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1. ÚVOD 

Alergologie tvoří spolu s klinickou imunologií obor „Alergologie a klinická imunolo-

gie“, jehoţ úkolem je studium, diagnostika, léčba a prevence nemocí vyvolaných poru-

chami imunitních mechanizmů nebo nemocí, na jejichţ vzniku se imunologické mechani-

zmy podílejí. Jedná se především o choroby z přecitlivělosti – alergie, ale patří sem také 

nejrůznější imunodeficience a autoimunitní poruchy. 

Výskyt alergických onemocnění má v posledních letech vzestupný charakter a dosahu-

je výskytu kolem 25 % v populaci vyspělých zemí.
(1)

 Proto lze alergii bez nadsázky označit 

jako civilizační chorobu. Nárůst alergie má význam jak medicínský, tak sociální a ekono-

mický. Proto je důleţitý rozvoj moderních postupů v diagnostice, léčbě i prevenci těchto 

chorob. Výzkum na tomto poli je velice rozsáhlý, sloţitý, nicméně důleţitý jak pro pocho-

pení patogeneze alergické reakce, tak pro cílené farmakologické ovlivnění alergického 

zánětu a rozvoje nových rýsujících se směrů terapie pro budoucnost. 

Stejně jako v mnoha jiných odvětvích biologie a medicíny se i v alergologii začínají 

uplatňovat rekombinantní technologie. Na molekulární úrovni jsou jiţ definovány některé 

spouštěcí alergenové epitopy, coţ má velký význam pro výzkum i praxi. 

Tyto nové metody umoţňují další pokrok v diagnostice alergických onemocnění, kdy 

pomocí rekombinantních alergenů můţeme zpřesnit diagnostiku jak kvantitativně, tak i 

kvalitativně, měřit tedy hladiny IgE proti konkrétním antigenům, popř. odhalovat zkříţené 

reaktivity. 

Nové moţnosti se ukazují následně v terapii, kde by se mohly uplatňovat konkrétní, re-

kombinantní technologií získané, definované alergeny, které budou vhodnější například 

pro specifickou alergenovou imunoterapii neţ dosud pouţívané alergenové extrakty. 

V popředí zájmu je i navrhování nových terapeutických postupů. 

Další oblastí, kde se rekombinantní alergeny mohou uplatňovat, je monitorování prů-

běhu specifické alergenové imunoterapie. 

V této práci se zabývám právě vyuţitím rekombinantních alergenů v diagnostice ato-

pických chorob a jejím významem pro následné určení vhodné a racionální terapie, jakoţto 

jejich uţitím při monitorování efektivnosti této terapie.   
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2. CÍL PRÁCE 

Problematika alergických onemocnění patří mezi zdravotnická témata s celospole-

čenskou působností. Prevalence atopie v současné lidské populaci neustále narůstá, sou-

časné odhady jsou okolo 25-30%.  Klinických projevů atopie – alergických onemocnění – 

rovněţ neustále přibývá a postihují populaci v celém věkovém spektru. Diagnostikou a 

léčbou alergických chorob v České republice se zabývá lékařský obor alergologie a klinic-

ká imunologie. 

Svoji rigorózní práci jsem vypracovala na Centru imunologie a mikrobiologie Zdravot-

ního ústavu se sídlem v Ústí nad Labem, kde se tento obor v celostátním měřítku před 35-ti 

lety zakládal. 

Cílem rigorózní práce je podat základní informaci o diagnostice alergických onemoc-

nění metodami in vivo a in vitro se zaměřením na význam vyšetření hladin specifických 

protilátek IgE, IgG resp. IgG4 u atopických pacientů proti rekombinantním formám aler-

genů. Tyto postupy do rutinní praxe teprve pronikají a měly by pomoci k přesnějšímu ur-

čení zdrojů senzibilizace atopického pacienta a stanovení diagnózy. Dále pak k zavedení 

cílené alergenové imunoterapie a jejímu monitorování. 

 V praktické části budou zpracovány výsledky vyšetření specifického IgE proti někte-

rým rekombinantním alergenům pylu břízy (rBet v 1, 2 a 4) a bojínku lučního (rPhl p 1, 5 a 

7, 12) u sér pacientů pozitivních na alergeny pylu břízy (t3) a bojínku (g6) shromaţďova-

ných v roce 2003-2006. Séra budou vybrána na základě pozitivity ke směsi trav gx1 (srha, 

kostřava, jílek, bojínek, lipnice), gx3 (tomka vonná, troskut prstnatý, jílek, bojínek, čirok 

halepský) a směsi alergenů stromů tx9 (olše, bříza, líska obecná, buk lesní, dub, jilm, pla-

tan, vrba bílá, jasan). 

Vybraná séra pak budou vyšetřena na přítomnost specifického IgE metodou imunoblo-

tu k porovnání reaktivity vyšetřovaných sér v testu s rekombinantními alergeny. 

V klinické části práce bude zhodnoceno vyuţití rekombinatních alergenů pro monito-

rování specifické imunoterapie pacientů z běţné alergologické ambulance, kterým byla 

v roce 2001-2009 aplikována specifická alergenová imunoterapie. Na podkladě sledování 

hladin alergen specifických protilátek izotypů IgE, IgG resp. IgG4 lze předpokládat, ţe 

analýza atopické reaktivity in vitro těchto pacientů (pomocí rekombinantních alergenů) 

můţe i dodatečně přinést údaje o pravděpodobnosti, s jakou nasazená SIT mohla příznivě 

ovlivnit regulaci atopické imunologické reakce. 
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3. IMUNOLOGICKÉ ZÁKLADY ALERGICKÉ REAKCE 

Imunitní systém člověka je tvořen sloţkou přirozené (nespecifické) obranyschopnosti, 

která zabezpečuje první, rychlou odpověď na cizorodé struktury. Podílejí se na ní přede-

vším buňky jako monocyty, ţírné buňky a bazofily, neutrofilní a eozinofilní granulocyty, 

NK buňky a humorální sloţky jako je komplementový systém, interferony, cytokiny a dal-

ší. V druhé linii pak nastupují mechanismy adaptivní (specifické) imunity, jejímiţ hlavními 

představiteli jsou lymfocyty. 

Komunikaci a regulaci mezi sloţkami imunity zajišťují adhezivní molekuly (selektiny, 

integriny) a různé cytokiny a buňky. Vzájemná provázanost a koordinovanost tohoto sys-

tému zajišťuje adekvátní reakci na škodliviny vnitřního i vnějšího původu a zároveň tole-

ranci k neškodnému. 

 

Pro tuto práci se v následujících kapitolách jen zmíním o protilátkové odpovědi a pře-

devším o imunoglobulinu E, který má zásadní význam pro diagnostiku, kterou se 

v rigorózní práci zabývám. Dále uvedu základní regulační pochody uplatňující se při vzni-

ku atopie. 

3.1. ADAPTIVNÍ IMUNITA A TVORBA PROTILÁTEK 

Specifickou imunitní odezvu organismu zprostředkovávají dva typy buněk: 

B lymfocyty a T lymfocyty. Zatímco T buňky zodpovídají za regulační funkce a cytotoxic-

ké reakce imunitního systému, B lymfocyty jsou zodpovědné za syntézu protilátek – imu-

noglobulinů (tzv. humorální imunita). 

Neţ můţe lymfocyt tvořit protilátky, musí být nejdříve aktivován navázáním antigenu 

na specifický receptor na jeho povrchu a pod vlivem IL-2 a dalších cytokinů vyzrát 

v plazmatickou buňku. Pro stimulaci B lymfocytu k tvorbě protilátek je pak nezbytná spo-

lupráce několika buněk a kostimulačních faktorů – tzv. vícesignálová teorie. Uplatňuje se 

zde přímý kontakt aktivovaného T lymfocytu s B lymfocytem prostřednictvím adhezivních 

a kostimulačních molekul a cytokinů. Navázání kostimulačního receptoru CD40 ( povrch 

B lymfocytu) s jeho ligandem CD40L na povrchu TH lymfocytu je signálem pro započetí 

buněčného dělení a vzniku paměťových buněk a/nebo právě přepisu genů pro imunoglobu-

lin.  

Imunoglobuliny dělíme dle struktury jejich těţkých řetězců do pěti tříd – IgG, IgA, 

IgM, IgD a IgE. 
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Základní jednotka všech imunoglobulinů je sloţena z dvou lehkých a dvou těţkých ře-

tězců, které jsou spojeny disulfidickými můstky. Tyto můstky se objevují také v rámci jed-

noho řetězce a stáčí tak molekulu do kruhovité smyčky – tzv. domény. Dva kratší, lehké 

řetězce (L) mají jednu doménu v konstantní (CL) a  jednu ve variabilní oblasti (VL). Dva 

delší, těţké řetězce (H) obsahují také variabilní oblast (VH) s jednou doménou a konstantní 

oblast (CH) je tvořena třemi doménami. (viz Obr. 1)  

Variabilní oblasti jsou umístěny na amino-koncích, zatímco konstantní části 

na karboxy-koncích peptidů. Variabilní 

domény se svou globulární strukturou 

jsou zodpovědny za vazbu specifického 

antigenu. Tedy na molekule můţeme 

rozlišit tzv. Fc (krystalizující) fragment, 

který je tvořen konstantními oblastmi 

těţkých řetězců a je zodpovědný za efek-

torové funkce jako například prostup 

placentou pro IgG, vazba na povrchy 

buněk imunitního systému, aktivace 

komplementu apod. Zbytek molekuly je 

schopen vázat specifický antigen – jsou 

to dva Fab (antigen binding) fragmenty. 

Oblast, která spojuje tyto tři části, se na-

zývá pantová (hinge oblast). 
(2)

 

Jak bylo řečeno výše, třídu imuno-

globulinu určuje typ těţkého řetězce, 

takţe IgA má v molekule řetězec α, IgG řetězec γ atd. Rozlišujeme je dále na podtřídy 

(např. γ1 – γ4 odpovídá IgG1 – IgG4). Lehké řetezce se vyskytují pouze ve dvou typech – 

κ nebo λ (a subtypy λ1 – λ4), přičemţ v jedné molekule protilátky nejsou tyto dva nikdy 

smíšené, vţdy se vyskytují oba řetězce téţe sekvence. 

Tabulka 1 uvádí uspořádání řetězců a některé vlastnosti jednotlivých imunoglobulinů. 

 

 

 

 

Tabulka 1. Imunoglobuliny 
 

Obrázek 1. Struktura molekuly imunoglobulinu 
(71)
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Třída Vyskytuje se jako: Vlastnosti Funkce 

IgG monomer 

hlavní Ig séra, extravaskulár-

ních prostor, jediný prochází 

placentou, podtřídy se liší po-

čtem disulfidických můstků a 

délkou hinge oblasti 

opsonizace, aktivace kom-

plementu, sekundární proti-

látková reakce 

IgM 
spojen v pentametr 

J řetězcem, vzácně 

jako monomer 

první Ig tvořený plodem a buň-

kami po stimulaci antigenem, 

exprimován na membráně B 

lymfocytů, v séru 

aktivace komplementu, 

primární protilátková reak-

ce 

IgA 
v séru monomer, v 

sekretech dimer se 

spojovacím 

J řetězcem 

druhý nejčastější, Ig slz, slin, na 

povrchu sliznic, kolostrum 

slizniční imunita, opsoniza-

ce 

IgD monomer v séru, na povrchu B lymfocytů receptor pro antigen na 

B lymfocytu 

IgE 

monomer s extra 

doménou v kon-

stantním těţkém 

řetězci 

obyčejně velmi nízké hladiny, 

stoupají při alergických one-

mocněních 

ochrana proti parazitům, 

zvýšené hladiny při parazi-

tárních onemocněních-

aktivace eosinofilů 
 

Po stimulaci tvoří lymfocyt nejdříve především imunoglobuliny třídy IgM, aţ pak, v 

průběhu tzv. izotypového přesmyku, se tvoří ostatní protilátky (reagující s tímtéţ antige-

nem, kterým byl lymfocyt stimulován). Obvykle se v této fázi tvorby protilátek, která je 

zaloţená na obměně genu nesoucího informaci pro vznik molekuly imunoglobulinu, tvoří 

nejvíce IgG a IgA protilátek. Avšak nastane-li převaha regulačního působení TH2 buněk, 

dochází pak k navýšení syntézy IgE.
(3)

 

Tato dysregulace mezi TH1 a TH2 aktivitou bývá nalézána u atopiků, kde je koncent-

race IgE protilátek průměrně 10krát – 100krát vyšší oproti neatopické populaci. Proto také 

jednou z metod diagnostiky imunopatologické reakce 1. typu (atopické reakce) bývá sta-

novení koncentrace IgE, případně specifického IgE v krevním séru pacienta. 

3.2. PORUCHY IMUNITNÍHO SYSTÉMU 

Z hlediska povahy poruch imunity rozlišujeme choroby autoimunitní, imunodeficience 

a choroby alergické. 

O autoimunitních chorobách hovoříme tehdy, kdyţ imunitní systém tvoří kontinuálně 

protilátky proti antigenům vlastního těla, popř. aktivuje T lymfocyty. Manifestně se pak 

projevují buď jako systémové nemoci (postihují v organismu více orgánových systémů) 

jako je systémový lupus erytematodes nebo revmatoidní artritida a další nemoci postihující 

jednotlivé orgány, například Basedowova choroba, myasthenia gravis, perniciózní anemie. 
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Jako imunodeficience označujeme řadu defektů imunitního systému, kdy je poškozena 

schopnost organismu bránit se i banálním infekcím a určitým nádorovým onemocněním, ať 

uţ na podkladě genetickém nebo na základě získaného onemocnění (např. AIDS). 

Specifické nadměrné reakce imunitního systému na cizorodé antigeny označujeme jako 

stav přecitlivělosti – alergie. 

Z hlediska patogenetického je moţné rozlišit čtyři (podle některých autorů pět) základ-

ní typy imunopatologických reakcí, označovaných běţně v učebnicích jako dělení podle 

Coombse a Gella, které se uplatňují u různých druhů alergických nemocí, ale také 

v případě chorob autoimunitních (upraveno dle
(4)

): 

 Imunopatologická reakce I. typu – neboli časná, protilátkami IgE zprostředko-

vaná přecitlivělost vyvolává anafylaxi nebo alergii v uţším slova smyslu (viz 

kap. 3.3.) 

 Imunopatologická reakce II. typu – neboli cytotoxická, kdy antigen (např. hap-

ten - molekula léku) vázaný na povrchu buňky (např. krevních elementů) reagu-

je s protilátkami a tím dochází k opsonizaci buňky a následné aktivaci komple-

mentu a cytolýze (NK buňky). Vyskytuje se u některých hemolytických anemií 

(polékový typ), dále jako Goodpasterův syndrom, rychle progredující glomeru-

lonefritida a další. 

 Imunopatologická reakce III. typu – imunokomplexová, při které se imuno-

komplexy ukládají v různých tkáních (glomeruly, klouby, kůţe…) a následně 

dochází k poškozování těchto tkání aktivovanými neutrofily (SLE, glomerulo-

nefritida). 

 Imunopatologická reakce IV. typu – tzv. reakce oddáleného typu, pozdní pře-

citlivělost, kdy antigen je nejprve fagocytován makrofágy a prezentován TH 

buňkám. Tato senzititace trvá přes pět dní. Při druhém kontaktu dochází pak 

k silné zánětlivé reakci, při níţ můţe být zničena vlastní (nebo transplantovaná) 

tkáň ve velkém rozsahu (např. primární odvrţení transplantátu). 

 Imunopatologická reakce V. typu – tzv. receptorová reakce, kde autoprotilátky 

reagují s receptorovými molekulami v membránách buněk, čímţ je stimulují či 

blokují. Jedná se o receptory pro neurotransmitery nebo hormony. 

3.3. IMUNOPATOLOGICKÁ REAKCE I. TYPU, ATOPIE 

3.3.1. Alergie, atopie – vysvětlení pojmů 
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Alergologické názvosloví rozlišuje v současné době pojmy ATOPIE a ALERGIE: 

 Atopie vyjadřuje genetickou predispozici pro vznik senzibilizace a následné 

alergické reakce. Atopie
(5)

 je geneticky předurčený sklon k zvýšené tvorbě pro-

tilátek IgE jako odpověď jiţ na nízké dávky alergenů, které u normální popula-

ce tuto neţádoucí odezvu nedávají. 

 Pojem alergie označuje jiţ vzniklý klinický projev alergického onemocnění. 

Člověk, který je atopický, nemusí mít nutně klinicky vyjádřené alergické onemocnění. 

Nositelů genů pro alergii (=atopiků) je v populaci kolem 35 %, na rozdíl od klinicky se 

projevujících alergiků, kterých je kolem 25 % v populaci vyspělých zemí.(1 =Špičák, 

2005) (1) 

3.3.2. Úloha IgE v atopii 

Alergická reakce časného typu bývá nazývána reakcí závislou na IgE, protoţe protilát-

ky IgE hrají významnou roli při atopických onemocněních, kdy nalézáme jejich vyšší hla-

diny v krevním séru. Na první pohled se IgE od 

ostatních imunoglobulinů odlišuje tím, ţe jeho těţký 

řetězec obsahuje 5 domén, na rozdíl od ostatních 

imunoglobulinů, které mají v tomto řetězci domény 

4. V konstantní části těţkého řetězce nalezneme 

tedy u IgE jednu doménu navíc (Obr. 2). Molekula 

IgE je homocytotropní, coţ znamená, ţe se svým Fc 

fragmentem váţe na Fc receptory na vlastních buň-

kách. Významná je zejména vazba na vysokoafinitní 

receptory FcεRI, které se nacházejí na mastocytech a bazofilech a přímo zprostředkovávají 

degranulaci těchto buněk v případě, ţe se dvě takto navázané molekuly IgE přemostí aler-

genem, který právě tvorbu IgE vyvolal.
(6)

 Při degranulaci pak dochází k uvolnění histami-

nu, serotoninu a dalších mediátorů a cytokinů. 

Imunoglobulin E však není jediným ani primárním faktorem podílejícím se na alergic-

ké reakci, nicméně hraje ústřední roli, která je pro tuto reakci typická, a proto má svůj vý-

znam diagnostický.
(6)

 

 

3.3.3. Alergická reakce 

Obrázek 2. Molekula IgE 
(72) 
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Do mechanizmu rozvoje alergické zánětlivé odpovědi je zapojena řada buněk (ţírné 

buňky, eozinofily, bazofily, fibroblasty, buňky endotelové a další), které spolu komunikují 

prostřednictvím cytokinů, enzymů, adhezivních molekul a neuropeptidů. 

 

Hlavní buňky a mediátory alergické odpovědi 

Hlavní mediátorovou buňkou alergické reakce I. typu je mastocyt, ţírná buňka, která 

uvolňuje mediátory zánětu svou degranulací záhy po navázání molekul IgE na svůj Fc re-

ceptor a jejich přemostění alergenem. K dalším důleţitým buňkám patří: 

 Makrofágy 

 T lymfocyty 

 Eozinofily (důleţité především pro pozdní fázi) 

 Bazofily 

 

Z uvolněných mediátorů jsou nejvýznamnější histamin, serotonin a proteázy jako me-

diátory časné fáze a metabolity kyseliny arachidonové (prostaglandiny, tromboxan A2 a 

leukotrieny), cytokiny (IL-3, IL-4, IL-5, TNFα, PAF) jako mediátory pozdní odpovědi. 

Histamin je silný mediátor alergických reakcí, který: 

 působí jako vazoaktivní látka 

 působí jako spazmogenní látka 

 působí prozánětlivě 

 má přímý vliv na TH2 buňky 

Pod jeho vlivem dochází ke kontrakci hladké svaloviny 

bronchů, střeva a dělohy, ke zvýšení permeability kapilár 

(erytém, edém, pokles tlaku krve), zvýšení tvorby hlenu na 

nosní sliznici; vyvolává kopřivku, exantém, alergickou rý-

mu, zánět spojivky. Při systémovém postiţení více orgánů 

můţe dojít aţ k ţivot ohroţujícímu anafylaktickému šoku. 

Fáze alergické odpovědi 

Potenciál patologické odpovědi se rozvíjí při počátečním 

kontaktu – senzibilizaci, kdy dochází ke stimulaci diferenci-

ace řady buněk a k jejich akumulaci. Při opakované expozici 

pak dojde během několika vteřin aţ minut (časná fáze, fáze 

histaminová) k rychlému uvolnění a novotvoření vazoaktiv-

Obrázek 3. Přemostění dvou 

IgE protilátek alergenem
 (73)
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ních mediátorů zánětu ze ţírných buněk obsazených IgE - viz Kap. 3.3.2. a Obr. 3. 

Na tuto fázi pak navazuje fáze pozdní, která vzniká během několika hodin (3 - 11). Při 

ní dochází k uvolňování dalších de novo syntetizovaných mediátorů (prostaglandiny, 

tromboxan A2, leukotrieny, cytokiny IL-3, IL-4, TNFα, PAF…). Dalším důsledkem je také 

migrace „přilákaných“ prozánětlivých eozinofilů a neutrofilů do cílové tkáně. Dochází 

k rozvoji eozinofilního zánětu a následně ke strukturálním změnám ve sliznicích i v kůţi. 

Podrobněji zachycují jednotlivé fáze Obrázky 4-6 
(7)

, popis v textu. 

a) Senzitizace k danému alergenu a vývoj specifické paměti B buněk a T buněk. Dife-

renciace a klonální expanze alergen specifických TH2 buněk vede k produkci cyto-

k

i

n

ů

 

(

I

L

-

4

 

I

L

-

4

 a IL-13), které navozují přesun imunoglobulinové řady k IgE a k mnoţení popula-

ce naivních IgE+ paměťových B buněk. IgE na povrchu takovéto IgE+ specifické B 

buňky a dalších IgE-citlivých antigen prezentujících buněk usnadňují prezentaci 

antigenu. 

b) Časná fáze - přecitlivělostní reakce 1. typu. Přemostění FcεRI (vysokoafinitní re-

ceptor pro IgE) a navázané IgE protilátky alergenem na povrchu mastocytu a bazo-

filu vede k degranulaci a uvolnění vazoaktivních aminů (histamin), metabolitů ky-

seliny arachidonové (PGD, PAF, LTC4, LTD4 a LTE4), a cytokinů (IL-4, IL-5, 

IL13) a dalších chemokinů. Tato fáze je nazývána časnou nebo také histaminovou 

fází. 

Obrázek 4. Fáze alergické odpovědi a)
 (7)
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c) Pozdní fáze alergické odpovědi – alergický zánět. Pod vlivem chemokinů a dalších 

cytokinů následuje migrace prozánětlivých buněk k místu expozice alergenem. Ak-

tivují se alergen specifické T buňky a začínají se dělit. Místní produkci IgE nalé-

záme u alergické rinitidy a astma, ne však při alergickém zánětu kůţe (atopická 

dermatitida). Eozinofily jsou jedny z hlavních zánětlivých buněk (aţ 50% zánětli-

vého infiltrátu) v plicích astmatika, ale ne v kůţi při atopické dermatitidě (pouze 1-

2% infiltrátu). TH1 buňky, které produkují IFNγ a TNF, přispívají k aktivaci a apo-

ptóze keratinocytů (v kůţi), bronchiálních epiteliálních buněk a buněk hladké plicní 

svaloviny (hyperreaktivita). Aktivace mastocytů a bazofilů, které uvolňují histamin, 

chemokiny a další cytokiny také dále přispívají k pozdní fázi alergické reakce.
(7) 

Obrázek 5. Fáze alergické odpovědi b) 
(7)
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3.3.4. Regulace specifické imunitní odpovědi (TH1 nebo TH2) 

Hlavní regulační buňkou specifické imunitní odpovědi je TH (helper) lymfocyt. Jeho 

regulační funkce se uskutečňuje prostřednictvím různých cytokinů nebo i přímo. Do pri-

mární imunitní reakce vstupují naivní TH0 lymfocyty a pod vlivem cytokinů z makrofágů, 

NK buněk, ţírných buněk, bazofilů nastává jejich diferenciace. 

Zjednodušeně, vlivem cytokinů z TH1 buněk (INFγ) nebo NK buněk (IL-12) vznikají 

TH1 lymfocyty, pod vlivem cytokinů z TH2 buněk (IL-4) nebo ţírných buněk (IL-4) se 

mění v TH2 lymfocyty. Navzájem pak cytokiny TH1 lymfocytů potlačují vznik TH2 bu-

něk a naopak, coţ je jeden z významných regulačních mechanismů imunitního systému. 

Podrobný mechanismus regulace je však mnohem sloţitější, a naše dosavadní znalosti 

nejsou zcela úplné. 
(8)

 

U zdravého dospělého jedince je fyziologická mírná převaha TH1 lymfocytů. Pokud 

však nedojde k vyváţenému rozvoji obou základních subpopulací TH buněk, převáţí-li 

subpopulace Th2, která nasměrovává imunitní odpověď k tvorbě protilátek, dochází ke 

vzniku atopie. 

