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Cile dizertacni prace

Specificka alergenovd imunoterapie (SIT) se dnes pii 1é€bé pylovych alergii
opravnéné¢ ftadi ke standardnim terapeutickym postupim. Na ceském trhu je
k dispozici cela fada ptipravkll obsahujicich alergenové extrakty predstavujici smés
antigennich komponent extrahovanych z pylovych zrn. Ve vyjimecnych piipadech
pochézeji tyto extrakty z pylovych zrn jednoho rostlinného druhu, daleko castéji se
vSak pouzivaji smési alergeni riznych rostlinnych druhti. Tyto extrakty, predstavujici
biologicky material, mohou vykazovat rozdilnou miru antigenni, respektive alergenni,
specifiky, ktera je pfirozenym odrazem biologické variability. Z tohoto divodu neni
mozné k ptipravkim uréenym pro SIT pfistupovat stejnym zpisobem jako ke
klastickym lé¢ivym piipravkim, coz se tyka zejména jejich standardizace.

Kvantitativni charakteristika alergeni metodami proteinové chemie umoziuje
popsat s relativné vysokou piesnosti napt. obsah proteinového dusiku. Neumoznuje
vSak stanovit zastoupeni jednotlivych hlavnich nebo vedlejSich alergent
extrahovanych z pouzitého pylu. Spektrum hlavnich a vedlejSich alergent tak
v dodavanych ptipravcich neni znamo a neni tak znama ani jejich specificka reaktivita.
Tento nedostatek je obchdzen tim, Ze jednotlivé firny charakterizuji své ptipravky
pomoci relativnich idaji vyjadienych napt. ,,Indexem reaktivity*.

Tyto skuteCnosti vedou k obtiznému srovnani uCinnosti pouziti rtznych
piipravkll pro SIT v rutinni klinické praxi. To se tyka naptiklad posouzeni nezbytné
proti jednotlivym alergeniim, které¢ jsou hodnoceny Casto pouze na zékladé klinické
odezvy a nejsou ¢asto podlozeny relevantnimi laboratornimi nalezy.

Teprve v poslednich letech uvadéji néktefi vyrobei, ze jejich dodavané
preparaty jsou standardizovany pomoci rekombinantnich alergenti. Prakticky to
znamenda, ze koncentrace alergenu v doddvaném pfipravku je proméiena nejen
metodami standardni chemie napf. stanovenim proteinového dusiku (PNU) na ml, ale
také imunologicky, kvantitativnim hodnocenim zastoupeni jednotlivych alergenti
specifickych pro konkrétni rostlinny alergen, (napt. Bet v 1, Lol p 2 apod). K takovéto

analyze se pouzivd tzv. rekombinantnich alergenli pfipravenych molekularné



biologickymi postupy. Metoda je pouzivana jak vnitini firemni kontrolou, tak
statnimi institucemi, které hodnoti kvalitu ptipravkl uvadénych na trh.

V klinickolaboratorni praxi alergologa je mozno vyuzit modifikace téchto
postuptt k zodpovézeni nékterych vyznamnych otdzek, na které se snazi nalézt

odpovéd’ také predlozena disertacni prace.

1. Budou mit terapeutické alergeny standardizované imunologickymi postupy
s vyuzitim rekombinantnich alergenti lepsi terapeutické efekt nez preparaty

nestandardizované?

.....

rostouci koncentraci ucinné latky k paralelnimu vzestupu I1gG4 jako blokujicich

protilatek?

3. Je hladina IgG4 protilatek nastavena terapeutickym podavanim SIT

konstantni v obdobi pieruSeni antigenni stimulace?

Obecnym cilem této prace je dale vyuzit experimentélniho potencialu Ustavu
imunologie Lékarské fakulty UP v Olomouci a v ur€ité aproximaci dané pracovnimi
moznostmi porovnat klinické a laboratorni vysledky u pacientli lécenych dvéma

preparaty rozdilné provenience dodavanymi na ¢esky trh.



Uvod

K zékladnim charakteristikdim imunitniho systému patii schopnost rozliSovat
mezi vlastnim a cizim a mezi nebezpeCnym a neSkodnym. Rozpoznavani téchto
signalli a schopnost reagovat na n¢ odovidajicim zplisobem je soucasti homeostazy
organizmu, zajiStované imunologickymi mechanizmy. Poruseni této rovnovahy vede
k patologickym projevim pod obrazem autoimunity nebo alergie. Alergické nebo
hypersenzitivni reakce jsou tak vysledkem patologické imunitni odpovédi k cizim
molekuldm, které nenesou znaky nebezpeci. Tyto molekuly jsou oznacovéany jako
alergeny. Na rozdil od jinych hypersenzitivnich reakci jsou imunologickym
mediatorem alergickych reakci IgE protilatky specifické viici alergenni molekule.

Vr. 1921 popsali Prausnitz a Kiistner sérovou cirkulujici substanci schopnou
pasivniho pfenosu Casné alergické odpoveédi z jednoho individua na druhé. Oznacili ji
jako reagin. Soustiedili tak pozornost odborného svéta na fenomén, ktery, jak se
ukézalo, ma svou medicinskou historii, klinickou symptomatologii, specifické
patogenetické mechanizmy a tim i terapeutické postupy. Prasnitz a Kiistner tak
polozili zaklady novodobé alergologie.

