UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DIPLOMOVA PRACE

MONITOROVANI PRUBEHU SUBLINGVALNi
ALERGENOVE IMUNOTERAPIE POMOCI SLEDOVANI
HLADIN SPECIFICKYCH I1gG PROTILATEK

MONITORING OF SUBLINGUAL ALLERGEN
IMMUNOTHERAPY USING SERUM LEVELS
OF ALLERGEN SPECIFIC IgG ANTIBODIES

Bc. Nikol Bouzkova
Vedouci diplomové prace: Mgr. Karolina Jankovicova, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2023



Podékovani

Rada bych podékovala Mgr. Karoliné Jankovicové, Ph.D. za odborné vedeni mé
diplomové prace, vénovany cas, cenné rady a vstficny pfistup. Panu prof. RNDr.
Ctiradu Andrysovi, Ph.D. dékuji za odborné rady a pomoc pfi vypracovani statistické
analyzy. Dale bych chtéla podékovat MUDr. Irené Krémové, CSc. za sestaveni souboru
pacientl pro tuto praci a za poskytnuti informaci ze zdravotnické dokumentace téchto
pacientl. V neposledni fadé dékuji své rodiné za pomoc a podporu po celou dobu

mého studia.



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskych dilem. Veskera
literatura a dalSi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla poutzita k ziskani jiného

nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové 30. 4. 2023

Nikol Bouzkova



1. OBSAH

i 0] Y AN o O TP OUUPPTP TP 4
P Y 2 Y I 27 PO P ORI 7
B ABSTRACT ..ttt ettt ettt ettt et e st e sa et e s bt e e bt e e be e et e e s bt e bt e sa bt e sh et e be e e beeebe e e e eanbeeee s 8
B UVOD... ettt ettt ettt et et et e e e e e et e e e e e e a—a——e—eeeeteeteeeeeeeeeeeaeaa e e nnnnrrnreneeennnan 9
5. ZADANT = CIL PRACE......cuvuiiiiiieieii ittt 10
6. TEORETICKA CAST ..ottt 11
6.1 ZAKIAANT POJMY .ttt ettt e e e e e e e e e e b e e e e e e et b e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaas 11
T I N 1T =TT 11

L A Y o T Y = (TP PPPPRPRRPS 11
(oI B N o] o 1= T PSP P PP PO 12

O I L 1T ==Y o U 12
6.1.4.1 Alergeny PYIU TraV.... ..ot e e e e e e 13

6.2 Imunopatogeneze alergického zANBtU..........coovciiiiii i 14
6.2.1 Faze alergick@ho ZANGtU........ccii i 14
6.2.1.1 SENZIDIlIZACE. ...ce it 14
6.2.1.2 Opakovany kontakt s alergenem.........cccoeeciieie i, 14

6.2.2 Buriky Ucastnici se alergického zanétuU............coooeeieeeeeeeee, 15
6.2.2.1 Zirné BURKY @ DAZOTIlY......cviuieeeeceeeeeeeeeeeeeee ettt ettt 15
6.2.2.2 EOZINOTIIY ...ttt e a e e e e e as 17
6.2.2.3 Subsety pomocnych T lymfocytl........cceeiiiieiiiiiiiieiee e 18
6.2.2.4 B IYMIOCYLY..eiiiiiieiieiie e e e e e e e e e e e e e e e e aaans 22

6.2.3 Protilatkova OdPOVED ........cc.euiiiiei ettt e e e e e e e anaaaaaaan 24
6.2.3. 1 IGE PIOTHALKY ... veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ees e st een e ees e es e eses e eneseeneeenens 25
6.2.3.2 IgG protilatky a jejich podtiidy......cccceveciiiiiice e, 26

6.2.4 Respiracni formy alergick€no ZANETU.........ccvvieieiiiiiiiiie e 29
6.2.4.1 Alergickd rhinitida.........cccuiirii i 29
6.2.4.2 AStMa BronChiale........ceeiiiiiiiiieee e 30

6.2.5 Specifickd alergenova iMUNOLEraPI€......uciiiviciiiiie et 31



Lo T A o 1 ol |« FO OO UPPPPPPPPPPPPRt 31

6.2.5.2 Alergeny pouZivVan@ vV SAIT........ccuiiiei e e e e e e e e e e e 32
6.2.5.3 Imunobiologicky mechanismus UCINku SAIT.........cooeciiiiieiiciiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 32
6.2.5.4 FOrmy provedeni SAIT.........uuiiiiiiiiieieeeee e e e e rrrrreeeeeseeaaaaaeee s e e e e s nnnsnnnan 33
6.2.5.5 INAIKACE SAIT ...ttt e e s e s bt e e e e s ssbbee e e e e sanreeaeeas 35
6.2.5.6 KONtraindikace SAIT.....o.ei ittt 36
6.2.5.7 HOANOCENT UCINKU SAIT ....eiiiiiiiiieitie ettt e e s e e 37

7. EXPERIMENTALNT CAST ...ttt 39
7.1 Charakteristika sledovaného soUbOrU...........cueiiiiiiii e 39
7.2 Oralair — informace, SChEMa UZIVANT.......uuuuiieiiiiiiiiiiiiieieecee e e e e e e e 40
7.3 IMBLOAIKA. ..ottt st e e s e e e 40
7.3.1 Odbéry a zpracoVaNi VZOIKU.........ccuveieeeeiiiiieeeeeeciieeeeeeeeiteeeeeeesaasessaeassnenenaaaannnnnnns 40
7.3.2 Vizudlni analogova SKAIa (VAS)........ueeiie ettt 41
7.3.3 Stanoveni specifickych 1gG4 proti pylovym alergenlim..........cccceeecveeeicieeevieeeccieees 41
7.3.3. 1 PrinCip STANOVENI..ccccctiiiee ettt e e s e e e s e e e e e e e e e e e e e aaaaaeas 41
7.3.3.2Vybaveni @ Materidl.........ccuiiiiiiieiiiiee e 41
7.3.3.3 POSTUP STANOVENI..ceiiiiiiiiiieee ettt e ettt e e e tre e e e e e e rrta e e e e e e e e e e e e e e aeeaaaaaaeas 42
7.3.4 Stanoveni specifickych 1gG1, 1gG2 a IgG3 proti pylovym alergenlm.........ccccceveennnnn. 43
7.3. 4.1 PrinCip STaNOVENI..ccccciiiiie ittt ettt e e e e s s e s e e e e e e e e e e e e aaaaeas 43
7.3.4.2 Vybaveni @ Materidl........cccouiiiiiiiciiieee e 44
7.3.4.3 POSTUP STANOVENI..ceiiiiiiiiiiiieecciieee ettt e e e e e rttee e e e e ertae e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaaaans 44
7.3.5 Metoda statistického hodNOCENI........coiiiiiiiii e 45

8. VYSLEDKY ... eueetaeeneststetseesetseessse st ses st ss bbbttt 46
B.LVYSIEAKY VAS....ceeee ettt ettt st e st e s e s e e e e 46
8.2 Vysledky stanoVeNi SIGGA..........ooii it a e e e e 47
8.2.1 Vysledky stanoveni slgG4 proti smési pyll trav (GX1).....ccooveeeeeiciiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 47
8.2.2 Vysledky stanoveni slgG4 proti bojinku (GB)........ceceeeciiieieieciiiiee e 50
8.3 Vysledky stanoveni SIGGL.........uuiii it a e e e e e e 54
8.3.1 Vysledky stanoveni slgG1 proti smeési pyll trav (GX1).....cocceevvieeeicreeeiiiiieeeeeeeeeeeeens 54
8.3.2 Vysledky stanoveni slgG1 proti bojinku (GB).......cceeeeeciiieiieeiiiiiee e 56
8.4 Vysledky stanoVeNi SIZG2.........uuvi i e e e e e e e e e e 58
8.4.1 Vysledky stanoveni slgG2 proti smeési pyll trav (GX1).....cccceevvieeeicreeesinieeeeeeeeeeeeeens 58
8.4.2 Vysledky stanoveni sIgG2 proti bojinku (GB).........ccceeeeerieieiiieeeiiiee e 60



8.5 Vysledky stanoveni SISG3........uuiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e 62

8.5.1 Vysledky stanoveni sIgG3 proti smeési pylQ trav (GX1).....ccceeevvieeeeeiiieeiriieeeeeeeeeeeenns 62

8.5.2 Vysledky stanoveni slgG3 proti bojinku (GB)........ceeeeeciiieieieiiiieeee e 64
9. DISKUSE . ....veveeeeeceeteseeeceetesesessaeaesesesesassssesesassssesesssessssessasessssesssssssssssssassasesssasassasenssasssesssesnnes 66
0. ZAVER ...ttt bbbttt b bttt a e 72
11, POUZITE ZKRATKY.....oovevevereteeetetetetetetetetetetes et eses s s essssesssasssasasssssassesesesesesesesesesesesesesesesesesenes 73
12. SEZNAM TABULEK........coevevevreceeteteseseeesesesesesaesesesssssesesesssassesesessssssssessssssesesesessssssssesessasssanas 76
13. SEZNAM OBRAZKU........ooeeeeeeeieeeceetee ettt sa et ae s es s s ss s ssesesesnasnnas 77
14, SEZNAM GRAFU.....oooecvveeeececee ettt sae et s et s st es et esesasas st s enasanaesanen e 78
15. POUZITA LITERATURA. ...ttt sss st a et s bbb s bbb bbb b s seseseses s s 79



2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékarskych véd

Autor: Bc. Nikol Bouzkova
Vedouci prace: Mgr. Karolina Jankovicova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Monitorovani priibéhu sublingvalni alergenové imunoterapie

pomoci sledovani hladin specifickych IgG protilatek

Prvnim cilem diplomové prace bylo zhodnotit klinicky prabéhu sublingvalni
alergenové imunoterapie (SLIT). DalSim cilem bylo vyhodnotit zmény protilatkové
odpovédi vcase a porovnat vysledky souboru lééeného Oralairem s kontrolnim
souborem pacient(. V neposledni radé si prace kladla za cil zhodnotit zmény hladin

specifickych IgG protilatek v souvislosti s klinickym pribéhem SLIT.

Pro klinické hodnoceni alergickych symptoma byla pouZita vizudlni analogova skala
(VAS). slgG4 proti alergendm pylu trav byly stanoveny komercéné dostupnou ELISA
metodou. slgG1, slgG2 a slgG3 byly vySetfeny vlastné vytvofenou a ovérenou ELISA.

Na zakladé vysledkd byla provedena statisticka analyza.

Bylo zjisténo, Ze terapie Oralairem byla klinicky G¢inna od prvni |écebné sezdny.
Vysledky VAS ukazaly, Ze mezi soubory |éCenych a kontrolnich pacientd existuje
statisticky vyznamny rozdil projevd alergickych ptiznakl. U lé¢enych pacientl byl
pozorovan vyznamny narlst slgG4, pricemz mezi vysledky obou souborl byly
vyznamné odliSnosti. ZvySeni slgG4 odpovidalo kladnému hodnoceni klinického
prabéhu SLIT IéCenych pacientld. Nékteré vyznamné zmény byly nalezeny i u vysledk(
slgG1 a slgG2, které by mohly souviset s navozenim tolerance a zmirnénim alergickych

projevu. Hladina slgG3 se pfi SLIT vyznamné neménil.

Klicova slova: Alergenovad imunoterapie, specifické 1gG protilatky, ELISA technika,

alergie na pyly trav



3. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové
Department of Biological and Medical Sciences

Author: Bc. Nikol Bouzkova

Supervisor: Mgr. Karolina Jankovicova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Monitoring of sublingual allergen immunotherapy using serum

levels of allergen specific IgG antibodies

The first aim of the thesis was to evaluate the clinical course of sublingual
allergen immunotherapy (SLIT). Another aim was to assess the changes in antibody
response over time and to compare the results of the Oralair treated group with the
control group. Last but not least, the aim of the thesis was to evaluate the changes

in the levels of specific IgG antibodies in relation to the clinical course of SLIT.

The visual analogue scale (VAS) was used for the clinical assessment of allergic
symptoms. A commercially available ELISA method was used to determine slgG4
against grass pollen allergens. slgG1, slgG2 and slgG3 were determined by an in-house
developed and validated ELISA. Based on the results, statistical analysis was

performed.

It was found that Oralair therapy was clinically effective from the first season
of the treatment. The VAS results showed that there was a statistically significant
difference in the manifestation of allergic symptoms between the treatment and the
control group. A significant increase in slgG4 was found in the treated group, and there
were significant differences between the results of the two groups. The increase
in slgG4 was corresponding to the positive clinical course of SLITtreated patients. Some
significant changes were also found in the results of slgG1 and slgG2, which could be
related with the induction of tolerance and the alleviation of allergic symptoms.
The level of slgG3 did not significantly affected during SLIT.

Key words: Allergen immunotherpay, allergen specific 1gG antibodies, ELISA, grass
pollen allergy



4. UVoD

V lécbé alergickych onemocnéni, jejichz prevalence ma celosvétové stdle
rostouci tendenci, pfedstavuje alergenova imunoterapie jediny kauzalni zpUsob lécby.
Jednd se o Siroce uzndvanou formu terapie alergie |. typu, zejména tézké sezdénni

alergické rymy zpUsobené inhala¢nimi alergeny ¢i alergie na jed blanokfidlého hmyzu.

Ucinek alergenové imunoterapie je zaloZen na navozeni dlouhotrvajici klinické
a imunologické alergen-specifické tolerance, jez vede ke snizeni alergickych symptom(,
mensimu pouzivani konvencni antialergické medikace a celkové ke zlepsSeni kvality
Zivota i po ukonceni |éCby. | prestoze mechanismy plsobeni této |écby nejsou jesté
plné pochopeny, klinickd ucinnost alergenové imunoterapie je dobfe prokazana
na velkém poctu studii. Stale vSak neexistuji jasné dané parametry laboratorniho
hodnoceni, které by byly prognostické, prediktivni a/nebo by zastupovaly klinické
hodnoceni ucinnosti alergenové imunoterapie. Ve snaze dokumentovat prabéh
a uspésnost |é€by nebo dokonce prispét k jejimu dalSimu vyvoji, byly navrzeny a v fadé
studii pouzivany potencionalni biomarkery pro objektivni monitorovani alergenové
imunoterapie.  Navrhované  biomarkery  vychazeji  z dosavadnich  znalosti
o imunomodulaénich mechanismech SAIT. Tvorba specifickych slgG, zejména podtfidy
slgG4, je povazovdna za jeden z klicovych mechanism(, ktery vede k navozeni

tolerance pric¢inného alergenu.

Tato diplomova price je zamérena na monitorovani pribéhu sublingvalné
podavané alergenové imunoterapie u pacientl s prokazanou alergii na pyly trav.
Sledovanym parametrem byly hladiny specifickych IgG protilatek, kde byla v prvni fadé
monitorovana protilatkovd odpovéd podtridy IgG4. Déle byly sledovany zmény
i vdalSich podttidach (IgG1, 1gG2, 1gG3). Soucasné byly v nékterych naplanovanych
odbérech ziskany vysledky stanoveni jednotlivych podtfid specifickych IgG protilatek
proti pyldm trav i od kontrolniho souboru pacientll, se kterym bylo mozné vysledky
lécenych pacientd porovnat. Vysledné zmény protilatkové odpovédi vyvolané béhem
imunoterapie byly hodnoceny v ¢ase a v souvislosti s klinickym pridbéhem alergenové

imunoterapie.



5. ZADANI - CiL PRACE

1. cil: Zhodnotit klinicky prlbéhu sublingvalni alergenové imunoterapie.

2. cil: Vyhodnotit zmény protilatkové odpovédi v ¢ase a porovnat vysledky souboru

|éceného Oralairem s kontrolnim souborem pacientu.

3. cil: Vyhodnotit zmény hladin specifickych IgG protilatek v souvislosti s klinickym

prabéhem alergenové imunoterapie.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Zakladni pojmy

6.1.1 Alergie

Dnes je alergie definovana jako hypersenzitivni, prehnana odpovéd’ organismu,
kdy imunitni systém predisponovaného jedince nepfimérené reaguje na latky
pochazejici ze zevniho prostiedi. (Spi¢ak et al., 2007). Alergického poskozujiciho zanétu
se Ucastni humoralni i bunécna cast imunitniho systému a je spojovan s produkci

specifickych alergennich protilatek typu IgE (imunoglobulin E). (Krejsek et al., 2016)

Imunopatologicka onemocnéni, kterym alergie je, se déli
do hlavnich 4 kategorii. Sou¢asnd rozsifena podoba klasifikace dle Gella a Coombse
rozdéluje rGzné stavy precitlivélosti do 6 kategorii. Vétsina alergickych onemocnéni,
jako je alergickd ryma, astma, potravinova alergie, ekzém, se dle klasifikace radi
mezi imunopatologické reakce I. typu, téZ nazyvané jako reakce ¢asné precitlivélosti.
Nékteré druhy dermatitidy jsou zplsobeny opozdénou reaktivitou, kde se jedna

o IV. typ imunopatologické reakce. (Delves et al., 2017)

6.1.2 Anafylaxe

Jednou z forem projevu alergického zanétu je i nahle vznikajici, generalizovana
anafylakticka reakce. Jedna se o vystupnovanou alergickou reakci, ktera je provazena
silnou bronchokonstrikci, kontrakci hladkého svalstva, dilataci kapilar, otokem laryngu
a dalsimi Zivot ohroZujicimi symptomy. MUzZzeme se s ni setkat u jedincq, ktefi jsou silné
precitlivéli na alergeny hmyziho bodnuti, potraviny, léky ¢&i pyly. V pfipadé poskytovani
prvni pomoci je zasadni véasné podani adrenalinu, ktery rusi systémové pusobeni
histaminu. Pacienti, ktefi jsou ohrozZeni anafylaxi, by u sebe méli nosit autoinjektory
s adrenalinem, aby si jej mohli v ptipadé potreby aplikovat. (Delves et al., 2017; Krejsek

et al., 2016)
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6.1.3 Atopie

Atopie neni nemoc, ale dédi¢na vlastnost, vyskytujici se charakteristicky
v rodinach. Jako atopik je oznacCovan jedinec, ktery ma geneticky danou dispozici
k tvorbé IgE protilatek v odpovédi na alergeny, a tak i zvySenou pravdépodobnost,

Ze se u néj rozvine nékteré z alergickych onemocnéni. (Hotejsi et al., 2017)

Alergie je obecné povazovana za multifaktoridlni onemocnéni. Rozsdhlymi
studiemi byl dédi¢ny zaklad alergie opakované prokdzan a diky tomu také
identifikovany stovky gen( souvisejici s jeji patogenezi. Kromé atopického genotypu
sena jejim vzniku a rozvoji také vyznamné podileji faktory vnéjSiho prostredi.
Takovymi faktory mohou byt napf. sloZeni stfevniho mikrobiomu, hygienické
standardy, znecisténi Zivotniho prostfedi, nedostatek prirozenych infekénich podnét(
a hledani novych cili reaktivity nebo i infekce, které mohou alergicky zanét iniciovat.

