu receptoru IL-13Ral a takzvany ,ndvnadovy* receptor
(v anglictiné decoy receptor) 1L-13R02, kterému chybi motiv potifebny pro iniciaci
intracelularnich signalizacnich kaskad. IL-13Ral nalezneme na endotelovych buiikéch,
B lymfocytech, mononukledrnich fagocytech a bazofilech, ale naptiklad na mastocytech ¢i
T lymfocytech kjeho expresi nedochdzi, coz poukazuje na omezeni jeho exprese
v porovnani s receptory pro IL-4. Tato limitovana distribuce IL-13Ral pomdha objasnit
jedine¢nou schopnost IL-4 vyvolat diferenciaci Th2 lymfocyti a aktivaci mastocyta.
Nicmén¢ IL-13 je oproti IL-4 produkovén ve vétsim rozsahu a také se snadnéji identifikuje
ve tkanich postiZenych alergickym zanétem. Studie na mySich prokazaly, ze tloha IL-13
také spociva v tvorbé hlenové hypersekrece a ve vzniku nepfiméfené odpovédi dychacich

cest na rizné podnéty. (Adkinson et al. 2009)

Interleukin 9 (IL-9) byl pivodné oznacovan jako ristovy faktor mastocytid. Svym
ucinkem pfispiva k alergické odpovédi zprostfedkované mastocyty diky své schopnosti
stimulovat produkci mastocytovych protedz. Dale také podporuje rlst a prezivani antigen
specifickych T lymfocyti a zvySuje jejich expresi vysokoafinitniho IgE receptoru. Zdrojem
IL-9 jsou piedevsim eozinofily a Th2 lymfocyty. Mezi jeho jiné podstatné aktivity v ramci
alergické reakce patfi napiiklad vyvolani exprese CCLI11 (eotaxin-1, eozinofilni
chemotakticky protein), IL-5 receptori a chemokinového receptoru 4. Dale také
spolupracuje s IL-4 na zvySeni syntézy IgE protilatek a s IL-5 se spolecné podili na zvySeni

produkce eozinofili. (Adkinson et al. 2009)

Mezi klicové cytokiny podilejici se na regulaci syntézy IgE patii také interferon vy
(IFNy). Diky své schopnosti inhibovat izotypovy presmyk smérem k IgE a potlacovat
expresi FceRII zprostiedkovanou IL-4, je povazovan za inhibitor alergické reakce. IFNy je

obecné povazovan za jeden z hlavnich regulacnich prvki v poskozujicim i obranném zanétu.
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Jeho pfitomnost v dostatecné mife je nezbytna pro vyzravani ThO lymfocytti do Th1 subsetu.
Takto vzniklé Thl lymfocyty se pak stavaji hlavnim zdrojem IFNy v organismu. V rdmci
regulace tvorby IFNy hraji vyznamnou roli Th2 lymfocyty, které maji regulacné
antagonisticky ucinek vaci Thl subsetu, ktery tvoifi IFNy. (Adkinson et al. 2009,
Krejsek 2016)

Jednim z charakteristickych znakt alergickych onemocnéni je pfitomnost zvySeného
mnozstvi aktivovanych eozinofild, pfi¢emz nejvyznamnéjs$im rastovym faktorem eozinofili
je interleukin 5 (IL-5). Krom¢ stimulovani produkce eozinofili ma IL-5 i chemotaktické
ucinky, aktivuje zralé eozinofily a vyvolava jejich sekreci a zvySenou cytotoxicitu. IL-5 ma
také schopnost up-regulovat (regulace smérem ke zvyseni) odpovéd’ na chemokiny a apf>
integriny na eozinofilech, ¢imz napoméha jejich pfilnuti k endotelovym buitkdm
exprimujicim VCAM-1 a zprostfedkovava tak nashromézdéni eozinofill. IL-5 je schopny
prodluzovat zivotnost eozinofilti blokovanim apoptozy. Z provedenych studii bylo zjisténo,
ze podéni IL-5 lidskym subjektim zplsobuje slizni¢ni eozinofilii a zvySeni bronchidlni
hyperreaktivity. Dalsi aktivity spojené s uc¢inkem IL-5 zahrnuji maturaci cytotoxickych
T lymfocyti a diferenciaci bazofili. Kromé Th2 lymfocytd jsou zdrojem IL-5 také
mastocyty, NKT buiiky a pravdépodobné i samotné eozinofily. (Adkinson et al. 2009)

Vedle IL-5 stimuluji aktivitu eozinofild v rdmci alergické reakce také dva vyznamné
rustové faktory, jimiz jsou interleukin 3 (IL-3) a GM-CSF. Oba maji schopnost prodlouzit
zivotnost eozinofilll a generovat aktivované eozinfily. IL-3 je dilezitym faktorem, ktery
podporuje rust prekurzorti raznych hematopoetickych bun¢k. Hlavnim zdrojem IL-3 jsou
T lymfocyty, ale béhem alergické reakce ho mohou uvoliiovat také eozinofily a mastocyty.
GM-CSF je podobné jako IL-3 diilezitym kolonie stimulujicim faktorem, ktery podporuje
maturaci dendritickych buné€k, neutrofilli a makrofagli. Spole¢né s jinymi CSF napomaha
tvorbé trombocyta a erytrocyti. GM-CSF dale také slouzi jako aktiva¢ni faktor pro zralé
granulocyty a mononuklearni fagocytujici buiiky. Uloha GM-CSF béhem alergické reakce
je odvozena od jejich sdilené schopnosti s IL-3 a IL-5 inhibovat apoptézu eozinofilll a tim
prodlouzit jejich prezivani v mistech vyskytu alergického zanétu. Obzvlasté dulezitym je
behem alergického zanétu postihujiciho dychaci cesty, kdy zralé aktivované eozinofily ztrati
svou expresi IL-5Rs a tim i1 schopnost reagovat na IL-5 a namisto toho up-reguluji receptory
pro GM-CSF. Z toho vyplyva, ze za udrzeni zivotnosti a funkénosti eozinofilii v dychacich

cestach astmatiki, neni odpovédny pouze IL-5, ale 1 GM-CSF. (Adkinson et al. 2009)
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Dal$im charakteristickym znakem alergickych onemocnéni je zvySeny pocet
mastocyti, pficemz nejvyznamnéj$im cytokinem, ktery je odpovédny za zrani mastocytli
a jejich proliferaci je stem cell factor (SCF, ristovy faktor plisobici na urovni kmenové
prekurzord. Pochazi ze stromalnich bun€k kostni dfené, endotelovych bunék nebo
fibroblasti. SCF vyvolava uvolnéni histaminu z mastocytl a inkonzistentné i z bazofilt.
Z provedenych studii bylo vypozorovano, ze lokalni podani SCF je spojeno s uvolnénim
histaminu z mastocytli, zatimco systémové podéani je asociovano s proliferaci koznich

mastocytll a urtikarii. (Adkinson et al. 2009)

Nové byly mezi cytokiny podilejici se na pribéhu alergické reakce zarazeny také
interleukin 25 a interleukin 31. Interleukin 25 (IL-25, n¢kdy také oznacovan jako IL-17E)
byl ptivodné fazen do rodiny cytokint IL-17, ale diky jeho jedinecnému spektru G€¢inkd mu
byla vénovéna jeho vlastni nomenklatura. IL-25 pfispiva sekreci IgE diky své schopnosti
stimulovat produkci IL-4 a IL-13. Podobé¢ jako IL-4, IL-5 a IL-9 pochazi z Th2 lymfocyta.
Stimuluje uvolnéni IL-4, IL-5 a IL-13 z pfislusnych bun¢k, ¢imz se podili na expanzi
eozinofild. IL-25 déle také zvysuje expresi CCL5 (chemokinovy ligand 5) a CCLI11
(eotaxin 1, chemotakticky protein eozinofill), coz miZze dale pfispivat k usazovani
eozinofili v plicni tkani. Interleukin 31 (IL-31) je dalSim cytokinem identifikovanym na
zaklad¢ sekvencni homologie. Je ¢lenem cytokinové rodiny hemopoetinti, ktera zahrnuje
1 IL-3, IL-5 a GM-CSF. Primarné je exprimovan na Th lymfocytech za podminek
smétujicich k Th2 odpovédi. Mezi jeho uc€inky patii naptiklad vyvolani exprese chemokint,
které zprostiedkovavaji prilakani neutrofil, monocyth a T lymfocyti. (Adkinson

et al. 2009)

Ptehled cytokinii ti¢astnicich se alergické reakce je uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Cytokiny ucastnici se alergické reakce

Funkce Cytokin Aktivita
IL-4, IL-13 vyvolani izotypového piesmyku €
Regulace syntézy IFNy, TGF-B inhibice produkce IL-4 a IL-13
IgE IL-25 zvyseni produkce IL-4 a IL-13
IL-4, IL-19, IL-33 tvorba lymfocytl produkujicich IL-4
IL-5 tvorba eozinofill
IL-5, IL-3, GM-CSF, IL-4, inhibice apoptoz
Eozinofilie TNF-a, IFNy poptozy

IL-5, IL-3, GM-CSF, IL-1,
TNF-0, IFNy

chemotaxe, degranulace a aktivace
eozinofill

Vyvoj mastocyti

SCF

rust a diferenciace mastocyti,
uvolnéni histaminu

IL-3, IL-4, IL-9, IL-10,
IL-11

kofaktory pro riist mastocyti

Exprese adheznich

IL-1, IL-4, IL-13, TNF-a

vyvolani exprese VCAM-1

dychacich cest

IL-13, IL-17, TGF-B

molekul IL-1, TNF-0, IFNy vyvolani exprese I[CAM-1
Fibroza a IL-4, IL-6, IL-9, IL-11, podpora proliferace fibroblastl
remodelace

a ukladani kolagenu

Zdroj: Adkinson et al. 2009 (prepracovano)
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2 ALERGICKA ONEMOCNENI

Alergickd onemocnéni predstavuji celosvétové vyznamnou pfi¢inu morbidity
a znacnou zatéz zdravotnického systému vyspélych i1 rozvojovych zemi. Alergicka
onemocnéni jako je napiiklad astma, alergicka rinitida, ¢i atopicka dermatitida, postihuji az

30 % populace a jejich prevalence celosvétove stoupa. (Sanchez-Borges 2018)

2.1 Alergicka rinitida

Jednim z nejcastéjSich atopickych onemocnéni je alergickd rinitida, kterou trpi
ptiblizné 10-30 % svétové populace. Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni postihujici
nosni sliznici, mezi jehoz typické projevy patii rinorea (silny vytok znosu), sternutace
(kychani), nazalni pruritus (svédéni) ¢i kongesce. Diive byla alergicka rinitida rozliSovana
na sezonni a celoro¢ni. Sezénni alergicka rinitida, nékdy také oznacovana jako senna ryma,
je periodicky vyvolavdna venkovnimi alergeny, nejcastéji pyly trav, stromi a bylin,
v zévislosti na aktualnim ro€nim obdobi a geografické poloze. Celoro¢ni alergickou rinitidu
naopak zplisobuje vystaveni perzistentnim alergenim v domacim prostfedi, jako jsou
napiiklad roztoc€i, zvifeci srst, hmyz ¢i plisn€. Postupem casu se ovSem od této klasifikace
upustilo a byl vypracovan novy systém dé¢leni dle frekvence ptiznakd, jejich intenzity a vlivu
na kvalitu Zivota. Ta je u postizenych jedincl ¢asto sniZena, nebot’ projevy onemocnéni
mohou mit dopad na kvalitu spanku, schopnost u€eni, pracovni vykonnost a celkové na
socialni fungovani jedince. Od ostatnich druhti rinitid, jako je naptiklad infek¢ni, hormonalni
nebo nealergicka profesni rinitida, se alergicka rinitida li§i pfitomnosti specifickych IgE
protilatek a eozinofilnim nazalnim zanétem. Jejim podkladem je totiZ, jako u vSech ostatnich
atopickych onemocnéni, imunopatologicka reakce I. typu. (Humlova 2010, Drazdauskaité

et al. 2021)

Vyznamnym mediatorem alergické rinitidy, ktery je uvolnovan béhem degranulace
mastocytl, je histamin. Uvolnéni histaminu vyvolava kychani skrze trojklany nerv
a stimulaci hlenovych Zlaz zpusobuje rinoreu (silny vytok z nosu). Dalsi mediatory, jako
jsou napiiklad leukotrieny a prostaglandiny, se pak svym plsobenim na cévy podileji na
nazalni kongesci. Uvolnéni cytokinil IL-4 a [L-13 z mastocytl béhem pozdni faze alergicke
reakce nasledné umozni infiltraci nosni sliznice eozinofly, T lymfocyty a bazofily. Déle takeé
svym pusobenim vyvolavaji otok sliznice, ktery umocni kongesci nosu. Kromé nazalnich

projevil se u pacientl s alergickou rinitidou miize soucasné vyskytovat také alergicka
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konjunktivitida, suchy kaSel, dysfunkce Eustachovy trubice ¢i chronickd sinusitida.

