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1. UVOD

Alergologie tvofi spolu s klinickou imunologii obor ,,Alergologie a klinickd imunolo-
gie“, jehoz ukolem je studium, diagnostika, 1écba a prevence nemoci vyvolanych poru-
chami imunitnich mechanizmti nebo nemoci, na jejichz vzniku se imunologické mechani-
zmy podileji. Jedna se predevSim o choroby z pfecitlivélosti — alergie, ale patii sem také
nejruznéjsi imunodeficience a autoimunitni poruchy.

Vyskyt alergickych onemocnéni ma v poslednich letech vzestupny charakter a dosahu-
je vyskytu kolem 25 % v populaci vyspélych zemi." Proto lze alergii bez nadsazky oznacit
jako civiliza¢ni chorobu. Nartst alergie méa vyznam jak medicinsky, tak socidlni a ekono-
micky. Proto je dulezity rozvoj modernich postupt v diagnostice, 1é¢b¢ i prevenci téchto
chorob. Vyzkum na tomto poli je velice rozsahly, slozity, nicméné dulezity jak pro pocho-
peni patogeneze alergické reakce, tak pro cilené farmakologické ovlivnéni alergického
zanétu a rozvoje novych rysujicich se sméri terapie pro budoucnost.

Stejné jako v mnoha jinych odvétvich biologie a mediciny se i v alergologii zacinaji
uplatiiovat rekombinantni technologie. Na molekuldrni Grovni jsou jiz definovany nckteré
spoustéci alergenové epitopy, coz ma velky vyznam pro vyzkum i praxi.

Tyto nové metody umoziiuji dalsi pokrok v diagnostice alergickych onemocnéni, kdy
pomoci rekombinantnich alergeni muzeme zpiesnit diagnostiku jak kvantitativné, tak i
kvalitativn€¢, méfit tedy hladiny IgE proti konkrétnim antigentim, popt. odhalovat zkiizené
reaktivity.

Nové moZznosti se ukazuji nasledné v terapii, kde by se mohly uplatiiovat konkrétni, re-
kombinantni technologii ziskané, definované alergeny, které budou vhodnéjsi napiiklad
pro specifickou alergenovou imunoterapii nez dosud pouzivané alergenové extrakty.
V poptedi zajmu je i navrhovani novych terapeutickych postupti.

Dalsi oblasti, kde se rekombinantni alergeny mohou uplatiiovat, je monitorovani pri-
béhu specifické alergenové imunoterapie.

V této praci se zabyvam pravé vyuzitim rekombinantnich alergenti v diagnostice ato-
pickych chorob a jejim vyznamem pro nasledné uréeni vhodné a racionalni terapie, jakoZzto

jejich uzitim pfi monitorovani efektivnosti této terapie.



2. CIL PRACE

Problematika alergickych onemocnéni patii mezi zdravotnickd témata s celospole-
¢enskou pilisobnosti. Prevalence atopie v soucasné lidské populaci neustale nartistd, sou-
¢asné odhady jsou okolo 25-30%. Klinickych projevi atopie — alergickych onemocnéni —
rovnéz neustale pfibyva a postihuji populaci v celém vékovém spektru. Diagnostikou a
1é&bou alergickych chorob v Ceské republice se zabyva 1ékatsky obor alergologie a klinic-
ka imunologie.

Svoji rigordzni praci jsem vypracovala na Centru imunologie a mikrobiologie Zdravot-
niho ustavu se sidlem v Usti nad Labem, kde se tento obor v celostatnim mékitku pired 35-ti
lety zakladal.

Cilem rigordzni prace je podat zakladni informaci o diagnostice alergickych onemoc-
néni metodami in vivo a in vitro se zaméfenim na vyznam vySetifeni hladin specifickych
protilatek IgE, IgG resp. IgG4 u atopickych pacientl proti rekombinantnim formam aler-
genl. Tyto postupy do rutinni praxe teprve pronikaji a mély by pomoci k piesnéjsimu ur-
¢eni zdroju senzibilizace atopického pacienta a stanoveni diagndzy. Dale pak k zavedeni
cilen¢ alergenové imunoterapie a jejimu monitorovani.

V praktické ¢asti budou zpracovany vysledky vySetfeni specifického IgE proti n¢kte-
rym rekombinantnim alergentim pylu btizy (rBet v 1, 2 a 4) a bojinku lu¢niho (rPhlp 1,5 a
7, 12) u sér pacientll pozitivnich na alergeny pylu bfizy (t3) a bojinku (g6) shromazd’ova-
nych v roce 2003-2006. Séra budou vybrana na zéklad¢ pozitivity ke smési trav gx1 (srha,
kosttava, jilek, bojinek, lipnice), gx3 (tomka vonnd, troskut prstnaty, jilek, bojinek, ¢irok
halepsky) a smési alergent stromt tx9 (olSe, biiza, liska obecnd, buk lesni, dub, jilm, pla-
tan, vrba bila, jasan).

Vybrana séra pak budou vySetfena na ptitomnost specifického IgE metodou imunoblo-
tu k porovnani reaktivity vySetfovanych sér v testu s rekombinantnimi alergeny.

V klinické ¢asti prace bude zhodnoceno vyuZiti rekombinatnich alergenti pro monito-
rovani specifické imunoterapie pacientli z béZzné alergologické ambulance, kterym byla
v roce 2001-2009 aplikovana specifickd alergenova imunoterapie. Na podkladé sledovani
hladin alergen specifickych protilatek izotypt IgE, IgG resp. 1gG4 lze predpokladat, Ze
analyza atopické reaktivity in vitro téchto pacientli (pomoci rekombinantnich alergentr)
muze 1 dodate¢né pfinést udaje o pravdépodobnosti, s jakou nasazend SIT mohla ptiznivé

ovlivnit regulaci atopické imunologické reakce.



3. IMUNOLOGICKE ZAKLADY ALERGICKE REAKCE

Imunitni systém ¢lovéka je tvoten slozkou prirozené (nespecifické) obranyschopnosti,
kterd zabezpecuje prvni, rychlou odpovéd na cizorod¢é struktury. Podileji se na ni pfede-
vS§im buiiky jako monocyty, zirné bunky a bazofily, neutrofilni a eozinofilni granulocyty,
NK buriky a humoralni slozky jako je komplementovy systém, interferony, cytokiny a dal-
$i. V druhé linii pak nastupuji mechanismy adaptivni (specifické) imunity, jejimiz hlavnimi
ptredstaviteli jsou lymfocyty.

Komunikaci a regulaci mezi slozkami imunity zajistuji adhezivni molekuly (selektiny,
integriny) a riizné cytokiny a buiiky. Vzajemna provazanost a koordinovanost tohoto sys-
tému zajistuje adekvatni reakci na Skodliviny vnitiniho i vnéj$iho ptivodu a zaroven tole-

ranci k neskodnému.

Pro tuto praci se v nasledujicich kapitoldach jen zminim o protilatkové odpovédi a pre-
devsim o imunoglobulinu E, ktery md zasadni vyznam pro diagnostiku, kterou se
V rigorozni prdci zabyvam. Ddle uvedu zakladni regulacni pochody uplatiujici se pri vzni-

ku atopie.

3.1. ADAPTIVNI IMUNITA A TVORBA PROTILATEK

Specifickou imunitni odezvu organismu zprostfedkovavaji dva typy bungk:
B lymfocyty a T lymfocyty. Zatimco T buiiky zodpovidaji za regula¢ni funkce a cytotoxic-
ké reakce imunitniho systému, B lymfocyty jsou zodpovédné za syntézu protilatek — imu-
noglobulini (tzv. humoralni imunita).

Nez mlze lymfocyt tvofit protilatky, musi byt nejdiive aktivovan navazanim antigenu
na specificky receptor na jeho povrchu a pod vlivem IL-2 a dalSich cytokinli vyzrat
Vv plazmatickou buiiku. Pro stimulaci B lymfocytu k tvorbé¢ protilatek je pak nezbytna spo-
lupréace nékolika bun€k a kostimulaénich faktorti — tzv. vicesigndlova teorie. Uplatiiuje se
zde ptimy kontakt aktivovaného T lymfocytu s B lymfocytem prostfednictvim adhezivnich
a kostimula¢nich molekul a cytokinii. Navazani kostimula¢niho receptoru CD40 ( povrch
B lymfocytu) s jeho ligandem CD40L na povrchu TH lymfocytu je signalem pro zapoceti
bunééného de€leni a vzniku pamét'ovych bunek a/nebo prave prepisu geni pro imunoglobu-
lin.

Imunoglobuliny délime dle struktury jejich téZkych fetézcti do péti tiid — 19G, IgA,
IgM, IgD a IgE.



Zakladni jednotka vSech imunoglobulinil je slozena z dvou lehkych a dvou tézkych te-

tézc1, které jsou spojeny disulfidickymi mastky. Tyto mustky se objevuji také v ramci jed-

noho fetézce a staci tak molekulu do kruhovité smycky — tzv. domény. Dva kratsi, lehké

fetézce (L) maji jednu doménu v konstantni (CL) a jednu ve variabilni oblasti (VL). Dva

delsi, tézké fetézce (H) obsahuji také variabilni oblast (VH) s jednou doménou a konstantni

oblast (CH) je tvofena tfemi doménami. (viz Obr. 1)

Variabilni oblasti jsou umistény na amino-koncich, zatimco konstantni ¢asti

na karboxy-koncich peptidi. Variabilni
domény se svou globularni strukturou
jsou zodpovédny za vazbu specifického
antigenu. Tedy na molekule miiZzeme
rozliSit tzv. Fc (krystalizujici) fragment,
ktery je tvofen konstantnimi oblastmi
tézkych fetézcu a je zodpoveédny za efek-
torové funkce jako naptiklad prostup
placentou pro IgG, vazba na povrchy
bun¢k imunitniho systému, aktivace
komplementu apod. Zbytek molekuly je
schopen vazat specificky antigen — jsou
to dva Fab (antigen binding) fragmenty.
Oblast, ktera spojuje tyto tii casti, se na-
zyva pantova (hinge oblast). @

Jak bylo feceno vyse, tfidu imuno-

globulinu urcuje typ tézkého fetézce,

Fab

Papain -

}

Membrane extansion

Obrdzek 1. Struktura molekuly imunoglobulinu

takze IgA ma v molekule fetézec a, IgG fetézec y atd. RozliSujeme je déale na podttidy

(napft. y1 — y4 odpovida IgG1 — IgG4). Lehké tetezce se vyskytuji pouze ve dvou typech —

K nebo A (a subtypy Al — A4), pfi¢emz v jedné molekule protilatky nejsou tyto dva nikdy

smiSené, vzdy se vyskytuji oba fetézce téZe sekvence.

Tabulka 1 uvadi usporadani fetézcti a nékteré vlastnosti jednotlivych imunoglobulint.

Tabulka 1. Imunoglobuliny
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Po stimulaci tvoti lymfocyt nejdiive predevSim imunoglobuliny tfidy IgM, az pak, v

prabéhu tzv. izotypového piesmyku, se tvofi ostatni protilatky (reagujici s timtéz antige-
nem, kterym byl lymfocyt stimulovan). Obvykle se v této fazi tvorby protilatek, ktera je
zaloZend na obmén¢ genu nesouciho informaci pro vznik molekuly imunoglobulinu, tvofi
nejvice IgG a IgA protilatek. AvSak nastane-li prevaha regula¢niho pisobeni TH2 bunék,
dochazi pak k navySeni syntézy IgE.(B)

Tato dysregulace mezi TH1 a TH2 aktivitou byva nalézana u atopikt, kde je koncent-
race IgE protilatek primérmé 10krat — 100krat vyssi oproti neatopické populaci. Proto také
jednou z metod diagnostiky imunopatologické reakce 1. typu (atopické reakce) byva sta-

noveni koncentrace IgE, pfipadné specifického IgE v krevnim séru pacienta.

3.2. PORUCHY IMUNITNIHO SYSTEMU

Z hlediska povahy poruch imunity rozliSujeme choroby autoimunitni, imunodeficience
a choroby alergické.

O autoimunitnich chorobdach hovotime tehdy, kdyz imunitni systém tvoii kontinualné
protilatky proti antigenim vlastniho téla, popt. aktivuje T lymfocyty. Manifestné se pak
projevuji bud’ jako systémové nemoci (postihuji v organismu vice organovych systémi)
jako je systémovy lupus erytematodes nebo revmatoidni artritida a dal$i nemoci postihujici

jednotlivé organy, naptiklad Basedowova choroba, myasthenia gravis, perniciézni anemie.



Jako imunodeficience oznacujeme fadu defektl imunitniho systému, kdy je poskozena

schopnost organismu branit se i banalnim infekcim a ur¢itym nadorovym onemocnénim, at’

uz na podklad¢ genetickém nebo na zaklad¢ ziskaného onemocnéni (napt. AIDS).

Specifické nadmérné reakce imunitniho systému na cizorodé antigeny oznacujeme jako

stav precitlivélosti — alergie.

Z hlediska patogenetického je mozné rozlisit Ctyfi (podle nékterych autort pét) zaklad-

ni typy imunopatologickych reakci, oznaCovanych bézné¢ v ucebnicich jako d€leni podle

Coombse a Gella, které se uplatiuji u ruznych druht alergickych nemoci, ale také

v piipadé chorob autoimunitnich (upraveno dle®):

3.3.

Imunopatologicka reakce I. typu — neboli ¢asna, protilatkami IgE zprostiedko-
vana precitlivélost vyvolava anafylaxi nebo alergii vV uz§im slova smyslu (viz
kap. 3.3.)

Imunopatologicka reakce I1. typu — neboli cytotoxicka, kdy antigen (napt. hap-
ten - molekula 1éku) vazany na povrchu bunky (napt. krevnich elementti) reagu-
je s protilatkami a tim dochazi k opsonizaci buriky a nasledné aktivaci komple-
mentu a cytolyze (NK bunky). Vyskytuje se u nékterych hemolytickych anemiti
(polékovy typ), dale jako Goodpasteriv syndrom, rychle progredujici glomeru-
lonefritida a dalsi.

Imunopatologickéa reakce Ill. typu — imunokomplexova, pfi které se imuno-
komplexy ukladaji v riznych tkanich (glomeruly, klouby, ktize...) a nasledné
dochazi k posSkozovani téchto tkani aktivovanymi neutrofily (SLE, glomerulo-
nefritida).

Imunopatologicka reakce V. typu — tzv. reakce oddéleného typu, pozdni pre-
citlivélost, kdy antigen je nejprve fagocytovdn makrofagy a prezentovan TH
buiikdm. Tato senzititace trva pies pét dni. Pii druhém kontaktu dochéazi pak
k silné zanétlivé reakci, pfi niz mize byt znicena vlastni (nebo transplantovana)
tkan ve velkém rozsahu (napf. primarni odvrZeni transplantatu).
Imunopatologicka reakce V. typu — tzv. receptorova reakce, kde autoprotilatky
reaguji s receptorovymi molekulami v membranach buné€k, ¢imz je stimuluji ¢i

blokuji. Jedna se o receptory pro neurotransmitery nebo hormony.

IMUNOPATOLOGICKA REAKCE I. TYPU, ATOPIE

3.3.1.Alergie, atopie — vysvétleni pojmu



Alergologické nazvoslovi rozliSuje v soucasné dobé pojmy ATOPIE a ALERGIE:

e Atopie vyjadiuje genetickou predispozici pro vznik senzibilizace a nasledné
alergické reakce. Atopie(s) je geneticky piedurceny sklon k zvysené tvorbée pro-
tilatek IgE jako odpovéd’ jiz na nizké davky alergend, které u normélni popula-
ce tuto nezaddouci odezvu nedavaji.

e Pojem alergie oznacuje jiz vznikly klinicky projev alergického onemocnéni.
Clovek, ktery je atopicky, nemusi mit nutné klinicky vyjadiené alergické onemocnéni.
Nositell genti pro alergii (=atopiki) je v populaci kolem 35 %, na rozdil od klinicky se

projevujicich alergikii, kterych je kolem 25 % v populaci vyspélych zemi.(1 =Spicak,
2005) (1)

3.3.2.Uloha IgE v atopii

Alergicka reakce ¢asného typu byva nazyvana reakci zavislou na IgE, protoze protilat-

ky IgE hraji vyznamnou roli pfi atopickych onemocnénich, kdy nalézame jejich vyssi hla-

diny v krevnim séru. Na prvni pohled se IgE od
ostatnich imunoglobulinil odliSuje tim, ze jeho tézky
fetézec obsahuje 5 domén, na rozdil od ostatnich
imunoglobulini, které maji v tomto fetézci domény
4. V konstantni c¢asti tézkého fetézce nalezneme
tedy u IgE jednu doménu navic (Obr. 2). Molekula

IgE je homocytotropni, coz znamena, Ze se svym Fc

fragmentem vaZze na Fc receptory na vlastnich bun-

Obrdzek 2. Molekula IgE ('@

kach. Vyznamna je zejména vazba na vysokoafinitni

receptory FceRI, které se nachazeji na mastocytech a bazofilech a ptimo zprostiedkovavaji

degranulaci téchto bunék v piipadé, ze se dvé takto navazané molekuly IgE ptemosti aler-

genem, ktery praveé tvorbu IgE Vyvolal.(s) Pfi degranulaci pak dochazi k uvolnéni histami-
nu, serotoninu a dalSich mediatort a cytokini.

Imunoglobulin E vsak neni jedinym ani primarnim faktorem podilejicim se na alergic-

ké reakci, nicméné hraje ustfedni roli, kterd je pro tuto reakci typickd, a proto ma sviij vy-

znam diagnostick}’/.(e)

3.3.3. Alergicka reakce
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Do mechanizmu rozvoje alergické zanétlivé odpovédi je zapojena fada bunék (zirné
buiky, eozinofily, bazofily, fibroblasty, buitky endotelové a dalsi), které spolu komunikuji

prostiednictvim cytokind, enzym, adhezivnich molekul a neuropeptidu.

Hlavni buiiky a mediatory alergické odpovédi
Hlavni mediatorovou buiikou alergické reakce 1. typu je mastocyt, zirnd buika, ktera
uvoliiuje medidtory zanétu svou degranulaci zahy po navazani molekul IgE na sviij Fc re-
ceptor a jejich pfemosténi alergenem. K dals$im dilezitym bunikam patii:
o Makrofagy
e T lymfocyty
e Eozinofily (dulezité ptedevsim pro pozdni fazi)

e Bazofily

Z uvolnénych mediatord jsou nejvyznamnéjsi histamin, serotonin a protedzy jako me-
diatory Casné faze a metabolity kyseliny arachidonové (prostaglandiny, tromboxan A2 a
leukotrieny), cytokiny (IL-3, IL-4, IL-5, TNFo, PAF) jako mediatory pozdni odpovédi.

Histamin je silny mediator alergickych reakci, ktery: Alergen
e pusobi jako vazoaktivni latka Y ® Y e

Fgl:R

e pusobi jako spazmogenni latka

e pusobi prozanétlive
o ma primy vliv na TH2 bunky £irna bunks
Pod jeho vlivem dochézi ke kontrakci hladké svaloviny

bronchii, stteva a délohy, ke zvySeni permeability kapilar

degranulace
(erytém, edém, pokles tlaku krve), zvySeni tvorby hlenu na
histamin

serotonin
leukotrieny

nosni sliznici; vyvolava koptivku, exantém, alergickou ry-

mu, zanét spojivky. Pii systémovém postizeni vice organt
muze dojit az k zivot ohrozujicimu anafylaktickému Soku. —+|  vazodilatace
Faze alergické odpovédi —( bronchokonstrikce

Potencial patologické odpoveédi se rozviji pii pocate¢nim —+|__tvorba hlenu

kontaktu — senzibilizaci, kdy dochazi ke stimulaci diferenci- —¥|__svédéni atp.
ace rady bunék a k jejich akumulaci. Pfi opakované expozici
y i P P Obrazek 3. Premosteni dvou
pak dojde b&hem n&kolika vtefin az minut (Casna faze, faze [gF protilatek alergenem ™

histaminova) k rychlému uvolnéni a novotvotfeni vazoaktiv-
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nich mediatori zanétu ze zirnych bun¢k obsazenych IgE - viz Kap. 3.3.2. a Obr. 3.

Na tuto fazi pak navazuje faze pozdni, kterd vznika béhem nekolika hodin (3 - 11). Pfi
ni dochazi k uvoliiovani dalSich de novo syntetizovanych mediadtorti (prostaglandiny,
tromboxan A2, leukotrieny, cytokiny IL-3, IL-4, TNFa, PAF...). Dalsim dusledkem je také
migrace ,,ptildkanych® prozéanétlivych eozinofili a neutrofilt do cilové tkan€. Dochazi
K rozvoji eozinofilniho zanétu a nasledné ke strukturdlnim zménam ve sliznicich i v kuzi.
Podrobn&ji zachycuji jednotlivé faze Obrazky 4-6 (), popis v textu.

a) Senzitizace k danému alergenu a vyvoj specifické paméti B bunék a T buné¢k. Dife-

renciace a klonalni expanze alergen specifickych TH2 bunék vede k produkci cyto-

k
a Sensitization and memory induction
ﬂ Allergen T ey
Dch 'II' MHC Ll:ln I| malecule switching B cell
lgM g!ﬂ
T = i "\ Naive m L tolgt | .
-é O e “{H HI Tcell S, =
- e | ! ] [=
~ - Differentiation \ O_; — T
into T,,2 cells et N..iw:“*x- -
| and clonal . Beell -
expansion - EI--‘!I"-I %
IgE* memory
< B-cell clonal
| ] ; j ; EXPaAMSHON
= - ; —— ——_ 5
Beell -1 g ﬁ# o ‘&5
IL-13 | | — @.
=

.Obrazek 4. Faze alergické odpovédi a) )

4

a IL-13), které navozuji pfesun imunoglobulinové fady k IgE a k mnozeni popula-
ce naivnich IgE+ pamétovych B bunék. IgE na povrchu takovéto IgE+ specifické B
bunky a dalSich IgE-citlivych antigen prezentujicich bun¢k usnadnuji prezentaci
antigenu.

b) Casna faze - precitlivélostni reakce 1. typu. Pfemosténi FceRI (vysokoafinitni re-
ceptor pro IgE) a navazané IgE protilatky alergenem na povrchu mastocytu a bazo-
filu vede k degranulaci a uvolnéni vazoaktivnich amint (histamin), metabolitd ky-
seliny arachidonové (PGD, PAF, LTC4, LTD4 a LTE4), a cytokint (IL-4, IL-5,
IL13) a dalSich chemokinti. Tato faze je nazyvéana Casnou nebo také histaminovou
fazi.
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b Immediate phase: type 1 reaction

‘%ﬂ Sy
g;ﬂﬂﬂg@
Iﬂﬂ '.E:IGD
i% © o a1 la
. oy Degranulation
f:g':' 'DG ; Release of
— VASOACTive
FceRl Marst cell | amines. lipid
m oI mediators,
Co oof” chemokines and
f' i '-"?n% other cytokines
fa
O O 3 -
& n,;,':'.:-:. A
Allergen
Basophil

Obrazek 5. Faze alergické odpovedi b) ")

c) Pozdni faze alergické odpovédi — alergicky zanét. Pod vlivem chemokint a dalSich
cytokinl nasleduje migrace prozanétlivych bunék k mistu expozice alergenem. Ak-
tivuji se alergen specifické T bunky a zacinaji se délit. Mistni produkci IgE nalé-
zame u alergické rinitidy a astma, ne vSak pfi alergickém zanétu klze (atopicka
dermatitida). Eozinofily jsou jedny z hlavnich zanétlivych bun¢k (az 50% zanétli-
vého infiltratu) v plicich astmatika, ale ne v kiizi pii atopické dermatitidé (pouze 1-
2% infiltratu). TH1 bunky, které produkuji IFNy a TNF, pfispivaji k aktivaci a apo-
ptoze keratinocytt (v kiizi), bronchidlnich epitelidlnich bun¢k a bun¢k hladké plicni
svaloviny (hyperreaktivita). Aktivace mastocytll a bazofill, které uvoliiuji histamin,

chemokiny a dals$i cytokiny také dale ptispivaji k pozdni fazi alergické reakce.”
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€ Late phase: allergic inflammation

Smooth-muscle-cell
activation and
hyper-reactivity for
contraction, and release
of chemokines and
pro-inflammatory

IFMy. TNF @ Eosinophil
-

Eosinophil activation
and release of mediators,
chemaokines and pro-
inflammatory cytokines

IL-9,1L-13

Allergic rhinitis and asthma

= T, 2-cytokine-mediated
induction of increased
mucus production

= Local production of IgE

* T, 1-cell-mediated

Basophil entry to tissues. masi-cell
and basophil degranulation, and
release of monoamines, lipid
mediators, chemakines and
pro-inflammatory cytokines

cytokines induction of bronchial
epithelial-cell apoptosis
r — 1“ i Memory . /
Increased 5 B cell ;
endothelial-cell S el IoE
adhesion and IL-4, IL-13. CCLS IL-4.0L-13 . g
inflammatary-cell .
transmigration IL-4, IL-13, l TCR
FKIT D
CRK |MHC class || molecule
Histamine Eﬁ wﬁ-’ i : Algrgen Atopic duf"“ﬂ-""d
. ) IFN s T, 1-cell-mediate
- QO‘D O Ir/_-\', THFI! induction of keratinocyte
| %? DD | / '\\ CD951 apoptosis
“oP,00 1 o = | = T A-cell-mediated epithelial-
~=T9g cell activation, and release
Mast cell Basophil oe of chemakines and

pro-inflammatory cytokines

T-cell activation and proliferation by
IgE-facilitated and non-lgE-facilitated
presentation of allergens by
inflammatory DCs

Obrdazek 6. Faze alergické odpovédi

¢) (7

3.3.4.Regulace specifické imunitni odpovédi (Ty1 nebo Ty2)

Hlavni regulaéni buiikou specifické imunitni odpovédi je TH (helper) lymfocyt. Jeho
regulacni funkce se uskuteciiuje prostiednictvim riznych cytokini nebo i piimo. Do pri-
marni imunitni reakce vstupuji naivni THO lymfocyty a pod vlivem cytokinti z makrofagu,
NK bungk, zirnych buné€k, bazofill nastava jejich diferenciace.