(Krejsek et al., 2016; Spicék et al., 2007)

6.1.4 Alergen

Pojmem alergen je oznacovan jakykoliv exogenni antigen, schopny navodit
u precitlivélého organismu imunitni odpovéd' v podobé alergické reakce. Pfevainé se
jednda o proteiny a glykoproteinové alergeny, které jsou schopné reagovat s Igk
protilatkami. Alergeny jsou vétsinou sloZeny z vice komponent a kazda z nich muize byt
potencionalné alergenni. (Krejsek et al., 2016) Alergenicita daného proteinu je zavisla
na individualni senzibilité organismu, nacasovani expozice, na davce, délce pusobeni
a na kontextu expozice. Zd3a se, Zze vedle struktury proteinu hraji roli i nékteré dalsi
vlastnosti, jako napr. schopnost tvorby specifickych typl glykosylace a vazby lipida.
Bylo zjisténo, Ze lipidové ligandy a konjugované glykany interaguji s receptory
rozpoznavajici patogen, jako jsou TLR (Toll-like receptory) a CLR (C-lektinové receptory)

na burikach prezentujicich antigen. (van Ree, 2014)

Primarnimi senzibilizdtory nazyvame takové alergeny, které pfimo indukuji
tvorbu alergen-specifickych IgE (sIgE) protilatek. Nesenzibilizujici alergeny jejich tvorbu
nevyvoldvaji, ale i presto mohou za urcitych podminek navodit alergické projevy.

(van Ree, 2014) Déje se tak na zdkladé predchoziho kontaktu s podobnym alergenem,

12



pfi némz se slIgE jiz vytvorily. Molekuly alergen(, ¢asto patfici do jedné proteinové
rodiny, sdileji nékteré epitopy, aproto se sIge mohou vazat na podobné
struktury alergenl, které pochazeji zrlznych rostlinnych a ZivocisSnych zdroja.

Tento fenomén je oznacovan jako zkfizena reaktivita. (Matricardi et al., 2016)

6.1.4.1 Alergeny pyli trav

Pyly rGznych travin se celosvétové fadi mezi hlavni pficiny sezénnich inhalaénich
alergii. Nejvétsi zatéZ predstavuji béhem obdobi jejich kvétu, zpravidla to byva
od zacatku do poloviny léta. (Andersson et al., 2003) Mezi nejcastéjsi alergizujici druhy
trav, které rostou na tUzemi Ceské republiky, patfi napf.: bojinek luéni, jilek vytrvaly,
srha lalo¢nata, tomka vonn3, lipnice luéni a dalsi. (Bystron, 2006) V mnoha pfipadech
maji alergeny nalezené u jednoho druhu své homology u jinych druhd, coZ zpUsobuje
jejich vzdjemnou zkfizenou reaktivitu. Vysokou uroven homologie vykazuje podceled
Pooideae, zatimco u alergend zjinych podceledi (vramci celedi Poacea) je mira

podobnosti spiSe nizsi. (Hrabina et al., 2008)

Na zakladé podobnosti fyzikalné-chemickych a imunologickych vlastnosti byly
alergeny pochazejici z jednoho nebo vice druh( trav rozdéleny do 11 skupin. Za hlavni
alergeny jsou povazovany alergeny patfici do skupin 1 a 5. Priblizné 90 % jedincl
hypersenzitivnich na travni pyl vykazuje reaktivitu protilatek IgE na alergeny skupiny 1.
Prevalence senzibilizace na alergeny skupiny 5 se mezi rlznymi skupinami pacient
pohybuje mezi 65-85 %. Spolecné alergeny téchto dvou skupin tvofi vice nez 80 %
alergenity pylG trav a jsou tak hlavni cile pfi navrhovani alergenové imunoterapie.
Cast pacient( véak maze byt senzibilizovana i daldimi alergeny trav patiicimi do skupin

2-4, 6 a 7-13. (Andersson et al., 2003; Hrabina et al., 2008)
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6.2 Imunopatogeneze alergického zanétu

6.2.1 Faze alergického zanétu

6.2.1.1 Senzibilizace

Aby mohlo dojit k senzibilizaci daného jedince, musi nejprve alergen proniknout
do organismu. Prvni linii obrany pti setkani s cizorodym agens zabezpecuji epitelové
bunky, hlavné kozniho, dychaciho a zazivaciho systému. Pro rozpoznani alergennich
molekul vyuzivaji bunky epitelu receptory PRR (receptory rozeznavajici molekulové
vzory) a PAR (protedzou aktivované receptory). (Krejsek et al., 2016) ,Alergeny
schopné proniknout do cytoplazmy epitelovych bunék mohou byt rozpozndny
cytoplazmatickymi NLR receptory s ndslednou aktivaci inflamasomu.” (Krejsek et al.,
2016 s. 216) Prostrednictvim interakce receptoru s alergenem zacnou aktivované
epitelie produkovat prozanétlivé medidtory, které puUsobi jako stimulanty
a chemoatraktanty na ostatni burky imunitniho systému. Pod vlivem mediatord
se aktivuji i rezidudlni dendritické bunky. Tyto bunky maji schopnost prezentovat
antigenni peptidy pochdzejici z alergeni pomoci svych HLA molekul. Migruji
do lymfatickych organ(, kde predkladaji antigen naivnim CD4* T lymfocytim (naivnim
pomocnym T lymfocytdm — ThO0), ze kterych se pod vlivem cytokinl diferencuji Th2
(pomocné T lymfocyty subtypu 2). Ty nasledné podporuji maturaci specifickych
B lymfocytll v plazmatické buriky. Takto zralé plazmocyty secernuji slgE a dalsi tfidy
protilatek. Cirkulujici IgE se pomérné rychle navazuji na vysokoafinni receptory pro Igk

protilatky (FceRl) Zirnych bunék a bazofilnich granulocytu. (Krejsek et al., 2016)

6.2.1.2 Opakovany kontakt s alergenem

Opakovana expozice pricinného alergenu vede u pacienta k rychlému rozvoji
zanétlivych procesd. Po prlniku alergennich struktur narusenou epitelidlni bariérou
nastava jejich interakce s IgE ukotvenymi na povrchu Zirnych bunék nebo bazofild.
Vlivem premosténi sousednich molekul IgE dochazi k pfibliZeni intracelularnich ¢asti
FceRIl receptord a nasledné fosforylaci sekvence ITAM aktivovanymi kindzami Lyn.

Tato reakce spusti kaskadu déjli, které vedou k exocytéze granul efektorovych bunék.
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Z granul se okamzité uvolni prefabrikované mediatory, hlavné histamin, heparin,
tryptdza a dalsi anafylaktogenni latky. V dals$i fazi dochazi v rdmci minut aZ hodin
k syntéze a sekreci cytokinli, chemokinli a membranové odvozenych lipidovych
medidtord, jako jsou leukotrieny, prostaglandiny a faktor aktivujici krevni desticky
(PAF) (viz Tabulka 1). (Akdis, 2014; Krejsek et al., 2016) Uvolnénim mediatort dochazi
k rozvoji hypersenzitivni reakce, kterd byva charakteristicky provazena klinickymi
ptiznaky, jako jsou napf.: zCervenani, otok a svédéni kize; kychani a zvySena sekrece
v hornich cestdch dychacich; kasel, dusnost a otok v dolnich cestach
dychacich; nevolnost, zvraceni a dalsi obtize gastrointestinalniho traktu. (Stone et al.,

2010)

Pozdni reakce je doprovazena migraci eozinofill, lymfocytQ, neutrofil(i a dalSich
imunokompetentnich bunék do poskozené tkané. V pripadé dlouhodobého pusobeni
alergizujicich podnétd muze akutni zdnét prejit v chronicky, ktery je spojovdn
s nevratnym poskozenim nékterych tkanovych struktur. (Krejsek et al., 2016; Mackay

et al., 2001)

6.2.2 Bunky ucastnici se alergického zanétu

6.2.2.1 Zirné buriky a bazofily

Zirné buriky (mastocyty) jsou antigen-prezentujici buriky (APC) nachézejici se
prakticky ve vSech tkdnich, ¢asto v blizkosti epitelidlnich povrchu, krevnich cév, nerva,
bunék hladkého svalstva a fibroblastld. Jsou to tedy jedny z prvnich bunék,
které detekuji pfitomnost cizorodych patogennich struktur a reaguji na signaly
poskozeni vnitfniho prostfedni. V pfipadé infekce se uUcastni na zesileni imunitni
odpovédi prostfednictvim vypuzeni granul a naslednym uvolnénim ¢i syntézou
medidtord zanétu. (Delves et al., 2017; Galli, 2014) Granule obsahuji vétsinu télesného
histaminu a heparinu a také rlizné proteazy. Stejné jako dalsi imunokompetentni
buniky nesou nasvém povrchu fadu receptord. Z hlediska alergického zanétu jsou
to predevsim vysokoafinni FceRl, pres které jsou vysilany signaly k degranulaci. Proces
uvolnéni granul vSak mlze byt zahajen i nékterymi chemickymi substancemi. (Galli,
2014) Vyznamné jsou taktéZ i receptory pro 1gG protilatky FcyRIl a FcyRIll. Dale jsou
na jejich povrchu pritomné receptory typu TLR, NLR (NOD-like receptory), receptory
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pro cytokiny, hormony, komplement a dalsi dllezité molekuly. Cytokiny a chemokiny
produkované Zirnymi burfkami vyrazné ovliviiuji chovani ostatnich bunék imunity.
Produkci interleukinG (IL4, IL-5 a IL-13) podporuji diferenciaci prekurzor T lymfocytl
do subsetu Th2. Také prispivaji k chemotaxi eozinofilll do mista alergického zanétu

tvorbou IL-5 a eotaxinu. (Krejsek et al., 2016)

Tabulka 1 Mediatory zanétu Zirnych bunék

produkt biologicky efekt
zvysSuje vaskuldrni permeabilitu a dilataci cév
stahuje hladkého svalstva dychacich cest
histamin
zpUsobuje svédéni a bolest
ovliviiuje imunitni reakce a funkci nervi
preformované
medidtory, které se . antikoagulant
o o heparin
uvolnuji po aktivaci vyznamny pro dalsi produkty v granulich
(v rdmci minut)
proteazy rozkladaji urcité proteiny a peptidy, véetné
(napf. tryptaza, slozek Zivocisnych jedl
chymaza, reguluji remodelaci tkani
karboxypeptidaza
A3) chymadza prevadi angiotenzin | na angiotenzin Il
reguluji migraci a funkci leukocytl
zvysuji vaskuldrni permeabilitu
syntetizované a lipidové mediatory vyvolavaji zizeni nebo dilataci krevnich cév
vyluCované po (napf. leukotrieny, (v zavislosti na typu medidtoru)
aktivaci mastocytu i
. , L, Y prostaglandiny) stahuji nebo uvolniuji hladké svalstvo (dychacich
(lipidové mediatory i o
T cest a gastrointestinalniho traktu)
VvV ramci minut,
peptidové zvysuji sekreci hlenu
produkty az nékolik
: cytokiny, ivi Lo o s
hodin) . mnoho Gcinkd na rlzné bunky (leukocyty
chemokiny, e et s ) iy
) L. , i tkanové strukturdlni bunky), které podporuji
peptidové ristové . L
nebo potlacuji zanét a/nebo remodelaci tkané
faktory

Zdroj: Galli, 2014 (upraveno a preloZeno)
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Pfestoze bazofilni granulocyty tvofi samostatnou linii, sdileji nékteré
charakteristické rysy s tkanové lokalizovanymi Zirnymi burikami, jako napf. pfitomnost
bazofilnich granul v cytoplazmé, exprese FceRl a uvolfiovani chemickych mediator(
po aktivaci. Bazofily za homeostatickych podminek cirkuluji v krevnim obéhu
s odhadovanym polocasem rozpadu nékolik dni. Je vSak znamo, Ze jsou schopny
pronikat do zanicené tkané, zejména do klzZe s atopickou dermatitidou a dychacich
cest pfirespiracnich alergickych onemocnéni. K aktivaci mize kromé agregace FceRI
dochdzet napftiklad pres cytokinové receptory. Dale jsou na jejich povrchu exprimovany
rizné komplementové, prostaglandinové a imunoglobulinové receptory. (Stone et al.,
2010) Na aktivovanych bazofilech se nachdazeji molekuly CD69, CD63 a ve vysoké
hustoté molekuly CD203c, které se v mensi mife nachdzeji i na neaktivovanych
bunkach. Podobné jako Zirné bunky stimuluji svymi produkty (hlavné IL-4 a IL-13) Th2

typ imunitni odpovédi. (Krejsek et al., 2016)

6.2.2.2 Eozinofily

Eozinofily jsou terminalni polymorfonukledrni buriky s vysokym obsahem
cytoplazmatickych granuli. Diferenciace eozinofilnich granulocytll v kostni dreni
je hojné stimulovana IL-5, IL-3 a GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating
factor). Po vyplaveni do periferniho obéhu cirkuluji v krvi 8 az 18 hodin a tvofi asi 1-3 %
bilych krvinek. Jednd se o multifunkéni bunky, které moduluji vrozené i adaptivni
imunitni pochody. Do mista alergického zanétu migruji pod vlivem chemoatraktantd,
jako jsou eotaxiny, cytokiny Th2 imunitni odpovédi, chemokiny RANTES a nékteré
adhezivni molekuly. Kromé ucasti na alergickych procesech, zabezpecuji imunitni

obranu hostitele pfi parazitarni infekci helminty. (Sastre et al., 2018)

Eozinofily obsahuji dva typy granuli, primarni a specificka. V nich je uloZena cela
fada biologicky aktivnich molekul, které plIni efektorové funkce téchto bunék.
Vyznamnou slozkou granuli jsou kationtové proteiny, které zahrnuji: hlavni bazicky
protein (MBP), eozinofilni peroxidazu (EPO), eozinofilni kationtovy protein (ECP)
a neurotoxin odvozeny od eozinofili (EDN). Cytotoxickd aktivita MBP je namifena
proti parazitim. V souvislosti s astmatem vyvolava bronchokonstrikci a podili se

na poSkozeni epitelidlni tkané. EPO vytvafi svou katalytickou aktivitou prozanétlivé
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reaktivni produkty, které plsobi toxicky pro parazitarni i hostitelské buriky. ECP i EDN
maji ribonukleazovou aktivitu. Cilem pusobeni ECP je fada parazitd, bakterii a RNA vird.
EDN ma spiSe cytotoxické, neurotoxické a antivirové ucinky. Dalsi vyznamny protein je
Charcot-Leydendv krystalicky protein (galektin-10), ktery je uloZeny v primarnich
granulich eozinofild a uvoliuje se pfi jejich aktivaci. Tento protein je spojovan
s eozinofilnim zanétem a mlzZe poukazovat na alergické nebo parazitarni onemocnéni.

(Sastre et al., 2018)

6.2.2.3 Subsety pomocnych T lymfocytii

Imunitni  pamét a tolerance jsou zprostfedkovany T Ilymfocyty,
které rozpozndvaji imunogenni struktury pomoci vysoce variabilniho T-bunééného
receptoru (TCR). Prekurzory T lymfocytd, které pochazeji z lymfoidni hematopoetické
kmenové buriky, opoustéji kostni dien a putuji do brzliku. Zde probihaji dalezité kroky
vyvoje T bunék, jako je preusporadani genl pro TCR a dale také selekce. Na konci
téchto imunogenetickych proces( vznikaji individualni T lymfocytdrni klony, které vidy
nesou jeden typ funkénich TCR. Takto zralé lymfocyty jsou ptipraveny na to vycestovat

a usidlit se v sekundarnich lymfatickych organech. (Hofejsi et al., 2017)

Aktivace a diferenciace T lymfocytl je zavisla predevsim na signalech vysilanych
okolni tkani, burikami imunitniho systému a také na vnéjSim prostredi. Kritickou
udalosti v dalSim vyvoji podskupin je indukce transkripénich faktort (TF) specifickych
pro danou linii. Podstatnou uUlohu v imunitni obrané organismu plni pomocné T (Th)
lymfocyty. APC predkladaji Th lymfocytlim antigenni (alergenni) peptidy a soucasné
vysilaji kostimulacéni signaly, jez jsou pro aktivovani efektorovych funkci Th bunék
nezbytné. Podle cytokinového mikroprostiedi se naivni CD4* lymfocyty dale vyvijeji
v subtypy: Thl, Th2, Th9, Thl7 a Th22 (viz Obrazek 1). (Schmidt-Weber, 2014) Mezi
Th lymfocyty fadime iskupinu folikuldrnich pomocnych T lymfocytd (Tfh). Na Tfh
lymfocytech zavisi vyvoj a spravné fungovani germindlnich center (GC) v B-bunécné
z6né lymfoidnich folikuld uzlin a sleziny. BEhem reakci v GC kooperuji Tfh s B lymfocyty
na tvorbé specifické protilatkové odpovédi. Klicovou roli v regulaci imunitnich procesl

zastdvaji zase T regulacni lymfocyty (Treg). Spolecné se vSechny tyto skupiny bunék
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podileji na modulaci adaptivnich a ¢astecné i vrozenych imunitnich mechanisma.