Ishizaka a Johansson v poloviné 60. let 20. stoleti nezavisle na sobé
identifikovali tento reagin jako IgE a tim poskytli materidlni substrat ke studiu
etiopatologickych mechanizmii chorob, jako je rhinitida, astma a potravinova alergie,
a logicky cil jejich lécby. Ubé&hlo témét 25 let, nez bylo jasné¢ ukdzano, Ze
monoklondlni protildtka nasmérovana proti té casti IgE molekuly, kterd je
identifikovana vysoce- a nizkoafinnimi IgE receptory na efektorovych buiikach, mize
dramaticky snizit hladinu cirkulujicich a tkanovych IgE tvorbou malych komplex.
Komplex IgE a monoklonalnich protilatek vytvareji fetizky kolem efektorovych bunck
a selhavaji proto jako mediator pii indukci anafylaktické odpovédi.

Vroce 1911 pak Noon a Freeman poprvé pouzili pro lécbu alergického
onemocnéni hyposenzibilizani 1é¢bu, kterd spociva v opakované aplikaci alergenu
vyvolavajictho onemocnéni v postupné se zvySujicich davkach, a polozili tak zaklad
pro specifickou alergenovou imunoterapii. Od té doby byla publikovdna celd fada
praci, které¢ presvédcivé dokladaji jak kratkodobou tak dlouhodobou ucinnost této

lécebné strategie, kterd nasSla pevné misto v lécebnych protokolech fady alergickych



onemocnéni. Cely koncept této lécby vychazi ze skutecnosti, dolozené ftadou
experimentalnich praci, Ze pfi opakovaném podéani zvySujici se davky pftislusného
alergenu dochazi k indukci tvorby tzv. blokujicich protilatek tiidy IgG, zejména pak
IgG; a IgGy. Tyto protilatky maji schopnost specificky véazat alergenni determinanty
a vystupovat tak jako kompetitivni inhibitory protilatek tiidy IgE.

Ptedlozena disertacni prace, kterd sumarizuje vysledky sledovani provedenych
Olomouc ftesici typizaci pylovych alergenli pomoci inhibi¢ni ELISA, si klade za cil
shrnout dosavadni poznatky studované problematiky, srovnat klinickou G¢innost dvou
rutinné pouzivanych standardizovanych vakcin dostupnych na ceském trhu
a piispét alespoit malou mérou k pochopeni zékladnich mechanizmti specifické

alergenové imunoterapie



1. Pfehled sou¢asného stavu problematiky

1.1.Alergie a alergicka onemocnéni

Alergické ptiznaky byly popsany jiz pfed vice nez 3.000 lety pted Kristem.,
kdyz faraona Menese, vladce Egypta, bodl sriefi. Redti ucenci popsali klinické
symptomy astmatu, do kterych vSak zahrnuli rizné typy dechovych obtizi. V roce
1552 doktor Carden, italsky Iékar, zbavil astmatickych potizi arcibiskupa ze St.
Andrew z astmatu, kdyz odstranil z jeho okoli deky a polstare obsahujici peti. V 1586
némecky ucenec Macello Donati popsal Slechtice, u néhoz doslo k otoku rtli po poziti
vajec.

Prvni kozni prick test pod lékarskym dozorem byl ziejmé proveden jiz v roce
1656 Pierrem Borelem. V priibéhu 17. stoleti némecti autoti popsali slabost, mdloby
a astmatické ptiznaky u lidi vystavenych expozici kocek, mysi, psti a koni. Doktor
Bostock, ktery trpél o¢nimi ptiznaky a dechovymi potizemi, popsal sennou rymu.
Teprve experiment provedeny v roce 1873 Charlesem Blackleyem poskytl dikaz, ze
pfi¢inou senné rymy je pyl trav.

V roce 1839 francouzsky fyziolog Magendie popsal anafylakticky Sok a smrt
u pst, kterym byla podédna injekce cizorodého proteinu. Von Behring zavedl termin
hypersenzitivita k popisu vystupniované odpovédi, vedouci piipadné az k umrti, po
podani druhé davky difterického toxinu u zvifat. Portier a Richet poprvé pouzili termin
anafylaxe v roce 1902, kdyz popsali klinicky Sokovy syndrom u pst, ktefi byli jiz
diive v ramci experimentu senzibilizovani toxinem a setkali se stejnou latkou podruhé.

Termin alergie, ve smyslu ,,zménéné reaktivity*, byl plivodné¢ definovan
Clemensem von Priquetem vroce 1906 jako pozménéna schopnost organizmu
reagovat na cizorod¢ substance. V pozdéjsich letech byly mechanizmy anafylaktické
reakce dale podrobnéji popsany v pokusech Schulze a Daleho, provadénych na hladké
svaloving traviciho a mocového traktu.

V soucasné dob¢ je obecné pfijimana definice alergie jako nepfimérené nebo
Skodlivé imunitni odpoveédi na cizorodou substanci, kterd je jinak pro lidské télo
neskodna. Tyto substance se nazyvaji alergeny a imunitni odpovéd’ je zprostfedkovana

hlavné, nicméné ne vylucné, protilatkami tfidy IgE. Obvyklé zdroje alergent zahrnuji



domadci prach, vzdusné pyly travin, stromi a pleveld, alergeny domacich zvitat, spory
plisni a alergeny potravinové.