ZjednoduSené, vlivem cytokinli z TH1 bunck (INFy) nebo NK buné&k (IL-12) vznikaji
TH1 lymfocyty, pod vlivem cytokini z TH2 bunék (IL-4) nebo zirnych bunék (IL-4) se
meéni v TH2 lymfocyty. Navzajem pak cytokiny TH1 lymfocytd potlacuji vznik TH2 bu-
n€k a naopak, coz je jeden z vyznamnych regulacnich mechanismii imunitniho systému.
Podrobny mechanismus regulace je vSak mnohem slozitéjsi, a naSe dosavadni znalosti
nejsou zcela uplné. ®)

U zdravého dospélého jedince je fyziologickd mirna prevaha TH1 lymfocytd. Pokud
vSak nedojde k vyvazenému rozvoji obou zakladnich subpopulaci TH bunék, ptevazi-li
subpopulace Th2, kterd nasmérovava imunitni odpovéd’ k tvorbé protilatek, dochdzi ke

vzniku atopie.
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TH2 odpovéd’ je spojena se zvySenou produkci IL-4 a IL-5, coz sméfuje k protilatkové
odpovédi — tvoii se specifické IgE protilatky, aktivuji se zirné buiiky, nalézame vétsi hla-
diny eozinofili. ©

Naproti tomu pfevaha TH1 je charakteristicka produkci INFy a IL-12, které aktivuji
makrofagy a NK bunky a vedou tak k bunééné odpovédi. Vedle toho (v souvislosti se za-
vadénim SIT) dochézi k potlaceni tvorby alergen specifickych IgE protilatek a ke zvySené
tvorbé IgG (piedevsim IgG4) a IgA. Tyto jsou povazovany za tzv. ,,blokujici® protilatky,
které¢ kompetitivné brani interakci alergenu s IgE na povrchu zirnych bunék a tim 1 aktivaci
komplementu. Zabrafiuji takto spusténi alergické reakce (nedojde k uvoln&ni histaminu).®?

Vyznamnou roli v regulaci imunitni odpovédi TH1/ TH2 smérem hraji také dalsi regu-
lacni buiiky — pfedevs§im tzv. Treg a TH3 lymfocyty. Tvorbou cytokinl (napt. IL-10,
smétuji odpoveéd’ THI1 cestou a tak potlacuji rozvoj alergickych typti imunitni odpovédi a
udrzuji imunologickou toleranci. Pod vlivem cytokinti uvoliiovanych Treg lymfocyty na-
stava také zvySena syntéza blokujicich IgG4 protilatek a redukce IgE. Toto je mozZné sle-
dovat naptiklad v prabchu SIT.

U atopickych osob nalézame snizenou aktivitu téchto regulac¢nich bun¢k.

3.3.5.Klinické projevy, nomenklatura nemoci (2004 WHO a WAQ)

Alergicka reakce ma nejriznéjsi projevy, které se mohou objevit na rznych mistech
téla, organech a s rlznou intenzitou. Dochazi k zanétu, jehoz vysledkem je tvorba hlenu,
otok, zarudnuti ¢i spasmus hladkych svali, a ktery ma Casto chronicky, vlekly charakter.
Orgénovy ptiznak, ktery povaZzujeme za projev alergie, neni jen mistni organovou patolo-
gii, ale vyjadfenim systémové reakce. V ndvaznosti na genotyp se projevi klinickym feno-

typem na kiiZi, na spojivce, v nose nebo v bronsich. ™

Nomenklatura a projevy nemoci (upraveno dle ™):

Alergicka rinitida je nejbéznéj$im klinickym projevem atopické precitlivélosti. Reakce
je lokalizovana v nosni sliznici a spojivce (proto nékdy hovofime o rinokonjunktivitidg).
Spoustécim faktorem jsou vzdusné alergeny jako pyly, plisné€, zvifeci srst apod. Jedna se o
chronické, obtézujici onemocnéni, které je charakteristické svymi zachvaty kychani, své-
dénim a vodnatou rymou a/nebo blokadou nosnich praduchi. D¢li se dle trvani piiznakii na
intermitentni a perzistujici, (piipadné jesté na sezénni a celoroéni). Casto alergicka rinitida

predchazi pozdé€jSimu rozvoji astmatu.
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Astma (podle definice GINA) je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, na
némz se ucastni mnoho bungk, zvlasté zirné buiiky, eozinofily a T lymfocyty. U citlivych
jedinct je zanét pfi¢inou opakovanych stavl hvizdavého dychani, zkracené¢ho dechu, de-
chové tisné a kasle zvlasté v noci a/nebo ¢asné rano. Pfiznaky jsou vétSinou spojeny s vari-
abilni obstrukci dychacich cest, kterd je alespon ¢aste¢né reverzibilni spontanné€ nebo po
1é¢bé. Zanét je také pri¢inou zvySeni bronchialni hyperreaktivity na fadu podnéta.

Alergické astma zakladni pojem pro astma zprostiedkované imunologickymi mecha-
nismy. Pojem ,,IgE zprostfedkované astma” je doporucovan tehdy, kdyz je skute¢né proka-
zan IgE zprostiedkovany mechanismus. IgE protilatky mohou navodit okamzitou i pozdni
astmatickou reakci. Podobné jako u jinych alergickych chorob se ovS§em reakce spojené s T
lymfocyty jevi dalezité u pozdnich a opozdénych reakci. Podle trvani pfiznakii se astma
oznacuje jako intermitentni nebo perzistujici.

Nealergické astma — tento pojem se prednostné pouziva pro ne-imunologické typy
astmatu. Staré pojmy ,,extrinsic”, ,,intrinsic”, ,,exogenni” a ,,endogenni” by nemély byt uz
dale pouzivany k odliSeni alergického a nealergického astmatu.

Konjunktivitida - IgE zprostfedkovana alergicka konjunktivitida vétSinou provazi aler-
gickou rymu. Vedle tohoto typu se vyskytuje alergicka kontaktni konjunktivitida, imuno-
logicky zalozena na TH1 mechanismu.

Rinokonjunktivitida - pfiznaky imunologicky zprostfedkované reakce piecitlivélosti v
nose a o¢nich spojivkach maji byt oznaCovany jako alergické rinokonjunktivitida. VétSina
ptipadu je IgE zprostiedkovana. Opét se rozliSuje podle trvani pfiznakd na intermitentni a
perzistujici formu.

Dermatitida - v§eobecny pojem pro mistni kozni zanét. To, co je v§eobecné znamé ja-
ko ,,atopicky ekzém/dermatitida”, neni jedno onemocnéni, ale spiSe spojeni n€kolika ne-
moci s nékterymi spoleénymi charakteristikami. Mnohem vhodnéjSim je pojem ekzém.
Atopicka dermatitida mize vzniknout bud’ lokalnim drazdénim pokozky, nebo byt aktivo-
vana hematogenni cestou po poziti vyvolavajiciho alergenu. Podskupina s vazbou na aler-
gické astma a rinokonjunktivitidu, tedy ekzém u jedince atopické konstituce, by mél byt
oznacen jako atopicky ekzém. Tésny kontakt s nizkomolekuldrnimi chemickymi latkami
(nikl, chrom, formaldehyd) mizZe vyvolat alergickou kontaktni dermatitidu zprostiedkova-
nou predev§im THI lymfocyty. Nealergickd varianta miZe byt oznacena jako iritac-

ni/toxicka kontaktni dermatitida.
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Na zavér bych zminila akutni celkovou hypersenzitivni reakci 1. typu, kdy mluvime o
anafylaxi, kterd mize byt extrémnim vyulsténim kontaktu s vétSim mnozstvim alergenu
nebo po kontaktu s alergenem nefyziologickou cestou (kontakt krevni cestou) a v¢as nefe-
Sena se miiZze projevovat snizenim zékladnich Zivotnich funkci a tudiz ohrozit pacienta na

zivoté — anafylakticky Sok.

Klinické ptiznaky alergickych chorob se nékdy nemusi liSit od postizeni neatopické
povahy, kde nelze prokazat imunologicky mechanismus. Je proto ukolem alergologa a Kli-
nického imunologa potvrdit nebo vyvratit alergii, ptipadné urcit typ specifického imunolo-

gického mechanismu, odhalit spoustéce reakce.
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4, ALERGENY

Alergické reakce je nepfiméfenou reakci imunitniho systému na nejriznéjsi latky —
alergeny, které u zdravého clovéka tuto poruchu nevyvolaji. Alergeny mohou byt glyko-
proteiny (vétSinou o molekulové hmotnosti 5 az 100 kD), ale také nckteré jednoduché
chemické latky. Mezi nejéastéjsi alergeny patii pyly, soucasti tél zivocichu a jejich produk-
ty, bakterie ¢i plisné. Podle vstupu alergenu do organismu mtize alergie probihat bud’ lo-
kalng, nebo systémové - od lehké vyrazky, rinitidy, az po zdvazny anafylakticky Sok.

Aby byl alergen schopen vyvolat alergickou reakci, musi obsahovat epitop pro
B lymfocyt, na ktery se muze navazat IgE, a epitop schopny navodit TH2 lymfocytarni
odpovéd. (12)

Zakladni nomenklatura alergenti se dnes opird o nasledujici pravidla (WHO/IUIS):
jméno se sklada z prvnich tii pismen latinského rodu, pak nésleduje prvni pismeno druhu a

Cislo, které vyjadiuje, v jakém potadi doslo k purifikaci.

Hlavni a vedlejsi alergeny

Obvykle prvni objevené alergeny patii mezi tzv. hlavni — majoritni. Majoritni alergen
je takova sloZka extraktu, kterd pfedstavuje vice neZ 50 % biologické aktivity pro vice nez
50 % reagujicich pacientti.

U podstatné vétsiny alergikti (asi pies 90%) nalézame pravée specifické IgE proti hlav-
nim alergentim ptisluSného biologického druhu. Tyto alergeny byvaji zastoupeny s nejvétsi
pravdépodobnosti v testovacich i laboratornich standardech.

Ostatni (minoritni) alergeny nemusi byt pfitomny v komerc¢nich testovacich latkach, ale
mohou byt pfi¢inou naptiklad zkiiZené alergie v ramci stejné tfidy nebo 1 mezi biologicky
velmi odlisnymi druhy. VéEtSinou proti témto minoritnim alergentim reaguje pouze 5 — 20%

pacientt alergickych na dany biologicky druh.

Panalergeny

V souvislosti se vznikem zkiiZenych alergii mluvime o panalergenech. ZktiZena alergie
muze vznikat u alergend, u kterych nalézame podobnost (homologii) v bilkovinné sekvenci
a to minimalné 50%. Objevuje se u alergent hlavnich i vedlejsich a to v rdmci jednotlivych
druhil nebo napfi¢ druhovymi spektry.

V ptipadé homologii s vic jak 80% prekrytim jiz hovofime o panalergenech. V soucas-

né dobé jsou definovany panalergeny:

18



Profilin (viz dale), vapnik vazajici protein (odpovida vedlejsimu alergenu bojinku Phl p
7 a biizy Bet v 4), tropomyozin (zkiizena alergie mezi korysi, mékkysi, hmyzem a roztoci),
lipid transfer protein (mezi ovocem, stromovymi ofechy, zeleninou), parvalbuminy a dal-
5.0

Profilin je asi nejvyznamnéjsi panalergen a je zodpovédny za zkiizenou alergii mezi
bfizovitymi a potravinovymi alergeny. U bfizy odpovidd minoritnimu alergenu Bet v 2, u
burského ofisku Ara h 5, celeru Api g 4, hrusky Pyr ¢ 4, tfe$n¢ Pru a 4 a u bojinku luéniho
Phl p 12. Oproti hlavnimu alergenu btizy Bet v 1 vyvolava Bet v 2 (profilin) Casto piizna-
ky celkové po poziti. Dle nékterych autorti je to dano ptredevsim vyssi stabilitou, odolnosti
k proteolyze pii traveni. **)
Jeho molekulova vaha je kolem 14,5 kDa a u alergikl na bfizu a na rostlinné potraviny

prokazujeme specifické IgE protilatky proti profilinu az ve 20%.

Zk¥iZena alergie

Znalosti o moZnostech zkiizené reaktivity mezi nejriznéjSimi druhy rostlin 1 zivo€icht
nabyvaji stale vétSsitho vyznamu. Napomdha tomu také rozvoj v odhalovani alergicko-
imunologickych pochodii na molekularni urovni v nékolika poslednich desetiletich. Dnes-
nimi technologiemi dovedeme rozlozit alergeny az na jednotlivé aminokyseliny a objevit
kritickd mista vazby (epitopy) s IgE protilatkou. To umoZnilo mimo jiné objasnit podstatu
zktizenych alergii.

Zkiizena alergie vznika na zdklad¢é podobnosti — homologii alergenti. To znamena, ze
musi byt vyznamna shoda (vétSinou vic nez 70%) v sekvenci aminokyselin alergentl tfeba i
ruznych biologickych druht. V disledku toho protilatky IgE namifené proti jednomu aler-
genu reaguji také s druhym alergenem, ktery je obsazen v jiném, druhové pfibuzném nebo i
vzdaleném zdroji. Napiiklad nejcastéjSi zkiiZzena alergie mezi potravinami a inhala¢nim
alergenem je zktizend alergie s pylem, u které dochéazi primarné k tvorbé IgE protilatek
proti pylu a ke klinickym projeviim pylové alergie a ¢asto az po letech se zacne objevovat

zktiZena potravinova alergie.(14)

Dnes, diky genovému inzenyrstvi dovedeme do epitopi mutagenné vstupovat a ovliv-
nit tak pivodni alergenicitu a imunogenitu antigenu. Tento pokrok ma velky vyznam pro
pochopeni vztahii nazyvanych zkiizenou alergii, které jsou Castou pficinou diagnostickych

1 1écebnych omylu.
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4.1. PRIROZENE ALERGENY A ALERGENOVE EXTRAKTY

4.1.1.Pylové alergeny

Pyly patii k nejvyznamnéjSim alergeniim vnéjSiho prostiedi. Pfi¢inou obtizi jsou pylo-
va zrna z prasniki samcich rostlin. Ta jsou velice snadno roznasena vétrem na velké vzda-
lenosti a vyvolavaji postizeni hornich cest dychacich, o¢nich spojivek, u n€kterych pacien-
ti 1 dolnich cest dychacich — ,,pylové astma®“. Objevit se také mize exantém, angioedém,
urtikarie, ekzém, projevy gastrointestinalni, ordlni alergicky syndrom, pseudorevmaticklé
obtize.

V patogenezi polindzy (pylové alergie) se uplatituji nasledujici faze:

pylovy alergen je zpracovan po vstupu do organismu makrofagy a dendritickymi bun-
kami.

nadprodukované specifické IgE protilatky se vazi na Fce receptor na povrchu zirnych
bunék a bazofilt.

aktivace buiky v ptipadé, Ze dojde k pfemosténi dvou sousedicich molekul alergenem
a tim modifikaci Fc receptort.

degranulace s uvolnénim mediatort (nejdiive histamin, tryptaza, bradykinin, poté no-
votvorené leukotrieny, prostaglandiny a PAF).

vlivem uvolnénych mediatort dochazi k bronchospasmu, vazodilataci, zvySeni tvorby
hlenu, sliznicnimu edému a k dalsi chemotaxi.

projevy organového nebo systémového postizeni (Casna faze za 5 - 20 minut, reakce
opozdéna po 3 - 11ti hodinach a reakce pozdni za 24 - 48 hodin). V ¢asné fazi se
z mediatorti uplatiiuje pfedev§im histamin, dale leukotrieny, prostaglandiny, PAF a dalsi
chemotaktické faktory. Tato faze je zcela reverzibilni. Pozdni faze je pak provazena zvyse-
nou aktivitou eozinofilti a narusenim slizni¢ni integrity proteolytickymi enzymy. Nasled-

kem je pak hyperreaktivita takto postizenych tkani. (15)

Alergenni potencidl je vyssi u pyli anemofilnich rostlin, které jsou lehké a rostliny jich
produkuji velké mnozstvi. Jsou to pyly stromtl, kefti, trav, obili, pleveli a bylin.

Hmyzosprasné rostliny produkuji mala mnozstvi tézkych pyla, které se vzduchem nesi-
i na velké vzdalenosti, a proto je mensi pravdépodobnost, ze ulpi na sliznicich ¢loveka.

Z toho tedy vyplyvaji kritéria, podle kterych mizeme posoudit schopnost pylu vyvolat
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senzibilizaci a nasledné alergickou reakci: musi jit o pyl vétrosprasné rostliny, ktery je
produkovan ve velkém mnozstvi, je dostatecné lehky pro pfenos vétrem na velké vzdale-
nosti a musi obsahovat antigenni slozku, které je schopnd vyvolat senzibilizaci.

Nékteré pylové alergeny jsou uvedeny v Tabulce 2.

(6)

Vybrané pylové alergen

Tabulka 2. Nekteré pylové alergeny

Alnus glutinosa Alng1l

Corylus avellana Coral

Betula verrucosa Betv 1, Betv 2, Betv4

Olea europaea Oleel1,0lee?2

Phleum pretense Phlp 1, Phlp4, Phlp5, Phlp6, Phlp 7, Phlp 12
Ambrosia trifida Ambt5

Artemisia vulgarit Artv 1 Artv 2 Artv3

Pylovy kalendar

Pylovou sezonu rozdélujeme v nasich podminkach na tfi hlavni obdobi (Obr. 7).
V jarnim obdobi dominuji pyly stromt, v letnim jsou to pyly trav a na podzim pyly pleve-

o

10.

Jednim z nejvyznamnéjsich alergeni jara je pyl biizy, ktery se ¢asto podili na ¢etnych
zktizenych reakcich. Btiza kvete od bfezna do poloviny kvétna.

V letnim obdobi jsou nejrozsifengjsi pyly trav (bojinek, jilek, srha, lipnice...) a obilo-
vin (hl. Zito, kukuftice). Tato sezoéna byva velmi dlouhd a alergie na pyl trav je u nés nejcas-
t&jSim druhem pylové alergie. ZkfiZzena reaktivita v ramci skupiny trav nebyva vyjimkou.
Koncem léta se pak zacinaji objevovat hojné pyly plevelt (pelynék, jitrocel, $to-

vik, ambroézie...)
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lipa
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lipnice
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medynék

psineCek

N
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sedmikraska

pampeliSka

fepka

jitrocel

kopfiva

merlik

lebeda

Stovik

Zlatobyl

pelynék

ambrosie

Obrazek 1. Pylovy kalendar
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ZKkriZena reaktivita pylovych alergenii

U pylovych alergenti se pii zktizenych reakcich v ramci ptibuznych druht uplatiiuji

uvoliiované enzymy, u nepiibuznych jsou to pak takzvané panalergeny. Zkiizen¢ reaguji

Obrdazek 8. Struktura vazby Bet v 1 s mo-
lekulou imunoglobulinu®™

4.1.2.Zviteci alergeny

také nékteré alergeny ovoce, zeleniny a
koteni. Kromé vyznamnych panalergenti
(profilin, tropomyozin apod.) mize byt pro
vznik zktizené alergie také vyznamna ho-
mologie majoritnich alergenu v piipadé, Ze
dojde k 50% 70 - 80%) shodé

v aminokyselinovych sekvencich. Zkiizené

(1épe

reakce se pak objevuji mezi pylovymi, zvi-
fecimi, potravinovymi i hmyzimi alergeny.
Casty je syndrom ,,biiza (Bet v 1) — ovoce
(Mal d 1, Pyrcl) -

(Arah 1) “ a syndrom ,,celer — mrkev — pe-

Prup1, ofechy
lyn€k — btiza — koteni®.
Obrazek 8 ukazuje strukturu hlavniho

alergenu btizy — Bet v 1.

Ve velké cCasti ceskych domacnosti se setkdme s domacimi zvifaty. Proto také zvireci

alergeny patii mezi jedny z nejvyznamngéjsich. Nejsou jen kontaktnimi alergeny, ale diky

své snadné pfilnavosti k nejrizn&j$im povrchiim, prachovym ¢asticim apod. plsobi také

inhala¢ni potize.

K nejagresivnéj$im patii alergen koci¢ich koZnich Supin a slin. Tyto také pretrvavaji

velmi dlouhou dobu v prostiedi. Casté je v populaci i pozitivita na alergeny psa. Setkava-

me se s reakcemi na mysi, potkany, morcata, kon¢ atd.

Vybrané alergeny uvadim v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Nékteré zvifeci alergeny®

Neéktereé zvireci alergen

Druh Hlavni alergen

Kocka domaci Feld1

(Felis domestica)

Pes domaci Canfl,Canf2
(Canis familiaris)

Potkan Ratn1

(Rattus norvegicus)

4.1.3.Domaci alergeny

V minulosti se alergenové extrakty pfipravovaly ze sesbiraného domovniho prachu.
Témito byly provadény kozni testy a mnozstvi alergenu bylo udavéano jen pomérem jeho
fedéni. Bylo vSak jasné, ze se jedna o velice heterogenni smés nejriznéjsich antigenti. Poz-
déji se ukazalo, ze nejvyznamnéjsi slozku bytového prachu tvofi roztoci a plisné.

Alergeny roztocii se déli dle biochemické charakteristiky, aminokyselinovych sekvenci
a molekulové hmotnosti do nékolika skupin®® a i pro n& se uplatiiuji principy zkfiZené
reaktivity.

Plisiovou alergii mohou zpiisobovat bud’ spory plisni, které jsou diky své velikosti (10
um) snadno inhalovany, nebo jejich enzymy.

Nékteré vybrané alergeny uvadim v Tabulce 4.

Tabulka 4. Nekteré alergeny roztocii a plisnl«s)

Skupiny roztocovych alergeni

Skupina Hlavni alergen
Skupina 1 Derfl,Derpl,Eurm1, Derml
Skupina 2 Derf2,Derp2, Eurm2, Tyrp?2

Néktere alergeny plisni

Zdroj alergenii Hlavni alergen

Alternaria alternata Altal

Aspergilus fumigatus Aspfl
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4.1.4.Potravinové alergeny

Hlavnimi potravinovymi alergeny jsou proteiny (¢i glykoproteiny), vétsSinou kyselého
pH a molekulové hmotnosti 5 — 100 kD.©

Nejcastéji tvoii problémy bilkoviny kravského mléka, slepic¢iho vejce, lusténin, stro-
mové ofechy, obiloviny, ovoce, zelenina, ryby, korysi a nejriiznéjsi potravinova aditiva. U

ovoce a zeleniny nalézame Casto zkiizenou alergii s bfizou, ambrozii a latexem.

4.1.5.Jedy blanokridlych

Jedna se o smés proteind, peptidl, biogennich aminti a nizkomolekularnich latek (pte-
dev§im histamin, dale naptiklad melittin, apamin...). Rada téchto latek miZe vyvolavat
alergickou reakci a neztidka anafylakticky zachvat.

Ukazka alergent viz Tabulka 5.

Tabulka 5. Nékteré alergeny jedu blanokiidlych®

Neékteré alergeny jedu blanokiidlych

Zdroj alergenii Hlavni alergen

Apis melifera Apim 1, Apim 2, Api m 3

Vespula germanica Vesg 1, Vesg?2

4.1.6.VyuZziti alergenovych extraktu

Alergologie vyuzivala nejprve alergenni extrakty v surovém stavu, které obsahovaly
spektrum riznych alergennich latek spolu se spoustou neaktivnich substanci. Obsah ucin-
nych latek v nich obsazenych nebyl zpocatku tedy vibec sledovan a ptipravky byly defi-
novany jen zfedénim zakladniho extraktu. Pro leps$i specifikaci byly pak zavedeny tzv.
Noonovy jednotky ur€ujici mnozstvi alergenu v extraktu z ur¢it¢ého mnozstvi suroviny v
daném objemu extrakéni tekutiny. Pozdé&ji se zacalo pouzivat hodnoceni pomoci obsahu
proteinového dusiku (PNU).

Tyto metody vSak neumoziiovaly stanovit alergenni ucinnost takto pfipravenych ex-
trakt. Toho se dosahlo az diky modernim imunologickym a imunochemickym metodam,
které umoznuji sledovat skute€nou biologickou aktivitu extraktu reakci se specifickymi
IgE.®"

K urceni aktivity se pouzivaji metody jako je RAST ¢i ELISA a pomoci monoklonal-
nich protildtek mizeme urCit i mnozstvi hlavnich alergenli. Takto vySetfované extrakty

musi jiZ byt zbavené balastnich latek.
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Alergenové extrakty maji Siroké vyuziti v diagnostickych intradermalnich a predev§im
prick testech a zatim také pfi specifické alergenové imunoterapii. V dnesni dobé naléza
SIT uplatnéni zejména u pacienti postizenych alergickou rinitidou a u alergii na hmyzi
jedy. Nevyhodou SIT provadéné nativnimi alergenovymi extrakty je ale moznost vzniku
nezadoucich reakei (az po anafylaxi), moznosti navozeni dalsi senzitizace, ptipadné zhor-
Seni potizi.

Proto se objevuji snahy vyuzivat do budoucna spisSe modifikovanych nebo genovym

inZzenyrstvim pfipravenych alergent, aby se t¢émto nezadoucim reakcim zabranilo.

4.2. REKOMBINANTNIi ALERGENY

Pocatkem devadesatych let se zacaly v mnoha sférach uplatiovat rekombinantni tech-
nologie. V oblasti alergologie mohly byt na molekularni irovni determinovany spoustéci
alergenové epitopy a extrakty surovych alergenti se ukazaly jako smési mnoha majoritnich
a minoritnich alergent. Tyto technologie umoznily také prvni produkci samostatnych aler-
genovych molekul za pomoci bakterie Escherichia coli.

Dal$im pokrokem je tvorba modifikovanych alergenti s mirnymi obménami v fetézci.
Timto je pak dosaZeno sniZené alergenicity pii zachovani imunogenicity alergent. Ukazuje
se, predevsim pro budoucnost, velky vyznam rekombinantnich alergen pro vyzkumné
ucely, pro diagnostiku a terapii alergickych chorob, stejné tak i nasledné monitorovani jeji-

ho prabéhu.

4.2.1.Rekombinantni technologie

Rekombinantni technologie jsou souborem metodik, které vyuZzivaji rekombinantni
DNA bud’ k produkci bilkovin jinymi neZ piivodnimi organismy nebo k produkci genetic-
ky modifikovanych bilkovin, poptipadé organismu.

Rekombinantni technologie umoziuji komeréné produkovat velké mnozstvi rekombi-
nantnich proteinil, podobnych proteinim nativnim. Je moZné exprimovat pfirozené se vy-
skytujici izoformy méné reagujici s IgE, ménit IgE epitopy mistni mutageneze, pomoci
exprese velkych polypeptidii nebo fragmentd molekuly s uchovdnim epitopil, a tedy
schopnosti stimulovat T lymfocyty. (18)

Zékladni metodou je umélé vlozeni genu, ktery koduje pozadovanou bilkovinu (aler-

gen) do genomu producenta (bakterie, kvasinky). Nejdiive je nutné vytvofit rekombinantni
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DNA, kterd obsahuje klonovany fragment a tzv. klonovaci vektor (je schopen autonomni
replikace v hostitelském organismu). Nésledné se tato DNA vnese do hostitelské buiiky,
nejcastéji E. coli. Pro klonovani kratkych usekt (do 30 000 pb) lze vyuzit bakteriofagy ¢i
bakterialni plazmidy - viz Obrazek 9.