(Hotejsi et al., 2017)

Pfesmyk do Thl subsetu je spoustén predevsim prostfednictvim IL-12.
Th1 bunky exprimuji své prozanétlivé cytokiny, jako je: IL-2, IFNy (interferon gama)
a TNFa (tumor necrosis factor alfa). Témito cytokiny stimuluji bunécnou imunitu,
kde aktivuji makrofagy, cytotoxické T lymfocyty (Tc) a NK bunky (natural killer).
(Absolonova et al., 2021; Krejsek et al., 2016) ,Interferon y produkovany
Thl T lymfocyty ovliviuje rovnéZ B lymfocyty v jejich maturaci a diferenciaci.
Je schopen nastavit izotopovy presmyk B lymfocyti na syntézu protildtek tridy IgG,
které zpétné po vazbé na bakteridlni buriky a virové Cdstice je mohou opsonizovat
a zprostfedkovat jejich fagocytéozu pres Fc receptory, pripadné aktivovat

komplementovy systém.” (Krejsek et al., 2016, s. 115)

Th2 lymfocyty se ucastni obrany proti mnohobunéénym parazitim
a za patologickych  podminek mohou za indukci alergickych onemocnéni.
Pro diferenciaci do subsetu Th2 jsou klicové cytokiny IL-2 a IL-4. Vlivem IL-4 dochazi
k aktivaci transkripcnich faktord STAT-6 a GATA-3. Buriky Th2 produkuji hlavné IL-4, IL5
a IL-13, ddle také napf. IL-6, IL-9 a IL-10. Témito cytokiny podporuji imunitni odpovéd
zprostredkovanou protildtkami a stimuluji ¢innost mastocyt(, bazofilt a eozinofil(l. IL-4
je hlavnim mediatorem izotypového presmyku v B lymfocytech a interleukiny 9 a 13
mimo jiné stimuluji produkci hlenu béhem alergickych reakci. (Zhu et al., 2008) Subsety
pomocnych lymfocytll Thl aTh2 plsobi protichGdné a navzdjem se reguluji.
Svymi cytokiny potencuji vyvoj bunék vlastniho fenotypu, a naopak tlumi opacné
subpopulace. Prevaha subsetu Thl se uplatiuje u nékterych autoimunitnich
onemocnéni, kde dochazi vlivem cytotoxického pUsobeni k poskozeni vlastnich
struktur. Naopak alergie a nddorové stavy jsou mnohdy asociovany s prevahou

fenotypu Th2. (Absolonova et al., 2021)

Nedavno popsanou podskupinou pomocnych T lymfocytl jsou buriky Th9. Jejich
signaturnim cytokinem je IL-9, ale koexprimuji také IL-10 a IL-21. Diferenciace subtypu
Th9 je iniciovana signalnimi cestami zprostfedkovanymi hlavné IL-4 a TGF-B
(transforming growth factor beta). TF STAT-6 je zodpovédny za expresi vétsiny gen(

spojovanych s timto subtypem. K polarizaci ThO do Th9 je ddle podstatna aktivace IRF4,
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GATA-3, PU.1 adalSich TF. Th9 lymfocyty se podili napf. na indukci a patogenezi
atopického onemocnéni, antiparazitarni imunité a imunopatologickych onemocnénich
stfeva. Svymi produkty také plsobi podplrné v protinadorové imunité a mohou byt

tedy Zadouci pfi lé¢bé této skupiny onemocnéni. (Zhao et al., 2013)

Podskupina lymfocytl Th17 byla pojmenovana podle jejich typické produkce
IL17A a IL-17F. Kromé toho produkuji také IL-6, IL-21, IL-22 a TNF-a. Vyvoj line Th17
je ovlivnén pritomnosti TGF-B spolu s IL-6 nebo IL-21, zatimco na udrZzeni fenotypu
se podili IL-23. Tyto cytokiny indukuji aktivaci STAT-3, ktery ddle reguluje expresi
specifickych TF RORyt a RORa. Lymfocyty Th1l7 maji prozanétlivy charakter a svym
pUsobenim ovliviuji dalsi buriky ucastnici se zanétlivého procesu. (Awasthi et al., 2009)
»Stimuluji B lymfocyty k produkci protilatek (IgG, IgA, IgM, ale ne IgE). Cytokin IL-17
zesiluje expresi chemokinli a prozdnétlivych faktort, podporuje proliferaci, maturaci
a migraci neutrofili a monocytl do mista zdnétu, plsobi kostimulacné na T lymfocyty
a zesiluje maturaci dendritickych bunék.” (Absolonova et al., 2021, s. E25) Kromé fizeni
imunitni reakce pfi ochrané proti mikrobidlnim patogenim, zejména extracelularnim
bakteriim a houbam, se dale ukazalo, Ze jsou spojovany siniciaci a rozvojem
autoimunitnich onemocnéni. ZvySené frekvence bunék Th 17 a IL-17 byly prokazany
u pacientl s revmatoidni artritidou, roztrousenou sklerézou, u zanétlivych onemocnéni

stfev a také napf. u pacientl s psoriazou. (Awasthi et al., 2009)

Samostatnou podskupinou pomocnych T lymfocyt(, kterd vznika ve specifickém
mikroprostiredi IL-6 a TNF-a, jsou Th22 bunky. Tento subtyp byl vymezen na zakladné
vysoké produkce IL-22. V mensim mnozstvi buriky koexprimuji i IL-13 a TNF-a. Profil
transkriptomu Th22 je jasné oddélitelny od profili dalSich subtypl. Zahrnuje hlavné
geny pro proteiny Ucastnici se tkanové remodelace a chemokiny podporujici
angiogenezi a fibrotizaci tkané. IL-22 muze pUlsobit synergicky s dalSimi cytokiny,
ale vétsina jeho funkci je jedinecna. Napfiklad stimuluje produkci antimikrobidlnich
medidtord, chrani tkané prfed poskozenim a zvysuje jejich regeneraci. Cilem IL-22 jsou
primarné keratinocyty a epitelialni bunky traviciho traktu, jater, plic, pankreatu

a dalSich organ(. (Tamasauskiene et al., 2018)

Podstatnou ulohu pfi fizeni adaptivnich imunitnich reakci plni heterogenni

skupina regulaénich T bunék. Treg maji hlavné supresivni a imunoregulacni vlastnosti.
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Jsou potrebné pro vytvareni tolerance k vlastnim antigendim a k nepatogennim latkam,
dale také k prevenci nadmérnych nebo chybnych imunitnich reakci. Fenotyp této
subpopulace je nejcastéji definovan jako CD4*CD25*'FOXP3*. Bunky Treg lze rozdélit
na 2 hlavni skupiny: pfirozené Treg (nTreg) a indukované Treg (iTreg), které vznikaji
po antigenni stimulaci ve tkanich. (Delves et al., 2017; Palomares, 2013) nTreg jsou
odvozené zthymu, jako vysledek selekénich mechanismU0 v procesu nastavovani
centralni tolerance. iTreg jsou indukovany z naivnich CD4" bunék plsobenim TGF-$
all2 za soucasné aktivace TF FOXP3. Mezi iTreg rfadime podskupinu Trl, ktera je
FOXP3™ a ve velké mife produkuje IL-10. Dale se vymezuje podskupina bunék Th3
produkujici hojné TGF-B. (Delves et al., 2017; Krejsek et al., 2016) Regulacni
T lymfocyty vykondvaji své supresivni funkce prostfednictvim vicero mechanismu.
Molekularni zdklad suprese spocivad v produkci protizanétlivych cytokini TGF-B, IL-10
alL-35. Pomoci produkce granzyml a perforinG mohou zplsobovat cytolyzu
a indukovat tak apoptdzu. Dale mohou naruSovat metabolismus efektorovych bunék
(hlavné prostrednictvim exprese CD25) nebo modulovat zrani a funkce dendritickych
bunék (napf. skrze inhibi¢ni molekulu CTLA-4). Podstatnou ulohou Treg je mimo jiné
i regulace alergickych reakci. Svym plUsobenim mohou napf.: potlacovat degranulaci
efektorovych bunék; inhibovat pfiliv eozinofil(i a dalSich bunék do mista zanétu; tlumit
aktivaci alergen-specifickych Th2 bunék; podporovat produkci IgG4 protilatek
a zaroven tlumit tvorbu IgE a v neposledni fadé prispivat k remodelaci tkané. Selhani
téchto regulacnich mechanismid mulzZe byt pric¢inou rozvoje alergického zanétu.

(Palomares, 2013)
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Obrdazek 1 Cytokiny a transkripcni faktory ovliviujici diferenciaci pomocnych
T lymfocytii soucasné s prehledem jejich efektorovych produktii

IL-12
IFN-y

/ ThO

IL-6
IL-4 IL-4 IL-6, IL-1B TNF-a
/ Tj:—ﬁ TGF-B, IL-23 \
@ GATA-3
STAT-6

TN

Th1 Th2 Th22 iTreg
IFN-y IL-4 IL-9 IL-22 Koty
IL-2 IL-5 IL-10 B
IL-13 IL-21

Zdroj: Krejsek et al., 2016; Zhao et al., 2013 (pfepracovdno z textu na obrdzek)

AhR (Aryl hydrocarbon receptor) — Aryl uhlovodikovy receptor; FOXP3 — forkhead box
protein 3, GATA-3 (GATA binding protein 3) — GATA vdzajici protein 3; IFN-y —
interferon gama; IL — interleukin; IRF4 (interferon requlatory factor 4) — interferonovy
regulacni faktor 4; iTreg — indukovany regulacni T lymfocyt; RORyt (retinoid-related
orphan receptor gamma t) — gama t receptor souvisejicich s retinoidy; STAT-1 (3, 6)
(signal transducer and activator of transcription 1(3, 6)) — prevodnik signdlu
a aktivator transkripce 1 (3, 6); T-bet (T-box expressed in T cell) — T-box exprimovany
v T burice; TGFB (transforming growth factor beta) — transformujici riistovy faktor beta;
Th — pomocny T-lymfocyt; TNF-a (tumor necrosis factor alfa) — tumor nekrotizujici

faktor alfa

6.2.2.4 B lymfocyty

B lymfocyty jsou hlavnimi predstaviteli specifické humoralni imunity a jejich
primarni funkci je produkce protilatek. Tvorbou sIgE se podileji na patogenezi celé rady

alergickych onemocnéni. Maji rovnéz velky vyznam pro imunitni pamét.
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Jejich diferenciace probihd v kostni dieni a dokoncuje se po setkani santigenem
v sekundarnich lymfatickych organech. Na pocdatku stoji progenitorova bunka, v niz
dochazi k rekombinaénim procestim, které vedou ke vzniku velkého mnozstvi klon(
B lymfocytl s individualné specifickymi B-bunécnymi receptory (BCR). Témito klonalné
odliSnymi imunoglobulinovymi receptory rozpoznavaji B lymfocyty specifické antigenni
epitopy. Kromé BCR exprimuji B lymfocyty v pribéhu jednotlivych diferenciacnich
stadii charakteristické membranové a nitrobunécné molekuly, diky nimz je moziné
buriky rozpoznat. Velmi brzy se objevuje charakteristicky znak CD-19, pozdéji pribyvaji

i dalSi povrchové antigeny, jako napf. CD-10, CD-20, CD38 a CD40. (Krejsek et al., 2016)

Nezralé B lymfocyty podléhaji v kostni dfeni procesim selekce. Témito procesy
jsou odstranény autoreaktivni klony a prezivaji jen ty bunky, které nesou funkéni BCR.
Zralé B lymfocyty s BCR tvorenymi molekulami IgM (nékteré i tfidou IgD), putuji
do sekunddrnich lymfatickych orgdn(, kde se setkdvaji s antigeny. V dasledku antigenni
stimulace se bunky mnozi a diferencuji do stadia plazmatickych bunék. V této fazi
dokdze bunka produkovat velké mnozstvi protilatek stejné specifity jako BCR
na puvodnim B lymfocytu. Jesté pred preménou v plazmatické buriky mohou
zaktivované lymfocyty prostfednictvim somatické mutace zvysit svoji afinitu BCR
receptoru a posléze tak i protilatek k pldvodnimu antigenu. Proces somatické mutace

probiha pod kontrolou Tfh v germinalnich centrech.

Bézné se jako prvni po setkani s antigenem tvofi protilatky typu IgM. Produkce
protilatek ostatnich tfid je zavisla na aktualnim okolnim prostredi a potiebé imunitniho
systému. Dochazi k ni vlivem preskupeni genl pomoci tzv. izotypového presmyku.
Podstatou tohoto déje je zdména konstantni (constant — C) oblasti imunoglobulinu,
a tedy zména typu tézkého retézce. Protilatky ostatnich izotypl (rlzné podtridy IgG,
IgE, IgA) si tak zachovavaji antigenni specifitu, ale navic maji jiné efektorové vlastnosti.
(Krejsek et al., 2016) Hlavni regulatorni funkci v izotypovém prepnuti zaujimaji cytokiny
a kostimulacni signaly poskytované Th lymfocyty. Vyznamna je hlavné interakce mezi
molekulou CD40 na B lymfocytu a ligandu CD40L na Th lymfocytu. Tato signalizace
spolu se specifickym cytokinovym prostiedim stimuluje produkci uréitého izotypu

protilatek. Prikladem mohou byt bunky Th2 produkujici IL-4, ktery sméfruje pfesmyk
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do tfid IgE algG1l. Naopak subpopulace Thl svou produkci IFN-y tento presmyk
inhibuje. (HE et al., 2015)

V konecné fazi diferenciace vznikaji plazmatické bunky produkujici vysokoafinni
protilatky. Soucasné ¢ast bunék prechazi v buriky pamétové. V pfipadé opakovaného
setkdni s antigenem se rychle aktivuji, mnozi a zahajuji produkci specifickych protilatek.

(Krejsek et al., 2016)

6.2.3 Protilatkova odpovéd’

Protilatky (Imunoglobuliny) jsou hlavni humoralni slozkou specifické imunity.
Obecné je protildtkova reakce zaloZena na rozpozndni potencionalniho antigenu
specifickymi BCR, coZz za danych predpokladli vede ke stimulaci B lymfocytq,
které po diferenciaci na  plazmatické bunky produkuji velkém  mnozstvi
antigenné-specifickych protilatek. Jejich forma mulze byt sekretovana (solubilni)

nebo membranové vazana, kde je imunoglobulin v podobé BCR. (Horejsi et al., 2017)

Imunoglobuliny jsou Iatky glykoproteinové povahy, jejichz zakladni molekula je
sloZzena ze dvou lehkych a dvou tézkych polypeptidovych retézcl, které navzajem poji
disulfidické mastky. Z hlediska variability se imunoglobulin da rozdélit na variabilni
a konstantni ¢ast. Variabilni oblast je misto vazby antigenu a lisi se dle specifického
klonu B lymfocytu. Vétsi ¢ast molekuly predstavuje pomérné malo variabilni konstantni
oblast, ktera je stejnd pro protilatky jedné tridy. Imunoglobuliny mlizZeme rozdélit
do 5 trid: 1gM, IgD, 1gG, IgA a IgE. (Horejsi et al., 2017) , Pfislusnost k urcité tridé
imunoglobulint vychdzi z typu tézkého retézce. Konstantni ¢dsti téZkych retézcl urcuji
svym sloZenim imunobiologické vlastnosti jednotlivych tfid protildtek. Rozdily jsou
pfedevsim v aminokyselinovém sloZeni, v poctu a umisténi mezifetézcovych
disulfidickych mdstkd, v po¢tu domén a v urovni glykosylace retézci.” (Krejsek et al.,

2016 str.132)
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6.2.3.1 IgE protilatky

Fyziologicky se imunoglobuliny E podileji na imunitni obrané proti parazitdrnim
infekcim. Kromé toho jsou Uzce spojovany s hypersenzitivitou 1. typu, kterda se
manifestuje v podobé alergickych onemocnéni. IgE se vyskytuji vyhradné v monomerni
podobé s molekulovou hmotnosti 190 kDa. (Stone et al., 2010) Jejich molekula ma
podobné jako ostatni imunoglobuliny zakladni ctyffetézcovou strukturu spojenou
disulfidickymi mustky. Ve srovnani s tfidou 1gG se architektura IgE lisi poctem domén
tézkych rtetézcli, kde se nachdzi navic jeden par konstantnich domén, a také
nepritomnosti pantové oblasti. Studiem krystalové struktury protilatky byly odhaleny
konformacni zmény IgE po vazbé na FceRl, pfi kterych dochazi k ohnuti konstantniho
doménového paru Ce2 a vzniku asymetrické trojrozmérné struktury. To mizZe byt
zakladem vyjimecné pomalé rychlosti disociace komplexu IgE-FceRI a tim i schopnosti

IgE zpUsobit pretrvavajici alergickou senzibilizaci zZirnych bunék. (Sutton et al., 2019)

Sérova koncentrace protilatek IgE je o nékolik Fadd nizsi nez koncentrace IgG
nebo IgA, protoZe syntéza IgE je prisné kontrolovana na molekularni a bunécné urovni.
Navic je jejich biologicky polocas kratky: 1-5 dni. (Stone et al., 2010) Koncentrace
v séru se u neatopickych jedincl pohybuje v rozmezi 50-200 pg/L, avsak u alergikd jsou
tyto hladiny daleko vyssi. Narozdil od jinych izotypl se IgE vyskytuji prevainé
ve tkdnich, kde jsou silné vdzany zejména na Zirné bunky a bazofily. Dale se mohou
pomoci svych receptorl vazat na dalsi fadu bunék imunitniho systému. Z této podstaty
vyplyva patogeneze IgE, kde dojde vlivem vazby alergenu k zesitovani komplexi
IgE-FceRI na povrchu efektorovych bunék, a tak k uvolnéni prozanétlivych mediator(.