(Akhouri et al. 2022)

Farmakologicky pfistup k1écbé v soucasné dobé predstavuji predevsim
antihistaminika a intranazalni kortikosteroidy, které ovSem poskytuji pouze docasnou ulevu
od projevii onemocnéni a u 30-60 % pacientli jejich Uc¢inek zcela selze. V takovych
ptipadech, kdy je tradi¢ni forma terapie neuspésna, je doporucovanou moznosti 1éCby
alergenova imunoterapie, coz je dodnes jedind léCebnd strategie, ktera je schopna

modifikovat samotné onemocnéni. (Drazdauskaité et al. 2021)

Pacienti s alergickou rinitidou casto podcenuji zavaznost svého stavu a nevyhledaji
I¢katskou pomoc. Pfitom adekvatni kontrola tohoto onemocnéni je velmi dilezita,
pfedev§im kvilli jeho spojitosti s astmatem. Pro zmirnéni pfiznaki je také zasadni, aby
pacient dodrzoval 1éCebny rezim a byl fadné edukovan o svém stavu a jeho moznych

disledcich. (Akhouri et al. 2022)

2.2 Astma

Astma je chronické onemocnéni postihujici dychaci cesty. Jeho projevy se mohou
u kazdého pacienta mirné liSit, ale mezi nejcastéjSi pfiznaky patii dyspnoe (duSnost),
dechova nedostatecnost, kasel, sipani, ale také panika a izkostné stavy, které jsou s projevy
tohoto onemocnéni spojeny. Jedna se o velmi ¢asté onemocnéni, jehoz rozsah zavaznosti se
muze pohybovat od velmi mirného ob¢asného sipani, po akutni Zivot ohrozujici uzavieni
dychacich cest. V krajnim ptipad¢ mize dojit az k fatalni zastavé dechu. Astma se obvykle
objevuje jiz v détském veéku a Casto byva doprovazeno i dal§imi projevy atopie jako je

napiiklad alergicka rinitida ¢i atopicka dermatitida. (Hashmi et al. 2022)

Patofyziologicky proces zaciné inhalaci drazdivého podnétu nebo alergenu, coz diky
bronchidlni hypersenzitivité vede ke vzniku zanétu dychacich cest a zvySené produkei hlenu.
Nésledkem je vyrazné zvySeni rezistence plic, které je nejvice zfetelné pii vydechu.
Obstrukce dychacich cest je zplisobena infiltraci tkdné zanétlivymi buitkami, nadmérnou
hlenovou sekreci a formovanim hlenové zatky a kontrakcemi hladkého svalstva. Tyto zmény
se po urcité dobé mohou stat nezvratnymi v diisledku zesileni bazalni membrany, ukladani
kolagenu a deskvamace epitelu, spole¢n¢ s remodelaci dychacich cest. Pokud nedojde
k rychlému zasahu a korekei, miiZe nastat stav, kdy hlenova hypersekrece brani inhalovanym

edematoznim. (Hashmi et al. 2022)
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Z epidemiologického hlediska je astma velmi rozSifenym onemocnénim.
V rozvinutych zemich se jeho prevalence pohybuje kolem 15-20 %, zatimco v zemich méné
rozvinutych pouze okolo 2—4 %. I ptes to, Ze postihuje vSechny vékové kategorie, Castéji
muzeme jeho vyskyt pozorovat u déti. Uvadi se, ze az 40 % déti béhem svého détstvi zazije
minimalné jednu epizodu sipani. Déle bylo také zjiSténo, ze v détstvi jsou astmatem vice
zasazeni chlapci nez divky (v poméru 2:1). Behem puberty pak dochazi k vyrovnani poméru
a po pubert€ je prevalence astmatu vyssi u Zen. Az 66 % jedinct je diagnostikovano pred
dosazenim 18 let, ptficemz téméf u 50 % z nich dojde ke zmirnéni zdvaznosti ¢i k Uplnému

vymizeni symptomi béhem ¢asné dospélosti. (Hashmi et al. 2022)

Etiologie astmatu je komplexni a stdle neni zcela objasnéna. Kromé genetické
predispozice se na jeho rozvoji znaén¢ podileji 1 faktory vnéjsiho prostiedi. Mezi nejcastéjsi
drazdivé podnéty patii napiiklad fyzickd zatéz, virové infekce dychacich cest,
gastroezofagealni reflux, chronicka sinusitida, rizné alergeny, tabakovy kouf ¢i chemické

vypary, ale i psychické faktory, pfedevsim stres. (Hashmi et al. 2022)

Z pohledu lécby zatim bohuZel neexistuje zadny 1€k, ktery by byl schopny astma
zcela vylécit. VEtsing pacientlh pomaha v ulevé od symptomt inhala¢ni terapie, kterd nema
u jedincd, ktefi nejsou schopni fadn¢ dodrzovat 1écbu, neni astma zcela pod kontrolou.
Kratky astmaticky zachvat obvykle dobfe reaguje na inhalaci B2 agonistl. Pfi perzistentni
formé astmatu se typicky pouzivaji inhalac¢ni kortikosteroidy. U té€zSich forem, nebo
v ptipad¢ kdy pacient na klasickou 1é¢bu neodpovida, mohou byt k 1€¢bé pfidany antagonisté

leukotrientl, theofylin, anti-IgE protilatky ¢i anticholinergika. (Virchow 2013)

2.3 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je nejcastéjSim chronickym zanétlivym onemocnénim kize.
Jeho etiologie je, jako u jinych atopickych onemocnénich, opét komplexni a zahrnuje jak
genetické, tak environmentalni faktory. Projevuje se obvykle jiz od détstvi a mezi typické
projevy patii velmi suchd pokozka, pruritus (svédéni), ekzematozni 1éze a lichenifikace
(zhrubéni kiize). V poslednich 30 letech doSlo v rozvinutych zemich ke zna¢nému nartistu
incidence tohoto onemocnéni. Uvadi se, ze atopickou dermatitidou trpi az 20 % déti
a 2-10 % dospélych. Stejné jako jina atopickd onemocnéni, 1 atopickd dermatitida ma velky

dopad na kvalitu Zivota postizenych jedinct. (Bieber 2014)
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Atopickd dermatitida je spole¢né s alergickou rinokonjunktivitidou a astmatem
soucasti tzv. atopické triddy. Jedna se o skupinu onemocnéni, ktera mohou zacinat soub&ézné,
nebo postupné za sebou, coz je oznacovano jako takzvany atopicky pochod (atopic march).
Pacienti, kterych se tento stav tyka, maji naruSenou bariéru kiize a hornich 1 dolnich

dychacich cest, coz vede k symptomatologii téchto onemocnéni. (Kolb 2022)

Pacienti s atopickou dermatitidou maji porusenou kozni bariéru, ktera je tak nachylna
k projeviim xerdzy a citliva na drazdivé podnéty okolniho prostredi a alergeny, které mohou
vést ke vzniku zanétu, pruritu a dal§im typickym klinickym projeviim tohoto onemocnéni.
Poruseni koZzni bariéry mlize byt z ¢asti zpisobeno snizenou hladinou ceramidi, coZ jsou
sfingolipidy ve stratum corneum (rohova vrstva), ktera se podili na funkci kozni bariéry
a dale také zabranuji transepidermalni ztrat¢ vody. Porusend kozni bariéra nasledné
umoznuje iritantim a alergeniim penetrovat klizi a vyvolat tak zanét nadmérnou aktivaci
Th2 odpovédi (se zvySenymi cytokiny IL-4 a IL-5) v piipadé¢ akutnich 1ézi, nebo
Thl odpovédi (IFNy a IL-12) v piipadé chronickych 1ézi. Skrabani svédivé pokozky dale
stimuluje keratinocyty k uvolnéni dalSich zanétlivych cytokind jako je TNFa, IL-1 nebo
IL-6. U vice nez 90 % pacientl s atopickou dermatitidou dochazi ke kolonizaci postizeného
mista zlatym stafylokokem (Staphylococcus aureus), v dusledku snizenych hladin
antimikrobialnich peptidl (B-defenziny a katelicidiny) v epidermis. Staphylococcus aureus
muze léze atopické dermatitidy vyrazné zhorsit a v nékterych ptipadech vést k sekundarni

infekei €1 impetiginizaci. (Kolb 2022)

Z genetického hlediska mtze u jedincii s atopickou dermatitidou dochézet ke
zménam, jako je naptiklad ztrata funkce genu pro filagrin. Filagrin (z anglického filament
aggregation protein) je epidermdlni protein, ktery se rozkldd4 na pfirozeny hydratacni
faktor. Mutace genu pro filagrin se vyskytuji az u 30 % pacientl s atopickou dermatitidou
a mohou byt predispozi¢nim faktorem pro vznik ichtyozy (ichtyosis vulgaris), alergické
rinitidy ¢i folikularni keratézy (keratosis pilaris). Projevy atopické dermatitidy mohou
zhorSovat 1 rizné potravinové hypersenzitivity, pficemz 90 % ztéchto reakci byva
zpusobeno vejci, mlékem, araSidy, sdjou €i pSenici. Nedavné studie také indikuji, Ze existuje

spojitost mezi koufenim a rozvojem atopické dermatitidy v dospélosti. (Kolb 2022)

Hlavnim cilem terapie atopické dermatitidy je dostat onemocnéni dlouhodobé pod
kontrolu, redukovat piipadna vzplanuti a pfedchazet bakteridlnim ¢i virovym komplikacim.

Je dilezité, aby se postizeni jedinci vyhybali spoustécim zanétlivé reakce. Dale je
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doporucovano dodrzovani specidlni rutiny v péfi o pokozku, ktera nejCastéji zahrnuje
aplikaci topickych steroid a emoliencii. Topické steroidy se také pouzivaji pfi akutnim
vzplanuti nemoci. Jejich pouziti s sebou ovSem nese i riziko vedlejSich ucinki, jako je atrofie

ktze nebo teleangiektazie. (Bieber 2014, Kolb 2022)

2.4 Anafylaxe

Anafylaxe je zdvazna, multisystémova alergicka reakce, kterd se objevuje nahle po
kontaktu s alergenem. NejCastéji vznika jako ndsledek uvolnéni zanétlivych mediatora
behem degranulace mastocyta zprostiedkované IgE protilatkami. Tyto mediatory zpiisobuji
zvySenou cévni permeabilitu, periferni vazodilataci, zvySenou produkci hlenu a kontrakci
hladkého svalstva bronchl. Anafylaxe mtze byt ovSem vyvolana i jinymi imunologickymi
mechanismy nebo pfimou stimulaci mastocytd. Jedna se o potencialné fatalni stav s velmi
rychlym néstupem. Mezi typické projevy patii urtikdrie, angioedém, hypotenze
a bronchospasmus. Nicméné, az 20 % anafylaktickych reakci postradd jakékoli kozni
projevy ¢i piiznaky vazomotorické nestability, a tak i pfes svou zdvaznost muze byt

anafylaxe Casto obtizné diagnostikovatelna. (Tupper 2010)

NejcastéjSimi spousteci anafylaktické reakce jsou potravinové alergeny (mléko, soja,
vajicka, ofechy a motské plody), l1€ky (antibiotika — penicilin, nesteroidni protizadnétlivé
lIéky, anestetika), jedy (pfedev§im blanokiidlého hmyzu), intravendzni kontrastni latky
a latex. Az 20 % anafylaktickych reakci vSak vznika na zékladé nezndmé etiologie,

v takovém piipad¢ hovotfime o idiopatické anafylaxi. (Tupper 2010)

Primérni pfi¢inou umrti béhem anafylaktické reakce byva poskozeni dychacich cest
nebo kardiovaskularni kolaps. Riziko fatdlniho konce hrozi pfedevSim u astmatickych

pacientt. (Tupper 2010)

Prvnim krokem pfi 1écbé anafylaxe je odstranéni podnétu, ktery reakci vyvolal.
Lékem prvni volby byva epinefrin a preferovanou cestou jeho podani je intramuskulérni
injekce do anterolateralni strany stehna. K intraven6znimu podani se pfistupuje v pripadé
kardiovaskularniho kolapsu, ktery nereaguje na intramuskuldrni podani. Po 1écbé
anafylaktického zachvatu by mél byt pacient poucen a pfipraven na to, aby mohl piipadné
recidivy sam zvladat. Proto je nezbytné, aby u sebe jedinci s rizikem anafylaxe neustale
nosili jeden ¢i dva epinefrinové autoinjektory a v pfipadé¢ znadmek anafylaxe si epinefrin

okamzit¢ aplikovali. (Tupper 2010, Simons 2014)
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3 DIAGNOSTIKA ALERGICKYCH ONEMOCNENI

Jak jiz bylo zminéno, prevalence alergickych onemocnéni celosvétove stoupa a nese
s sebou znacnou zatéz zdravotnického systému a negativné ovliviiuje také kvalitu zivota
postizenych jedincl. Stanoveni pfesné diagnodzy, spolecné s optimalni 1é¢bou, vyzaduje
pouziti patficnych testl k potvrzeni senzibilizace alergenem a detailni informace o expozici
danému alergenu. V momenté, kdy dojde ke stanoveni diagndézy a jsou identifikovany

pfislusné alergeny, je mozné zahajit specifickou terapii. (Ansotegui et al. 2020)

3.1 Diagnostika in vivo
Nejcastéjsi formou in vivo diagnostiky alergickych stavl jsou kozni testy, které

v soucasné dob¢ predstavuji nejspolehlivejsi a nakladove nejefektivngjsi ptistup k diagndze

IgE zprostfedkovanych onemocnéni. (Genser et al. 2014)

3.1.1 KoZni testy
Nejrozsifengj§im typem koznich testi jsou takzvané kozni prick testy

(SPT, z anglického skin prick tests). Jedna se o velmi jednoduchou metodu, kterou lze zjistit,
zda je jedinec senzibilizovan IgE protildtkami. Principem tohoto testu je vneseni
specifického alergenu (ve formé kapky roztoku obsahujiciho dany alergen) vpichem do klize
pomoci lancety, coz u alergika vede k pfemosténi specifickych IgE navédzanych
na membranové receptory, ¢imz je vyvolana degranulace mastocytd pfitomnych v kizi.
Nejcastéji se alergeny aplikuji na volarni stranu predlokti, ptipadné na plochu zad. V ramci
degranulace jsou uvolnény mediatory alergické reakce zpiisobujici kozni projevy, pro které
je charakteristicky vznik zarudlych a svédivych pupent svédCicich o pozitivité reakce.
Vysledek reakce se obvykle hodnoti po uplynuti 5-20 minut. SPT poskytuji s velkou
ptesnosti objektivni a spolehlivé potvrzeni alergické senzibilizace. V ptipad¢ indikace jsou
SPT jednoduchou, biologicky relevantni, reprodukovatelnou, nakladové a ¢asové ptiznivou

a vysoce citlivou metodou. (Ansotegui et al. 2020, Barttikova et al. 2011)

U pacientli s vaznym klinickym podezienim na onemocnéni zprostiedkované
IgE protilatkami, jejichz vysledek prick testu byl negativni, je navrZzeno provedeni
intradermalnich testG (IDT). Intradermdlni testy se vyuZzivaji k odhaleni pfecitlivélosti
casného typu, zprosttedkované protilatkami IgE (I. typ imunopatologické reakce), ale také
k priikkazu imunopatologické reakce IV. typu (oddéalend piecitlivélost). V ramci IDT jsou
pacientim podavany alergeny formou intradermalni injekce, coz v ptipad¢ pozitivity vede

ke vzniku zarudlého pupenu o priméru minimalné€ 5 milimetr. Vysledek se opét hodnoti
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pfiblizné€ po 20 minutach. Negativnim aspektem IDT pfii stanovovani ¢asné piecitlivélosti
je zvySené riziko nepfiznivych reakci. Z toho divodu je aplikace téchto testli omezena
na klinické prostfedi, kde je k dispozici vybaveni pro promptni zésah v ptipad¢é potieby.