Imunostimulaéni Promoter (mdze byt
sekvence tkahove specificky)

Nukleotidova

sekvence
alergenu
Gen pro
ant.lhlohi?kou Stop signdl
rezistenci

Obrdzek 9. Plazmid pro DNA vakcinaci %

V dnesni dobé se zacinaji uplatiiovat nebo zkouset také dalsi zptisoby ,,upravy* alerge-
ni. Mzeme zminit napfiklad vyuziti fragmentace alergent, produkce izotopii se snizenou
kapacitou vazat IgE, vznik riznych derivati rekombinantnich alergent, uZiti adjuvans (ty-
rozin, aluminium — ke zpomaleni systémové absorpce) a dalsi.®”

Jednou z nov¢jsich technologii je naptiklad tzv. ,,mimotop* technologie. Mimotopy
jsou peptidy podobné haptentim, napodobuji vazebna mista pouze pro jeden druh IgE a
zamé&fuji se na blokujici protilatky proti IgE epitoplim. Zamysli se jejich aplikace v genera-

ci alergen specifickych vakcin. (e1)

Diky nové zavadénym technologiim se s nejvétsi pravdépodobnosti bude rozsifovat a
zdokonalovat uplatiiovani takto vzniklych struktur v Siroké praxi.
4.2.2.VyuZziti rekombinantnich alergenii ve vyzkumu

V rdmci vyzkumu nalézaji rekombinantni alergeny a technologie uplatnéni naptiklad
pii odhalovani zkiiZzenych reaktivit. Séra se preadsorbuji s danym rekombinantnim alerge-

nem a na zéklad¢ snizeni navazéani IgE mizeme odhadnout IgE epitopy spole¢né extraktu a
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rekombinantnimu alergenu. Takto mizeme také identifikovat molekulu (alergen), ktera
byla prvotnim senzitizujicim faktorem u pacientl s polyvalentni alergii.

Dale se vyzkum zaméfuje na blizsi charakteristiku oblasti alergenu zodpovédnych za
interakci s protilatkami za pomoci trojrozmérné struktury alergend a na presnou struktural-
ni analyzu interakci alergen-protilatka (IgE). Toto mtize byt zvlasté uzite¢né pro navrzeni
aktivni (indukce produkce blokujicich protilatek) i pasivni (saturace IgE protilatek jeste
pred vystavenim alergenu) terapie.(zz)

V poslednich letech se vyzkum soustiedi pfedevs§im na zvySovani bezpecnosti a speci-
fity alergenové imunoterapie. D&je se tak napiiklad redukci alergenni aktivity tvorbou de-
rivath rekombinantnich alergent, fragmentaci rekombinantnich alergenti, objevovanim

izoforem s redukovanou kapacitou vézat IgE protilatky. V

4.2.3.Vyutziti rekombinantnich alergenu v diagnostice

Driive se diagnostika precitlivélosti 1. typu opirala jen o alergenové extrakty, které do-
vedly pouze prokézat senzitizaci na dany alergenovy zdroj, neobjasiiovaly vSak, ktera mo-
lekula alergenu je za tuto reakci zodpovédna. Rekombinantni DNA technologie, pomoci
kterych dovedeme syntetizovat individudlni definované alergeny, umoznily rozpoznavat
tyto alergenni molekuly a diky tomu néasledng vybirat optimalni terapii.®

Rekombinantni alergeny ndm v mnoha aspektech mohou pomoci upiesnit diagnostiku
alergickych onemocnéni: je mozné presnéji kvantifikovat specifické IgE protilatky, zvysit
citlivost testli, pouzit alergeny riznych zdrojii v jednom testu a identifikovat konkrétni
alergen spoustéjici alergickou reakci. Pouzivaji se jak v diagnostice in vivo (mezi lety
1994-1995 byly poprvé rekombinantni alergeny uspésné pouzity v koznich testech®, a

predevsim pii uplatnéni in vitro metod.

Zvysena hladina celkového IgE nas mlZe nasmérovat k IgE-zprostiedkované alergii, a
pfitom mohou byt tyto protilatky zvySené z jiného divodu. Na druhou stranu se také mi-
zeme setkat se situaci, kdy celkové IgE neni vyrazné zvysSeno, ale prokazeme vysokou hla-
dinu specifickych IgE protilatek v séru.?”

Diagnostika alergie by proto méla zacit zjiSténim zdroje, ktery potize vyvolava (alerge-
novym extraktem nebo smési rekombinantnich alergenll) a pro upfesnéni byt doplnéna
meéfenim hladin specifického IgE proti individudlnim antigenim pomoci rekombinantnich

alergend.®?
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Pouzivani rekombinantnich alergenli v diagnostice ma piinos predevSim u pacientd,
ktefi jsou citlivi jen na malé mnoZzstvi alergenii. U polysenzitivnich pacientl se musi jednat
o ty, ktefi reaguji na imunologicky neptfibuzné alergeny, jinak miize dojit ke zkresleni vy-
sledki. @

Témito metodami lze tedy urcit, zda je pacient mono-, 0ligo- ¢i polyvalentni a na za-

kladé toho pak volit vhodny postup terapie (viz dale v textu).

Pomoci alergenovych extraktli mizeme vlastné jenom potvrdit/zjistit, zda pacient rea-
guje na néktery z alergentl obsazeny v ur¢itém zdroji. Uzitim rekombinantii diagnostiku-
jeme piimo konkrétni alergenovou molekulu, ktera alergickou reakci spousti — tzv. CRD
(komponent-resolved diagnosis) “ . Vyhodou CRD také je, Ze mizeme determinovat, zda
je pacient ,kosenzitizovany* k riznym alergeniim z riznych zdroji a nebo tzv. z angl.
,,Cross-senzitizovany®, tj. reagujici s jedinou alergenni determinantou obsazenou ve vice

zdrojich. To ma pak samoziejmée dopad pro naslednou zvolenou terapii.
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4.2.4.VyuZziti rekombinantnich alergenii v terapii

Specifickd imunoterapie je zaloZena na systémovém podavani vzrustajicich davek aler-
gent, na které je pacient precitlivély. Je indikovdna u nemocnych s prokdzanymi specific-
kymi IgE protilatkami ke klinicky zdvaznym alergeniim, u kterych alergické ptiznaky
opraviiuji k ¢asové narocnosti a riziku této 1éCby. Zamérem je navodit u pacienta dlouho-
dobou toleranci.

Bézné se provadi surovymi alergenovymi extrakty, které mimo smeési alergenii obsahu-
ji také nealergenni slozky. Takovato imunoterapie mtize vSak v nékterych ptipadech navo-
dit dal$i senzitizaci (alergeny obsazenymi ve smési, na které predtim pacient nereagoval) a
zhorseni potiii.m)

Historické zkuSenost ukézala, ze ocisténi alergenového extraktu od balastnich latek ve-
de ke zvySeni aktivity extraktu a terapeutického potencialu latky. Je to vSak provazeno
zvySenim rizika 1é€by a vyskytu nezddoucich ucinkt. Proto by se mél tento druh terapie
provadét pouze jednotlivymi konkrétnimi alergeny, které vyvolavaji u pacienta obtize, tedy
az po ptedchozim stanoveni kompletniho profilu IgE reaktivity pacienta rekombinantnimi
alergeny.

Pti zavadéni 1é¢by SIT v pripad€ polysenzitivnich pacienti pak je potteba pro klinic-
kou praxi rozliSovat, zda jde o kosenzitizaci nebo o zkfizenou reaktivitu. Tzv. kosenzitivni
pacient je precitlivély na n€kolik alergent z riznych zdrojl a potiebuje tedy SIT pro kazdy
zZ nich, na rozdil od zkiiZen¢ reagujicicho pacienta, ktery je alergicky na vice zdrojii praveé
kvili zktizené reakci proti stejné bilkovinné komponenté (panalergenu), obsazené v téchto
zdrojich.(zs) Z tohoto pohledu je pak pochopitelné velice dilezita spravna diagnostika, ke
které ndm mohou dopomoct opét rekombinantni alergeny.

Pomoci rekombinantnich technologii miizeme vyrobit vakciny, které piesné ,,padnou*
konkrétnimu pacientovi, ¢ehoz alergenovym extraktem nikdy nedosahneme.®

Vedle specifické alergenové terapie se zacinaji objevovat studie navrhujici nové zpi-
soby lécby €1 dokonce prevence alergickych chorob zaloZené na determinaci a Upravach
alergenovych struktur. Modifikované alergeny jsou charakterizovany snizenou alergenici-
tou a zachovanou imunogenicitou alergentl, proto by teoreticky bylo moZzno tyto proteiny
podavat ve vysokych davkach bez rizika degranulace mastocytli a se zachovanou aktivaci
T lymfocyta 9 €0 @0)

Zkousi se postupy zalozené na navozeni tolerance T lymfocytii nebo aplikace alerge-

novych vakcin jako prevence vyvinu alergie.
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Rekombinantni technologii je mozno ziskat IgE vazajici hapteny, které mohou vyvézat
receptory na efektorovych buiikach, popiipadé blokovat tvorbu IgE protildtek nebo rz-
nych cytokinﬁ.(zz)

Zkouma se také vakcinace pomoci DNA kodujici alergen (bylo prokézéano, ze vakcina-
ce alergen-kodujici DNA miiZze navodit alergen specifickou TH1 imunitni odpovéd’ a pie-
dejit tak vzniku alergie).®V

Dalsi strategii je vakcinace tzv. ,,mimotopem®, ktery diky své struktuie indukuje vznik
blokujicich protilatek.

Do budoucna ma tedy stale vétsi vyznam moznost produkce alergenovych derivata se

snizenou alergenicitou (ale zachovanou imunogenicitou) a tudiz minimalizace pravdépo-

dobnosti nezadoucich ucinkll v podobé anafylaktickych reakci.

4.2.5.Vyuziti rekombinantnich alergenii pfi monitorovani priibéhu terapie

Dalsi moznost vyuziti rekombinantnich alergenti se ukazuje v oblasti monitorovani
prabéhu terapie. (24)

Pii opakované dlouhodobé antigenni stimulaci T-dependentnim antigenem (jako pfi
SIT) dochézi k vyrazné 1gG4 protilatkoveé odpovédi.(gz)

Rekombinantni alergeny se zde uplatnuji pti sledovani prubéhu zmén hladin jak IgE,
tak IgG protilatek a tedy monitorovani imunologické odezvy na danou terapii. Obecné by-
va pozorovan pokles specifickych IgE protilatek a vzestup hladin specifickych IgG
(zejména IgG4) protilatek v pribéhu SIT, ale definitivni korelace pii pozorovani tohoto

jevu nebyla jesté prokézéna.(Zl)
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5. DIAGNOSTIKA ATOPIE

Z hlediska diagnostiky atopie nepostaci pouze pozitivita koznich - prick testt ¢i pritkaz
IgE protilatek v krvi, je tieba komplexnéjsi pfistup: znalost anamnézy, klinického obrazu
pacienta a tyto uvadét do souvislosti s vysledky koznich ¢i riiznych provokacnich testi a
také mnoha dnes dostupnych laboratornich vysetieni.

Diive se v praxi pouzivaly vyhradné rtzné typy koznich testii. Naproti tomu se
V dnesni dob¢ stale vice rozsifuji moznosti laboratorni diagnostiky alergickych onemocn¢-
ni, 1 kdyz nékteré kozni testy maji stale v rutinni praxi své opodstatnéni, a to predev§im
diky své jednoduchosti a nizsi cen¢.

Prioritou by méla byt vzdy spravna indikace vySetfeni, dilezité je spravné provedeni
odbéru a nasledné zpracovani vzorku a na zavér, samoziejmé, spravna interpretace vysled-

ka.
5.1.  INVIVO DIAGNOSTIKA

Diagnostika ,,in vivo*“ ma velky vyznam pfi zjistovani poruch imunitniho systému pa-
cientd jak v ordinacich, tak i na specializovanych pracovistich. Jedna se o metody, z nichz
nékteré se v l1ékarské praxi pouzivaji jiz desitky let. Vypovédni hodnota je vSak v mnoha
ptipadech ovlivnéna pouzitou technikou, zkuSenosti osoby provadéjici test, moznosti vzni-
ku falesné negativnich reakci, faleSnou pozitivitou vlivem zkiizenych reakci, a nebo do-
konce i placebo efektem. V budoucnu by mohly byt nékteré z téchto nedostatkd elimino-
vany pozivanim epitopl alergenli vyrobenych rekombinantni technologii a zvysit tak dia-
gnostickou hodnotu téchto metod.

V Tabulce 6 a textu je uveden zakladni ptehled pouzivanych metod se stru¢nou charak-

teristikou.

Tabulka 6. Prehled in vivo diagnostiky alergického onemocnéni.

KoZni testy:

Prick testy

Intradermalni

Epikutanni

Nazalni
Bronchoprovokacni
Spojivkové

Potravinové expozi¢ni testy

32



Diagnosticka eliminacni dieta (potravinové alergie)

5.1.1. KoZni testy

Kozni testy jsou zalozeny na posuzovani vzniku lokalniho edému, erytému ¢i pruritu.
Tyto vznikaji vlivem vazoaktivnich mediatort, které jsou po aktivaci mastocytii rychle
uvoliiovany. Kozni projevy zacinaji asi 5 minut po aplikaci alergenu, maxima pak dosahuji
mezi 10 — 20 minutami ®® po t¢, co se malé mnoZstvi standardizovaného alergenového
extraktu zavede do epidermis.

Principem této metody je aktivace koznich mastocytl zkoumanym alergenem tehdy,
jsou-li na jejich povrchu piitomny specifické IgE protilatky, na které se tento alergen vaze.
Vyhodou je moznost otestovani mnoha alergenti soucasn¢, coz napiiklad nelze v ptipadé
provokacnich testi.

Nejcastéji uzivanym a zakladnim testem v této kategorii je tzv. prick test, kdy se malé
mnozstvi alergenu zavadi do epidermis vpichem. Ostatni testy nevykazuji ve vypovédni
kvalité vii¢i tomuto vétsi vyhody. Velmi vhodné jsou prick testy pro inhalacni alergeny,
hmyzi jedy, ptipadné také pro potravinové alergeny.

Test je pomérné rychly a nenaro¢ny, senzitivita a specifita (dilezité je pouziti standar-
dizovanych alergenovych extraktt!) celkem vysoka (80 — 90 %33 (33)). Stale vsak plati, ze
pozitivni vysledek neznamend potvrzeni alergie.

Epikutanni testy jsou dosud nepiekonanou metodou v diagnostice kontaktni alergie.
Jedna se o mikroexpozici v alergologické neiritativni koncentraci latky. Interpretace téchto

o w . 4 4 6
testll vyzaduje znacnou zkusenost.®

5.1.2.Provokaéni testy

Provokacni testy v podobé oralnich expozi¢nich a eliminacnich testli se pouzivaji
v diagnostice potravinovych a Iékovych alergii Casto, naproti tomu testy s inhala¢nimi
alergeny spiSe zfidka — z divodi bezpecnosti, miry senzitivity a specifity, a predevsim
vyhodnosti koZnich testil a laboratornich vysetfeni. VE&ts$i vyznam tedy maji, jak jiz bylo
feCeno, pii zjiStovani potravinové alergie, kdy je za ,zlaty standard*“ povazovan dvojité
slepy, placebem kontrolovany test a cilem je odhalit provokujici potravinu ¢i jeji slozku. Je
vSak nutno brat v ivahu moznost nahlé nebezpecné systémové reakce a dodrzovat proto u
téchto testd urcita opatfeni a postupy (piekracuji vSak ramec této prace a tudiZ je nebudu
zminovat). Z dalSich provokacnich testi se pouzivaji o¢ni (spojivkovy), nosni a takzvané

nespecifické provokacni testy inhalaci histaminu, acetylcholinu nebo metacholinu.
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5.1.3.Diagnosticka elimina¢ni dieta

Zajimavym postupem je diagnosticka eliminacni dieta, ke které pfistupujeme na zakla-
d¢ podezieni vyplyvajiciho z anamnézy ¢i koznich testli. Vylou¢ime nejvice alergizujici
potraviny a také ty, které jsou bohaté na potravinarska aditiva nebo farmakologicky ucinné
latky. Po 10-ti az 14-ti dnech takové diety Ize pfistoupit k expozi¢nim testiim. V pripadech,
kdy ani po téchto dvou tydnech nedoslo ke zklidnéni obtizi, je nutné zvazit, zda se nejedna
o ptiznaky zpusobené naptiklad inhala¢nimi alergeny nebo dokonce o piiznaky zcela od-

lisného onemocnéni, &

5.2.  INVITRO DIAGNOSTIKA

Diagnostika in vitro umoziuje prokazovat bunky a/nebo mediatory alergického zanétu.
Pro jednotliva stanoveni je k dispozici celd fada metod, které ovSem mohou mit riznou
vypovédni hodnotu a to i dnes, kdy jiz mame nejriznéj$i moderni technologie pro zajisténi
co nejpresnéjSich a nejspolehlivejsich vysledkt. Bohuzel, zatim stav, kdy by byly vysledky
vSech laboratofi zaménitelné, spravné a spolehlivé, neexistuje.

Tabulka 7 ukazuje ptehled laboratornich diagnostickych metod, z nichz n¢které¢ budou

nasledné¢ pfiblizeny v textu.

Tabulka 7. Prehled in vitro diagnostiky atopickych onemocneéni.

Stanoveni hladiny protilatek:
Celkové IgE
Alergen-specifické IgE

Detekce uvolnéni medidtorii po expozici alergenu:

Uvolnéni histaminu
CAST (Cellular Alergen Stimulation Test)

Stanoveni mediatornu v télesnych tekutinach:

ECP

Aktivace bunék po expozici aler

Aktivace bazofilu
5.2.1.Stanoveni eozinofilie

Stanoveni eozinofilie miize byt prvnim ukazatelem na alergické onemocnéni, nebot’ pfi
prevaze TH2 odpovédi je zvysSend produkce IL-5, ktery ovliviiuje diferenciaci a efektorové

funkce eozinofilii a prodluZuje jejich pfeZivani.
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Eosinofily tedy vznikaji z kostni dien¢ pod vlivem GM-CSF, IL-3 a zminiovaného IL-5.
Maji vétsSinou dvoulalo¢naté jadro a velikost okolo 8 pm. Jsou efektorovymi buiikami za-
nétu, které uvoliuji rizné mediatory a cytotoxické proteiny ze svych granul. Jejich polocas
zivota u zdravych lidi je asi 18 — 20 hodin a hladiny by se mély pohybovat pod 350/mm3.
Vyssi hladiny jsou jiz povazovany za lehkou eozinofilii, 1500 — 5000/mm3 za stfedni eozi-
nofilii a hodnoty nad 5000/mm3 za z&vaznou.

Eozinofilii miZeme stanovovat optickymi metodami at’ uz analyzatorem nebo manual-

nim diferencialem.

5.2.2.Stanoveni celkového IgE

Ur¢it hladinu celkového IgE je dnes mozno pomoci nékolika laboratornich technik. Jen
u nékolika nejkvalitnéjsich je vSak dosazena prahova citlivost kolem 0,5 kU/I s optimalni
ptesnosti v rozsahu 7,5 — 50 kU/I. Toto nesmime opomenout pii vySetiovani novorozencti
a malych déti (normalni jsou hladiny novorozenct do 0,7 kU/I), naopak u dospé€lych je
jesté nutno séra fedit. (33)

Obecné, velmi vysoké hladiny maji osoby, které jsou postiZzeny polyvalentni alergii
proti vice alergentim a maji riznorod¢ alergické symptomy, na rozdil od pacientl alergic-
kych jen proti jednomu alergenu a navic s pouze jednoorganovym postizenim. Déale musi-
me brat v tvahu to, ze pokud byla stanovena normalni hladina celkového IgE, nemizeme
jesteé toto posuzovat jako vylouc€eni alergického onemocnéni.

Co se ty¢e metod, pouZivaji se imunoenzymatické postupy jako je EIA (Enzymo Im-
muno Assay), jejimz zdkladem je navazani komplexu protilatky a molekuly enzymu (kie-
nova peroxidaza, ptipadné alkalicka fosfataza) na IgE vySetfovaného séra. Pomoci substra-
tu, ktery je pak ptidan a enzymem S$tépen na barevné produkty, reakci detekujeme a kvanti-
fikujeme méfenim absorbance s porovnanim k standardnimu vzorku.

Jinou mozZnosti je FEIA (Fluoroenzymoimunoanalyza). Zde jsou protilatky konjugova-
ny s enzymem [-galaktozidazou. Enzym pak opét pfeméiuje fluorescenéni substrat na de-

tekovatelny fluorescen¢ni produkt.

5.2.3.Stanoveni specifického IgE

Stanoveni hladiny specifického IgE (sIgE) je jednou z dnes nejpouzivanéjSich metod v
diagnostice ptecitlivélosti I. typu. Miizeme tak stanovit pravdépodobny konkrétni alergen,
ktery vyvolava u pacienta obtize, a prokdzana pfitomnost nebo nepiitomnost alergen speci-

fickych IgE je vyznamnou soucasti diferencialni diagnostiky alergického onemocnéni.
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Dnes pouzivané testy vychézeji z metody RAST (RadioAlergenoSorbent Test) vyvinuté
v roce 1967 Widem, Bennichem a Johanssonem, jejiz princip je nasledujici: Alergen véza-
ny v nitrocelul6zovém nosici je inkubovan s vySetfovanym sérem a dojde tak k vazbé spe-
cifického IgE ze séra na papirovou pevnou fazi. Poté nasleduje promyti a provede se druha
inkubace s protilatkou proti IgE. Ta je znagena izotopem jodu I'*°. M&fime pak radioaktivi-
tu navdzanou na nosic, ktera je tedy pfimoumeérna mnozstvi specifického IgE ve vysetio-

vaném séru. Schematické znazornéni ukazuje Obrazek 10.

@ Alergen vazany v nitrocelulézovém nosici
@_ Navazani IgE z pacientova séra

Znacena sekundarni protilatka

Obrazek 10. RAST metoda

Dnesni techniky jsou spiSe zalozené na neizotopovém znaceni sekundarni protilatky.
Pouzivaji riizné alergeny, znacici enzymy, substraty i systémy detekce. Maji tedy sva
vlastni kritéria pro hodnoceni a interpretaci vysledkii. Dalsi inovaci oproti RAST testu je
pouziti trojrozmérné struktury pevné faze, kdy je vazba alergenu na nosi¢ daleko mohut-
n¢jsi. Tento systém pouziva technologie uvedena na trh v roce 1992 - ImmunoCAP firmy
Pharmacia - a pozd¢ji zavedena metoda UniCAPTM, ktera je dnes povazovana za ,,zlaty
standard* ve stanoveni specifického IgE.(35)(36)

Poskytuje dostate¢nou citlivost pro stanoveni i velmi nizké koncentrace IgE protilatek
— rozsah méfeni je od 0,35 kU/I do 100 kU/1 ve vztahu ke standardizaci vuci referenénimu
vzorku WHO 75/502 pro IgE. Specifické IgE z vySetfovaného séra se navazi na anti-IgE
Vv celul6zovém polymeru. Pak se pfidaji monoklonalni IgE protilatky znacené [-galakto-

zidazou a dojde k jejich vazbé na IgE séra. Pfidanim fluorescencniho substratu dochézi
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k jeho enzymatické pfemén¢ a nasledné detekujeme a hodnotime fluorescenci vzniklého
produktu. Tato metoda byla pouzita pravé pro testovani v této praci. Také stanoveni sIgG
(resp. IgG4) pro klinickou ¢ast rigordzni prace bylo provedeno touto metodou.

Z dalSich metod pro stanoveni IgE miizeme zminit napiiklad syst¢tm EUROLINE EU-
ROIMMUN AG, ktery pouziva stripy, které se po reakci s enzymem (zde alkalické fosfa-
tdza) zabarvi, pficemz intenzita odpovida hlading specifického IgE.

RISA (Ring-Immuno-Sorbent-Assay) DYNEX je technologie vyuzivajici mikrotitra¢ni
desti¢ku, jako substrat p-nitrophenylphosphate a fotometrické vyhodnoceni.

AlaSTAT je metoda, kde se alergen s IgE vaze v roztoku a az tento komplex se vaze
pomoci avidinu na pevnou fazi. V tomto ptipad¢ stanovujeme specifické IgE kolorimetric-
ky.

Na podobném principu je zaloZen také syst¢ém IMMULITE® 2000 DPC, vyhodnoceni
je chemiluminiscen¢ni.

Tyto ptiklady potvrzuji riznorodost postupi, ¢inidel a metod detekce a tedy i riizna kri-
téria pro hodnoceni vysledkl. Z toho vyplyva, Ze konecné cisla hladin specifické¢ho IgE
maji spiSe relativni nez absolutni charakter. Proto byla také provedena spousta studii na

validaci téchto postupu a urceni tak onoho ,,zlatého standardu®.

5.2.4.Dalsi metody

Mezi dal§i metody patii test uvolnéni histaminu, ktery se fadi spiSe mezi metody druhé
volby ¢i metody pro vyzkumné ucely a to vzhledem k vysoké cen€ a narokiim na vybaveni
laboratote. Provadi se ELISA nebo RIA technikou s vyuZitim monoklonalni protilatky pro-
ti histaminu.

Eozinofilni kationicky protein (ECP) je vyuzivan v diagnostice bronchialniho astmatu,
alergické rymy a rovnéz u atopické dermatitidy. Pfi tomto stanoveni je potieba dodrzet
zvlastni podminky odbéru (podle®?”). Stanoveni se pak provadi metodou RIA, FEIA &i
chemiluminiscencné.

Test aktivace bazofilii po stimulaci antigenem - pouziva se prutokova cytometrie (nej-
castéji BASOTEST®). Tato metoda je zaloZena na stanoveni exprese CD63 na bazofilech
nesoucich IgE, jejiz mira koreluje prave s jejich degranulaci.

Z dalSich metod druhé volby a metod, u kterych prevazuje vyzkumné vyuziti, stoji za
zminku stanoveni hypodenznich eozinofilli, jez ma vyznam u pacientli s asthma bronchiale
a alergickou rymou, dale stanoveni specifického 1gG4 u pacientid s atopickou dermatitidou

a k monitorovani pribéhu specifické alergenové imunoterapie.
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Jak jiz bylo naznaceno, obecné plati, Ze je nutné laboratorni metody vzdy posuzovat
komplexné s ohledem na vysledky dalSich vySetfeni a klinicky stav pacienta, vysledek po-
rovnavat s klinickym nalezem a brat v tvahu moznost vlivu zktizené reagujicich alergent

a mnoha dalSich faktori, které by mohly kone¢nou diagnozu ovlivnit.

53. POROVNANI KOZNICH TESTU A IN VITRO METOD

Na prikladu protilatky IgE, kterd byla posledni objevenou a definovanou ttidou rodiny
imunoglobulint, mizeme ukazat, jak se medicina poslednich 40ti az 50ti let stale vice opi-
rd o poznatky zakladniho biomedicinckého vyzkumu. Pied objevem této molekuly jiz pou-
zivali 1ékati surové alergeny z rostlin ¢i zvitat pro diagnostické a 1é¢ebné postupy, ackoli
jesté neznali podstatu mechanismu jejich biologického uginku.®”

V minulosti bylo tedy mozné demonstrovat ptisobeni IgE protilatek pouze koznimi tes-
ty, a ne je izolovat ze séra a urcitymi postupy prokazat jejich pfitomnost. Jednou z prvnich
metod, ktera umoznila prokazovat hladiny IgE v séru (a ze které vychazeji i dnesni pouzi-
vané metodické pristupy pro stanoveni IgE), byla radioimunoanalyza (metoda RAST - viz
vyse). Senzitivita této metody ve srovnani s diagnézou pomoci koznich testl byla vysoka,
ale ztracela na speciﬁté.(gs)

Soucasné metody jsou vSak v tomto ohledu a mnoha dalSich podstatné vylepsené:
Zvysuje se kapacita pro mnozstvi vazané protilatky, zlepsuji se pouzivana detekéni Cinidla,
zkracuje se inkubacni doba, ziskdvame kvantitativni a ne pouze kvalitativni vysledky. Také
je v ptipad¢ in vitro diagnostiky znemoznén fale$né pozitivni vysledek v disledku placebo
efektu, ktery mnohokrat zkresluje in vivo testy. Moderni metody maji vysoky stupen auto-
matizace a pro detekci jiz nevyuzivaji radioaktivni izotopy jako metoda RAST, nybrz jsou
zalozeny na reakci enzym-substrat. Naproti témto vyhodam stoji vSak vysoka cena vyset-
feni a vysoké finan¢ni naroky na pfistrojové vybaveni.