(Dullaers et al., 2012)

K izotypovému presmyku na tfidu IgE jsou potieba dva signdly. Pocatecni signal
je zprostfedkovan IL-4 nebo IL-13, prostfednictvim interakce s pfislusnymi receptory
na B lymfocytech. Transdukce signalu pokracuje az na Udroven transkripce
prostrednictvim TF STAT-6, jez aktivuje prepis v prepinaci (switch — S) oblasti specifické
pro izotyp IgE (S€). Dalsim signalem je propojeni molekuly CD40 s ligandem CDA4O0L.
Tato interakce postupné vede kjaderné translokaci TF NFkB, ktery pUsobi

synergicky se STAT-6. V konecném stadiu prepinani izotypu je deletovan usek DNA
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mezi oblasti Sy a Sg, coz vede k syntéze tézkého retézce molekuly IgE protilatky. (HE et

al., 2015)

Na molekuldrni drovni mlze k presmyku na izotyp IgE dojit dvéma
zpUsoby: pfimou rekombinaci mezi S oblastmi gend pro Cu a Ce nebo dvoustupriovym
sekvencénim prepnutim, pfi kterém B lymfocyty projdou nejprve rekombinaci na IgG.
PFimy prechod izoptypu je spojen s vyvojem méné pozménénych protilatek, které maji
zaroven nizsi afinitu k prisluSnému antigenu. Naproti tomu sekvencni prepinani vede
k produkci vysokoafinnich protilatek, protoze variabilni ¢ast protilatky dédi somatické

mutace a vysokou afinitu k antigenu jiz z ptredchozi faze 1gG. (HE et al., 2015)

6.2.3.2 IgG protildatky a jejich podtridy

Imunoglobuliny G (IgG) jsou nejhojnéji se vyskytujici tfidou protilatek v lidském
organismu. Koncentrace v plazmé dospélych se pohybuje vrozmezi 7-9 g/L. Jako
jediné jsou IgG schopné prestupovat placentou a chranit novorozence do 3.-6. mésice
Zivota, nez nastane jejich vlastni produkce. (Krejsek et al., 2016) 1gG se vyskytuji
v podobé monomeru, jejichZz obecny tvar je popisovan jako pismeno ,Y“, kde jsou dvé
ramena Fab pripojena k Fc ¢asti pantovou oblasti. Molekulovd hmotnost IgG se
pohybuje okolo 150 kDa (u podtfidy 1gG3 170 kDa). Podobné jako dalsi tfidy protilatek
se v monomernim tvaru skladaji ze dvou lehkych a dvou tézkych retézcl, pficemz
kazdy tézky retézec obsahuje tfi konstantni domény a jednu variabilni. Celkové ma tato
trida Siroké uplatnéni v imunitni obrané organismu, kde se vyuzivd mechanismu,
jako jsou napf.: opsonizace; aktivace komplementu; aglutinace a neutralizace
antigenu; navozeni na protilatkach zavislé cytotoxické reakce NK bunék. Ttidu IgG
muzZeme rozdélit na Ctyfi podtfidy s vice nez 90 % homologii v aminokyselinové
sekvenci. Nejvétsi rozdily jsou pozorovany v povaze a délce pantové oblasti. Znalost
existence jednotlivych podtfid I1gG je zasadni, protoZe se mezi nimi objevuji vyrazné

rozdily ve schopnosti aktivovat efektorové funkce. (Delves et al., 2017)
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Tabulka 2 Relativni zastoupeni podtiid IgG a jejich biologické viastnosti

Podttid Relativni Placentarni Aktivace
, . Interakce s FcyR
a zastoupeni [%] prenos komplementu
, , FcyRl, FcyRlla, FcyRllla, b;
lgG1 60 vysoky vysoka y
slabé s FcyRIlb/c
o . méné s FcyRlla,
IgG2 32 nizky stredni y
slabé s FcyRllla
FcyRI, FcyRlla, FcyRllla, b;
IgG3 4 vysoky nejvyssi ¥ 1/ 4
slabé s FcyRIlb/c
méné s FcyRI, FcyRlla,
eG4 4 ano ne .
FcyRllla; slabé s FcyRIIb/c

Zdroj: Vidarsson et al., 2014 (upraveno a preloZeno)
Ig —imunoglobulin, FcyR — receptory pro 1gG protildtky

Protilatky podtfidy IgG1l zprostfedkovavaji reakci hlavné na rozpustné
¢i membranové proteinové antigeny. Za fyziologickych podminek jsou IgG1 nejhojné;jsi
podtfidou. Jejich nedostatek se muze projevit jako sniZeni celkové hladiny IgG,
tzv. hypogamaglobulinémie. V kombinaci s nedostatkem dalSich podtfid, je snizeni
IgG1 spojeno s recidivujicimi infekcemi. Z hlediska struktury ma podtfida IgG1 v oblasti
pantu 15 aminokyselin (AK) a spojeni tézkych fetézcu zajistuji dva disulfidické mastky,

coz propujcuje molekule zna¢nou flexibilitu. (Vidarsson et al., 2014)

Odpovéd podtfidy 1gG2 vyvoldvaji primarné bakteridlni  kapsularni
polysacharidové antigeny. Deficit této podtfidy se projevuje zvySenou ndchylnosti
k nékterym bakteridlnim infekcim. SniZzenou hladinu 1gG2 mohou kompenzovat
zvysené hladiny podttid IgG1 a 1gG3, které za normalnich okolnosti zajistuji obranu
i proti glykanim konjugovanym s proteiny. Na rozdil od ostatnich podtfid maji 1gG2
nejkratsi pant, ktery obsahuje pouze 12 AK. Spojeni tézkych fetézcll v pantu zajistuiji,
az na nékteré izomerni vyjimky, Ctyfi disulfidické mustky, jez omezuji celkovou

flexibilitu molekuly. (Vidarsson et al., 2014)
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Protilatky 1gG3 maiji silny prozanétlivy efekt. Jejich biologicky polocas je kratsi,
néz u ostatnich podttid, kde se béiné pohybuje okolo 21 dni. Vzhledem k tomu,
Ze se jedna o silné prozanétlivou protilatku, mlze jeji kratsi polocas rozpadu slouzit
ke sniZzeni pravdépodobnosti nadmérnych zanétlivych reakci. Obecné jsou protilatky
IgG1 a IgG3 vytvareny v reakci na virové infekce, pricemz protilatky 1gG3 se projevuji
hlavné na pocdatku infekce. I1gG3 ma mnohem delsi pantovou oblast nez ostatni

podtridy, protoze obsahuje az 62 AK a 11 disulfidickych mustkd. (Vidarsson et al., 2014)

Protildtky podtfidy 1gG4 mohou nabyvat prevahy po opakovaném
nebo dlouhodobém vystaveni antigenu v neinfekénim prostfedi. Kromé IgE vyvolavaji
alergeny casto také odpovéd IgG1l a 1gG4. Zvysené titry specifickych 1gG4 je moiné
pozorovat u alergickych pacientd po absolvovani imunoterapie. Jejich vyssi
koncentrace se dale objevuji napf. pfi reakcich na terapeutické proteiny
a rekombinantni protilatky nebo pfi infekcich helminty a vlaknitymi parazity. Rovnéz se
vymezuje skupina tzv.onemocnéni asociovanych slgG4, ktera je charakteristicka
zvySenou hladinou 1gG4 v séru a poskozenim tkani infiltrovanymi IgG4-pozitivnimi
plazmatickymi bunfikami. Jednd se oSirokou $kdlu poruch, kam se fadi
napf.: autoimunitni pankreatitida, Mikulicziv syndrom, Riedelova tyreoiditida,

retroperitonedlni fibréza, neinfekéni aortitida a dalsi. (Vidarsson et al., 2014)

Imunoglobuliny G 4. podtfidy jsou do jisté miry podobné podtridé IgG2, kde se
v pantu nachazi shodny pocet AK. Dalsim rysem jejich podobnosti je tvorba
strukturnich izomer(. Mezi lidskymi 1gG4 muze vSak dochazet k fenoménu, kdy se
jedna polovina molekuly nahradi jinou polovinou klonu IgG4. Déje se tak na zakladé
narusenych  kovalentnich vazeb disulfidickych mustki v pantové oblasti.
Z monospecifickych protilatek vznikaji bispecifické, které maji nizsi aviditu, omezenou
schopnost tvofrit imunitni komplexy a aktivovat komplement. IgG4 vykazuji slabsi vazbu
na vétSinu aktivacnich receptorl. Naopak maji ze vSech podtfid nejvyssi afinitu
ucinkim. U protilatek 1gG4 se také muUZeme setkat s pojmenovanim ,blokujici
protilatky”, ato hlavné ve spojitosti s alergiemi, kde 1gG4 soutézi slIgE o vazbu

alergenu. (Vidarsson et al., 2014)
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6.2.4 Respiracni formy alergického zanétu

Alergicky zanét se klinicky manifestuje jako alergické onemocnéni, které se
mUze projevit v kazdém véku a v rlizné podobé. Alergicka ryma a bronchidlni astma
patii mezi respiracni formy alergického zanétu. Do skupiny hlavnich alergickych
onemocnéni se dale fadi atopicka dermatitida, koprivka, anafylaxe nebo potravinova

alergie. (Horejsi et al., 2017)

6.2.4.1 Alergicka rhinitida

Prevalence alergické rhinitidy nebo také rymy v poslednich desetiletich vyrazné
stoupa. V soucasné dobé je ji postizeno pfriblizné 15 az 30 % populace. Onemocnéni je
definovano jako IgE-mediovany zanét nosni sliznice, ktery vznika u predisponovaného
jedince po kontaktu s alergenem. Takto navozeny dlouhodoby eozinofilni zanét nosni
sliznice je spojen s typickymi klinickymi pfiznaky, jako je svédéni nosu, kychani,
vodnata sekrece, otok a ucpdni nosu. (Krémova et al., 2018) ,AZ 60-70 % pacientu
s alergickou rymou (zejména svazbou na pyl) mad iprojevy ocni: alergickou
konjunktivitidu. Alergicky proces zahrnuje i dalsi pfiznaky ¢i komorbidity. Patfi k nim
bolesti hlavy, nespavost, chrdpdni, snizend vykonnost a poruchy koncentrace. Klinicky
obraz alergické rymy byvd sdruZen s projevy sinusitidy, otitidy, nosni polypdzy
Ci bronchidlniho astmatu. Na podkladé zkrizené reaktivity nékterych druhi pyli
s urCitymi alergeny ovoce, zeleniny Ci druhl koreni muZe mit pacient tzv. ordini

alergicky syndrom Ci dalsi projevy potravinové alergie” (Krémova et al., 2018 5.75)

V soucasné dobé se rozliSuje vice typl alergické ryma na zdkladé trvani a tize
alergickych symptomd. Z hlediska délky trvani ji mGzeme klasifikovat jako intermitentni
¢i perzistujici a dale ji rozdélit dle intenzity pfiznakll na mirnou, stfedni a silnou.
Toto déleni alergické rymy nasledné pomahda zvolit i adekvatni terapii, ve které se
uplatiiuje stupriovity pfistup. V praxi se také stale vyuziva klasifikace, ktera vychazi
z obdobi obtiZi, tj. rozdéleni na sezénni a celorocni. (Krémova et al., 2018)

Pfi medikamentdzni terapii alergické rymy se uplatiuji léky udlevové
a preventivni. K ulevé od alergickych symptoma jsou hojné uzivané mistni ¢i celkova

antihistaminika. Pri prevenci intermitentni rymy je moZné pfridat k lécbhé

antihistaminiky i nazalni kortikosteroidy. U perzistujicich forem rymy jsou
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vSak kortikosteroidy |ékem prvni volby. Dale se pfi terapii vyuZivaji napt. kromony,
antileukotrieny nebo také kauzalni |écba, kterou je specifickd alergenova

imunoterapie. (Krémova et al., 2013)

6.2.4.2 Astma bronchiale

Priduskové astma je epidemiologicky znacné rozsifené chronické onemocnéni,
jehoz prevalence v populaci prevysuje 5 %. Onemocnéni se vyskytuje ve vSech
vékovych kategoriich, pfiCemZz jsou pacienti casto postizeni béhem svych
nejproduktivnéjsich let. (Virchow, 2013) Astma je definovano jako chronické zanétlivé
onemocnéni plic, jez vede krozsahlému omezeni prichodu dychacich cest se
vznikem obtizi jako jsou dusnost, sipani, kasel, tlak na hrudi a dalsi. Typicky je
epizodicky vyskyt obtizi s cirkadiannim vrcholem pfiznakd v brzkych rannich hodinach.
Obstrukce bronchi ¢asto neni trvald, bud samovolné odejde nebo je mozné ji zvratit
pomoci |ékl. Dlouhodoby zanét mnohdy vede aZ k remodelaci plicni tkané, pri které
dochazi k jizveni dychacich cest, a tak k vétSimu omezeni proudéni vzduchu. (Krémova

et al., 2013; Virchow, 2013)

Na bazi klinickych a laboratornich poznatkd byly navrieny odlisSné fenotypy
astmatu. Ve vétsSiné pripadd se jednd o alergické astma, kde se zanét rozviji
na podkladé IgE protilatek s precitlivélosti na inhalacni alergeny. Na druhou stranu
astma, které se rozviji na jiném nez alergickém podkladé, je oznacovano jako vnitini.
Astma je také moziné klasifikovat do Ctyf stupna dle tize projevi na intermitentni,
lehké perzistujici, sttedné tézké az téziké perzistujici. Dale se pfi klasifikaci pouziva
hodnoceni kontroly nad chorobou. (Krémova et al., 2013)

Lécba astmatu ma za cil dostat a udriet stav onemocnéni pod kontrolu.
Prevazna ¢ast pacientl ma pfi inhalacni [écbé minimalni nebo Zadné negativni Gcinky.
Inhalacni  kortikosteroidy jsou pro jejich protizanétlivy ucinek lékem volby
u perzistujiciho astmatu. Naopak aplikace inhalaénich B,-agonistd ma obvykle pozitivni
vliv na akutni astmatické potize. Mnoho jedincl s tézSim astmatem nebo téch,
ktefi nedodrzuji IéCebny plan, ma vsak nadale nekontrolované pfiznaky. V ramci volby
|é¢by se uplatiuje stuprfiovity charakter, kde se v nejvyssim stupni vyuziva dalsi |é¢ebna

metoda a tou je biologicka |écba anti-IgE protilatkami. Terapie je urcena pro lécbu
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tézkého perzistujiciho alergického astmatu, u kterého neni mozné dosahnout kontroly
nad chorobou pomoci bézné medikamentdzni 1éCby. Dalsi moZnosti |é¢by alergického
astmatu muZe byt alergenovd imunoterapie, kterd se provadi u dlouhodobé
kontrolovanych astmatiki, unichz je znam pricinny alergen a nejsou

polysenzibilizovani. (Krémova et al., 2013; Virchow, 2013)

6.2.5 Specificka alergenova imunoterapie

Specificka alergenova imunoterapie (SAIT), dfive oznacovand jako
desenzibilizace nebo hyposenzibilizace, je kauzalni lé¢ba, kterd primo cili na pficinu
alergického onemocnéni. SAIT tvofi spole¢né s eliminaci pfi¢inného alergenu
a farmakoterapii zdklad |écby alergickych onemocnéni. Jednd se o druh
imunomodulace, pfi niz se vytvari tolerance k alergenu. Celkové dochdzi k redukci
alergického zanétu anasledné i priznakl alergie. SAIT tedy sniZuje zavainost
onemocnéni, spotrebu 1ékd ataké minimalizuje rizika nové senzibilizace.

(Alvaro-Lozano et al., 2020)

6.2.5.1 Princip

Specificka alergenova imunoterapie je |1é€ebny postup, jenZz pracuje na principu
pravidelného poddvani malého mnozstvi konkrétniho alergenu pacientovi, za Ucelem
snizeni imunitni reaktivity organismu na dany alergen a zvysSeni poctu Treg bunék,
které se podileji na indukci a udrzovani dlouhodobé imunitni tolerance. (Frew, 2010)
V Uvodu terapie se alergen (pfipadné jejich smés) podava v postupné se zvysujicich
davkach, poté jsou v rdmci udrzovaci Ié¢by opakované podavany nejvyssi mozné davky.
Celkové tato lécba probiha pfriblizné 3 az 5 let a u vétsiny pacientd se kombinuje

s konvenéni farmakoterapii. (Bystron, 2012)

Imunoterapie prospivd jak pacientim s mirnym alergickym onemocnénim,
tak tém, ktefi nereaguji dobre na béZznou symptomatickou IéCbu. SAIT je |écbou volby
pro pacienty se systémovymi reakcemi na jed blanoktidlého hmyzu, ale vyuziva se také
u pacientl s alergickou rymou ¢i astmatem. Prinos l1é¢by muiZe byt ovlivnén mnoha
faktory, jako napft.: spravna diagndza; typ a tize onemocnéni; zdravotni stav pacienta;

druh hlavniho alergenu a také to, zda ma pacient kosenzibilizace. (Frew, 2010)
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6.2.5.2 Alergeny pouzivané v SAIT

Bézné jsou pro terapeutické (ale i diagnostické) ucely vyuZivany extrakty
z pfirodnich alergennich zdrojl. V soucasné dobé se klade velky ddraz na jejich
standardizaci, jez ma zabezpecit definovanou kvalitu a uc¢innost alergen(. Vyrobcim se
doporucuje, aby se vakciny standardizovaly na celkovou alergenni ucinnost
nebo tzv. biologickou aktivitu a aby koncentrace hlavniho alergenu byla vyjadiena
v hmotnostnich jednotkach (ug/mL). (Bystron, 2012) Pokrokovym pristupem
ke standardizaci je vyroba rekombinantnich alergenl. Vzhledem k tomu, Ze je lze
vyrabét v neomezeném mnoizstvi s presnymi fyzikalné-chemickymi a imunologickymi
vlastnostmi, jsou rekombinantni alergeny velmi dobrou alternativou v budouci [é¢bé

alergii. (Makatsori et al., 2013)

6.2.5.3 Imunobiologicky mechanismus ucinku SAIT

| kdyZ jsou presné mechanismy plsobeni alergenové imunoterapie stale
predmétem vyzkumu, existuje fada klinickych dikazl o jejich pozitivnich Gcincich
na celkovy pochod alergické reakce. Predpokladd se, Ze v prabéhu Uspésné
imunoterapie dochazi k zdsahu do dysbalance Thl a Th2 lymfocytl. Existuji ddkazy
otom, Ze je vlivem l|éCby potlaéena nadmérna cinnost subsetu Th2 a zaroven
stimulovana aktivita Th1l lymfocytli. Ve spojitosti s timto pfechodem nastavaji zmény
v cytokinové siti, kde je sniZzena sekrece IL-4, IL-5 a IL-13. Niz8§i mnoZstvi téchto
proalergennich interleukin( se projevi poklesem produkce sIgE, coz je pfi SAIT Zzadouci.
(Alvaro-Lozano et al., 2020) Paradoxné se na pocdatku terapie hladiny prechodé zvysuiji,
avSak po nékolika mésicich nastavd jejich pokles. Na druhou stranu je pfi SAIT
podporovana tvorba IL-2, IFN-y a TNFa, jejichZz pldsobenim je protilatkova odpovéd
smérovana do podtfidy IgG4. Zmény v téchto mechanismech zahrnuji isnizeni
aktivace, tkanové migrace a degranulace efektorovych bunék. (Alvaro-Lozano et al.,

2020; Jutel, 2014)

Dalsim dllezitym mechanismem SAIT je indukce regulacnich T bunék,
které svymi produkty efektivné tlumi alergicky zanét. Prostfednictvim jejich produkt(

jsou regulovany funkce fady bunék imunitniho systému vcetné téch, které prezentuji
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antigen. Treg produkuji IL-10 a TGF-B, ale také vyuZivaji k supresi povrchové inhibi¢ni
molekuly, jako jsou CTLA4 a PD1. IL-10 sniZuje aktivitu eozinofilG pfimo nebo inhibici
syntézy IL-5. Ddle ovliviiuje prechod na protilatky 1gG4, diky ¢emuz je tato podtrida
spojovana s poklesem imunologickych odpovédi nebo navozenim tolerance. Ukazuje
se, Zze se po zahajeni specifické imunoterapie zvysuji pocty specifickych Treg, jez maji
negativni vliv na aktivitu a funkci subsetu Th2. (Alvaro-Lozano et al., 2020; Frew, 2010;

Jutel, 2014)

Obrazek 2 Mechanismy plisobeni SAIT
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Zdroj: Bystrorn, 2012 (prevzato)