(Ansotegui et al. 2020, Bartaikova et al. 2011)

3.1.2 Provoka¢ni testy
Pokud jsou vysledky ziskané pomoci koznich testl a in vitro stanoveni specifickych

IgE protilatek nepritkazné, mohou se pro potvrzeni diagnozy alergického onemocnéni vyuzit
takzvané provokacni testy. Princip téchto testii spociva v aplikaci alergenovych extraktt
pfimo na sliznici spojivky, broncht ¢i nosu, s cilem vyvolat projevy onemocnéni a klinicky
demonstrovat zdvaznost IgE mediované senzibilizace u pacientii s alergickou
rinokonjunktivitidou ¢i alergickym astmatem. Rizikem téchto testl je vSak potencidlni
systémova reakce, predev§im v piipad¢ inhalacnich alergent. (Ansotegui et al. 2020,

Braunstahl 2014)

3.2 Diagnostika in vitro
Cilem diagnostického procesu je identifikace pfi¢inného alergenu odpovédného
za rozvoj alergie. Od roku 1967, kdy poprvé doslo k purifikaci IgE, se sérologické testovani

stalo béZné€ uzivanou metodou k hodnoceni alergickych onemocnéni. (Ansotegui et al. 2020)

3.2.1 Celkové IgE
V priubéhu let bylo mnoha studiemi potvrzeno, Ze celkova koncentrace IgE protilatek

v séru vykazuje silnou korelaci s pfitomnosti alergickych onemocnéni u vySetfovanych
jedinct. Z toho divodu je stanoveni celkové hladiny IgE povazovano za jedno ze zékladnich
vySetfeni pro screening atopickych stavii. Hodnoty celkového IgE se uvadéji
ve standardizovanych mezinirodnich jednotkdch IU/mL. V séru dospélého clovéka je
za normalni obvykle povazovana hodnota nizs$i nez 200 IU/mL. Mezi nejcastéji vyuzivané
metody ke stanoveni celkovych IgE patii naptiklad ELISA, FEIA ¢i nefelometrie. Celkova
hladina IgE nemtize byt vSak povazovana za zcela spolehlivy marker alergického procesu,
protoze zvySené hodnoty IgE mizeme nalézt také u jinych klinickych stavi, jako je naptiklad
alergicka bronchopulmonalni aspergiloza, Wiscottliv — Aldrichitiv syndrom, hyper IgE
syndrom nebo rlizna parazitarni onemocnéni. Na druhou stranu snizené ¢i normalni hodnoty
nevylucuji pfitomnost IgE mediovanych alergickych onemocnéni. Z toho vyplyva,
ze vysledky celkové koncentrace IgE by meély byt peclivé a pozorné interpretovany
a nepovazovany ihned za indikaci pfitomnosti alergického onemocnéni. (Ansotegui et al.
2020, Barttiikova et al. 2011)
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3.2.2 Specifické IgE
In vitro stanoveni specifickych IgE protilatek obvykle doprovazi kozni prick testy

v ramci diagnostiky alergickych onemocnéni zalozenych na I. typu imunopatologické
reakce. Jedna se o stanoveni sérovych IgE, které jsou namitfeny proti konkrétnimu alergenu.
Vysledky téchto testil jsou kliCové pro stanoveni spravné diagnozy alergického onemocnéni
a zaroven 1 k indikaci spravné 1é¢by (naptiklad specifické alergenové imunoterapie), proto

musi byt nélezit¢ a peclive interpretovany. (Lokas et al. 2017)

Jednim z prvnich testli pro rutinni stanoveni specifickych IgE protilatek v séru byl
takzvany RAST (z anglického radioallergosorbent). Tento test vyuzival pro detekcei signalu
polyklonalni protilatky proti lidskym IgE oznac¢ené radioaktivnim izotopem jodu. V prib&hu
let doslo k rozvoji novych technologii a vznikla metoda nazyvana Pharmacia CAP Systems
zalozena na technologii ImmunoCAP. ImmunoCAP je in vitro test zalozeny na principu
fluorescencni enzymové imunoanalyzy se specidlnim polymernim nosi¢em. Jednd se
o kvantitativni test vyvinuty zplvodni technologie RAST spolecnosti Pharmacia
Diagnostics. Diky svym analytickym a klinickym vysledkim, Siroké moZznosti pouziti
a dostate¢né stalosti v porovnani s vysledky SPT je dodnes ImmunoCAP standardni

metodou volby. (Lokas et al. 2017)

Nov¢jsi ptistup ve stanoveni specifickych IgE protilatek predstavuji multiplexové
metody (oznacované také jako bioCipové metody). Multiplexové metody umoZziuji
simultdnni stanoveni specifickych IgE proti vétS§imu poctu alergenti, diky ¢emuZ jsme
schopni ziskat velké mnozstvi informaci o senzibilizaénim profilu pacienta. Dalsi vyhodou
je také potteba pouze malého mnozstvi vzorku pro provedeni analyzy. Testovani je zalozeno
na principu dot blotu, pfi¢emz jako pevna faze slouZi membrana, na jejimz povrchu jsou
umistény alergeny. Mezi nejzndméjsi rutinné pouZzivané bioCipové testy patii naptiklad
ISAC (z anglického immuno solid-phase allergen chip) nebo ALEX (z anglického allergy
explorer). (Jakob et al. 2015)

3.2.3 Test aktivace bazofilu
Test aktivace bazofildi (BAT) je jednim znejcastéji pouzivanych bunéénych

funkc¢nich testl. Uplatiiuje se predevsim v piipadé, kdy je hodnoceni pacientovy anamnézy
a vysledkd stanoveni specifickych IgE protilatek nebo koZnich testli rozporuplné, nebo
pokud pacientova anamnéza indikuje, Ze by provedeni koznich testl mohlo vyvolat
systétmovou reakci. UrCeni citlivosti bazofili se sériovym fedénim alergenu mize byt

pouzito k méfeni inflexniho bodu nebo poloviéni maximalni koncentrace alergenu jako
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méfitka alergické odpovédi. Oproti provokacnim testim je BAT Iépe reprodukovatelny.
Citlivost bazofili muze byt pouzita k identifikaci rtiznych potravinovych alergend,
primarnich senzibilizatorii v rdmci zktizené reagujicich alergenii nebo k ptipravé alergenti
a monitorovani priubéhu alergenové imunoterapie. Aktivace bazofili muze byt detekovana
a kvantifikovana pomoci pritokové cytometrie. Pro bazofily je typicky znak CD203c
a aktivacni znak CD63, jehoz exprese vykazuje silnou korelaci s degranulaci téchto bunék.

(Hoffmann 2014, Ansotegui et al. 2020)
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4 LECBA ALERGII

Zakladem terapie alergickych onemocnéni je v prvni fad€ snaha o zamezeni kontaktu
s danym alergenem, ¢ehoz ov§em nelze vzdy dosdhnout. Obvykle byva jednoduché vyhnout
se konkrétnim potravinovym alergeniim ¢i chemickym substancim. Na druhé stran¢ je témet
nemozné se zcela vyhnout expozici pylu. Jedincim postizenym timto typem alergie mohou
byt ndpomocné pylové kalendafe a piredpovédi, které informuji o pylové situaci

v konkrétnich regionech. (Tomcalova 2014)

Z hlediska farmakoterapie se nejcastéji vyzivaji pfipravky, které neutralizuji
mediatory alergického zénétu, inhibuji jejich receptory nebo potlacuji aktivitu bunck
ucastnicich se alergické imunitni odpovédi. Patfi mezi né€ pfedevSim antihistaminika, ktera
pusobi jako antagonisté histaminu na Hi-receptorech ¢i glukokortikoidy, které maji silné
alergickych onemocnéni, avSak v nékterych ptipadech mohou vést k zavaznym nepiiznivym

reakcim. (Tomcalova 2014, Inagaki et al. 2001)

Zajimavou moznost 1é€by nové piedstavuje specifickd alergenové imunoterapie,
jejiz princip je zaloZen na aplikaci postupné se navysSujictho mnozstvi konkrétniho alergenu,
ktery je pfic¢inou alergie u daného jedince, pticemz cilem je modifikace ¢i uplné odeznéni

projevii onemocnéni. (Tomcalova 2014)

4.1 Specificka alergenova imunoterapie

Alergenova imunoterapie (AIT) je lécebnou strategii, kterd ma schopnost
modifikovat samotné onemocnéni. Proces této 1éCby je specificky tim, Ze se zamétuje
na konkrétni alergeny, které byly pacientem i lékafem identifikovany jako pfi€ina projevil
alergie. Indikovana byva nejCastéji u pacientd s alergickou rinitidou, jejichz symptomy
pfetrvavaji i po terapii konven¢nimi antihistaminiky ¢i intranazalnimi kortikosteroidy. Mezi
dalsi indikace se dale fadi i alergické astma, alergicka konjunktivitida ¢i rinokonjunktivitida,
atopickéd dermatitida, potravinové alergie (mediované IgE protilatkami) nebo alergie na jed
blanokiidlého hmyzu s vyraznou lokalni reakci ¢i rizikem anafylaxe. (Drazdauskaité et al.

2020, Persaud et al. 2022)

Specifickd alergenovd imunoterapie se muze aplikovat ve formé subkutinnich
injekei (SCIT — subkutanni imunoterapie), kdy se pacientovi podavaji postupné se navysujici

davky senzibilizujiciho alergenu obvykle po dobu 8—12 tydna a nasledné vysoké davky
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v mésicnich intervalech po dobu 3-5 let. Dalsi moznosti je aplikace ve formé tablety, ktera
obsahuje vysoké davky alergenu a vklada se pod jazyk, kde se nechd pozvolné rozpustit.
V tomto piipadé hovoiime o takzvané sublingvalni imunoterapii (SLIT). Obé varianty
poskytuji dlouhodoby klinicky prospéch a imunologickou toleranci i po skonceni 1écby.
SCIT je povazovana za vysoce ucinny zpusob navozeni tolerance vici sezoénnim
i celorocnim alergenim. Ne vSichni pacienti jsou ovsem vhodnymi kandidaty pro SCIT.
Nekteti jedinci mohou naptiklad trpét averzi viici injekénimu zptisobu aplikace. Dale je také
dalezité vzit v potaz, ze pravidelné navstévy Iékate pro podani 1écby mohou pro pacienta
predstavovat znacnou zat¢z a ptipadné i vyznamné neptimé naklady (absence v zaméstnani).
V neposledni tad¢ je také nutné ptihlédnout k riziku anafylaxe, které se s touto formou
terapie poji, 1 pfes to, Ze jeji prevalence se pohybuje pouze kolem 0,13 %. Diky témto
skute¢nostem miize atraktivni alternativu pro mnoho pacientl pfedstavovat pravé SLIT,
sezonni alergické rinitidy. (Drazdauskaité et al. 2020, Dranitsaris et al. 2014, Calderén et al.