Obrázek 6. Fáze alergické odpovědi c)
 (7)
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TH2 odpověď je spojena se zvýšenou produkcí IL-4 a IL-5, coţ směřuje k protilátkové 

odpovědi – tvoří se specifické IgE protilátky, aktivují se ţírné buňky, nalézáme větší hla-

diny eozinofilů. 
(9) 

Naproti tomu převaha TH1 je charakteristická produkcí INFγ a IL-12, které aktivují 

makrofágy a NK buňky a vedou tak k buněčné odpovědi. Vedle toho (v souvislosti se za-

váděním SIT) dochází k potlačení tvorby alergen specifických IgE protilátek a ke zvýšené 

tvorbě IgG (především IgG4) a  IgA. Tyto jsou povaţovány za tzv. „blokující“ protilátky, 

které kompetitivně brání interakci alergenu s IgE na povrchu ţírných buněk a tím i aktivaci 

komplementu. Zabraňují takto spuštění alergické reakce (nedojde k uvolnění histaminu).
(10) 

Významnou roli v regulaci imunitní odpovědi TH1/ TH2 směrem hrají také další regu-

lační buňky – především tzv. Treg  a TH3 lymfocyty. Tvorbou cytokinů (např. IL-10, 

TGFβ) s regulačními a protizánětlivými účinky působí supresivně na TH2 subpopulaci a 

směřují odpověď TH1 cestou a tak potlačují rozvoj alergických typů imunitní odpovědi a 

udrţují imunologickou toleranci.  Pod vlivem cytokinů uvolňovaných Treg lymfocyty na-

stává také zvýšená syntéza blokujících IgG4 protilátek a redukce IgE. Toto je moţné sle-

dovat například v průběhu SIT. 

U atopických osob nalézáme sníţenou aktivitu těchto regulačních buněk. 

3.3.5. Klinické projevy, nomenklatura nemocí (2004 WHO a WAO) 

Alergická reakce má nejrůznější projevy, které se mohou objevit na různých místech 

těla, orgánech a s různou intenzitou. Dochází k zánětu, jehoţ výsledkem je tvorba hlenu, 

otok, zarudnutí či spasmus hladkých svalů, a který má často chronický, vleklý charakter. 

Orgánový příznak, který povaţujeme za projev alergie, není jen místní orgánovou patolo-

gií, ale vyjádřením systémové reakce. V návaznosti na genotyp se projeví klinickým feno-

typem na kůţi, na spojivce, v nose nebo v bronších. 
(11)

 

 

Nomenklatura a projevy nemocí (upraveno dle 
(11)

): 

Alergická rinitida je nejběţnějším klinickým projevem atopické přecitlivělosti. Reakce 

je lokalizovaná v nosní sliznici a spojivce (proto někdy hovoříme o rinokonjunktivitidě). 

Spouštěcím faktorem jsou vzdušné alergeny jako pyly, plísně, zvířecí srst apod. Jedná se o 

chronické, obtěţující onemocnění, které je charakteristické svými záchvaty kýchání, svě-

děním a vodnatou rýmou a/nebo blokádou nosních průduchů. Dělí se dle trvání příznaků na 

intermitentní a perzistující, (případně ještě na sezónní a celoroční). Často alergická rinitida 

předchází pozdějšímu rozvoji astmatu.  
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Astma (podle definice GINA) je chronické zánětlivé onemocnění dýchacích cest, na 

němţ se účastní mnoho buněk, zvláště ţírné buňky, eozinofily a T lymfocyty. U citlivých 

jedinců je zánět příčinou opakovaných stavů hvízdavého dýchání, zkráceného dechu, de-

chové tísně a kašle zvláště v noci a/nebo časně ráno. Příznaky jsou většinou spojeny s vari-

abilní obstrukcí dýchacích cest, která je alespoň částečně reverzibilní spontánně nebo po 

léčbě. Zánět je také příčinou zvýšení bronchiální hyperreaktivity na řadu podnětů. 

Alergické astma základní pojem pro astma zprostředkované imunologickými mecha-

nismy. Pojem „IgE zprostředkované astma” je doporučován tehdy, kdyţ je skutečně proká-

zán IgE zprostředkovaný mechanismus. IgE protilátky mohou navodit okamţitou i pozdní 

astmatickou reakci. Podobně jako u jiných alergických chorob se ovšem reakce spojené s T 

lymfocyty jeví důleţité u pozdních a opoţděných reakcí. Podle trvání příznaků se astma 

označuje jako intermitentní nebo perzistující. 

Nealergické astma – tento pojem se přednostně pouţívá pro ne-imunologické typy 

astmatu. Staré pojmy „extrinsic”, „intrinsic”, „exogenní” a „endogenní” by neměly být uţ 

dále pouţívány k odlišení alergického a nealergického astmatu. 

Konjunktivitida - IgE zprostředkovaná alergická konjunktivitida většinou provází aler-

gickou rýmu. Vedle tohoto typu se vyskytuje alergická kontaktní konjunktivitida, imuno-

logicky zaloţená na TH1 mechanismu. 

Rinokonjunktivitida - příznaky imunologicky zprostředkované reakce přecitlivělosti v 

nose a očních spojivkách mají být označovány jako alergická rinokonjunktivitida. Většina 

případů je IgE zprostředkovaná. Opět se rozlišuje podle trvání příznaků na intermitentní a 

perzistující formu. 

Dermatitida - všeobecný pojem pro místní koţní zánět. To, co je všeobecně známé ja-

ko „atopický ekzém/dermatitida”, není jedno onemocnění, ale spíše spojení několika ne-

mocí s některými společnými charakteristikami. Mnohem vhodnějším je pojem ekzém. 

Atopická dermatitida můţe vzniknout buď lokálním dráţděním pokoţky, nebo být aktivo-

vána hematogenní cestou po poţití vyvolávajícího alergenu. Podskupina s vazbou na aler-

gické astma a rinokonjunktivitidu, tedy ekzém u jedince atopické konstituce, by měl být 

označen jako atopický ekzém. Těsný kontakt s nízkomolekulárními chemickými látkami 

(nikl, chrom, formaldehyd) můţe vyvolat alergickou kontaktní dermatitidu zprostředkova-

nou především TH1 lymfocyty. Nealergická varianta můţe být označena jako iritač-

ní/toxická kontaktní dermatitida. 
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Na závěr bych zmínila akutní celkovou hypersenzitivní reakci I. typu, kdy mluvíme o 

anafylaxi, která můţe být extrémním vyústěním kontaktu s větším mnoţstvím alergenu 

nebo po kontaktu s alergenem nefyziologickou cestou (kontakt krevní cestou) a včas neře-

šená se můţe projevovat sníţením základních ţivotních funkcí a tudíţ ohrozit pacienta na 

ţivotě – anafylaktický šok. 

 

Klinické příznaky alergických chorob se někdy nemusí lišit od postiţení neatopické 

povahy, kde nelze prokázat imunologický mechanismus. Je proto úkolem alergologa a kli-

nického imunologa potvrdit nebo vyvrátit alergii, případně určit typ specifického imunolo-

gického mechanismu, odhalit spouštěče reakce. 
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4. ALERGENY 

Alergická reakce je nepřiměřenou reakcí imunitního systému na nejrůznější látky – 

alergeny, které u zdravého člověka tuto poruchu nevyvolají. Alergeny mohou být glyko-

proteiny (většinou o molekulové hmotnosti 5 aţ 100 kD), ale také některé jednoduché 

chemické látky. Mezi nejčastější alergeny patří pyly, součásti těl ţivočichů a jejich produk-

ty, bakterie či plísně. Podle vstupu alergenu do organismu můţe alergie probíhat buď lo-

kálně, nebo systémově - od lehké vyráţky, rinitidy, aţ po závaţný anafylaktický šok. 

Aby byl alergen schopen vyvolat alergickou reakci, musí obsahovat epitop pro 

B lymfocyt, na který se můţe navázat IgE, a epitop schopný navodit TH2 lymfocytární 

odpověď. 
(12)

 

 Základní nomenklatura alergenů se dnes opírá o následující pravidla (WHO/IUIS): 

jméno se skládá z prvních tří písmen latinského rodu, pak následuje první písmeno druhu a 

číslo, které vyjadřuje, v jakém pořadí došlo k purifikaci. 

 

Hlavní a vedlejší alergeny 

Obvykle první objevené alergeny patří mezi tzv. hlavní – majoritní. Majoritní alergen 

je taková sloţka extraktu, která představuje více neţ 50 % biologické aktivity pro více neţ 

50 % reagujících pacientů. 

U podstatné většiny alergiků (asi přes 90%) nalézáme právě specifické IgE proti hlav-

ním alergenům příslušného biologického druhu. Tyto alergeny bývají zastoupeny s největší 

pravděpodobností v testovacích i laboratorních standardech.  

Ostatní (minoritní) alergeny nemusí být přítomny v komerčních testovacích látkách, ale 

mohou být příčinou například zkříţené alergie v rámci stejné třídy nebo i mezi biologicky 

velmi odlišnými druhy. Většinou proti těmto minoritním alergenům reaguje pouze 5 – 20% 

pacientů alergických na daný biologický druh. 

 

Panalergeny 

V souvislosti se vznikem zkříţených alergií mluvíme o panalergenech. Zkříţená alergie 

můţe vznikat u alergenů, u kterých nalézáme podobnost (homologii) v bílkovinné sekvenci 

a to minimálně 50%. Objevuje se u alergenů hlavních i vedlejších a to v rámci jednotlivých 

druhů nebo napříč druhovými spektry. 

V případě homologií s víc jak 80% překrytím jiţ hovoříme o panalergenech. V součas-

né době jsou definovány panalergeny: 
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Profilin (viz dále), vápník vázající protein (odpovídá vedlejšímu alergenu bojínku Phl p 

7 a břízy Bet v 4), tropomyozin (zkříţená alergie mezi korýši, měkkýši, hmyzem a roztoči), 

lipid transfer protein (mezi ovocem, stromovými ořechy, zeleninou), parvalbuminy a dal-

ší.
(6)

 

Profilin je asi nejvýznamnější panalergen a je zodpovědný za zkříţenou alergii mezi 

břízovitými a potravinovými alergeny. U břízy odpovídá minoritnímu alergenu Bet v 2, u 

burského oříšku Ara h 5, celeru Api g 4, hrušky Pyr c 4, třešně Pru a 4 a u bojínku lučního 

Phl p 12. Oproti hlavnímu alergenu břízy Bet v 1 vyvolává Bet v 2 (profilin) často přízna-

ky celkové po poţití. Dle některých autorů je to dáno především vyšší stabilitou, odolností 

k proteolýze při trávení. 
(13) 

Jeho molekulová váha je kolem 14,5 kDa a u alergiků na břízu a na rostlinné potraviny 

prokazujeme specifické IgE protilátky proti profilinu aţ ve 20%. 

 

Zkřížená alergie 

Znalosti o moţnostech zkříţené reaktivity mezi nejrůznějšími druhy rostlin i ţivočichů 

nabývají stále většího významu. Napomáhá tomu také rozvoj v odhalování alergicko-

imunologických pochodů na molekulární úrovni v několika posledních desetiletích. Dneš-

ními technologiemi dovedeme rozloţit alergeny aţ na jednotlivé aminokyseliny a objevit 

kritická místa vazby (epitopy) s IgE protilátkou. To umoţnilo mimo jiné objasnit podstatu 

zkříţených alergií. 

Zkříţená alergie vzniká na základě podobnosti – homologii alergenů. To znamená, ţe 

musí být významná shoda (většinou víc neţ 70%) v sekvenci aminokyselin alergenů třeba i 

různých biologických druhů. V důsledku toho protilátky IgE namířené proti jednomu aler-

genu reagují také s druhým alergenem, který je obsaţen v jiném, druhově příbuzném nebo i 

vzdáleném zdroji. Například nejčastější zkříţená alergie mezi potravinami a inhalačním 

alergenem je zkříţená alergie s pylem, u které dochází primárně k tvorbě IgE protilátek 

proti pylu a ke klinickým projevům pylové alergie a často aţ po letech se začne objevovat 

zkříţená potravinová alergie.
(14)

 

 

Dnes, díky genovému inţenýrství dovedeme do epitopů mutagenně vstupovat a ovliv-

nit tak původní alergenicitu a imunogenitu antigenu. Tento pokrok má velký význam pro 

pochopení vztahů nazývaných zkříţenou alergií, které jsou častou příčinou diagnostických 

i léčebných omylů. 
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4.1. PŘIROZENÉ ALERGENY A ALERGENOVÉ EXTRAKTY 

4.1.1. Pylové alergeny 

Pyly patří k nejvýznamnějším alergenům vnějšího prostředí. Příčinou obtíţí jsou pylo-

vá zrna z prašníků samčích rostlin. Ta jsou velice snadno roznášena větrem na velké vzdá-

lenosti a vyvolávají postiţení horních cest dýchacích, očních spojivek, u některých pacien-

tů i dolních cest dýchacích – „pylové astma“. Objevit se také můţe exantém, angioedém, 

urtikarie, ekzém, projevy gastrointestinální, orální alergický syndrom, pseudorevmaticklé 

obtíţe. 

V patogenezi polinózy (pylové alergie) se uplatňují následující fáze: 

pylový alergen je zpracován po vstupu do organismu makrofágy a dendritickými buň-

kami. 

nadprodukované specifické IgE protilátky se váţí na Fcε receptor na povrchu ţírných 

buněk a bazofilů. 

aktivace buňky v případě, ţe dojde k přemostění dvou sousedících molekul alergenem 

a tím modifikaci Fc receptorů. 

degranulace s uvolněním mediátorů (nejdříve histamin, tryptáza, bradykinin, poté no-

votvořené leukotrieny, prostaglandiny a PAF). 

vlivem uvolněných mediátorů dochází k bronchospasmu, vazodilataci, zvýšení tvorby 

hlenu, slizničnímu edému a k další chemotaxi. 

projevy orgánového nebo systémového postiţení (časná fáze za 5 - 20 minut, reakce 

opoţděná po 3 - 11ti hodinách a reakce pozdní za 24 - 48 hodin). V časné fázi se 

z mediátorů uplatňuje především histamin, dále leukotrieny, prostaglandiny, PAF a další 

chemotaktické faktory. Tato fáze je zcela reverzibilní. Pozdní fáze je pak provázena zvýše-

nou aktivitou eozinofilů a narušením slizniční integrity proteolytickými enzymy. Násled-

kem je pak hyperreaktivita takto postiţených tkání. 
(15) 

 

Alergenní potenciál je vyšší u pylů anemofilních rostlin, které jsou lehké a rostliny jich 

produkují velké mnoţství. Jsou to pyly stromů, keřů, trav, obilí, plevelů a bylin. 

Hmyzosprašné rostliny produkují malá mnoţství těţkých pylů, které se vzduchem neší-

ří na velké vzdálenosti, a proto je menší pravděpodobnost, ţe ulpí na sliznicích člověka. 

Z toho tedy vyplývají kritéria, podle kterých můţeme posoudit schopnost pylu vyvolat 
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senzibilizaci a následně alergickou reakci: musí jít o pyl větrosprašné rostliny, který je 

produkován ve velkém mnoţství, je dostatečně lehký pro přenos větrem na velké vzdále-

nosti a musí obsahovat antigenní sloţku, která je schopná vyvolat senzibilizaci. 

Některé pylové alergeny jsou uvedeny v Tabulce 2. 

Tabulka 2. Některé pylové alergeny
(6)

 

Vybrané pylové alergeny 

Alnus glutinosa Aln g 1 

Corylus avellana Cor a 1 

Betula verrucosa Bet v 1, Bet v 2, Bet v 4 

Olea europaea Ole e 1, Ole e 2 

Phleum pretense Phl p 1, Phl p 4, Phl p 5, Phl p 6, Phl p 7, Phl p 12 

Ambrosia trifida Amb t 5 

Artemisia vulgarit Art v 1, Art v 2, Art v 3 

 

Pylový kalendář 

Pylovou sezónu rozdělujeme v našich podmínkách na tři hlavní období (Obr. 7). 

V jarním období dominují pyly stromů, v letním jsou to pyly trav a na podzim pyly pleve-

lů.  

Jedním z nejvýznamnějších alergenů jara je pyl břízy, který se často podílí na četných 

zkříţených reakcích. Bříza kvete od března do poloviny května. 

V letním období jsou nejrozšířenější pyly trav (bojínek, jílek, srha, lipnice…) a obilo-

vin (hl. ţito, kukuřice). Tato sezóna bývá velmi dlouhá a alergie na pyl trav je u nás nejčas-

tějším druhem pylové alergie. Zkříţená reaktivita v rámci skupiny trav nebývá výjimkou.  

Koncem léta se pak začínají objevovat hojné pyly plevelů (pelyněk, jitrocel, šťo-

vík, ambrózie…)
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Obrázek 7. Pylový kalendář



23 

 

Zkřížená reaktivita pylových alergenů  

U pylových alergenů se při zkříţených reakcích v rámci příbuzných druhů uplatňují 

uvolňované enzymy, u nepříbuzných jsou to pak takzvané panalergeny. Zkříţeně reagují 

také některé alergeny ovoce, zeleniny a 

koření. Kromě významných panalergenů 

(profilin, tropomyozin apod.) můţe být pro 

vznik zkříţené alergie také významná ho-

mologie majoritních alergenů v případě, ţe 

dojde k 50% (lépe 70 - 80%) shodě 

v aminokyselinových sekvencích. Zkříţené 

reakce se pak objevují mezi pylovými, zví-

řecími, potravinovými i hmyzími alergeny. 

Častý je syndrom „bříza (Bet v 1) – ovoce 

(Mal d 1, Pru p 1, Pyr c 1) - ořechy 

(Ara h 1) “ a syndrom „celer – mrkev – pe-

lyněk – bříza – koření“. 

Obrázek 8 ukazuje strukturu hlavního 

alergenu břízy – Bet v 1. 

 

4.1.2. Zvířecí alergeny 

Ve velké části českých domácností se setkáme s domácími zvířaty. Proto také zvířecí 

alergeny patří mezi jedny z nejvýznamnějších. Nejsou jen kontaktními alergeny, ale díky 

své snadné přilnavosti k nejrůznějším povrchům, prachovým částicím apod. působí také 

inhalační potíţe. 

K nejagresivnějším patří alergen kočičích koţních šupin a slin. Tyto také přetrvávají 

velmi dlouhou dobu v prostředí. Častá je v populaci i pozitivita na alergeny psa. Setkává-

me se s reakcemi na myši, potkany, morčata, koně atd. 

Vybrané alergeny uvádím v Tabulce 3. 

 

 

 

Obrázek 8. Struktura vazby Bet v 1 s mo-

lekulou imunoglobulinu
(74)
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Tabulka 3. Některé zvířecí alergeny
(6)

 

Některé zvířecí alergeny 

Druh Hlavní alergen 

Kočka domácí Fel d 1 

(Felis domestica)   

Pes domácí Can f 1, Can f 2 

(Canis familiaris)   

Potkan Rat n 1 

(Rattus norvegicus)   

 

4.1.3. Domácí alergeny 

V minulosti se alergenové extrakty připravovaly ze sesbíraného domovního prachu. 

Těmito byly prováděny koţní testy a mnoţství alergenu bylo udáváno jen poměrem jeho 

ředění. Bylo však jasné, ţe se jedná o velice heterogenní směs nejrůznějších antigenů. Poz-

ději se ukázalo, ţe nejvýznamnější sloţku bytového prachu tvoří roztoči a plísně.  

Alergeny roztočů se dělí dle biochemické charakteristiky, aminokyselinových sekvencí 

a molekulové hmotnosti do několika skupin
(16)

  a i pro ně se uplatňují principy zkříţené 

reaktivity. 

Plísňovou alergii mohou způsobovat buď spóry plísní, které jsou díky své velikosti (10 

µm) snadno inhalovány, nebo jejich enzymy. 

Některé vybrané alergeny uvádím v Tabulce 4. 

Tabulka 4. Některé alergeny roztočů a plísní
(6)

 

Skupiny roztočových alergenů 

Skupina Hlavní alergen 

Skupina 1 Der f 1, Der p 1, Eur m 1, Der m 1 

Skupina 2 Der f 2, Der p 2, Eur m 2, Tyr p 2 

Některé alergeny plísní 

Zdroj alergenů Hlavní alergen 

Alternaria alternata Alt a 1 

Aspergilus fumigatus Asp f 1 
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4.1.4. Potravinové alergeny 

Hlavními potravinovými alergeny jsou proteiny (či glykoproteiny), většinou kyselého 

pH a molekulové hmotnosti 5 – 100 kD.
(6)

 

 Nejčastěji tvoří problémy bílkoviny kravského mléka, slepičího vejce, luštěnin, stro-

mové ořechy, obiloviny, ovoce, zelenina, ryby, korýši a nejrůznější potravinová aditiva. U 

ovoce a zeleniny nalézáme často zkříţenou alergii s břízou, ambrózií a latexem. 

4.1.5. Jedy blanokřídlých 

Jedná se o směs proteinů, peptidů, biogenních aminů a nízkomolekulárních látek (pře-

devším histamin, dále například melittin, apamin…). Řada těchto látek můţe vyvolávat 

alergickou reakci a nezřídka anafylaktický záchvat. 

Ukázka alergenů viz Tabulka 5. 

Tabulka 5. Některé alergeny jedu blanokřídlých
(6)

 

Některé alergeny jedu blanokřídlých 

Zdroj alergenů Hlavní alergen 

Apis melifera Api m 1, Api m 2, Api m 3 

Vespula germanica Ves g 1, Ves g 2 

 

4.1.6. Využití alergenových extraktů 

Alergologie vyuţívala nejprve alergenní extrakty v surovém stavu, které obsahovaly 

spektrum různých alergenních látek spolu se spoustou neaktivních substancí. Obsah účin-

ných látek v nich obsaţených nebyl zpočátku tedy vůbec sledován a přípravky byly defi-

novány jen zředěním základního extraktu. Pro lepší specifikaci byly pak zavedeny tzv. 

Noonovy jednotky určující mnoţství alergenu v extraktu z určitého mnoţství suroviny v 

daném objemu extrakční tekutiny. Později se začalo pouţívat hodnocení pomocí obsahu 

proteinového dusíku (PNU). 

Tyto metody však neumoţňovaly stanovit alergenní účinnost takto připravených ex-

traktů. Toho se dosáhlo aţ díky moderním imunologickým a imunochemickým metodám, 

které umoţňují sledovat skutečnou biologickou aktivitu extraktu reakcí se specifickými 

IgE.
(17)

 

K určení aktivity se pouţívají metody jako je RAST či ELISA a pomocí monoklonál-

ních protilátek můţeme určit i mnoţství hlavních alergenů. Takto vyšetřované extrakty 

musí jiţ být zbavené balastních látek. 
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Alergenové extrakty mají široké vyuţití v diagnostických intradermálních a především 

prick testech a zatím také při specifické alergenové imunoterapii. V dnešní době nalézá 

SIT uplatnění zejména u pacientů postiţených alergickou rinitidou a u alergií na hmyzí 

jedy. Nevýhodou SIT prováděné nativními alergenovými extrakty je ale moţnost vzniku 

neţádoucích reakcí (aţ po anafylaxi), moţnosti navození další senzitizace, případně zhor-

šení potíţí. 

Proto se objevují snahy vyuţívat do budoucna spíše modifikovaných nebo genovým 

inţenýrstvím připravených alergenů, aby se těmto neţádoucím reakcím zabránilo. 

 

4.2. REKOMBINANTNÍ ALERGENY 

Počátkem devadesátých let se začaly v mnoha sférách uplatňovat rekombinantní tech-

nologie. V oblasti alergologie mohly být na molekulární úrovni determinovány spouštěcí 

alergenové epitopy a extrakty surových alergenů se ukázaly jako směsi mnoha majoritních 

a minoritních alergenů. Tyto technologie umoţnily také první produkci samostatných aler-

genových molekul za pomoci bakterie Escherichia coli. 

Dalším pokrokem je tvorba modifikovaných alergenů s mírnými obměnami v řetězci. 

Tímto je pak dosaţeno sníţené alergenicity při zachování imunogenicity alergenů. Ukazuje 

se, především pro budoucnost, velký význam rekombinantních alergenů pro výzkumné 

účely, pro diagnostiku a terapii alergických chorob, stejně tak i následné monitorování její-

ho průběhu. 

 

4.2.1. Rekombinantní technologie 

Rekombinantní technologie jsou souborem metodik, které vyuţívají rekombinantní 

DNA buď k produkci bílkovin jinými neţ původními organismy nebo k produkci genetic-

ky modifikovaných bílkovin, popřípadě organismů. 

Rekombinantní technologie umoţňují komerčně produkovat velké mnoţství rekombi-

nantních proteinů, podobných proteinům nativním. Je moţné exprimovat přirozeně se vy-

skytující izoformy méně reagující s IgE, měnit IgE epitopy místní mutageneze, pomocí 

exprese velkých polypeptidů nebo fragmentů molekuly s uchováním epitopů, a tedy 

schopností stimulovat T lymfocyty. 
(18) 

Základní metodou je umělé vloţení genu, který kóduje poţadovanou bílkovinu (aler-

gen) do genomu producenta (bakterie, kvasinky). Nejdříve je nutné vytvořit rekombinantní 
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DNA, která obsahuje klonovaný fragment a tzv. klonovací vektor (je schopen autonomní 

replikace v hostitelském organismu). Následně se tato DNA vnese do hostitelské buňky, 

nejčastěji E. coli. Pro klonování krátkých úseků (do 30 000 pb) lze vyuţít bakteriofágy či 

bakteriální plazmidy - viz Obrázek 9. 