DC - dendriticka burika, SLIT — sublingvdlni alergenovd imunoterapie, SCIT —
subkutdnni alergenovd imunoterapie Ig — imunoglobulin, IL — interleukin, INF —

interferon, Th — pomocny T-lymfocyt, Treg — regulacni T-lymfocyt

6.2.5.4 Formy provedeni SAIT

V soucasné dobé jsou uznavané dva pristupy v podavani alergenové
imunoterapie. Jednou mozZnosti je aplikace alergenu v podobé injekci

nebo tzv. subkutanni formé (SCIT). U&nnost SCIT je v soucasnosti presvédcivé
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prokazovana laboratornimi vysledky. Byl potvrzen i jeji klinicky efekt, a to hlavné
i po ukonceni terapie. Klécbé se nejcastéji vyuZivaji depotni extrakty alergend,
jejichz nabidka na trhu zahrnuje rlzné inhalaéni alergeny a hmyzi jedy. Schéma
davkovani neni fixné stanoveno, je vSak vhodné se ftidit doporucenim vyrobce
konkrétniho léciva. V pocatecni fazi aplikace SCIT je mozné pouzit konvencni protokoly,
kdy se injekce aplikuje jednou za tyden po dobu 3—4 mésicl. Davky se postupné zvysuji
az po dosazeni koncentrace doporucované udriovaci davky. V nasledujici fazi se
pokracuje s aplikovanim bez dalSiho navySovani davky, a to v jednomésicnich
intervalech. Vyhodou konvencnich protokoll je minimalizace rizik nezadoucich reakci,
pacient vSak musi dochdazet v ivodni fazi na injekci kazdy tyden. Vzhledem k nevyhodé
velkého poctu ndvstév byly navrieny zrychlené postupy uvadéni lécby SCIT. (Bystron,
2012) ,SCIT celorocné se vyskytujicim alergenem zahajujeme kdykoli béhem roku.
U sezonni alergie je vhodné zahdjit Iécbu s dostatecnym odstupem pred pocdtkem
sezony, aby bylo moZno dosdhnout udrZovaci ddvky pfed ndstupem alergickych obtizi.”
(Rybnicek et al., 2021, s. 19) Lécba SCIT je obvykle bezpecnd, zejména kdyz je spravné
aplikovadna aindikovana kvalifikovanym lékafem. | v téchto pfipadech je nutné brat

zfetel na mozné nezadouci mistnim ¢i systémové reakce. (Bystron, 2012)

Posledni dobou je vsak vyhleddvanéjsi formou sublingvalni imunoterapie (SLIT),
kde je alergenovy extrakt aplikovan pod jazyk, a to v podobé kapek nebo tablet.
Sublingvalni Ié¢ba s sebou pfinasi znacné vyhody, jako napf.: neinjekéni zplsob podani,
vysoka bezpecnost a aplikace bez nutnosti ¢astych navstév Iékare. Doporuceny zpUsob
aplikace se lisi dle konkrétniho zpracovdni a vyrobce. SLIT je ve vétSiné ptipadl
podavana kazdy den. Lécba muzZe byt tedy celorocni nebo se v pripadé sezonnich
alergii uplatiuje zkracené schéma, kdy je alergen aplikovan pouze pfed a béhem
sezony. ZdOvodd pripadnych neZadoucich reakci je prvni davka vidy podavana
pod dohledem lékare, v dalsi Ié¢bé mUZe pacient pokracovat sdm v domdcim prostredi.
V porovnani se SCIT je uvodni faze |éCby kratsi, dokonce mUzZe u nékterych preparatu
zcela chybét. PrestoZe se zda, ze mechanismus ucinku SLIT je obdobny jako u SCIT,
kumulativni davka alergenu musi byt v prabéhu roc¢ni [éCby 20-200x vyssi. (Rybnicek et

al., 2021)
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V soucasnosti jsou na trhu dostupné rGzné preparaty pro SAIT. Pro subkutanni
aplikaci, kde je depotni extrakt ve formé injekce, se uziva napf. pfipravek Alutard SQ,
Pollinex Tree nebo Pollinex Rye. Pti SLIT ve formé kapek je dostupny preparat Staloral
300 od vyrobce Stallergenes, kde je v roztoku obsazen extrakt z konkrétniho druhu
pylu nebo je pfitomna smés vicero druhi alergenovych extrakt(. Od stejného vyrobce
je k dispozici tabletova forma v podobé pfipravku Oralair. Tyto tablety obsahuji smés
alergenovych extraktd z pylu 5 druhd trav a jsou uréené k podavani pred a béhem
pylové sezdony po dobu 6 mésicl. Mezi dalsi tabletové pripravky se fadi napt. Grazax,
ktery obsahuje extrakt travniho pylu z bojinku. Pokud jsou na trhu dostupné obé
moznosti SAIT, méla by vybrana forma odrazet kompromis mezi preferencemi pacienta
a lékarovym doporucenim. Oba druhy imunoterapie jsou prospésné pfi [é¢bé sezénni
¢i celorocni alergické rymy u dospélych i déti, a to i presto, Zze nékolik drivéjsich
prehled( systematickych studii argumentovalo vys$si Ucinnosti SCIT ve srovnani se SLIT

pri lé¢bé dychacich projevi alergie. (Rybnicek et al., 2021)

6.2.5.5 Indikace SAIT

Lécba pomoci SAIT je uplatiovana v pfipadech, kdy se u jedince vyskytuji
klinické projevy alergického onemocnéni. Pfed rozhodnutim pouzZiti SAIT je tfeba
peclivé posoudit zdravotni stav pacienta a také vénovat pozornost spoustéciim alergie.
Vzhledem ktomu, Ze je se jednd o lécbu financné i ¢asové ndrocnou, je nutné
zhodnotit mozna rizika a naklady v porovnani s konvencni farmakoterapii. (Rybnicek et

al., 2021)

O alergenové imunoterapii je mozné uvazovat u nemocnych od 5 let,
ve vyjimeénych pfipadech od 3 let véku. Horni vékovy limit je 65 let, ale ani ten neni
nutné striktné dodrZet, obzvlast pokud se jedna o seniory s alergii na jed blanokfidlych.
(Bystron, 2012) Z hlediska tize onemocnéni je SAIT doporuovdna nemocnym se
symptomy stfedné tézké az tézké miry, ale je mozné ji vyuZit i u pacientll s méné
zavaznymi pfiznaky Ci za ucelem predchazeni astmatu. VZdy je nutné urcit souvislost
mezi senzibilizaci k danému alergenu (Ci skupiné podobnych alergen() a klinickymi
symptomy. Precitlivélost |. typu je potfeba jednoznacné potvrdit koznimi testy

a/nebo vysetienim  sIg. Kwvyssi  ucinnosti a ke spravné indikaci SAIT
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(napf. u polysenzibilizovanych jedincll) prispivda i molekuldrni komponentova
diagnostika, diky které lze snaze odlisit klinicky relevantni skuteénou senzibilizaci

od zkFizené reaktivity. (Alvaro-Lozano et al., 2020).

Alergenova imunoterapie se také doporucuje v pripadé, Ze alergen nelze
Uspésné odstranit z okoli pacienta nebo pokud je reakce pacienta na béznou
farmakoterapii nedostatecna ¢i ji odmitd. Pri indikaci je zdsadni dostupnost
standardizované alergenové vakciny, pfipadné jiné kvalitni vakciny s jasné prokdzanou
ucinnosti. Pacient musi byt pred zacatkem |écby sezndmen se zdsadami a riziky SAIT,
ale také je potreba, aby souhlasil s podminkou dlouhodobé spoluprace, a to i té

financni. (Bystron, 2012)

6.2.5.6 Kontraindikace SAIT

Pfed zahdjenim SAIT je nutné vyloucit situace, kdy je podani alergenového
extraktu z bezpecnostnich dlvodd nevhodné. Za absolutni kontraindikaci je moziné
povaZzovat pritomnost maligniho onemocnéni, aktivni formy autoimunitni poruchy
¢i jiného zdvainého imunopatologického stavu. Nevhodnymi kandidaty pro SAIT jsou
pacienti, ktefi trpi silnym i Spatné kontrolovanym astmatem. Zahdjeni alergenové
imunoterapie v prlibéhu téhotenstvi je absolutné kontraindikovano. Pokud je Zena
léCena SAIT a otéhotni vjejim prlbéhu, je moziné vlécbé pri dobré toleranci
pokracovat, nicméné je potreba dbat zvySené opatrnosti. (Pitsios et al., 2015; Rybnicek

et al., 2021)

Dalsi kontraindikace jsou spiSe relativni, proto se v jednotlivych pfipadech voli
individualni pfistup. Lécba s relativni kontraindikaci pfipadd v uGvahu, pokud
predpokladany pfinos prevazi nad rizikem zhorSeni stavu pacienta. SAIT mlzZe byt
potencialné nezadouci u pacientll s jinym vaznym onemocnénim, ke kterym radime
napf. i chronické infekce, psychické poruchy nebo kardiovaskularni, jaterni a rendlni
choroby. U pacientli 1é¢enych B-blokatory je doporuceno, aby pred zahdjenim SAIT
presli na alternativni druh Ié¢by. Podle nékterych doporuceni je soucasné uzivani
imunosupresiv kontraindikaci, protoZze mohou vyznamné sniZit ucinnost SAIT. (Pitsios

et al., 2015)
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6.2.5.7 Hodnoceni ucinku SAIT

Pro posuzovani klinického ucinku je k dispozici fada nastrojl, jez vychazeji
z klinickych zkuSenosti, pacientova subjektivniho posouzeni Ié¢by, ale také z hodnoceni
pomoci objektivnich nastroja. Pfi hodnoceni Udaja z randomizovanych kontrolovanych
studii byla v rGznych metaanalyzach potvrzena klinickd Gcinnost a bezpecnost
alergenové imunoterapie. Primarnim klinickym cilem v provadénych studiich bylo
snizeni alergickych pfiznakQ a z toho plynouci nizsi potfeba antialergické medikace.
Skére kvality Zivota a dny bez pfiznak( byly zase povaZovany za sekundarni koncové

body. (Pitsios., 2021)

Nejbéznéji se k hodnoceni U¢innosti pro zdvaznost ptiznakd pouziva primérné
celkové skoére priznakl rinokonjunktivitidy (RCSS). Tento skdrovaci systém je obvykle
postaven na dennim hodnoceni 6 pfiznakll rymy a konjunktivitidy. Kazdy priznak
je hodnocen na Skale 0-3, pficemZz maximalni skére je stanoveno na 18 bodd.
Pro homogenizaci terminologie se ¢asto vyuzivd prepocet na denni skére symptoma
(dSS), u kterého se celkovy pocet bod( déli poétem priznakl (rozsah skore dSS je tedy

0-3). (Pitsios., 2021)

Zpusob méreni klinickych vysledki pomoci kombinovaného skére symptomd
a medikace (CSMS) se zda byt pro hodnoceni klinické Uucinnosti nejvhodnéjsi.
Standardizované CSMS odpovida doporucenim Evropské lékové agentury (EMA). Skére
je zalozeno na stejné vaze denniho skére symptomu jako denniho skére medikace
(dMS), pficemz rozsah dMS je stejny jako u dSS. CSMS je souctem téchto dvou dennich

skdre, proto se jeho hodnoty pohybuji v rozmezi 0-6. (Pitsios., 2021)

Vramci klinickych studii jsou také wvyuzivany rGzné druhy dotaznikd,
které nejcastéji hodnoti bud symptomy, nebo celkovou kvalitu Zivota s alergickou
rymou a/nebo astmatem. MoZnou nevyhodou téchto dlouhych dotaznikl je, Ze jejich
vyplnéni zabere vice ¢asu. DalSim uZite¢nym nastrojem, vhodnym zvlasté pro klinickou
praxi, je vizualni analogova skala (VAS). Tento rychly a snadno aplikovatelny nastroj se
pouziva k subjektivnimu hodnoceni klinickych pfiznakl pacientem. NejpouZivané;si
model VAS spocivd v tom, Ze pacient na 10cm vertikalni stupnici vyznaci svislou ¢aru

nejlépe odrazejici uroven jeho pfiznak(, od 0 (Zddné priznaky) po 10 (nejvyssi Uroven
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priznakd), podle toho, jak jsou ptiznaky zavainé. Na skdle je moZné hodnotit jak

celkové potize zplsobené onemocnénim, tak jednotlivé priznaky zvlast. (Pitsios., 2021)

V soucasné dobé neexistuji zadné Siroce pouzZivané, dlvéryhodné in vitro
biomarkery, které by presné odrazZely klinické dusledky alergenové imunoterapie,
prestoze by jejich pouZiti bylo vice objektivni a celkové snaze proveditelné. (Pitsios,
2021) Pracovni tym Evropské akademie pro alergii a klinickou imunologii (EAACI) navrhl
a prezkoumal sedm oblasti moznych biomarker( in vitro a in vivo, které souviseji
s humordlnimi a bunécnymi Ucinky SAIT. Mezi potencidlni humordlni biomarkery
in vitro byly zafazeny: sIgE, celkové IgE a jejich pomér; podtfidy IgG (zejména specifické
IgG4) a také stanoveni sérové inhibi¢ni aktivity pro IgE, jez zahrnuje vySetfeni IgE-
blokujiciho faktoru (IgE-BF) nebo test vazby alergenu usnadnény IgE (IgE-FAB).
(Shamiji et al., 2017)

Podtrida protilatek 1gG4 byla mezi moziné biomarkery Uspésné |éCby zarazena
pro svou povahu a blokujici funkci. | pfestoze studium SAIT v mnoha ptipadech ukdazalo
postupny narlst slgG4 v pribéhu terapie, nebylo zatim prokazano, Ze by jejich celkové

hladiny korelovaly s klinickou Ucinnosti. (Shamiji et al., 2017)

IgE-BF vyjadfuje miru, do jaké muze urcitd rfada faktor(l zabranit vazbé sIgk
na pfislusny alergen. Tento biomarker neni pro klinické vyuziti pfilis vhodny, protoze je
jeho dostupnost omezena. Test IgE-FAB, jeZ se provadi pomoci pritokové cytometrie,
méri vazbu komplex( alergen-IgE na B lymfocyty. Nékteré studie ukdazaly, Ze by
vySetieni IgE-FAB mohlo v budoucnu fungovat jako mozZnd nahrada klinickych
hodnoceni. Ve studiich SAIT se také objevuji dalsi in vitro testy, jako je test aktivace

bazofilG, stanoveni cytokint nebo vysetfeni bunéénych markera. (Shamiji et al., 2017)

Klinické studie SAIT ddle vyuZivaji ve svych vyzkumech in vivo biomarkery,
zejména provokacni testy. Pfestoze jsou koZni prick testy v ramci diagnostiky soucasti
kazdodenni praxe, nefunguji jako nastroj pro monitorovani ucink SAIT. Na druhou
stranu EMA doporucuje provokacni testy pouzivat jako primarni koncové body v téch
studiich, které se zaméruji na prikaz koncepce a stanoveni davky SAIT. (Shamiji et al.,

2017)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Charakteristika sledovaného souboru

Jednd se o randomizovany soubor 32 polinotik s dominujici vazbou na pyl
travin, s projevy sezénni alergické rinokonjunktivitidy, ztoho 18 pacientli s projevy
bronchidlniho astmatu charakteru lehkého intermitentniho az lehkého perzistujiciho.
U c¢asti nemocnych byl pritomen atopicky ekzém ve stabilizovaném stavu. Diagndéza
byla potvrzena anamnézou, klinickym obrazem, prick testy a vySetfenim specifického
IgE. Tito pacienti nebyli dosud |éceni SAIT a neméli zddné kontraindikace pro SAIT.
Podminkou vstupu do studie byla anamnéza perzistujici alergické rinokonjunktivitidy
s dominujici vazbou na pyl trav po dobu nejméné dvou let. Tize alergické
rinokonjunktivitidy byla dle klinickych ptiznakd v korelujicim pylovém obdobi stfedné
tézka az tézka. Primérny vék pacientll v souboru byl 36 let pfi vstupu do studie

(vékové rozmezi 20 aZz 61), z toho 17 muz( a 15 Zen.

Farmakoterapie pacientl z hlediska nosnich a o¢nich pfiznakd byla standardné
provadéna dle doporuceni Evropské akademie pro alergologii a klinickou imunologii
a WHO (World Health Organization) (pokyny ARIA — alergickd ryma a jeji dopad
na astma, doi: 10.1016/j.jaci.2017.03.050), lécba alergického eozinofilniho astmatu

byla stupriovita dle obecné platného doporuceni GINA (Global Initiative for Asthma).

Ucast pacienta ve studii byla dobrovolnd. Podminkou vstupu do studie bylo
informovani pacienta o charakteru studie s podepsanim ,Informovaného souhlasu
pacienta”. Osobni data pacientd jsou uchovana s plnou davérnosti, v souladu se

soucasnymi zakony CR.
Soubor tvori 2 skupiny polinotik(:
a) soubor pacientl |é¢enych SLIT:
19 pacientd (10 muzd, 9 Zen, pramérny vék 34 let)
b) kontrolni soubor pacientl Ié¢enych symptomatickou Iécbou:

13 pacientd (7 muz(, 6 Zen, pramérny vék 39 let)
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7.2 Oralair — informace, schéma uZivani

Sublingvdlni tablety léku Oralair 100 IR & 300 IR obsahuji smés
standardizovanych alergenovych extraktd z 5 druhl pyld trav: srha lalo¢nata, tomka
vonng, jilek vytrvaly, lipnice lu¢ni a bojinek lu¢ni. Pfipravek Oralair je urcen k Iécbé
alergické rymy (se zanétem spojivek ¢i bez néj) zplsobené pyly trav. Lék je mozné
podavat dospélym, dospivajicim a détem starSim 5 let, jez maji klinické symptomy
alergie a je u nich potvrzena senzibilizace na pyly trav pozitivnim koznim testem
a/nebo pozitivnim titrem specifickych IgE. Lé¢bu mlZe predepisovat |ékal, ktery je
odpovidajicim zplsobem proskolen a ma praxi s Ié¢bou alergickych onemocnéni.

(pfibalova informace pfipravku Oralair)

Terapie se zahajuje 4 mésice pred zapocetim pylového obdobi travin a pokracéuje
do konce sezény. Uvodni faze l1éeby (prvni mésic) zacind tifidennim vzestupnym
davkovanim: 1. den se uziva jedna tableta 100 IR (index reaktivity), 2. den dvé tablety
100 IR a 3. aZ 30. den jedna tableta 300 IR. Nasledujici mésic se pokracuje |é¢bou
udrZovaci, kde pacient uziva jednu tabletu 300 IR denné az do konce pylového obdobi.