Z pohledu koznich testl je zase dulezité, aby byly provadény a spravné vyhodnocova-
ny erudovanou osobou, ale ndklady na jejich provedeni nejsou tak finan¢n¢ naro¢né. Dalo
by se tedy fici, Ze tvofi jakousi prvni linii, kterd je pak, je-li tfeba, na zaklad¢ jejich vy-
sledkli doplnovana a zptesiiovana laboratornimi technikami a neméla by se jejich infor-
macni hodnota podceniovat.

Z vyse uvedeného vyplyva nasledujici obecny postup. Na zakladé vysledki in vivo tes-
ta se dopliluje a zptesnuje pacientiiv imunologicky profil pomoci in vitro prostiedku, pti-

cemz je dulezita senzitivita a specifita pouzivanych metod, jejich dosazitelnost a pouzitel-
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nost v praxi a bezpec¢nost pro pacienta v souladu s vysokou vypovédni hodnotou a rovnéz

zohlednénim ekonomickych aspekta.
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6. TERAPIE ALERGICKYCH CHOROB

Imunopatologickou podstatu alergickych onemocnéni nebylo mozno az donedévna te-
rapeuticky ovlivnit. Pomoci 1ékli a Gipravou zivotniho stylu (eliminaci kontaktii se spousté-
jicim alergenem) je mozné udrzet onemocnéni v klidovém stavu, kdy je pacient bez pfi-
znakd. V poslednich letech do terapie pronika tzv. specificka alergenova imunoterapie
(SIT), kterou, jak se ukazuje, je mozné navodit u pacienta trvalou toleranci k danému aler-
genu. Znamena vsak spolupraci 1ékafe a pacienta po nékolik let.

Velky vyznam pro dosazeni dobrého vysledku ma kvalitni, v¢asna a spravna diagnosti-
ka, zahéjeni adekvatni terapie a spoluprace pacienta pti 1€¢bé a dodrzovani podptirnych
opatfeni.(e)

Zde je uveden souhrn zdkladnich principt 1€¢by alergickych onemocnéni (upraveno
dle©E)@)

6.1. REZIMOVA OPATRENI A PODPURNA TERAPIE

Zamezeni kontaktu s alergenem
e Je mozné u potravinovych a 1ékovych alergii, u kontaktnich alergickych ekzé-
mu.
e U pylovych alergii je vhodna klimaticka 1é¢ba v dob¢€ potizi na horach nebo u
mofe (posunuté vegetani obdobi), sledovani pylové informacni sluzby.

e Patii sem také zdkaz koufeni nebo eliminace domadcich zvitat a dalSich zdroja

alergenli v domacnosti alergika.

Podpiirna lécba
e Uprava denniho rezimu
e Thalasoterapie

e Speleoterapie
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6.2. FARMAKOLOGICKA LECBA

6.2.1.Preventivni terapie

Preventivni terapie zahrnuje léky, které jsou podavany kazdodenné¢ a dlouhodobé
s cilem dosahnout kontroly alergického stavu. Jsou to latky potlacujici alergicky zanét,

tlumici hyperreaktivitu bronchii, ptipadné bronchodilatancia a dal$i pomocné 1éky.

Kortikoidy pro inhalacni, dermalni a nazalni podani

/beklometazon, budesonid, flutikazon, flunizolid, mometazon/

Kortikosteroidy jsou v soucasné dobé nejpreferovanéjSimi protizanétlivymi léky pro
1é¢bu perzistujiciho astmatu vSech stupiiti zavaznosti. S vyhodou je pouzivame v lokalnich
formach u terapie stfedné tézké a tézké alergické rymy. Studiemi byla demonstrovana je-
jich G¢innost na zlepSeni plicni funkce, snizeni bronchidlni hyperreaktivity, redukci piizna-
ki, redukci frekvence a tize exacerbaci a zlepSeni kvality zivota. Vzhledem k lokalni apli-

kaci jsou jejich systémové a nezddouci u¢inky minimalni.

Systémové kortikoidy

/prednison, methylprednisolon, prednisolon/

V nékterych ptipadech je nutnd dlouhodobé lécba peroralnimi kortikosteroidy pro do-
sazeni plné kontroly téZkého perzistujiciho astmatu, ale jeji pouziti je omezeno rizikem
vyznamnych nezadoucich G€inkl. Kdykoliv je to mozné, méla by byt dlouhodoba 1é¢ba
peroralnimi kortikosteroidy podavéna v jedné ranni davce kazdy den nebo obden. Tim je
obecné umoznéno dosdhnout dostatecné kontroly astmatu a minimalizovat nezddouci sys-

témové ucinky.

Kromony

/kromoglykat sodny, nedokromil/

Pfesny mechanismus ucinku neni plné objasnén. Tyto nesteroidni protizanétlivé 1éky
inhibuji uvolnéni mediatort zprostiedkované IgE z lidskych Zirnych bunék a maji bunécné
selektivni a mediatorové selektivni supresivni U€inek na ostatni buiiky zanétu (makrofagy,
eozinofily, monocyty). Vyuzivaji se nejcastéji v topické formée k 1é¢b¢ alergické konjunk-
tivitidy a alergické rymy s vyhodou u déti, ptipadné preventivné u lehkého perzistujiciho

astmatu.
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Methylxantiny

/ theofylin, aminofylin/

Retardované formy teofylinu a aminofylin podavané dlouhodobé mohou byt G¢inné v
kontrole ptiznakt astmatu a zlepSeni plicni funkce. Dochazi k odstranéni no¢nich ptiznakt
astmatu, které pretrvavaly i pfes pravidelnou protizanétlivou 1é¢bu. Teofyliny jsou téz pou-

zivéany jako aditivni bronchodilatancia u pacientt s tézZkym astmatem.

Inhalaéni beta 2- sympatomimetika s dlouhodobym u¢inkem

/klenbuterol, salmeterol, formoterol, prokaterol/

Inhalaéni B2-mimetika s dlouhodobym uc¢inkem jsou bronchodilatacni 1éky, relaxuji
hladké svalstvo dychacich cest, zlepSuji mukociliarni clearence, snizuji vaskularni permea-
bilitu a mohou modulovat uvolnéni medidtort z zirnych bunck a bazofild. Jejich ucinek
trva nejméné 12 hodin. Protoze dlouhodoba 1é¢ba inhalaénimi f2-mimetiky s prodlouze-
nym ucinkem nema vliv na perzistujici zanétlivé zmény u astmatu, mély by byt tyto 1éky
vzdy kombinovany s inhalacnimi kortikosteroidy. Proto se s vyhodou vyuzivaji fixni kom-
binace téchto 1¢kii (flutikason propionat + salmeterol, budesonid + formoterol). Dalsi vyu-
ziti nalézaji jako prevence pted ndmahou indukovanym bronchospazmem, kdy pfinaseji

delsi ochranu nez B2-mimetika s kratkodobym ucinkem.

Peroralni beta 2- sympatomimetika s dlouhodobym t¢inkem

/salbutamol, terbutalin a bambuterol/

Peroralni f2-mimetika s dlouhodobym t¢inkem zahrnuji pomalu se uvoliujici 1€kové
formy, které nepfinaseji oproti inhalaéné podavanym formam vyrazné vyhody ani vyssi

uéinnost.

Antileukotrieny

/montelukast, zafirlukast, zileuton, tenidap/

Mezi antileukotrieny fadime antagonisty receptoru pro cysteinylové leukotrieny (mon-
telukast, zafirlukast) a inhibitory 5-lipoxygenazy (zileuton).

Inhibitory 5-lipoxygenazy blokuji syntézu vSech leukotrienti, zatimco antagonisté leu-
kotrienového receptoru blokuji receptor pro cysteinylové leukotrieny hladkych svala dy-
chacich cest a ostatnich buné€k, a tim inhibuji u¢inky téchto leukotrienli uvoliiovanych z

zirnych bunék a eozinofill.
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Vysledkem tohoto mechanismu je maly bronchodilata¢ni uc¢inek a redukce broncho-
konstrikce indukované alergenem nebo namahou. Existuji také doklady o urcitém protiza-
nétlivém Uc¢inku.

Jsou vhodné k soucasné 1écbé alergicke rinitidy a bronchialniho astmatu.

Antagonisté H1 - receptorii

Pivodni 1éky s antihistaminovym uc¢inkem (prvni generace) vykazuji kromé protialer-
gického ucinku je$té silny ucinek sedativni /bisulepin, klemastin, dimetinden, ketotifen/.
Druha generace /cetirizin, loratadin/ tento vedlejsi ucinek nema a generace tieti vykazuje
navic protizanétlivé a imunomodulaéni ptisobeni /levocetirizin, desloratadin/. Zvlastni po-
staveni ma antihistaminikum prvni generace ketotifen, ktery ma také slabé imunomoprofy-
laktické ucinky.

Antihistaminika podavame intermitentné¢ symptomaticky nebo dlouhodobé profylaktic-

ky naptiklad u pacientii se sezonni nebo celoro¢ni rymou.

6.2.2. Ulevova, rychle i¢inna lé¢ba

Inhala¢ni beta 2- sympatomimetika s rychlym nastupem ucinku

/salbutamol, fenoterol, terbutalin/

Inhalaéni B2-mimetika s rychlym nastupem ucinku jsou léky volby pro 1é¢bu akutni
exacerbace astmatu nebo jako preventivni 1é€ba pfed ndmahovou dusSnosti. ZvySené uziva-
ni nebo dokonce kazdodenni uZivani inhala¢nich B2-mimetik s rychlym nastupem u¢inku
je varovnym znamenim zhorSeni astmatu a ukazuje na potfebu nasazeni nebo zintenzivnéni

pravidelné protizanétlivé 1écby.

Anticholinergika

/ipratropium bromid, oxitropium bromid/

Antagonisté muskarinovych receptort, které pouzivame jako inhalacni bronchodilatan-
cia; blokuji ucinek acetylcholinu uvoliiovaného z cholinergnich nervii v dychacich cestach.
Blokuji také bronchokonstrikéni reflex vyvolany inhala¢nimi iritancii. Nepotlacuji vSak
¢asnou ani pozdni alergickou odpovéd’ a nemaji Zadny Uc€inek na zanét dychacich cest. U
astmatu maji inhala¢ni anticholinergika mensi bronchodilatacni G¢inek nez inhala¢ni (2-

mimetika a v§eobecné maji pomalej$i ndstup ucinku.
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Pouzivaji se bud’ v kombinacich, nebo jako alternativa pro nemocné, kteti zazili vyskyt
nezadoucich G¢inkl B2-mimetik s rychlym ndstupem ucinku (tachykardie, arytmie a tre-

mor).

Ostatni
Kortikoidy ke zvladnuti akutnich stava p.o., i.v.

Neselektivni sympatomimetika — akutni stavy /adrenalin, efedrin/

6.3. KAUZALNI TERAPEUTICKE POSTUPY

6.3.1.Specificka alergenova imunoterapie

Specificka alergenova imunoterapie (SIT) je postup, pii kterém se do organismu aler-
gika vpravuji v pravidelnych ¢asovych intervalech pfedem definované davky terapeutické-

ho alergenu, na ktery je tento pacient piecitlivély. Cilem je snizit reaktivitu organismu na

konkrétni alergen zasahem do regulacniho piisobeni T lymfocytﬁ.(4l)

(42),(43)

SIT je jedinym 1é-
¢ebnym postupem zasahujicim do imunologické podstaty atopie a m¢la by byt uzita
vzdy, kdyZ jsou splnéna indikaéni kritéria a nejsou pfitomny kontraindikace. U nékterych
pacienti ma schopnost zabranit naslednému rozvoji astmatu. Casto je kombinovéana
S ostatnimi 1éCebnymi postupy (viz vyse).

Princip

SIT zasahuje do imunopatologického procesu na urovni regulaénich TH lymfocytl a
produkce riznych cytokinti a jak se ukazuje, plsobi také piimo na antigen-prezentujici
bunky. (44) Modifikuje se bunécna 1 latkova odpovéd na alergen, roste pomér TH1/ TH2 a
jsou indukovany alergen specifické regula¢ni T lymfocyty (Treg).

Pii pravidelné a dlouhodobé aplikaci alergenu dochazi k jeho zpracovani bunikami pre-
zentujicimi antigen (monocytomakrofagova fada) a jeho predkladani T buiikdim. Monocy-
ty, makrofagy, B 1 T lymfocyty produkuji ve zvySené mite predevSim IL-10, ktery spolu
s TNFP indukuje vétsi hladiny Treg lymfocytli a pfesmyk imunoglobulinové podtiidy k
lgA, 19G1 a 1gG4."” Schéma uvadi Obréazek 11.

Vzestup IL-10 rovnéZ inhibuje prozanétlivé cytokiny a svym supresivnim uc¢inkem se

, NETT ; oxi iy 4
vyrazné podili na navozeni tolerance vii¢i pfi¢innému alergenu.( %)
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Dochazi ptitom k potlaceni tvorby alergen-specifickych IgE protilatek a ke zvySeni

produkce ptedevsim subpopulace IgG4.(46) Tyto ,,blokujici“ protilatky brani interakci aler-

genu s IgE na povrchu Zirnych bunék a tim spusténi alergické reakce. 1 2
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Obrazek 11. Specificka alergenova terapie — schéma”
Aplika¢ni formy

Alergenovou imunoterapii je mozno podavat v injek¢éni subkutanni formé nebo sublin-
gualn¢, pti¢emz injek¢ni aplikaci ddvame zatim vzdy prednost tam, kde je to mozné. Na-

salni forma u nas neni uzivana.

Nezadouci ucinky

Pti dodrzeni postupti lege artis je SIT standardizovanym alergenem obecné povazovana
za bezpe€nou. Zavazné nezadouci reakce byvaji zavinény chybnym postupem pii vedeni a
aplikaci. Zékladnim pravidlem je 30 minutové pozorovani pacienta po s.c. aplikaci vakci-
ny.

Nezadouci reakce se muze vyskytnout kdykoliv, Castéjsi je vSak v inicialni fazi,
Vv pfipad€ pouzivani vodnych extraktii, po s.c. aplikaci nebo pokud jsou pouzivana alterna-

tivni zrychlena schémata (rush, clustery)."“?
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Mistni reakci byva lokalni zarudnuti, otok a bolestivost v misté vpichu, u sublingualni
aplikace svédéni oralni sliznice, pocit oteklého jazyka.

Piipadné celkové reakce se vétSinou dostavi béhem nékolika minut a zahrnuji nespeci-
fické obtize jako bolesti hlavy, svall, unava, a dale potize specifické od rinokonjuktivitidy,
pfes riznou miru astmatickych zachvatl az po angioedém, a anafylaktickou reakci (hypo-

’ v ~ (49
tenze, exantém, bronchospasmus, alterace Vedoml).( )

U¢innost a hodnoceni pribéhu SIT

Utinnost SIT byla prokazana pfi 16¢bé alergické rinitidy, konjunktivitidy a osvéd¢ila se
pti 1éCbe zavazné celkové alergické reakce na jed blanoktidlého hmyzu.(4l)

Hodnoti se vétSinou 1x ro¢né, ve stejném obdobi. Sledujeme klinicky stav a spotiebu
ulevové medikace, méfime skoré symptomii.

Moznym nastrojem pro sledovani ucinku SIT se ukazuje byt monitorovani jejiho pri-
b&hu pomoci modernich laboratornich technik a stanoveni specifickych protilatek. Pii 1é¢-
bé pozorujeme in vitro zpocéatku nartst sIgE, dale pak jeho nasledny pokles. 1-2 roky po
zahajeni terapie dochazi k nartstu sIgG (predevsim podtiidy 1gG4).(49)

Alergenovou terapii lze povazovat za uspésnou, pokud dojde k 10-100nasobnému zvy-
Seni specifickych 1gG4.5?

Pro zhodnoceni je tifeba u pacienta samoziejm¢ sledovat soucasné klinicky efekt, pro-
toze se zde nevyskytuje jasna korelace mezi klinikou a laboratornim nalezem.

Pokud nedojde ke klinickému zlepseni do 2 let od zah4jeni aplikace, SIT se ukoncuje
jako neucinna.

Terapeuticky efekt je variabilni a zavisi na diagnoze, druhu vyvolavajiciho alergenu,
délce trvani nemoci a jeji tizi, celkovém stavu pacienta a také na volbé terapeutického
alergenu, kvalit¢ provedeni a spolupraci pacienta. Aplikace SIT se tedy doporucuje jen
v n¢kterych piipadech, velky vliv hraje, zda je pacient mono nebo polyvalentni alergik.

Vyhodou byva vcasné zahajeni alergenové imunoterapie, kdy tak ¢asto miizeme zabra-

nit dalSimu rozvoji onemocnéni a vzniku komplikaci.

Vakciny
Alergenovou imunoterapii vzdy indikuje a tidi alergolog. Lécba by méla byt celoro¢ni
a to 1 pro sezonni alergeny. Podminkou je dostatecna doba 1écby (3-5 let) a dostatec¢na kon-

centrace alergenu k dosazeni ucinné celkové davky alergenu. K zajisténi optimalni ucin-
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nosti je vhodné omezit uzivani smési alergeni v jedné vakcing, zdsadné nemichat nepfi-
buzné alergeny a u ptibuznych alergentt minimalizovat pocet slozek ve smési.

Také by se mél dodrzovat postup, aby byla terapie provadéna vakcinami téze firmy,
kterou byla provedena diagnostika. Produkty rtiznych spolecnosti se lisi, dokonce ani rtizné
Sarze stejného vyrobce nemusi byt srovnatelné alergenové extrakty.(zg)

Modernéjsi vakciny uzivaji bud’ rekombinantni alergeny, které odpovidaji alergenim
pfirozenym, nebo modifikované molekuly alergenti se snizenou alergenicitou a zachova-
nou imunogenicitou. Mizeme tak dosdhnout sniZzeni vedlejSich reakci oproti imunoterapii
provadéné ptirozenymi alergenovymi extrakty, které mohou byt navic kontaminovany
alergeny z jinych zdroji a navozovat novou IgE reaktivitu. Kromé toho nékteré studie do-
kazuji vyvolani dokonce silnéjsi 1gG4 odpovédi pii aplikaci vakcin takovychto derivati

rekombinantnich alergentli oproti pouziti pylového extraktu.®?

6.3.2.Dalsi metody

Zatim komer¢né nedostupnou moznosti pro 1é¢bu nebo spise prevenci vzniku alergic-
kého onemocnéni, jsou nékteré dalsi postupy zalozené na principu antigen specifické imu-
noterapie.

Nekteré studie se zabyvaji napiiklad chemicky modifikovanymi alergeny (tzv. alergoi-
dem), které by umoznovaly bezpe¢né podavani vysokych davek alergenu. Zatim je ve fazi
vyzkumnych studii, zda bude tato forma pfinosem.(SZ)(zg)

Ve vyzkumu (viz Obrazek 12) je také podavani profylaktickych vakcin u predispono-
vanych déti jeste pred inicidlni senzitizaci k nékterému z alergenti a tak moZznost zabranéni
pozdéjSimu vyvinu alergie.(53)

Dale se studuje moznost navozeni tolerance T lymfocytli za pouZiti rekombinantnich

hypoalergennich derivata kritickych alergent 63)
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Obrdzek 12 Schéma nékterych metod 2

Obrazek schématicky Zachycuje(53):

a) Specificka alergenova imunoterapie
b) Profylakticka vakcina

¢) Navozeni tolerance T lymfocytl

Vsechny tyto metody jsou zavislé na identifikaci relevantni alergenové moleku-
ly/epitopu, tedy poznani co nejptesnéjSiho alergologického profilu pacienta. Stejné tak
jejich realizace se bude opirat o postupy genového inzenyrstvi a tvorbu Cistych, ptipadné

modifikovanych terapeutickych extraktd.®
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7. PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti se zabyvam stanovenim specifického IgE proti alergenim pylu bfizy
a bojinku lu¢niho v krevnim séru postupné metodou FEIA - Pharmacia CAP SYSTEMTM
Specific IgE a pomoci nékterych rekombinantnich alergend biizy a bojinku metodou Uni-
CAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics). V zavéru pak charakterizuji specifické IgE
ve vybranych sérech pomoci imunoblotu.

Testovani je provadéno na ptdé Centra imunologie a mikrobiologie Zdravotniho usta-
vu se sidlem v Usti nad Labem (CIM ZU).

Pouzila jsem séra 57 pacientt (39 Zen a 18 muzi), kterd jsem vybirala dle databaze po-
&itatového programu LisNet, ktery CIM ZU pouziva, a tedy podle vysledkii vy3etfeni pro-
vedenych na zadost 1¢katti prostfednictvim autorizované zadanky. Séra jsem vybirala na
zaklad¢ pozitivity ke smési alergent pylu trav (gx1 - srha, kostfava, jilek, bojinek, lipnice;
gx3 - tomka vonna, troskut prstnaty, jilek, bojinek lucni, ¢irok halepsky) a smési alergenti
stroml (tx9 - olSe, bfiza, liska obecnd, buk lesni, dub, jilm, platan, vrba bila, jasan). Vy-
sledky testd, které jsem méla v databazi CIM ZU k dispozici, se standardné vyjadiuji se-
mikvantitativné — tj. byva pouze uvedeno, zda pacient reagoval pozitivné ¢i negativné.
Skolici zafizeni ma viak zavedeno své specialni vyhodnocovani, které jesté rozlisuje miru
pozitivity sér dle hodnot hladin IgE. Vysledky jsou tak vyjadieny jako slabé pozitivni (hla-
diny 0,35 - 0,7 kU/1), pozitivni (hladiny 0,7 — 17,5 kU/l) a siln¢ pozitivni (hladiny nad
17,5 kU/l).

Pro své ucely jsem vybirala séra tak, aby byly zastoupeny vSechny tfi pozitivni katego-
rie, tedy séra téch pacienttl, kteti meli hladinu specifického IgE proti smési pylového ex-
traktu tx9 a gx1, 3 vétsi nez 0,35 kU/I.

Pacienty jsem dale rozd¢lila v ndvaznosti na jejich profily vnimavosti do ¢tyt pracov-
nich skupin:

e Prvni skupina (15 pacienttl) byla z testovanych smési alergenti senzitivni pouze
ke smési pyld stromi (tx9).

e Skupina druha (15 pacientll) byla z testovanych smési alergent senzitivni pouze
ke smési pyli trav (gx1 a gx3).

e Do tieti skupiny (15 pacientll) jsem zatadila séra, ktera davala pozitivni reakci
tx9 a zéroven gx1 ¢i gx3.

e Skupinu ¢tvrtou (12 pacientd) pak tvoftila séra s pozitivni reakci na tx9 a zéro-

ven na dalsi alergeny a jejich smési (wx1, d1, hl).
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Smési tx9, gx1 a gx3 byly vybrany proto, ze obsahuji alergeny pylu biizy (tx9) a bojin-
ku luéniho (gx1, gx3), na néz jsem séra dale testovala. Ctvrta skupina — pacienti
s polyvalentni alergii — byla vybrana se zamérem posouzeni vyznamu zkiizenych reakci.

Vybrana séra jsem rozd¢lila po stejnych ¢astech do tii zkumavek pro nasledna stanove-

ni a nechala zamrazit v mrazicim boxu pii -20 °C.
7.1. METODICKA CAST

7.1.1.Stanoveni pozitivity vybranych sér proti alergenim pylu bfizy a bojinku

metodou Pharmacia CAP SYSTEM™ Specific IgE FEIA

Princip metody
Fluoroenzymoimunoanalyza

Alergen, proti kterému zjiSt'ujeme protilatky je kovalentné navazan v ImmunoCAPu a
reaguje se specif. IgE protilatkami pacientova séra. Po ptidani protilatky proti IgE znacené
enzymem se tato na IgE navdze a komplex se nechd inkubovat s vyvijecim roztokem za
vzniku fluorescen¢nich produktt, které detekujeme. Piistroj si sdm vytvoii kalibracni kiiv-

ku na zéklad€ pouzitych standardii a na zdklad¢ této pak vzorky vyhodnoti.

Biologicky material

e Kirevni séra pacientl

Diagnostické reagencie

e Enzym-Anti-IgE (enzymem =znacena protilatka; obsahuje [-galaktozidazu,
uchovéavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace, nesmi zmrznout)

e Vyvijeci roztok (4-Methylumbelliferyl-B-D-galaktozid, uchovavat pii 2 —8 °C
do dne exspirace)

e Stop roztok (uhli¢itan sodny, uchovavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e Anti-Ig ImmunoCAP standard (immunoCAP s navazanou protilatkou
Vv celul6zovém nosici, uchovavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e [gE Standardy (standardy s koncentraci lidského IgE 0,35; 0,7; 3,5; 17,5; 50,0 a
100,0 kU/1, kalibrovano podle 2. IRP (International Reference Preparation)
75/502 IgE lidského séra WHO, uchovavat pii 2 — 8 °C 2 mésice nebo -20 °C

do dne exspirace)
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Pomucky

Allergen ImmunoCAP (obsahuji testované alergeny pylového extraktu t3 a g6
Vv zasobnicich po 16-ti kusech, uchovavat pti 2 — 8 “C do dne exspirace)
Promyvaci roztok (=17,2 ml Pfisady do Promyvaciho roztoku, 80 ml Koncent-
ratu Promyvaciho roztoku v litru €isténé vody, obé slozky uchovavat pii 2 —
8 °C do dne exspirace)

Cisténa voda

Mikrotitracni desticky (Assay Microplates)
Cteci desti¢ky (Reading Microplates)
Davkova¢ ImmunoCAPu

Pipety, jednordzové Spicky (50 pl)
Gumové rukavice

Stopky

Zkumavky

Odmérny valec 1000 ml

Pristrojové vybaveni

Promyvacka ImmunoCAPu - Assay Washer 96 (Kabi Pharmacia Diagnostics)
Navigacni pfistroj pro umisténi ImmunoCAPU - Positioning Guide 96 (Pharma-
cia)

Ptistroj pro vyhodnoceni fluorescence - FluoroCount 96 spojeny s pocitaovym
softwarem MasterCAP 5.1 s moznosti tisku vysledkt

Ttepacka - MS2 Minishaker (IKA® )

Mé¥itelny rozsah

0,35 az 100 kU/1 u nefedéného séra

V jednom cyklu lze vySettit 84 pozic

Interpretace vysledki

Pro vyhodnoceni hladiny specifického IgE (kU/1) se pouziva nasledné ¢lenéni do tzv.