2012)

Imunologické zmény probihajici béhem specifické alergenové imunoterapie jsou
komplexni a prozatim ne zcela objasnény. Nicméné bylo zjiSténo, Ze AIT potlacuje vyvoj
dendritickych bun¢k fenotypu 2 (cDC2) a podporuje diferenciaci naivnich T lymfocytl
vjejich regulaéni podtypy (indukované regulacni T lymfocyty, FOXP3+ regulacni
T lymfocyty a folikularni regula¢ni T lymfocyty). Tyto buniky se pak podili na potlaceni
Th2 imunitni odpovédi, ktera je spojovana s rozvojem atopickych stavil, s pfesmérovanim
k Th1 imunitni odpovédi, pfic¢emz tento d¢j je povaZovan za jeden z kliCovych bodi uspésné
imunoterapie. Regulacni T lymfocyty dale také produkuji protizanétlivy IL-10, ktery
se podili na snizeni hladiny specifickych IgE protildtek a soucasném zvySeni hladiny
blokujicich 1gG4 protilatek, které s IgE soutéZi o vazebné misto alergenu. Tim zabramuji
pfemosténi vysokoafinitnich receptorti na povrchu mastocytl a bazofilti, ¢imz inhibuji jejich
degranulaci a redukuji uvolnéni prozanétlivych cytokint. Bylo také zjisténo, ze specificka
alergenova imunoterapie snizuje piisun mastocyttli, bazofill a eozinofilti do mista alergenové
vyzvy, jimz muze byt kize, sliznice nosu, spojivek ¢i bronchil. (Drazdauskaité et al. 2020,

Persaud et al. 2022, Moote et al. 2018)

Aplikovani alergenové imunoterapie je nutné provadet s velkou opatrnosti, nebot’
pacientovi podavame pusobek, o kterém vime, ze vyvolava alergickou reakci. Komplikace

imunoterapie mohou zahrnovat systémové reakce jako je anafylaxe, rozsahlé kozni reakce
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¢i lokalni reakce v misté vpichu. U SCIT se také velmi vzacné mohou vyskytnout i fatalni
reakce, pficemz jednim z nejvétSich rizikovych faktorti je nekontrolované ¢i nestabilni
astma. DalSim rizikovym faktorem je neimysIné intramuskularni podéani injekce, které mtze
zpusobit zvysené riziko systémové reakce kvili rapidni absorpci alergenu. Nezadouci reakce
u SLIT jsou vétSinou pouze lokédlniho charakteru, rychle odeznivaji a obvykle nevedou
k preruseni ¢i ukonceni 1écby. Pfed rozhodnutim o aplikaci specifické alergenové
imunoterapie musi byt pacienttiv stav peclivé posouzen, predevsim co se tyka spoustécich
alergenti. Vzhledem k tomu, ze je 1éCba Casové a Casto i financné naro¢na, je dalezité také
posoudit rizika a ndaklady v porovndni se symptomatickou terapii antihistaminiky
a kortikosteroidy. Kviili moznym komplikacim, musi byt pacienti obeznameni jak s benefity,

tak 1 riziky 1écby. (Persaud et al. 2022, Frew 2010)

4.1.1 Pripravek Oralair
Oralair je ptipravek ve formé sublingvalni tablety, ktery se pouziva k 1é¢b¢ alergické

rinitidy vyvolané pyly trav u jedinct s klinicky relevantnimi projevy a pozitivnim vysledkem
koznich testl nebo nélezem IgE protilatek specifickych pro pyly trav in vitro. Terapie
pripravkem Oralair se skldda z léCby uvodni (zahrnuje fazi navySovani davky po dobu
3 dnt), ktera trva priblizn€ mésic, a udrzovaci 1écby, kterd nasleduje od druhého mésice
podavani ptipravku. Idedlni je lécbu zahdjit 4 mésice pfed zacitkem pylové sezony
a nasledné v ni pokracovat az do jejiho konce. V piipadé€, Ze béhem prvni pylové sezony
nedojde k vyznamnému zlepSeni symptomil, obvykle se v 1€cbé nepokracuje. (pitibalova

informace ptipravku Oralair)

Ptipravek Oralair obsahuje alergenové extrakty pyld péti hlavnich druhti trav
z podceledi Pooideae, které jsou Casto odpovédné za projevy alergické rinitidy u jedincii
s alergii na pyly trav. Témito hlavnimi druhy jsou Bojinek lu¢ni (Phleum pratense), Tomka
vonna (Anthoxanthum odoratum), Srha lalocnatd (Dactylis glomerata), Jilek vytrvaly
(Lolium perenne) a Lipnice luéni (Poa pratensis). Pylové alergeny z téchto rostlin jsou
inkorporovany v lisované tablet¢ ve formé purifikovanych lyofilizovanych extrakt
a obsahuji hlavni alergeny z téchto druht rostlin, pfedev§im vyznamnou skupinu 1 pylovych
alergentl (Phl p 1, Ant o 1, Dac g 1, Lol p 1 a Poa p 1) a dale také neméné¢ diileZitou
skupinu 5. Zahrnuty jsou ale 1 né€které méné vyznamné alergeny. PouZziti alergenovych
extraktli ztéchto péti riznych druhlQi trav poskytuje Siroké pokryti napfi¢ rdznymi
geografickymi oblastmi, kde se expozice pacientll a senzibilizace alergeny specifickych

druhii trav miize lisit. (Klimek et al. 2022)
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Davkovani ptipravku Oralair je ur€ovano na zaklad¢ indexu reaktivity (IR), coz je
jednotka definovand jako mira alergenni ucinnosti extraktu alergenii. Alergenovy extrakt
obsahuje 100 IR/mL, pokud provedeni koZzniho prick testu vedlo k tvorbé pupene o priméru
7 mm u 30 jedincti senzibilizovanych vii¢i tomuto alergenu. (Klimek et al. 2022, ptibalova

informace piipravku Oralair)

Lyofilizované alergenové extrakty jsou doplnény inaktivnimi pfisadami, jimiz jsou
mannitol, mikrokrystalickd celulosa, sodnd sil kroskarmelosy, koloidni bezvody oxid
kiemicity, magnezium-stearat a monohydrat laktdzy k vytvoteni findlni lisované tablety.
Toto finalni sloZeni bylo navrZzeno k dosaZzeni trvalého uvolniovani alergenu napfic¢
sublingvalni sliznici po dobu 2—3 minut, kdy >90 % celkové¢ alergenni aktivity je uvolnéno
spolknuti tablety miize redukovat piijem alergenu sliznicnimi APC. Po spolknuti
polypeptidovy/peptidovy  alergenovy  extrakt podléhd proteolytické  degradaci

v gastrointestinalnim traktu bez vyznamné systémové expozice. (Klimek et al. 2022)

Cilem 1é¢by ptipravkem Oralair je indukovat odpovéd’ imunitniho systému pacienta
na alergen, jimz ma byt léCen. Pfesny mechanismus ptisobeni vSak zatim neni zcela znam
a dokumentovan. Obecné ucinek AIT spocivd ve vyvolani imunitni tolerance
na senzibilizujici alergen skrze fadu mechanismi. Bylo zjiSténo, ze sublingvalni aplikace
ptipravku Oralair vede k rychlému (15-30 minut) pfevzeti a zachyceni alergenového
extraktu dendritickymi buiikami Gstni sliznice (Langerhansovy buiilky), coZ umoziuje
zpracovani antigenu s minimalni proteolytickou degradaci a zachovani repertoaru epitopii
T a B lymfocytl. V nésledujicich 12-24 hodinach pak Langerhansovy bunky migruji do
mistnich lymfatickych uzlin, kde interaguji s naivnimi CD4+ T lymfocyty, ¢imZ indukuji
tvorbu regulacnich T a B lymfocytl a vyvolavaji supresi specifickych Th1/Th2 lymfocytt.
Spolecné s témito d€ji dochazi také k potlaceni aktivity mastocytil, bazofili a eozinofila.
Vsechny tyto jevy patii do ¢asné faze vyvolani tolerance a dochézi k nim v pribehu dni az
tydnd. V ramci mésict se poté rozviji faze pozdni, béhem které dochazi ke sniZeni hladiny
alergen specifickych IgE protilatek se sou¢asnym nartstem kompetitivnich specifickych IgG
protilatek. Dale také dochazi ke sniZeni mnoZstvi ¢i aktivity proalergennich efektorovych
bunék v perifernich tkanich jako je kiiZe a sliznice. (Klimek et al. 2022, ptibalové informace

ptipravku Oralair)
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4.2 Hodnoceni u¢innosti alergenové imunoterapie

Prvni kontrolni studie, kterd svédcila ve prospéch ucinnosti AIT, byla zvetfejnéna
jiz v roce 1954. V ramci této studie bylo pro hodnoceni Gc¢innosti AIT vyuzito jako méfitko
klinickych vysledkli sniZzeni symptomli u pacienta a jeho celkovy pocit z1écby.
V soucasnosti je za zlaty standard sledovani ucinnosti AIT povazovano hodnoceni
klinickych symptomt a pfipadnd nutnost pouziti zachranné medikace v prib¢hu piirozené
expozice alergenu. Jako sekundarni parametry pro hodnoceni uc¢innosti AIT mohou také
slouzit naptiklad skore kvality zivota nebo dny bez pfitomnosti symptomd. (Pitsios 2021,

Shamyji et al. 2017)

Pacienti ucastnici se klinickych studii dobrovolné zaznamenavaji indikovana
klinick4 data nebo vypliuji dotazniky tykajici se jejich stavu. Uskali tohoto typu hodnoceni
pfedstavuje skutecnost, Ze samonahldSena data jsou Casto subjektivni, mohou byt ovlivnéna
osobnim vnimanim zavaznosti projevii onemocnéni nebo mirou osobni spokojenosti
s vysledky 1écby. Kazdy pacient mtize zhodnotit symptomy nebo nutnost pouziti zachranné

medikace jinak a ve vysledku je tedy promitnuta i pacientova osobnost. (Pitsios 2021)

Idealnim objektivnim posouzenim Uc€innosti AIT by bylo vyuziti vhodnych
biomarkerti, umoznujicich kvantitativni méfeni. Pouziti takovychto biomarkerii by poskytlo
mnoho vyhod, jako je naptiklad identifikace ,,dobrych® respondentii na AIT, zvoleni
odpovidajiciho trvani 1€¢by, predikce klinickych vysledkili, monitorovani i¢inku 1é¢by nebo
ptipadna potieba boosterové davky. I ptes to, ze se jiz mnoho studii zabyvalo zakladnimi
imunologickymi mechanismy AIT a potencionalnimi in vitro biomarkery, doposud se Zadny
z nich neprokézal jako jednoznacny prediktivni ukazatel pro klinické vysledky. V sou€asné
dobé¢ jsou nejvice zkoumanymi potencidlnimi biomarkery naptiklad IgE protilatky (celkové
IgE, specifické IgE, nebo jejich pomér), podtiidy IgG (sIgGl, sIgG4, pomér sIgE a 1gG4),
aktivace bazofilli, cytokiny a chemokiny nebo bunééné markery (regulacni T a B lymfocyty

a dendritické buiiky). (Pitsios 2021, Shamji et al. 2017)

4.2.1 Vizualni analogova $kala
Ziskani podrobné a peclivé pacientovy anamnézy, spolecné s lékatskou prohlidkou,

tvoti zaklad diagnostického procesu v alergologii. U mnoha alergickych onemocnéni je
nezbytné neustalé posuzovani a monitorovani zdvaznosti symptomd, jejich povahy a zmén
v zavislosti na mist¢, ¢ase a situaci, ve které se objevuji. Pfikladem takového onemocnéni je

alergicka rinitida, jejiz ptiznaky jsou ¢asto subjektivni a té¢Zko se posuzuji ¢i ovéiuji. Dalsi
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uskali také predstavuje fakt, ze symptomy takového onemocnéni se casto u kazdého pacienta
1isi, at’ uz ve smyslu jejich povahy, zavaznosti i trvani. V poslednich letech se také vyvinula
snaha o individualizaci terapie a nepfetrzit€é monitorovani onemocnéni, pii¢emz v ramci
monitorovani onemocnéni je nezbytné ziskat spolehlivé a reprodukovatelné informace
o ucinnosti 1é¢by (ptiznaky pred a po aplikaci daného 1é¢iva). Z toho v§eho nam vyplyva, ze
je nezbytné mit k dispozici jednoduchy a U€inny nastroj k objektivizaci symptomul
a monitorovani zavaznosti onemocnéni. Moznost takového nastroje pro nas piedstavuje

vizualni analogova Skala. (Sybilski 2018)

Vizualni analogova Skéla (VAS, z anglického visual analog scale) je psychometricka
Skala vyuzivana pro hodnoceni proménlivych a subjektivnich vlastnosti, které se mohou

neustdle ménit a neni mozné je piesné méfit jinymi dostupnymi metodami. (Sybilski 2018)

Vizualni analogova skala je obvykle vodorovna, 100 mm dlouha linie (Ize si ji také
predstavit jako pravitko ¢i primku), jejiz opacné konce vyjadiuji dva nejzazsi ¢i krajni
pocity. Pacientovym tkolem je oznacit na Skale bod, ktery nejlépe odpovida zadvaznosti jeho
ptiznaki a aktudlnimu stavu kontroly nad jeho onemocnénim. Bodu, ktery pacient vyznacil
je nasledné ptidéleno skore od 0 do 100. Pokud jsou zaznamy provadény v papirové verzi,
mohou byt vysledky prezentovany v milimetrech. Pti vybéru koncovych bodi (0-100) je
dilezité prezentovat maximalni extrémy zavaznosti projevii onemocnéni, aby bylo zahrnuto
celé spektrum riiznych pocitil, a ne pouze jejich ¢ast. Jako ptiklad mizeme uvést hodnoceni
pfiznakt alergické rinitidy, mezi néZ patfi predevS§im nosni kongesce, rinorea, svédéni nosu
¢1 kychani. U nosni kongesce by 0 oznacovala volné dychani nosem a 100 kompletni
celodenni obstrukci. Pro rinoreu 0 znamena suchy nos po cely den a 100 naopak nepietrZitou
sekreci z nosu. Symptomy onemocnéni mohou byt posuzovany hromadné¢ nebo oddélen€ na
jednotlivych skalach (vSechny ptiznaky by tak mély svou vlastni Skalu). Vizualni analogova
Skala by neméla mit oznac¢ené zadné body, které by naznacovaly stfed Skaly, ¢i ji rozdélovaly

na jiné pomyslné ¢asti, protoZe by tak mohlo dojit ke snizeni jeji citlivosti. (Sybilski 2018)

Mezi hlavni vyhody VAS patii vysoké rozliSeni (0-100 mm), které umozZiuje
zachytit 1 nejmensi rozdily v zdvaznosti onemocnéni. Dalsi velkou vyhodou je minimalni
zatéz pacienta. K pozitivnim faktorim déle také patii reprodukovatelnost (jednoduché
hodnoceni zmén v zdvaZznosti onemocnéni), jednotny systém aplikace a interpretace,

jednoduchost a moZnost rutinniho provedeni bez zavislosti na specialnich podminkéach
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¢1 misté provedeni a v neposledni fad¢ také potvrzena spolehlivost a pfesnost (moznost

objektivniho tisudku na zakladé vysledkti VAS). (Sybilski 2018)