(pfibalova informace pfipravku Oralair)

7.3 Metodika

7.3.1 Odbéry a zpracovani vzorki

Odbéry vzorkl probihaly v pfedem naplanovanych terminech v letech 2013
az 2015. Prvni odbér byl ziskan tésné pred zahajenim |éCby. V kazdém naplanovaném
terminu méreni byla sledovanym pacientim venepunkci odebrdna krev do zkumavky
se separac¢nim gelem. Odebrany vzorek krve se vidy nechal pfi pokojové teploté
30 minut srazet. V laboratofi se zkumavka se vzorkem krve zcentrifugovala (15 minut
pfi 1000 x g) a ze séra byl vytvoren alikvot. Ten byl nasledné zamraZzen a do zpracovani
udrzovan pfi teploté - 20 °C. V podobé alikvotl byly skladovany vsechny odebrané
vzorky. Pred stanovenim specifickych IgG protilatek bylo nutné vzorky vidy rozmrazit

a nechat vytemperovat na pokojovou teplotu.
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7.3.2 Vizualni analogova skala (VAS)

Pro hodnoceni alergickych symptomU pfed a béhem SLIT byl pouZit jednoduchy
ukazatel, kterym je vizudlni analogova S$kdala. Pomoci VAS muiZe pacient posoudit
kontrolu nad alergickym onemocnénim a celkové jeho pribéh. Pouzity model VAS
spocival v tom, Ze pacient mél za ukol obodovat uroven svych ptiznakli pomoci
100mm vertikalni stupnice, na které 0 bod( odpovida Zadnym priznak( a 100 bodu
nejvyssi Urovni priznak(. Toto hodnoceni bylo provadéno v letech 2012 az 2015 vidy

jednou roc¢né, a to priblizné uprostred pylové sezény.

7.3.3 Stanoveni specifickych 1gG4 proti pylovym alergentim

7.3.3.1 Princip stanoveni

Specifické 1gG4 protilatky proti pylovym alergendm byly stanoveny ELISA
metodou. V jamkach mikrotitracni desticky byly navazany specifické alergeny bojinku
(G6) nebo smés jarnich pylG trav (GX1). Do jamek byly pfidany naredéné vzorky sér
pacientd, kalibracni standardy a kontrolni vzorky. Pokud byly pfitomné specifické
protildtky, navazaly se béhem inkubace na alergeny. Nasledné byly jamky promyty
atim odstranény nenavazané slozky sér. Do jamek byl poté pridan roztok zvifeci
protildtky namirené proti lidskému IgG4 znacené enzymem, kfenovou peroxidazou
(konjugat). Konjugat se navazal na IgG4 pacienta. Po inkubaci a promyti bylo mnozstvi
specifickych 1gG4 protilatek kvantifikovdano pomoci substratu, ktery byl pfidan
do jamek. Ten byl peroxiddzou preménén na barevnou formu, kterou bylo mozné
fotometricky zméfit. Intenzita zabarveni v jamkdach je umérnda koncentraci specifickych

IgG4 protilatek ve vzorku.

7.3.3.2 Vybaveni a materidl
Biologicky material:

Test se provadi v séru ziskaném centrifugaci srazené plné krve pacienta.
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Pristroje a diagnostika:

Automatické pipety na objemy 1-5 uL, 5-50 ulL, 50-200 pL; termostat na 37 °C;
centrifuga; fotometr na mikrotitracni desticky (ELISA reader) a Multiskan RC (Thermo
Scientific); promyvacka na mikrotitracni desticky MW-12A (Mindray); jamky
mikrotitracni desticky s navazanym specifickym alergenem (Antigen-coated-strips G6,
GX1, Dr.FOOKE Laboratorien GmbH, Némecko); souprava na stanoveni specifickych
IgG4 protilatek (Specific 1gG4 — ELISA, Dr.FOOKE Laboratorien GmbH, Némecko);
souprava obsahujici kalibracni standardy a kontroly (Reference kit Specific 1gG4,

Dr.FOOKE Laboratorien GmbH, Némecko)

7.3.3.3 Postup stanoveni
1. Pripravime a prekontrolujeme vzorky sér pacientl a kontrol

2. Pfipravime si soupravu na stanoveni specifickych 1gG4 protilatek, soupravu

na kalibraci a stripy s jamkami potazenymi alergeny

3. Rozmyslime rozloZeni kalibracnich standard(, kontrol a vzorki na ELISA

(mikrotitracni desticce)

4. Vzorky pacient(i predem naredime diluentem ze soupravy Specific 1gG4-ELISA

100x

5. Napipetujeme redéné vzorky, kalibratory a kontroly do desticky po 100 plL

na jamku
6. Inkubujeme 1 hodinu pfti 37 °C
7. Promyjeme desti¢ku na promyvacce minimalné 3x
8. Do vSech jamek napipetujeme roztok konjugatu po 100 plL na jamku
9. Inkubujeme znovu 1 hodinu pfi 37 °C
10. Opakujeme promyti desticky minimalné 3x promyvacim pufrem

11. Pfiddme do vSech jamek 100 plL roztoku substratu a inkubujeme cca 10 minut

vtemnu
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12. Po vybarveni jamek zastavime enzymovou reakci pfidanim 50 plL zastavovaciho

roztoku (0,5M H,S0,)

13. Desticku zméfime na fotometru (ELISA readeru) pfi vinové délce 450 nm

a referencni vinové délce 620 nm

14. Namérené absorbance vyhodnotime pomoci software Genesis, ktery sestavi
z absorbanci kalibracnich standard kalibrac¢ni krivku, stanovi jeji matematickou
podobu a pomoci namérenych absorbanci jednotlivych vzorkd vypocita

koncentrace specifickych IgG4 protilatek
15. Do vyslednych koncentraci zapocitame fedici faktor vzork(i (100)

Mérenim ziskdme koncentrace specifickych 1gG4 protilatek proti alergenu bojinku (G6)
a proti smési jarnich pyla trav (GX1) v arbitrarnich jednotkach U/mL. Alergen bojinek
byl vyélenén jako samostatny alergen oproti smési GX1 z toho dlivodu, Ze je povaZovan

za hlavni alergen této smési.

7.3.4 Stanoveni specifickych IgG1, I1gG2 a 1gG3 proti pylovym alergentim

7.3.4.1 Princip stanoveni

Specifické 1gG1, 1gG2 a 1gG3 protilatky proti pylovym alergendm byly stanoveny
ELISA metodou. Kazda podtrida protilatek proti pylovym alergenidm byla vysetfovana
v oddélené ELISA desticce. Jamky v destickach byly potaZeny specifickymi alergeny
bojinku (G6) nebo smési alergen( jarnich trav (GX1). Do jamek byly pfidany naredéné
vzorky sér pacientl. Pokud byly pritomné specifické protilatky, navazaly se béhem
inkubace na alergeny. Nasledné byly jamky promyty a tim odstranény nenavdzané
slozky sér. Do jamek byly poté prfidany roztoky konjugatl zvitecich protilatek proti
jednotlivym podtfidam lidského IgG (IgG1, 1gG2 a IgG3 znacenych enzymem), do kazdé
ze tfi desti¢ek odpovidajici konjugat. Po inkubaci a promyti vSech tii desticek byl
do vSech jamek pridan substrat a po objeveni zbarveni byly reakce ve vsech trech
desti¢kach zastaveny roztokem kyseliny. Intenzita zabarveni v jamkach je umérnd

koncentraci specifickych IgG1, 1gG2 a IgG3 protilatek ve vzorku.
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7.3.4.2 Vybaveni a materidl

Biologicky material:

Test se provadi v séru ziskaném centrifugaci srazené plné krve pacienta.
Pristroje a diagnostika:

Automatické pipety na objemy 1-5 pL, 5-50 plL, 50-200 pl; termostat na 37 °C;
centrifuga; fotometr na mikrotitracni desticky (ELISA reader) a Multiskan RC (Thermo
Scientific); promyvacka na mikrotitraéni desticky MW-12A (Mindray); jamky
mikrotitracni desticky s navdazanym specifickym alergenem (Antigen-coated-strips G6,
GX1, Dr.FOOKE Laboratorien GmbH, Némecko); souprava obsahujici specifické
konjugaty (zvifeci protilatky proti lidskym podtfidam IgG znacené enzymaticky) IM50
Human 1gG Subclass Screening Kit (Cygnus Technologies); souprava obsahujici dalsi

potfebné reagencie pro ELISA metody DuoSet™ Ancillary Reagent Kit 1 (RD Systems)

7.3.4.3 Postup stanoveni

1. Pripravime a prekontrolujeme vzorky sér pacientd a sérum kontrolniho

pacienta (standard)

2. Pripravime si vSechny potfebné imunoreagencie a nechdame je vytemperovat

na teplotu mistnosti

3. Rozmyslime rozloZeni vzorkd na ELISA desti¢kdch. Na kazdou desticku umistime
standard (vzorek vybraného kontrolniho pacienta). Do 3 desti¢ek (v kazdé
budeme analyzovat protilatky jiné podtfidy: 1gG1, 1gG2 a IgG3) si pfipravime
stripy (jamky) potazené alergenem bojinku (G6) a do dalSich tfi desticek (opét

pro IgG1, 1gG2 a IgG3) vlozime jamky potazené smési jarnich pyld trav (GX1)

4. Vzorky pacientl pfedem nafedime dilu¢nim roztokem 100x; nafedime i vzorek

kontrolniho pacienta, ktery napipetujeme na kazdou desti¢ku v duplikatu (2x)
5. Napipetujeme naredéné vzorky dle zvoleného schématu po 100uL na jamku
6. Inkubujeme 1 hodinu pti 37 °C

7. Pripravime promyvaci roztok

44



8. Naredime konjugaty 1gG1, 1gG2 a 1gG3 50x (napf. 200 pL konjugatu na 10 mL

dilucniho roztoku na 1 desticku)
9. Promyjeme desticky na promyvaéce minimalné 3x

10. Napipetujeme konjugaty do jednotlivych desticek 1gG1, 1gG2 a 1gG3 po 100 pL

na jamku
11. Inkubujeme 1 hodinu pfi 37 °C
12. Pfipravime substratovy roztok smisenim stejnych dila roztok( A a B (1:1)
13. Opakujeme promyti desti¢ek minimalné 3x promyvacim roztokem
14. Napipetujeme substratovy roztok do vSech desticek po 100 pL na jamku
15. Inkubujeme 10-15 minut v temnu, priibézné sledujeme vyvoj zbarveni

16. Po vybarveni jamek zastavime enzymovou reakci pfidanim 50 plL zastavovaciho

roztoku (0,5M H,S0,)

17. Do 5 minut fotometricky zméfime desticky pfi 450nm (nastavime referencni

vinovou délku na 620nm)

18. Namérené absorbance podélime primérnou hodnotou absorbance vzorku
kontrolniho pacienta (standardu) ze stejné desticky. Ziskame indexy,
které popisuji hodnoty specifickych protilatek 1gG1, 1gG2 nebo 1gG3

proti alergenlim bojinku (G6) a proti smési jarnich pyl trav (GX1).

7.3.5 Metoda statistického hodnoceni

Pro statistické hodnoceni vysledk( byl vyuZit statisticky software MedCalc
(MedCalc Software Ltd, Belgium). Kolmogoroviv-Smirnovav test normality prokazal, ze
se jednd o hodnoty s nenormadlnim rozdélenim. Ztohoto dlvodu byly pro dalsi
statistickou analyzu pouZity neparametrické testy, a to Mann-Whitneylv U test
a Wilcoxonlv parovy test. Na zakladé provedeni téchto testl lze urdit, zda jsou mezi
vysledky stanoveni statisticky vyznamné rozdily ¢i zmény. Hladina statistické
vyznamnosti byla nastavena na hodnotu p < 0,05. Namérené a vypocitané hodnoty

byly zpracovany do tabulek a graf(.
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8. VYSLEDKY

8.1 Vysledky VAS

V Tabulka 3 je zaznamenano statistické hodnoceni a porovnani vysledkl VAS
obou souborll. U pacientl Ié¢enych Oralairem byl pred zacatkem terapie (v roce 2012)
pramérny pocet bodl 65,9 + 12,5. Pocet bodl u kontrolniho souboru byl ve stejném
roce v praméru nizsi 53,5 + 16,1 (p= 0,0265). V prvnim roce terapie (2013) se bodovy
pramér u souboru s Oralairem snizil na 33,6 + 20,9. Vysledné skére bodl bylo
oproti kontrolnimu souboru vyznamné rozdilné (p=0,0009), jelikoz u kontrolniho
souboru zlstal pocet bodu stale vysoky — 52,5 + 15,3. V roce 2014 byl u pacientl
|écenych Oralairem zaznamenan pokles bodG na 26,7 + 20,2, proto se statisticka
vyznamnost jesté zvysSila (p= 0,0006). Nejvétsi zjiStény rozdil vysledk( obou soubort

byl v roce 2015 (p <0,0001).

U souboru l|éceného Oralairem bylo pfiporovnani vysledkii VAS moziné
pozorovat, ze pred zahajenim terapie (2012) bylo primérné bodové skoére vidy vyssi
nez kterykoliv ndsledujici rok. Lé€eni pacienti zaznamenavali své symptomy vyznamné
stdle nizSim poctem bodl do roku 2014. Mezi roky 2014 a 2015 nebyl v ziskanych
vysledcich nalezen signifikantni rozdil. Vysledky stanoveni jsou shrnuty v Tabulka 3

a Graf 1.

Tabulka 3 Vysledky VAS za jednotlivé roky u pacienti lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovnani

Oralair KS Statisticka
0dbé vyznamnost
er (mér + (mér + .
n Pruvmeg_jl? Median n Pruvmeg _jD Median (Oralair

poctu bodu poctu bodu vs KS)

2012 19 65,9 +12,5 65,0 13 53,5 +16,1 50,0 0,0265
2013 19 33,6 £20,9 28,0 13 52,5 %15,3 50,0 0,0009
2014 19 26,7 £20,2 20,0 13 50,2 £12,0 50,0 0,0006
2015 12 14,5 8,5 13,0 12 48,2 +12,4 42,5 <0,0001

Zdroj: vilastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD —smérodatnd odchylka
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Graf 1 Porovndni vysledkii VAS u pacienti lécenych Oralairem a u kontrolniho

souboru
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Zdroj: vlastni

**_p<0,01, *¥** — p <0,001, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor s Oralairem

8.2 Vysledky stanoveni sigG4

8.2.1 Vysledky stanoveni slgG4 proti smési pylt trav (GX1)

Ze souboru lé¢eného Oralairem museli byt pro ucely statistického a grafického
hodnoceni vysledkd slgG4 GX1 vylouceni 2 pacienti, protoZe jejich hodnoty byly pfilis
odlehlé.

Na zacatku byla u lééeného souboru primérna koncentrace slgG4 protilatek
proti smési pylG trav 84,69 + 89,09 U/mL. Jiz po prvnim meésici terapie (03/2013)
stoupla koncentrace na 166,69 * 185,46 U/mL (p= 0,0203). Nejvétsi narlst,
oproti koncentraci na zac¢atku terapie, byl zaznamenan v 5. mésici roku 2013 — 594,93
+ 954,50 U/mL (p= 0,0003). V pribéhu dalsiho sledovani byl odhalen pokles primérné

koncentrace slgG4 GX1 a jako statisticky vyznamny se ukdzal byt rozdil
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mezi koncentracemi v odbérech 10/2013 a 02/2014 (p= 0,0107). Vysledky po 1. roce
terapie (02/2014) naznacuji, Ze u praméru slgG4 GX1 protildtek doslo oproti jejich
pocatecni hodnoté k signifikantnimu zvySeni (p=0,0023). V odbéru 02/2015 se
protilatkova odpovéd' jesté zvysila (p= 0,0098). Tyto vysledky ukazuje Tabulka 4 a Graf
2.

Tabulka 4 Koncentrace slgG4 GX1 v jednotlivych odbérech u pacientii lécenych

Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statisticka
Odbér Priimér +SD Primér £SD vyznamnost
n koncentrac Median n koncentrac | Median (Oralair
e [U/mL] e [U/mL] vs KS)

84,69 116,94

02/2013 16 +89,09 55,65 13 496,95 88,30 0,3983
166,69

03/2013 14 +185 46 106,50
343,75

04/2013 15 +366,02 172,40
594,93

05/2013 15 +954,50 186,60
566,64 111,93

06/2013 15 +1313,14 142,20 13 +119,09 63,20 0,0112
456,87 144,59

10/2013 16 +544,99 268,65 13 +295 42 20,60 0,0087
339,03 137,95

02/2014 14 +471,41 166,80 12 4233 49 34,20 0,0945
375,49 36,67

02/2015 11 +501,38 239,900 6 34,02 28,20 0,0273

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 2 Dynamika slgG4 GX1 u pacienti lécenych Oralairem béhem 1. roku
sledovadni — primér +SD
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V nékterych odbérech byly ziskany wvysledky koncentraci slgG4 GX1
i u kontrolniho souboru pacientli. Na zacatku terapie se primérné koncentrace obou
souborl vyznamné neliSily. Signifikantni rozdil bylo moiné pozorovatv odbéru
06/2013 (p=0,0112). Statisticky vyznamné odlisné se ukazaly byt i vysledky ziskané
v odbérech 10/2013 (p= 0,0087) a 02/2015 (p= 0,0273), jez je moiné pozorovat
v Tabulka 4 a Graf 3.
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Graf 3 Koncentrace slgG4 GX1 u pacienti lécenych Oralairem a u kontrolniho
souboru ve vybranych odbérech — priimér £SD
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Zdroj: vlastni

* —p <0,05, ** — p <0,01, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor s Oralairem

8.2.2 Vysledky stanoveni sigG4 proti bojinku (G6)

Ze souboru lé¢eného Oralairem musel byt pro Ucely statistického a grafického
hodnoceni vysledk( slgG4 G6 vyloucen 1 pacient, protoZze namérené hodnoty byly
prilis odlehlé.

U pacientt s Oralairem byla koncentrace slgG4 protilatek proti bojinku nazacatku
lécby 87,76 * 99,09 U/mL. Prvni mésic terapie koncentrace vyznamné vzrostla
na 220,694 + 303,502 U/mL (p= 0,0052). V dalSich mésicich roku 2013 bylo moiné
pozorovat stoupajici trend primérné koncentrace slgG4 G6. Nejvyssi protilatkova
odpovéd byla v priméru 555,83 + 696,42 U/mL naméfena v odbéru 10/2013,
coz se ukdzalo byt statisticky vyznamné oproti koncentraci protildtek na zacatku
terapie (p=0,0001). Mezi odbéry 10/2013 a 02/2014 byl podobné jako u slgG4 GX1

zaznamenan vyznamny pokles koncentrace protilatek (p=0,0003). | presto ale vysledky
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ukazaly, Ze po 1. roce od zacatku terapie doslo k narlstu primérné koncentrace slgG4

G6 (p=0,0004). V nasledujicim roce (odbér 02/2015) byla koncentrace nadale zvysena

(p=0,0137). Tyto vysledky zobrazuje Tabulka 5 a Graf 4.