IgE zprostiedkovana alergickd onemocnéni zahrnuji alergické astma,
alergickou rhinoconjunctivitidu, potravinovou alergii, Iékovou alergii, alergii na hmyzi
jed.

Alergickd onemocnéni se Casto rovijeji v geneticky disponovaném terénu
s projevy atopie. Privodnim jevem je pozitivni reakce na kozni prick test. Laboratorné
prokazujeme piitomnost IgE protilatek specifickych na konkrétni alergeny.
Patofyziologickym korelatem prakticky vSech alergickych onemocnéni je eosinofilni
zaneét.

Alergeny se dostavaji do téla pies sliznici respira¢niho traktu, zaZivaciho
traktu, spojivkou, s vyjimkou bodnuti hmyzem nebo pfti 1ékové alergii, kdy mohou byt
injekéné vpravovany do kiize nebo pifimo do krve. Pocatecni expozice je ptfiinou
senzitizace
a produkce antigen specifickych IgE protilatek. Nasledujici expozice mohou vést
k imunitni reakci a rozvoji onemocnéni. Klinickd manifestace této reakce zalezi na
postizeni orgéanu ¢i tkéni.
sliznici nosni €1 spojivkové je pfi¢inou rhinoconjunctivitidy.

Alergickd onemocnéni (sezénni alergickd ryma, celorocni alergicka ryma,
atopickd dermatitida a alergické astma) postihuji celosvétové az 400 miliont lidi
(Tawankar et al., 2009, Barman, 2006). Nejvyssich hodnot dosahuje prevalence
astmatu a alergické rymy ve vyspélych zemich (Velka Britanie, Australie, Novy
Zg€land, Irsko, zem¢ Severni, Stiedni a Jizni Ameriky). Naopak nejnizsi prevalenci
nachdzime v né&kterych vychodoevropskych zemich, Indonésii, Recku, Cing,
Thaiwanu, Uzbekistanu, Indii a etiopii (Stipi¢c-Markovi€ et al., 2003). Naptiklad ve
Velké Britanii vrostla incidence alergické rymy z 5,57 ptipadii na 1000 obyvatel
vroce 2001 na 7,41 piipadi na 1000 obyvatel v roce 2005 (Ghouri et al. 2008).
Prevalence v této studii vzrostla z 46,35 % v roce 2001 na 66,37 % v roce 2005. Ve
Spojenych statech Americkych je uvaddéno kolem 60 milioni lidi trpicich alergickou

rymou
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a jeji prevalence se pohybuje v rozmézi 10 — 30 % u dospélych a kolem 40 % u déti
(Natthan, 2007, Berger, 2004, Settipane 2003).

Nartst prevalence bronchialniho astmatu a alergické rymy v rGznych ¢éastech
sveta dokladaji Cetné dalsi studie (Dosna et al. 2001, Sonuhauser et al. 2005 a Craig et
al. 2010).

Obdobna situace narGistu podtu pacienttl je také v Ceské republice (viz

nasledujici tabulka):

Tab. 1: Vyvoj dispenzarizovanych pacientii pro vybranou diagnézu v Ceské republice

(podle UZIS 2010).

Pocet dispenzarizovanych osob pro vybranou diagnézu na 10 tisic
obyvatel
ok Atopicka Polinosis alesrtgil:ké Astma Astma Astma Y
dermatitis ryma bronchiale | alergické

2000 55,53 249,87 110,93 79,39 96,38 -
2001 56,17 264,35 118,91 85,98 106,86 -
2002 61,89 282,23 131,44 93,20 124,14 -
2003 67,21 296,55 140,41 104,50 137,75 -
2004 71,92 306,71 140,76 117,91 146,56 -
2005 79,92 318,25 148,15 180,97 - -
2006 82,94 332,33 160,14 - - 243,51
2007 80,22 344,37 155,82 - - 254,80
2008 75,44 323,54 155,92 - - 256,45
2009 77,26 323,70 158,48 - - 266,50

1( Od roku 2006 se sleduji oba typy (astma alergické a astma bronchiale) dohromady
jako astma.

Sancher-Lerma et al. (2009) poukazuje na rozdily v prevalenci alergické rhinitidy
u délti ve véku 6 — 7 let v riiznych oblastech Spanélska. Podobné vysledky ziskali také
Stipic-Markovic et al. (2003) a Lee et al. (2001), podle kterého dosahuje v Koreji
prevalence alergické rhinitidy u déti ve véku 6 — 12 let hodnoty 28,8 % a u déti vé
véku 12 — 15 lety hodnoty 29,1 %. Zjisténé rozdily v prevalenci astmatu, alergické
rhinokonjunktivitidy a pfiznaki atopického ekzému naznacuji kritickou ulohu

prostfedi v rozvoji téchto onemocnéni v détském veku.

11




Cetinhaya et al. (2009) prokazali, ze prevalence astmatu, alergické rymy a atopické
dermatitidy je podobna u déti narozenych po IVF (in vitro fertilization) a u déti
narozenych po spontannim oté¢hotnéni.