RAST tfid:
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e <0,35...absence protilatek nebo nedetekovatelnd hladina (tiida 0)

e 0,35-0,7...nizk4 hladina alergen specifickych protilatek (tfida 1)

e 0,7-3,5...stfedni hladina alergen specifickych protilatek (tfida 2)

e 3,5-17,5...vysoka hladina alergen specifickych protilatek (tiida 3)

e 17,5-50...velmi vysokd hladina alergen specif. protilatek (tiida 4)

e 50-100...velmi vysoka hadina alergen specifickych protilatek (tfida 5)

e >100...velmi vysoka hladina alergen specifickych protilatek (tida 6)

7.1.2.Stanoveni pozitivity vybranych sér proti rekombinantnim alergeniim po-

moci UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics)

Princip metody

Principem metody je opét FEIA. Neni zde vSak zapotiebi standardii pro kazdé pouziti,

piistroj ma software pro uchovani kalibra¢nich kiivek a kontrol v paméti po urcitou dobu

(nastaven 1 mésic).

Biologicky material

Krevni séra pacientli

Diagnostické reagencie

Konjugat Specifického IgE (azid sodny, B-galaktozidaza-anti-IgE 1 pg/ml, pou-
zita mySi monoklonélni protilatka, uchovavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace, ne-
smi zmrznout)

Kontrola 1 — “Specific IgE Curve Control 1* /CC-1/ (lidské IgE v pufru, ucho-
vavat pii 2 — 8 "C do dne exspirace)

Kontrola 2 — “Specific IgE Curve Control 2 /CC-2/ (lidské IgE v pufru, ucho-
vavat pii 2 — 8 “C do dne exspirace)

Anti-IgE  ImmunoCAP /a _IgE/ (mySi monoklonalni protilatky v pufru,
Vv zasobnicich po 16-ti kusech, uchovavat pti 2 — 8 °C do dne exspirace)
Alergen ImmunoCAP (obsahuji testované rekombinantni alergeny rBet v 1 a
spolecné rBet v 2, 4 arPhl p 1, 5 a rPhl p 7, 12 v zasobnicich po 16-ti kusech,

uchovévat 2 — 8 °C do dne exspirace)
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e Vyvijeci roztok (4-Methylumbelliferyl-B-D-galaktozid 0,01% v pufru, uchova-
vat pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e Stop roztok (uhli¢itan sodny 4%, uchovavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e Promyvaci roztok (=17,2 ml Pfisady do Promyvaciho roztoku, 80 ml Koncent-
ratu Promyvaciho roztoku v litru ¢isténé vody, obé slozky uchovavat pti 2 —
8 °C do dne exspirace).

e (isténa voda

e Gumové rukavice
e Zkumavky na séra

e Odmérny vélec 1000 ml

Pristrojové vybaveni

e Pristroj UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics)

Meéf¥itelny rozsah
e 0,35az100kU/

e A7 96 pozic v jednom cyklu

Interpretace vysledki
Pro vyhodnoceni hladiny specifického IgE (kU/1) se pouZziva nasledné ¢lenéni do tzv.
RAST ttid:
e <0,35...absence protilatek nebo nedetekovatelnd hladina (tfida 0)
e 0,35-0,7...nizk4 hladina alergen specifickych protilatek (tfida 1)
e 0,7-3,5...stfedni hladina alergen specifickych protilatek (tfida 2)
e 3,5-17,5...vysoka hladina alergen specifickych protilatek (tfida 3)
e 17,5-50...velmi vysokd hladina alergen specif. protilatek (tfida 4)
e 50-100...velmi vysoka hadina alergen specifickych protilatek (tfida 5)
e >100...velmi vysoka hladina alergen specifickych protilatek (tfida 6)
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7.1.3.Charakterizace specifickych protilatek IgE proti alergentiim bfizy a bojinku

ve vybranych sérech metodou Immunoblottingu.

Princip metody

Metoda pouziva nitrocelulézové stripy, do nichz byly pfi elektroforéze v polyakryl-
amidovém gelu zaneseny a navazany disociované podjednotky proteind alergenového ex-
traktu. Na tyto se pfi prvni inkubaci vdze pro né specificka primarni protilatka pfitomna
V lidském séru. Pti druhé inkubaci se pak pridava sekundarni protilatka znacena enzymem
(zde alkalickou fosfatdzou) a vaze se na v membrané navazané IgE séra. Po ptidani chro-
mogenniho substratu se tento §tépi a my celou reakci vizualizujeme. Na zakladé vzdalenos-
ti skvrn od cela stripu pak miizeme vypocitat molekulové hmotnosti slozek alergenového

extraktu, se kterymi séra reagovala.

Biologicky material
e 50 pul séra (séra byla vybrand z piivodnich skupin na zékladé¢ vysledkl ptedcho-
zich testl tak, aby byla zastoupena séra s kvantitativné i kvalitativn¢ rtiznoro-

dou aktivitou)

Diagnostické reagencie

e Enzymem znacend Anti-IgE protiladtka (alkalickou fosfatdzou znacend mysi
monoklonélni protilatka, uchovavat pii 2 —8 °C do dne exspirace nebo 30 dni
po otevieni)

e Roztok na fedéni vzorkl (pufrovany roztok bilkovin, uchovavat pii 2 -8 °C do
dne exspirace nebo 30 dni po otevieni)

e Roztok substratu (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat a NBT v pufru, uchovavat
pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e Koncentrat promyvaciho roztoku (30 ml nafedit na 300 ml destilovanou vodou,
uchovavat pii 2 — 8 “C do dne exspirace nebo 6 mésicti po ziedeni)

e “Allergen Strip Modules” (po osmi balené stripy se specifickymi alergeny biizy
a bojinku, uchovavat pii 2 — 8 °C do dne exspirace)

e Pozitivni/Negativni kontroly (pozitivni kontrolu uchovavat pti -20 °C dva mé&si-
ce, negativni kontrolu pfi 2 — 8 °C do dne exspirace nebo 30 dni po otevieni)

e Destilovana voda
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Piistrojové vybaveni
e Blotovaci automat AUTOBLOT 2000 medTEC (Biolab Equipment)
e tiepaCka - MS2 Minishaker (IKA® )

Pomiicky
e Reakéni vanicky (v baleni po 5-ti kusech, kazda s 10-ti drazkami pro provedeni
testu)
e Mikropipety a Spicky
e Odméry valec

e Pinzeta

Interpretace vysledkt — vypocet molekulové hmotnosti
e Pro bfizu: log MH = 0,28 x d + 0,82
e Pro bojinek: log MH = 0,29 x d + 0,84

e (d = vzdalenost stiedu skvrny od ¢ervené obarvené zony)

7.2.  EXPERIMENTALNI CAST

7.2.1.Stanoveni hladin specifického IgE sér pacienti proti alergenim pylu Fizy

(t3) a bojinku luéniho (g6)

Postup pri urceni specifického IgE metodou Pharmacia CAP RAST FEIA:

1. Na prostiedni zkusebni mikrodesticku (Assay Microplates) — (viz Obr. 13) jsem
rozmistila za navigani pomoci piistroje “Positioning Guide 96, Pharmacia*
Anti-IgE ImmunoCAPy pro standardy a také ImmunoCAPy obsahujici zjist'o-
vany alergen v celulézovém nosi¢i pro zkouSena séra (t3 uskupin 1, 4, g6 u
skupiny 2 a oboje u skupiny 3).

2. Tuto celou zkuSebni desticku jsem ptenesla na promyvacku (Assay Washer 96,
Kabi Pharmacia Diagnostics ) a nechala ImmunoCAPy provlhcit.

3. Do jamek dalsi zkuSebni desticky jsem podle ,,privodce” rozpipetovala
po 50 ul standardy (IgE Standardy) a séra pacienti, ktera jsem ptedtim protie-
pala na tfepacce - MS2 Minishaker (IKA®)
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10.

11.

12.

Provlhéené ImmunoCAPy jsem piemistila do jamek se standardy a séry a ne-
chala inkubovat 30 minut pii pokojové teploté (18 — 32 °C). Zkouseny alergen
kovalentne navdazany v ImmunoCAPU V tento moment reaguje se specifickym
IgE ve vzorku pacientova séra (a standardu,).

Poté jsem nechala CAPy znovu promyt. V tomto kroku se odstrani prebytecné
nespecifické IgE.

Ptenesla jsem ImmunoCAPy na dalsi desticku, do jejichz jamek jsem predem
napipetovala 50 ul Enzyme-Anti-IgE a nechala inkubovat 150 minut pfi poko-
jové teploté. Enzymem znacené protilatky Anti-IgE vytvori se specif. IgE kom-
plex.

Opét jsem nechala CAPy s mikrodestiCkou promyt. Odstranim tak nenavazany
Enzym-Anti-IgE.

Ptipravila jsem si desticku s 50 pl Vyvijeciho roztoku v kazdé jamce.
ImmunoCAPy jsem do desticky s vyvijecim roztokem ptenasela po fadcich
Vv ptesnych, patnactivtefinovych intervalech. Nechala jsem 10 minut inkubovat
pii pokojové teploté. Komplex Enzym-Anti-IQE-IgE, ktery jsme ziskali v bode ¢.
6, nyni reaguje s vyvijecim cinidlem.

Desticku jsem pienesla do promyvacky Assay Washer 96 tak, aby promyvani
Stop roztokem zacalo pfesné po deseti minutach inkubace. Timto roztokem za-
stavime dalsi priibéh reakce.

Eluat po promyti ziistal ve ¢teci desti¢ece (Reading Microplate), kterou vsunu do
méficiho pfistroje FluoroCount 96, ktery vyhodnoti fluorescenci jednotlivych
eluath.

Pomoci pocitacového programu MasterCAP 5.1 se porovnanim s namétenymi
hodnotami standard vyhodnoti vysledky vzorkd sér pacientd., které jsem pak

zaznamenala do tabulky.
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Obrazek 13 Schéma mikrotitracni desticky

7.2.2.Stanoveni hladin specifického IgE proti rekombinantnim alergentim

Betv1 Betv2a4,Phlplab,Phlp7al2.

Postup pri urceni specifického IgE systemem UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Dia-

gnostics):

1.
2.
3.

Krevni séra pacientl jsem nechala roztat.

Do pfistroje UniCAP 100¢ jsem zadala pozadovana vySetieni.

Poté jsem podle pokyni na displeji rozmistila reagencie, testované vzorky a
ImmunoCAPy do piedepsanych pozic.

Spustila jsem pracovni proces.

Asi po 150-ti minutach procesu mi pfistroj vytiskl pasku s vysledky, které jsem
zpracovala do tabulky.

7.2.3.Charakterizace specifickych protilatek IgE proti alergeniim brizy a bojinku

ve vybranych sérech

Postup pri urceni specifického IgE metodou AlaBLOT:
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10.

Testovaci prouzky — stripy (“Allergen Strip Modules”) — jsem nechala 5 — 10
minut provlh¢it (Promyvacim roztokem) v blotovacim automatu AUTOBLOT
2000 medTEC.

V prabehu vlh¢eni jsem si nafedila séra a kontroly fedicim roztokem (50 pl séra
+ 450 ul Rediciho roztoku) a f4dné promichala na tfepaéce.

Prebyte¢ny Promyvaci roztok jsem nechala odsat a do blotovacich vanicek (Re-
action Trays) jsem ke stripim pfenesla nafedéna séra a kontroly. Nechala jsem
inkubovat 2 hodiny pii pokojové teploté. Na nitrocelulozové membrané se na
ukotvené podjednotky peptidii navazi alergen specifické protilatky IgE vysetio-
vaného séra.

Poté jsem sérum odsdla a tfikrat jsem stripy promyvala 5 minut (Promyvacim
roztokem).

Stripy jsem nechala po odsati promyvaciho roztoku vysusit.

Do kazdé drazky blotovaci vani¢ky jsem ke stripim napipetovala 0,5 ml Enzy-
mem znac¢en¢ho konjugétu a nechala 30 minut inkubovat pti pokojové teploté.
Pri této inkubaci se na primdrni protilatku, IgE lidského séra, navaize sekun-
darni protilatka, mysi monoklonalni IgE, znacena enzymem, alkalickou fosfata-
ZOU.

Konjugét jsem odsala a opét tiikrat promyvala stripy 5 minut Promyvacim roz-
tokem.

Poté jsem piidala 0,5 ml Roztoku substratu a nechala 15 minut inkubovat, do-
kud se neobjevily barevné prouzky. Chromogenni substrat alkalické fosfatazy je
V tento moment Stépen enzymem za vzniku modrych produktii, které detekujeme.

Substrat jsem odsala, stripy jsem promyla tfikrat destilovanou vodou a nechala
je uschnout na filtracnim papiru.

Skvrny na stripech jsem nésledné vyhodnotila — zméfila vzdalenost stiedu kaz-
dé skvrny od c¢ela stripu (rizova skvrna) a z naméfenych hodnot jsem dosaze-
nim do vzorce (viz kap. 7.1.3.) pro vypocet logaritmu molekulové hmotnosti
(MH) ziskala hodnoty MH slozek alergenového extraktu, proti kterym byly pfi-
tomny specifické IgE v sérech. Vysledné hodnoty MH jsem zpracovala do ta-
bulky.
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8. VYSLEDKY

8.1.1.Porovnani hladin specifického IgE proti alergenim pylu bfizy a bojinku
s vysledky stanoveni specifického IgE proti jednotlivym rekombinantnim

alergenim.

Hladiny specifického IgE proti pylu bfizy a bojinku a proti jednotlivym rekombinant-
nim alergentim u zjisStovanych sér jsou uvedeny v tabulkach 8 — 11. V sloupci tx9, gx1 a 3
je uvadéna mira pozitivity sér ziskana z pocitaCové databaze LisNet, na jejimz podkladé
jsem séra vybirala. Dalsi sloupce udavaji hodnoty a odpovidajici RAST tfidy namétenych
hodnot specif. IgE proti alergenim pylového extraktu biizy (t3), bojinku (g6) a proti re-
kombinantnim alergenim pylu téchto rostlin. Rekombinantni alergeny rBetv2 a 4,
rPhip1 a5, rPhlp7 a 12 byly stanovovany po dvojicich. Cervené jsou zvyraznéna séra,

ktera byla pouzita také pro nasledujici metodu — imunoblot.
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a) Vysledky vysetfeni specifického IgE v sérech pacientt SKUPINY 1 proti alergentim

pylu btizy t3 a proti rekombinantnim alergentim (Tabulka 8).

Tabulka 8. Vysledky vysetreni sér pacientit skupiny 1.

...._— v1 rBet V24
i i ___
¢ (kU/ trida (kU/ trida (kU/ trida
Z 39,1 28,6 <0,35
Z 55 ++ 135 2 1,21 2 <035 0
M 44 ++ 135 3 13,2 3 <035 0

4 Z 26 +++ 339 4 31,4 4 <0,35 0

5 Z 27 ++ 1,77 2 0,99 2 <0,35 0

6 M 33 +++ 61,1 5 50,6 5 <0,35 0

7 Z 22 ++ 34,7 4 30,4 4 <0,35 0

8 M 47  +++ 56,1 5 64,1 5 <0,35 0

9 Z 17 + 0,93 2 <0,35 0 1,46 2

10 Z 32 ++ 111 3 10,8 3 <0,35 0
Z 42 o+ 105 3 9,3 3 <035 0
Z 53 ++ 103 3 8,12 3 <035 0
Z 56 ++ 135 2 1,21 2 <035 0
7 | a | = | am 2 2,9 2 <035 0
Z 49 o+ 111 3 10,2 3 <035 0
Vysvétlivky:
Semikvantitativni hodnoceni vysledku hladin sIgE proti smési tx9:
<0,35kU/1 (negativni) 0,7-17,5kU/1 (pozitivniz++)
0,35-0,7kU/1 (slabé pozitivni;+) >17,5kU/1 (silng pozitivni;+++)
Hodnoceni vysledki hladin sIgE proti rekombin. alergenim (RAST tfida):
<0,35 (tfida 0) 17,5-50 (tfida 4)
0,35-0,7 (tfida 1) 50-100 (tiida 5)
0,7-3,5 (t¥ida 2) >100 (tfida 6)

3,5-17,5 (t¥ida 3)

Po rozdéleni sér pozitivnich ke smési pylu stromt tx9 alergeny btizy t3 se ukazalo, ze
reakce na pyl bfizy - t3 (obsazen také v tx9) odpovidala intenzité reakce ke smési — Vviz
graf Obr. 12.

Pfi testovani rekombinantnimi alergeny biizy rBet v 1, rBetv 2 a rBet v 4 je vidét, ze
za vétSinu hypersenzitivnich reakci odpovida hlavni alergen btizy rBet v 1 a i konkrétni

hodnoty hladin specif. IgE spolu koreluji - viz graf Obr. 16. V tomto souboru 15 pacientd
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byl jen jeden pacient reaktivni pouze k vedlejsim (rBet v 2 a 4) alergentim bfizy a nikoli
krBetv 1.

b) Vysledky vysetfeni specifického IgE v sérech pacienti SKUPINY 2 proti alergentim
pylu bojinku g6 a proti rekombinantnim alergeniim (Tabulka 9).

Tabulka 9. Vysledky vySetieni sér pacientii skupiny 2

[ g6 | rPhlp 1+rPhip5 | rPhip 7+rPhl p 12
vék | gx1 | gx3
séra (kU/ trlda (kU/N trida (kU/ trlda

16 46 +++ 13,7 10,1 3 <0,35
17 Z 13 ++ 8,13 3 10,1 3 <0,35 O
18 M 41 ++ 05 1 0,8 2 <0,35 0
M 32 +++ 129 3 5,62 3 <035 0
z 18 ++ 073 2 0,61 1 <035 0
21 M 30 ++ 11,2 3 7,18 3 <0,35 0
22 M 12 +++ 28,3 4 14 3 <0,35 0
23 Z 46 ++ 6,53 3 6,37 3 <0,35 0
Z 54 + 05 1 <035 0 <035 0
z 4 + 048 1 <035 0 <0,35 0
26 Z 16 +++ 25 4 26,4 4 <0,35 0
27 Z 23 +++ +++ 22 4 17,3 3 <0,35 0
28 Z 34 ++ 6,28 3 9,82 3 <0,35 0
zZ 70 + 059 1 0,54 1 <0,35 0
z 35 ++ 961 3 7,12 3 <035 0
Vysvétlivky:
Semikvantitativni hodnoceni vysledki hladin sIgE proti smési gx1, 3:
<0,35kU/1 (negativni) 0,7-17,5kU/1 (pozitivni;++)
0,35-0,7kU/1 (slabé pozitivni;+) >17,5kU/1 (siln€ pozitivni;+++)
Hodnoceni vysledki hladin sIgE proti rekombin. alergenim (RAST tiida):
<0,35 (tfida 0) 17,5-50 (tiida 4)
0,35-0,7 (tfida 1) 50-100 (t¥ida 5)
0,7-3,5 (tiida 2) >100 (tiida 6)

3,5-17,5 (t¥ida 3)

Po roztestovani sér pozitivnich ke smésim trav gx1 ¢i gx3 k alergenim bojinku g6 je
vidét, Ze ve vétsing ptipadl odpovidal za pozitivitu sér ke smésim trav pravé pyl bojinku -
viz graf Obr. 17.

Pfi testovani sér proti rekombinantnim alergenim bojinku lu¢niho (rPhl p 1, rPhl p 5,
rPhl p 7, rPhl p 12) byla vSechna séra (13) této skupiny pozitivni pouze k hlavnim alerge-
nim (rPhl p 1 a rPhl p 5) a shodovalo se i kvantitativni vyjadieni hladin specif. IgE - viz
graf Obr. 17, az na pacienty (2) s velmi slabou reakci pfi testech gx3 i g6, kde jsem reakti-

vitu k rekombinantnim alergeniim bojinku neprokazala.
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¢) Vysledky vysetieni specifického IgE v sérech pacienti SKUPINY 3 proti alergentim
pylu btizy t3 a bojinku g6 a proti rekombinantnim alergeniim. (Tabulky 10a, 10b)

Tabulka 10a Vysledky vysetreni sér pacientit skupiny 3 - briza.

vék | tx9

séra 7

z 99,6 68,8 5 <0,35

y 16 30 | 2l 4 21,3 4 <0,35 0
el M 17 ++ 234 4 18,1 4 <0,35 0
W 7 12 ++ 174 2 1,34 2 <0,35 0
M M 17+ 762 3 3,16 2 2,58 2
Bl Z 37 ++ 276 2 2,04 2 <0,35 0

M 10 +++ 839 5 67,6 5 <0,35 0
Sl M 39 ++ 274 2 2,52 2 <0,35 0
el Z 45 ++ 11 3 8,89 3 <0,35 0
W M 8 +++  >100 6 >100 6 <0,35 0
M z 59 ++ 301 4 23,3 4 <0,35 0

Z 15 + 172 2 0,84 2 <0,35 0
%M z 31 + 069 1 0,48 1 <0,35 0
e M 7+ 1728 2 0,85 2 <0,35 0
Il z 31 ++ 832 3 7,21 3 <0,35 0

T

abulka 10b. Vysledky vysetieni sér pacientit skupiny 3 - bojz'nek.

. 03 -_ rPhip 1, rPhi p5 [ rPhip 7, rPhi p 12

S

Z

31 Z 7 +++ 44 5 4 29,5 4 <0,35

32 Z 16 ++ 1,43 2 0,98 2 <0,35 0
33 M 17 ++ 1,37 2 0,91 2 <0,35 0
34 Z 12 +++ 535 5 19,9 4 <0,35 0
35 M 17 +++ >100 6 58,6 5 10,2 3
36 Z 37 ++ 154 3 10,5 3 <0,35 0
37 M 10 ++ 11,8 3 10,7 3 <0,35 0
38 M 39 ++ 2,88 2 2,76 2 <0,35 0
39 Z 45 + 0,38 1 0,79 2 <0,35 0
40 M 8 ++ 0,63 1 0,74 2 <0,35 0
41 Z 59 ++ ++ 55 3 3,3 2 <0,35 0
42 Z 15 +++ 412 4 15,8 3 <0,35 0
43 Z 31 +++ 224 4 17,9 4 <0,35 0
44 M 7 ++ 2,38 2 2,91 2 <0,35 0
45 Z 31 ++ ++ 111 3 9,73 3 <0,35 0

Vysvétlivky viz Tabulky 8 a 9
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Testy proti alergenovym extraktim pyld t3 a g6 v této skupiné také odpovidaly vysled-
kim testl proti smésim tx9 a gx1, 3 a 4 - grafy Obr. 14 a 15.

Rekombinantnimi alergeny jsem prokazala, ze i v téchto skupinach zodpovidaji za re-
aktivitu pacientd pfedev§im hlavni alergeny danych pyla (rBetv 1, rPhlp 1 a rPhlp5).
Pouze jeden pacient (€. 35) mél specifické IgE protilatky i proti vedlejsim alergentim biizy
1 bojinku. U ostatnich odpovidaly hladiny specif. IgE proti hlavnim alergeniim ptedchozi-

mu stanoveni proti alergenovému extraktu - viz grafy Obr. 16 a 17.

d) Vysledky vysetieni specifického IgE v sérech pacientt SKUPINY 4 proti alergentim
pylu btizy t3 a proti rekombinantnim alergenim. (Tabulka 11)

(Hodnoceni pozitivity sér ke smésim wx1, wx3, d1, hl pro pfehlednost neuvadim.)

Tabulka 11. Vysledky vysetreni sér pacientii skupiny 4

Mz | vek | o L8 | rBetvi | rBetv rBetv4
(KU trida | (KU) _ trida | (KUN) _tFida

Ty :z +++ 473 43,6 <0,35
47 Y 41 ++ 478 3 5,67 3 <035 o
AIENEREEE 16,7 3 <035 0
Z 60 ++ 18 2 1,56 2 <0,35 0
B z 26 ++ 18 2 1,65 2 <035 0
S z 2 o+ 181 2 1,6 2 <035 0
7 M 34 ++ 135 2 1,1 2 <035 0
X M 31  ++ 241 2 2,39 2 <035 0
Y z 21 + 093 2 0,83 2 <035 0
S z 44 ++ 141 3 13,3 3 <035 0
Sl M 4 ++ 280 2 2,32 2 <035 0
57 Z 32  +++ >100 6 91,5 5 <0,35 0

Vysvétlivky viz Tabulka 8

Vysledky stanoveni reaktivity proti alergentim bfizy t3 odpovidaly vysledkiim stano-
veni reaktivity proti tx9 — viz graf Obr. 14.

Ve skupiné reagovala vSechna séra pozitivni k alergenu t3 s hlavnim alergenem bfizy
rBet v 1 a odpovidaly si i konkrétni hladiny specif. IgE - viz graf Obr. 16.

Zadny pacient nebyl reaktivni k vedlej$im alergentim.
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e) Grafické znazornéni:

Hodnoty specifického IgE proti alergenu biizy (t3) roz¢lenéné podle
hladiny specifického IgE proti smési pyli stromii tx9
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100 ]
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; 72,74
=< 60
S  +
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L1 ! 10,25
0 -
+ ++ +++

t3 semikvantitativné

Obrazek 14. Porovnani reaktivity proti smési pylii stromit a proti alergenovému extraktu
brizy u celého souboru vysetrovanych ser.

Hodnoty specifického IgE proti alergenu bojinku (g6) rozclenéné podle
hladiny specifického IgE proti smési pylu trav gx1 a 3
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Obrazek 15. Porovnani reaktivity proti smési pylii stromii a proti alergenovému extraktu
bojinku u celého souboru vysetrovanych sér.
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Porovnani hladin specifického IgE proti alergeniim t3 a rBet v 1
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t3

Obrazek 16. Grafické znazorneni vztahu hladin sIgE proti alergenovému extraktu a hlav-
nimu rekombinantnimu alergenu u celého souboru vysetfovanych sér-briza.

Porovnani hladin specifického IgE proti alergenim g6 arPhlp1 a5

70
60 y = 0,5288x + 1,7923 *
50 2=(,8875 e

30

ku/l
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Obrazek 117. Grafické znazorneni vztahu hladin sIgE proti alergenovému extraktu a hlav-
nim rekombinantnim alergeniim u celého souboru vysetiovanych sér-bojinek.
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8.1.2.Charakterizace specifickych protilatek v séru proti vybranym alergenim

metodou imunoblotu.