 

 

Obrázek 9. Plazmid pro DNA vakcinaci 
(19) 

 

V dnešní době se začínají uplatňovat nebo zkoušet také další způsoby „úpravy“ alerge-

nů. Můţeme zmínit například vyuţití fragmentace alergenů, produkce izotopů se sníţenou 

kapacitou vázat IgE, vznik různých derivátů rekombinantních alergenů, uţití adjuvans (ty-

rozin, aluminium – ke zpomalení systémové absorpce) a další.
(20) 

Jednou z novějších technologií je například tzv. „mimotop“ technologie. Mimotopy 

jsou peptidy podobné haptenům, napodobují vazebná místa pouze pro jeden druh IgE a 

zaměřují se na blokující protilátky proti IgE epitopům. Zamýšlí se jejich aplikace v genera-

ci alergen specifických vakcín. 
(21) 

 

Díky nově zaváděným technologiím se s největší pravděpodobností bude rozšiřovat a 

zdokonalovat uplatňování takto vzniklých struktur v široké praxi. 

4.2.2. Využití rekombinantních alergenů ve výzkumu 

V rámci výzkumu nalézají rekombinantní alergeny a technologie uplatnění například 

při odhalování zkříţených reaktivit. Séra se preadsorbují s daným rekombinantním alerge-

nem a na základě sníţení navázání IgE můţeme odhadnout IgE epitopy společné extraktu a 
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rekombinantnímu alergenu. Takto můţeme také identifikovat molekulu (alergen), která 

byla prvotním senzitizujícím faktorem u pacientů s polyvalentní alergií. 

Dále se výzkum zaměřuje na bliţší charakteristiku oblastí alergenu zodpovědných za 

interakci s protilátkami za pomoci trojrozměrné struktury alergenů a na přesnou strukturál-

ní analýzu interakcí alergen-protilátka (IgE). Toto můţe být zvláště uţitečné pro navrţení 

aktivní (indukce produkce blokujících protilátek) i pasivní (saturace IgE protilátek ještě 

před vystavením alergenu) terapie.
(22)

 

V posledních letech se výzkum soustředí především na zvyšování bezpečnosti a speci-

fity alergenové imunoterapie. Děje se tak například redukcí alergenní aktivity tvorbou de-

rivátů rekombinantních alergenů, fragmentací rekombinantních alergenů, objevováním 

izoforem s redukovanou kapacitou vázat IgE protilátky. 
(21)

 

4.2.3. Využití rekombinantních alergenů v diagnostice 

Dříve se diagnostika přecitlivělosti I. typu opírala jen o alergenové extrakty, které do-

vedly pouze prokázat senzitizaci na daný alergenový zdroj, neobjasňovaly však, která mo-

lekula alergenu je za tuto reakci zodpovědná. Rekombinantní DNA technologie, pomocí 

kterých dovedeme syntetizovat individuální definované alergeny, umoţnily rozpoznávat 

tyto alergenní molekuly a díky tomu následně vybírat optimální terapii.
(23)

 

Rekombinantní alergeny nám v mnoha aspektech mohou pomoci upřesnit diagnostiku 

alergických onemocnění: je moţné přesněji kvantifikovat specifické IgE protilátky, zvýšit 

citlivost testů, pouţít alergeny různých zdrojů v jednom testu a identifikovat konkrétní 

alergen spouštějící alergickou reakci. Pouţívají se jak v diagnostice in vivo (mezi lety 

1994–1995 byly poprvé rekombinantní alergeny úspěšně pouţity v koţních testech
(21)

, a 

především při uplatnění in vitro metod. 

 

Zvýšená hladina celkového IgE nás můţe nasměrovat k IgE-zprostředkované alergii, a 

přitom mohou být tyto protilátky zvýšené z jiného důvodu. Na druhou stranu se také mů-

ţeme setkat se situací, kdy celkové IgE není výrazně zvýšeno, ale prokáţeme vysokou hla-

dinu specifických IgE protilátek v séru.
(24) 

Diagnostika alergie by proto měla začít zjištěním zdroje, který potíţe vyvolává (alerge-

novým extraktem nebo směsí rekombinantních alergenů) a pro upřesnění být doplněna 

měřením hladin specifického IgE proti individuálním antigenům pomocí rekombinantních 

alergenů.
(22) 
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Pouţívání rekombinantních alergenů v diagnostice má přínos především u pacientů, 

kteří jsou citliví jen na malé mnoţství alergenů. U polysenzitivních pacientů se musí jednat 

o ty, kteří reagují na imunologicky nepříbuzné alergeny, jinak můţe dojít ke zkreslení vý-

sledků.
(25)

 

Těmito metodami lze tedy určit, zda je pacient mono-, oligo- či polyvalentní a na zá-

kladě toho pak volit vhodný postup terapie (viz dále v textu). 

 

Pomocí alergenových extraktů můţeme vlastně jenom potvrdit/zjistit, zda pacient rea-

guje na některý z alergenů obsaţený v určitém zdroji. Uţitím rekombinantů diagnostiku-

jeme přímo konkrétní alergenovou molekulu, která alergickou reakci spouští – tzv. CRD 

(komponent-resolved diagnosis) 
(26)

 . Výhodou CRD také je, ţe můţeme determinovat, zda 

je pacient „kosenzitizovaný“ k různým alergenům z různých zdrojů a nebo tzv. z angl. 

„cross-senzitizovaný“, tj. reagující s jedinou alergenní determinantou obsaţenou ve více 

zdrojích. To má pak samozřejmě dopad pro následnou zvolenou terapii. 

  



30 

 

4.2.4. Využití rekombinantních alergenů v terapii 

Specifická imunoterapie je zaloţena na systémovém podávání vzrůstajících dávek aler-

genů, na které je pacient přecitlivělý. Je indikována u nemocných s prokázanými specific-

kými IgE protilátkami ke klinicky závaţným alergenům, u kterých alergické příznaky 

opravňují k časové náročnosti a riziku této léčby. Záměrem je navodit u pacienta dlouho-

dobou toleranci. 

Běţně se provádí surovými alergenovými extrakty, které mimo směsi alergenů obsahu-

jí také nealergenní sloţky. Takováto imunoterapie můţe však v některých případech navo-

dit další senzitizaci (alergeny obsaţenými ve směsi, na které předtím pacient nereagoval) a 

zhoršení potíţí.
(27) 

Historická zkušenost ukázala, ţe očištění alergenového extraktu od balastních látek ve-

de ke zvýšení aktivity extraktu a terapeutického potenciálu látky. Je to však provázeno 

zvýšením rizika léčby a výskytu neţádoucích účinků. Proto by se měl tento druh terapie 

provádět pouze jednotlivými konkrétními alergeny, které vyvolávají u pacienta obtíţe, tedy 

aţ po předchozím stanovení kompletního profilu IgE reaktivity pacienta rekombinantními 

alergeny. 

Při zavádění léčby SIT v případě polysenzitivních pacientů pak je potřeba pro klinic-

kou praxi rozlišovat, zda jde o kosenzitizaci nebo o zkříţenou reaktivitu. Tzv. kosenzitivní 

pacient je přecitlivělý na několik alergenů z různých zdrojů a potřebuje tedy SIT pro kaţdý 

z nich, na rozdíl od zkříţeně reagujícícho pacienta, který je alergický na více zdrojů právě 

kvůli zkříţené reakci proti stejné bílkovinné komponentě (panalergenu), obsaţené v těchto 

zdrojích.
(28)

 Z tohoto pohledu je pak pochopitelně velice důleţitá správná diagnostika, ke 

které nám mohou dopomoct opět rekombinantní alergeny. 

Pomocí rekombinantních technologií můţeme vyrobit vakcíny, které přesně „padnou“ 

konkrétnímu pacientovi, čehoţ alergenovým extraktem nikdy nedosáhneme.
(29) 

Vedle specifické alergenové terapie se začínají objevovat studie navrhující nové způ-

soby léčby či dokonce prevence alergických chorob zaloţené na determinaci a úpravách 

alergenových struktur. Modifikované alergeny jsou charakterizovány sníţenou alergenici-

tou a zachovanou imunogenicitou alergenů, proto by teoreticky bylo moţno tyto proteiny 

podávat ve vysokých dávkách bez rizika degranulace mastocytů a se zachovanou aktivací 

T lymfocytů 
(31) (30) (20)

 

Zkouší se postupy zaloţené na navození tolerance T lymfocytů nebo aplikace alerge-

nových vakcín jako prevence vývinu alergie. 
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Rekombinantní technologií je moţno získat IgE vázající hapteny, které mohou vyvázat 

receptory na efektorových buňkách, popřípadě blokovat tvorbu IgE protilátek nebo růz-

ných cytokinů.
(22) 

Zkoumá se také vakcinace pomocí DNA kódující alergen (bylo prokázáno, ţe vakcina-

ce alergen-kódující DNA můţe navodit alergen specifickou TH1 imunitní odpověď a pře-

dejít tak vzniku alergie).
(31)

 

Další strategií je vakcinace tzv. „mimotopem“, který díky své struktuře indukuje vznik 

blokujících protilátek. 

Do budoucna má tedy stále větší význam moţnost produkce alergenových derivátů se 

sníţenou alergenicitou (ale zachovanou imunogenicitou) a tudíţ minimalizace pravděpo-

dobnosti neţádoucích účinků v podobě anafylaktických reakcí.  

4.2.5. Využití rekombinantních alergenů při monitorování průběhu terapie 

Další moţnost vyuţití rekombinantních alergenů se ukazuje v oblasti monitorování 

průběhu terapie. 
(24) 

Při opakované dlouhodobé antigenní stimulaci T-dependentním antigenem (jako při 

SIT) dochází k výrazné IgG4 protilátkové odpovědi.
(32)

 

Rekombinantní alergeny se zde uplatňují při sledování průběhu změn hladin jak IgE, 

tak IgG protilátek a tedy monitorování imunologické odezvy na danou terapii. Obecně bý-

vá pozorován pokles specifických IgE protilátek a vzestup hladin specifických IgG 

(zejména IgG4) protilátek v průběhu SIT, ale definitivní korelace při pozorování tohoto 

jevu nebyla ještě prokázána.
(21) 

  



32 

 

5. DIAGNOSTIKA ATOPIE 

Z hlediska diagnostiky atopie nepostačí pouze pozitivita koţních - prick testů či průkaz 

IgE protilátek v krvi, je třeba komplexnější přístup: znalost anamnézy, klinického obrazu 

pacienta a tyto uvádět do souvislosti s výsledky koţních či různých provokačních testů a 

také mnoha dnes dostupných laboratorních vyšetření. 

Dříve se v praxi pouţívaly výhradně různé typy koţních testů. Naproti tomu se 

v dnešní době stále více rozšiřují moţnosti laboratorní diagnostiky alergických onemocně-

ní, i kdyţ některé koţní testy mají stále v rutinní praxi své opodstatnění, a to především 

díky své jednoduchosti a niţší ceně. 

Prioritou by měla být vţdy správná indikace vyšetření, důleţité je správné provedení 

odběru a následné zpracování vzorku a na závěr, samozřejmě, správná interpretace výsled-

ků. 

5.1. IN VIVO DIAGNOSTIKA 

Diagnostika „in vivo“ má velký význam při zjišťování poruch imunitního systému pa-

cientů jak v ordinacích, tak i na specializovaných pracovištích. Jedná se o metody, z nichţ 

některé se v lékařské praxi pouţívají jiţ desítky let. Výpovědní hodnota je však v mnoha 

případech ovlivněna pouţitou technikou, zkušeností osoby provádějící test, moţností vzni-

ku falešně negativních reakcí, falešnou pozitivitou vlivem zkříţených reakcí, a nebo do-

konce i placebo efektem. V budoucnu by mohly být některé z těchto nedostatků elimino-

vány poţíváním epitopů alergenů vyrobených rekombinantní technologií a zvýšit tak dia-

gnostickou hodnotu těchto metod. 

V Tabulce 6 a textu je uveden základní přehled pouţívaných metod se stručnou charak-

teristikou. 

 

Tabulka 6. Přehled in vivo diagnostiky alergického onemocnění. 

Kožní testy: 

Prick testy 

Intradermální 

Epikutánní 

Provokační testy: 

Nazální 

Bronchoprovokační 

Spojivkové 

Potravinové expoziční testy 
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Diagnostická eliminační dieta (potravinové alergie) 

5.1.1. Kožní testy 

Koţní testy jsou zaloţeny na posuzování vzniku lokálního edému, erytému či pruritu. 

Tyto vznikají vlivem vazoaktivních mediátorů, které jsou po aktivaci mastocytů rychle 

uvolňovány. Koţní projevy začínají asi 5 minut po aplikaci alergenu, maxima pak dosahují 

mezi 10 – 20 minutami 
(33)

  po té, co se malé mnoţství standardizovaného alergenového 

extraktu zavede do epidermis. 

Principem této metody je aktivace koţních mastocytů zkoumaným alergenem tehdy, 

jsou-li na jejich povrchu přítomny specifické IgE protilátky, na které se tento alergen váţe. 

Výhodou je moţnost otestování mnoha alergenů současně, coţ například nelze v případě 

provokačních testů. 

Nejčastěji uţívaným a základním testem v této kategorii je tzv. prick test, kdy se malé 

mnoţství alergenu zavádí do epidermis vpichem. Ostatní testy nevykazují ve výpovědní 

kvalitě vůči tomuto větší výhody. Velmi vhodné jsou prick testy pro inhalační alergeny, 

hmyzí jedy, případně také pro potravinové alergeny. 

Test je poměrně rychlý a nenáročný, senzitivita a specifita (důleţité je pouţití standar-

dizovaných alergenových extraktů!) celkem vysoká (80 – 90 %33 (33)). Stále však platí, ţe 

pozitivní výsledek neznamená potvrzení alergie. 

Epikutánní testy jsou dosud nepřekonanou metodou v diagnostice kontaktní alergie. 

Jedná se o mikroexpozici v alergologické neiritativní koncentraci látky. Interpretace těchto 

testů vyţaduje značnou zkušenost.
(6)

 

5.1.2. Provokační testy 

Provokační testy v podobě orálních expozičních a eliminačních testů se pouţívají 

v diagnostice potravinových a lékových alergií často, naproti tomu testy s inhalačními 

alergeny spíše zřídka – z důvodů bezpečnosti, míry senzitivity a specifity, a především 

výhodnosti koţních testů a laboratorních vyšetření. Větší význam tedy mají, jak jiţ bylo 

řečeno, při zjišťování potravinové alergie, kdy je za „zlatý standard“ povaţován dvojitě 

slepý, placebem kontrolovaný test a cílem je odhalit provokující potravinu či její sloţku. Je 

však nutno brát v úvahu moţnost náhlé nebezpečné systémové reakce a dodrţovat proto u 

těchto testů určitá opatření a postupy (překračují však rámec této práce a tudíţ je nebudu 

zmiňovat). Z dalších provokačních testů se pouţívají oční (spojivkový), nosní a takzvané 

nespecifické provokační testy inhalací histaminu, acetylcholinu nebo metacholinu. 
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5.1.3. Diagnostická eliminační dieta  

Zajímavým postupem je diagnostická eliminační dieta, ke které přistupujeme na zákla-

dě podezření vyplývajícího z anamnézy či koţních testů. Vyloučíme nejvíce alergizující 

potraviny a také ty, které jsou bohaté na potravinářská aditiva nebo farmakologicky účinné 

látky. Po 10-ti aţ 14-ti dnech takové diety lze přistoupit k expozičním testům. V případech, 

kdy ani po těchto dvou týdnech nedošlo ke zklidnění obtíţí, je nutné zváţit, zda se nejedná 

o příznaky způsobené například inhalačními alergeny nebo dokonce o příznaky zcela od-

lišného onemocnění. 
(34) 

5.2. IN VITRO DIAGNOSTIKA 

Diagnostika in vitro umoţňuje prokazovat buňky a/nebo mediátory alergického zánětu. 

Pro jednotlivá stanovení je k dispozici celá řada metod, které ovšem mohou mít různou 

výpovědní hodnotu a to i dnes, kdy jiţ máme nejrůznější moderní technologie pro zajištění 

co nejpřesnějších a nejspolehlivějších výsledků. Bohuţel, zatím stav, kdy by byly výsledky 

všech laboratoří zaměnitelné, správné a spolehlivé, neexistuje. 

Tabulka 7 ukazuje přehled laboratorních diagnostických metod, z nichţ některé budou 

následně přiblíţeny v textu. 

Tabulka 7. Přehled in vitro diagnostiky atopických onemocnění. 

Stanovení hladiny protilátek: 

Celkové IgE 

Alergen-specifické IgE 

Detekce uvolnění mediátorů po expozici alergenu: 

Uvolnění histaminu 

CAST (Cellular Alergen Stimulation Test) 

Stanovení mediátorů v tělesných tekutinách: 

ECP 

Aktivace buněk po expozici alergenu: 

Aktivace bazofilů 

5.2.1. Stanovení eozinofilie 

Stanovení eozinofilie můţe být prvním ukazatelem na alergické onemocnění, neboť při 

převaze TH2 odpovědi je zvýšená produkce IL-5, který ovlivňuje diferenciaci a efektorové 

funkce eozinofilů a prodluţuje jejich přeţívání. 
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Eosinofily tedy vznikají z kostní dřeně pod vlivem GM-CSF, IL-3 a zmiňovaného IL-5. 

Mají většinou dvoulaločnaté jádro a velikost okolo 8 μm. Jsou efektorovými buňkami zá-

nětu, které uvolňují různé mediátory a cytotoxické proteiny ze svých granul. Jejich poločas 

ţivota u zdravých lidí je asi 18 – 20 hodin a hladiny by se měly pohybovat pod 350/mm3. 

Vyšší hladiny jsou jiţ povaţovány za lehkou eozinofilii, 1500 – 5000/mm3 za střední eozi-

nofilii a hodnoty nad 5000/mm3 za závaţnou.  

Eozinofilii můţeme stanovovat optickými metodami ať uţ analyzátorem nebo manuál-

ním diferenciálem. 

5.2.2. Stanovení celkového IgE 

Určit hladinu celkového IgE je dnes moţno pomocí několika laboratorních technik. Jen 

u několika nejkvalitnějších je však dosaţena prahová citlivost kolem 0,5 kU/l s optimální 

přesností v rozsahu 7,5 – 50 kU/l. Toto nesmíme opomenout při vyšetřování novorozenců 

a malých dětí (normální jsou hladiny novorozenců do 0,7 kU/l), naopak u dospělých je 

ještě nutno séra ředit. 
(33)

 

Obecně, velmi vysoké hladiny mají osoby, které jsou postiţeny polyvalentní alergií 

proti více alergenům a mají různorodé alergické symptomy, na rozdíl od pacientů alergic-

kých jen proti jednomu alergenu a navíc s pouze jednoorgánovým postiţením. Dále musí-

me brát v úvahu to, ţe pokud byla stanovena normální hladina celkového IgE, nemůţeme 

ještě toto posuzovat jako vyloučení alergického onemocnění. 

Co se týče metod, pouţívají se imunoenzymatické postupy jako je EIA (Enzymo Im-

muno Assay), jejímţ základem je navázání komplexu protilátky a molekuly enzymu (kře-

nová peroxidáza, případně alkalická fosfatáza) na IgE vyšetřovaného séra. Pomocí substrá-

tu, který je pak přidán a enzymem štěpen na barevné produkty, reakci detekujeme a kvanti-

fikujeme měřením absorbance s porovnáním k standardnímu vzorku. 

Jinou moţností je FEIA (Fluoroenzymoimunoanalýza). Zde jsou protilátky konjugová-

ny s enzymem β-galaktozidázou. Enzym pak opět přeměňuje fluorescenční substrát na de-

tekovatelný fluorescenční produkt. 

5.2.3. Stanovení specifického IgE  

Stanovení hladiny specifického IgE (sIgE) je jednou z dnes nejpouţívanějších metod v 

diagnostice přecitlivělosti I. typu. Můţeme tak stanovit pravděpodobný konkrétní alergen, 

který vyvolává u pacienta obtíţe, a prokázaná přítomnost nebo nepřítomnost alergen speci-

fických IgE je významnou součástí diferenciální diagnostiky alergického onemocnění. 
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Dnes pouţívané testy vycházejí z metody RAST (RadioAlergenoSorbent Test) vyvinuté 

v roce 1967 Widem, Bennichem a Johanssonem, jejíţ princip je následující: Alergen váza-

ný v nitrocelulózovém nosiči je inkubován s vyšetřovaným sérem a dojde tak k vazbě spe-

cifického IgE ze séra na papírovou pevnou fázi. Poté následuje promytí a provede se druhá 

inkubace s protilátkou proti IgE. Ta je značena izotopem jódu I
125

. Měříme pak radioaktivi-

tu navázanou na nosič, která je tedy přímoúměrná mnoţství specifického IgE ve vyšetřo-

vaném séru. Schematické znázornění ukazuje Obrázek 10. 

 

 

Obrázek 10. RAST metoda 

 

Dnešní techniky jsou spíše zaloţené na neizotopovém značení sekundární protilátky. 

Pouţívají různé alergeny, značící enzymy, substráty i systémy detekce. Mají tedy svá 

vlastní kritéria pro hodnocení a interpretaci výsledků. Další inovací oproti RAST testu je 

pouţití trojrozměrné struktury pevné fáze, kdy je vazba alergenu na nosič daleko mohut-

nější. Tento systém pouţívá technologie uvedená na trh v roce 1992 - ImmunoCAP firmy 

Pharmacia - a později zavedená metoda UniCAPTM, která je dnes povaţována za „zlatý 

standard“ ve stanovení specifického IgE.
(35)(36) 

Poskytuje dostatečnou citlivost pro stanovení i velmi nízké koncentrace IgE protilátek 

– rozsah měření je od 0,35 kU/l do 100 kU/l ve vztahu ke standardizaci vůči referenčnímu 

vzorku WHO 75/502 pro IgE. Specifické IgE z vyšetřovaného séra se naváţí na anti-IgE 

v celulózovém polymeru. Pak se přidají monoklonální IgE protilátky značené β-galakto-

zidázou a dojde k jejich vazbě na IgE séra. Přidáním fluorescenčního substrátu dochází 
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k jeho enzymatické přeměně a následně detekujeme a hodnotíme fluorescenci vzniklého 

produktu. Tato metoda byla pouţita právě pro testování v této práci. Také stanovení sIgG 

(resp. IgG4) pro klinickou část rigorózní práce bylo provedeno touto metodou. 

Z dalších metod pro stanovení IgE můţeme zmínit například systém EUROLINE EU-

ROIMMUN AG, který pouţívá stripy, které se po reakci s enzymem (zde alkalická fosfa-

táza) zabarví, přičemţ intenzita odpovídá hladině specifického IgE. 

RISA (Ring-Immuno-Sorbent-Assay) DYNEX je technologie vyuţívající mikrotitrační 

destičku, jako substrát p-nitrophenylphosphate a fotometrické vyhodnocení. 

AlaSTAT je metoda, kde se alergen s IgE váţe v roztoku a aţ tento komplex se váţe 

pomocí avidinu na pevnou fázi. V tomto případě stanovujeme specifické IgE kolorimetric-

ky. 

Na podobném principu je zaloţen také systém IMMULITE® 2000 DPC, vyhodnocení 

je chemiluminiscenční.  

Tyto příklady potvrzují různorodost postupů, činidel a metod detekce a tedy i různá kri-

téria pro hodnocení výsledků. Z toho vyplývá, ţe konečná čísla hladin specifického IgE 

mají spíše relativní neţ absolutní charakter. Proto byla také provedena spousta studií na 

validaci těchto postupu a určení tak onoho „zlatého standardu“. 

5.2.4. Další metody 

Mezi další metody patří test uvolnění histaminu, který se řadí spíše mezi metody druhé 

volby či metody pro výzkumné účely a to vzhledem k vysoké ceně a nárokům na vybavení 

laboratoře. Provádí se ELISA nebo RIA technikou s vyuţitím monoklonální protilátky pro-

ti histaminu. 

Eozinofilní kationický protein (ECP) je vyuţíván v diagnostice bronchiálního astmatu, 

alergické rýmy a rovněţ u atopické dermatitidy. Při tomto stanovení je potřeba dodrţet 

zvláštní podmínky odběru (podle
(30)

).  Stanovení se pak provádí metodou RIA, FEIA či 

chemiluminiscenčně. 

Test aktivace bazofilů po stimulaci antigenem - pouţívá se průtoková cytometrie (nej-

častěji BASOTEST®). Tato metoda je zaloţena na stanovení exprese CD63 na bazofilech 

nesoucích IgE, jejíţ míra koreluje právě s jejich degranulací. 

Z dalších metod druhé volby a metod, u kterých převaţuje výzkumné vyuţití, stojí za 

zmínku stanovení hypodenzních eozinofilů, jeţ má význam u pacientů s asthma bronchiale 

a alergickou rýmou, dále stanovení specifického IgG4 u pacientů s atopickou dermatitidou 

a k monitorování průběhu specifické alergenové imunoterapie. 
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Jak jiţ bylo naznačeno, obecně platí, ţe je nutné laboratorní metody vţdy posuzovat 

komplexně s ohledem na výsledky dalších vyšetření a klinický stav pacienta, výsledek po-

rovnávat s klinickým nálezem a brát v úvahu moţnost vlivu zkříţeně reagujících alergenů 

a mnoha dalších faktorů, které by mohly konečnou diagnózu ovlivnit. 