Vyznamna je korelace prevalence alergické rymy a bronchialniho astmatu. Navaro
et al. (2008) prokazali, ze 89,5 % dospélych pacientll s bronchidlnim astmatem trpi
také alergickou rymou. Podobnou korelaci ukazuji Yamauchi et al. (2009), v jejichz
studii 61 % pacientli s bronchidlnim astmatem vykazovalo symptomy alertické rymy,
a Castillo Vizuete & Mullo Miret (2008), v jejichz studii trpélo alergickou rymou 71
% pacientl s bronchidlnim astmatem. De Andrade et al. (2008) prokdzali komorbiditu
astmatu a alergické rymy také u déti ve véku 13 — 14 let.

Tyto vysledky naznacuji, Ze bronchidlni astma a alergickd ryma maji podobny
imunopatologicky ptivod. (Navaro et al., 2008 a Castillo Vizueta & Mullo Miret,
2008).

Nartst atopickych a alergickych reakci, zejména v primyslové vyspélych zemich
svéta, se pokousi vysvétlit tzv. hygienickd teorie. Podle tohoto konceptu je zdravy
rozvoj imunitniho systému u ¢lov€ka urovdn mnoZstvim stimulli, které jsou pro
rozvoj funkei imunitniho systému nutné, dale zdravotnickou péc¢i, hygienou, Zivotnim
stylem a stravovacimi navyky. To vSe se v poslednich desetiletich, diky zménam ve
spolecnosti, industrializaci, pokrokim ve véd¢ a vyzkumu, zménam zivotniho stylu
obecné, velmi zménilo. Jednim ze zasadnich vlivil je 1 vyrazné zlepSeni zdravotni péce
a hygieny.

Nedostatek vSech téchto stimulii vede k evidentnimu nartistu poctu a spektra
alergickych chorob — zvySeni cetnosti déti i dospélych s manifestni atopickou
dermatitidou, nartst poctu pacientii trpicich riiznymi typy alergické rhinitidy, tj.
chorobami, které jsou ptfimym rizikovym faktorem bronchidlniho astmatu ( Natthan,
2007, Berger, 2004, Settipane 2003, Dosna et al. 2001, Sonuhauser et al. 2005 a Craig
et al. 2010). Stoupa pocet pacientli s potravinovou a lékovou alergii, coz ptinasi
komplikace do vSech medicinskych oborti a jejich ambulanci. Stoupd pocet
alergickych reakci na hmyzi bodnuti, vcetné nejzavaznéjSiho projevu —

anafylaktického Soku.
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Epidemiologické studie jednoznacné dokazuji, ze napi. s velikosti rodiny a vétSim
poctem déti dochazi ke snizeni vyskytu atopickych chorob u déti takovych rodin.
Podobny efekt ma i to, jak brzy a v jakém véku dité prodéla infek¢éni exantémové
choroby, kontakt s infekty obecné — mateiské Skolky. Déti, absolvujici v predskolnim
obdobi pobyty v téchto zatizenich, jsou vyrazné méné¢ nemocné po nastupu do skoly.

Stejné¢ tak se fada teorii zamysli nad moZznym pozitivnim vlivem kontaktu se
zvifecimi alergeny.

Obecné se zda, ze méstské déti jsou vystaveny pisobeni i jinych alergenti nez déti

Svétové statistiky vyznamné dokazuji nartst alergii v ekonomicky vyspélych
zemich na zakladé preferencni diferenciace Th2 lymfocyth jako nasledek nizké
stimulace zanétlivych Th1 reakei v disledku nedostate¢ného infekéniho vlivu.

Diky zlepSené zdravotni péci a hygienickym normdm mame pied sebou déti, které
jsou diikladné proockovany, pii jakychkoliv infektech ihned pfeléceny podavanim
antibiotik, coz vede sice zfeteln¢ ke sniZzeni vyskytu infekcénich chorob, ale naopak
k evidentnimu narastu chorob alergickych.

Necilené podavani antibiotik v jakémkoliv véku neptfiznivé meéni stfevni
mikrofloru, coz usnadiiuje vniknuti cizorodych latek do organismu. D¢&je-li se tak
v détském veéku, vede to kabnorméalnimu vyvoji imunologické tolerance

(neodpovidavosti) na potravinové a inhala¢ni alergeny.

K rizikovym faktoram vzniku atopickych chorob (podle ,, hygienické hypotézy*)

patfi:

1. Prostfedi bez mikroorganisml (hlavné téch, které vyvolavaji détské infekeni
choroby).

Ockovani.

Necilené, opakované podavani antibiotik.

Nedostatek nebo chybéni probiotickych bakterii ve stievnim traktu.

w»ok w N

Konzumace potravin upravenych riznymi ptidatnymi latkami — chut'ova

korigencia, barviva, konzervancia, stabilizatory, emulgatory, enzymy atd.
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6. Stres jako vyznamny faktor — dan, kterou plati naSe moderni, uspéchana

spole¢nost za své zdokonalovani.

Mnohé z téchto faktori se kombinuji a vzajemné ovliviiuji ve smyslu potenciace
nechténych uc¢inka.

Az do dospélého veku se promitaji terapeutické chyby v détském véku.
Predevs§im razantni, necilend, naslepo ordinovana a Casto plosna 1écba antibiotiky pfi
objeveni se ¢etnéjsich infektt dychacich cest (obdobi po nastupu déti po prazdninach
do Skolek a §kol, podzimni obdobi aj). Diky tomuto lé¢ebnému zasahu dochdzi velmi
casto minimaln¢ k dysbalanci, Castéji k naprostému rozvratu osidleni stieva chténou,
zadouci bakteridlni mikroflérou. Chybi zdravotné prospésné bakterie mlééného
kvaSeni hlavné bifidobakterie a laktobacily), objevuji se bakterie hnilobné, velmi
pomalu a nendpadné zaplavujici organismus amoniakem, sirovodikem a dal§imi
toxickymi produkty.