Hlavni praktickou nevyhodou VAS je nutnost provadét pfesné méfeni v milimetrech.
Dalsi nevyhodu ptfedstavuje nutnost provedeni vyhradné v psané (nebo digitalni) podobg,
verbalni provedeni neni umoznéno. Zaznamenavani vysledki pacientem také vyzaduje
alespoit minimalni vizudlni dovednosti a koordinaci ruky a o¢i. Tento problém se tyka
predevsim détskych pacientt, u kterych je velmi dileZzita pomoc rodict. Jednim z hlavnich
uskali vizualni analogové Skaly je také fakt, ze pro nekteré pacienty mize byt obtizné vybrat
bod, ktery nejlépe koresponduje s jejich symptomy, a to piedev§im pii prvnim pouziti.
Otazka kladena pacientovi by tedy méla byt co nejvice detailni a koncové body sSkaly

co nejpresnéji definovany. (Sybilski 2018)
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PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast mé diplomové prace je vénovana stanoveni hladin vybranych cytokinti
a sledovani jejich zmén v Case v souvislosti s prubéhem alergenové imunoterapie. Cytokiny
byly stanovovany pomoci metod Quantikine® HS ELISA Human IFN-y Immunoassay,
Quantikine® HS ELISA Human IL-4 Immunoassay a Quantikine® ELISA Human IL-5
Immunoassay, pficemz vSechny tyto testy pochazi od spolenosti R&D Systems®, Inc.
Soucasti praktické ¢asti je také hodnoceni ucinku alergenové imunoterapie v ¢ase pomoci

vizualni analogové Skaly.
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5 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

K vypracovani této prace byl vyuzit randomizovany soubor 32 polinotiki
s dominujici vazbou na pyl travin a s projevy sezonni alergické rinokonjunktivitidy.
Primérny veék pacientl v souboru pii vstupu do studie (pocitano k roku 2013) byl 36 let
(v€kové rozmezi 20-61 let). Soubor tvofilo 15 Zzen a 17 muzi. U 18 pacientli z tohoto
souboru byly také pfitomny projevy bronchidlniho astmatu lehkého intermitentniho
az lehkého perzistujiciho charakteru. Diagnoza byla u pacientli potvrzena anamnézou,
klinickym obrazem, prick testy a vySetfenim specifického IgE. Jednalo se o pacienty, ktefi
nebyli dosud léceni alergenovou imunoterapii a nevyskytovaly se u nich Zzadné
kontraindikace pro podani této 1é¢by. Podminkou pro vstup do studie byla anamnéza
perzistujici alergické rinokonjunktivitidy s dominujici vazbou na pyl trav, kterd pretrvavala
nejméné po dobu dvou let. Dle klinickych ptiznakl byla tize alergické rinokonjunktivitidy

v korelujicim pylovém obdobi stfedné tézka az tézka.

Sledovany soubor je slozen ze dvou skupin polinotiki. Prvni skupinu tvofi
19 pacientti, kterym byl v ramci AIT podavan v sublingvalni formé ptipravek Oralair.
Primérny vek pacientli v této skupiné pii vstupu do studie byl 34 let a skupinu tvotilo 9 Zen
a 10 muzi. Druhou skupinou je kontrolni soubor 13 pacientdl, jimZ byla podavéana pouze
symptomaticka lécba (fadné registrovana lécba ordinovana dle platného konsenzu WHO pro
lécbu alergické rinitidy a bronchidlniho astmatu). Primérny veék pacientii v kontrolni

skupiné pfi vstupu do studie byl 39 let a skupinu tvofilo 6 Zen a 7 muzi.

Z hlediska nosnich a oc¢nich pfiznakli byla farmakoterapie pacientli standardné
provadéna dle doporu€eni Evropské akademie alergologie a klinické imunologie (EAACI)
a WHO (4RIA guidelines, DOI: 10.1016/j.jaci.2017.03.050). Lécba alergického
eozinofilniho astmatu byla stupniovitd dle obecné platného doporuceni GINA (Global

Initiative for Asthma).

U sledovaného souboru pacient bylo provedeno Sest odbérd, a to konkrétné
v terminech unor 2013, duben 2013, ¢erven 2013, unor 2014, ¢ervenec 2014 a unor 2015.
Zde je nutné zminit, Ze méteni kontrolni skupiny v terminu 04/2013 neprobéhlo a hodnoty
tedy nejsou k dispozici. Méfeni v tomto terminu nebylo provedeno, protoze se u kontrolniho
souboru, kterému nebyla podavana aktivni 1écba, neocekavaly vyrazné zmény a dilezité
bylo pfedev§sim sledovani akcelerace imunitnich zmén v aktivné 1éCené skuping.

Prvni z téchto odbérti (unor 2013) byl proveden pted zahajenim alergenové imunoterapie
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u skupiny léCenych pacientii. U vSech vzorkl byla stanovena hladina IFNy, IL-4 a IL-5.
Dale také obé skupiny pacientl vyplnovali kazdoro¢né (od roku 2012 do roku 2015) béhem
navstév Iékare vizualni analogovou skalu, kde zaznamenavali tizi projevi svého alergického

onemocnéni.

Uast pacientl ve studii byla dobrovolna. Podminkou pro vstup do studie bylo
seznameni pacienta s charakterem studie a podepsani ,,Informovaného souhlasu pacienta®.
Osobni data pacientt jsou uchovéna s plnou diivérnosti v souladu s aktualnimi zakony Ceské

republiky.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Odebirany material a zpracovani vzorku

Pacientim byly v ramci jednotlivych terminti méfeni odebirdny vzorky plné krve
(venepunkci). Krev odebrana do zkumavky separujici sérum se nechala 30 minut srazet pti
pokojové teplot¢ a nasledné byla centrifugovana po dobu 15 minut pfi 1000 x g.
Po dokonceni centrifugace byl vytvoten alikvot, ktery byl skladovan pii teploté < - 20 °C.
Z takto ptipravenych alikvotil bylo po jejich rozmrazeni provedeno stanoveni IFNy, IL-4

alL-5.

6.2 Potiebné vybaveni a reagencie

Mezi potfebné vybaveni patfi fotometr na mikrotitraéni desticky (ELISA reader)
Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific), automatické pipety na objemy 5-50 uL,
50-200 pL, 100-1000 pL a k nim ndalezici Spicky. Ddle je také potfeba promyvacka
mikrotitracnich desticek MW-12A (Mindray), odmérné véalce na 100 mL a 1000 mL,
orbitalni ttepacka mikrotitracnich destiek, polypropylenové testovaci zkumavky pro fedéni
standardt a vzorkl a deionizovana ¢i destilovana voda. Ke stanoveni jednotlivych cytokint
jsme vyuzili testovaci sady Quantikine® HS ELISA Human IFN-y Immunoassay,
Quantikine® HS ELISA Human IL-4 Immunoassay a Quantikine® ELISA Human IL-5

Immunoassay, pfi¢emz viechny tyto testy pochdzi od spole¢nosti R&D Systems®, Inc.

6.3 Stanoveni IFNy
Stanoveni IFNy bylo provedeno pomoci testovaci sady Quantikine® HS ELISA

Human IFN-y Immunoassay. Tento test je ur¢eny k méteni lidského IFNy v séru ¢i plazmé.
Je zaloZzen na principu kvantitativni nekompetitivni metody ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), kde dno jamek na mikrotitracni desticce pokryvaji monoklonalni
protilatky specifické pro lidsky IFNy. Pokud vySetfovany vzorek, pipetovany do takto
upravenych jamek, obsahuje IFNy, dojde k jeho navazani na imobilizovanou protilatku na
dné¢ jamky. Po odmyti nenavazanych slozek je do jamek pfidana biotinylovana monoklonalni
protilatka specifickd pro lidsky IFNy. Nasleduje dal$i promyvani, po kterém je do jamek
pfidan znaceny streptavidin a po dalSim odmyti nenavazanych slozek je dale ptidan
substratovy roztok, ktery zptisobi barevnou reakci. Tuto reakci lze méfit fotometricky,
pfi¢emz intenzita zbarveni je imérna mnozstvi IFNy, ktery se navazal v pocate¢nim kroku

na dno jamky.
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Pted provedenim samotného testu je nutné ptipravit jednotlivé reagencie. Nejprve
ptivedeme vSechny reagencie na pokojovou teplotu. U tohoto kroku je také dilezité zminit,
ze IFNy se nachazi mimo jiné i ve slinach a pfi zachazeni s reagenciemi je tedy nutné pouzit
ochrannych prostredk, jako je ustenka a rukavice, aby se zamezilo piipadné kontaminaci

testovaciho kitu.

Pro ptipravu 1000 mL promyvaciho pufru pfidame ke 40 mL koncentratu 960 mL
destilované vody. Déle si smichanim barevnych ¢inidel A a B ve stejném poméru piipravime
substratovy roztok. Pro ptipravu 100 mL Calibrator Diluent RD5P (ziedéného v poméru 1:5)
pfidame 20 mL Calibrator Diluent RDSP k 80 mL destilované vody. Streptavidin Polymer-
HRP (1X) ziskdme pfidanim 0,215 mL Streptavidin Polymer-HRP (100X) piimo
k Streptavidin Polymer-HRP Diluent a dobie promichame. Pro vytvofeni 300 pg/mL
standardu rekonstituujeme Human IFN-y Standard destilovanou vodou. Pfed fedénim
nechame standard miniméalné 15 minut odleZzet a poté ho lehce protfepeme (neni
doporucovano pouziti vortexu). Dale zaéneme s tvorbou fedici fady. Do prvni zkumavky
pipetujeme 900 pL Calibrator Diluent RD5P (ziedéného 1:5) a 100 pL standardu, ¢imz
dostaneme 30 pg/mL. Do zbyvajicich zkumavek pipetujeme po 500 plL a za vyuziti
zasobniho roztoku tak vytvofime fedici fadu. Kazdou zkumavku pied dalSim transferem
dikladné promichame. Standard 30 pg/mL slouZzi jako vysoky standard a Calibrator Diluent
RDS5P (ztedény 1:5) slouzi jako nulovy standard (0 pg/mL).

Poté co si vSechny reagencie, pracovni standardy a vzorky pfipravime podle vyse
uvedenych pokynt, dostdvame se k samotnému provedeni testu. Do kazdé jamky ptfidame
100 pL Assay Diluent RD1-63. Dale do jamek pfidavame 100 pL standardu, kontroly
¢i vzorku, dle pipetovaciho schématu. Po napipetovani piikryjeme ptfiloZenymi adheznimi
stripy a inkubujeme 2 hodiny pii pokojové teploté na orbitalni tfepacce mikrotitranich
desti¢ek nastavené na 500 + 50 rpm. Nasleduje promyti desticky s celkovym poctem 4 cykli.
KaZzdou jamku naplnime promyvacim roztokem (400 pL) za pouziti promyvacky
mikrotitracnich desti¢ek, nebo stficky. Pro spravny vysledek je nezbytné uplné odstranéni
tekutiny v kazdém kroku promyvani. Po poslednim promyti odstranime aspiraci ¢i dekantaci
veskery prebytecny promyvaci roztok, desticku pievratime a opatrné otfeme o Cisté papirové

utérky.
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Nasledné ptiddme 200 uL. Human IFN-y HS Conjugate do kazdé jamky, piekryjeme
novym adhezivnim stripem a inkubujeme 1 hodinu pfi pokojové teploté na tiepacce.

Po inkubaci nésleduje opét proces promyvani jako v predchozim kroku.

Do kazdé jamky pridame 200 puL Streptavidin Polymer-HRP (1X), opét prekryjeme
novym adhezivnim stripem a inkubujeme po dobu 30 minut pti pokojové teploté na tfepacce.

Poté nésleduje opét proces promyvani.

Déle ptiddme do kazdé jamky 200 pL roztoku substratu a inkubujeme 30 minut

pti pokojové teploté na misté bez ptistupu svétla, nyni jiz bez pouziti tfepacky.

Na zéavér do kazdé jamky ptiddme 50 pL Stop Solution, ¢imz dojde ke zméné
zbarveni z modré na zlutou. Pokud je barva v jamkach zelena nebo dochazi-li k barevné

reakci nerovnomérné, lehce destickou poklepeme, aby bylo zajisténo dikladné promichani.

Do 30 minut od provedeni posledniho kroku pak stanovime optickou hustotu kazdé
jamky za pouziti cteciho zafizeni mikrotitraCnich desticek, nastaveného na 450 nm

s korekéni vinovou délkou nastavenou na 540 nm nebo 570 nm.

K vyhodnoceni naméfenych absorbanci jsme vyuZili softwarovy program Genesis,
ktery zabsorbanci kalibracnich standardti sestavil kalibraéni kiivku, stanovil jeji
matematickou podobu a pomoci naméfenych absorbanci jednotlivych vzork jsme pak

ziskali koncentrace cytokinu IFNy.