5.3. POROVNÁNÍ KOŽNÍCH TESTŮ A IN VITRO METOD 

Na příkladu protilátky IgE, která byla poslední objevenou a definovanou třídou rodiny 

imunoglobulinů, můţeme ukázat, jak se medicína posledních 40ti aţ 50ti let stále více opí-

rá o poznatky základního biomedicínckého výzkumu. Před objevem této molekuly jiţ pou-

ţívali lékaři surové alergeny z rostlin či zvířat pro diagnostické a léčebné postupy, ačkoli 

ještě neznali podstatu mechanismu jejich biologického účinku.
(37) 

V minulosti bylo tedy moţné demonstrovat působení IgE protilátek pouze koţními tes-

ty, a ne je izolovat ze séra a určitými postupy prokázat jejich přítomnost. Jednou z prvních 

metod, která umoţnila prokazovat hladiny IgE v séru (a ze které vycházejí i dnešní pouţí-

vané metodické přístupy pro stanovení IgE), byla radioimunoanalýza (metoda RAST - viz 

výše). Senzitivita této metody ve srovnání s diagnózou pomocí koţních testů byla vysoká, 

ale ztrácela na specifitě.
(38) 

 Současné metody jsou však v tomto ohledu a mnoha dalších podstatně vylepšené: 

Zvyšuje se kapacita pro mnoţství vázané protilátky, zlepšují se pouţívaná detekční činidla, 

zkracuje se inkubační doba, získáváme kvantitativní a ne pouze kvalitativní výsledky. Také 

je v případě in vitro diagnostiky znemoţněn falešně pozitivní výsledek v důsledku placebo 

efektu, který mnohokrát zkresluje in vivo testy. Moderní metody mají vysoký stupeň auto-

matizace a pro detekci jiţ nevyuţívají radioaktivní izotopy jako metoda RAST, nýbrţ jsou 

zaloţeny na reakci enzym-substrát. Naproti těmto výhodám stojí však vysoká cena vyšet-

ření a vysoké finanční nároky na přístrojové vybavení. 

Z pohledu koţních testů je zase důleţité, aby byly prováděny a správně vyhodnocová-

ny erudovanou osobou, ale náklady na jejich provedení nejsou tak finančně náročné. Dalo 

by se tedy říci, ţe tvoří jakousi první linii, která je pak, je-li třeba, na základě jejich vý-

sledků doplňována a zpřesňována laboratorními technikami a neměla by se jejich infor-

mační hodnota podceňovat. 

Z výše uvedeného vyplývá následující obecný postup. Na základě výsledků in vivo tes-

tů se doplňuje a zpřesňuje pacientův imunologický profil pomocí in vitro prostředků, při-

čemţ je důleţitá senzitivita a specifita pouţívaných metod, jejich dosaţitelnost a pouţitel-
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nost v praxi a bezpečnost pro pacienta v souladu s vysokou výpovědní hodnotou a rovněţ 

zohledněním ekonomických aspektů. 
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6. TERAPIE ALERGICKÝCH CHOROB 

 

Imunopatologickou podstatu alergických onemocnění nebylo moţno aţ donedávna te-

rapeuticky ovlivnit. Pomocí léků a úpravou ţivotního stylu (eliminací kontaktů se spouště-

jícím alergenem) je moţné udrţet onemocnění v klidovém stavu, kdy je pacient bez pří-

znaků. V posledních letech do terapie proniká tzv. specifická alergenová imunoterapie 

(SIT), kterou, jak se ukazuje, je moţné navodit u pacienta trvalou toleranci k danému aler-

genu. Znamená však spolupráci lékaře a pacienta po několik let. 

Velký význam pro dosaţení dobrého výsledku má kvalitní, včasná a správná diagnosti-

ka, zahájení adekvátní terapie a spolupráce pacienta při léčbě a dodrţování podpůrných 

opatření.
(6) 

Zde je uveden souhrn základních principů léčby alergických onemocnění (upraveno 

dle
(6)(39)(40)

) 

6.1. REŽIMOVÁ OPATŘENÍ A PODPŮRNÁ TERAPIE 

Zamezení kontaktu s alergenem 

 Je moţné u potravinových a lékových alergií, u kontaktních alergických ekzé-

mů. 

 U pylových alergií je vhodná klimatická léčba v době potíţí na horách nebo u 

moře (posunuté vegetační období), sledování pylové informační sluţby. 

 Patří sem také zákaz kouření nebo eliminace domácích zvířat a dalších zdrojů 

alergenů v domácnosti alergika. 

 

Podpůrná léčba  

 Úprava denního reţimu 

 Thalasoterapie 

 Speleoterapie 
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6.2. FARMAKOLOGICKÁ LÉČBA 

6.2.1. Preventivní terapie 

Preventivní terapie zahrnuje léky, které jsou podávány kaţdodenně a dlouhodobě 

s cílem dosáhnout kontroly alergického stavu. Jsou to látky potlačující alergický zánět, 

tlumící hyperreaktivitu bronchů, případně bronchodilatancia a další pomocné léky. 

 

Kortikoidy pro inhalační, dermální a nazální podání 

/beklometazon, budesonid, flutikazon, flunizolid, mometazon/ 

Kortikosteroidy jsou v současné době nejpreferovanějšími protizánětlivými léky pro 

léčbu perzistujícího astmatu všech stupňů závaţnosti. S výhodou je pouţíváme v lokálních 

formách u terapie středně těţké a těţké alergické rýmy. Studiemi byla demonstrována je-

jich účinnost na zlepšení plicní funkce, sníţení bronchiální hyperreaktivity, redukci přízna-

ků, redukci frekvence a tíţe exacerbací a zlepšení kvality ţivota. Vzhledem k lokální apli-

kaci jsou jejich systémové a neţádoucí účinky minimální. 

 

Systémové kortikoidy 

/prednison, methylprednisolon, prednisolon/ 

V některých případech je nutná dlouhodobá léčba perorálními kortikosteroidy pro do-

saţení plné kontroly těţkého perzistujícího astmatu, ale její pouţití je omezeno rizikem 

významných neţádoucích účinků. Kdykoliv je to moţné, měla by být dlouhodobá léčba 

perorálními kortikosteroidy podávána v jedné ranní dávce kaţdý den nebo obden. Tím je 

obecně umoţněno dosáhnout dostatečné kontroly astmatu a minimalizovat neţádoucí sys-

témové účinky. 

 

Kromony 

/kromoglykát sodný, nedokromil/ 

Přesný mechanismus účinku není plně objasněn. Tyto nesteroidní protizánětlivé léky 

inhibují uvolnění mediátorů zprostředkované IgE z lidských ţírných buněk a mají buněčně 

selektivní a mediátorově selektivní supresivní účinek na ostatní buňky zánětu (makrofágy, 

eozinofily, monocyty). Vyuţívají se nejčastěji v topické formě k léčbě alergické konjunk-

tivitidy a alergické rýmy s výhodou u dětí, případně preventivně u lehkého perzistujícího 

astmatu.  
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Methylxantiny 

/ theofylin, aminofylin/ 

Retardované formy teofylinu a aminofylin podávané dlouhodobě mohou být účinné v 

kontrole příznaků astmatu a zlepšení plicní funkce. Dochází k odstranění nočních příznaků 

astmatu, které přetrvávaly i přes pravidelnou protizánětlivou léčbu. Teofyliny jsou téţ pou-

ţívány jako aditivní bronchodilatancia u pacientů s těţkým astmatem. 

 

Inhalační beta 2- sympatomimetika s dlouhodobým účinkem 

/klenbuterol, salmeterol, formoterol, prokaterol/ 

Inhalační β2-mimetika s dlouhodobým účinkem jsou bronchodilatační léky, relaxují 

hladké svalstvo dýchacích cest, zlepšují mukociliární clearence, sniţují vaskulární permea-

bilitu a mohou modulovat uvolnění mediátorů z ţírných buněk a bazofilů. Jejich účinek 

trvá nejméně 12 hodin.  Protoţe dlouhodobá léčba inhalačními β2-mimetiky s prodlouţe-

ným účinkem nemá vliv na perzistující zánětlivé změny u astmatu, měly by být tyto léky 

vţdy kombinovány s inhalačními kortikosteroidy. Proto se s výhodou vyuţívají fixní kom-

binace těchto léků (flutikason propionát + salmeterol, budesonid + formoterol). Další vyu-

ţití nalézají jako prevence před námahou indukovaným bronchospazmem, kdy přinášejí 

delší ochranu neţ β2-mimetika s krátkodobým účinkem. 

 

Perorální beta 2- sympatomimetika s dlouhodobým účinkem 

/salbutamol, terbutalin a bambuterol/ 

Perorální β2-mimetika s dlouhodobým účinkem zahrnují pomalu se uvolňující lékové 

formy, které nepřinášejí oproti inhalačně podávaným formám výrazné výhody ani vyšší 

účinnost. 

 

Antileukotrieny 

/montelukast, zafirlukast, zileuton, tenidap/ 

Mezi antileukotrieny řadíme antagonisty receptoru pro cysteinylové leukotrieny (mon-

telukast, zafirlukast) a inhibitory 5-lipoxygenázy (zileuton). 

Inhibitory 5-lipoxygenázy blokují syntézu všech leukotrienů, zatímco antagonisté leu-

kotrienového receptoru blokují receptor pro cysteinylové leukotrieny hladkých svalů dý-

chacích cest a ostatních buněk, a tím inhibují účinky těchto leukotrienů uvolňovaných z 

ţírných buněk a eozinofilů.  
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Výsledkem tohoto mechanismu je malý bronchodilatační účinek a redukce broncho-

konstrikce indukované alergenem nebo námahou. Existují také doklady o určitém protizá-

nětlivém účinku. 

Jsou vhodné k současné léčbě alergické rinitidy a bronchiálního astmatu. 

 

Antagonisté H1 - receptorů 

Původní léky s antihistaminovým účinkem (první generace) vykazují kromě protialer-

gického účinku ještě silný účinek sedativní /bisulepin, klemastin, dimetinden, ketotifen/. 

Druhá generace /cetirizin, loratadin/ tento vedlejší účinek nemá a generace třetí vykazuje 

navíc protizánětlivé a imunomodulační působení /levocetirizin, desloratadin/. Zvláštní po-

stavení má antihistaminikum první generace ketotifen, který má také slabé imunomoprofy-

laktické účinky. 

Antihistaminika podáváme intermitentně symptomaticky nebo dlouhodobě profylaktic-

ky například u pacientů se sezónní nebo celoroční rýmou. 

6.2.2. Úlevová, rychle účinná léčba 

Inhalační beta 2- sympatomimetika s rychlým nástupem účinku 

/salbutamol, fenoterol, terbutalin/ 

Inhalační β2-mimetika s rychlým nástupem účinku jsou léky volby pro léčbu akutní 

exacerbace astmatu nebo jako preventivní léčba před námahovou dušností. Zvýšené uţívá-

ní nebo dokonce kaţdodenní uţívání inhalačních β2-mimetik s rychlým nástupem účinku 

je varovným znamením zhoršení astmatu a ukazuje na potřebu nasazení nebo zintenzivnění 

pravidelné protizánětlivé léčby.  

 

Anticholinergika 

/ipratropium bromid, oxitropium bromid/ 

Antagonisté muskarinových receptorů, které pouţíváme jako inhalační bronchodilatan-

cia; blokují účinek acetylcholinu uvolňovaného z cholinergních nervů v dýchacích cestách. 

Blokují také bronchokonstrikční reflex vyvolaný inhalačními iritancii. Nepotlačují však 

časnou ani pozdní alergickou odpověď a nemají ţádný účinek na zánět dýchacích cest. U 

astmatu mají inhalační anticholinergika menší bronchodilatační účinek neţ inhalační β2-

mimetika a všeobecně mají pomalejší nástup účinku. 
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Pouţívají se buď v kombinacích, nebo jako alternativa pro nemocné, kteří zaţili výskyt 

neţádoucích účinků β2-mimetik s rychlým nástupem účinku (tachykardie, arytmie a tre-

mor). 

 

Ostatní 

Kortikoidy ke zvládnutí akutních stavů p.o., i.v. 

Neselektivní sympatomimetika – akutní stavy /adrenalin, efedrin/ 

 

6.3. KAUZÁLNÍ TERAPEUTICKÉ POSTUPY 

6.3.1. Specifická alergenová imunoterapie 

Specifická alergenová imunoterapie (SIT) je postup, při kterém se do organismu aler-

gika vpravují v pravidelných časových intervalech předem definované dávky terapeutické-

ho alergenu, na který je tento pacient přecitlivělý. Cílem je sníţit reaktivitu organismu na 

konkrétní alergen zásahem do regulačního působení T lymfocytů.
(41)

  SIT je jediným lé-

čebným postupem zasahujícím do imunologické podstaty atopie
(42),(43)

 a měla by být uţita 

vţdy, kdyţ jsou splněna indikační kritéria a nejsou přítomny kontraindikace. U některých 

pacientů má schopnost zabránit následnému rozvoji astmatu. Často je kombinována 

s ostatními léčebnými postupy (viz výše). 

Princip 

SIT zasahuje do imunopatologického procesu na úrovni regulačních TH lymfocytů a 

produkce různých cytokinů a jak se ukazuje, působí také přímo na antigen-prezentující 

buňky.
 (44)

 Modifikuje se buněčná i látková odpověď na alergen, roste poměr TH1/ TH2 a 

jsou indukovány alergen specifické regulační T lymfocyty (Treg). 

Při pravidelné a dlouhodobé aplikaci alergenu dochází k jeho zpracování buňkami pre-

zentujícími antigen (monocytomakrofágová řada) a jeho předkládání T buňkám. Monocy-

ty, makrofágy, B i T lymfocyty produkují ve zvýšené míře především IL-10, který spolu 

s TNFβ indukuje větší hladiny Treg lymfocytů a přesmyk imunoglobulinové podtřídy k 

IgA, IgG1 a IgG4.
(7) 

Schéma uvádí Obrázek 11.
 

Vzestup IL-10 rovněţ inhibuje prozánětlivé cytokiny a svým supresivním účinkem se 

výrazně podílí na navození tolerance vůči příčinnému alergenu.
(45) 
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Dochází přitom k potlačení tvorby alergen-specifických IgE protilátek a ke zvýšení 

produkce především subpopulace IgG4.
(46)

  Tyto „blokující“ protilátky brání interakci aler-

genu s IgE na povrchu ţírných buněk a tím spuštění alergické reakce.
(10)

 
(32) 

 

 

Obrázek 11. Specifická alergenová terapie – schéma
(7)

 

 

Aplikační formy 

Alergenovou imunoterapii je moţno podávat v injekční subkutánní formě nebo sublin-

guálně, přičemţ injekční aplikaci dáváme zatím vţdy přednost tam, kde je to moţné. Na-

sální forma u nás není uţívána. 

 

Nežádoucí účinky 

Při dodrţení postupů lege artis je SIT standardizovaným alergenem obecně povaţována 

za bezpečnou. Závaţné neţádoucí reakce bývají zaviněny chybným postupem při vedení a 

aplikaci. Základním pravidlem je 30 minutové pozorování pacienta po s.c. aplikaci vakcí-

ny. 

Neţádoucí reakce se můţe vyskytnout kdykoliv, častější je však v iniciální fázi, 

v případě pouţívání vodných extraktů, po s.c. aplikaci nebo pokud jsou pouţívána alterna-

tivní zrychlená schémata (rush, clustery).
(47)(48)
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Místní reakcí bývá lokální zarudnutí, otok a bolestivost v místě vpichu, u sublinguální 

aplikace svědění orální sliznice, pocit oteklého jazyka. 

Případné celkové reakce se většinou dostaví během několika minut a zahrnují nespeci-

fické obtíţe jako bolesti hlavy, svalů, únava, a dále potíţe specifické od rinokonjuktivitidy, 

přes různou míru astmatických záchvatů aţ po angioedém, a anafylaktickou reakci (hypo-

tenze, exantém, bronchospasmus, alterace vědomí).
(49)

 

 

Účinnost a hodnocení průběhu SIT 

Účinnost SIT byla prokázána při léčbě alergické rinitidy, konjunktivitidy a osvědčila se 

při léčbě závaţné celkové alergické reakce na jed blanokřídlého hmyzu.
(41) 

Hodnotí se většinou 1x ročně, ve stejném období. Sledujeme klinický stav a spotřebu 

úlevové medikace, měříme skóré symptomů. 

Moţným nástrojem pro sledování účinku SIT se ukazuje být monitorování jejího prů-

běhu pomocí moderních laboratorních technik a stanovení specifických protilátek. Při léč-

bě pozorujeme in vitro zpočátku nárůst sIgE, dále pak jeho následný pokles. 1-2 roky po 

zahájení terapie dochází k nárůstu sIgG (především podtřídy IgG4).(49) 

Alergenovou terapii lze povaţovat za úspěšnou, pokud dojde k 10-100násobnému zvý-

šení specifických IgG4.
(50)

 

Pro zhodnocení je třeba u pacienta samozřejmě sledovat současně klinický efekt, pro-

toţe se zde nevyskytuje jasná korelace mezi klinikou a laboratorním nálezem. 

Pokud nedojde ke klinickému zlepšení do 2 let od zahájení aplikace, SIT se ukončuje 

jako neúčinná. 

Terapeutický efekt je variabilní a závisí na diagnóze, druhu vyvolávajícího alergenu, 

délce trvání nemoci a její tíţi, celkovém stavu pacienta a také na volbě terapeutického 

alergenu, kvalitě provedení a spolupráci pacienta. Aplikace SIT se tedy doporučuje jen 

v některých případech, velký vliv hraje, zda je pacient mono nebo polyvalentní alergik. 

Výhodou bývá včasné zahájení alergenové imunoterapie, kdy tak často můţeme zabrá-

nit dalšímu rozvoji onemocnění a vzniku komplikací. 

 

Vakcíny 

Alergenovou imunoterapii vţdy indikuje a řídí alergolog. Léčba by měla být celoroční 

a to i pro sezónní alergeny. Podmínkou je dostatečná doba léčby (3-5 let) a dostatečná kon-

centrace alergenu k dosaţení účinné celkové dávky alergenu. K zajištění optimální účin-
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nosti je vhodné omezit uţívání směsí alergenů v jedné vakcíně, zásadně nemíchat nepří-

buzné alergeny a u příbuzných alergenů minimalizovat počet sloţek ve směsi. 

Také by se měl dodrţovat postup, aby byla terapie prováděna vakcínami téţe firmy, 

kterou byla provedena diagnostika. Produkty různých společností se liší, dokonce ani různé 

šarţe stejného výrobce nemusí být srovnatelné alergenové extrakty.
(29) 

Modernější vakcíny uţívají buď rekombinantní alergeny, které odpovídají alergenům 

přirozeným, nebo modifikované molekuly alergenů se sníţenou alergenicitou a zachova-

nou imunogenicitou. Můţeme tak dosáhnout sníţení vedlejších reakcí oproti imunoterapii 

prováděné přirozenými alergenovými extrakty, které mohou být navíc kontaminovány 

alergeny z jiných zdrojů a navozovat novou IgE reaktivitu. Kromě toho některé studie do-

kazují vyvolání dokonce silnější IgG4 odpovědi při aplikaci vakcín takovýchto derivátů 

rekombinantních alergenů oproti pouţití pylového extraktu.
(51) 

6.3.2. Další metody  

Zatím komerčně nedostupnou moţností pro léčbu nebo spíše prevenci vzniku alergic-

kého onemocnění, jsou některé další postupy zaloţené na principu antigen specifické imu-

noterapie. 

Některé studie se zabývají například chemicky modifikovanými alergeny (tzv. alergoi-

dem), které by umoţňovaly bezpečné podávání vysokých dávek alergenu. Zatím je ve fázi 

výzkumných studií, zda bude tato forma přínosem.
(52)(29)

  

Ve výzkumu (viz Obrázek 12) je také podávání profylaktických vakcín u predispono-

vaných dětí ještě před iniciální senzitizací k některému z alergenů a tak moţnost zabránění 

pozdějšímu vývinu alergie.
(53) 

Dále se studuje moţnost navození tolerance T lymfocytů za pouţití rekombinantních 

hypoalergenních derivátů kritických alergenů.
(53) 
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Obrázek 12 Schéma některých metod
 (53)

 

 

Obrázek schématicky zachycuje
(53)

: 

a) Specifická alergenová imunoterapie 

b) Profylaktická vakcína 

c) Navození tolerance T lymfocytů 

 

Všechny tyto metody jsou závislé na identifikaci relevantní alergenové moleku-

ly/epitopu, tedy poznání co nejpřesnějšího alergologického profilu pacienta. Stejně tak 

jejich realizace se bude opírat o postupy genového inţenýrství a tvorbu čistých, případně 

modifikovaných terapeutických extraktů.
(53) 
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7. PRAKTICKÁ ČÁST 

V praktické části se zabývám stanovením specifického IgE proti alergenům pylu břízy 

a bojínku lučního v krevním séru postupně metodou FEIA - Pharmacia CAP SYSTEMTM 

Specific IgE a pomocí některých rekombinantních alergenů břízy a bojínku metodou Uni-

CAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics). V závěru pak charakterizuji specifické IgE 

ve vybraných sérech pomocí imunoblotu. 

Testování je prováděno na půdě Centra imunologie a mikrobiologie Zdravotního ústa-

vu se sídlem v Ústí nad Labem (CIM ZÚ). 

Pouţila jsem séra 57 pacientů (39 ţen a 18 muţů), která jsem vybírala dle databáze po-

čítačového programu LisNet, který CIM ZÚ pouţívá, a tedy podle výsledků vyšetření pro-

vedených na ţádost lékařů prostřednictvím autorizované ţádanky. Séra jsem vybírala na 

základě pozitivity ke směsi alergenů pylu trav (gx1 - srha, kostřava, jílek, bojínek, lipnice; 

gx3 - tomka vonná, troskut prstnatý, jílek, bojínek luční, čirok halepský) a směsi alergenů 

stromů (tx9 - olše, bříza, líska obecná, buk lesní, dub, jilm, platan, vrba bílá, jasan). Vý-

sledky testů, které jsem měla v databázi CIM ZÚ k dispozici, se standardně vyjadřují se-

mikvantitativně – tj. bývá pouze uvedeno, zda pacient reagoval pozitivně či negativně. 

Školící zařízení má však zavedeno své speciální vyhodnocování, které ještě rozlišuje míru 

pozitivity sér dle hodnot hladin IgE. Výsledky jsou tak vyjádřeny jako slabě pozitivní (hla-

diny 0,35 – 0,7 kU/l), pozitivní (hladiny 0,7 – 17,5 kU/l) a silně pozitivní (hladiny nad 

17,5 kU/l). 

Pro své účely jsem vybírala séra tak, aby byly zastoupeny všechny tři pozitivní katego-

rie, tedy séra těch pacientů, kteří měli hladinu specifického IgE proti směsi pylového ex-

traktu tx9 a gx1, 3 větší neţ 0,35 kU/l. 

Pacienty jsem dále rozdělila v návaznosti na jejich profily vnímavosti do čtyř pracov-

ních skupin: 

 První skupina (15 pacientů) byla z testovaných směsí alergenů senzitivní pouze 

ke směsi pylů stromů (tx9). 

 Skupina druhá (15 pacientů) byla z testovaných směsí alergenů senzitivní pouze 

ke směsi pylů trav (gx1 a gx3). 

 Do třetí skupiny (15 pacientů) jsem zařadila séra, která dávala pozitivní reakci 

tx9 a zároveň gx1 či gx3. 

 Skupinu čtvrtou (12 pacientů) pak tvořila séra s pozitivní reakcí na tx9 a záro-

veň na další alergeny a jejich směsi (wx1, d1, h1). 
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Směsi tx9, gx1 a gx3 byly vybrány proto, ţe obsahují alergeny pylu břízy (tx9) a bojín-

ku lučního (gx1, gx3), na něţ jsem séra dále testovala. Čtvrtá skupina – pacienti 

s polyvalentní alergií – byla vybrána se záměrem posouzení významu zkříţených reakcí. 

Vybraná séra jsem rozdělila po stejných částech do tří zkumavek pro následná stanove-

ní a nechala zamrazit v mrazícím boxu při -20 ºC. 

7.1. METODICKÁ ČÁST 

7.1.1. Stanovení pozitivity vybraných sér proti alergenům pylu břízy a bojínku 

metodou Pharmacia CAP SYSTEM
TM

 Specific IgE FEIA 

Princip metody 

Fluoroenzymoimunoanalýza 

Alergen, proti kterému zjišťujeme protilátky je kovalentně navázán v ImmunoCAPu a 

reaguje se specif. IgE protilátkami pacientova séra. Po přidání protilátky proti IgE značené 

enzymem se tato na IgE naváţe a komplex se nechá inkubovat s vyvíjecím roztokem za 

vzniku fluorescenčních produktů, které detekujeme. Přístroj si sám vytvoří kalibrační křiv-

ku na základě pouţitých standardů a na základě této pak vzorky vyhodnotí. 