U 15-ti sér jsem prokazala piitomnost specifického IgE proti slozkam pylového extrak-
tu bfizy a bojinku. Zaokrouhlené vypocitané molekulové hmotnosti slozek extraktl, se
kterymi reagovalo specif. IgE v sérech uvadi tabulky 12 a 13. Pro dokresleni uvadim i vy-
sledné obrazky blott (Obr. 18 a 19).

a) Stanoveni pfitomnosti specifickych IgE proti alergeniim pylu biizy bélokoré:

Tabulka 12. Vysledné MH alergenii pylu biizy, se kterymi séra reagovala

strip EEREE! MH (kDa) - biiza

8 14,5 16,0 19 24,5 29,0-91,0
9 16 29 36,5

10 16,0 29 36,5

11 16,0 29 36,5

12 16,0 36,5

13 16,0 36,5

14 16,0 36,5

15 16,0

U vSech sér byla potvrzena reaktivita proti nékteré ze slozek pylového extraktu biizy.
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Obrazek 18. Vysledek imunoblotu - briza
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b) Stanoveni ptitomnosti specifickych IgE proti alergenim pylu bejinku lu¢niho:

Tabulka 13. Vysledné MH alergenii pylu bojinku, se kterymi séra reagovala
strip R MH (kDa) - bojinek

1 13 19,5 30

2 14 19,5 30

3 14 30

4

5 22 14 16 19,5 30 33,0-36,5
6 23 16 19,5 30 33,0-36,5
7 24

Dveé séra (€. 40 a 24) neobsahovala zadné specif. IgE protilatky proti slozkdm pylového
extraktu bojinku.
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Obrdazek 19. Vysledek imunoblotu - bojinek
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9. KLINICKA CAST

V klinické ¢asti se zabyvam sledovanim hladin specifického IgE, IgG a IgG4 u pacien-
ti, kterym je aplikovana specificka alergenova imunoterapie (SIT).

Zvyseni hladin specifickych IgG, a predevsim IgG4 protilatek podle nékterych autort
indikuje efektivni odpovéd’ imunitniho systému na vhodnou terapii.®*

Hladina specifického IgE proti danému alergenu by naopak méla (po pocate¢nim
vzrastu) vV prubé¢hu SIT klesat.®?

Vybrani byli pacienti na zaklad¢ pozitivity prick testl, pfipadné vySetfeni specifického
IgE, kterym byla v roce 2001-2004 nasazena SIT v ambulanci klinického alergologa v Usti
nad Labem.

Testovani jsem provadéla na pidé Centra imunologie a mikrobiologie Zdravotniho
tstavu se sidlem v Usti nad Labem (CIM ZU).

Cilem bylo zjistit odezvu alergen specifickych protilatek v jednotlivych fazich imuno-
terapie a dolozit tak jeji ucinnost.

Pro stanoveni hladin specifickych protilatek proti smési pylu biizy (t3) a bojinku (g6)
byly pouzity metody popsané v Praktické ¢asti — metoda FEIA — pomoci pfistroje Pharma-
cia CAP SYSTEMTM Specific IgE (kap. 7. 1. 1).

Stejna metoda byla pouzita pro stanoveni za pouziti rekombinantnich alergenti biizy a
bojinku na ptistroji UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics) - nyni nové Immuno-
CAP® 100 (Phadia)- (kap. 7. 1. 2.).

9.1. METODIKA

Pacienti

Do experimentu bylo zafazeno celkem 10 pacientl (6 Zen a 4 muzi) ve véku 28-41 let,
kterym byla v roce 2001-2004 zavedena SIT v ambulanci klinického alergologa v Usti nad
Labem.

Ptfed zavedenim terapie pacienti udavali vétSinou sezdnni, piipadné 1 celoro¢ni potize
jako ryma, ucpany nos, svédéni sliznic, slzeni a paleni o¢i, kychani, drazdivy kasSel atd.

SIT byla indikovéana na zéklad¢ vysledkl koZnich testl a/nebo vySetfeni sérovych hla-
din specifického IgE proti smésim alergenii. U Sesti pacientl byla potvrzena pylova aler-

gie vici smési pylu trav (tx3), u Ctyf pacientli pak proti smési pylu stromi (gx6).
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U vsech pacientli byla pouzita depotni injekéni forma 1é¢by a standardni protokol
podavani.

SIT byla provadéna preparaty firmy Stallergenes — Phostal depotni injekce (konkrétni
pomér alergenti dle oSetiujiciho alergologa v Tabulce 14). DalSim pacientiim byla apliko-
vana depotni vakcina firmy Sevapharma — 2 pacienti H-AL DEPOT (Pollens) ¢asna jarni
smées, 6 pacientl H-AL DEPOT (Pollens) trava 1. Tabulka 14 uvadi ptehled vakcin.

Pacientiim byla po dobu 1é¢by povolena medikace (antihistaminika, lokalni kortikoidy,
bronchodilatancia, nosni dekongescens).

Dva pacienti (P-9 a P-10) v pribéhu prvniho pulroku 1é¢bu ukondéili (1 pacient se
k dalsim kontrolam nedostavil, u 1 pacientky se objevila asi dva dny po aplikaci nezadouci
reakce a odmitla dale pokracovat) a do kone¢ného testovani jsem je tedy nezahrnula.

Pacienti pted zatazenim do studie podepsali informovany souhlas — viz Obr. 20

Tabulka 14 uvadi prehled vakcin.

Tabulka 14. Prehled pouzitych vakcin

Standardizace
Pacient| Vakcina Vyrobce Forma Alergen
Jednotky

PHOSTAL Stallergenes depot. Inj. 701(20%), 605(40%), 615(40%) ANO/ IR
=IO H-AL Sevapharma depot. Inj. Jarni ¢asna smés NE/ PNU
BN PHOSTAL Stallergenes depot. Inj. 671(10%), 605(10%), 615(80%) ANO/ IR
=W H-AL Sevapharma depot. Inj. Jarni ¢asna smés NE/ PNU
ECON H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L. ANO/ JSK

m H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L ANO/ JSK

H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L ANO/ JSK

m H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L ANO/ JSK

m H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L ANO/ JSK

H-AL Sevapharma depot. Inj. Travy L ANO/ JSK

Vysvétlivky: Jarni ¢asna smé&s (olSe, biiza, habr, liska, jasan, vrba)

Travy L.(ovsik, srha, kostfava, jilek, bojinek,zito)

701(smes 3trav), 605(pelynek), 615(biiza), 671(zito), 605(pelynek)
Sevapharma = Sevapharma a.s.,Praha

Stallergenes = Stallergenes S.A, Antony Cedex, Francie

H-AL= H-AL DEPOT (POLLENS)
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Zdravoini Ustav se sidlem v Usti nad Labem

Imunologicky odbor
Moskevska 15, 400 01 Usti n. L.
telefon: 472 772 645; e-mail: imunologie@khsulbukov.cz

fax: 472 770 156

Informovany souhlas
PFimeni @ JMENn0: ... iveiitiieiiieiiiceiint e e i e e e s s e anns
Rodné EBIOL ovianavsuunaismiinvin Lsseaminimssni e

Va3e onemocnéni, pro které jste oSetfovén a léen v ordinaci alergologie a klinické

imunologiec v MUDr. . j¢ cherakterizovano nilezem zvySené  hladiny
protilatky typu IgE specifické pro bojinek luéni, bfizu bradaviénatou nebo roztode.
V soudasnosti jste 1éfen(a) nebo uvaZujete o zahdjeni léEby alergie vakcinou. V souladu
s pokrokem vy3etfovacich metod se v soudasnosti nabizi nova moznost sledovéni Ginnosti
specifické imunoterapie (SIT, lé¢by alergie vakcinou). Jednd se o laboratorni vy3etfeni
specifické protilatky typu IgE proti konkrétnim alergenim bfizy, bojinku nebo roztode
(kaZzdy obsahuje nékolik hlavnich molekul, které jsou zodpovédné za vznik alergie). DalSim
vySetfovanym parametrem jsou specifické protilatky typu IgG proti t¥mto alergenim, které
maji ochranny charakter a jejich vzestup v prilbéhu terapie je Zadouci.

Cilem studie, do niZ je V4m zafazeni nabizeno, je monitorovani G&innosti 1é¢by po dobu
podédvini vakciny. Z tohoto diivodu jsou ve studii zafazena vySetteni krve, kterd se pfi 16¢b&
alergie b&Zn& neprovadi. Vysledky t&chto vyetfeni mohou pfispét k vyzkumu G&innosti
provadéné SIT. Diisledky zafazeni pacienta do studie:

- zafazeni do” studie znamend opakovany odbér vzorku Zilni krve v mnoZstvi 5-10ml
opakovang po dobu SIT vrozmezi 6 mésica (fj. max. 2x ro&né). Odbér bude probihat v
ambulanci MUDr. I pii pravidelné nadvstéve.

- vyuZiti Gdaji o véku, pohlavi, o prib&hu onemocnéni a vysledcich daldich jiz v minulosti
provedenych vy3etfeni pro vyhodnoceni vysledkl (adaje jsou zpracovavany pod kédem tzn.
anonymné — jméno pacienta nenf pouZivino).

- (i&ast ve studii nebude mit vliv na zvolenou lé¢bu a dalsi péci .

- naklady spojené s provedenim vy$etfeni nebudou G&tovény zdravotnim pojiStovndm.

Prohlasuji, Ze jsem prostudoval(a) cil studie a souhlasim se svou Glasti. PTi ndvitéve svého

osetfujictho lékafe mohu obdrZet dal$f dopliiujici informace. Odebréni vzorku krve pro dcely
studie nebude mit 2idny vlivna zplsob 1&Eby.

podpis pacienta

Obrazek 20. Informovany souhlas
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Metody

Pro Ceskou lokalitu je typické vysoké procento vyskytu senzitizace na pyl btizy a pyly
trav. Proto byli zvoleni pacienti s dominujici vazbou na pyl jarnich stromi (soubor A) a pyl
travin (soubor B).

Tvorba protilatek proti smési pyl biizy nebo bojinku a hlavnim a vedlej$im rekombi-
nantnim alergenim téchto zdroji byly zvoleny jako parametry monitorovani laboratorni
odezvy specifické alergenové imunoterapie.

Skupina A (4 pacienti) - sledovano specifické IgE, I1gG, IgG4 proti pylovému extraktu
a nekterym rekombinantnim alergentim biizy

Skupina B (4 pacienti) - sledovano specifické IgE, IgG, IgG4 proti pylovému extraktu
a nékterym rekombianntnim alergentim bojinku

Séra pacientii byla odebirana v pribehu SIT v pfiblizné pilro¢nich intervalech, pro
Gigely naslednych stanoveni byla uchovavana pii -20 °C a poté testovana na CIM ZU.

Pomoci metod popisovanych v ptedchozi Praktické ¢asti (kap. 7. 1. 1. a 7. 1. 2.) jsem
stanovila hladiny specifickych IgE, 1gG a IgG4 proti pfirozenym alergenovym extraktim a
nékterym rekombinatnim alergenim pylu biizy nebo bojinku.

Toto vysetfeni se zatim v klinické praxi bézné neprovadi a je predmétem klinického
vyzkumu.

Nékolik studii ukéazalo, Ze uspéSnost alergenové imunoterapie odraZi zvySend tvorba
alergen specifickych IgG/IgG4 protilatek. (46) (54) (59)

Proto bylo pro monitorovani odezvy terapie provedeno stanoveni specifickych protila-
tek 19G a 1gG4 proti alergentim pylu btizy a bojinku a proti rekombinantnim formam hlav-
nich a nekterych vedlejsich alergenti. Nekteré literarni odkazy naopak popisuji, Ze se tato
korelace jasn€ nepotvrdila a tudiz se toto stanoveni pro praktické hodnoceni SIT nedoporu-
Suje 44(E)

V rutinni praxi je 1épe dostupné stanoveni specifického IgE, které bylo provedeno proti
alergenlim pylu bfizy (resp. bojinku) 1 proti hlavnim a nékterym vedlejSim rekombinantnim
alergenlim. V inicialni fazi terapie byva Casto pozorovan vzestup sIgE jako reakce na dav-
ky alergenu, poté by se mé¢la hladina té€chto imunoglobulint snizovat pod vlivem modulace
imunitni odpovédi a ,,blokujicich protilatek*.®?

V praxi vSak zatim nebyla prokazana korelace mezi hladinou specifického IgE a kli-

nickym efektem SIT.“¥
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SKUPINA A (B¥iza)

Metodou FEIA na pfistroji ImmunoCAP® 100 (Phadia) byly u 4 pacientii (2 zeny a 2
muzi) stanoveny pomoci rekombinantnich alergenti hladiny specifického IgE proti hlavni-
mu alergenu pylu btizy Bet v 1 a proti vedlej$im alergeniim Bet v 2 a Bet v 4 (Tab. 15).

Specifické IgG bylo stanoveno stejnou metodou pomoci piistroje Pharmacia CAP
SYSTEMTM proti pylu biizy (Tab. 15). Pro stanoveni proti hlavnim a vedlej$im rekombi-
nantnim alergeniim pylu bfizy byl pouzit pfistroj ImmunoCAP® 100 (Phadia). Tam, kde to
bylo vhodné na zaklad¢é ziskanych vysledki, bylo stejnymi metodami dovySetieno speci-
fické IgG4.

Tabulka 15. Metody stanoveni a katalogové kédy alergenii

o rBetv 1 t215 ImmunoCAP® 100 (Phadia)
rBetv2 +rBetv4 t221 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

Extrakt pylu biizy t3 Pharmacia CAP SYSTEM™

(o[ €] rBetv1l t215 ImmunoCAP® 100 (Phadia)
rBetv 2 +rBetv4 t221 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

- Extrakt pylu biizy t3 Pharmacia CAP SYSTEM™
rBetv1 t215 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

SKUPINA B (Bojinek)

Metodou FEIA pomoci piistroje ImmunoCAP® 100 (Phadia) byly u 4 pacientti (3zeny
a 1 muz) stanoveny pomoci rekombinantnich alergenti hladiny specifického IgE proti
hlavnim alergentim bojinku Phl p 1 a Phl p 5 a proti vedlejSim alergenim Phl p 7 a Phl p
12 (Tab. 16).

Celkové specifické IgG a 1gG4 proti pylu bojinku bylo stanoveno stejnou metodou na
ptistroji Pharmacia CAP SYSTEMTM a piistrojem ImmunoCAP® 100 (Phadia) bylo vy-
Setfeno specifické IgG a IgG4 proti rekombinantnim hlavnim a vedlej$im alergenim (Tab.
16).
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Tabulka 16. Metody stanoveni a katalogové kody alergenii

rPhip1+rPhlp5 9213 ImmunoCAP® 100 (Phadia)
rPhlp 7 + Phl p 12 g214 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

Extrakt pylu bojinku g6 Pharmacia CAP SYSTEM™

slgG rPhip1+rPhlp5 0213 ImmunoCAP® 100 (Phadia)
rPhl p 7 + Phl p 12 g214 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

Extrakt pylu bojinku g6 Pharmacia CAP SYSTEM™
rPhip1+rPhlp5 9213 ImmunoCAP® 100 (Phadia)

9.2.  VYSLEDKY (KAZUISTIKY)

Cilem prace bylo sledovat alergen specifické IgE, IgG, ptipadné IgG4 proti definova-
nym molekuldm alergent a proti pylovym extraktim v pribéhu specifické imunoterapie.
Vzhledem k tomu, Ze tato prace méla retrospektivni charakter a sklada se z pacientd aler-
gologické ambulance, nebylo mozno doptedu piesné definovat pevna kritéria a dané pod-
minky (druhy vakcin, kritéria vybéru pacientii, délka a pocatek terapie...).

Hodnoceni klinické odezvy bylo pouze na zéklad€ subjektivniho hodnoceni pacienta,
ptipadné lékafe, a sledovani potfebné medikace. Ziskana data byla také ovlivnéna ,,disci-
plinou* pacienta pfi dochazeni na pravidelné aplikace vakciny a na odbéry pro nasledna
stanoveni. Vyhodnoceni klinického efektu SIT provedl na zavér osetiujici 1ékar a zaradil
pacienty do hodnoticich kategorii:

I. vyrazny klinicky efekt (aspéch)

II. zlepSeni

[11. bez efektu

Z moznosti alergologické ambulance také vyplyva, Ze se mi podafilo nasbirat pouze
maly pocet pacientl a s ohledem na finan¢ni naro¢nost ne standardné provadénych metod
vySetieni bylo nutno omezit se jen na parametry a intervaly stanoveni, u kterych byla oce-
kavana vypovédni hodnota (naptiklad hladinu specifického 1gG4 byla pro orientaci vyset-
fena pouze na zacatku, poté zhruba po dvou letech a na konci terapie). Proto ani v praci
neuvadim grafické zpracovani vSech udaji, ale pouze tam, kde Ize sledovat urcité trendy
hladin specifickych protilatek.

Zpétné jsem z dokumentaci pacientl zjistila, ze vakciny byly casto indikované na za-
klad¢ nekdy i 4 roky starého vyseteni pozitivity a nékolik pacientii uz v historii pied apli-

kaci vakciny mélo p.o. kapkovou vakcinu (Se stejnou nebo i odlisnou smési alergentt). Hy-
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poteticky Ize tedy predpokladat, Ze imunitni mechanismy byly jiz pied zahajenim injek¢ni
formy SIT n&jakym smérem ovlivnény a tudiz nemusime zachytit literaturou popisovany
klasicky prubéh vyvoje specifickych protilatek po zahajeni imunoterapie.

Je tfeba ptihlédnout k tomu, ze vybér pacientii pro SIT se s ohledem na rychly vyvoj
poznatkil v této oblasti nemusel vzdy fidit aktualnimi guide-line postupy a neni tak vylou-
¢eno, Ze nebyl vzdy podchycen pfimo vyvoléavajici alergen, coz je nékdy obtizné i soucas-
nymi modernimi metodami, zvlast€ u pacientti, ktefi jsou senzitizovani k vice nez jedno-
mu zdroji alergenﬁ.(zs)

V souladu s tim, i v ptipad€ spravné nasazené terapie se na jejim efektu podili vice fak-
tort, které ani ¢asto nejsme schopni ovlivnit: kvalita vakciny (rozhoduje vyznamné i pocet
alergeni ve smési, zdkladnim smérem je smési minimalizovat), davka alergenu, délka tera-
pie, v€k pacienta a stadium jeho potizi, polyvalentnost, pfipadné to, zda je pacient kosenzi-
tizovan nebo reaguje zkiizené. Také hodnoceni tize pfiznakl je ovlivnéno napt. tim, jaka
byla aktualni pylova sezona, uzitim medikace. V neposledni fad¢ hraje vliv compliance
pacienta, placebo efekt a psychosomatika.

Naésledujici kazuistiky jsou toho ptikladem.
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9.2.1.Prubéh hladin specifického IgE, IgG a IgG4 proti alergenim pylu brizy —
pacienti skupiny A.

Pacientiim této skupiny byl aplikovan bud’ rizny pomér pylovych extrakti pfipravku
PHOSTAL (hlavni zastoupeni pyl biizy) nebo ne plné standardizovana vakcina H-AL Jarni
¢asnd smés (PNU).

Hladiny sledovanych specifickych imunoglobulinti proti pylu bfizy u vySetfovanych
pacientl jsou uvedeny v tabulkach 17 - 24. V hornim fadku jsou uvadény meésice, kdy byl
odbér proveden. V prvnim sloupci jsou uvedeny jednotlivé zkoumané parametry — hodnoty
specifickych IgE protilatek proti hlavnim a vedlej$im alergeniim pylu bfizy, hodnoty speci-
fickych IgG a IgG4.

Dalsi sloupce udavaji namétené hodnoty v danych casovych intervalech.

a) Vysledky vySetieni pribéhu hladin specifickych imunoglobulini v séru paci-
entky P-1, 1é¢ena H-AL DEPOT (Pollens) JCS, 2003 — 2008

Pacientka P-1, 39 let, byla poprvé v ordinaci v 1998. Udava, ze v détstvi byla bez poti-
Zi, pouze obcas po ovoci méla koptivku. Nyni ale na jafe ryma, svédéni sliznic, paleni oci.
Po vysetieni specifického IgE potvrzena silnd pozitivita na smés tx9; také na smés zvire-
cich alergent ex2 pozitivni. V roce 1999 provedeny kozni testy — potvrzena reaktivita na
btizovité a na ol§i. Od r. 99 ji byla doporudena p.o. kapkova vakcina (JCS), na jaie 2000
opét ryma, ale o¢ni potize ustoupily. Uziva obCas Flonidan, Beclomet, Spersallerg. V roce
2001 vakcinu jiz nebrala, udava, ze byla v sezoéné€ bez potizi. Dalsi sezony opét na jate py-
lové potize.

Na podzim 2003 ji byla zavedena SIT Ptipravkem H-AL DEPOT (Pollens) Jarni ¢asna
smés. Aplikace snasela bez reakci. Pii kontrole 7/2004 udava mirné pylové potize v sezéné
(pouze lokdlni projevy, staci ocni kapky, nosni Tafen), 8/2005 hodnoti pfedchozi sezénu
bez potizi, léky nebrala, 7/2006 1éky nebrala v sezoné tidajné viibec.

V 2/2007 vynechala davku vakciny. Na aplikaci nedochézela také v mésicich 7/2007-
1/2008.

Pfi navstéve 1/2008 udava, ze sezoéna 2006 a 2007 celkem bez potizi, nyni obcas své-
déni (doma poiidila koc¢ku?), nechodila na injekce z pracovnich davodu.

Kontrola v 5/2008: v poslednich 3 mésicich se zhorsila obstrukce nosu, spreje bez efek-
tu, nasazen Xyzal; pfes 1éto uz byla bez potizi.

9/2008 posledni aplikace a na dal$i kontrolu se pacientka nedostavila.
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Hodnoceni osetiujiciho alergologa: kategorie I1.

Tabulka 17. Hodnoty stanoveni specifickych protilatek P-1

Pacientia -1 | X103 | V.04 | XILo4 [VIILos] 1106 Vil ] 1107 | 1X08

IgE rBet v1 16,7 20,9 7,04
IgE rBetv2,v4 0,35 0,35 0,35 0,35

IgG rBet v1 9,83 14,8 16,1 4,94 5,07
lgG rBetv2,v4 701 6,82 8 8,44

IgG t3 10 13,8 11,7 11,4 11,8 11,3 9,96

9G4 rBet v1 0,53 7,08 0,47
1gG4 t3 0,74 7,72 0,66

Grafické znazornéni

Obrazky 21 — 22 znazoriuji grafické zpracovani priabéhu hladin specifického IgE a IgG
Vv pritbéhu terapie u pacientky P-1.
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Obrazek 21. Priibéh speCifického IgE
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Obrazek 22. Priubeh specifického IgG

Pacientka reagovala béhem prvniho ptilroku terapie zietelnym zvySenim hladiny speci-
fickych IgE protilatek proti hlavnimu alergenu bftizy, pak dochazi k mirnému snizovani,
coz odpovida béznému vyvoji protilatek pii SIT. Proti vedlejSim alergeniim nebyla paci-
entka vibec reaktivni. Tvorba blokujicich protilatek 1gG proti Bet v 1 se béhem prvniho
roku terapie zvySovala, s ¢imZ koreluje 1 mirné zvySovani IgG proti smési t3.

Hladina IgG4 méfena zhruba 2 roky od zah4jeni 1écby vzrostla jak proti hlavnimu aler-
genu, tak i proti smési.

Jak probéhla nasledujici pylova sezdna, nevime, pacientka, bohuzel, nepfisla na kontro-

lu.

b) Vysledky vySetieni prabéhu hladin specifickych imunoglobulinii v séru paci-
entky P-2, 1é¢ena PHOSTAL (travy, pelynék, biiza), 2003-2008

Pacientka P-2, 42 let, ptichazi do ordinace v r. 2002. V minulosti byla bez alergie, nyni
postupné piibyvaji reakce na potraviny v podobé€ slzeni o¢i, rymy, svédéni sliznic, zachva-
tovitého kasle. Zjisténa vyrazna atopicka dispozice, inhala¢ni a potravinova alergie. Paci-
entka ma siln€ pozitivni sIgE proti smési tx9, a pozitivni proti gx3, dale potvrzeno kiwi,
jablko, ofechy, plevele. Uziva Zyrtec, Rhinocort, Allergodil.

Na podzim 2003 byl nasazen PHOSTAL (slozeni viz tabulka X), aplikace po celou do-
bu 1éCby bez reakei.

P#i kontrole 8/2004 udava pacientka v sezoné rymu mensi, bez dusnosti, obc¢as kasel,
8/2005 minimalni obtiZe, na jaie dokonce bez kasle, uziva ob¢as Rhinocort, Zyrtec; po-

dobné sezdna 2006.
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V 4/2007 z divodu velkych alergickych potizi, drazdivého kasle a dechovych potizi asi
2 tydny nasazen Buventol, Afonilum, nelze vyloucit vyvin asthma bronchiale. Pti kontrole
5/2007 dochazi ke zlepseni.

11/2008 posledni aplikace vakciny, 7/2009 pacientka udava, ze se citi dobte, de facto
bez potizi, obc¢as aplikuje Zyrtec.

Hodnoceni osetiujiciho alergologa: kategorie II.

Tabulka 18. Hodnoty stanoveni specifickych protilatek P-2

Pacientka P-2_|X1.03 V.04 |X1L04 [Vill0s [I06_|ViILob 107 |X08 |

IgE rBet v1 100 100 100 100

IgE rBetv2,v4 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35

1gG rBet v1 6,44 8,2 10,3 6,43 6,42
IgG rBetv2,v4 5,12 7,54 6,83 6,47

1gG t3 17,1 18,9 20,8 19,8 20,6 20,4 22,3

1gG4 rBet v1 0,1 1,42 1,32
9G4 t3 0,36 5,78 1,9

Grafické znazornéni

Obrazky 23 — 24 znazornuji grafické zpracovani pribéhu hladin specifického IgE a IgG
Vv pritbéhu terapie pacientky P-2.
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Obrazek 23. Priitbéh specifického IgE
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Obrazek 24. Prubeh specifického IgG

Pacientka nebyla senzitizovana na vedlejsi alergeny biizy, zato specifické IgE proti
rBet v 1 se drZelo po celou dobu terapie nad hranici 100 kU/1, takZe ani nebylo mozné de-
tekovat jeho zmény, pokud nastaly.

Hladina IgG proti smé&si t3 ma jen mirn¢ vzestupny charakter, i podtiida 1gG4 protila-
tek proti smési t3 v pocatku terapie jen mirn¢ stoupa.

Nezdafilo se tedy zachytit korelaci mezi relativnim aspéchem dle klinického hodnoceni
pacienta a Iékate a odezvou ve zvolenych laboratornich ukazatelich.

Vzhledem k tomu, ze pacientka méla rozvinutou polyvalentni alergii k vice alergeno-
vym zdrojim, je diskutabilni, zda byla spravné indikace k SIT. Hodnoceni efektu terapie
muze byt v tomto pfipadé ovlivnéno také uzivanim ulevové bronchodilatacni medikace

nebo pribéhem pylovych sezoén v daném obdobi.

c) Vysledky vysetfeni prubéhu hladin specifickych imunoglobulinii v séru paci-
enta P-3, aplikovan PHOSTAL (briza, Zito, pelynék), 2001 — 2007

Pacient P-3, 41 let, se 1é¢i uz od dospivani. Ryma trva fadu let, v zimé a pocatkem jara
miva paleni, svédéni a slzeni oc¢i. Je zde rodinna atopickd zatéz. V r. 1998 dle vysledki
koznich testl a testu sIgE (siln€ pozitivni tx9) je diagnostikovana polyvalentni inhala¢ni
alergie. Potvrzen pyl strom, jablko, ofechy, zvifeci alergeny. V letech 1999 — 2001 uzival
p.o. kapkovou alergenovou vakcinu.