6.4 Stanoveni IL-4

Ke stanoveni IL-4 byla pouzita testovaci sada Quantikine® HS ELISA Human IL-4
Immunoassay. Tento test slouZi ke stanoveni koncentrace IL-4 v séru nebo supernatantu
bunéénych kultur. Je zaloZzen na principu kvantitativni nekompetitivni metody ELISA.
Dno jamek mikrotitrani desticky je potaZzeno monoklondlni protilatkou specifickou pro
lidsky IL-4. Pokud pouzité standardy a vzorky, které jsou pipetovany do jednotlivych jamek,
obsahuji IL-4, dochazi k jeho navdzani na imobilizovanou protilatku. Po odmyti
nenavazanych slozek je do jamek pfidana polyklondlni protilatka, specifickd pro lidsky
IL-4, s enzymovou znackou. Po dal§im promyti je do jamek pfidan substratovy roztok.
Nasleduje inkubace, po které je do jamek piidan zesilovaci roztok. Ten vede k rozvoji
barevné reakce, pfiCemz intenzita zbarveni je umeérna mnozstvi IL-4 navazaného

v pocatecnim kroku. Vyvoj barvy je poté zastaven a intenzita zbarveni je zméfena.
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Pted provedenim samotného testu se musi pfipravit jednotlivé reagencie. Zacneme
tim, ze je vSechny pfivedeme na pokojovou teplotu. Alkalicka fosfatdza je mimo jiné
detekovatelna i ve slinach a pfi manipulaci s reagenciemi je tedy vhodné vyuzit ochrannych

prostiedkl, jako je ustenka ¢i rukavice, aby se zamezilo kontaminaci reagencii.

K ptipravé 1000 mL promyvaciho roztoku piiddme 100 mL Wash Buffer
Concentrate k900 mL destilované vody. Pro pfipravu substratového roztoku
rekonstituujeme lyofilizovany substrat v 6 mL Substrate Diluent alespoii 10 minut pfed
pouzitim. Poté vialku uzavieme a dikladn¢ promichame. Zesilovaci roztok piipravime
rekonstituci lyofilizovaného zesilovace v 6 mL Amlifier Diluent alespoit 10 minut pied
pouzitim. Vialku opét uzavieme a dikladné¢ promichdme. Human IL-4 HS Standard
rekonstituujeme pomoci Calibrator Diluent RD6U. Calibrator Diluent RD6U muze
obsahovat precipitat a je tedy nutné ho pfed a mezi pouzitim dobife promichat. Tato
rekonstituce vytvoii zasobni roztok o 16 pg/mL. Standard nechdme minimalné¢ 15 minut
odpocinout a pted provedenim fedéni ho lehce protiepame. Do kazdé zkumavky pipetujeme
500 pL Calibrator Diluent RD6U a pomoci zasobniho roztoku tak vytvotrime fedici fadu.
Kazdou zkumavku pted dalSim transferem dikladné promichdme. Nezifedény Human IL-4
HS Standard (16 pg/mL) ndm slouZi jako vysoky standard a Calibrator Diluent RD6U jako
nulovy standard (0 pg/mL).

Pot¢ co jsme si vSechny reagencie nalezit¢ pftipravily, nasleduje provedeni
samotného testu. Do kazdé jamky pipetujeme 50 pL Assay Diluent RD1-6. Poté do kazdé
znich pfidame 200 pL standardu, vzorku ¢i kontroly, podle pipetovaciho schématu.
Zakryjeme adhezivnim stripem a inkubujeme po dobu 3 hodin pifi pokojové teploté.
Nasleduje proces promyvani. Nejprve je nutné zbavit se veSkeré tekutiny ptfitomné
v jamkach aspiraci nebo vyklepanim destiCky na ¢isté papirové utérky. Kazdou jamku poté
naplnime 400 pL promyvaciho roztoku za pomoci stiicky (nebo promyvacky mikrotitra¢nich
desticek). Poté obsah desticek opét vyprazdnime a timto zplisobem promyti jeste
tiikrat zopakujeme. Po poslednim promyti desticku dikladn€ vyklepeme na ¢isté papirové

utérky tak, abychom se zbavily veskerych zbytkti promyvaciho roztoku.

Ptiddme 200 pLL Human IL-4 HS Conjugate do kazdé jamky. Zakryjeme novym
adhezivnim stripem a inkubujeme po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté. Poté nasleduje

proces promyvani stejnym zpiisobem, jako v ptredchozim kroku.
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Ptiddme 50 pL Substrate Solution do kazdé jamky. Opét zakryjeme novym
adhezivnim stripem a inkubujeme 1 hodinu pti pokojové teploté. Po provedeni tohoto kroku

jiz desticku nepromyvame.

Do kazdé jamky piidame 50 uL. Amplifier Solution, zakryjeme novym adhezivnim
stripem a inkubujeme po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Pfidanim Amplifier Solution

je zahéjen rozvoj barevné reakce.

Na zavér pridame do kazdé jamky 50 pL Stop Solution. Do 30 minut od tohoto kroku
ur¢ime optickou hustotu kazdé jamky pomoci ¢tecky mikrotitraénich desticek, nastavené

na 490 nm s korekéni vinovou délkou nastavenou na 650 nm nebo 690 nm.

K vyhodnoceni naméfenych absorbanci jsme vyuzili softwarovy program Genesis,
ktery zabsorbanci kalibrac¢nich standardi sestavil kalibraéni kiivku, stanovil jeji
matematickou podobu a pomoci namétenych absorbanci jednotlivych vzorkli jsme pak

ziskali koncentrace cytokinu IL-4.

6.5 Stanoveni IL-5

Ke stanoveni IL-5 byla vyuzita testovaci sada Quantikine® ELISA Human IL-5
Immunoassay. Tento test funguje na principu kvantitativni nekompetitivni metody ELISA.
Dno jamek mikrotitracni destiCky je potaZzeno monoklonalni protilatkou specifickou pro
lidsky IL-5. Standardy a vzorky jsou pipetovany do jamek a jakykoli ptfitomny IL-5
se navaze na imobilizovanou protilatku. Po odmyti nenavazanych slozek je do jamek pfidana
monoklonélni protildtka s navdzanou enzymovou znackou, specifickd pro lidsky IL-5.
Nasleduje promyti, kterym jsou opét odstranény nenavéazané slozky, do jamek je ptfidan
substratovy roztok a dojde k rozvoji barevné reakce, pfiCemz intenzita zbarveni je tmérna
mnozstvi IL-5, ktery se navézal v pocateCnim kroku. Vyvoj barevné reakce je zastaven

a intenzita barvy je zmé&fena.

Pted provedenim samotného testu pfipravime jednotlivé reagencie. Nejprve
je vSechny pfivedeme na pokojovou teplotu. Pro pfipravu 500 mL promyvaciho roztoku
piidame 20 mL Wash Buffer Concentrate k 480 mL destilované vody. Substratovy roztok
pfipravime smichanim barevné reagencie A a barevné reagencie B ve stejném poméru,
miniméln¢ 15 minut pfed pouzitim. Do kazdé jamky pak budeme pottebovat 200 pL této
smési. Human IL-5 Standard rekonstituujeme destilovanou vodou, pficemz rekonstitu¢ni

objem je uveden na Stitku lahvicky. Tato rekonstituce da vzniknout 2500 pg/mL zasobniho
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roztoku. Standard nechame miniméln€ 15 minut odlezet a pied provedenim fedéni ho jeste
lehce promichame. Z takto ptipravené¢ho zdsobniho roztoku néasledné do jedné ze zkumavek
napipetujeme 100 pL a pifidame 900 pL Calibrator Diluent RD6-11 (pro vzorky sér), ¢imz
dostaneme 250 pg/mL. Do zbyvajicich zkumavek pak pipetujeme po 500 puL Calibrator
Diluent RD6-11 a pomoci zadsobniho roztoku tak vytvotfime fedici fadu. Kazdou zkumavku
pted dal$im transferem dikladn€¢ promichame. Standard o 250 pg/mL nam slouzi jako

vysoky standard a Calibrator Diluent RD6-11 jako nulovy standard (0 pg/mL).

Poté co mame piipraveny vSechny potiebné reagencie mizeme zacit se samotnym
testem. Do kazdé jamky pfidime 100 pL Assay Diluent RD1W. Poté do jamek piidame
100 pL standardu, kontroly nebo vzorku, podle pipetovaciho schéma. Zakryjeme
adhezivnim stripem a inkubujeme po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté na orbitalni tiepacce

nastaven¢ na 500 £+ 50 rpm.

Nasleduje proces promyvani, kdy nejprve vyprazdnime obsah jamek a poté je plnime
400 pL promyvaciho roztoku pomoci stficky nebo promyvacky mikrotitracnich desticek.
Proces jesté tfikrat zopakujeme. Kompletni odstranéni tekutiny béhem kazdého kroku
je zékladem pro dobry vysledek testu. Po poslednim promyti odstranime zbytek
promyvaciho roztoku aspiraci nebo dekantaci, desti€¢ku obratime a opatrné otfeme o Cisté

papiroveé utérky.

Do kazdé jamky pfiddme 200 uLL Human IL-5 Conjugate. Zakryjeme adhezivnim
stripem a op¢t inkubujeme po dobu 2 hodin pii pokojové teploté na tiepacce. Po inkubaci

nasleduje stejny proces myti jako v predchozim kroku.

Nasledné do kazdé jamky ptidame 200 pL Substrate Solution a inkubujeme 30 minut
pii pokojové teploté, nyni jiz bez pouZiti tfepacky. K inkubaci je vhodné vybrat misto bez

pristupu svétla.

Na zavér do kazdé jamky ptidame 50 uL Stop Solution, ¢imz dojde ke zméné barvy
z modré na Zlutou. Pokud je barva v jamkach zelen4 nebo pokud nedoslo k barevné zméné
v jamkach rovnomérné, jemné s destickou poklepeme, abychom zajistili dikladné
promichani. Do 30 minut od této reakce by méla byt zmétfena opticka hustota kazdé jamky,
pomoci c¢teciho zatfizeni mikrotitraCnich desti¢ek, nastaveného na 450 nm s korekéni

vlnovou délkou nastavenou na 540 nm a 570 nm.
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K vyhodnoceni namétenych absorbanci jsme vyuzili softwarovy program Genesis,
ktery zabsorbanci kalibracnich standardii sestavil kalibraéni kiivku, stanovil jeji
matematickou podobu a pomoci naméfenych absorbanci jednotlivych vzorkl jsme pak

ziskali koncentrace cytokinu IL-5.

6.6 Vizualni analogova Skala

Pacienti ucastnici se studie vypliovali kazdorocné (od roku 2012 do roku 2015)
vizualni analogovou Skalu, do které zaznamenavali tizi projevii svého alergického
onemocnéni. Prvni zdznam (2012) byl proveden uprostied pylové sezony pied zacatkem
1é¢by. Pouzita byla skala o rozméru 100 mm (10 cm), pficemz bod 0 byl definovan jako stav
bez projevl alergické rinitidy, tedy absence nosni kongesce, sekrece, svédéni nosu
¢1 kychani. Druhy koncovy bod (100) poté piedstavuje t€zké projevy onemocnéni, jako
je naptiklad kompletni celodenni obstrukce nebo nepftetrzita sekrece z nosu, které¢ vyznamné

ovliviuji pacientiv kazdodenni zivot.

6.7 Statisticka analyza
Z nam¢tenych dat bylo provedeno vyhodnoceni zmén hladin pozorovanych cytokinil
na zékladé porovnani namétenych vysledkl v ¢ase. Jednotlivé parametry naméfené béhem

Sesti terminti méfeni byly navzajem porovnany a statisticky vyhodnoceny.

Méfenymi parametry byly IFNy, 1L-4 a IL-5. Pomoci testu normality
D" Agostino-Pearson bylo zjiSténo, Ze valna vétSina dat nevykazuje normalni rozlozeni a pro
statistické vyhodnoceni tedy bylo vyuZito neparametrickych analoghl t-testu. Pro statistické

zpracovani dat byl vyuzit softwarovy program MedCalc®.

Pii analyze dat byly nejprve porovndvany hodnoty konkrétniho cytokinu
v jednotlivych terminech méteni u pacienti, ktefi byli podrobeni 1é¢bé piipravkem Oralair.
K tomu byl vyuzit Wilcoxoniiv test, coz je neparametricky analog parového t-testu.

Nasledné¢ byly stejnym postupem vyhodnoceny i kontroly v jednotlivych terminech méteni.

Dal§im krokem bylo vzajemné porovnani hodnot 1é¢enych pacientii s kontrolami
v jednotlivych terminech méfeni. V tomto ptipad¢ byl pouzit Mann-Whitney U-test, coZ je

neparametricky analog neparového t-testu.

U vysledkd ziskanych pomoci vizudlni analogové skaly byly nejprve porovnany

hodnoty pacientli s Iécbou v jednotlivych letech mezi sebou a nasledné bylo to samé
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provedeno u kontrol, opét pomoci Wilcoxonova testu. Poté nasledovalo vzajemné porovnani
vysledkl 1é¢enych pacientii a kontrolnich jedinct v jednotlivych terminech pomoci testu

Mann-Whitney.

Pro vyhodnoceni statisticky vyznamného rozdilu v naméfenych hodnotach byla
pouzita p-hodnota, coz je Ciselna hodnota pouzivand pfi statistickém testovani hypotéz.
Jinymi slovy se jedna o pravdépodobnost vyskytu pozorovaného nebo jesté extrémnéjsiho
jevu vzhledem k platnosti nulové hypotézy. K zamitnuti nulové hypotézy dochazi, pokud
je p-hodnota mensi nez hladina vyznamnosti a, pficemz v nasem piipadé a =5 % (tedy 0,05).
Pro piehledné vyznaceni vyznamnych rozdili v grafech, které budou nasledovat, jsme

vyuzili hodnoceni uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2: Symboly pro oznaceni p-hodnot

p-hodnota Oznaceni
oy | g
0,01 — 0,05 *
0,001 — 0,01 Hk
< 0,001 HE

Zdroj: vlastni
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

7.1 Hodnoceni zmén hladin IFNy v souvislosti s priibéhem AIT

Koncentrace IFNy byla stanovena u pacienti lécenych piipravkem Oralair

1 u kontrolnich jedincti. U kontrolniho souboru nebyl proveden druhy odbér (04/2013).