Vysledkem téchto procest je to, ze nedojde ke vzniku dostatecné efektivné
navozené imunologické toleranci vuc¢i antigeniim, ptfedev§im potravinovym.
Disledkem jsou stale cetnéji se manifestujici alergie potravinové, zaludnosti
zktizenych alergii potravin a inhalacnich alergenii (hlavné pylovych) pak i alergie
respiracni.

Hygienicka torie vzniku alrgickych onemocnéni méa v soucasné dobé oporu
v nékterych ndlezech na urovni celuldrni a molekuldrni. Jde o novou formulaci vztahti
nespecifické a specifické imunity. Tato dvé ramena imunitni odpovédi byla donedavna
chépéana jako relativné nezéavislé a prakticky nesouvisejici evoluéni etdZze ve vyvoji
obranyschopnosti savSich organismtl. Jako dogma byla pfijimana skuteCnost, Ze
nespecificka imunita neni schopna kognitivni diferenciace cizorodych molekularnich
struktur. Tato schopnost byla pfipisovana adaptivni imunit¢ prostiednictvim
imunoglobulinovych receptort T i B lymfocytli. Variabilita terminalnich oblasti
imunoglobulinti podminujici rozliSovaci potencial adaptivni imunity byla rozsifrovana
s pozndnim genetické determinace variabilnich a konstantnich domén na molekule

protilatky. U nespecifické imunity se rozliSovaci schopnost neptedpokladala.
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Nicméné uz od poloviny 80.let bylo ziejmé, Ze nckteré recetory nespecifické
imunity jsou schopny rozliSovat jemné molekuldrni struktury mikroorganismda.
Jednalo se zejména o mandzovy a lektinovy receptor.

Vyznamnym podnétem k dalSimu poznani byl pohled evolucni. Tato pfedstava
vychézi z faktu, ze v dob¢, kdy se na zemi objevily prvni eukryontni organismy, byly
zde prokaryotické systémy etablovany témé&f tfi miliardy let. Pro pfeZiti eukyryontnich
systéml, které mély ve srovnani s prokyroty mensi adaptacni potencidl a tudiz i
fitness, bylo nezbytné vyvinout schopnost rozliSeni nebezpe¢ného a ne-nebezpecného.
Ptredpoklada se, ze pod timto selekénim tlakem se vyvinuly receptory schopné
jemného rozliSeni mezi prokaryotickymi organizmy, které jsou tolerovany
a predstavuji moznost koevoluce nebo dokonce symbidzy s prokaryonty, které jsou
existencné nebezpecné. Receptory schopné tohoto rozliSeni byly natolik vitalné
vyznamné, Ze se v evoluci zakonzervovaly a mizeme je s dneSni technikou zachytit
napfi¢ vyvojovym spektrem, od rostlin po savsi organizmy. S ohledem na jejich stari
jsou oznaCovany jako ancestralni nebo ancientni receptory. Shora zminéné receptory
(mandzovy a lektinovy) predstavuji ptiklady ancestralnich receptora.

Mimotadny vyznam pro rozvoj naSich poznatkli v tomto sméru mél objev tzv.
Toll receptoru. Toll receptor byl popsan v poloviné¢ 80. let (1985) skupinou pani
Niisslein-Volhardtové u octomilky (Niisslein-Volhard et al. 1985) a izolovan
a sekvenovan vroce 1988 (Hashimoto et al. 1988). Objev toll receptoru nebyl
pivodné v Zadné souvislosti s imunitnim systémem. Toll receptor byl posan jako
homeoboxovy gen, ktery u octomilky kontroluje dorzoventralni diferenciaci hrudniku.
Také Nobelova cena ud€lend pani Nuslein Vohardtové vroce 1995 neméla
bezprostiedni  souvislost s obranyschopnosti, ale s genetikou  drozofily
a rozklicovanim diferenciace. Genetické studie prokazujici funkCnost a rizné
vlastnosti genu Toll byly zalozeny pfedev§im na mutacich tohoto genu. Ukézalo se, Ze
poskozeni tohoto genu bylo u drozofily asociovdno se zvysenou citlivosti na houbové
(kvasinkové) patogeny, zatimco citlivost ke gram- pozitivhim a gram- negativnim
mikroorganismiim dotéena nebyla.

Tento fenomén popsany u drozofily, tedy bezobratlého organizmu, kde neni
vyvinuta specifickd imunita byl tedy minimalné pozoruhodny a inicioval dalsi studie.

Ty potvrdily skute¢nost, ze obrané (celularni) systémy nespecifické imunity rozlisuji
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na povrsich prokaryotickych bun¢k molekularni charakteristiky, které jsou specifické
pro celé skupiny mikroorganizmli a znamenaji signal nebezpec¢i. Jde o molekularni
struktury jako je lipopolysacharid (endotoxin) , nemetylovanou jedno nebo
dvouprovazcovou nukleovou kyselinu apod (Kaisho & Akira, Janeway & Medzhittov

2002).