11/2001 dostava prvni davku PHOSTAL (sloZeni viz tab. X), na injekce chodi pravi-

delné, je bez reakce.
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3/2003 zacina sezonni paleni o¢i, kychani, rymu ale nema, citi se dobie (obcas Spersal-
lerg, Claritine).

V 10/2004 pacient udava v pribéhu roku bez vétsich potizi krom¢ jarnich mésicu.

Pii kontrole 9/2005 popisuje na jafe mensi obtize, v dubnu ryma a slzeni, v 1ét¢ bez
problémd.

V 4/2006 prichazi pro pylové potize — predepsan Allergodil, Fenistil, vakcina naplano-
vana do 1éta 2007

Pti kontrole 6/2008 udava, ze nebyl nemocny, potize s alergii minimalni.

V roce 2009 pacient udava mensi reakce na biizu, ¢asné jarni ptiznaky polevily, ale po-
tize se presunuly do pozdniho jara a vznika dalsi senzititace na ovoce (tfe$né&, broskve,...).

Hodnoceni oSettujiciho alergologa: kategorie I1.

Tabulka 19. Hodnoty stanoveni specifickych protilatek P-3

PacientP-3 X103 V1.04 VI1.05 1X.08

IgE rBet v1 16,2 22,4 16,1 16,8

IgE rBetv2,v4 0,35 0,35 0,35 0,35

1gG rBet v1 7,96 79 7,01 4,62 4,44
lgG rBet v2, v4 0,02 0,02 0,02 0,02

1gG t3 6,44 6,9 6,8 5,21

lgG4 rBet v1 6,74 0,7
9G4 t3 6,78 1,38
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Grafické znazornéni

Obrazky 25 — 26 znazornuji grafické zpracovani pribehu hladin specifického IgE a IgG
Vv prub¢hu terapie pacienta P-3.
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Obrazek 25. Pritbéh specifického IgE
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Obrazek 26. Pribéh specifického IgG

Laboratorni pozorovani bylo u tohoto pacienta zapocato az dva roky po zavedeni tera-
pie. Takze nezname pocateéni hodnoty. Grafy zachycuji pouze sezonni vykyv IgE protila-
tek, jinak je hladina protilatek proti Bet v 1 i Bet v 2, 4 (necitlivy) bez dynamiky. Ani hla-
dina blokujicich protilatek se vyrazn€¢ nemeéni, ale proti hlavnimu alergenu a pylovému
extraktu je od pocatku sledovani hladina sIgG daleko vyssi nez proti vedlejSim alergenim.

Zde je tteba zamyslet se nad tim, zda za polyvalentnost tohoto pacienta zodpovida to,
ze je tzv. kosenzitizovany nebo naopak zkiizena reaktivita a zda byl vibec pro takovou

terapii vhodny.
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Otazkou je, zda v roce 2001 byla terapie nasazena v souladu s dnesnimi nejnovéjsimi
poznatky, doporucenimi a trendy, ¢i jen empiricky. U tohoto pacienta se ptesto dle klinic-
kych udaji zda, ze doslo k desenzitizaci na pyl bfizy. Nenalézdme ani zadny vyvoj alergie
k vedlejsim alergeniim. Nasledné zesileni potravinové alergie muzeme spise pricitat pfiro-
zenému vyvinu vlivem okolniho prostiedi a atopické predispozice.

Pokud tedy v tomto ptipadé SIT specificky zasahla proti Bet v 1 senzitizaci pacienta,

neovlivnila rozvoj atopické dispozice jeho imunitniho systému.

d) Vysledky vySetfeni prubéhu hladin specifickych imunoglobulini v séru paci-
enta P-4, H-AL DEPOT (POLLENS), Jarni ¢asna smés, 2004-2009

Pacient P-4, 31 let, trpi od 16ti let rymou, kolem 23 let 1é¢en p.o. kapkovou vakcinou
(smés bakteridlnich kment). V roce 2003 operace polypt.

Ma celoro¢né ucpany nos, biezen az kvéten ho trapi ryma, paleni a slzeni o¢i, pocit téz-
siho dechu, je bez medikace. Na zaklad¢ koznich testd 2003 mu byla diagnostikovana aler-
gie na pyl jarnich stromd. Od 2004 uzivd Euphylin, Ventolin (SOS), probouzi se béhem
noci s piskoty, byva hodné zahlenén; nelze vyloudit asthma bronchiale. V 9/2004 planuje
vakcinu (provedeny prvni odbéry pro tuto praci), ale prvni H-AL Jarni ¢asnd smés dostal
az 7/2005.

Pii kontrole 8/2006 udava, ze v sez6n¢ ustoupila dusnost a v 10/2007, Ze v sezéné dus-
ny nebyl, jen na jafe ryma.

5/2009 posledni davka — poté vakcina nedostupna v distribuci 1éCiv.

Hodnoceni osetiujiciho alergologa: kategorie Il1.

Tabulka 20. Hodnoty stanoveni specifickych protildtek P-4

Pacientp-4 | XIL04 | VIILO5 | 1106 | VIILos | 1107 | 1X08 |

IgE rBet v1 13,1 11,7
IgG rBet v1 5,68 6,77
IgG t3 21,4 21,9 18,7 17,8 17,4

lgG4 rBet v1 4,23 1,4
9G4 t3 7,98 1,45
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Grafické znazornéni

Obrazek 27 znazornuje grafické zpracovani pribehu hladin specifického IgG v pribehu
terapie pacienta P-4. Hodnoty hladin sIgE uvadi Tabulka 20.
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Obrazek 21. Pribeh specifického IgG

I pfes mensi pocet stanovenych hodnot specifickych protilatek, se da usuzovat, ze po
zahajeni SIT nenastala u tohoto pacienta zadna vyrazna zména. Hladina sIgE proti hlavni-
mu alergenu pylu bfizy stanovena na zacatku a v zavéru terapie nejevi vyraznéjsi pokles
(viz Tab. X), ani hladina specifickych IgG protilatek se vyraznéji nemeéni.

Vysvétleni rozporu mezi udavanym klinickym zlepSenim v letech 2006-2007 a nepatr-
nou odezvou V laboratornim vysetieni 1ze vidét naptiklad v tom, zda pacient neudava alevu
od potizi vlivem bronchodilata¢ni medikace. Tato domnénka by odpovidala i1 negativnimu

hodnoceni alergologa (kat. II1.)

9.2.2.Pribéh hladin specifického IgE, IgG a IgG4 proti alergeniim pylu bojinku —
pacienti skupiny B.

Pacientim této skupiny byla aplikovana vakcina H-AL smés Travy 1. Alergizace na pyl
bojinku se vyskytuje ¢asto u polyvalentnéjsich pacientdi, coz se potvrdilo i na téchto pii-
kladech.

Hladiny sledovanych specifickych imunoglobulini proti pylu bojinku u vySetfovanych
pacientll jsou uvedeny V tabulkach Y-Y. V hornim fadku jsou uvadény mésice, kdy byl
odbér proveden. V prvnim sloupci jsou uvedeny jednotlivé stanovované parametry — hod-
noty specifickych IgE protilatek proti hlavnim a vedlej$im alergenim pylu bojinku, hodno-
ty specifickych IgG a IgG4 proti pfirozenym alergeniim a proti rekombinantnim hlavnim a

vedlej$im alergentim pylu bojinku.
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Dalsi sloupce udévaji namétené hodnoty v uvedenych casovych intervalech.

a) Vysledky vySetfeni pribéhu hladin specifickych imunoglobulini v séru paci-
entky P-5, aplikovan H-AL DEPOT (Pollens) Travy 1., 2003-2008

Pacientka P-5, 36 let, ptichazi r. 2001 s pylovymi potizemi. Koznimi testy zjisténa sen-
zitizace na inhala¢ni alergeny - pyly trav, plevele, jarni smés pozdni, prach i pefi.

10/2001 ji byla nasazena kapkova p.o. vakcina Travy I.

V sezéné 2003 udava mirnéjsi potize, ale pfiznava, ze vakcinu brala nepravidelné€, na
konci roku (10/2003) ji je nasazena H-AL DEPOT (Pollens) Travy I., uziva Zyrtec a Li-
vostin.

Vakciny snasi bez reakci, ale vynechala 7/2004 a 9/2004 pro zapal plic. V sezoné 2007
m¢ela potize mensi, 1éky brala jen podle potieby. Posledni vakcina byla aplikovana 6/2008,
pak se jiz pacientka nedostavila. Lékarka se domniva, ze se ji projevy zmirnily, Iéky uz
nepotiebuje, ptipadné predepisuje praktik.

Hodnoceni oSetfujiciho alergologa: kategorie II.

Tabulka 21 Hodnoty stanoveni specifickych protildatek P-5

Pacieniap-s | X103 | Vios | XILod | Villos | 1106 | 07 |

IgE rPhl p1, p5 29,9 11,8 28,1 18,4 13,3
IgE rPhl p7,p12 0,35 0,35 0,35 0,35

IgG rPhl p1, p5 2,94 2,93 2,58 275 3,44
IgG rPhl p7, p12 3,01 2,74 2,05 2

19G g6 4,78 4,08 3,98 3,94 2,92 2
IgG4 rPhl p1,p5 0,08 0,08 0,09
19G4 g6 0,25 0,23 0,23
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Grafické znazornéni

Obrazky 28 — 29 znazornuji grafické zpracovani prabéhu hladin specifického IgE a IgG
V prib¢hu terapie pacientky P-5.
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Obrazek 28. Priibéh speCifického IgE
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Obrazek 29. Prubeh specifického IgG

Dynamika specifickych IgG protilatek u této pacientky se vlivem aplikace vakcin ne-
meéni, hladina IgG4 je na hranici detekovatelnosti. Hladina protilatek IgE proti hlavnim

alergenim Phl p 1 a 5 se zd4 mit sestupnou tendenci.
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b) Vysledky vySetieni priabéhu hladin specifickych imunoglobulinii v séru paci-
enta P-6, aplikovan H-ALL DEPOT (Pllens) Travy L., 2003-2006

Pacient J. N., 31 let, navstévuje ordinaci pro pylové potize. LéCi se jiz od détstvi
s alergickou rinitidou (Zyrtec, v détstvi vakciny), miva velkou reakci na hmyzi bodnuti.
Matka také alergicka. V 1/2003 dle koznich testil potvrzena inhala¢ni alergie s vyraznou
atopickou zatézi - precitlivélost na pyly trav, jarni smés pozdni, roztoce, pefi, prach, kocku
a morce (ma doma). V sezén€ 2003 udava velkou rymu, vyraznou vodnatou sekreci, zanét
o¢i, suchy kasel, potiZe i v noci a k ranu, Flonidan nestaci.

Od 10/2003 zahéjena SIT H-AL DEPOT (Pollens) Travy 1., aplikace snasel bez reakci.
2005 se citi dobie i pfes sezonu, vakciny vynechal 7-10/2006 pro zapal plic. 2/2007 po-
sledni aplikace, potize v pfedchozi sez6né€ udéva jako minimalni, medikace jen symptoma-
ticky a minimaln¢. Lékat usuzuje, zZe pacientovi se ulevilo a proto piestal dochazet na dalsi
aplikace.

Hodnoceni osetiujiciho alergologa: kategorie 1.

Tabulka 22 Hodnoty stanoveni specifickych protildatek P-6

Pacient P-6 X1.03 V1.04 X104 | 106 |

IgE rPhl p1, p5 25,4 13,9 14,2 9,31
IgE rPhl p7, p12 0,35 0,84 1,72 1,4
1gG rPhl p1, p5 0,02 0,02 2,07 2,18
IgG rPhl p7, p12 2,48 2,21 2 2,09
1gG g6 4,43 3,99 4,41 3,99
9G4 rPhl p1, p5 0,07 0,04 0,05
lgG4 g6 0,4 0,48 0,48
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Grafické znazornéni

Obrazky 30 — 31 znazornuji grafické zpracovani priabéhu hladin specifického IgE a IgGv
prubéhu terapie pacienta P-6.
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Obrazek 30. Priibéh specifického IgE
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Obrazek 31. Pritbéh specifického IgG

U tohoto pacienta je patrna shoda klinické odezvy a laboratornim nalezem hladin sIgE.

Pod vlivem pravidelné aplikace alergenové vakciny klesa tvorba sIgE proti hlavnim
alergeniim pylu bojinku. V Kategorii specifickych IgG jsme nezaznamenali vyrazny nartst
protilatek. Ani v hladiné specifickych IgG4 nejevi pacient Zddnou odezvu.

Je zde vSak zaznamenan mirny nartist specifickych protilatek proti vedlejSim alerge-
nim pylu bojinku (proti Phl p 7 a 12 pacient pied 1écbou sIgE netvofil), coz mize svédcit
bud’ o v literatuie uvadéné mozné postupné senzitizaci alergenovym extraktem jako neza-
douci ucinek SIT nebo jako prirozeny vyvoj alergie ovlivnény prostredim.

87




Vzhledem k tomu, ze spoluprace s pacientem skoncila, nemizeme posoudit, zda dojde

casem k rozvoji zktizené alergie.

c) Vysledky vySetfeni pribéhu hladin specifickych imunoglobulind v séru paci-
enta P-7, aplikovan H-AL DEPOT (Pollens) Travy L., 2003-2008

Pacientka P-7, 36 let, ptichazi v roce 2003 s potizemi typu paleni, fezani o¢i, pocit
ucpaného nosu v jarnich mésicich. Koznimi testy byla u ni zjiSténa citlivost na pyly trav a
roztoce, vysetieni specifického IgE bylo siln€ pozitivni vii¢i smési gx1.

11/2003 zahajila SIT H-AL DEPOT (pollens) Travy 1. Aplikace snasela bez potizi, pfi-
znaky se po dobu 1é€by nijak neménily, 2/2004 vynechala jednu davku vakciny, uziva Cla-
ritine, Cromo-hexal combi. V sezoén¢ 2007 udava v ¢ervnu a Cervenci velké potize, paleni
o¢i a po ranu kasel, potize hlavné pii sekani travy nebo obili. Vakcina byla pacientce vysa-
zena 6/2008, na kontrolu na jare 2009 se nedostavila.

Hodnoceni osetiujicicho 1¢kate: kategorie IlI.

Tabulka 23 Hodnoty stanoveni specifickych protilatek P-7

Paciendap-7 | X103 | Viod | 1x05 | 1106 | Villos |

IgE rPhl p1, p5 22,9 20,3 24,2 15,7
IgE rPhl p7, p12 0,35 0,35 0,35 0,35
1gG rPhl p1, p5 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
IgG rPhl p7, p12 0,02 0,02 0,02 0,02
1gG g6 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
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Grafické znazornéni

Obrazek 32 znazornuje grafické zpracovani pribehu hladin specifického IgE v pribéhu
terapie pacientky P-7. Hladina sIgG ziistala beze zmén (viz Tabulka 23).

P-7 (sIgE bojinek/2003-2008)
30

25
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ku/l

15 HsIgE rPhip1a5
10 EsIgE rPhlp 7a12

0 =
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Obrazek 32. Prubéeh specifického IgE

Specifické IgE protilatky nejevi sestupny charakter, sIgG pacientka viibec nevytvofila.
Proto zde bylo vypusténo stanoveni podtiidy IgG4. Otazkou u této pacientky je, souzeno
dle dostupnych klinickych priznakt i stanoveni protilatek, zda byl odhalen pfic¢inny alerge-
novy zdroj. Pro zhodnoceni chybi detailné;si tdaje o atopickém profilu pacientky.

d) Vysledky vySetieni pribéhu hladin specifickych imunoglobulini v séru paci-

enta P-8, aplikovan H-AL DEPOT (Pollens) Travy L. 2004-2009

Pacientka P-8, 41 let, prichazi v 1/2003. V détstvi bez alergie, nyni pozoruje asi 2 roky
potize na jafe (sv&€déni sliznic, zachvatovité kychani), nyni 1 v zim¢. Psa ma 10 let. Dcera
je polinoti¢ka. Provedeny koZni testy — pozitivni travy, Zito, plevele a rozto€i, zalécena
Biostimem, na podzim planovana SIT. V 6/2003 se pacientka vraci pro svédéni sliznic,
fezani oci, predepsan Flonidan. Na podzim méla potiZze s kolisdnim tlaku, imunoterapie
byla o rok odloZena.

10/2004 dostava prvni aplikaci H-AL DEPOT (Pollens) Travy I.

V sezéné 2005 trva celorocné svédéni nosu, paleni a fezani o¢i, rdno suchy kasel, v se-
zon¢ 2007 se pridava i celorocné zahlenéni, svédéni sliznic, zhorSeni ptiznakd na jafe. In-
dikovéan Aerius, Spersallerg), v roce 2008 pacientka neudava veétsi potize.

4/2009 posledni davka vakciny a opétovné zhorSeni potizi. Pacientka objednéna na tes-

ty (podzim 2009)

Hodnoceni oSettujicicho 1¢ékate: kategorie I1I.
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Tabulka 24. Hodnoty stanoveni specifickych protilatek P-8

PacientkaP6 | XIL04_| VILos | 1105 | ViILos | 107 |

IgE rPhl p1, p5 0,35 0,35
IgG rPhl p1, p5 3,85 5,47 5,91
1gG rPhl p7, p12 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
1gG g6 2,46 2,43 2,24 2,2 2,57
IgG4 rPhl p1, p5 0,01 0,03 0

1gG4 g6 0,12 0,13 0,19

Grafické znazornéni

Obrazek 33 znazoriuje grafické zpracovani prabehu hladin specifického IgG v priabéhu
terapie pacientky P-8. Hodnoty sIgE v Tabulce 24.

P-8 (sIgG bojinek/2004-2009)
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Obrdazek 33. Priibéh specifického IgG

U této pacientky se nam testovanim v prub&hu terapie neprokazala ani minimalni senzi-
titace na pyl bojinku, ani hladina protilatek IgG neprokazuje vétsi zménu jako reakci na
terapii. U této pacientky se zda sporné, zda byla imunoterapie nasazena cilené ¢i jen empi-
ricky dle klinickych ptiznakt. Je chybou, Ze nebylo s ohledem na prvotni informace od
alergologa testovano sIgE proti vedlej§im alergeniim pylu bojinku. Bohuzel poté, co mi
bylo umoZznéno nahlédnout do zdravotni dokumentace pacienta, nebylo mozno tento para-
metr z ¢asovych duvodi dotestovat. Pfipadna pozitivita k vedlej$im alergenim bojinku
nebo naopak nepotvrzeni Zadnych specifickych protilatek proti tomuto alergenovému zdro-
ji by mohlo u této pacientky vést k tvaham o vlivu zkiizenych reakci a/nebo Spatné dia-

gnostice pri¢inného alergenu.
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10. DISKUZE

V rigordzni praci jsem se vénovala in vitro

bfizy a bojinku.

Pro dokresleni vysledki, porovnani s vysledky ziskanymi pomoci rekombinantnich
alergent a pro upiesnéni ,,alergického profilu“ pacienti jsem vyuzila moznosti otestovat
nékolik sér metodou imunoblotu, ktera slouzi v soucasné dob¢ také pouze vyzkumnym
ucelim.®” Zdafilo se tak dalsi metodou vySetfit kvalitativni reaktivitu vybranych sér proti
celému spektru dil¢ich alergenii pylu bfizy a bojinku.

V klinické Casti jsem se zabyvala monitorovanim diagnostice atopickych chorob a sna-
zila se ukazat, jak je spravna diagnostika dulezita pro zvoleni pfipadné specifické alerge-
nové imunoterapie.

SnaZzila jsem se ovéfit nékteré nové laboratorni postupy, které se jest€¢ nevyuZzivaji
V rutinni praxi a to ty, v nichz se pii stanoveni uplatiiuji alergeny ziskané technologii mo-
lekularniho inzenyrstvi — rekombinantni alergeny. Tyto metody maji své uplatnéni
Vv klinickém vyzkumu a do diagnostiky atopie zacinaji teprve pronikat.

Séra byla vySetfena na zjisténi reaktivity specifického IgE proti jednotlivym rekombi-
nantnim alergentim a proti alergeniim pylového extraktu prib¢hu SIT. Sledovanim hladiny
specifickych IgE protilatek a tzv. ,,blokujicich protilatek* IgG a podtiidy IgG4 jsem se
chtéla pokusit prokazat vyznam rekombinantnich alergenti i pro monitorovani SIT. Vyuziti
vhodného souboru hlavnich a vedlejSich alergenti by mohlo poskytnout exaktné;jsi pohled
na zavedenou SIT na zakladé koznich testd a in vitro diagnostiky pomoci pfirozenych aler-

genovych extrakti.

10.1. DISKUZE K DIAGNOSTICE

Porovnani vySeti‘eni hladin specifického IgE proti alergenovym pylovym extraktiim a
proti jednotlivym rekombinantnim alergeniim

Pii urovani hladin specifického IgE proti alergeniim t3 resp. g6 v sérech pacientl re-
aktivnich ke smésim tx9 resp. gx1 a gx3 se ukdzalo, ze pravé alergeny pylu btizy resp.
bojinku byvaji hlavni pfi¢inou pozitivity sér ke zminovanym smésim. Bylo tedy mozno
vSechna prvotné€ vybrana séra pouzit pro nasledujici stanoveni.

Potvrdila jsem, Ze hlavni roli pfi vzniku alergické reakce hraji ve vétSing ptipadi majo-

ritni alergeny a tedy specifické IgE protilatky proti témto.®®)
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V souboru vzorki se objevilo pomérné malo sér s reaktivitou k vedlejsim alergentim. I
ptes to, ze byl vySetfovany soubor maly, odpovidaji vysledky nékterym literarnim zdro-
jum, které naptiklad uvadéji 90% reaktivitu pacientl na alergen Phl p 1 ve skupiné reak-
tivni ke smeési gX6(43), stejné tak odpovida pomérné zastoupeni reaktivit proti alergentim
pylu biizy (Bet v 1, 2 a 4).¢9 ©0)

Nasel se pouze jeden pacient, jehoz sérum obsahovalo vyhradn¢ protilatky proti vedlej-
$im alergeniim a nikoli proti alergentim hlavnim. S ohledem na velikost souboru byl tento
vysledek dle dostupnych prament oéekévatelny.(Sg)‘ (60)

Metodou FEIA jsem neprokazala reaktivitu k vedlejsim rekombinantnim alergentim u
skupiny 4, coz by se vzhledem k tomu, Ze se jednalo o pacienty s polyvalentni alergii,
mohlo zdat zar4zejici. Je vSak nutno ptihlédnout k faktu, Ze vzorek byl velmi maly.

Séra 24 a 25 reagovala se smési alergenu pylu trav i s alergeny g6. Neobjevila jsem ale
zadnou reaktivitu vici zkouSenym rekombinantnim alergeniim ani metodou imunoblotu se
u séra 24 neprojevila zadna reaktivita k alergentiim pylového extraktu bojinku.

Pravdépodobné jsou za tento vysledek zodpovédné zkiizené reakce, kdy mize v praxi
nastat piipad, ze n¢kterd séra neobsahuji specif. IgE protilatky proti rekombinantnim aler-
genuim, ale reaguji s alergenovymi extrakty.(sl)

Tito polysenzitivni pacienti pak mohou byt pravé alergenovymi extrakty naprosto Spat-

né diagnostikovéni(24) S vyplyvajicimi nasledky.

Imunoblot

Obecné mohu fici, ze vysledky imunoblotu podpoftily specif. IgE profily pozorované
metodou UniCAP® Specific IgE pomoci rekombinantnich alergenﬁ.(Sg)

Objevilo se ale 1 nékolik vyjimek (viz nize), které poukazuji na sloZitost a rozdilnost
spekter citlivostnich profilt atopikii a diagnostiky atopie vitbec. Toto miiZe mit pak zasadni
vyznam v odpovédi pacienta na terapii.

U nékterych pacientli neodpovidaly vysledky imunoblotu a FEIA. Naptiklad u sér ¢.
37, 31 a 22 jsem prokazala pozitivitu k panalergenu profilinu — vedlej$imu alergenu bojin-
ku Phl p 12 (MH 14,2 kDa), ale neprokazala jsem reaktivitu téchto sér proti profilinu pied-
chozi metodou — stanovenim pomoci rekombinantnich alergeni.

Dtvodem miiZe byt to, Ze pro metodu prenosu elektroforeticky rozdélené smési protei-
nl na nitrocelul6zovou membranu (westernblot) neni mozné dobie standardizovat mnoz-
stvi proteinu, jaké je v membrané (stripu) navdzano. To mlze v nékterych ptipadech vést

k necekané rozdilné citlivosti pti porovnavani metod imunoblotu a FEIA.®? Dale také to,
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ze pii elektroforéze miZze dochazet k naruSeni prostorového uspotadani bilkovinné mole-
kuly, coz muze byt pficinou ¢asteéné ztraty antigenni specifity v ptipadé, ze se jedna o
konformacni antigenni determinantu. Praktickym disledkem je pak negativita stanoveni
imunoblotem.® Pokud budeme tedy védét, Ze pro navazani protilatky mé zasadni vyznam
prostorové uspoiadani molekuly antigenu, neni metoda imunoblotu vhodna.

U skupiny 3 - pacienti pozitivni zaroven na smési tx9 a gx1, gx3 - se ukazala velka cet-
nost (3 z 5-ti sér vybranych z této skupiny pro imunoblot) sér pozitivnich na panalergen
profilin, ¢imz se potvrdil piredpoklad zkiizenych reakci v této skupiné.(13) Za uspéch lze
povazovat, ze se vysledna nezaokrouhlenda hodnota MH (14,2 kD) naprosto shoduje
s hodnotou uvadénou v literatufe.63¢%

U jediného séra (€. 35) se metodou FEIA prokdzala reaktivita s vedlejSimi 1 hlavnimi
alergeny a to jak bojinku, tak 1 bfizy. Odpovidajici vysledky dévala i metoda imunoblotu u
tohoto séra (MH 16 kD = Bet v 1®® MH 14,5 kD = Bet v 2, profilin ®®, MH 30 kD =
Phlp5 (58)). Za tak rozmanitou reaktivitu odpovidaji zifejmé zkiizené reakce tohoto paci-
enta.®%

Alergenovy extrakt pylu biizy

U vSech testovanych sér jsem potvrdila pozitivitu na hlavni alergen Bet v 1 (dle lit. MH
kolem 17 kDa(Sg)), ktery odpovida v tabulce hodnoté 16 kD.

Pouze u jednoho séra (€. 35) se projevila reaktivita (MH 14,5) k vedlej$imu alergenu
Bet v 2, profilinu (MH 13-14,4¢9),

Molekulovou hmotnost 24,5 kD povazuji za prukaz reaktivity k alergenu Bet v 3 (z lit.
MH 24 kD®®).

Hodnotou 36,5 kD jsem prokazala pfitomnost specifickych IgE protilatek proti alerge-
nu Bet v 6 (dle lit. kolem 35 kD®9).

Podafilo se prokazat reaktivitu proti dalSim alergenlim bfizy (napf. Casto se objevujici
MH 29 kD a oblast od 29 do 90 kD u séra 39), jejichz molekulové hmotnosti nejsou zatim

V literatufe definované.