Tabulka 5 Koncentrace slgG4 G6 v jednotlivych odbérech u pacienti Ilécenych
Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statisticka
Odbér Primér +SD Primér £SD vyznamnost
n koncentrace | Median n koncentrac | Median (Oralair

[U/mL] e [U/mL] vs KS)
87,76 84,31

02/2013 17 499,09 50,60 13 478,21 54,70 1,0000
220,69

03/2013 16 +303,50 96,70
267,81

04/2013 16 286,13 151,00
354,98

05/2013 16 +482.26 183,60
470,38 92,84

06/2013 16 +815,08 141,65 13 +77,01 65,60 0,0076
555,83 117,89

10/2013 17 +696,42 329,30 13 +217.97 19,90 0,0039
384,88 97,62

02/2014 15 +550,66 232,10 12 +148 63 22,85 0,0191
339,56 40,72

02/2015 11 £520,85 202,90 6 425,71 40,25 0,0616

Zdroj: vilastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 4 Dynamika slgG4 G6 u pacientii lécenych Oralairem béhem 1. roku
sledovadni — primér +SD
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Pfi vzdjemném porovndni vysledkl obou soubori bylo moiné pozorovat,
Ze na zacCatku se hodnoty namérenych koncentraci v priméru témér nelisily. Odbéry
v pribéhu 1. roku terapie odhalily statisticky vyznamné odliSné vysledky
mezi sledovanymi soubory. Nejvétsi rozdil bylo mozné pozorovat v 10. mésici roku
2013 (p=0,0039), kde byly koncentrace slgG4 G6 u kontrolniho souboru priimérné
stale nizké — 117,89 + 217,97 U/mL, kdeZto u pacientl |éCenych Oralairem dosahovaly

v priiméru nejvyssich namérenych hodnot (viz Tabulka 5 a Graf 5).
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Graf 5 Koncentrace slgG4 G6 u pacientu lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru
ve vybranych odbérech — priimér +SD

3000
| |

2500 —
ry [ ]
E | |
= | |
= 2000 -
< [ ]
G [
[
=
[=} * ek ek
g 15007 [ [ [ sK
3 k
0
& 1000 — e
w
S .
s
s . .
§ 500 -

o ok o A -
-500 T T T T T

02/2013  06/2013  10/2013  02/2014  02/2015
Odbér

Zdroj: vlastni

* —p <0,05, ** — p <0,01, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor s Oralairem
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8.3 Vysledky stanoveni slgG1

8.3.1 Vysledky stanoveni slgG1 proti smési pylt trav (GX1)

U souboru s Oralairem bylo moZné v pribéhu terapie pozorovat jisté zmény
hladiny slgG1 protilatek proti smési pylad trav. Vysledné hladiny protilatek byly
vyjadiené pomoci indext. Na zacatku lécby byla zjiSténa pramérna hladina 0,928
+ 0,664, kterd se po prvnim mésici zvysila na 1,052 + 0,619 (p= 0,0500). V nésledujicim
odbéru (06/2013) se prlmér namérenych slgGl GX1 1,407 = 0,807 ukdazal byt
statisticky vyznamné vys$i nez hladina na zacatku terapie. Po prvnim roce (odbér
02/2014) vysledky hladin dosahovaly v priméru hodnoty 1,187 + 0,729. Zjistény narlst
viak nebyl oproti pocatecni hodnoté statisticky vyznamny. Signifikantni rozdily hladin
slgG1 GX1 nebyly pozorovany ani pfi vzajemném porovnani vysledk( obou soubor(.

Tyto vysledky je moZné pozorovat v Tabulka 6 a Graf 6.

Tabulka 6 Hladiny silgG1 GX1 vyjadrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statistickd
Odbér Primér Primér vyznamnost
n +SD Median n +SD Median (Oralair

[index] [index] vs KS)
0,928 0,822

02/2013 19 +0,664 0,558 13 +0,506 0,763 0,9097
1,052

03/2013 18 £0,619 0,868
1,407

06/2013 18 +0,807 1,334
1,187 0,874

02/2014 16 £0,729 0,887 10 +0,658 0,691 0,2857

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 6 Hladiny slgGl GX1 vyjadrené indexy u pacienti lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD
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* —p <0,05, ** — p <0,01, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor s Oralairem
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8.3.2 Vysledky stanoveni sigG1 proti bojinku (G6)

Vysledné hladiny slgGl proti bojinku vyjadfené pomoci index( ukazaly,
Ze v prGbéhu terapie dochdzelo u pacientd s Oralairem ke statisticky vyznamnym
zménam v protilatkové odpovédi. NarlGst primérné hladiny slgGl G6 byl moiny
pozorovat napf. mezi odbérem na zacdtku terapie a odbérem v 6. mésici roku 2013
(p=0,0028). Zaroven vtomto mésici byla protilatkovda odpovéd ze vsech odbér(
v priméru nejvy$si — 1,952 + 1,237. | pfestoze byla primérna hladina slgGl G6
po 1l.roce terapie (odbér 02/2014) vy$si nei na jejim zaCatku, nebyla nalezena
mezi vysledky statisticka vyznamnost. Vysledky stanoveni jsou vyobrazeny v Tabulka 7

a Graf 7.

Pri vzajemném porovnani vysledk(l obou soubord byla nalezena vyznamna
odlisnost protilatkové odpovédi pouze v odbéru 06/2013 (p= 0,0449) (viz Tabulka 7
a Graf 7).

Tabulka 7 Hladiny slgG1l G6 vyjddrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statistickd
Odbér Pramér Pramér vyznamnost
n +SD Median n +SD Median (Oralair
[index] lindex] vs KS)
1,358 1,097
02/2013 19 £0,975 0,834 13 0,674 0,993 0,6773
1,359
03/2013 18 +0,803 1,091
1,952 1,224
06/2013 19 +1,237 1,672 13 +1153 1,069 0,0449
1,573 1,134
02/2014 16 £0,947 1,144 12 +0,869 0,911 0,2601

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka

56



Graf 7 Hladiny slgGl G6 vyjadrené indexy u pacientii lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD
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*—p <0,05, **—p <0,01, *** — p <0,001, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor

s Oralairem
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8.4 Vysledky stanoveni slgG2

8.4.1 Vysledky stanoveni slgG2 proti smési pylti trav (GX1)

Vysledky stanoveni slgG2 proti smési pylU trav u souboru s Oralairem naznacuiji,
Ze v pribéhu lécby dochazelo primérné k mirnym zménam protilatkové odpovédi.
Na zacatku terapie byla hladina slgG2 GX1 1,052 + 1,138 (vyjadieno jako index).
Statisticky vyznamny rozdil primérné hladiny protilatek byl zjistén pouze mezi odbéry
z3. a 6. mésice roku 2013 (p=0,0311). Po prvnim roce terapie (odbér 02/2014)
dosahovala hladina v priiméru hodnoty 1,172 + 1,151, avsak podobné jako u vysledk
stanoveni slgG1 GX1 nebylo zjiSténo, Ze by zvysena protilatkova odpovéd byla oproti té

pocatecni statisticky vyznamna.

Mezi odbéry, ve kterych byly naméreny slgG2 GX1 i pro kontrolni soubor, bylo
pfi srovnani vysledki obou souborli moziné pozorovat vyznamné odlisnosti hladiny
protilatek uz na zacatku sledovani (p= 0,0133) a poté v mensi mife i v odbéru 02/2014

(p=0,0408).
Prehled vysledk(i obou souborl je mozné pozorovat v Tabulka 8 a v Graf 8.

Tabulka 8 Hladiny slgG2 GX1 vyjadrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statistickd
Odbér Pramér Pramér vyznamnost
n +SD Median n +SD Medidn (Oralair

[index] [index] vs KS)
1,052 0,519

02/2013 19 £1138 0,648 13 £0,346 0,362 0,0133
1,023

03/2013 18 +0,880 0,720
1,360

06/2013 18 1,269 0,785
1,172 0,572

02/2014 16 1,151 0,808 10 +0,460 0,342 0,0408

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 8 Hladiny slgG2 GX1 vyjadrené indexy u pacienti lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD

6,0 -
5,5 —
5,0 n
n
4,5 —
1 u
4,0
] | | n
357 l%
E 1 . . SK
£ 3,0 u |—| D k
| H o
u
2,5 - [ ]
_ u
2,0 - ]—|*
' n | |
1,5 - ] LI
L] n
T un
1,0 -
] n
0,5 -
) ]
0,0 T T T T
02/2013 03/2013 06/2013 02/2014
Odbér

Zdroj: vlastni

* — p <0,05, SK — skupina, k — kontrolni soubor, o — soubor s Oralairem

59



8.4.2 Vysledky stanoveni sigG2 proti bojinku (G6)

Vysledky stanoveni slgG2 proti bojinku u pacientd lIé¢enych Oralairem ptinesly
podobné informace o vyvoji protilatkové odpovédi, jako pfi stanoveni slgG2
protismési pyld trav. | zde byla nalezena statisticky vyznamna zména pouze
mezi odbéry 03/2013 a 06/2013 (p= 0,0342). Hladiny slgG2 G6 vyjadiené pomoci
indext byly na zacatku terapie v praméru nizsi — 1,442 + 1,606, nez hladiny namérené
po 1. roce (02/2014) od zacatku sledovani — 1,567 + 1,655. Tento zjisStény nardst vsak

nebyl statisticky vyznamny.

Pfi porovnani vysledkd protilatkové odpovédi obou souborl, byl nalezen
vyznamny rozdil pouze v odbéru z 6. mésice roku 2013 (0,0077). V tomto odbéru byla
pramérna hladina slgG2 G6 ze vsSech odbérd u souboru s Oralairem nejvyssi

—1,782 + 1,729 a naopak u kontrolniho souboru nejnizsi— 0,613 + 0,476.
Vysledky obou soubor( jsou zaznamenany v Tabulka 9 a Graf 9.

Tabulka 9 Hladiny slgG2 G6 vyjddrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statistickd
Odbér Pramér Pramér vyznamnost
n +SD Median n +SD Median (Oralair
[index] lindex] vs KS)
1,442 0,803
02/2013 19 +1,606 0,742 13 +0,703 0,633 0,0594
1,431
03/2013 18 +1,380 0,832
1,782 0,613
06/2013 19 1,729 0,961 13 £0,476 0,461 0,0077
1,567 0,842
02/2014 16 +1,655 0,961 12 £0,656 0,603 0,1144

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 9 Hladiny slgG2 G6 vyjadrené indexy u pacientii lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD
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8.5 Vysledky stanoveni sigG3

8.5.1 Vysledky stanoveni slgG3 proti smési pylt trav (GX1)

Vysledky stanoveni sumarizované v Tabulka 10 a Graf 10 ukazuji, Ze se
v prlibéhu terapie u souboru s Oralairem prlimérna odpovéd slgG3 proti smési pyld
trav vyrazné neménila. Na zacatku byl pramér hladin slgG3 GX1 1,014 + 0,542
(vyjadreno indexem) a po prvnim mésici lé¢by 0,972 + 0,505. Vysledné hladiny se mezi
sebou statisticky vyznamné neliSily. Signifikantni rozdily nebyly nalezeny

ani mezi vysledky ostatnich odbérg.

Porovnanim vysledkd od Ié¢enych pacient(i a kontrolniho souboru bylo zjisténo,
Ze se protildtkova odpovéd slgG3 GX1 mezi obéma soubory vyznamné nelisila.

Vysledky obou soubor( jsou zaznamenany v Tabulka 10 a Graf 10.

Tabulka 10 Hladiny sigG3 GX1 vyjadrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Oralair KS Statistickd
Odbér Pramér Pramér vyznamnost
n +SD Median n +SD Median (Oralair

lindex] [index] vs KS)
1,014 0,973

02/2013 19 £0,542 0,991 13 +0,607 0,736 0,7053
0,972

03/2013 18 £0,505 0,787
1,046

06/2013 18 +0,604 0,777
0,986 0,899

02/2014 16 £0,510 0,832 10 +0,484 0,928 0,5865

Zdroj: vlastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 10 Hladiny slgG3 GX1 vyjadrené indexy u pacienti lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD
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8.5.2 Vysledky stanoveni sigG3 proti bojinku (G6)

U souboru s Oralairem bylo mozné v prlibéhu terapie pozorovat pouze mirné
kolisani primérné hladiny slgG3 proti bojinku. Na zac¢atku byla primérnd hladina slgG3
G6 0,896 + 0,489 (vyjadreno indexem). Po prvnim mésici byla namérena hladina slgG3
G6 0,879 + 0,457. V nasledujicim odbéru (06/2013) pramér hladiny dosahl hodnoty
0,933 + 0,546. Podobné jako u vysledkd stanoveni slgG3 GX1 nebylo zjisténo, Ze by

zmény v protilatkové odpovédi byly statisticky vyznamné.

V odbérech, kde byly ziskany vysledky i od pacientl z kontrolniho souboru, bylo
provedeno porovnani mezi soubory navzdjem. Vysledky obou souborld se

v jednotlivych odbérech pfilis nelisily, proto ani jejich rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Prehled vysledkl stanoveni slgG3 G6 je mozné pozorovat v Tabulka 11 a Graf

11.

Tabulka 11 Hladiny slgG3 G6 vyjadrené indexy v jednotlivych odbérech u pacienti
lécenych Oralairem a u kontrolniho souboru, jejich statistické porovndni

Statisticka
vyznamnost
Oralair KS
(Oralair
Odbér vs KS)
Primér Primér
n +SD Median n +SD Median
(index) (index)
0,896 0,928
02/2013 19 +0,489 0,992 12 +0,667 0,610 0,5894
0,879
03/2013 18 +0,457 0,843
0,933 0,827
06/2013 19 +0,546 0,659 13 +0,352 0,761 0,9698
0,893 0,856
02/2014 16 +0,480 0,900 12 +0,497 0,717 0,6642

Zdroj: vilastni

KS — kontrolni soubor, n — pocet analyzovanych hodnot, SD — smérodatnd odchylka
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Graf 11 Hladiny slgG3 G6 vyjadrené indexy u pacienti lécenych Oralairem
a u kontrolniho souboru v jednotlivych odbérech — primér +SD
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9. DISKUSE

Alergenova imunoterapie je jednim ze soucasnych Siroce uznavanych lé¢ebnych
postupll pro osoby se sezénni alergickou rymou. Na trhu je k dispozici fada pripravki
jak pro subkutanni, tak pro sublingvalni formu aplikace a dalsi se neustale vyvijeji.
V této prdaci byl monitorovan pribéh sublingvalni alergenové imunoterapie (SLIT)
tabletami ptipravku Oralair. Tablety obsahuji smés standardizovanych alergenovych
extraktl z5druhd trav, coZz zimunologického hlediska poskytuje Siroky repertoar
epitopu, tudiz i potencionalné vétsi prileZitost k navozeni tolerance vici vicero druhiim
travnich pylQ, neZ kdyzZ je v tableté obsaZzen extrakt pouze jednoho druhu travy. Toto
tvrzeni prindsi i vysledky studie z roku 2019, kde byly porovnavany tablety ptipravku
Oralair s pfipravkem Grazax, jez obsahuji extrakt jen z bojinku luéniho. Bylo zjisténo,
Ze pripravek Oralair I1épe pokryva senzibilizacni profily pacientl. D3 se tedy oCekavat,
Ze tablety obsahujici smés vicero druhl alergenovych extraktl trav vyvolaji tvorbu
vétsiho spektra blokujicich protilatek, coz je Zzddouci mechanismus SAIT. (Batard et al.,

2019)

Jednim z cilG této prace bylo zhodnotit klinicky prdbéh SLIT. Pro posouzeni
klinické uc¢innost SAIT existuje fada nastrojd. Za nejpouzivanéjsi nastroj ve studiich SAIT
Ize povaZovat skére symptom(, a to at uz samostatné, nebo v kombinaci se skorem
medikace. Na rozdil od klinickych studii je v klinické praxi kladen vétsi duraz
na jednoduchost a ¢asovou nenarocnost pouzivaného ndstroje. Proto byla u pacient(
sledovaného souboru k posouzeni zmén klinickych pfiznak( alergie pouZita vizualni
analogova skala (VAS). Tento ukazatel byl zvolen pravé pro svou snadnou pouzitelnost
ainterpretaci. Autofi pozi¢niho dokumentu z roku 2017 uvadéji, ze je VAS cennym
nastrojem pro dokumentaci zdavaZznosti pfiznak(, Uucinnosti IéCby a kontroly
nad onemocnéni jako je alergickd ryma. Déle také zminuji, Zze vysledky VAS dobre
koreluji se zdvaznosti rymy dle klasifikace ARIA a s vysledky dotazniku RQLQ (dotaznik
kvality Zivota pfi rinokonjunktivitidé), ktery se ve studiich SAIT také ¢asto vyuziva.

(Klimek et al., 2017)

Vysledky VAS ukazaly, Ze mezi souborem l|éCenych pacientli a kontrolnim

souborem existoval statisticky vyznamny rozdil v po¢tu zaznamendavanych bodQ,
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a tedy i v projevu alergickych priznak(. Bylo zjisténo, Ze skére IéCenych pacientll mélo
klesajici charakter, kdeZzto skére kontrolni skupiny se pfilis neménilo. U souboru
|éCeného Oralairem bylo jiz v prvnim roce SLIT (2013) zaznamendno vyznamné
zmirnéni alergickych symptom(, o ¢emiZ nasvédcoval vysledek VAS, kde doslo
ke snizeni primérného skore bodld na témér poloviéni hodnotu. V pribéhu
nasledujicich let (2014 a 2015) byly mezi soubory pfi srovnani primérnych skore
nalezeny naddle velice vyznamné odliSnosti, coz potvrzuje dlouholetou klinickou

ucinnost SLIT pomoci ptipravku Oralair.

Klinické a redlné zkuSenosti s pfipravkem Oralair pfinaseji velké mnozstvi
informaci prokazujici u¢innost a bezpecnost jeho uziti pfi 1é¢bé alergie na travni pyl.
Pfikladem toho je randomizovand, dvojité zaslepena, placebem kontrolovana klinicka
studie VO56.07A, kde byla hodnocena ucinnost a nastup ucinku tablet SLIT 300-IR
s 5 druhy pyla trav za kontrolovanych podminek v alergenové provokacni komore.
Skupina s tabletami obsahujici alergenové extrakty méla vyznamné nizsi primérné
skore celkovych symptom0 rinokonjunktivitidy (ARTSS) po 4 mésicich |éCby (v bodé
ukonéeni studie) ve srovndni s placebem. To odpovidalo relativnimu primérnému
zlepSeni 0 29,3 %. Navic vyznamny klinicky uc¢inek byl dosazen uZ po prvnim mésici

|écby a pretrval az do 4. mésice. (Horak et al., 2009)

Metodu VAS pouzili i autoti Dahl et al. (2006), ktefi zkoumali klinickou uc¢innost
a bezpecnost SLIT s pripravkem Grazax, a to dokonce vicero parametry. Ve svych
vysledcich uvadéji, Zze bylo u jedinct Ié¢enych tabletou travniho alergenu zaznamenano
statisticky vyznamné nizsi priimérné denni skére VAS (o 31 %) ve srovnani s jedinci
uzivajicimi placebo. Statisticky vyznamné rozdily mezi tabletou travniho alergenu
a placebem ve prospéch imunoterapie byly zaznamenany i pro ostatni cilové

parametry pouzité v dané studii. (Dahl et al., 2006)

| ptes to, Ze se VAS jevi jako vhodny ukazatel klinické ucinnosti, je potfeba brat
na védomi, Ze je hodnoceni jako takové pomérné subjektivni a mize byt ovlivnéno
osobnim vnimanim zavaznosti symptomud nebo mirou pacientovi osobni spokojenosti
s vysledky 1é¢by. Z toho vyplyva, Ze ma VAS vétsi hodnotu, kdyz jsou sledovany zmény
v ramci jednotlivcl, neZz kdyZ se porovnavaji jedinci mezi sebou v jednom casovém

bodé. Vliv tohoto omezeni na vysledky klinického hodnoceni mlize byt zmirnén, pokud
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se VAS kombinuje jesté s objektivnim parametrem. Dale by vysledky VAS byly
objektivnéjsi, kdyby byla studie navriena jako zaslepena a pacienti z kontrolniho

souboru tak nevédéli, zda dostavaiji 1€k Oralair ¢i placebo.