Bakterialni lipoprotein

Peptidoglycan
LAM
I Flagellin CpG-DNA Paly (I:C)

Zymosan

Al

TNFa, IL-1, IL-6,IL-12, IL-18

Obr. 1: Razné vyrianty Toll receptoru 1 — 13.

Intenzivni studie Toll receptoru a jeho analogii vedl k popisu tzv. Toll like
receptort popisovanych u ¢lovéka. Jde jednoznaéné o receptory nespecifické imunity.
Na podkladé jejich fungovéani byly v poslednich letech pieformulovany vztahy
specifické a nespecifické imunity. Obsazeni Toll like receptorti ligandou znamenajici
signal nebezpeci vede u Clovéka a zvifat k aktivaci geni konrolujicich syntézu
prozanétlivych cytokini a tim k vyznamnému ovlivnéni reakce specifické imunity.
Prozanétlivé cytokiny orientuji diferenciaci T-helper lymfocyti k Th-1 odpovédi
vcetn€ produkce interferonu gama. Interferon gama je pfirozenym antagonistou IL-4
a IL- 13, tedy cytokinli zdsadnich pro rozvoj Th2 odpovédi, s niz je spojena i alergické
reakce. Chronické chybéni signdlu nebezpeci znamena utlum této regulacni cesty

a zvySenou moznost pro indukci Th2 odpovédi (Takeda & Akira 2001).
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Je pozoruhodné, jak v tomto sméru konverguji poznatky empirické (klinické)

a rozvoj poznatkli na molekularné biologické a celularni trovni.

1.2 Historie IgE

Kauzalni vztah mezi solubilnim sérovym faktorem a manifestaci kozni
hypersenzitivni reakce byl popsan jiz v prvni poloviné 20. stoleji jako tzv. Prauznitz-
Kiistnerova reakce. Autofi — Otto Carl W. Prausnitz (1876 — 1963) a Heinz Kiistner
(1897 — 1963) provedli experiment s nasledujicim uspotfdddnim: Pouzili sérum od H.
Kiistnera, ktery byl alergicky na ryby a aplikovali ho do kiize O. Prausnitze. Do té¢hoz
mista pa byl Prausnitzovi aplikovan antigen izolovany zryb. Autofi publikovali
vysledky svého experimentu v roce 1921. Jejich postup vstoupil do literatury jako tzv.
Prausnitz-Kiistnerova reakce (PK) (Prauznitz ad Kiistner 1921). Jejich zjisténi bylo
posléze verifikovdno v mnoha experimentidlnich modifikacich na zvifatech.
K nejznaméjSim patiil prikaz pasivni kozni anafylaxe (PCA): zvifatim bylo lokalné
intrakutanné aplikovano antisérum proti vybranému antigenu
a nasledné byl antigen podén intravendzné. Sérovy faktor zodpovédny za transfer
okamzité hypersenzitivni reakce jak u PK, tak i u PCA, byl oznacen jako ,,reagin®.

Teprve vroce 1967 Johansson a Bennich identifikovali reagujici protilatku.
Ziskali sérum od alergického pacienta a imunizovali kraliky scilem ziskat
antiizotypové antisérum. Krali¢i antisérum bylo potom schopno reagovat s kazdou
ttidou lidskym protilatek, v té¢ dobé¢ jiz rozliSovanych na IgG, IgA, IgM a IgD. Touto
cestou byla kazdd zrozpoznanych antiizotopovych protildtek precipitovana
a odstranéna z kraliciho antiséra. Jedna, kterd zistala, byla antiizotypova protilatka
specificka pro v té dobé neznamou tfidu protilatky.

Tato antiizotypovd protilatka vedla k uplnému zablokovani Prausnitz-
Kiistnerovy reakce (Stanworth et al. 1967) a byl prokazan jeji vztah ke koznim
protilatkam (Reaganlim) a byla povrzena jeji antigenni identita s yE-globulinem
(Ishizaka et al. 1966). Byla nazvana gama E (erythema) globulin — imunoglobulin E.

V roce 1968 bylo na mezindrodni konferenci WHO dohodnuto, Ze tato nova
tiida imunoglobulinti, IgE, je skute¢nym nositelem biologickych a imunologickych

& dfive pripisovanych ..reaginovy
rysu diive piipisovanych ,,reaginovym* protilatkam
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IgE protilatka je tvofena dvéma stejnymi lehkymi a dvéma stejnymi tézkymi
fetézci, tvofenymi 110 aminokyselinami. Tyto fetézce jsou oznaCovany jako
imunoglobulinové domény a jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mustky. IgE ma
molekulovou hmotnost 190 000 a velmi nizkou sérovou koncentraci (0,3 pg.dm™).
Biologicky polocas volného sérového IgE je kolem dvou az tii dni. Po navazani na
své receptory na mastocytech a bazofilech jsou IgE protilatky stabilni az nékolik
tydnd.

IgE je hlavni imunoglobulin odpovédny za odpoveéd’ organizmu na alergen.
Senzitizace na alergen je pifedpokladem pro rozvoj IgE mediovanych odpovédi
u alergickych onemocnéni. Dlkazy pro a proti roli IgE v alergickém zanétu jsou

shrnuty nasledné.