 

Biologický materiál 

 Krevní séra pacientů 

 

Diagnostické reagencie 

 Enzym-Anti-IgE (enzymem značená protilátka; obsahuje β-galaktozidázu, 

uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace, nesmí zmrznout) 

 Vyvíjecí roztok (4-Methylumbelliferyl-β-D-galaktozid, uchovávat při 2 – 8 ˚C 

do dne exspirace) 

 Stop roztok (uhličitan sodný, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Anti-IgE ImmunoCAP standard (immunoCAP s navázanou protilátkou 

v celulózovém nosiči, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 IgE Standardy (standardy s koncentrací lidského IgE 0,35; 0,7; 3,5; 17,5; 50,0 a 

100,0 kU/l, kalibrováno podle 2. IRP (International Reference Preparation) 

75/502 IgE lidského séra WHO, uchovávat při 2 – 8 ˚C 2 měsíce nebo -20 ˚C 

do dne exspirace) 
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 Allergen ImmunoCAP (obsahují testované alergeny pylového extraktu t3 a g6 

v zásobnících po 16-ti kusech, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Promývací roztok (=17,2 ml Přísady do Promývacího roztoku, 80 ml Koncent-

rátu Promývacího roztoku v litru čištěné vody, obě sloţky uchovávat při 2 –

 8 ˚C do dne exspirace) 

 Čištěná voda 

 

Pomůcky  

 Mikrotitrační destičky (Assay Microplates) 

 Čtecí destičky (Reading Microplates) 

 Dávkovač ImmunoCAPů 

 Pipety, jednorázové špičky (50 μl) 

 Gumové rukavice 

 Stopky 

 Zkumavky 

 Odměrný válec 1000 ml 

 

Přístrojové vybavení 

 Promývačka ImmunoCAPů - Assay Washer 96 (Kabi Pharmacia Diagnostics) 

 Navigační přístroj pro umístění ImmunoCAPů - Positioning Guide 96 (Pharma-

cia) 

 Přístroj pro vyhodnocení fluorescence - FluoroCount 96 spojený s počítačovým 

softwarem MasterCAP 5.1 s moţností tisku výsledků  

 Třepačka - MS2 Minishaker (IKA® )  

 

Měřitelný rozsah 

 0,35 aţ 100 kU/l u neředěného séra 

 V jednom cyklu lze vyšetřit 84 pozic 

 

 

Interpretace výsledků 

Pro vyhodnocení hladiny specifického IgE (kU/l) se pouţívá následné členění do tzv. 

RAST tříd: 
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 ≤ 0,35…absence protilátek nebo nedetekovatelná hladina (třída 0) 

 0,35 – 0,7…nízká hladina alergen specifických protilátek (třída 1) 

 0,7 – 3,5…střední hladina alergen specifických protilátek (třída 2) 

 3,5 – 17,5…vysoká hladina alergen specifických protilátek (třída 3) 

 17,5 – 50…velmi vysoká hladina alergen specif. protilátek (třída 4) 

 50 – 100…velmi vysoká hadina alergen specifických protilátek (třída 5) 

 ≥ 100…velmi vysoká hladina alergen specifických protilátek (třída 6) 

 

7.1.2. Stanovení pozitivity vybraných sér proti rekombinantním alergenům po-

mocí UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics) 

Princip metody 

Principem metody je opět FEIA. Není zde však zapotřebí standardů pro kaţdé pouţití, 

přístroj má software pro uchování kalibračních křivek a kontrol v paměti po určitou dobu 

(nastaven 1 měsíc). 

 

Biologický materiál 

 Krevní séra pacientů 

 

Diagnostické reagencie 

 Konjugát Specifického IgE (azid sodný, β-galaktozidáza-anti-IgE 1 μg/ml, pou-

ţita myší monoklonální protilátka, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace, ne-

smí zmrznout) 

 Kontrola 1 – “Specific IgE Curve Control 1“ /CC-1/ (lidské IgE v pufru, ucho-

vávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Kontrola 2 – “Specific IgE Curve Control 2“ /CC-2/ (lidské IgE v pufru, ucho-

vávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Anti-IgE ImmunoCAP /a_IgE/ (myší monoklonální protilátky v pufru, 

v zásobnících po 16-ti kusech, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Alergen ImmunoCAP (obsahují testované rekombinantní alergeny rBet v 1 a 

společně rBet v 2, 4 a rPhl p 1, 5 a rPhl p 7, 12 v zásobnících po 16-ti kusech, 

uchovávat 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 
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 Vyvíjecí roztok (4-Methylumbelliferyl-β-D-galaktozid 0,01% v pufru, uchová-

vat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Stop roztok (uhličitan sodný 4%, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Promývací roztok (=17,2 ml Přísady do Promývacího roztoku, 80 ml Koncent-

rátu Promývacího roztoku v litru čištěné vody, obě sloţky uchovávat při 2 –

 8 ˚C do dne exspirace).  

 Čištěná voda 

 

Pomůcky  

 Gumové rukavice 

 Zkumavky na séra 

 Odměrný válec 1000 ml 

 

Přístrojové vybavení 

 Přístroj UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics) 

 

Měřitelný rozsah 

 0,35 aţ 100 kU/l 

 Aţ 96 pozic v jednom cyklu 

 

Interpretace výsledků 

Pro vyhodnocení hladiny specifického IgE (kU/l) se pouţívá následné členění do tzv. 

RAST tříd: 

 ≤ 0,35…absence protilátek nebo nedetekovatelná hladina (třída 0) 

 0,35 – 0,7…nízká hladina alergen specifických protilátek (třída 1) 

 0,7 – 3,5…střední hladina alergen specifických protilátek (třída 2) 

 3,5 – 17,5…vysoká hladina alergen specifických protilátek (třída 3) 

 17,5 – 50…velmi vysoká hladina alergen specif. protilátek (třída 4) 

 50 – 100…velmi vysoká hadina alergen specifických protilátek (třída 5) 

 ≥100…velmi vysoká hladina alergen specifických protilátek (třída 6) 
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7.1.3. Charakterizace specifických protilátek IgE proti alergenům břízy a bojínku 

ve vybraných sérech metodou Immunoblottingu. 

Princip metody 

Metoda pouţívá nitrocelulózové stripy, do nichţ byly při elektroforéze v polyakryl-

amidovém gelu zaneseny a navázány disociované podjednotky proteinů alergenového ex-

traktu. Na tyto se při první inkubaci váţe pro ně specifická primární protilátka přítomná 

v lidském séru. Při druhé inkubaci se pak přidává sekundární protilátka značená enzymem 

(zde alkalickou fosfatázou) a váţe se na v membráně navázané IgE séra. Po přidání chro-

mogenního substrátu se tento štěpí a my celou reakci vizualizujeme. Na základě vzdálenos-

tí skvrn od čela stripu pak můţeme vypočítat molekulové hmotnosti sloţek alergenového 

extraktu, se kterými séra reagovala. 

 

Biologický materiál 

 50 μl séra (séra byla vybraná z původních skupin na základě výsledků předcho-

zích testů tak, aby byla zastoupena séra s kvantitativně i kvalitativně různoro-

dou aktivitou)  

 

Diagnostické reagencie 

 Enzymem značená Anti-IgE protilátka (alkalickou fosfatázou značená myší 

monoklonální protilátka, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace nebo 30 dní 

po otevření) 

 Roztok na ředění vzorků (pufrovaný roztok bílkovin, uchovávat při 2 – 8 ˚C do 

dne exspirace nebo 30 dní po otevření) 

 Roztok substrátu (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát a NBT v pufru, uchovávat 

při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Koncentrát promývacího roztoku (30 ml naředit na 300 ml destilovanou vodou, 

uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace nebo 6 měsíců po zředění) 

 “Allergen Strip Modules” (po osmi balené stripy se specifickými alergeny břízy 

a bojínku, uchovávat při 2 – 8 ˚C do dne exspirace) 

 Pozitivní/Negativní kontroly (pozitivní kontrolu uchovávat při -20 ˚C dva měsí-

ce, negativní kontrolu při 2 – 8 ˚C do dne exspirace nebo 30 dní po otevření) 

 Destilovaná voda 
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Přístrojové vybavení 

 Blotovací automat AUTOBLOT 2000 medTEC (Biolab Equipment) 

 třepačka - MS2 Minishaker (IKA® ) 

 

Pomůcky 

 Reakční vaničky (v balení po 5-ti kusech, kaţdá s 10-ti dráţkami pro provedení 

testu) 

 Mikropipety a špičky 

 Odměrný válec 

 Pinzeta 

 

Interpretace výsledků – výpočet molekulové hmotnosti 

 Pro břízu: log MH = 0,28 × d + 0,82 

 Pro bojínek: log MH = 0,29 × d + 0,84 

 (d = vzdálenost středu skvrny od červené obarvené zóny) 

 

7.2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

7.2.1. Stanovení hladin specifického IgE sér pacientů proti alergenům pylu řízy 

(t3) a bojínku lučního (g6) 

 

Postup při určení specifického IgE metodou Pharmacia CAP RAST FEIA: 

1. Na prostřední zkušební mikrodestičku (Assay Microplates) – (viz Obr. 13) jsem 

rozmístila za navigační pomoci přístroje “Positioning Guide 96, Pharmacia“ 

Anti-IgE ImmunoCAPy pro standardy a také ImmunoCAPy obsahující zjišťo-

vaný alergen v celulózovém nosiči pro zkoušená séra (t3 u skupin 1, 4, g6 u 

skupiny 2 a oboje u skupiny 3). 

2. Tuto celou zkušební destičku jsem přenesla na promývačku (Assay Washer 96, 

Kabi Pharmacia Diagnostics ) a nechala ImmunoCAPy provlhčit. 

3. Do jamek další zkušební destičky jsem podle „průvodce“ rozpipetovala 

po 50 μl standardy (IgE Standardy) a séra pacientů, která jsem předtím protře-

pala na třepačce - MS2 Minishaker (IKA®) 
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4. Provlhčené ImmunoCAPy jsem přemístila do jamek se standardy a séry a ne-

chala inkubovat 30 minut při pokojové teplotě (18 – 32 ºC). Zkoušený alergen 

kovalentně navázaný v ImmunoCAPu v tento moment reaguje se specifickým 

IgE ve vzorku  pacientova séra (a standardu). 

5. Poté jsem nechala CAPy znovu promýt. V tomto kroku se odstraní přebytečné 

nespecifické IgE. 

6. Přenesla jsem ImmunoCAPy na další destičku, do jejichţ jamek jsem předem 

napipetovala 50 μl Enzyme-Anti-IgE a nechala inkubovat 150 minut při poko-

jové teplotě. Enzymem značené protilátky Anti-IgE vytvoří se specif. IgE kom-

plex. 

7. Opět jsem nechala CAPy s mikrodestičkou promýt. Odstraním tak nenavázaný 

Enzym-Anti-IgE. 

8. Připravila jsem si destičku s 50 μl Vyvíjecího roztoku v kaţdé jamce. 

9. ImmunoCAPy jsem do destičky s vyvíjecím roztokem přenášela po řádcích 

v přesných, patnáctivteřinových intervalech. Nechala jsem 10 minut inkubovat 

při pokojové teplotě. Komplex Enzym-Anti-IgE-IgE, který jsme získali v bodě č. 

6, nyní reaguje s vyvíjecím činidlem. 

10. Destičku jsem přenesla do promývačky Assay Washer 96 tak, aby promývání 

Stop roztokem začalo přesně po deseti minutách inkubace. Tímto roztokem za-

stavíme další průběh reakce. 

11. Eluát po promytí zůstal ve čtecí destičce (Reading Microplate), kterou vsunu do 

měřícího přístroje FluoroCount 96, který vyhodnotí fluorescenci jednotlivých 

eluátů. 

12. Pomocí počítačového programu MasterCAP 5.1 se porovnáním s naměřenými 

hodnotami standardů vyhodnotí výsledky vzorků sér pacientů., které jsem pak 

zaznamenala do tabulky. 
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Obrázek 13 Schéma mikrotitrační destičky 

7.2.2. Stanovení hladin specifického IgE proti rekombinantním alergenům 

Bet v 1, Bet v 2 a 4, Phl p 1 a 5, Phl p 7 a 12. 

Postup při určení specifického IgE systémem UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Dia-

gnostics): 

1. Krevní séra pacientů jsem nechala roztát. 

2. Do přístroje UniCAP 100ε jsem zadala poţadovaná vyšetření. 

3. Poté jsem podle pokynů na displeji rozmístila reagencie, testované vzorky a 

ImmunoCAPy do předepsaných pozic. 

4. Spustila jsem pracovní proces. 

5. Asi po 150-ti minutách procesu mi přístroj vytiskl pásku s výsledky, které jsem 

zpracovala do tabulky. 

 

7.2.3. Charakterizace specifických protilátek IgE proti alergenům břízy a bojínku 

ve vybraných sérech 

Postup při určení specifického IgE metodou AlaBLOT: 
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1. Testovací prouţky – stripy (“Allergen Strip Modules”) – jsem nechala 5 – 10 

minut provlhčit (Promývacím roztokem) v blotovacím automatu AUTOBLOT 

2000 medTEC. 

2. V průběhu vlhčení jsem si naředila séra a kontroly ředícím roztokem (50 μl séra 

+ 450 μl Ředícího roztoku) a řádně promíchala na třepačce. 

3. Přebytečný Promývací roztok jsem nechala odsát a do blotovacích vaniček (Re-

action Trays) jsem ke stripům přenesla naředěná séra a kontroly. Nechala jsem 

inkubovat 2 hodiny při pokojové teplotě. Na nitrocelulózové membráně se na 

ukotvené podjednotky peptidů naváží alergen specifické protilátky IgE vyšetřo-

vaného séra. 

4. Poté jsem sérum odsála a třikrát jsem stripy promývala 5 minut (Promývacím 

roztokem). 

5. Stripy jsem nechala po odsátí promývacího roztoku vysušit. 

6. Do kaţdé dráţky blotovací vaničky jsem ke stripům napipetovala 0,5 ml Enzy-

mem značeného konjugátu a nechala 30 minut inkubovat při pokojové teplotě. 

Při této inkubaci se na primární protilátku, IgE lidského séra, naváže sekun-

dární protilátka, myší monoklonální IgE, značená enzymem, alkalickou fosfatá-

zou.  

7. Konjugát jsem odsála a opět třikrát promývala stripy 5 minut Promývacím roz-

tokem. 

8. Poté jsem přidala 0,5 ml Roztoku substrátu a nechala 15 minut inkubovat, do-

kud se neobjevily barevné prouţky. Chromogenní substrát alkalické fosfatázy je 

v tento moment štěpen enzymem za vzniku modrých produktů, které detekujeme. 

9. Substrát jsem odsála, stripy jsem promyla třikrát destilovanou vodou a nechala 

je uschnout na filtračním papíru. 

10. Skvrny na stripech jsem následně vyhodnotila – změřila vzdálenost středu kaţ-

dé skvrny od čela stripu (růţová skvrna) a z naměřených hodnot jsem dosaze-

ním do vzorce (viz kap. 7.1.3.) pro výpočet logaritmu molekulové hmotnosti 

(MH) získala hodnoty MH sloţek alergenového extraktu, proti kterým byly pří-

tomny specifické IgE v sérech. Výsledné hodnoty MH jsem zpracovala do ta-

bulky. 
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8. VÝSLEDKY 

8.1.1. Porovnání hladin specifického IgE proti alergenům pylu břízy a bojínku 

s výsledky stanovení specifického IgE proti jednotlivým rekombinantním 

alergenům. 

Hladiny specifického IgE proti pylu břízy a bojínku a proti jednotlivým rekombinant-

ním alergenům u zjišťovaných sér jsou uvedeny v tabulkách 8 – 11. V sloupci tx9, gx1 a 3 

je uváděna míra pozitivity sér získaná z počítačové databáze LisNet, na jejímţ podkladě 

jsem séra vybírala. Další sloupce udávají hodnoty a odpovídající RAST třídy naměřených 

hodnot specif. IgE proti alergenům pylového extraktu břízy (t3), bojínku (g6) a proti re-

kombinantním alergenům pylu těchto rostlin. Rekombinantní alergeny rBet v 2 a 4, 

rPhl p 1 a 5, rPhl p 7 a 12 byly stanovovány po dvojicích. Červeně jsou zvýrazněna séra, 

která byla pouţita také pro následující metodu – imunoblot.  
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a) Výsledky vyšetření specifického IgE v sérech pacientů SKUPINY 1 proti alergenům 

pylu břízy t3 a proti rekombinantním alergenům (Tabulka 8). 

 

Tabulka 8. Výsledky vyšetření sér pacientů skupiny 1. 

Vysvětlivky: 

Semikvantitativní hodnocení výsledků hladin sIgE proti směsi tx9: 

<0,35kU/l (negativní) 0,7-17,5kU/l (pozitivní;++) 

0,35-0,7kU/l (slabě pozitivní;+) >17,5kU/l (silně pozitivní;+++) 

Hodnocení výsledků hladin sIgE proti rekombin. alergenům (RAST třída): 

≤0,35 (třída 0) 17,5–50 (třída 4) 

0,35–0,7 (třída 1) 50–100 (třída 5) 

0,7–3,5 (třída 2) ≥100 (třída 6) 

3,5–17,5 (třída 3) 

  

Po rozdělení sér pozitivních ke směsi pylu stromů tx9 alergeny břízy t3 se ukázalo, ţe 

reakce na pyl břízy - t3 (obsaţen také v tx9) odpovídala intenzitě reakce ke směsi – viz 

graf Obr. 12. 

Při testování rekombinantními alergeny břízy rBet v 1, rBet v 2 a rBet v 4 je vidět, ţe 

za většinu hypersenzitivních reakcí odpovídá hlavní alergen břízy rBet v 1 a i konkrétní 

hodnoty hladin specif. IgE spolu korelují - viz graf Obr. 16. V tomto souboru 15 pacientů 

sé-

rum 

č. 

M/Z věk tx9 
t3 rBet v 1 rBet v 2, 4 

(kU/l) třída (kU/l) třída (kU/l) třída 

1 Z 40 ++ 39,1 4 28,6 4 < 0,35 0 

2 Z 55 ++ 1,35 2 1,21 2 < 0,35 0 

3 M 44 ++ 13,5 3 13,2 3 < 0,35 0 

4 Z 26 +++ 33,9 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 ++ 11,1 3 10,8 3 < 0,35 0 

11 Z 42 ++ 10,5 3 9,3 3 < 0,35 0 

12 Z 53 ++ 10,3 3 8,12 3 < 0,35 0 

13 Z 56 ++ 1,35 2 1,21 2 < 0,35 0 

14 Z 31 ++ 2,92 2 2,9 2 < 0,35 0 

15 Z 49 ++ 11,1 3 10,2 3 < 0,35 0 
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byl jen jeden pacient reaktivní pouze k vedlejším (rBet v 2 a 4) alergenům břízy a nikoli 

k rBet v 1. 

b) Výsledky vyšetření specifického IgE v sérech pacientů SKUPINY 2 proti alergenům 

pylu bojínku g6 a proti rekombinantním alergenům (Tabulka 9). 

Tabulka 9. Výsledky vyšetření sér pacientů skupiny 2 

č. 

séra 

M/

Z 
věk gx1 gx3 

g6 rPhl p 1+rPhl p 5 rPhl p 7+rPhl p 12 

(kU/l) třída (kU/l) třída (kU/l) třída 

16 M 46 +++   13,7 3 10,1 3 < 0,35 0 

17 Z 13   ++ 8,13 3 10,1 3 < 0,35 0 

18 M 41   ++ 0,5 1 0,8 2 < 0,35 0 

19 M 32   +++ 12,9 3 5,62 3 < 0,35 0 

20 Z 18   ++ 0,73 2 0,61 1 < 0,35 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 

24 Z 54   + 0,5 1 < 0,35 0 < 0,35 0 

25 Z 41   + 0,48 1 < 0,35 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 

29 Z 70   + 0,59 1 0,54 1 < 0,35 0 

30 Z 35   ++ 9,61 3 7,12 3 < 0,35 0 

Vysvětlivky: 

Semikvantitativní hodnocení výsledků hladin sIgE proti směsi gx1, 3: 

<0,35kU/l (negativní) 0,7-17,5kU/l (pozitivní;++) 

0,35-0,7kU/l (slabě pozitivní;+) >17,5kU/l (silně pozitivní;+++) 

Hodnocení výsledků hladin sIgE proti rekombin. alergenům (RAST třída): 

≤0,35 (třída 0) 17,5–50 (třída 4) 

0,35–0,7 (třída 1) 50–100 (třída 5) 

0,7–3,5 (třída 2) ≥100 (třída 6) 

3,5–17,5 (třída 3) 

  

Po roztestování sér pozitivních ke směsím trav gx1 či gx3 k alergenům bojínku g6 je 

vidět, ţe ve většině případů odpovídal za pozitivitu sér ke směsím trav právě pyl bojínku - 

viz graf Obr. 17. 

Při testování sér proti rekombinantním alergenům bojínku lučního (rPhl p 1, rPhl p 5, 

rPhl p 7, rPhl p 12) byla všechna séra (13) této skupiny pozitivní pouze k hlavním alerge-

nům (rPhl p 1 a rPhl p 5) a shodovalo se i kvantitativní vyjádření hladin specif. IgE - viz 

graf Obr. 17, aţ na pacienty (2) s velmi slabou reakcí při testech gx3 i g6, kde jsem reakti-

vitu k rekombinantním alergenům bojínku neprokázala. 
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c) Výsledky vyšetření specifického IgE v sérech pacientů SKUPINY 3 proti alergenům 

pylu břízy t3 a bojínku g6 a proti rekombinantním alergenům. (Tabulky 10a, 10b) 

Tabulka 10a. Výsledky vyšetření sér pacientů skupiny 3 - bříza. 

č. 

séra 

M/

Z 
věk tx9 

t3 rBet v 1 rBet v 2, rBet v 4 

(kU/l) třída (kU/l) třída (kU/l) třída 

31 Z 7 +++ 99,6 5 68,8 5 <0,35 0 

32 Z 16 ++ 27,5 4 21,3 4 <0,35 0 

33 M 17 ++ 23,4 4 18,1 4 <0,35 0 

34 Z 12 ++ 1,74 2 1,34 2 <0,35 0 

35 M 17 ++ 7,62 3 3,16 2 2,58 2 

36 Z 37 ++ 2,76 2 2,04 2 <0,35 0 

37 M 10 +++ 83,9 5 67,6 5 <0,35 0 

38 M 39 ++ 2,74 2 2,52 2 <0,35 0 

39 Z 45 ++ 11 3 8,89 3 <0,35 0 

40 M 8 +++  > 100 6 >100 6 <0,35 0 

41 Z 59 ++ 30,1 4 23,3 4 <0,35 0 

42 Z 15 + 1,72 2 0,84 2 <0,35 0 

43 Z 31 + 0,69 1 0,48 1 <0,35 0 

44 M 7 + 1,28 2 0,85 2 <0,35 0 

45 Z 31 ++ 8,32 3 7,21 3 <0,35 0 

 

Tabulka 10b. Výsledky vyšetření sér pacientů skupiny 3 - bojínek. 

č. 

séra 

M/

Z 
věk gx1 gx3 

g6 rPhlp 1, rPhl p 5 rPhl p 7, rPhl p 12 

(kU/l) třída (kU/l) třída (kU/l) třída 

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

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   +++ 53,5 5 19,9 4 <0,35 0 

35 M 17   +++  >100 6 58,6 5 10,2 3 

36 Z 37   ++ 15,4 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 ++ ++ 5,5 3 3,3 2 <0,35 0 

42 Z 15   +++ 41,2 4 15,8 3 <0,35 0 

43 Z 31   +++ 22,4 4 17,9 4 <0,35 0 

44 M 7   ++ 2,38 2 2,91 2 <0,35 0 

45 Z 31 ++ ++ 11,1 3 9,73 3 <0,35 0 

Vysvětlivky viz Tabulky 8 a 9 
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Testy proti alergenovým extraktům pylů t3 a g6 v této skupině také odpovídaly výsled-

kům testů proti směsím tx9 a gx1, 3 a 4 - grafy Obr. 14 a 15. 

Rekombinantními alergeny jsem prokázala, ţe i v těchto skupinách zodpovídají za re-

aktivitu pacientů především hlavní alergeny daných pylů (rBet v 1, rPhl p 1 a rPhl p 5). 

Pouze jeden pacient (č. 35) měl specifické IgE protilátky i proti vedlejším alergenům břízy 

i bojínku. U ostatních odpovídaly hladiny specif. IgE proti hlavním alergenům předchozí-

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

 

d) Výsledky vyšetření specifického IgE v sérech pacientů SKUPINY 4 proti alergenům 

pylu břízy t3 a proti rekombinantním alergenům. (Tabulka 11) 

(Hodnocení pozitivity sér ke směsím wx1, wx3, d1, h1 pro přehlednost neuvádím.) 

Tabulka 11. Výsledky vyšetření sér pacientů skupiny 4 

č. 

séra 
M/Z věk tx9 

t3 rBet v 1 rBet v 2, rBet v 4 

(kU/l) třída (kU/l) třída (kU/l) třída 

46 Z 49 +++ 47,3 4 43,6 4 < 0,35 0 

47 M 41 ++ 4,78 3 5,67 3 < 0,35 0 

48 Z 31 ++ 13,2 3 16,7 3 < 0,35 0 

49 Z 60 ++ 1,85 2 1,56 2 < 0,35 0 

50 Z 26 ++ 1,89 2 1,65 2 < 0,35 0 

51 Z 22 ++ 1,81 2 1,6 2 < 0,35 0 

52 M 34 ++ 1,35 2 1,1 2 < 0,35 0 

53 M 31 ++ 2,41 2 2,39 2 < 0,35 0 

54 Z 21 + 0,93 2 0,83 2 < 0,35 0 

55 Z 44 ++ 14,1 3 13,3 3 < 0,35 0 

56 M 4 ++ 2,89 2 2,32 2 < 0,35 0 

57 Z 32 +++ >100 6 91,5 5 < 0,35 0 
Vysvětlivky viz Tabulka 8 

 

Výsledky stanovení reaktivity proti alergenům břízy t3 odpovídaly výsledkům stano-

vení reaktivity proti tx9 – viz graf Obr. 14. 

Ve skupině reagovala všechna séra pozitivní k alergenu t3 s hlavním alergenem břízy 

rBet v 1 a odpovídaly si i konkrétní hladiny specif. IgE - viz graf Obr. 16. 

Ţádný pacient nebyl reaktivní k vedlejším alergenům. 
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e) Grafické znázornění: 

 

Obrázek 14. Porovnání reaktivity proti směsi pylů stromů a proti alergenovému extraktu 

břízy u celého souboru vyšetřovaných sér. 