Jednim z predpokladanych imunomodulacnich mechanismd SAIT je indukce
tvorby alergen-specifickych 1gG protilatek, a proto jejich monitorovani mlze slouzit
jako potencidlni biomarker pro objektivni hodnoceni Ucinnosti SAIT. Na zakladé toho
byl stanoven dalsi cil této prace, ktery spocival jak ve vyhodnoceni zmén protilatkové
odpovédi jednotlivych podtfid IgG v Case, tak v porovnani ziskanych vysledkd souboru

|é¢eného Oralairem s kontrolnim souborem pacientd.

Vprvni tadé byla monitorovana protildtkova odpovéd podtiidy 1gG4,
protoZe ze vSech podtfid IgG je tolerance alergenu navozend prostfednictvim SAIT
nejvice spojovana pravé s touto podtridou. Protilatky proti alergeniim v podtridé 1gG4
Ize analyzovat pomoci komeréné dostupnych, validovanych setld. Tyto sety jsou
pouzivany ivrutinni klinické diagnostice pravé pro monitorovani alergenové
imunoterapie. V této praci byl pouZit kit firmy Dr. Fooke (Némecko), ktery ma
modulové usporfadani a umoznuje kombinovat alergeny z pomérné Siroké nabidky se
stanovenim protilatek 1gG4, 1gG a IgE. Pfi stanoveni slgG4 protilatek se postupovalo dle

doporuceni vyrobce.

Dale byly monitorovdny ostatni podtfidy slgG (IgGl, 1g8G2 a 1gG3).
Kity pro stanoveni specifickych protilatek proti alergenim v téchto podtfidach nejsou
komercéné dostupné a v klinické laboratorni praxi se nepouzivaji. Nicméné tvorba
specifickych protilatek zejména podtridy I1gG1 a 1gG2 muze byt zajimavym ukazatelem.
Proto byla vytvofena a ovéifena vlastni metoda, kde byly zkombinovany jamky
mikrotitracni desticky potazené alergeny bojinku (G6) a smési jarnich pyld trav (GX1)
od firmy Dr. Fooke (stejné byly pouzity i pro analyzu slgG4) s komeréné dostupnymi
sekundarnimi znacenymi protilatkami proti jednotlivym podtfidam. Vznikly tfi nové
metody pro stanoveni specifickych protilatek proti alergenlim v podtridach IgG1, 1gG2
algG3. Poslednim problémem zlstalo vyjadfovani hladin téchto protilatek,
jelikoz neexistuji vhodné standardy (kalibratory). Tento problém byl vyresen volbou
vzorku pacienta s prokazanou alergii na bojinek a alergeny jarnich travin, u kterého

byla zjisténa vyssi koncentrace slgG4 proti témto alergendm, a proto se predpokladala
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zvySena tvorba protilatek i v ostatnich podtfidach. Tento vzorek (standard) byl
pak analyzovan vidy v duplikatech na kazdé desti¢ce. Vyslednd hladina protilatek byla
poté vyjadrena jako index, pomér absorbance neznamého vzorku ku absorbanci
popisovaného standardu. Tato metoda umozZnuje sledovat vztah mezi hodnotami
specifickych protilatek 1gG1, 1gG2 a 1gG3 v rlznych odbérech pacientd i vztah
ke kontrolni skupiné. Nevyhodou je absence informaci o absolutni hladiné

(koncentraci) protilatek v daném vzorku, protoZe jsou k dispozici jen relativni hodnoty.

Alergen-specifické 1gG4 se béhem imunoterapie obvykle zvysuji. (Shamiji et al.,
2017) V této praci bylo monitorovanim slgG4 proti smési pyld trav (GX1) zjiSténo,
Ze u pacientll lé¢enych Oralairem dochazi v pribéhu terapie ke statisticky
vyznamnému zvySeni protilatkové odpovédi. Vyznamny imunomodulaéni efekt bylo
mozné pozorovat jiz po jednom mésici medikace. Pfi porovnani vysledkl ziskanych
na zacatku a nasledné po 1. roce terapie byl pozorovan rozdil v koncentraci slgG4 GX1,
jenz se ale neukazal byt statisticky vyznamny. Naopak nar(st zjiStény po 2. roce terapie
uz vyznamny byl. Signifikantni zvySeni specifické protildtkové odpovédi v podtridé 1gG4
pfi SLIT pfipravkem Oralair bylo zjisténo i ve studii, kde autofi analyzovali UcCinky
terapie jak na specifické pamétové B bunky, tak na sérové hladiny protilatek
specifickych pro pyl jilku. V této studii byly pozorovany zvySené hladiny slgG4 jak
po kratkém casovém intervalu (po 4 meésicich), tak i v nasledujicich letech terapie.

(Heeringa et al., 2020)

Zvyseni protilatkové odpovédi u souboru lééeného Oralairem bylo nalezeno
i pfi monitorovani slgG4 proti samotnému bojinku. Podobné jako u koncentrace slgG4
GX1 bylo i u slgG4 G6 moziné zprvu pozorovat stoupajici trend, po kterém pak
nasledoval mirny pokles, pficemz ale vysledky po 1. roce od zahdjeni |éCby prokazaly,
Ze bylo zvyseni koncentrace slgG4 G6 vyznamné. Po 2. roce terapie (v odbéru 02/2015)
byla koncentrace stale vyznamné zvysena. Vlivem ndrlstu koncentrace slgG4 GX1 i G6
u souboru lé¢eného Oralairem, byly pfi porovnani vysledk( s kontrolnim souborem
zjistény v nékterych odbérech statisticky vyznamné rozdily. Zmény ve specifické
protilatkové odpovédi u pacientl s alergii na travni pyl byly odhaleny i v jedné studii,
ktera monitorovala protilatky specifické proti rekombinantnim formam alergena

skupiny 5z bojinku luéniho. Vysledky od pacientd lécenych SCIT ukazaly,
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Ze se titry slgG4 po roce od zahdjeni terapie znacné zvysily, a Ze byl tento narust

vyznamny i ve srovnani s dalSimi dvéma kontrolnimi skupinami. (Gehlhar et al.,1999)

Pti monitorovani slgG1 proti smési pylU trav (GX1) a proti samotnému bojinku
(G6) byly nalezeny nékteré vyznamné zmény protilatkové odpovédi v pribéhu SLIT.
Hladiny slgG1 dosahovaly vrcholu v pribéhu pylové sezény trav, kde bylo také mozné
pozorovat v pripadé slgGl G6 statisticky vyznamny rozdil protilatkové odpovédi
ve srovnani s kontrolnim souborem. Nasledné hladiny protilatek v priaméru klesly,
coz se projevilo na vysledcich slgG1 GX1 i G6 po 1. roce od zahdjeni |éCby, kde zjiStény
rozdil nedosahl statistické vyznamnosti. Studie z roku 2005, kde se autofi mimo jiné
zabyvali zménou protilatkové odpovédi pfi SAIT, prinesla ¢astecné podobné vysledky.
Ve studii zjistili, Ze u vSech subjektd lécenych smési 5 rekombinantnich alergen
travnich pylG doslo oproti skupiné s placebem k indukci silné specifické protilatkové
odpovédi v podtfidach 1gG1 a IgG4, pficemzZ u slgG1l hladina rovnéz nejdfive vrostla

a poté mirné klesla. (Jutel et al., 2005)

Vysledky monitorovani slgG2 proti smési pyl trav (GX1) a proti bojinku (G6)
pfinesly zjisténi, Zze se hladiny protilatek u Ié¢eného souboru vyznamné zvysily pouze
pfechodné. ZvySeni bylo registrovano v pylové sezéné trav, ve které byl zaroven
nalezen vyznamny vzdjemny rozdil hladiny slgG2 G6 obou sledovanych soubord.
Podobné jako v této praci i v jiz zminované studii Heeringa et al., bylo zjiSténo, Ze se
po 4 mésicich |é¢by hladina protilatek vyrazné zvysila, coz byl pouze prechodny stav,
protoZe se vyznamnost po 1. roce SLIT nepotvrdila. Na druhou stranu vysledky jejich
dlouhodobého zkoumani pfinesly informaci, Ze hladina slgG2 narozdil od slgG4 vyrazné

vzrostla az po tfech sezdndch SLIT. (Heeringa et al., 2020)

V dfive pfipominané studii autori Gehlhar et al. (1999) byly kromé slgG4
monitorovany také slgGl a slgG2. Oproti vysledkdm v této praci bylo ve studii
u lé¢enych pacientl pozorovano, Ze se titry slgG1 a slgG2 po roce terapie ve srovnani
s hodnotami namérenymi pred zac¢atkem SCIT vyznamné zvysily. To, Ze v této praci
nedoslo po roce IéCby k vyznamné zméné hladin slgG1 a slgG2, mohlo byt zplsobeno
napf. odliSnou metodou aplikace SAIT ¢i z dlvodu, Ze Gehlhar et al. pouZili k analyze

protilatek purifikované rekombinantni alergeny.
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Z vysledkl sledovani slgG3 proti smési pyla trav (GX1) a proti bojinku (G6) bylo
zjisténo, Ze u pacientl lé¢enych Oralairem nedochdzelo v pribéhu SLIT k vyznamné
zméné protilatkové odpovédi slgG3. Vyznamny rozdil nebyl nalezen ani pfi porovnani
téchto vysledkl s kontrolnim souborem. Studie autorld Gadermaier et al. (2009),
ve které byly sledovany slgG3 pti SCIT u pacientl alergickych na bfizu, rovnéz
nezaznamenala zmény v hladinach této podtfidy. V novéjsich studiich je podttida 1gG3,
podobné jako 1gG2, vyuzivdna k monitorovani imunologickych zmén pfi SAIT spise
zfidka. Na tuto skutec¢nost upozoriuje i studie z roku 2021, kterd byla navrzena tak,
aby podpofila zdjem o sledovani podtfid 1gG2 a 1gG3 v budoucich studiich.
(MacGlashan et al., 2021) Zjisténi, které do jisté miry koresponduje s vysledky této
prace, prinaseji autofi, v jejichz studii bylo odhaleno, Ze SCIT provddéna pomoci
modifikovanych alergenl pylu bfizy vyznamné zvysila hladiny slgG1, slgG2 algG4,

priéemzZ odpovéd slgG3 se zdsadné nezménila. (Reisinger et al., 2005)

Poslednim cilem této prace bylo vyhodnotit pfipadné zmény hladin specifickych
IgG protilatek v souvislosti s klinickym priilbéhem alergenové imunoterapie. Vysledky
této prace prokazatelné podporuji dosavadni poznatky o jednom z moinych
mechanismu SAIT, kterym je pravé nasmérovani protildtkové odpovédi ve prospéch
tfidy 1gG. V této praci pozorovany trend vyvoje podtfidy IgG4 koresponduje s pozitivni
klinickou odezvou pacientl Ié€enych Oralairem. Vzhledem k tomu, Ze se protilatkové
odpovédi podtfid IgG1 a 1gG2 vyznamné zvySily pouze v sezéné travnich pyld, neni
mozné s jistotou fict, do jaké miry se tyto podtfidy slgG podileji na navozeni
dlouhodobé imunitni tolerance vuci pficinnému alergenu. Studie, kterd zkoumala
obdobnou problematiku, zjistila korelaci mezi subjektivnim klinickym hodnocenim
a objektivnim nalezem protildtkovych odpovédi pouze v podtfidé IgG4, zatimco
u ostatnich podtfid se korelace nepotvrdila. (Baron-Bodo et al., 2013).
TaktéZ jiz zmifnovana studie Heeringa et al. (2020) pfinasi vysledky, kde je moiné
pozorovat souvislost mezi klinickym zlepSeni a zvySenim protildtkové odpovédi

v podtridach 1gG2 a 1gG4.
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10. ZAVER

Diplomova prace se zaméfila na monitorovani pribéhu sublingvalni alergenové
imunoterapie (SLIT) pomoci sledovani hladin jednotlivych podtfid specifickych IgG
protilatek u polinotik( s potvrzenou alergii na pyly trav. Zadmérem této prace bylo
zhodnotit jak protilatkovou odpovéd, tak klinické hodnoceni pribéhu SLIT, a nasledné

jejich moznou souvislost.

V zavéru lze fici, Ze SLIT pripravkem Oralair byla klinicky G¢inna uz od prvni
|éCebné sezény. Pfi monitorovani slgG byl u léenych pacientll zaznamenan
signifikantni narlst specifické protildtkové odpovédi v podtfidé IgG4 jiz po jednom
mésici terapie. Vyznamny narUst koncentrace slgG4 byl nalézan i v dalSim pribéhu
terapie, coZ odpovidalo kladnému hodnoceni klinického prabéhu alergenové
imunoterapie |é¢enych pacientd. Soucasné bylo u slgG4 moZné pozorovat vyznamné
odliSnosti mezi souborem pacientd |éCenych Oralairem a kontrolnim souborem
polinotik(. U slgG1l aslgG2 byly v prabéhu terapie také nalézany nékteré vyznamné
zmény protildtkové odpovédi, které by mohly souviset s navozenim tolerance
a zmirnéni projevl alergickych symptom0. Naopak protildtkova odpovéd v podtridé

IgG3 se v pribéhu SLIT vyznamné neménila.

Tato prace prindsi vysledky, které ukazuji, Ze by sledovani podtfid slgG mohlo
slouZit jako prospésny objektivni parametr pro monitorovani pribéhu SAIT. ProtoZe
jsou v mechanismu Ié¢by zahrnuty i dalsi imunitni slozky kromé blokujicich slgG, bude
vhodné v budoucnu sousttedit dalsi Usili do studia ostatnich imunitnich mechanismd.
PfestoZe je obtizné spoléhat se pouze na protildtkovou odpovéd pfi odhadu
individualnich klinickych odpovédi, prozatim se jevi z hlediska personalizované

mediciny vyuZiti podtrid slgG jako perspektivni biomarker.
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11.

POUZITE ZKRATKY

zkratka vyznam zkratky / ¢esky vyznam
AK aminokyselina
APC antigen-presenting cell / antigen prezentujici burika
ARIA Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma / Alergicka ryma a jeji dopad na
astma
ARTSS Average rhinoconjunctivitis total symptom score / celkové priimérné
skére symptom rinokonjunktivitidy
BCR B-cell receptor / B-bunéény receptor
C constant (region) / konstantni (oblast)
CDh cluster designation / diferencia¢ni skupina
CLR C-lektinové receptory
CSMS Combined symptom and medication score / kombinované skére
symptomU a medikace
CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte antigen 4 / cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4
DC dendritic cell / dendriticka burika
dMs denni skére medikace
dss denni skore symptomd
ECP eosinophil cationic protein / eozinofilni kationtovy protein
EDN eosinophil-derived neurotoxin / neurotoxin odvozeny od eozinofild
EMA European Medicines Agency / Evropska lékova agentura
EPO eosinophil peroxidase / eozinofilni peroxidaza
FcyR receptory pro IgG protilatky
FceRl vysokoafinni receptory pro IgE protilatky
FOXP3 forkhead box protein 3
G6 specifické alergeny bojinku
GATA-3 GATA binding protein 3 / GATA vazajici protein 3
GC germindlni centrum
GINA Global Initiative for Asthma / Globalni iniciativa pro astma
GM-CSF granulocyte macrophage-colony stimulating factor / faktor stimulujici
kolonie granulocytl a makrofaga
GX1 smés alergenu jarnich pyl( trav
IFNy interferon gama
Ig imunoglobulin
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IgE (A, D, G, M)

imunoglobulin E (A, D, G, M)

IgE-BF

IgE-blokujici faktor

IgE-FAB

The IgE-facilitated allergen binding assay/ test vazby alergenu usnadnény
IgkE

1gG4 (1, 2, 3)

imunoglobuliny G 4. (1., 2., 3.) podtfidy

IL interleukin
IR index reaktivity
IRF4 interferon regulatory factor 4 / interferonovy regulacni faktor 4
MBP major basic protein / hlavni bazicky protein
NFkB nuklearni faktor kappa B
NK natural killer / pfirozeny zabijeé
NLR NOD-like receptory

nTregaiTreg

natural / pfirozeny a induced / indukovany regulac¢ni T lymfocyt

PAR protedzou aktivované receptory
PD1 programmed death 1/ programovana smrt 1
PRR pattern recognition receptors / receptory rozeznavajici molekulové vzory
onrone) | b tedatan sceptr g 4 a1
RQLQ Rhinoconjunctivitis Qualityv‘of‘ Life QL.Jestic?n.n‘ai[e / dotaznik kvality Zivota
pfi rinokonjunktivitidé
S switch (region) / pfepinaci (oblast)
SAIT specific allergen immunotherapy / specificka alergenova imunoterapie
SCIT subcutaneous immunotherapy / subkutanni imunoterapie
slgE (slgQG) alergen-specifické imunoglobuliny E (G)
SLIT sublingual immunotherapy / sublingvalni imunoterapie
STAT-3 (6) signal transducer and activgtcl)r of transcription 3 (6) / prevodnik signalu a
aktivator transkripce 3 (6)
Tc cytotoxicky T lymfocyt
TCR T-cell receptor / T-bunécny receptor
TF transkripcni faktor
Tfh follicular helper T lymphocyte / folikularni pomocny T lymfocyt
TGF-B transforming growth factor beta/ transformujici rlistovy faktor beta
Th helper T lymphocyte / pomocny T lymfocyt
TLR Toll-like receptory
TNF-a tumor necrosis factor alfa / tumor nekrotizujici faktor alfa
Treg regulaéni T lymfocyt
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VAS

vizualni analogova skala

WHO

World Health Organization / Svétova zdravotnicka organizace
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