Graf 1 znéazornuje porovnani naméienych hodnot IFNy u pacientd lécenych
pripravkem Oralair a u kontrolnich jedinct. V grafu je vyznacen prvni statisticky vyznamny
rozdil v hladiné¢ IFNy u léCenych pacientd mezi terminem 02/2013 a 02/2014, pficemz
u terminu 02/2014 byla naméfena vyrazné niz$i hladina. Déle jsou také vyznaceny statisticky
vyznamné rozdily mezi lécenymi pacienty a kontrolnimi jedinci v terminech 02/2013
a06/2013, kdy nizsi hladinu IFNy vykazoval kontrolni soubor a déle také u terminu 07/2014,

kdy byla niz$i hladina IFNy naméfena u skupiny 1é¢enych pacientt.

Graf 1: Porovndni namérenych hodnot IFNy u pacientu a kontrolnich jedincii
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V Tabulce 3 muzeme vidét souhrnnou statistiku naméfenych hodnot IFNy.
K jednotlivym terminim méfeni je vzdy uveden pocet meétfenych vzorkl, primérna
koncentrace IFNy + smérodatnd odchylka a median, pfi¢emz uvedeny jsou hodnoty jak pro
pacienty lécené pripravkem Oralair, tak i pro kontrolni soubor. V tabulce je poté také

vyznacena statisticka vyznamnost mezi hodnotami lécenych pacientt a kontrol.

Tabulka 3: Souhrnna statistika namerenych hodnot IFNy

Oralair Kontroly
Termin Primérni Priimérna Statisticka
méieni Pocet vzorki | koncentrace IFNy | Median | Polet vzorki | koncentrace IFNy | Mediin | VyZnamnost
+=SD =SD

02/2013 18 22,42 +7,53 20,90 13 12,91 +4.21 12,30 0,0003
04/2013 17 19,48 + 6,28 18,90 - - - -
06/2013 17 19,39 +£8,13 18,20 13 12,92 + 4,56 12,90 0,0170
02/2014 16 9,19+ 1,35 9,25 12 15,06 = 20,54 9,00 0,5568
07/2014 13 8,69+ 1,44 8,50 8 16,5+ 19,43 9,88 0,0281
02/2015 12 8,71=1,10 8,50 6 12,17 +8,91 9,00 0,4144

Zdroj: vlastni
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7.2 Hodnoceni zmén hladin IL-4 v souvislosti s priitbéhem AIT

Koncentrace IL-4 byla stanovena u pacientii lécenych pfipravkem Oralair

i u kontrolnich jedincti. U kontrolniho souboru nebyl proveden druhy odbér (04/2013).

Graf 2 zndzoriiuje porovnani namétfenych hodnot IL-4 u pacienti 1éCenych
ptipravkem Oralair a u kontrolniho souboru. V grafu je vyznacen prvni statisticky vyznamny
rozdil v hladin¢ IL-4 u lécenych pacientli mezi terminem 02/2013 a 04/2013, kdy nizsi
hladina byla naméfena u terminu 04/2013. Dale v grafu mizeme vidét, Ze se tento rozdil
v prub¢hu lécby umocnoval. Vyznacen je také statisticky vyznamny rozdil mezi [éCenymi

pacienty a kontrolnimi jedinci v terminu 02/2013, kdy niz$i hladina IL-4 byla namétena

u kontrolniho souboru.

Graf 2: Porovnani namérenych hodnot IL-4 u pacientit a kontrolnich jedincii
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V Tabulce 4 muzeme vidét souhrnnou statistiku namétenych hodnot IL-4.
K jednotlivym terminim méfeni je vzdy uveden pocet meétfenych vzorkl, primérna
koncentrace IL-4 + smérodatna odchylka a median, pficemz uvedeny jsou hodnoty jak pro
pacienty lécené ptipravkem Oralair, tak 1 pro soubor kontrolnich jedincii. V tabulce je poté

také vyznacena statisticka vyznamnost mezi hodnotami lécenych pacientt a kontrol.

Tabulka 4: Souhrnna statistika namerenych hodnot I1L-4

Oralair Kontroly
Termin Primérna Primérni Statisticka
méieni Pocet vzorka koncentrace IL-4 | Mediin | Pocet vzorki koncentrace IL-4 | Median | VyZnamnost

+=SD +=SD

02/2013 13 6,12 £ 2,00 6,00 13 4491093 4,50 0,0073
04/2013 17 479+ 1,49 5,20 - - - -
06/2013 17 3,65+ 1,41 3,50 13 3,80 £ 1,24 3,80 0,6440
02/2014 16 3,25+ 0,04 3,09 12 3,28+ 0,64 3,33 0,7768
07/2014 13 3,26 £ 0,67 3,33 8 3,58 £0,82 3,50 0,3601
02/2015 12 3,13 £ 0,65 3,00 6 3,50 £ 0,76 3,50 0,2986

Zdroj: vlastni
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7.3 Hodnoceni zmén hladin IL-5 v souvislosti s priitbéhem AIT

Koncentrace IL-5 byla stanovena u vSech pacientli 1éCenych piipravkem Oralair

1 u kontrolnich jedincti. U kontrolniho souboru nebyl proveden druhy odbér (04/2013).

Graf 3 zndzorfiuje porovnani namétfenych hodnot IL-5 u pacienti 1éCenych
ptipravkem Oralair a u kontrolnich jedinct. V grafu je vyznacen prvni statisticky vyznamny
rozdil v hlading IL-5 u 1é¢enych pacientli mezi terminem 02/2013 a 02/2014, pticemz nizsi
hladina IL-5 byla naméfena u terminu 02/2014. Déle je také vyznacen statisticky vyznamny
rozdil mezi 1éCenymi pacienty a kontrolnimi jedinci v terminu 02/2013, kdy byla nizsi

hladina IL-5 naméifena u kontrolniho souboru.

Graf 3: Porovnani namérenych hodnot IL-5 u pacientit a kontrolnich jedincii
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V Tabulce 5 muizeme vidét souhrnnou statistiku nameétenych hodnot IL-5.

K jednotlivym terminim méfeni je vzdy uveden pocet métenych vzorkl, primérna

koncentrace IL-5 + smérodatna odchylka a median, pficemz uvedeny jsou hodnoty jak pro

pacienty lécené ptipravkem Oralair, tak i pro soubor kontrolnich jedincti. V tabulce je poté

také vyznacena statisticka vyznamnost mezi hodnotami lécenych pacientt a kontrol.

Tabulka 5: Souhrnna statistika namerenych hodnot IL-5

Oralair Kontroly
Termin Primérni Primérna Statisticka
méfeni Pocet vzorkii koncentrace IL-5 | Mediin | Podet vzorki koncentrace IL-5 | Medidn | V¥Znamnost
£+ 8D = 8D

02/2013 18 2,34+ 1,09 2,05 13 1,13+ 1,38 0,60 0,0084
04/2013 17 2,03+2,95 0,50 - - - -
06/2013 17 2,05+ 1,56 1,70 13 1.68 +£ 1,68 1,10 0.,4242
02/2014 16 1,10 £0,53 0,90 12 0,89+ 0,21 0,80 0,4659
07/2014 13 1,15+ 0,55 1,00 8 0,83 +0,24 0,80 0,1063
02/2015 12 0,82+0,19 0,80 6 0,90 = 0,28 0,85 0,7026

Zdroj: viastni
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7.4 Hodnoceni u¢inku AIT pomoci vizualni analogové Skaly

Porovnavany byly hodnoty VAS, které 1éCeni pacienti i kontrolni jedinci kazdorocné

v prubehu let 2012 az 2015 zaznamenavali.

Graf 4 znéazornuje porovnani hodnot VAS u pacienta 1é¢enych ptipravkem Oralair
a u kontrolnich jedinct. V grafu je vyznaen statisticky vyznamny rozdil hodnot VAS
u lécenych pacientli mezi roky 2012 a 2015, tedy pted zacatkem a na konci 1écby, piicemz
niz$i hodnoty byly naméfeny v roce 2015. Dale je také vyznacen statisticky vyznamny rozdil
mezi léCenymi pacienty a kontrolnimi jedinci v letech 2013, 2014 a 2015, kdy nizsi hodnoty

byly vzdy pozorovany u souboru 1é€enych pacientd.

Graf 4. Porovnani hodnot VAS u pacientii a kontrolnich jedincii
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V Tabulce 6 mlzeme vidét souhrnnou statistiku namétenych hodnot VAS.
K jednotlivym terminim méfeni je vzdy uveden pocet métenych vzorkl a median, piicemz
uvedeny jsou hodnoty jak pro pacienty léCené piipravkem Oralair, tak i pro soubor
kontrolnich jedincii. V tabulce je poté také vyznacCena statistickd vyznamnost mezi

hodnotami 1é¢enych pacientt a kontrol.

Tabulka 6: Souhrnna statistika namerenych hodnot VAS

Oralair Kontroly

Statisticka

Termin méieni .
Pocet vzorki Median Pocet vzorki Medisn | V¥zZnamnost

2012 18 66,50 13 50,00 0,0241
2013 18 28,00 13 50,00 0,0014
2014 19 20,00 13 50,00 0,0006
2015 12 13,00 12 42,50 <0,0001

Zdroj: vlastni
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DISKUZE

Alergenovd imunoterapie je v ramci respiracnich alergii dodnes povazovana za
jedinou kauzélni 1écebnou strategii majici schopnost modifikovat samotné onemocnéni.
Jeji princip spocivd v opakovaném podavani alergenu postizenému jedinci, coz vede
k modulaci jeho imunitni odpovédi a dochazi k navozeni zvysené tolerance vuci pricinnému
alergenu. Dodnes stale probihaji klinické studie zaméfené na sledovani bezpecnosti
a ucinnosti této 1écby, pricemz mezi primarni klinické ukazatele u¢innosti patii skdrovaci
systétmy pro hodnoceni symptomii onemocnéni a piipadna nutnost pouziti zachranné
medikace. Jako sekundarni ukazatel muize poté slouzit napiiklad skore kvality Zivota nebo
pocet dntli bez projevii onemocnéni. VSechny tyto ukazatele jsou zaloZeny na zaznamenavani
udajii samotnym pacientem, z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou zatiZzeny jistou mirou subjektivity,
kterd mize predstavovat nedostatek provadénych klinickych studii. Proto je v soucasnosti
vyvijena snaha o nalezeni biomarkerii vhodnych pro kvantitativni méfeni, které by byly

ideédlnimi objektivnimi ukazateli u¢innosti AIT. (Pitsios 2021, Fritzsching et al. 2021)

Tim se dostavame k cili této diplomové prace, jimz bylo zjistit, zda IFNy, IL-4
a IL-5 predstavuji vhodné parametry ke sledovani ucinnosti AIT. Hladina téchto cytokint
byla monitorovana v ¢ase u skupiny aktivné 1é¢enych pacientd a u souboru kontrolnich

jedinct.

Obecné piijaty model vyvolani dlouhodobé tolerance pomoci AIT, je vysvétlovan
pfesmérovanim z pievladajici Th2 odpovédi smérem k Thl odpovédi. V pribéhu lécby
by se tedy dala ocekdvat sniZzend produkce Th2 cytokina (IL-4, IL-5) a naopak zvySena
produkce Thl cytokini, jako je naptiklad IFNy (Shamyji et al. 2017).

Z nami namétenych dat jsme u pacientli IéCenych ptipravkem Oralair zjistili klesajici
trend IFNy v pribéhu 1é€by. V porovnani s prvnim terminem méteni (02/2013), které bylo
provedeno pied zahdjenim alergenové imunoterapie, zafindme pozorovat statisticky
vyznamny rozdil od terminu 02/2014, tedy ptiblizn¢ rok po zah4jeni 1é€by, kdy p = 0,0001.
Statisticky vyznamny rozdil, v porovnani s prvnim terminem méfeni, pak pretrvava az do
posledniho méfeni (02/2015), coz jsou piiblizné€ dva roky od zah4jeni 1écby, kdy p = 0,0022.
Zamé&fime-li se na porovnavani hodnot lécenych pacientl s kontrolnimi jedinci
v jednotlivych terminech méfeni, statisticky vyznamné rozdily pozorujeme u termini
02/2013 (p = 0,0003), 06/2013 (p = 0,0170) a 07/2014 (p = 0,0281). V piipad¢ terminu
02/2013, tedy tésn¢ pred zahdjenim léCby, byla vyznamné vyssi hladina IFNy naméfena
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u pacientd, ktefi nasledné¢ budou podrobeni alergenové imunoterapii. Vzhledem k tomu,
ze vybér pacientil do studie byl ndhodny a pacienti si sami mohli zvolit, zda se chtéji podrobit
1éCbe, je tato skuteCnost neCekana. Faktem ovSem zlstava, ze na hladinu cytokinti méa krome
alergii vliv 1 mnoho jinych faktort, o kterych 1€kat (alergolog) nemusi védét, napiiklad
infekéni onemocnéni prodélané v nedavné dobé nebo exacerbace autoimunitni choroby.
Dal$im moznym vysvétlenim by bylo, ze i pfesto, ze pacienti byli vybirani nahodné,
nezavisle na tizi svych symptomii, mohli sléCbou souhlasit castéji pacienti, kteii
se subjektivné citili hlife, a proto s 1écbou souhlasili. U terminu 07/2014 jiz pozorujeme,
ze se trend otoCil a u pacientii 1é¢enych piipravkem Oralair, v porovnani s kontrolnimi

jedinci, hladina IFNy vyznamné klesla.