 

 

Obrázek 15. Porovnání reaktivity proti směsi pylů stromů a proti alergenovému extraktu 

bojínku u celého souboru vyšetřovaných sér. 
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Obrázek 16. Grafické znázornění vztahu hladin sIgE proti alergenovému extraktu a hlav-

nímu rekombinantnímu alergenu u celého souboru vyšetřovaných sér-bříza. 

 

 

Obrázek 17. Grafické znázornění vztahu hladin sIgE proti alergenovému extraktu a hlav-

ním rekombinantním alergenům u celého souboru vyšetřovaných sér-bojínek. 
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8.1.2. Charakterizace specifických protilátek v séru proti vybraným alergenům 

metodou imunoblotu. 

U 15-ti sér jsem prokázala přítomnost specifického IgE proti sloţkám pylového extrak-

tu břízy a bojínku. Zaokrouhlené vypočítané molekulové hmotnosti sloţek extraktů, se 

kterými reagovalo specif. IgE v sérech uvádí tabulky 12 a 13. Pro dokreslení uvádím i vý-

sledné obrázky blotů (Obr. 18 a 19). 

a) Stanovení přítomnosti specifických IgE proti alergenům pylu břízy bělokoré: 

Tabulka 12. Výsledné MH alergenů pylu břízy, se kterými séra reagovala 

strip č. séra MH (kDa) - bříza 

8 35 12,5 14,5 16,0  19 24,5 29,0 – 91,0 

9 37     16     29 36,5   

10 31     16,0      29 36,5   

11 40     16,0      29 36,5   

12 32     16,0        36,5   

13 6     16,0        36,5   

14 11     16,0        36,5   

15 13     16,0            

 

U všech sér byla potvrzena reaktivita proti některé ze sloţek pylového extraktu břízy. 

 

Obrázek 18. Výsledek imunoblotu - bříza 
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b) Stanovení přítomnosti specifických IgE proti alergenům pylu bojínku lučního: 

 

Tabulka 13. Výsledné MH alergenů pylu bojínku, se kterými séra reagovala 

strip č. séra MH (kDa) - bojínek 

1 35 13      19,5 30   

2 37   14   19,5 30   

3 31   14     30   

4 40             

5 22   14 16  19,5 30 33,0-36,5  

6 23     16 19,5 30 33,0-36,5 

7 24             

 

Dvě séra (č. 40 a 24) neobsahovala ţádné specif. IgE protilátky proti sloţkám pylového 

extraktu bojínku. 

 

Obrázek 19. Výsledek imunoblotu - bojínek 
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9. KLINICKÁ ČÁST 

 

V klinické části se zabývám sledováním hladin specifického IgE, IgG a IgG4 u pacien-

tů, kterým je aplikována specifická alergenová imunoterapie (SIT). 

 Zvýšení hladin specifických IgG, a především IgG4 protilátek podle některých autorů 

indikuje efektivní odpověď imunitního systému na vhodnou terapii.
(54)

  

Hladina specifického IgE proti danému alergenu by naopak měla (po počátečním 

vzrůstu) v průběhu SIT klesat.
(32)

 

Vybráni byli pacienti na základě pozitivity prick testů, případně vyšetření specifického 

IgE, kterým byla v roce 2001-2004 nasazena SIT v ambulanci klinického alergologa v Ústí 

nad Labem. 

Testování jsem prováděla na půdě Centra imunologie a mikrobiologie Zdravotního 

ústavu se sídlem v Ústí nad Labem (CIM ZÚ). 

Cílem bylo zjistit odezvu alergen specifických protilátek v jednotlivých fázích imuno-

terapie a doloţit tak její účinnost. 

Pro stanovení hladin specifických protilátek proti směsi pylu břízy (t3) a bojínku (g6) 

byly pouţity metody popsané v Praktické části – metoda FEIA – pomocí přístroje Pharma-

cia CAP SYSTEMTM Specific IgE (kap. 7. 1. 1). 

Stejná metoda byla pouţita pro stanovení za pouţití rekombinantních alergenů břízy a 

bojínku na přístroji UniCAP® Specific IgE (Pharmacia Diagnostics) - nyní nově Immuno-

CAP® 100 (Phadia)- (kap. 7. 1. 2.). 

9.1. METODIKA 

Pacienti 

Do experimentu bylo zařazeno celkem 10 pacientů (6 ţen a 4 muţi) ve věku 28-41 let, 

kterým byla v roce 2001-2004 zavedena SIT v ambulanci klinického alergologa v Ústí nad 

Labem.  

Před zavedením terapie pacienti udávali většinou sezónní, případně i celoroční potíţe 

jako rýma, ucpaný nos, svědění sliznic, slzení a pálení očí, kýchání, dráţdivý kašel atd. 

SIT byla indikována na základě výsledků koţních testů a/nebo vyšetření sérových hla-

din specifického IgE proti směsím alergenů.  U šesti pacientů byla potvrzena pylová aler-

gie vůči směsi pylu trav (tx3), u čtyř pacientů pak proti směsi pylu stromů (gx6). 
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    U všech pacientů byla pouţita depotní injekční forma léčby a standardní protokol 

podávání.  

SIT byla prováděna preparáty firmy Stallergenes – Phostal depotní injekce (konkrétní 

poměr alergenů dle ošetřujícího alergologa v Tabulce 14). Dalším pacientům byla apliko-

vána depotní vakcína firmy Sevapharma – 2 pacienti H-AL DEPOT (Pollens) časná jarní 

směs, 6 pacientů H-AL DEPOT (Pollens) tráva I. Tabulka 14 uvádí přehled vakcín. 

Pacientům byla po dobu léčby povolena medikace (antihistaminika, lokální kortikoidy, 

bronchodilatancia, nosní dekongescens). 

Dva pacienti (P-9 a P-10) v průběhu prvního půlroku léčbu ukončili (1 pacient se 

k dalším kontrolám nedostavil, u 1 pacientky se objevila asi dva dny po aplikaci neţádoucí 

reakce a odmítla dále pokračovat) a do konečného testování jsem je tedy nezahrnula. 

Pacienti před zařazením do studie podepsali informovaný souhlas – viz Obr. 20 

Tabulka 14 uvádí přehled vakcín. 

 

Tabulka 14. Přehled použitých vakcín 

Pacient Vakcína Výrobce Forma Alergen 
Standardizace  

jednotky 

P-1 PHOSTAL Stallergenes depot. Inj. 701(20%), 605(40%), 615(40%) ANO/ IR 

P-2 H-AL Sevapharma depot. Inj. Jarní časná směs NE/ PNU 

P-3 PHOSTAL Stallergenes depot. Inj. 671(10%), 605(10%), 615(80%) ANO/ IR 

P-4 H-AL Sevapharma depot. Inj. Jarní časná směs NE/ PNU 

P-5 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

P-6 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

P-7 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

P-8 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

P-9 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

P-10 H-AL Sevapharma depot. Inj. Trávy I. ANO/ JSK 

Vysvětlivky:  Jarní časná směs (olše, bříza, habr, líska, jasan, vrba) 

Trávy I.(ovsík, srha, kostřava, jílek, bojínek,ţito) 

701(směs 3trav), 605(pelyněk), 615(bříza), 671(ţito), 605(pelyněk) 

Sevapharma = Sevapharma a.s.,Praha 

Stallergenes = Stallergenes S.A, Antony Cedex, Francie 

H-AL= H-AL DEPOT (POLLENS) 
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Obrázek 20. Informovaný souhlas 
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Metody 

 

Pro českou lokalitu je typické vysoké procento výskytu senzitizace na pyl břízy a pyly 

trav. Proto byli zvoleni pacienti s dominující vazbou na pyl jarních stromů (soubor A) a pyl 

travin (soubor B). 

Tvorba protilátek proti směsi pylů břízy nebo bojínku a hlavním a vedlejším rekombi-

nantním alergenům těchto zdrojů byly zvoleny jako parametry monitorování laboratorní 

odezvy specifické alergenové imunoterapie. 

Skupina A (4 pacienti) - sledováno specifické IgE, IgG, IgG4 proti pylovému extraktu 

a některým rekombinantním alergenům břízy 

Skupina B (4 pacienti) - sledováno specifické IgE, IgG, IgG4 proti pylovému extraktu 

a některým rekombianntním alergenům bojínku 

Séra pacientů byla odebírána v průběhu SIT v přibliţně půlročních intervalech, pro 

účely následných stanovení byla uchovávána při -20 ºC a poté testována na CIM ZÚ. 

Pomocí metod popisovaných v předchozí Praktické části (kap. 7. 1. 1. a  7. 1. 2.) jsem 

stanovila hladiny specifických IgE, IgG a IgG4 proti přirozeným alergenovým extraktům a 

některým rekombinatním alergenům pylu břízy nebo bojínku. 

Toto vyšetření se zatím v klinické praxi běţně neprovádí a je předmětem klinického 

výzkumu. 

Několik studií ukázalo, ţe úspěšnost alergenové imunoterapie odráţí zvýšená tvorba 

alergen specifických IgG/IgG4 protilátek. 
(46) (54) (55)

 

Proto bylo pro monitorování odezvy terapie provedeno stanovení specifických protilá-

tek IgG a IgG4 proti alergenům pylu břízy a bojínku a proti rekombinantním formám hlav-

ních a některých vedlejších alergenů. Některé literární odkazy naopak popisují, ţe se tato 

korelace jasně nepotvrdila a tudíţ se toto stanovení pro praktické hodnocení SIT nedoporu-

čuje.
(44)(56)

 

V rutinní praxi je lépe dostupné stanovení specifického IgE, které bylo provedeno proti 

alergenům pylu břízy (resp. bojínku) i proti hlavním a některým vedlejším rekombinantním 

alergenům. V iniciální fázi terapie bývá často pozorován vzestup sIgE jako reakce na dáv-

ky alergenu, poté by se měla hladina těchto imunoglobulinů sniţovat pod vlivem modulace 

imunitní odpovědi a „blokujících protilátek“.
(32) 

V praxi však zatím nebyla prokázána korelace mezi hladinou specifického IgE a kli-

nickým efektem SIT.
(44)
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SKUPINA A (Bříza) 

Metodou FEIA na přístroji ImmunoCAP® 100 (Phadia) byly u 4 pacientů (2 ţeny a 2 

muţi) stanoveny pomocí rekombinantních alergenů hladiny specifického IgE proti hlavní-

mu alergenu pylu břízy Bet v 1 a proti vedlejším alergenům Bet v 2 a Bet v 4 (Tab. 15). 

Specifické IgG bylo stanoveno stejnou metodou pomocí přístroje Pharmacia CAP 

SYSTEMTM proti pylu břízy (Tab. 15). Pro stanovení proti hlavním a vedlejším rekombi-

nantním alergenům pylu břízy byl pouţit přístroj ImmunoCAP® 100 (Phadia). Tam, kde to 

bylo vhodné na základě získaných výsledků, bylo stejnými metodami dovyšetřeno speci-

fické IgG4. 

 

Tabulka 15.  Metody stanovení a katalogové kódy alergenů 

 
Alergen Kód ImmunoCAP alergenu Přístroj 

sIgE 
rBet v 1 t215 ImmunoCAP

®
 100 (Phadia) 

rBet v 2 + rBet v 4 t221 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

sIgG 

Extrakt pylu břízy t3 Pharmacia CAP SYSTEM
TM

 

rBet v 1 t215 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

rBet v 2 + rBet v 4 t221 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

sIgG4 
Extrakt pylu břízy t3 Pharmacia CAP SYSTEM

TM
 

rBet v 1 t215 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

 

SKUPINA B (Bojínek) 

Metodou FEIA pomocí přístroje ImmunoCAP® 100 (Phadia) byly u 4 pacientů (3ţeny 

a 1 muţ) stanoveny pomocí rekombinantních alergenů hladiny specifického IgE proti 

hlavním alergenům bojínku Phl p 1 a Phl p 5 a proti vedlejším alergenům Phl p 7 a Phl p 

12 (Tab. 16). 

Celkové specifické IgG a IgG4 proti pylu bojínku bylo stanoveno stejnou metodou na 

přístroji Pharmacia CAP SYSTEMTM a přístrojem ImmunoCAP® 100 (Phadia) bylo vy-

šetřeno specifické IgG a IgG4 proti rekombinantním hlavním a vedlejším alergenům (Tab. 

16). 
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Tabulka 16. Metody stanovení a katalogové kódy alergenů 

 
Alergen Kód ImmunoCAP alergenu Přístroj 

sIgE 
rPhl p 1 + rPhl p 5 g213 ImmunoCAP

®
 100 (Phadia) 

rPhl p 7 + Phl p 12 g214 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

sIgG 

Extrakt pylu bojínku g6 Pharmacia CAP SYSTEM
TM

 

rPhl p 1 + rPhl p 5 g213 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

rPhl p 7 + Phl p 12 g214 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

sIgG4 
Extrakt pylu bojínku g6 Pharmacia CAP SYSTEM

TM
 

rPhl p 1 + rPhl p 5 g213 ImmunoCAP
®
 100 (Phadia) 

 

9.2. VÝSLEDKY (KAZUISTIKY) 

Cílem práce bylo sledovat alergen specifické IgE, IgG, případně IgG4 proti definova-

ným molekulám alergenů a proti pylovým extraktům v průběhu specifické imunoterapie. 

Vzhledem k tomu, ţe tato práce měla retrospektivní charakter a skládá se z pacientů aler-

gologické ambulance, nebylo moţno dopředu přesně definovat pevná kritéria a dané pod-

mínky (druhy vakcín, kritéria výběru pacientů, délka a počátek terapie…). 

Hodnocení klinické odezvy bylo pouze na základě subjektivního hodnocení pacienta, 

případně lékaře, a sledování potřebné medikace. Získaná data byla také ovlivněna „disci-

plínou“ pacienta při docházení na pravidelné aplikace vakcíny a na odběry pro následná 

stanovení. Vyhodnocení klinického efektu SIT provedl na závěr ošetřující lékař a zařadil 

pacienty do hodnotících kategorií: 

I. výrazný klinický efekt (úspěch) 

II. zlepšení 

III. bez efektu 

Z moţností alergologické ambulance také vyplývá, ţe se mi podařilo nasbírat pouze 

malý počet pacientů a s ohledem na finanční náročnost ne standardně prováděných metod 

vyšetření bylo nutno omezit se jen na parametry a intervaly stanovení, u kterých byla oče-

kávána výpovědní hodnota (například hladinu specifického IgG4 byla pro orientaci vyšet-

řena pouze na začátku, poté zhruba po dvou letech a na konci terapie). Proto ani v práci 

neuvádím grafické zpracování všech údajů, ale pouze tam, kde lze sledovat určité trendy 

hladin specifických protilátek. 

Zpětně jsem z dokumentací pacientů zjistila, ţe vakcíny byly často indikované na zá-

kladě někdy i 4 roky starého vyšetření pozitivity a několik pacientů uţ v historii před apli-

kací vakcíny mělo p.o. kapkovou vakcínu (se stejnou nebo i odlišnou směsí alergenů). Hy-
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poteticky lze tedy předpokládat, ţe imunitní mechanismy byly jiţ před zahájením injekční 

formy SIT nějakým směrem ovlivněny a tudíţ nemusíme zachytit literaturou popisovaný 

klasický průběh vývoje specifických protilátek po zahájení imunoterapie. 

Je třeba přihlédnout k tomu, ţe výběr pacientů pro SIT se s ohledem na rychlý vývoj 

poznatků v této oblasti nemusel vţdy řídit aktuálními guide-line postupy a není tak vylou-

čeno, ţe nebyl vţdy podchycen přímo vyvolávající alergen, coţ je někdy obtíţné i součas-

nými moderními metodami, zvláště u pacientů, kteří jsou senzitizováni  k více neţ jedno-

mu zdroji alergenů.
(28)

 

V souladu s tím, i v případě správně nasazené terapie se na jejím efektu podílí více fak-

torů, které ani často nejsme schopni ovlivnit: kvalita vakcíny (rozhoduje významně i počet 

alergenů ve směsi, základním směrem je směsi minimalizovat), dávka alergenu, délka tera-

pie, věk pacienta a stádium jeho potíţí, polyvalentnost, případně to, zda je pacient kosenzi-

tizován nebo reaguje zkříţeně. Také hodnocení tíţe příznaků je ovlivněno např. tím, jaká 

byla aktuální pylová sezóna, uţitím medikace. V neposlední řadě hraje vliv compliance 

pacienta, placebo efekt a psychosomatika. 

Následující kazuistiky jsou toho příkladem. 
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9.2.1. Průběh hladin specifického IgE, IgG a IgG4 proti alergenům pylu břízy – 

pacienti skupiny A. 

Pacientům této skupiny byl aplikován buď různý poměr pylových extraktů přípravku 

PHOSTAL (hlavní zastoupení pyl břízy) nebo ne plně standardizovaná vakcína H-AL Jarní 

časná směs (PNU).  

Hladiny sledovaných specifických imunoglobulinů proti pylu břízy u vyšetřovaných 

pacientů jsou uvedeny v tabulkách 17 - 24. V horním řádku jsou uváděny měsíce, kdy byl 

odběr proveden. V prvním sloupci jsou uvedeny jednotlivé zkoumané parametry – hodnoty 

specifických IgE protilátek proti hlavním a vedlejším alergenům pylu břízy, hodnoty speci-

fických IgG a IgG4. 

Další sloupce udávají naměřené hodnoty v daných časových intervalech.  

 

a) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

entky P-1, léčena H-AL DEPOT (Pollens) JČS, 2003 – 2008 

Pacientka P-1, 39 let, byla poprvé v ordinaci v 1998. Udává, ţe v dětství byla bez potí-

ţí, pouze občas po ovoci měla kopřivku. Nyní ale na jaře rýma, svědění sliznic, pálení očí. 

Po vyšetření specifického IgE potvrzena silná pozitivita na směs tx9; také na směs zvíře-

cích alergenů ex2 pozitivní. V roce 1999 provedeny koţní testy – potvrzena reaktivita na 

břízovité a na olši. Od r. 99 jí byla doporučena p.o. kapková vakcína (JČS), na jaře 2000 

opět rýma, ale oční potíţe ustoupily. Uţívá občas Flonidan, Beclomet, Spersallerg. V roce 

2001 vakcínu jiţ nebrala, udává, ţe byla v sezóně bez potíţí. Další sezóny opět na jaře py-

lové potíţe. 

Na podzim 2003 jí byla zavedena SIT Přípravkem H-AL DEPOT (Pollens) Jarní časná 

směs. Aplikace snášela bez reakcí. Při kontrole 7/2004 udává mírné pylové potíţe v sezóně 

(pouze lokální projevy, stačí oční kapky, nosní Tafen), 8/2005 hodnotí předchozí sezónu 

bez potíţí, léky nebrala, 7/2006 léky nebrala v sezóně údajně vůbec. 

V 2/2007 vynechala dávku vakcíny. Na aplikaci nedocházela také v měsících 7/2007-

1/2008. 

Při návštěvě 1/2008 udává, ţe sezóna 2006 a 2007 celkem bez potíţí, nyní občas svě-

dění (doma pořídila kočku?), nechodila na injekce z pracovních důvodů. 

Kontrola v 5/2008: v posledních 3 měsících se zhoršila obstrukce nosu, spreje bez efek-

tu, nasazen Xyzal; přes léto uţ byla bez potíţí. 

9/2008 poslední aplikace a na další kontrolu se pacientka nedostavila. 
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Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie II. 

 

Tabulka 17. Hodnoty stanovení specifických protilátek P-1 

Pacientka P-1 XI.03 VI.04 XII.04 VIII.05 II.06 VIII.06 III.07 IX.08 

IgE rBet v1 16,7 49 20,9 
    

7,04 

IgE rBet v2, v4 0,35 0,35 0,35 0,35 
    

IgG rBet v1 9,83 14,8 16,1 4,94 
   

5,07 

IgG rBet v2, v4 7,01 6,82 8 8,44 
    

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

IgG4 rBet v1 0,53 
  

7,08 
   

0,47 

IgG4 t3 0,74 
  

7,72 
   

0,66 

 

 

Grafické znázornění 

Obrázky 21 – 22 znázorňují grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE a IgG 

v průběhu terapie u pacientky P-1. 

 

Obrázek 21. Průběh specifického IgE 
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Obrázek 22. Průběh specifického IgG 

 

Pacientka reagovala během prvního půlroku terapie zřetelným zvýšením hladiny speci-

fických IgE protilátek proti hlavnímu alergenu břízy, pak dochází k mírnému sniţování, 

coţ odpovídá běţnému vývoji protilátek při SIT. Proti vedlejším alergenům nebyla paci-

entka vůbec reaktivní. Tvorba blokujících protilátek IgG proti Bet v 1 se během prvního 

roku terapie zvyšovala, s čímţ koreluje i mírné zvyšování IgG proti směsi t3. 

Hladina IgG4 měřená zhruba 2 roky od zahájení léčby vzrostla jak proti hlavnímu aler-

genu, tak i proti směsi.  

Jak proběhla následující pylová sezóna, nevíme, pacientka, bohuţel, nepřišla na kontro-

lu. 

 

b) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

entky P-2, léčena PHOSTAL (trávy, pelyněk, bříza), 2003-2008 

Pacientka P-2, 42 let, přichází do ordinace v r. 2002. V minulosti byla bez alergie, nyní 

postupně přibývají reakce na potraviny v podobě slzení očí, rýmy, svědění sliznic, záchva-

tovitého kašle. Zjištěna výrazná atopická dispozice, inhalační a potravinová alergie. Paci-

entka má silně pozitivní sIgE proti směsi tx9, a pozitivní proti gx3, dále potvrzeno kiwi, 

jablko, ořechy, plevele. Uţívá Zyrtec, Rhinocort, Allergodil. 

Na podzim 2003 byl nasazen PHOSTAL (sloţení viz tabulka X), aplikace po celou do-

bu léčby bez reakcí.  

Pří kontrole 8/2004 udává pacientka v sezóně rýmu menší, bez dušnosti, občas kašel, 

8/2005 minimální obtíţe, na jaře dokonce bez kašle, uţívá občas Rhinocort, Zyrtec; po-

dobně sezóna 2006. 
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V 4/2007 z důvodu velkých alergických potíţí, dráţdivého kašle a dechových potíţí asi 

2 týdny nasazen Buventol, Afonilum, nelze vyloučit vývin asthma bronchiale. Při kontrole 

5/2007 dochází ke zlepšení. 

11/2008 poslední aplikace vakcíny, 7/2009 pacientka udává, ţe se cítí dobře, de facto 

bez potíţí, občas aplikuje Zyrtec. 

Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie II. 

 

Tabulka 18. Hodnoty stanovení specifických protilátek P-2 

Pacientka P-2 XI.03 VI.04 XII.04 VIII.05 II.06 VIII.06 III.07 X.08 

IgE rBet v1 100 100 100 100 
    

IgE rBet v2, v4 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 
   

IgG rBet v1 6,44 8,2 10,3 6,43 
   

6,42 

IgG rBet v2, v4 5,12 7,54 6,83 6,47 
    

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

IgG4 rBet v1 0,1 
  

1,42 
   

1,32 

IgG4 t3 0,36 
  

5,78 
   

1,9 

 

 

Grafické znázornění 

Obrázky 23 – 24 znázorňují grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE a IgG 

v průběhu terapie pacientky P-2. 

 

Obrázek 23. Průběh specifického IgE 
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Obrázek 24. Průběh specifického IgG 

 

Pacientka nebyla senzitizována na vedlejší alergeny břízy, zato specifické IgE proti 

rBet v 1 se drţelo po celou dobu terapie nad hranicí 100 kU/l, takţe ani nebylo moţné de-

tekovat jeho změny, pokud nastaly. 

Hladina IgG proti směsi t3 má jen mírně vzestupný charakter, i podtřída IgG4 protilá-

tek proti směsi t3 v počátku terapie jen mírně stoupá. 

Nezdařilo se tedy zachytit korelaci mezi relativním úspěchem dle klinického hodnocení 

pacienta a lékaře a odezvou ve zvolených laboratorních ukazatelích.  

Vzhledem k tomu, ţe pacientka měla rozvinutou polyvalentní alergii k více alergeno-

vým zdrojům, je diskutabilní, zda byla správná indikace k SIT. Hodnocení efektu terapie 

můţe být v tomto případě ovlivněno také uţíváním úlevové bronchodilatační medikace 

nebo průběhem pylových sezón v daném období.  

 

 

c) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

enta P-3, aplikován PHOSTAL (bříza, žito, pelyněk), 2001 – 2007 

Pacient P-3, 41 let, se léčí uţ od dospívání. Rýma trvá řadu let, v zimě a počátkem jara 

mívá pálení, svědění a slzení očí. Je zde rodinná atopická zátěţ. V r. 1998 dle výsledků 

koţních testů a testu sIgE (silně pozitivní tx9) je diagnostikována polyvalentní inhalační 

alergie. Potvrzen pyl stromů, jablko, ořechy, zvířecí alergeny. V letech 1999 – 2001 uţíval 

p.o. kapkovou alergenovou vakcínu. 

11/2001 dostává první dávku PHOSTAL (sloţení viz tab. X), na injekce chodí pravi-

delně, je bez reakce. 
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3/2003 začíná sezónní pálení očí, kýchání, rýmu ale nemá, cítí se dobře (občas Spersal-

lerg, Claritine). 

V 10/2004 pacient udává v průběhu roku bez větších potíţí kromě jarních měsíců. 