Alergenovy extrakt pylu bojinku
Hodnotam MH v tabulce kolem 36 kD odpovida hlavni alergen bojinku Phl p 1.(26)
Hlavni alergen Phl p 5 je vyjadien hodnotami kolem 30 kD63 (63) u péti ze sedmi tes-

tovanych sér.
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Alergen Phl p 7 (dle lit 8,6 kD® ©9) se y 74adného ze sér neprojevil, stejné tak jako
frakce 50 — 60 kD (ackoli literatura uvadi, ze asi 70 % populace alergické na bojinek ma
protilatky proti této frakci®).

Jednozna¢né jsem prokazala vedlejsi alergen Phlp 12 (profilin) u téi sér o MH
14,2 kD®),

U séra 35 se jako u jediného vyskytl alergen o MH asi 13 kD (podle literatury odpovida
Phl p 2%9)

Zajimavy vysledek jsem dostala pii testovani séra €. 22 metodou imunoblotu.
V ptedchozich testech s rekombinantnimi alergeny reagovalo sérum pouze s kombinaci

hlavnich alergenti rPhl p 1 a rPhl p 5, za to v imunoblotu se pak ukazala reaktivita tohoto

pacienta jesté s dalSimi komponentami alergenového extraktu pylu bojinku.

Vyznam diagnostiky pro specifickou imunoterapii (SIT)

Dulezité pro specifickou imunoterapii se zda byt to, aby byla provadéna jen témi aler-
geny, proti kterym ma skute¢né pacient specifické IgE protilatky a bude ziejmé snaha pro-
vadét tuto 1écbu konkrétnimi rekombinantnimi (popf. i hybridnimi) molekulami alergenti
se zachovanou imunogenicitou a pfitom sniZenou alergenicitou.®” Takto ziskané molekuly
alergeni umozni redukovat vedlejsi anafylaktické reakce, ptipadné vznik precitlivélosti
proti dal$im alergentim.

ProtoZe alergenové extrakty soucasné pouzivané pro SIT jsou standardizovany podle
obsahu majoritnich a ne minoritnich alergenti, mohou pacienti alergi¢ti na minoritni aler-
geny malo profitovat z takovéto terapie. Navic ti pacienti, ktefi jsou reaktivni jen pro-
ti minoritnim alergentim, nejsou pro takovouto SIT vibec vhodni.®V

V této praci jsem metodou FEIA ovéfila pouzitelnost a potvrdila pfinos rekombinant-
nich alergent pro stanoveni specifického IgE a prokazala dobrou shodu mezi vyslednymi
hladinami specifického IgE proti alergenim t3, g6 a mezi hladinami proti hlavnim rekom-
binantnim alergenlim. Vyskytlo se vSak n¢kolik sér, ktera reagovala také s vedlejSimi aler-
geny (2 z 57) a jedno sérum, u kterého za reaktivitu proti alergeniim t3 zodpovidal ptede-
v§im vedlej$i alergen. Z toho vyplyva, Ze by se méla nasazovat SIT az po potvrzeni reakti-
vity proti konkrétnim alergeniim (resp. jejich epitoplim), protoze jinak je zde riziko, Ze
pacientovi uskodime navozenim dal$i senzitizace ¢i moznosti vzniku anafylaktické reak-

Ce.(24)' (65)

Pravé vySetfeni specifického IgE rekombinantnimi alergeny ma velky vyznam

Kk uréeni, zda je pacient senzitivni k majoritnim a/nebo minoritnim alergenﬁm.(24)
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V tomto spatiuji velky vyznam vyuziti rekombinantnich alergenii v oblasti diagnostiky
a také pro nasledné zvoleni spravné terapie (tzn. doporucit ¢i vyloucit pacienta jako adepta
na specifickou alergenovou imunoterapii). Rekombinantni technologie by pak mohly
umoznit produkovat definovana mnozstvi Cistych alergenii, coz znamena pro pacienta

efektivni a bezpe¢nou terapii.(zs)

10.2. DISKUZE K MONITOROVANI PRUBEHU SIT

Kazuistiky pacienta

V klinické Casti této prace byl na zaklad¢ vySetfeni laboratornich parametri nékterych
specifickych protilatek a 1ékatskych zaznaml zdokumentovan priibéh specifické alergeno-
vé imunoterapie. Z divodu malého ziskaného souboru bylo pfistoupeno k prezentaci vy-

sledkt formou kazuistik pacientd.

Skupina A

U vSech pacientt jsme potvrdili citlivost k hlavnimu alergenu pylu biizy Bet v 1, zadny
z nich nereagoval s alergeny vedlej$imi. Dva pacienti této skupiny byly polyvalentni — pa-
cient P-3, u kterého se i ptes 1é¢bu rozvijela dalsi senzitizace k potravinovym alergentim
(pravdépodobné syndrom biiza-ovoce-ofechy), ale piiznaky btizy polevily, a pacientka P-
2, u které byla potvrzena pozitivita také proti smési pylu trav gx3. Zde by bylo zajimavé
sledovat vedle hladin protilatek proti alergeniim btizy také hladiny proti alergenim bojin-
ku. Lékat nam vsak zatadil pacienta jako senzitivniho proti pylu btizy, a pii zjisténi dalSich
pozitivit ze zdravotni dokumentace nebylo uzZ mozno dal§i parametry z casovych diavodi
dotestovat. Tato pacientka byla 1éCena smési alergent pylu biizy (40%), pelynku (40%) a
trav (20%). I pies tyto rozpory byla 1é¢ba vakcinou s pozitivnim klinickym efektem.

P-1: 1é¢ena nestandardizovanou alergenovou smési JCS firmy Sevapharma. Lécba byla
provazena mirnym sniZovanim hladin sIgE proti Bet v 1. Druhy rok lé¢by doslo k vzestupu
slgG i sIgG4 proti hlavnim alergeniim. D4 se usuzovat, ze zvySeni hladiny sIgG (proti Bet
Vv 1) je obrazem zvySeni nékterych podtiid sIgG (proti Bet v 1), v¢etné IgG4. Také dochazi
ke zvyseni hladin sIgG4 proti pylovému extraktu bfizy, které je mozno vysvétlit jako reak-
ci na nealergenni slozky pylového extraktu obsazen¢ho ve smésné vakcin€ a které dle né-

kterych autorti nema efekt pro vlastni terapii.(GS)
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P-2: pozitivni na tx9, gx3, jablko, ofechy, kiwi, 1é€ena smési alergenti trav, btizy, pe-
lyiiku.

Nepozorujeme vyraznéjsi vzestup sIgG, slgG4. Nebylo dosazeno klesnuti hladin sIgE
pod 100, tudiz neni moznost detekovat zmény.

Otazkou je, zda u takto polyvalentni pacientky byla terapie vhodna a nebylo potieba
1épe diagnostikovat primarni senzibilizujici alergen pomoci jinych metod nez pouhym sta-
novenim specifického IgE proti komer¢nim smésim alergent. V piipadé potvrzeni kosenzi-

tizace, aplikovat dle modernich trendt napiiklad paralelné dvé odlisné Vakciny.(49)

P-3: pribéhu imunoterapie doslo podle klinickych ptiznaki k desenzitizaci proti hlav-
nimu alergenu biizy, ale nadale se vyviji dalsi senzitizace K potravinovym alergeniim. U
pacienta lze pozorovat typicky vyvoj zkiizené alergie, kdy vznika reaktivita na podkladé
homologie hlavniho alergenu btizy Bet v 1 s hlavnimi alergeny jablka, broskve, kiwi, ofe-
chi atd.™
Neni mozno prokazat, zda hladina specifickych protilatek IgG u tohoto pacienta po za-

hajeni SIT vzrostla, protoZe prvni odbér byl proveden az po dvou letech SIT.

Skupina B

Pacienti s dominujici vazbou na pyl travin byvaji ¢astéji polyvalentni, to plati i o paci-
alergenu, Casta je kosenzibilizace nebo i zkiizena reaktivita. Citace!

U tii pacientd této skupiny byla potvrzena reaktivita proti rekombinantnim hlavnim
alergeniim pylu bojinku Phl p 1 a 5. Pacientka P-8 netvofila proti témto alergentim zadné
specifické protilatky, ale bohuzel, nebyla testovana jeji citlivost k vedlejSim alergentim

pylu bojinku. V§em pacientim byla aplikovana vakcina firmy Sevapharma — Travy 1.

P-5: neni zachycena odezva v protilatkach slgG, [gG4. Specifické IgE ma jen mirng se-
stupnou tendenci. Lékat popisuje, Zze doslo ke zlepseni alergickych projevii. Pokud tomu
tak je, a my nepozorujeme zadné zmény laboratornich ukazateld, mizeme to vysvétlit na-
priklad tim, Ze pacientka uzivala v pfedchozim obdobi kapkovou p.o. vakcinu, tudiz jeji
imunitni systém nebyl v kontextu imunomodulaéniho zasahu neovlivnény a proto se ne-

zdatilo zachytit zmény ve vyvoji hladin specifickych protilatek.
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P-6: nalézame shodu mezi laboratornim ndlezem a klinickym stavem pacienta, ktery
udéava zmirnéni klinickych projevi a jen sporadické uzivani symptomatické medikace.

Pfi pozorovani hladiny sIgE proti rekombinantnim vedlejSim alergentim pylu bojinku
ale miZzeme zaznamenat mirny vzestup. Otazkou je, zda to muze byt zpisobeno nezadouci
senzitizaci vlivem smésné vakciny nebo zda jde o pfirozeny vyvoj podminény atopickou
predispozici u tohoto polyvalentniho alergika.

Zde je tteba se zamyslet nad pfipadnym piinosem pouzivani 1é¢ebnych preparatt, kte-
ré obsahuji jen ty slozky, proti kterym tvoftil pacient pied terapii sIgE. Znovu je tfeba klast
daraz na precizni vysetieni specifickych protilatek pred zavedenim SIT, a tedy na vyznam

rekombinantnich alergenti pro in vitro diagnostiku

P-8: z anamnézy pacientky a z laboratorniho nalezu, kdy bylo vySetfenim pomoci re-
kombinantnich alergent bojinku zjisténo, ze netvoftila sIgE protilatky proti rekombinant-
nim hlavnim alergenim pylu bojinku, vyplyva, ze bojinek neni primarnim zdrojem senzi-
bilizace.

Je tedy pravdépodobné, Ze se pacientka nehodila pro SIT pyly trav. V ptipadé, ze by se
potvrdila senzitizace na vedlejsi alergeny (Phl p 7 a/nebo 12), stalo by za to otestovat reak-
tivitu proti alergenim bfizy. V ptipad¢ pozitivity proti jejim hlavnim i vedlej$im alerge-
nim bychom mohli potvrdit zk¥iZzenou reaktivitu pies profilin a/nebo kalcium vazajici pro-
tein, kde prvotnim spoustééem byl pyl biizy. To by také korelovalo s tim, ze pacientka
udava potize na jatre. Zistava otazkou, pro¢ 1€kat zahajil terapii smési Travy I., kde hlavni

sezona vyskytu jednotlivych ingredienci je od kvétna do Cervence.
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Soubor klinickych dat této prdce neumoznuje hodnovérnou statistickou analyzu, ale
obecné lze hovorit o trendech, které je mozné pii hodnoceni pozorovat. Na prvnim misté
lze fici, Ze hladiny specifického IgE

sIgE proti hlavnim alergeniim i , , .
proti sledovanym hlavnim rekombi-

nantnim alergentim u 1é¢enych paci-

140
120 OP-4  enti mély klesajici tendence (viz
100 “P-3 ' Obr. 34). U nekterych pacienti byl
S 80 Bp-1 h  sodatesni dofasny nar
2 &0 mpg | Zachycen i poatecni docasny narist
40 mp-7 sIgE, ktery uvadi literatura ®2) jako
20 v v 7 - - -
0 mP-6 pocatecni reakci na pravidelnou apli-
avod terapie  zavér ®P-5 " Kaci alergenu.
terapie

Obrazek 34. Grafické znazornént hladin sIgE proti rekombinant-
nim hlavnim alergenuim na zacdtku a v zaveru terapie (nezahrnuta
P-2 pro IgE > 100kU/l)

Nazor na prikaz ,,blokujicich protilatek* prosel uréitym vyvojem. Od prikazu blokuji-

ci aktivity v podtiidé¢ IgG4 pies nazory, ze pro rutinni monitoraci imunoterapie lze pouzit

stanoveni celkovych alergen-
sIgG proti hlavnim alergeniim specifickych IgG protilatek az po
soucCasny opétovny piiklon ke stano-
50 vovani specifickych IgG4 protilatek.
op-3
40 ap1 Laboratof se pro tuto praci roz-
= 30 mpo = hodla otestovat zaroven specifické
4
20 mpP-8 | IgG a IgG4, aby bylo mozno posoudit
4 ®P-7 ' vztahy hladin téchto protilatek.
0 : y B P-6
uvod terapie po 1-2 BP-5
letech
terapie

Obrazek 35. Grafické znazornéni hladin sIgG proti
rekombinantnim hlavnim alergentim u nékterych
pacientii
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U pacientt, u kterych bylo stanoveni celkového specifického IgG provedeno v obdobi

1-2 roky po zahajeni SIT byl vétSinou pii tomto odbéru zaznamenan mirny vzestup speci-

fickych blokujicich protilatek (sIgG)
proti rekombinantnim hlavnim aler-
genum (viz Obr. 35), coz je pravdé-
podobné odrazem vzestupu hladin
specifickych protildtek v podttidach
I9G — 1gG1, IgG3 a IgG4.

Obecné bylo pozorovano vyraz-
néjsi zvySeni tvorby specifickych
IgG protilatek proti hlavnim alerge-
num v souboru pacientd, kterym

byla aplikovana vakcina obsahujici

slgG proti hlavnim alergentiim

ku/I

oP-4
mP-3
mP-2
mP-1
mP-8
mP-7

uvod zavér
terapie terapie

- mP-6
mP-5

smés alergenti pylu biizy (viz Tabul- Obrdzek 36. Grafické zndzornéni slgG proti re-
kombinantnim hlavnim alergenum v uvodu a na

ky 17- 24, kapitola 8. 2.). To je moz-

né vysvétlit vys§i imunogenicitou

konci terapie

antigend pylu bfizy a tedy indukci mohutnéjsi protilatkové (sIgG) odpoveédi ve srovnani

s alergeny pylového extraktu bojinku.

Vzestup specifického IgG4 byl pozorovan u nékolika pacientt (Obr.37). Toto poznani

souhlasi s udaji uvadénymi v literatufe, ale ukazuje se, Ze neni pozorovana vyraznéjsi kore-

lace mezi hladinou sIgG a slgG4, prave z diivodu riznorodé indukce tvorby téchto protila-

sIgG4 proti hlavnim alergentiim

10
8 Op-1
- 6 op-2
2 A mP-8
mP-6
z =
0 | .

uvod terapie  po 1-2 letech

z&ver terapie

Obrazek 37. Graficke znazorneni sIgG4 proti hlavnim rekombinantnim

alergenuim
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nantnim hlavnim alergentim btizy nebo bojinku ve vétSing ptipada vyssi oproti uvodu 1é¢-

by (Obr. 36 a 37).

V n¢kolika ptipadech byl 1€kafem 1 pacientem zaznamenan efekt terapie.

S ohledem na laboratorni odezvu imunoterapie nebyla ale pozorovana absolutni korela-
ce klinického efektu a hladin protilatek.

U nékterych pacientl se po zjisténi anamnestickych a laboratornich tidajii domnivam,
ze nemusela byt vzdy terapie zvolena vhodné. Vakciny byly ve vSech pfipadech indikova-
ny na zakladé vySetieni in vivo a/nebo in vitro reaktivity proti smésim pylu, nebyl tedy
odhalen konkrétni dominantni alergen, ktery potize vyvolava.

Laboratof neméla moznost vybrat pacienty pro sledovani. Nemohla ovlivnit skutec¢nost,
7e nékteré pacienty lze po detailnéjsi analyze povazovat spiSe za polyvalentni alergiky.
V piipad¢ zamyslené imunoterapie je pak tfeba pfihlédnout k tomu, zda je takovy pacient
kosenzibilizovan nebo zda za polyvalentnost mize zkiizena reaktivita. Jak bylo feceno
dfive, tito pacienti mohou vyrazné méné profitovat z 1é¢by alergenovou vakcinou.

Je tedy dulezité klast dliraz na spravnou diagnostiku, abychom docilili pfesného pozna-
ni pacientova citlivostniho profilu a podle toho zvazili ptinos a zavedeni SIT. Diagnostic-
kymi rekombinantnimi alergeny je dnes mozné selektovat pacienty kosenzibilizované a
pacienty se zkiizenou senzibilazaci, ktera nemusi byt vzdy provazena skutec¢nou klinickou
reaktivitou, tedy zk¥izenou alergii, a tak mize byt hiie odhaliteln4.®?

Na kazuistikach uvedenych v této praci je vidét, jak je v nekterych piipadech zavadéna
SIT pacientim bez piedchoziho stanoveni ptesného atopického profilu, pouze na empiric-
kém zéklad¢. Jak dalece mohou pacienti profitovat z takovéto terapie, je otazkou diskuzi,
které se zabyvaji obecnymi aspekty ovlivnéni imunitniho systému (imunomodulaci).

Stejné tak k vakcinaci byly nékdy pouzity nestandardizované alergenové extrakty, do-
konce i jejich smési, které by mély v ramci modernich postupi byt spiSe na tstupu. Sou-
Casnym trendem je 1é€it jen jednim konkrétnim alergenem. V piipadé, kdy je potieba nasa-
dit alergent vice, je dle novych studii zasadou nespojovat je v jedné vakcing, ale aplikovat
napiiklad dv¢ vakciny soudasng.“

Na druhé stran¢ nutno konstatovat, ze Casto je 1 u empiricky nasazené terapie pozoro-
van lékafem uspéch. To plati 1 pro terapii nestandardizovanymi vakcinami. Pro vysvétleni
takovych efektl je potfeba zminit vyznam placebo efektu, ktery je praveé pii imunomodula-
ci velmi vyrazny — uplatiiuje se vyznamné propojeni nervového a imunitniho systému.

Dalsim faktorem je také Casto nespecifickd aktivace mechanizmii pfirozené imunity
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v ramci imunomodulace s dopadem na uroven mechanizmt specifické (humoralni, bunéc-
ne) imunity.(eg) Jakékoliv, 1 nespecifické, posunuti imunitni reaktivity alergického pacienta
ve prospech Thl odpovédi se miize priznivé odrazit na klinickém stavu pacienta.

To by mohlo vysvétlovat, proC jsou stale v alergologické praxi uzivané nestandardizo-
vané smésné alergenové vakciny, charakterizované jen na zdkladé jednotek proteinového
dusiku. Navic ipii pouziti standardizované vakciny konkrétniho extraktu neni mozné
v prib¢hu terapie zajistit konstantni mnozstvi alergenu v alergenovém extraktu
Vv jednotlivych Sarzich 1 v ramci stejné firmy.

Celosvétovym trendem je ovliviiovat imunitni systém cilené, a to presné definovanymi
pusobky (rekomb. alergeny), S ¢imzZ souvisi tendence zavadét vakciny zalozené na modifi-
kaci pficinného alergenu nebo na rekombinantnich technologiich.

Argumentem pro takto cilené vakciny je také to, ze podle nékterych autorti (68) je pti
desenzitizaci ke konkrétnimu alergenovému zdroji dulezity narist sIgG proti jeho hlavnim
alergeniim (odezva t3 znamena narist ,,nepotiebnych* IgG).

Pti SIT alergenovym extraktem roste sice celkové IgG vlivem balastu a nealergennich
komponent, ale zastoupeni potiebného 1gG/1gG4 (,,opravdu blokujiciho®) proti konkrétni-
mu alergenu je pak nizsi. ©¢®

Mechanismus SIT se vSak zda byt komplexnéjsi, neni spojovan pouze s aktivitou blo-
kujicich protilatek, ale fadou dalSich regulac¢nich pochodi.

Dalsi moZnosti posouzeni laboratorni odezvy imunoterapie je napiiklad monitorovani
zmén hladin Th1/Th2 interleukind, kdy bylo prokazano, ze pfi tispésné SIT lze prokazat
zmény v hladinach klicovych Thl (IFNg) a Th2 (IL-4) cytokind.

Tyto ptistupy jsou ale dosud pfedmétem spise klinického vyzkumu nez klinické praxe.

Obecné se da konstatovat, Ze zatim v béZné praxi chybi spolehlivy laboratorni marker,
na zakladé které¢ho by se dalo s jistotou usoudit na efektivitu SIT a ktery by korespondoval
s klinickou odezvou terapie.“¥

Popisované vyrazné zmény hladin sIgE, sIgG/IgG4, které se nam v této praci nepoda-
filo pozorovat, vychéazeji ze studii, které¢ byly provadény pfi terapii rekombinantnimi aler-
geny piipadné jejich derivéty.<51)(27)(32)

Z pohledu ,,laboratorni mediciny zaloZzené na dikazech® je ptfinos rekombinantnich
alergenil pro diagnostiku a monitorovani SIT nesporny. Vyuziti rekombinantnich alergenti
pro terapii je v soucasnosti ve fazi ¢asného klinického vyzkumu, ale jiz nyni se ukazuje
(alespon v experimentu), Ze soucasné velmi Siroké spektrum terapeutickych alergenti bude

zUZeno na podstatné uZzsi paletu ,,imunodominatnich alergeni®, které dostatecné pokryji
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potiebnou odpovidavost imunitniho systému. Nové piistupy v SIT budou také vyuZzivat na
alergenech nezavislé postupy cilené aktivace Thl vétve imunitni odpovédi, coz vychazi

Z pozorovani, kterd nasla uplatnéni pti formulovani tzv. ,,hygienické hypotézy*.
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11. ZAVER

Tato rigordzni prace piindsi zékladni literarni pfehled soucasné diagnostiky atopickych
chorob vyuzivané v rutinni praxi. Vénuje se metoddm, které maji v soucasnosti vicemén¢
vyzkumny charakter nebo do praxe pronikaji formou organizovanych klinickych studii.
Jejich zavedeni do rutinni praxe muize byt otdzkou nejblizsich n¢kolika let.

Prace se zabyva moznostmi vyuziti alergenti ziskanych technologii molekuldrniho in-
zenyrstvi (rekombinantni alergeny) a je uveden stru¢ny piehled nejvyznamnéjsich piirod-
nich zdroji pouzivanych k ziskavani alergenovych extrakti.

Jsou zde zminény zakladni recentni poznatky o alergenové specifické imunoterapii, o
mechanismech jejiho t¢inku a o faktorech, které mohou ovliviiovat jeji tispésnost.

V praktické ¢asti byla na nékterych rekombinantnich alergenech pylu biizy (hlavni
alergen Bet v 1, vedlejsi alergeny Bet v 2 a 4) a pylu bojinku luéniho (hlavni alergeny Phl
p 1 a5, vedlejsi alergeny Phl p 7 a 12) potvrzena pouzitelnost alergenti ziskanych techno-
logii molekularniho inZenyrstvi v metodach soucasné rutinni in vitro diagnostiky atopie a
jejich ptedpokladany piinos pro zpfesnéni diagnézy alergického onemocnéni oproti dosud
pouzivanym piirodnim alergenovym extraktim (v této praci konkrétné biizy - t3 a bojinku
- g6).

Rozpoznani hlavnich alergennich determinant ti¢astnicich se na vzniku alergické reak-
ce (a rozvoji alergie jako nemoci) je pak zakladnim piedpokladem pro tcelnou indikaci
specifické alergenové imunoterapie.

V klinické casti byly zpracovany kazuistiky pacientl, ktefi absolvovali specifickou
alergenovou terapii. Bylo poukézano na riznorodost faktort, které ovlivituji Gsp€snost této
terapie. Z dostupnych vysledki a literatury bylo potvrzeno, Ze zakladem pro efektivni tera-
pii je provedeni kvalitni diagnostiky k odhaleni vyvolavajiciho zdroje, a Ze kromé& dalSich
faktori zalezi predevsim na kvalité pouzité vakciny. K takovéto racionalizaci imunoterapie
také sméfuji obecna doporuceni.

PouZzivanim rekombinantnich alergenti by nam mélo byt umoznéno charakterizovat
imunologicky profil pacienta do vétsich detailt a v nadchazejicich letech nejspis pfispé&ji
rekombinantni technologie k dokonalejsi a efektivnéjsi imunoterapii, ptipadné jinym 1é-

¢ebnym sméeram.
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12. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ArahS, Apig4, Pyrc4,...
Betv 1, Betv 2, Betv4

CD znaky

CIM ZU

di
ECP
EIA
ELISA
Fab

Fc
FEIA

GINA

g6
GM-CSF

gx1

gx3

hl
IL
IRP

IUIS

Zkratky/znacky pro nékteré definované alergeny
Zkratky/znacky pro nékteré alergeny biizy bélokoré

"Cluster of Differentiation" — oznadeni
lymfocytarnich antigenti

Centrum Imunologie a Mikrobiologie, Zdravotni
tstav se sidlem v Usti nad Labem

Alergeny rozto¢e Dermatophagoidespteronyssinus
Eozinofilni kationicky protein
Enzymoimunoanalyza

"Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay"
Fragment vazajici antigen (Antigen Binding)
Fragment krystalizujici (crystallizing)
Fluoroenzymoimunoanalyza

Globalni iniciativa pro astma (Global iniciative for
asthma)

Alergeny pylu bojinku lu¢niho

Faktor stimulujici kolonie granulocytd a
makrofagi

Smés alergenti pylt trav (srha fiznacka, kosttava,
jilek vytrvaly, bojinek lu¢ni, lipnice lu¢ni)

Sm¢s alergenti pylu trav (tomka vonna, troskut
prstnaty, jilek, bojinek lucni, ¢irok halepsky)
Smeés alergenti doméciho prachu

Interleukin

"International Reference Preparation”

"International Union of Immunological Societies"
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W

JCS Jarni ¢asna smes

J-fetézec Spojovaci (Junction) - fetézec

M/Z Oznaéeni v tabulkach vysledkti: Muz/Zena

MH Molekulova Hmotnost

NBT Nitro blue tetrazolium

NK buiiky Pfirozeni zabijeci (Natural Killers)

PAF Desticky aktivujici faktor (Platelet Activating
Factor)

pb Pary bazi

Phlp 1, Phlp 5, Phlp 7, Phl p 12 Zkratky/znacky pro nékteré alergeny bojinku
lu¢éniho

PNU Obsah proteinového dusiku

RAST "RadioAlergenoSorbent Test"

RIA Radioimunoanalyza

RISA "Ring-Immuno-Sorbent-Assay"

slgE Specificky imunoglobulin E

SIT Specifickd imunoterapie

SLE Systémovy Lupus Erythematodes

3 Alergeny pylu biizy bélokoré

Tw lymfocyt Pomocny (Helper) T lymfocyt

Treg T regula¢ni lymfocyt

TNF Tumor Nekrotizujici Faktor

tx9 Smés alergenti pylu stromti (olSe, bfiza, liska
obecna, buk lesni, dub, jilm, platan, vrba bil4,
jasan)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health

Organisation)
WAO World Allergy Organisation

wx1 Alergeny smési pyli pleveli
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