Klesajici trend IFNy v pribéhu SLIT zminuje také Zhang et al. (2022). Ten se ve své
praci zabyval sledovanim hladin cytokinli u pacientl s projevy alergické rinitidy v reakci
na prachové roztoce (Dermatophagoides farinae) a zkoumal jejich spojitost s G€innosti AIT.
Jednim z poznatkl v této studii bylo, Ze u skupiny respondentii na AIT byla zjisténa niZsi
hladina IFNy nez u skupiny non-respondentii. Za G¢elem ovéfeni prediktivnich schopnosti
tohoto cytokinu bylo nasledné provedeno nové nezavislé testovani, jehoz vysledek v tomto
ptfipad¢ ovSem byl, ze hladina IFNy se u respondentii a non-respondentli nijak vyznamné
nelisila. K zavéru, ze se hladina IFNy v pribéhu AIT nijak vyznamné neméni doSel ve své
praci také Keskin (1999). Existuji ovSem 1 studie, které popisuji vzestup IFNy v ramci AIT
(Jutel 1995). Z té€chto poznatkii 1ze vyvodit zavér, ze IFNy pravdépodobné neni vhodnym
biomarkerem pro sledovani Gc¢innosti AIT a jeho vypovédni hodnota o pribchu 1écby
je pouze velmi omezena. K detailnéj$imu objasnéni jeho role v rdmci AIT je potfeba provést

dalsi zkoumani.

Druhym nami zkoumanym cytokinem je IL-4. Zamé&time-li se nejprve na zménu
hladiny IL-4 u pacientl 1écenych ptipravkem Oralair, miizeme statisticky vyznamny rozdil
pozorovat jiz mezi prvnim (02/2013) a druhym (04/2013) méfenim, tedy piiblizné dva
mesice po zahdjeni 1écby, kdy p = 0,0279. Porovname-li pak prvni a posledni termin
(02/2015), ktery odpovidd dvéma rokiim od zahajeni lécby, mizeme si vSimnout,
ze pozorovany statisticky vyznamny rozdil se jeSté umocnil a p = 0,0005. Je také patrné,
ze hladina IL-4 ma u pacientd 1écenych ptipravkem Oralair klesajici trend. Pti porovnavani
naméfenych hodnot mezi 1é€enymi pacienty a kontrolnimi jedinci byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil pouze v prvnim méfeni, tedy v terminu 02/2013, coz bylo jesté pred

zahajenim samotné¢ 1€cby. Tento rozdil mize byt vysvétlen obdobnym zpiisobem jako u vyse
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zminéného IFNy. V ramci ostatnich terminti métfeni nebyly nalezeny Zadné jiné statisticky

vyznamné rozdily mezi [é€enymi pacienty a kontrolnimi jedinci.

Jak jiz bylo zminéno vyse, IL-4 patii mezi Th2 cytokiny a v prib&hu AIT by se tedy
dal o¢ekavat pokles jeho hladiny. Z nami namétenych vysledkt jsme zjistili, ze koncentrace
IL-4 u 1éCenych pacientti méla opravdu v pribéhu AIT klesajici trend. Pokles IL-4 v ramci
AIT zminuje ve své studii také Scadding et al. (2015), ktery ve své praci uvadi sniZenou
koncentraci IL-4 v nosnim sekretu pacientl 1écenych AIT v porovnani s neléenymi jedinci.
Pokles IL-4 by tak mohl souviset s uc€innosti 1é¢by. Musime ovSem piihlédnout k tomu,
ze behem naSeho pozorovani nebyly nalezeny vyznamné rozdily hodnot IL-4 mezi [é€enymi
pacienty a kontrolnimi jedinci (kromé prvniho méteni pred zacatkem 1écby) a IL-4 tak

pravdépodobné také nepredstavuje idealni biomarker pro hodnoceni uc¢inku AIT.

Poslednim znami sledovanych cytokinii je IL-5. Pfi porovnavani hladin IL-5
u pacientd 1é¢enych piipravkem Oralair v ramci jednotlivych terminit méfeni, pozorujeme
prvni statisticky vyznamny rozdil mezi prvnim (02/2013) a ¢tvrtym (02/2014) méfenim, tedy
pfiblizné po roce od zahajeni 1écby, kdy p-hodnota vysla p = 0,0018. Statisticky vyznamny
rozdil, v porovnani s prvnim terminem méfeni, pak pfetrvava az do posledniho méfeni
(02/2015), kdy p-hodnota vysla p = 0,0010. Je opét patrné, Zze hladina IL-5 vykazuje
u léCenych pacientli v pribéhu lécby klesajici trend. Béhem porovnavani hladin IL-5
lécenych pacienti s kontrolnimi jedinci, byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil pouze
v prvnim terminu méteni (02/2013), coz bylo jesté pied zahdjenim samotné 1é€by. Tento
rozdil mizeme vysvétlit stejnym zpisobem jako v ptipadé IFNy a IL-4. V ramci ostatnich
termini méfeni nebyly mezi léCenymi pacienty a kontrolnimi jedinci nalezeny zadné jiné

statisticky vyznamné rozdily.

IL-5 patii mezi Th2 cytokiny a v priibéhu AIT by se tak dal, stejné jako u IL-4,
predpokladat jeho pokles. Pokles IL-5 ve své praci také uvadi Jutel (1995). I pies to, Ze ndmi
naméfené hodnoty u pacienti 1é€enych AIT maji také klesajici tendenci, nebyly opét
nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi léCenym souborem a kontrolni skupinou.
Dale je tu také skutecnost, Ze existuje velmi malo recentnich studii, které by se sledovanim
tohoto parametru v ramci AIT zabyvaly a je tedy obtizné tento nalez podloZzit jinym

vyzkumem. Objasnéni pfesné role IL-5 v pribehu AIT je tedy stale predmétem badani.

V ramci této prace byly také porovnavany hodnoty VAS, které zaznamenavali jak

pacienti podstupujici 1é¢bu, tak kontrolni jedinci. Porovname-li hodnoty VAS u pacient
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lécenych piipravkem Oralair béhem jednotlivych termini méfeni, miizeme prvni statisticky
vyznamny rozdil pozorovat jiz mezi prvnim (2012) a druhym (2013) méfenim. Statisticky
vyznamny rozdil, v porovnani s prvnim métenim, potom ptetrvava az do posledniho méteni
v roce 2015, tedy dva roky od zahgjeni 1écby, kdy p-hodnota vysla p = 0,0005. V pribé¢hu
let je patrny vyrazné klesajici trend, z ¢ehoz vyplyva, ze u léCenych pacientd doslo
k vyznamnému poklesu zédvaznosti projevt jejich alergického onemocnéni. Pti porovnavani
hodnot mezi 1éCenymi pacienty a kontrolnimi jedinci byly zjiStény vyznamné statistické
rozdily ve vSech terminech méfeni, ovSem zatimco u prvniho terminu (2012) byl rozdil mezi
pacienty a kontrolami p = 0,024 1, v ramci posledniho méfeni (2015) byla jiz zjisténa hodnota
p < 0,0001, z ¢ehoz nam vyplyva, Ze statisticky vyznamny rozdil mezi 1é€enymi pacienty

a kontrolnimi jedinci se v pribchu 1é¢by postupné umocnoval.

Z naseho sledovani tedy vyplyva, Ze i pfesto, ze hladiny IL-4 a IL-5 vykazovaly
u pacientll lécenych ptipravkem Oralair klesajici trend, coz by mohlo poukazovat
na ucinnost 1é€by, mezi hodnotami 1é¢enych pacientil a kontrolnich jedinct nebyly nalezeny
vyznamné statistické rozdily. Na druhé strané, vysledky VAS vypovidaji o vyznamném
poklesu projevii onemocnéni u 1é¢enych pacientd v pribéhu AIT, zatimco u neléceného
kontrolniho souboru k Zadnym vyraznym zménadm v pribéhu let, kdy byli sledovani,
nedoslo. Tyto skutecnosti tedy poukazuji na to, Ze 1 pfes to, ze méfeni na Grovni cytokini
nebylo v nasem ptipadé zcela presvédCivé, u pacientt 1é¢enych piipravkem Oralair doslo
v pribéhu 1écby oproti neléenym jedinciim k vyraznému snizeni zdvaznosti projevu jejich
alergického onemocnéni. Z toho tedy lze odvodit, Ze ndmi sledované cytokiny nejsou

idedlnimi biomarkery pro hodnoceni u¢innosti AIT.

Zavé€rem je nutné zminit, Ze méfeni hladin sérovych cytokinii ma mnoha uskali. Jak
JiZ bylo zminéno, na hladinu sérovych cytokinli ma vliv i mnoho jinych faktori, nez jsou
alergie, naptiklad infek¢ni nebo autoimunitni onemocnéni. Dals$i skute¢nosti je, Ze se aktivni
proces alergického zanétu odehrava predevsim v zasazené tkani a v séru se cytokiny Casto
vyskytuji pouze ve velmi nizkych koncentracich, coz limituje citlivost jejich detekce. Tato
skutecnost tak ptispiva k tomu, Ze teze o potlaceni Th2 cytokinil ve prospéch Thl cytokint,
v pribéhu AIT, nebyla prozatim patficné prokdzana. Slibnéj$i metodou pro monitorovani
pribéhu této 1écby by mohlo byt sledovani bunécné produkce cytokinli nebo detekce
cytokinl piimo v zasaZenych tkanich. Také Shamyji (2017) ve své praci zminuje, Ze stale
nebyla prokazana jasna spojitost mezi sérovymi cytokiny a klinickymi vysledky AIT, a proto

v soucasnosti nejsou povazovany za vhodné biomarkery u¢innosti AIT. Mohly by ovSem
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slouzit k detailnéjSimu pochopeni mechanismu ucinku této 1é€by. Na misto sérovych
cytokini se tak nabizi moznost zkoumdani cytokinl v zasazenych tkéanich, které
by mohlo byt pro zkoumani imunologického a klinického ucinku AIT vice piinosné.

I toto tvrzeni je ovSem nutné v budoucnu prokazat vice studiemi.

Zustaneme-li u cytokind, podle Zhang et al. (2022) by dalSim z moznych kandidati
cytokin, ktery funguje jako stéZejni imunoregula¢ni molekula a Gcastni se zanétlivych
a alergickych procest. Zhang et al. (2022) ve své studii uvadi, Zze hladina sérového IL-10
je silné spojena s uc¢innosti SLIT a koncentrace IL-10 jsou znacn€ zvySené u respondentli
po jednom roce lécby, zatimco u non-respondentii ke zméné jeho koncentrace pied
a po lécbe nedoslo. Ackoli by model utlumu Th2 odpovédi ve prospéch Thl odpovédi
poskytoval jednoduché a lehce pfijatelné vysvétleni, cely proces mechanismu t¢inku AIT
je mnohem komplexnéjsi. StéZejnim procesem imunoterapie je rozvinuti imunotolerance,
pficemz bylo prokazano, Ze tvorba regulacnich T a B lymfocytd je v pribéhu AIT
pozménéna a vykazuje spojitost s klinickou ucinnosti této 1éCby. ZvySené mnozstvi
regulacnich T a B lymfocyti podporuje uvolnovani IL-10, coz vede k utlumeni Th2
odpovédi ve prospéch Thl odpovédi. Dalsi snahy o nalezeni vhodnych cytokinovych

indikatorti uspésnosti AIT by se tedy mohly orientovat timto smérem. (Zhang et al. 2022)
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala sledovanim hladin IFNy, IL-4 a IL-5 u pacientt
lécenych alergenovou imunoterapii a u kontrolnich jedinct.. Soucasti prace bylo také
porovnani téchto nalezti s vysledky hodnoceni prubéhu alergenové imunoterapie pomoci
vizualni analogové Skaly. V soucasnosti patii mezi primarni klinické ukazatele ucinnosti
alergenové imunoterapie predevsim skorovaci systémy pro hodnoceni zavaznosti symptomu
onemocnéni nebo piipadnd nutnost pouziti zachranné medikace. Tyto ukazatele jsou oviem
zatizeny znacnou mirou subjektivity, a proto je vyvijena snaha o nalezeni biomarkert
vhodnych pro kvantitativni méteni, které by byly objektivnimi ukazateli u¢innosti AIT.
Nasim cilem bylo tedy zjistit, zda by IFNy, IL-4 a IL-5 mohly slouzit jako biomarkery pro

hodnoceni ucinnosti alergenové imunoterapie.

I ptes to, ze u skupiny lécenych pacienti byl v prubéhu 1écby pozorovan pokles
koncentraci IL-4 a IL-5, coz by bylo v souladu s tezi o potlaceni Th2 odpovédi ve prospéch
Th1 odpovédi, koncentrace IFNy u 1é€enych pacienti vykazovala pokles, ktery je s touto
tezi v rozporu. Déle také mezi pacienty 1écenymi pfipravkem Oralair a kontrolnimi jedinci
nebyly v pribéhu 1é¢by nalezeny vyznamné rozdily hodnot téchto cytokind. Co se tyka
hodnoceni vysledki vizualni analogové Skaly, u souboru 1é¢enych pacientd byl v prubéhu
lécby zaznamenan vyrazny pokles tize symptoma jejich alergického onemocnéni
v porovnani s kontrolnim souborem, u které¢ho k Zaddnym vyznamnym zméndm nedoslo.
Z téchto skutecnosti 1ze vyvodit, Ze 1 piesto, Ze zmény v hladindch ndmi sledovanych
cytokinti nebyly zcela presvédcivé, u pacientd, ktefi podstoupili alergenovou imunoterapii
doslo v pribchu 1é€by k vyraznému zlepSeni jejich stavu. Sérové hladiny cytokint IFNy,
IL-4 a IL-5 tak dle naSich vysledkl nejsou idealnimi biomarkery pro sledovéani ucinnosti

alergenové imunoterapie.
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