Při kontrole 9/2005 popisuje na jaře menší obtíţe, v dubnu rýma a slzení, v létě bez 

problémů. 

V 4/2006 přichází pro pylové potíţe – předepsán Allergodil, Fenistil, vakcína napláno-

vána do léta 2007 

Při kontrole 6/2008 udává, ţe nebyl nemocný, potíţe s alergií minimální. 

V roce 2009 pacient udává menší reakce na břízu, časné jarní příznaky polevily, ale po-

tíţe se přesunuly do pozdního jara a vzniká další senzititace na ovoce (třešně, broskve,…). 

Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie II. 

 

Tabulka 19. Hodnoty stanovení specifických protilátek P-3 

Pacient P-3 XI.03 VI.04 VII.05 X.07 IX.08 

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

IgE rBet v2, v4 0,35 0,35 0,35 0,35 
 

IgG rBet v1 7,96 7,9 7,01 4,62 4,44 

IgG rBet v2, v4 0,02 0,02 0,02 0,02 
 

IgG t3 6,44 6,9 6,8 5,21 
 

IgG4 rBet v1 6,74 
   

0,7 

IgG4 t3 6,78 
   

1,38 
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Grafické znázornění 

Obrázky 25 – 26 znázorňují grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE a IgG 

v průběhu terapie pacienta P-3. 

 

Obrázek 25. Průběh specifického IgE 

 

 

Obrázek 26. Průběh specifického IgG 

 

Laboratorní pozorování bylo u tohoto pacienta započato aţ dva roky po zavedení tera-

pie. Takţe neznáme počáteční hodnoty. Grafy zachycují pouze sezónní výkyv IgE protilá-

tek, jinak je hladina protilátek proti Bet v 1 i Bet v 2, 4 (necitlivý) bez dynamiky. Ani hla-

dina blokujících protilátek se výrazně nemění, ale proti hlavnímu alergenu a pylovému 

extraktu je od počátku sledování hladina sIgG daleko vyšší neţ proti vedlejším alergenům. 

Zde je třeba zamyslet se nad tím, zda za polyvalentnost tohoto pacienta zodpovídá to, 

ţe je tzv. kosenzitizovaný nebo naopak zkříţená reaktivita a zda byl vůbec pro takovou 

terapii vhodný.  
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Otázkou je, zda v roce 2001 byla terapie nasazena v souladu s dnešními nejnovějšími 

poznatky, doporučeními a trendy, či jen empiricky. U tohoto pacienta se přesto dle klinic-

kých údajů zdá, ţe došlo k desenzitizaci na pyl břízy. Nenalézáme ani ţádný vývoj alergie 

k vedlejším alergenům. Následné zesílení potravinové alergie můţeme spíše přičítat přiro-

zenému vývinu vlivem okolního prostředí a atopické predispozice. 

Pokud tedy v tomto případě SIT specificky zasáhla proti Bet v 1 senzitizaci pacienta, 

neovlivnila rozvoj atopické dispozice jeho imunitního systému. 

 

d) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

enta P-4, H-AL DEPOT (POLLENS), Jarní časná směs, 2004-2009 

Pacient P-4, 31 let, trpí od 16ti let rýmou, kolem 23 let léčen p.o. kapkovou vakcínou 

(směs bakteriálních kmenů). V roce 2003 operace polypů. 

Má celoročně ucpaný nos, březen aţ květen ho trápí rýma, pálení a slzení očí, pocit těţ-

šího dechu, je bez medikace. Na základě koţních testů 2003 mu byla diagnostikována aler-

gie na pyl jarních stromů. Od 2004 uţívá Euphylin, Ventolin (SOS), probouzí se během 

noci s pískoty, bývá hodně zahleněn; nelze vyloučit asthma bronchiale. V 9/2004 plánuje 

vakcínu (provedeny první odběry pro tuto práci), ale první H-AL Jarní časná směs dostal 

aţ 7/2005. 

Při kontrole 8/2006 udává, ţe v sezóně ustoupila dušnost a v 10/2007, ţe v sezóně duš-

ný nebyl, jen na jaře rýma. 

5/2009 poslední dávka – poté vakcína nedostupná v distribuci léčiv. 

Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie III. 

 

Tabulka 20. Hodnoty stanovení specifických protilátek P-4 

Pacient P-4 XII.04 VIII.05 II.06 VIII.06 III.07 IX.08 

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 
 

IgG4 rBet v1 4,23 
    

1,4 

IgG4 t3 7,98 
    

1,45 
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Grafické znázornění 

Obrázek 27 znázorňuje grafické zpracování průběhu hladin specifického  IgG v průběhu 

terapie pacienta P-4. Hodnoty hladin sIgE uvádí  Tabulka 20. 

 

Obrázek 27. Průběh specifického IgG 

 

I přes menší počet stanovených hodnot specifických protilátek, se dá usuzovat, ţe po 

zahájení SIT nenastala u tohoto pacienta ţádná výrazná změna. Hladina sIgE proti hlavní-

mu alergenu pylu břízy stanovená na začátku a v závěru terapie nejeví výraznější pokles 

(viz Tab. X), ani hladina specifických IgG protilátek se výrazněji nemění. 

Vysvětlení rozporu mezi udávaným klinickým zlepšením v letech 2006-2007 a nepatr-

nou odezvou v laboratorním vyšetření lze vidět například v tom, zda pacient neudává úlevu 

od potíţí vlivem bronchodilatační medikace. Tato domněnka by odpovídala i negativnímu 

hodnocení alergologa (kat. III.) 

9.2.2. Průběh hladin specifického IgE, IgG a IgG4 proti alergenům pylu bojínku – 

pacienti skupiny B. 

Pacientům této skupiny byla aplikována vakcína H-AL směs Trávy I. Alergizace na pyl 

bojínku se vyskytuje často u polyvalentnějších pacientů, coţ se potvrdilo i na těchto pří-

kladech.  

Hladiny sledovaných specifických imunoglobulinů proti pylu bojínku u vyšetřovaných 

pacientů jsou uvedeny v tabulkách Y-Y. V horním řádku jsou uváděny měsíce, kdy byl 

odběr proveden. V prvním sloupci jsou uvedeny jednotlivé stanovované parametry – hod-

noty specifických IgE protilátek proti hlavním a vedlejším alergenům pylu bojínku, hodno-

ty specifických IgG a IgG4 proti přirozeným alergenům a proti rekombinantním hlavním a 

vedlejším alergenům pylu bojínku. 
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Další sloupce udávají naměřené hodnoty v uvedených časových intervalech.  

 

a) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

entky P-5, aplikován  H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I., 2003-2008 

Pacientka P-5, 36 let, přichází r. 2001 s pylovými potíţemi. Koţními testy zjištěna sen-

zitizace na inhalační alergeny - pyly trav, plevele, jarní směs pozdní, prach i peří. 

10/2001 jí byla nasazena kapková p.o. vakcína Trávy I. 

V sezóně 2003 udává mírnější potíţe, ale přiznává, ţe vakcínu brala nepravidelně, na 

konci roku (10/2003) jí je nasazena H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I., uţívá Zyrtec a Li-

vostin. 

Vakcíny snáší bez reakcí, ale vynechala 7/2004 a 9/2004 pro zápal plic. V sezóně 2007 

měla potíţe menší, léky brala jen podle potřeby. Poslední vakcína byla aplikována 6/2008, 

pak se jiţ pacientka nedostavila. Lékařka se domnívá, ţe se jí projevy zmírnily, léky uţ 

nepotřebuje, případně předepisuje praktik. 

Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie II. 

 

Tabulka 21 Hodnoty stanovení specifických protilátek P-5 

Pacientka P-5 XI.03 VI.04 XII.04 VIII.05 II.06 III.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 2,75 
 

3,44 

IgG rPhl p7, p12 3,01 2,74 2,05 2 
  

IgG g6 4,78 4,08 3,98 3,94 2,92 2 

IgG4 rPhl p1, p5 0,08 
 

0,08 
  

0,09 

IgG4 g6 0,25 
 

0,23 
  

0,23 
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Grafické znázornění 

Obrázky 28 – 29 znázorňují grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE a IgG 

v průběhu terapie pacientky P-5. 

 

Obrázek 28. Průběh specifického IgE 

 

 

Obrázek 29. Průběh specifického IgG 

 

Dynamika specifických IgG protilátek u této pacientky se vlivem aplikace vakcín ne-

mění, hladina IgG4 je na hranici detekovatelnosti. Hladina protilátek IgE proti hlavním 

alergenům Phl p 1 a 5 se zdá mít sestupnou tendenci. 
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b) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

enta P-6, aplikován H-ALL DEPOT (Pllens) Trávy I., 2003-2006  

Pacient J. N., 31 let, navštěvuje ordinaci pro pylové potíţe. Léčí se jiţ od dětství 

s alergickou rinitidou (Zyrtec, v dětství vakcíny), mívá velkou reakci na hmyzí bodnutí. 

Matka také alergička. V 1/2003 dle koţních testů potvrzena inhalační alergie s výraznou 

atopickou zátěţí - přecitlivělost na pyly trav, jarní směs pozdní, roztoče, peří, prach, kočku 

a morče (má doma). V sezóně 2003 udává velkou rýmu, výraznou vodnatou sekreci, zánět 

očí, suchý kašel, potíţe i v noci a k ránu, Flonidan nestačí. 

Od 10/2003 zahájena SIT H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I., aplikace snášel bez reakcí. 

2005 se cítí dobře i přes sezónu, vakcíny vynechal 7-10/2006 pro zápal plic. 2/2007 po-

slední aplikace, potíţe v předchozí sezóně udává jako minimální, medikace jen symptoma-

ticky a minimálně. Lékař usuzuje, ţe pacientovi se ulevilo a proto přestal docházet na další 

aplikace. 

Hodnocení ošetřujícího alergologa: kategorie I. 

 

Tabulka 22 Hodnoty stanovení specifických protilátek P-6 

Pacient P-6 XI.03 VI.04 XII.04 II.06 

IgE rPhl p1, p5 25,4 13,9 14,2 9,31 

IgE rPhl p7, p12 0,35 0,84 1,72 1,4 

IgG rPhl p1, p5 0,02 0,02 2,07 2,18 

IgG rPhl p7, p12 2,48 2,21 2 2,09 

IgG g6 4,43 3,99 4,41 3,99 

IgG4 rPhl p1, p5 0,07 
 

0,04 0,05 

IgG4 g6 0,4 
 

0,48 0,48 
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Grafické znázornění 

Obrázky 30 – 31 znázorňují grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE a IgGv 

průběhu terapie pacienta P-6. 

 

 

Obrázek 30. Průběh specifického IgE 

 

 

Obrázek 31. Průběh specifického IgG 

 

U tohoto pacienta je patrna shoda klinické odezvy a laboratorním nálezem hladin sIgE. 

Pod vlivem pravidelné aplikace alergenové vakcíny klesá tvorba sIgE proti hlavním 

alergenům pylu bojínku. V kategorii specifických IgG jsme nezaznamenali výrazný nárůst 

protilátek. Ani v hladině specifických IgG4 nejeví pacient ţádnou odezvu. 

Je zde však zaznamenán mírný nárůst specifických protilátek proti vedlejším alerge-

nům pylu bojínku (proti Phl p 7 a 12 pacient před léčbou sIgE netvořil), coţ můţe svědčit 

buď o v literatuře uváděné moţné postupné senzitizaci alergenovým extraktem jako neţá-

doucí účinek SIT nebo jako přirozený vývoj alergie ovlivněný prostředím. 
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Vzhledem k tomu, ţe spolupráce s pacientem skončila, nemůţeme posoudit, zda dojde 

časem k rozvoji zkříţené alergie. 

 

c) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

enta P-7, aplikován H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I., 2003-2008  

Pacientka P-7, 36 let, přichází v roce 2003 s potíţemi typu pálení, řezání očí, pocit 

ucpaného nosu v jarních měsících. Koţními testy byla u ní zjištěna citlivost na pyly trav a 

roztoče, vyšetření specifického IgE bylo silně pozitivní vůči směsi gx1. 

11/2003 zahájila SIT H-AL DEPOT (pollens) Trávy I. Aplikace snášela bez potíţí, pří-

znaky se po dobu léčby nijak neměnily, 2/2004 vynechala jednu dávku vakcíny, uţívá Cla-

ritine, Cromo-hexal combi. V sezóně 2007 udává v červnu a červenci velké potíţe, pálení 

očí a po ránu kašel, potíţe hlavně při sekání trávy nebo obilí. Vakcína byla pacientce vysa-

zena 6/2008, na kontrolu na jaře 2009 se nedostavila. 

Hodnocení ošetřujícícho lékaře: kategorie III. 

 

Tabulka 23 Hodnoty stanovení specifických protilátek P-7 

Pacientka P-7 XI.03 VI.04 IX.05 II.06 VIII.06 

IgE rPhl p1, p5 22,9 20,3 24,2 15,7 
 

IgE rPhl p7, p12 0,35 0,35 0,35 0,35 
 

IgG 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 
 

IgG g6 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 
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Grafické znázornění 

Obrázek 32 znázorňuje grafické zpracování průběhu hladin specifického IgE v průběhu 

terapie pacientky P-7. Hladina sIgG zůstala beze změn (viz Tabulka 23). 

 

 

Obrázek 32. Průběh specifického IgE 

 

Specifické IgE protilátky nejeví sestupný charakter, sIgG pacientka vůbec nevytvořila. 

Proto zde bylo vypuštěno stanovení podtřídy IgG4. Otázkou u této pacientky je, souzeno 

dle dostupných klinických příznaků i stanovení protilátek, zda byl odhalen příčinný alerge-

nový zdroj. Pro zhodnocení chybí detailnější údaje o atopickém profilu pacientky. 

d) Výsledky vyšetření průběhu hladin specifických imunoglobulinů v séru paci-

enta P-8, aplikován H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I. 2004-2009 

Pacientka P-8, 41 let, přichází v 1/2003. V dětství bez alergie, nyní pozoruje asi 2 roky 

potíţe na jaře (svědění sliznic, záchvatovité kýchání), nyní i v zimě. Psa má 10 let. Dcera 

je polinotička. Provedeny koţní testy – pozitivní trávy, ţito, plevele a roztoči, zaléčena 

Biostimem, na podzim plánována SIT. V 6/2003 se pacientka vrací pro svědění sliznic, 

řezání očí, předepsán Flonidan. Na podzim měla potíţe s kolísáním tlaku, imunoterapie 

byla o rok odloţena. 

10/2004 dostává první aplikaci H-AL DEPOT (Pollens) Trávy I. 

V sezóně 2005 trvá celoročně svědění nosu, pálení a řezání očí, ráno suchý kašel, v se-

zóně 2007 se přidává i celoročně zahlenění, svědění sliznic, zhoršení příznaků na jaře. In-

dikován Aerius, Spersallerg), v roce 2008 pacientka neudává větší potíţe. 

4/2009 poslední dávka vakcíny a opětovné zhoršení potíţí. Pacientka objednána na tes-

ty (podzim 2009) 

Hodnocení ošetřujícícho lékaře: kategorie III. 
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Tabulka 24.  Hodnoty stanovení specifických protilátek P-8 

Pacientka P-8 XII.04 VIII.05 II.06 VIII.06 III.07 

IgE rPhl p1, p5 0,35 
   

0,35 

IgG rPhl p1, p5 3,85 
 

5,47 
 

5,91 

IgG rPhl p7, p12 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 

IgG g6 2,46 2,43 2,24 2,2 2,57 

IgG4 rPhl p1, p5 0,01 
 

0,03 
 

0 

IgG4 g6 0,12 
 

0,13 
 

0,19 

 

Grafické znázornění 

Obrázek 33 znázorňuje grafické zpracování průběhu hladin specifického IgG v průběhu 

terapie pacientky P-8. Hodnoty sIgE v Tabulce 24. 

 

Obrázek 33. Průběh specifického IgG 

 

U této pacientky se nám testováním v průběhu terapie neprokázala ani minimální senzi-

titace na pyl bojínku, ani hladina protilátek IgG neprokazuje větší změnu jako reakci na 

terapii. U této pacientky se zdá sporné, zda byla imunoterapie nasazena cíleně či jen empi-

ricky dle klinických příznaků. Je chybou, ţe nebylo s ohledem na prvotní informace od 

alergologa testováno sIgE proti vedlejším alergenům pylu bojínku. Bohuţel poté, co mi 

bylo umoţněno nahlédnout do zdravotní dokumentace pacienta, nebylo moţno tento para-

metr z časových důvodů dotestovat. Případná pozitivita k vedlejším alergenům bojínku 

nebo naopak nepotvrzení ţádných specifických protilátek proti tomuto alergenovému zdro-

ji by mohlo u této pacientky vést k úvahám o vlivu zkříţených reakcí a/nebo špatné dia-

gnostice příčinného alergenu. 
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10. DISKUZE 

V rigorózní práci jsem se věnovala in vitro  

břízy a bojínku. 

Pro dokreslení výsledků, porovnání s výsledky získanými pomocí rekombinantních 

alergenů a pro upřesnění „alergického profilu“ pacientů jsem vyuţila moţnosti otestovat 

několik sér metodou imunoblotu, která slouţí v současné době také pouze výzkumným 

účelům.
(57)

 Zdařilo se tak další metodou vyšetřit kvalitativní reaktivitu vybraných sér proti 

celému spektru dílčích alergenů pylu břízy a bojínku. 

V klinické části jsem se zabývala monitorováním diagnostice atopických chorob a sna-

ţila se ukázat, jak je správná diagnostika důleţitá pro zvolení případné specifické alerge-

nové imunoterapie. 

Snaţila jsem se ověřit některé nové laboratorní postupy, které se ještě nevyuţívají 

v rutinní praxi a to ty, v nichţ se při stanovení uplatňují alergeny získané technologií mo-

lekulárního inţenýrství – rekombinantní alergeny. Tyto metody mají své uplatnění 

v klinickém výzkumu a do diagnostiky atopie začínají teprve pronikat. 

Séra byla vyšetřena na zjištění reaktivity specifického IgE proti jednotlivým rekombi-

nantním alergenům a proti alergenům pylového extraktu průběhu SIT. Sledováním hladiny 

specifických IgE protilátek a tzv. „blokujících protilátek“ IgG a podtřídy IgG4 jsem se 

chtěla pokusit prokázat význam rekombinantních alergenů i pro monitorování SIT. Vyuţití 

vhodného souboru hlavních a vedlejších alergenů by mohlo poskytnout exaktnější pohled 

na zavedenou SIT na základě koţních testů a in vitro diagnostiky pomocí přirozených aler-

genových extraktů. 

10.1. DISKUZE K DIAGNOSTICE 

Porovnání vyšetření hladin specifického IgE proti alergenovým pylovým extraktům a 

proti jednotlivým rekombinantním alergenům 

Při určování hladin specifického IgE proti alergenům t3 resp. g6 v sérech pacientů re-

aktivních ke směsím tx9 resp. gx1 a gx3 se ukázalo, ţe právě alergeny pylu břízy resp. 

bojínku bývají hlavní příčinou pozitivity sér ke zmiňovaným směsím. Bylo tedy moţno 

všechna prvotně vybraná séra pouţít pro následující stanovení. 

Potvrdila jsem, ţe hlavní roli při vzniku alergické reakce hrají ve většině případů majo-

ritní alergeny a tedy specifické IgE protilátky proti těmto.
(58)
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V souboru vzorků se objevilo poměrně málo sér s reaktivitou k vedlejším alergenům. I 

přes to, ţe byl vyšetřovaný soubor malý, odpovídají výsledky některým literárním zdro-

jům, které například uvádějí 90% reaktivitu pacientů na alergen Phl p 1 ve skupině reak-

tivní ke směsi gx6
(43)

, stejně tak odpovídá poměrné zastoupení reaktivit proti alergenům 

pylu břízy (Bet v 1, 2 a 4).
(59), (60)

 

Našel se pouze jeden pacient, jehoţ sérum obsahovalo výhradně protilátky proti vedlej-

ším alergenům a nikoli proti alergenům hlavním. S ohledem na velikost souboru byl tento 

výsledek dle dostupných pramenů očekávatelný.
(58), (60)

 

Metodou FEIA jsem neprokázala reaktivitu k vedlejším rekombinantním alergenům u 

skupiny 4, coţ by se vzhledem k tomu, ţe se jednalo o pacienty s polyvalentní alergií, 

mohlo zdát zaráţející. Je však nutno přihlédnout k faktu, ţe vzorek byl velmi malý. 

Séra 24 a 25 reagovala se směsí alergenů pylu trav i s alergeny g6. Neobjevila jsem ale 

ţádnou reaktivitu vůči zkoušeným rekombinantním alergenům ani metodou imunoblotu se 

u séra 24 neprojevila ţádná reaktivita k alergenům pylového extraktu bojínku. 

Pravděpodobně jsou za tento výsledek zodpovědné zkříţené reakce, kdy můţe v praxi 

nastat případ, ţe některá séra neobsahují specif. IgE protilátky proti rekombinantním aler-

genům, ale reagují s alergenovými extrakty.
(61)

 

Tito polysenzitivní pacienti pak mohou být právě alergenovými extrakty naprosto špat-

ně diagnostikováni
(24)

  s vyplývajícími následky. 

 

Imunoblot 

Obecně mohu říci, ţe výsledky imunoblotu podpořily specif. IgE profily pozorované 

metodou UniCAP® Specific IgE pomocí rekombinantních alergenů.
(58)

 

Objevilo se ale i několik výjimek (viz níţe), které poukazují na sloţitost a rozdílnost 

spekter citlivostních profilů atopiků a diagnostiky atopie vůbec. Toto můţe mít pak zásadní 

význam v odpovědi pacienta na terapii. 

U některých pacientů neodpovídaly výsledky imunoblotu a FEIA. Například u sér č. 

37, 31 a 22 jsem prokázala pozitivitu k panalergenu profilinu – vedlejšímu alergenu bojín-

ku Phl p 12 (MH 14,2 kDa), ale neprokázala jsem reaktivitu těchto sér proti profilinu před-

chozí metodou – stanovením pomocí rekombinantních alergenů. 

Důvodem můţe být to, ţe pro metodu přenosu elektroforeticky rozdělené směsi protei-

nů na nitrocelulózovou membránu (westernblot) není moţné dobře standardizovat mnoţ-

ství proteinu, jaké je v membráně (stripu) navázáno. To můţe v některých případech vést 

k nečekaně rozdílné citlivosti při porovnávání metod imunoblotu a FEIA.
(62)

 Dále také to, 
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ţe při elektroforéze můţe docházet k narušení prostorového uspořádání bílkovinné mole-

kuly, coţ můţe být příčinou částečné ztráty antigenní specifity v případě, ţe se jedná o 

konformační antigenní determinantu. Praktickým důsledkem je pak negativita stanovení 

imunoblotem.
(62)

 Pokud budeme tedy vědět, ţe pro navázání protilátky má zásadní význam 

prostorové uspořádání molekuly antigenu, není metoda imunoblotu vhodná. 

U skupiny 3 - pacienti pozitivní zároveň na směsi tx9 a gx1, gx3 - se ukázala velká čet-

nost (3 z 5-ti sér vybraných z této skupiny pro imunoblot) sér pozitivních na panalergen 

profilin, čímţ se potvrdil předpoklad zkříţených reakcí v této skupině.
(13)

 Za úspěch lze 

povaţovat, ţe se výsledná nezaokrouhlená hodnota MH (14,2 kD) naprosto shoduje 

s hodnotou uváděnou v literatuře.63
(63)

 

U jediného séra (č. 35) se metodou FEIA prokázala reaktivita s vedlejšími i hlavními 

alergeny a to jak bojínku, tak i břízy. Odpovídající výsledky dávala i metoda imunoblotu u 

tohoto séra (MH 16 kD = Bet v 1
(58)

, MH 14,5 kD = Bet v 2, profilin 
(58)

, MH 30 kD = 

Phl p 5  
(58)

). Za tak rozmanitou reaktivitu odpovídají zřejmě zkříţené reakce tohoto paci-

enta.
(64)

 

Alergenový extrakt pylu břízy 

U všech testovaných sér jsem potvrdila pozitivitu na hlavní alergen Bet v 1 (dle lit. MH 

kolem 17 kDa
(58)

), který odpovídá v tabulce hodnotě 16 kD. 

Pouze u jednoho séra (č. 35) se projevila reaktivita (MH 14,5) k vedlejšímu alergenu 

Bet v 2, profilinu (MH 13-14,4
(58)

).  

Molekulovou hmotnost 24,5 kD povaţuji za průkaz reaktivity k alergenu Bet v 3 (z lit. 

MH 24 kD
(58)

). 

Hodnotou 36,5 kD jsem prokázala přítomnost specifických IgE protilátek proti alerge-

nu Bet v 6 (dle lit. kolem 35 kD
(58)

). 

Podařilo se prokázat reaktivitu proti dalším alergenům břízy (např. často se objevující 

MH 29 kD a oblast od 29 do 90 kD u séra 39), jejichţ molekulové hmotnosti nejsou zatím 

v literatuře definované. 

 

Alergenový extrakt pylu bojínku 

Hodnotám MH v tabulce kolem 36 kD odpovídá hlavní alergen bojínku Phl p 1.(26) 

Hlavní alergen Phl p 5 je vyjádřen hodnotami kolem 30 kD63 (63) u pěti ze sedmi tes-

tovaných sér. 
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Alergen Phl p 7 (dle lit 8,6 kD
(65), (66)

) se u ţádného ze sér neprojevil, stejně tak jako  

frakce 50 – 60 kD (ačkoli literatura uvádí, ţe asi 70 % populace alergické na bojínek má 

protilátky proti této frakci
(63)

). 