Dukazy pro roli IgE

Rozvoj IgE mediované alergické reakce je spojeny s vysokou hladinou
sérového IgE, které hraje zasadni roli v alergické imunitni odpovédi. Pro syntézu této
tiidy protilatek jsou rozhodujici n¢které cytokiny, zejména IL-4 a IL-13, kédované na
geny nachazejicimi se na kratkém raménku 5. chromomozomu. Mimo to se v lidském
geonomu nachdzeji dal§i genové oblasti majici spojitost se zvySenou atopickou
reaktivitou. Jde naptf. o chromozomy 2q, 6p, 12q, 13q a 20p (Krejsek & Kopecky
2004).

Vétsina bun€k ucastnicich se alergické odpovédi nese receptory pro IgE
a muze byt aktivovdna pfemosténim navazaného IgE, coz vede k rozvoji Casné faze
alergické odpovédi. Zavaznost Casné faze souvisi se stupném senzitivity na alergen.
IgE je rovnéz zapojeno do pozdni faze alergické odpovédi. Pozdni faze alergické
odpovédi vede k alergickému zanétu dychacich cest a hyperreaktivité na specifické
(alergen) a nespecifické (irritanty) podnéty.

Atopie je provazena piitomnosti IgE specifickych na obvyklé alergeny nebo
pozitivnim skin prick testem a je asociovana s rozvojem astmatu nebo alergické rymy.
Epidemiologické sledovani podporujici roli celkového IgE u astmatu a rymy zahrnuje
korelaci zvySenych sérovych hladin IgE se subjektivnim hodnocenim symptomu

astmatu a hyperreaktivity dychacich cest.
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Vysoké hladiny IgE nemuseji byt asociovany pouze s atopii. In vitro studie
naznacuji, Ze specifické IgE je ur€ujici pro odpovidavost na alergen, ale neovliviiuje
nespecifickou bronchidlni odpovidavost, kterd je vice svazdna s celkovym IgE.
Dokonce neatopicti astmatici, majici vys$si hladiny celkového IgE, ve srovnani s ne-
atopickymi a neastmatickymi jedinci, vykazuji zvySenou lokalni produkci IgE
v dychacich cestach. Posledni studie naznacuji, Ze u neatopickych jedincti je astma

v

nebo alergickd ryma castéjsi, jsou-li u nich hladiny celkového sérového IgE vysoké.

Dukazy proti

Nekteti autofi nejsou schopni najit spojitost mezi celkovym a specifickym IgE
a typem alergické odpovédi ktera nasleduje po inhalaci alergenu, a predpokladaji, ze
role non-IgE (T-bunikami fizend) procestt miize byt dilezitd, pfedevSim u pozdni
alergické odpovédi. Recentni metaanalyzy naznacuji, ze méné jak 40 % populace
s odpovidajicim rizikem rozvoje astmatu je mozno pocitat mezi atopiky. Mimo to,
v africké populaci byly pozorovany vyssi hladiny IgE u neastmatickych pacientll nez

u astmatiku.

1.3 Syntéza IgE

Hladina sérového IgE velmi dobfe koreluje s alergickym onemocnénim
dychacich cest.. Genetické analyzy v rodinach alergikii ukdzaly na bronchialni
hyperreaktivitu odpovidajici sérové hladin¢ IgE. IgE se odliSuje od ostatnich
imunuglobulini velmi nizkou plazmatickou koncentraci a moZnosti zvysit svou
hladinu vice jak stokrat. Kontrolou sérovych hladin IgE muizeme piedejit
potenciondlné letalnimu G¢inku zdnétu vyvolanému plsobenim IgE.

V regulaci IgE odpovédi hraji ulohu pomocné T-lymfocyty, genetické faktory,
pusobeni antigenu a interleukiny.

V roce 1986 popsali u mysi Mossman a spol., Zze Th 4 bunécné linie mohou
vytvaret dva ozdilné subsety definované cytokinovym profilem. T-lymfocytarni
subsety byly oznacCeny jako Thl a Th2. V neddvné dobé byl popsan dalsi subret
pomocnych T-lymfocyti, Th17 bunky.
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Buiiky Thl produkuji piedevsim interleukin 2 (IL-2), IL-12, interferon gama,
TNF-B a GM-CSF. Bunky Th2 produkuji IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13. Oba subsety
produkuji dale IL-3, IL-6, granulocyty a monocyty kolonie stimulujici faktor (GM-
CSF) a TNF-a.

Funkce Thl a Th2 bun¢k odpovida odliSnému spektru produkovanych
cytokinil. Cytokiny produkované Thl buné¢k aktivuji cytotoxické a zanétlivé funkce a
hraji roli v imunitnich reakcich zprostfedkovanych buinikami, zatimco cytokiny
produkované Th2 bunikami podporuji produkci protilatek, piedevSim pak IgE
odpovéd. IL-4 hraje zasadni roli pii produkci IgE B-lymfocyty.

Produkce IgE vyzaduje nejméné dva odlisné signaly. Tim prvnim signalem je
pusobeni IL-4 a IL-13. IL-4 je produkovan B-lymfocyty, ackoli mastocyty, bazofily
a eozinofily mohou IL-4 produkovat. IL-13 je produkovan Th2 lymfocyty. Druhy
signalem je dodan spolupraci CD40L na povrchu T-lymfocytl s CD40, kostimula¢ni
molekulou na membrané B-lymfocytu.