Jednoznačně jsem prokázala vedlejší alergen Phl p 12 (profilin) u tří sér o MH 

14,2 kD
(63)

. 

U séra 35 se jako u jediného vyskytl alergen o MH asi 13 kD (podle literatury odpovídá 

Phl p 2
(26)

) 

Zajímavý výsledek jsem dostala při testování séra č. 22 metodou imunoblotu. 

V předchozích testech s rekombinantními alergeny reagovalo sérum pouze s kombinací 

hlavních alergenů rPhl p 1 a rPhl p 5, za to v imunoblotu se pak ukázala reaktivita tohoto 

pacienta ještě s dalšími komponentami alergenového extraktu pylu bojínku. 

 

Význam diagnostiky pro specifickou imunoterapii (SIT) 

Důleţité pro specifickou imunoterapii se zdá být to, aby byla prováděna jen těmi aler-

geny, proti kterým má skutečně pacient specifické IgE protilátky a bude zřejmě snaha pro-

vádět tuto léčbu konkrétními rekombinantními (popř. i hybridními) molekulami alergenů 

se zachovanou imunogenicitou a přitom sníţenou alergenicitou.
(67)

 Takto získané molekuly 

alergenů umoţní redukovat vedlejší anafylaktické reakce, případně vznik přecitlivělostí 

proti dalším alergenům.  

Protoţe alergenové extrakty současně pouţívané pro SIT jsou standardizovány podle 

obsahu majoritních a ne minoritních alergenů, mohou pacienti alergičtí na minoritní aler-

geny málo profitovat z takovéto terapie. Navíc ti pacienti, kteří jsou reaktivní jen pro-

ti minoritním alergenům, nejsou pro takovouto SIT vůbec vhodní.
(61) 

V této práci jsem metodou FEIA ověřila pouţitelnost a potvrdila přínos rekombinant-

ních alergenů pro stanovení specifického IgE a prokázala dobrou shodu mezi výslednými 

hladinami specifického IgE proti alergenům t3, g6 a mezi hladinami proti hlavním rekom-

binantním alergenům. Vyskytlo se však několik sér, která reagovala také s vedlejšími aler-

geny (2 z 57) a jedno sérum, u kterého za reaktivitu proti alergenům t3 zodpovídal přede-

vším vedlejší alergen. Z toho vyplývá, ţe by se měla nasazovat SIT aţ po potvrzení reakti-

vity proti konkrétním alergenům (resp. jejich epitopům), protoţe jinak je zde riziko, ţe 

pacientovi uškodíme navozením další senzitizace či moţností vzniku anafylaktické reak-

ce.
(24), (65)

 

Právě vyšetření specifického IgE rekombinantními alergeny má velký význam 

k určení, zda je pacient senzitivní k majoritním a/nebo minoritním alergenům.
(24)
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V tomto spatřuji velký význam vyuţití rekombinantních alergenů v oblasti diagnostiky 

a také pro následné zvolení správné terapie (tzn. doporučit či vyloučit pacienta jako adepta 

na specifickou alergenovou imunoterapii). Rekombinantní technologie by pak mohly 

umoţnit produkovat definovaná mnoţství čistých alergenů, coţ znamená pro pacienta 

efektivní a bezpečnou terapii.
(26) 

10.2. DISKUZE K MONITOROVÁNÍ PRŮBĚHU SIT 

Kazuistiky pacientů 

V klinické části této práce byl na základě vyšetření laboratorních parametrů některých 

specifických protilátek a lékařských záznamů zdokumentován průběh specifické alergeno-

vé imunoterapie. Z důvodu malého získaného souboru bylo přistoupeno k prezentaci vý-

sledků formou kazuistik pacientů. 

 

Skupina A 

U všech pacientů jsme potvrdili citlivost k hlavnímu alergenu pylu břízy Bet v 1, ţádný 

z nich nereagoval s alergeny vedlejšími. Dva pacienti této skupiny byly polyvalentní – pa-

cient P-3, u kterého se i přes léčbu rozvíjela další senzitizace k potravinovým alergenům 

(pravděpodobně syndrom bříza-ovoce-ořechy), ale příznaky břízy polevily, a pacientka P-

2, u které byla potvrzena pozitivita také proti směsi pylu trav gx3. Zde by bylo zajímavé 

sledovat vedle hladin protilátek proti alergenům břízy také hladiny proti alergenům bojín-

ku. Lékař nám však zařadil pacienta jako senzitivního proti pylu břízy, a při zjištění dalších 

pozitivit ze zdravotní dokumentace nebylo uţ moţno další parametry z časových důvodů 

dotestovat. Tato pacientka byla léčena směsí alergenů pylu břízy (40%), pelyňku (40%) a 

trav (20%). I přes tyto rozpory byla léčba vakcínou s pozitivním klinickým efektem.  

 

P-1: léčena nestandardizovanou alergenovou směsí JČS firmy Sevapharma. Léčba byla 

provázena mírným sniţováním hladin sIgE proti Bet v 1. Druhý rok léčby došlo k vzestupu 

sIgG i sIgG4 proti hlavním alergenům. Dá se usuzovat, ţe zvýšení hladiny sIgG (proti Bet 

v 1) je obrazem zvýšení některých podtříd sIgG (proti Bet v 1), včetně IgG4. Také dochází 

ke zvýšení hladin sIgG4 proti pylovému extraktu břízy, které je moţno vysvětlit jako reak-

ci na nealergenní sloţky pylového extraktu obsaţeného ve směsné vakcíně a které dle ně-

kterých autorů nemá efekt pro vlastní terapii.
(68)
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 P-2: pozitivní na tx9, gx3, jablko, ořechy, kiwi, léčena směsí alergenů trav, břízy, pe-

lyňku. 

Nepozorujeme výraznější vzestup sIgG, sIgG4. Nebylo dosaţeno klesnutí hladin sIgE 

pod 100, tudíţ není moţnost detekovat změny. 

Otázkou je, zda u takto polyvalentní pacientky byla terapie vhodná a nebylo potřeba 

lépe diagnostikovat primární senzibilizující alergen pomocí jiných metod neţ pouhým sta-

novením specifického IgE proti komerčním směsím alergenů. V případě potvrzení kosenzi-

tizace, aplikovat dle moderních trendů například paralelně dvě odlišné vakcíny.
(49)

 

 

P-3: průběhu imunoterapie došlo podle klinických příznaků k desenzitizaci proti hlav-

nímu alergenu břízy, ale nadále se vyvíjí další senzitizace k potravinovým alergenům. U 

pacienta lze pozorovat typický vývoj zkříţené alergie, kdy vzniká reaktivita na podkladě 

homologie hlavního alergenu břízy Bet v 1 s hlavními alergeny jablka, broskve, kiwi, oře-

chů atd.
(13)

 

Není moţno prokázat, zda hladina specifických protilátek IgG u tohoto pacienta po za-

hájení SIT vzrostla, protoţe první odběr byl proveden aţ po dvou letech SIT. 

 

Skupina B 

Pacienti s dominující vazbou na pyl travin bývají častěji polyvalentní, to platí i o paci-

entech této skupiny.  Léčba takových pacientů vyţaduje náročnější diagnostiku příčinného 

alergenu, častá je kosenzibilizace nebo i zkříţená reaktivita. Citace! 

U tří pacientů této skupiny byla potvrzena reaktivita proti rekombinantním hlavním 

alergenům pylu bojínku Phl p 1 a 5. Pacientka P-8 netvořila proti těmto alergenům ţádné 

specifické protilátky, ale bohuţel, nebyla testována její citlivost k vedlejším alergenům 

pylu bojínku. Všem pacientům byla aplikována vakcína firmy Sevapharma – Trávy I. 

 

P-5: není zachycena odezva v protilátkách sIgG, IgG4. Specifické IgE má jen mírně se-

stupnou tendenci. Lékař popisuje, ţe došlo ke zlepšení alergických projevů. Pokud tomu 

tak je, a my nepozorujeme ţádné změny laboratorních ukazatelů, můţeme to vysvětlit na-

příklad tím, ţe pacientka uţívala v předchozím období kapkovou p.o. vakcínu, tudíţ její 

imunitní systém nebyl v kontextu imunomodulačního zásahu neovlivněný a proto se ne-

zdařilo zachytit změny ve vývoji hladin specifických protilátek. 
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P-6: nalézáme shodu mezi laboratorním nálezem a klinickým stavem pacienta, který 

udává zmírnění klinických projevů a jen sporadické uţívání symptomatické medikace.  

Při pozorování hladiny sIgE proti rekombinantním vedlejším alergenům pylu bojínku 

ale můţeme zaznamenat mírný vzestup. Otázkou je, zda to můţe být způsobeno neţádoucí 

senzitizací vlivem směsné vakcíny nebo zda jde o přirozený vývoj podmíněný atopickou 

predispozicí u tohoto polyvalentního alergika. 

 Zde je třeba se zamyslet nad případným přínosem pouţívání léčebných preparátů, kte-

ré obsahují jen ty sloţky, proti kterým tvořil pacient před terapií sIgE. Znovu je třeba klást 

důraz na precizní vyšetření specifických protilátek před zavedením SIT, a tedy na význam 

rekombinantních alergenů pro in vitro diagnostiku 

 

P-8: z anamnézy pacientky a z laboratorního nálezu, kdy bylo vyšetřením pomocí re-

kombinantních alergenů bojínku zjištěno, ţe netvořila sIgE protilátky proti rekombinant-

ním hlavním alergenům pylu bojínku, vyplývá, ţe bojínek není primárním zdrojem senzi-

bilizace. 

Je tedy pravděpodobné, ţe se pacientka nehodila pro SIT pyly trav. V případě, ţe by se 

potvrdila senzitizace na vedlejší alergeny (Phl p 7 a/nebo 12), stálo by za to otestovat reak-

tivitu proti alergenům břízy. V případě pozitivity proti jejím hlavním i vedlejším alerge-

nům bychom mohli potvrdit zkříţenou reaktivitu přes profilin a/nebo kalcium vázající pro-

tein, kde prvotním spouštěčem byl pyl břízy. To by také korelovalo s tím, ţe pacientka 

udává potíţe na jaře. Zůstává otázkou, proč lékař zahájil terapii směsí Trávy I., kde hlavní 

sezóna výskytu jednotlivých ingrediencí je od května do července. 
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Soubor klinických dat této práce neumoţňuje hodnověrnou statistickou analýzu, ale 

obecně lze hovořit o trendech, které je moţné při hodnocení pozorovat. Na prvním místě 

lze říci, ţe hladiny specifického IgE 

proti sledovaným hlavním rekombi-

nantním alergenům u léčených paci-

entů měly klesající tendence (viz 

Obr. 34). U některých pacientů byl 

zachycen i počáteční dočasný nárůst 

sIgE, který uvádí literatura 
(32)

 , jako 

počáteční reakci na pravidelnou apli-

kaci alergenu. 

 

 

 

 

 

Názor na průkaz „blokujících protilátek“ prošel určitým vývojem. Od průkazu blokují-

cí aktivity v podtřídě IgG4 přes názory, ţe pro rutinní monitoraci imunoterapie lze pouţít 

stanovení celkových alergen-

specifických IgG protilátek aţ po 

současný opětovný příklon ke stano-

vování specifických IgG4 protilátek. 

Laboratoř se pro tuto práci roz-

hodla otestovat zároveň specifické 

IgG a IgG4, aby bylo moţno posoudit 

vztahy hladin těchto protilátek. 

 

Obrázek 35. Grafické znázornění hladin sIgG proti 

rekombinantním hlavním alergenům u některých 

pacientů 

Obrázek 34. Grafické znázornění hladin sIgE proti rekombinant-

ním hlavním alergenům na začátku a v závěru terapie (nezahrnuta 

P-2 pro IgE ≥ 100kU/l) 
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U pacientů, u kterých bylo stanovení celkového specifického IgG provedeno v období 

1-2 roky po zahájení SIT byl většinou při tomto odběru zaznamenán mírný vzestup speci-

fických blokujících protilátek (sIgG) 

proti rekombinantním hlavním aler-

genům (viz Obr. 35), coţ je pravdě-

podobně odrazem vzestupu hladin 

specifických protilátek v podtřídách 

IgG – IgG1, IgG3 a IgG4. 

Obecně bylo pozorováno výraz-

nější zvýšení tvorby specifických 

IgG protilátek proti hlavním alerge-

nům v souboru pacientů, kterým 

byla aplikována vakcína obsahující 

směs alergenů pylu břízy (viz Tabul-

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

né vysvětlit vyšší imunogenicitou 

antigenů pylu břízy a tedy indukcí mohutnější protilátkové (sIgG) odpovědi ve srovnání 

s alergeny pylového extraktu bojínku. 

 Vzestup specifického IgG4 byl pozorován u několika pacientů (Obr.37). Toto poznání 

souhlasí s údaji uváděnými v literatuře, ale ukazuje se, ţe není pozorována výraznější kore-

lace mezi hladinou sIgG a sIgG4, právě z důvodu různorodé indukce tvorby těchto protilá-

tek v jednotlivých 

IgG podtřídách 

(IgG1 a IgG3 tvoří 

rozhodující podíl 

v celkovém IgG.
 (29)

 

 

V závěru terapie 

nebyla hladina spe-

cifických protilátek 

IgG ani IgG4 

proti rekombi-

Obrázek 36. Grafické znázornění sIgG proti re-

kombinantním hlavním alergenům v úvodu a na 

konci terapie 

Obrázek 37. Grafické znázornění sIgG4 proti hlavním rekombinantním 

alergenům 
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nantním hlavním alergenům břízy nebo bojínku ve většině případů vyšší oproti úvodu léč-

by (Obr. 36 a 37).  

 

V několika případech byl lékařem i pacientem zaznamenán efekt terapie.  

S ohledem na laboratorní odezvu imunoterapie nebyla ale pozorována absolutní korela-

ce klinického efektu a hladin protilátek.  

U některých pacientů se po zjištění anamnestických a laboratorních údajů domnívám, 

ţe nemusela být vţdy terapie zvolena vhodně. Vakcíny byly ve všech případech indiková-

ny na základě vyšetření in vivo a/nebo in vitro reaktivity proti směsím pylu, nebyl tedy 

odhalen konkrétní dominantní alergen, který potíţe vyvolává.  

Laboratoř neměla moţnost vybrat pacienty pro sledování. Nemohla ovlivnit skutečnost, 

ţe některé pacienty lze po detailnější analýze povaţovat spíše za polyvalentní alergiky. 

V případě zamýšlené imunoterapie je pak třeba přihlédnout k tomu, zda je takový pacient 

kosenzibilizován nebo zda za polyvalentnost můţe zkříţená reaktivita. Jak bylo řečeno 

dříve, tito pacienti mohou výrazně méně profitovat z léčby alergenovou vakcínou. 

Je tedy důleţité klást důraz na správnou diagnostiku, abychom docílili přesného pozná-

ní pacientova citlivostního profilu a podle toho zváţili přínos a zavedení SIT. Diagnostic-

kými rekombinantními alergeny je dnes moţné selektovat pacienty kosenzibilizované a 

pacienty se zkříţenou senzibilazací, která nemusí být vţdy provázena skutečnou klinickou 

reaktivitou, tedy zkříţenou alergií, a tak můţe být hůře odhalitelná.
(14)

 

Na kazuistikách uvedených v této práci je vidět, jak je v některých případech zaváděna 

SIT pacientům bez předchozího stanovení přesného atopického profilu, pouze na empiric-

kém základě. Jak dalece mohou pacienti profitovat z takovéto terapie, je otázkou diskuzí, 

které se zabývají obecnými aspekty ovlivnění imunitního systému (imunomodulací).  

Stejně tak k vakcinaci byly někdy pouţity nestandardizované alergenové extrakty, do-

konce i jejich směsi, které by měly v rámci moderních postupů být spíše na ústupu. Sou-

časným trendem je léčit jen jedním konkrétním alergenem. V případě, kdy je potřeba nasa-

dit alergenů více, je dle nových studií zásadou nespojovat je v jedné vakcíně, ale aplikovat 

například dvě vakcíny současně.
(49)

 

Na druhé straně nutno konstatovat, ţe často je i u empiricky nasazené terapie pozoro-

ván lékařem úspěch. To platí i pro terapii nestandardizovanými vakcínami. Pro vysvětlení 

takových efektů je potřeba zmínit význam placebo efektu, který je právě při imunomodula-

ci velmi výrazný – uplatňuje se významně propojení nervového a imunitního systému. 

Dalším faktorem je také často nespecifická aktivace mechanizmů přirozené imunity 



101 

 

v rámci imunomodulace s dopadem na úroveň mechanizmů specifické (humorální, buněč-

né) imunity.
(69)

 Jakékoliv, i nespecifické, posunutí imunitní reaktivity alergického pacienta 

ve prospěch Th1 odpovědi se můţe příznivě odrazit na klinickém stavu pacienta.  

To by mohlo vysvětlovat, proč jsou stále v alergologické praxi uţívané nestandardizo-

vané směsné alergenové vakcíny, charakterizované jen na základě jednotek proteinového 

dusíku. Navíc i při pouţití standardizované vakcíny konkrétního extraktu není moţné 

v průběhu terapie zajistit konstantní mnoţství alergenu v alergenovém extraktu 

v jednotlivých šarţích i v rámci stejné firmy. 

Celosvětovým trendem je ovlivňovat imunitní systém cíleně, a to přesně definovanými 

působky (rekomb. alergeny), s čímţ souvisí tendence zavádět vakcíny zaloţené na modifi-

kaci příčinného alergenu nebo na rekombinantních technologiích. 

Argumentem pro takto cílené vakcíny je také to, ţe podle některých autorů 
(68)

 je při 

desenzitizaci ke konkrétnímu alergenovému zdroji důleţitý nárůst sIgG proti jeho hlavním 

alergenům (odezva t3 znamená nárůst „nepotřebných“ IgG). 

 Při SIT alergenovým extraktem roste sice celkové IgG vlivem balastu a nealergenních 

komponent, ale zastoupení potřebného IgG/IgG4 („opravdu blokujícího“) proti konkrétní-

mu alergenu je pak niţší. 
(68)

 

Mechanismus SIT se však zdá být komplexnější, není spojován pouze s aktivitou blo-

kujících protilátek, ale řadou dalších regulačních pochodů. 

Další moţností posouzení laboratorní odezvy imunoterapie je například monitorování 

změn hladin Th1/Th2 interleukinů, kdy bylo prokázáno, ţe při úspěšné SIT lze prokázat 

změny v hladinách klíčových Th1 (IFNg) a Th2 (IL-4) cytokinů. 
(70)

 

Tyto přístupy jsou ale dosud předmětem spíše klinického výzkumu neţ klinické praxe. 

Obecně se dá konstatovat, ţe zatím v běţné praxi chybí spolehlivý laboratorní marker, 

na základě kterého by se dalo s jistotou usoudit na efektivitu SIT a který by korespondoval 

s klinickou odezvou terapie.
(44) 

Popisované výrazné změny hladin  sIgE, sIgG/IgG4, které se nám v této práci nepoda-

řilo pozorovat, vycházejí ze studií, které byly prováděny při terapii rekombinantními aler-

geny případně jejich deriváty.
(51)(27)(32)

  

Z pohledu „laboratorní medicíny zaloţené na důkazech“ je přínos rekombinantních 

alergenů pro diagnostiku a monitorování SIT nesporný. Vyuţití rekombinantních alergenů 

pro terapii je v současnosti ve fázi časného klinického výzkumu, ale jiţ nyní se ukazuje 

(alespoň v experimentu), ţe současné velmi široké spektrum terapeutických alergenů bude 

zúţeno na podstatně uţší paletu „imunodominatních alergenů“, které dostatečně pokryjí 
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potřebnou odpovídavost imunitního systému. Nové přístupy v SIT budou také vyuţívat na 

alergenech nezávislé postupy cílené aktivace Th1 větve imunitní odpovědi, coţ vychází 

z pozorování, která našla uplatnění při formulování tzv. „hygienické hypotézy“. 
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11. ZÁVĚR 

 

Tato rigorózní práce přináší základní literární přehled současné diagnostiky atopických 

chorob vyuţívané v rutinní praxi. Věnuje se metodám, které mají v současnosti víceméně 

výzkumný charakter nebo do praxe pronikají formou organizovaných klinických studií. 

Jejich zavedení do rutinní praxe můţe být otázkou nejbliţších několika let. 

Práce se zabývá moţnostmi vyuţití alergenů získaných technologií molekulárního in-

ţenýrství (rekombinantní alergeny) a je uveden stručný přehled nejvýznamnějších přírod-

ních zdrojů pouţívaných k získávání alergenových extraktů. 

Jsou zde zmíněny základní recentní poznatky o alergenové specifické imunoterapii, o 

mechanismech jejího účinku a o faktorech, které mohou ovlivňovat její úspěšnost. 

V praktické části byla na některých rekombinantních alergenech pylu břízy (hlavní 

alergen Bet v 1, vedlejší alergeny Bet v 2 a 4) a pylu bojínku lučního (hlavní alergeny Phl 

p 1 a 5, vedlejší alergeny Phl p 7 a 12) potvrzena pouţitelnost alergenů získaných techno-

logií molekulárního inţenýrství v metodách současné rutinní in vitro diagnostiky atopie a 

jejich předpokládaný přínos pro zpřesnění diagnózy alergického onemocnění oproti dosud 

pouţívaným přírodním alergenovým extraktům (v této práci konkrétně břízy - t3 a bojínku 

- g6). 

Rozpoznaní hlavních alergenních determinant účastnících se na vzniku alergické reak-

ce (a rozvoji alergie jako nemoci) je pak základním předpokladem pro účelnou indikaci 

specifické alergenové imunoterapie. 

V klinické části byly zpracovány kazuistiky pacientů, kteří absolvovali specifickou 

alergenovou terapii. Bylo poukázáno na různorodost faktorů, které ovlivňují úspěšnost této 

terapie. Z dostupných výsledků a literatury bylo potvrzeno, ţe základem pro efektivní tera-

pii je provedení kvalitní diagnostiky k odhalení vyvolávajícího zdroje, a ţe kromě dalších 

faktorů záleţí především na kvalitě pouţité vakcíny. K takovéto racionalizaci imunoterapie 

také směřují obecná doporučení. 

Pouţíváním rekombinantních alergenů by nám mělo být umoţněno charakterizovat 

imunologický profil pacienta do větších detailů a v nadcházejících letech nejspíš přispějí 

rekombinantní technologie k dokonalejší a efektivnější imunoterapii, případně jiným lé-

čebným směrům.
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12. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

Ara h 5, Api g 4, Pyr c 4, …  Zkratky/značky pro některé definované alergeny 

Bet v 1, Bet v 2, Bet v 4  Zkratky/značky pro některé alergeny břízy bělokoré 

CD znaky    "Cluster of Differentiation" – označení  

     lymfocytárních antigenů 

CIM ZÚ    Centrum Imunologie a Mikrobiologie, Zdravotní 

     ústav se sídlem v Ústí nad Labem 

d1     Alergeny roztoče Dermatophagoides pteronyssinus 

ECP     Eozinofilní kationický protein 

EIA     Enzymoimunoanalýza 

ELISA    "Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay" 

Fab     Fragment vázající antigen (Antigen Binding) 

Fc     Fragment krystalizující (crystallizing) 

FEIA     Fluoroenzymoimunoanalýza 

GINA     Globální iniciativa pro astma (Global iniciative for  

     asthma)  

g6     Alergeny pylu bojínku lučního 

GM-CSF    Faktor stimulující kolonie granulocytů a  

     makrofágů 

gx1     Směs alergenů pylů trav (srha říznačka, kostřava,  

     jílek vytrvalý, bojínek luční, lipnice luční) 

gx3     Směs alergenů pylů trav (tomka vonná, troskut  

     prstnatý, jílek, bojínek luční, čirok halepský) 

h1     Směs alergenů domácího prachu 

IL     Interleukin 

IRP     "International Reference Preparation" 

IUIS     "International Union of Immunological Societies" 
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JČS     Jarní časná směs 

J-řetězec    Spojovací (Junction) - řetězec 

M/Z     Označení v tabulkách výsledků: Muţ/Ţena 

MH     Molekulová Hmotnost 

NBT      Nitro blue tetrazolium 

NK buňky    Přirození zabíječi (Natural Killers) 

PAF     Destičky aktivující faktor (Platelet Activating 

     Factor) 

pb     Páry bazí 

Phl p 1, Phl p 5, Phl p 7, Phl p 12 Zkratky/značky pro některé alergeny bojínku 

     lučního 

PNU     Obsah proteinového dusíku 

RAST     "RadioAlergenoSorbent Test" 

RIA     Radioimunoanalýza 

RISA     "Ring-Immuno-Sorbent-Assay" 

sIgE     Specifický imunoglobulin E 

SIT     Specifická imunoterapie 

SLE     Systémový Lupus Erythematodes 

t3     Alergeny pylu břízy bělokoré 

TH lymfocyt    Pomocný (Helper) T lymfocyt 

Treg     T regulační lymfocyt 

TNF     Tumor Nekrotizující Faktor 

tx9     Směs alergenů pylu stromů (olše, bříza, líska 

     obecná, buk lesní, dub, jilm, platan, vrba bílá, 

     jasan) 

WHO     Světová zdravotnická organizace (World Health  

     Organisation) 

WAO     World Allergy Organisation 

wx1     Alergeny směsi pylů plevelů 
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