Syntéze IgE protilatek, stejné jako syntéza dalSich protilatkovych izotopt
jinych nez IgM, vyzaduje vyznamnou zménu na Urovni transkripce exond
kontrolujicich syntézu jednotlivych izotopii téZkych fetézcu. Tato zména zahrnuje
pfepojeni transkripce z exonu kontroujiciho syntézu IgM na genovou oblast kodujici
pfislusny izotop tézkého fetézce jiné tfidy nez tidy IgM. Cytokiny sekretované
bunénym subtypem Th-2 poskytuji zdkladni pomocné funkce pro piepojeni (switch)
syntézy tézkych fetézcli na tézké fetézce IgG-1 a IgE.

Klicovymi mediatory pro indukci syntézy tézkych fetézch IgE a nastartovani
syntézy téchto protilatek jsou cytokiny IL-4 a IL-13. Soucasnid piedstava o
mechanizmu indukce syntézy tézkych tetézct IgE reflektuje poznatky o bunécénych
subpopulacich pomocnych lymfocytii a vyuziva poznatkii ziskanych pfi studinu INF-a.

Obsazeni receptorového mista cytokinem IL-4 vede k oligomeraci
receptorovych proteini za vzniku homo nebo heterodimert. Oligomerizace
receptorovych proteinti rezultuje v aktivaci transfosforylace mezi tzv. Janusovymi
kinazami, které jsou asociovany s cytoplazmatickym koncem receptorové struktury.
Receptorova transdukce signdlu je zakoncena aktivaci cytoplazmatickych proteind,
které pfenaSeji signal az na uroven transkripce. Jejich oznaCeni STAT — signdlni

transduktory a aktivatory transkripce je proto priléhavé. Aktivatory transkripce
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penetruji do jadra a interaguji se specifickymi sekvencemi v promotorové oblasti genti
obsahujicich tyto specifické vazebné sekvence. Vysledkem je aktivace transkripce
pfislusného exonu s ndslednou syntézou cilového proteinu. STAT faktorti bylo
popsano nékolik (zatim sedm). Pro transdukéni signalizaci prosttednictvim IL-4 nebo
IL-13 je specificky STAT-6 (Kelly-Welch et al. 2003, Kaplan et al. 1996). Tento
protein byl purifikovan a klonovan, coZ umoznilo jeho dalsi studium. Bylo zjisténo, Ze
jde o polypeptid s molekulovou hmotnosti 100 kD. Jeho akéni aktivita je vazdna na
dimerické uspotfadani. Homodimer je transdukovan do jadra, kde se selektivné vaze na
sekvence TTC nebo CAA. Tyto sekvence nereaguji s jinymi STAT. Uvedené vazebné
sekvence jsou obsazeny v promotorové oblasti genu kontrolujiciho syntézu tézkého
fetézce IgE. Dokladli pro potvrzeni popsaného mechanizmu stile pifibyva. Jednim
z nejmarkantnéjSich je zjisténi, ze mysi deficitni v syntéze STAT-6 nejsou schopny
produkce IgE protilatek po indukci parazitdrnimi antigeny (Jankovic et al. 2000,
Campbell et al. 1998).

STAT-6 participuje na Th-2 diferenciaci také zvySenim exprese hlavniho
regulatoru Th-2 diferenciaice — GATA-3 (Zheng and Flavell 1997). STAT-6 a GATA-
3 spolu s IL-2 zprosttedkovanou aktivaci STAT-5 indukuji sekreci vysokého mnoZstvi
IL-4, IL-5 a IL-13 aktivovanymi Th-2 buiitkami (Zhu et al. 2003).

Signalizace prostfednictvim IL-4 je dostate¢nd pro iniciaci transkripce exonu
tézkého ftetézce. Pro syntézu celé protilatky, véetné¢ variabilni oblasti, je nicméné
vyzadovan dalsi signal, ktery se do B lymfocytu dostdva prostfednictvim interakce
molekul CD-40 a CD-154. Piedpoklad4 se, ze tuloha tohot signilu je komplexni
a ovliviluyje jak vlastni DNA rekombinaci, tak i optimalizaci syntézy komplexni
protilatky.

Existuji 1 dalsi faktory, které se uplatiiuji v regulaci IgE hladiny. Naptiklad
CD23, nizkoafinni receptor, hraje pravdépodobné roli v negativni regulaci syntézy
IgE. Obdobné interferon gama hraje negativni roli v syntéze IgE efektivni inhibici

v presmyku tfid smérem na IgE.
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1.4 Receptory pro IgE

IgE jsou cytofilni protilatky. Z cirkulace jsou vychytdvany na povrchy
kompetentnich bunék prostiednictvim receptori pro Fc fragment IgE protilatky. Na
bunéénych membrandch jsou popisovany dva typy receptorti pro Fc fragmenty IgE —
vysokoafinitni receptor FceRI (bez CD oznaceni) a nizkoafinitni IgE receptor FceRII
(s CD oznacenim 23). Vysokoafinitni receptor je exprimovan na mastocytech
a bazofilnich bunkach, jeho exprese byla popsana také na dendritickych buiikach
a Langerhansovych bunikach kiize. Nizkoafinitn receptory FceRII jsou exprimovany na
monocytech a B buiikéch.

IgE protilatky jsou na povrchy bunck vychytdvany tak, Ze se svym Fc
fragmentem zakotvi do Fce-receptoru. Ptfi pfemosténi zakotvenych protilatek
prostiednictvim multivalentniho alergenu je do nitra bunky transdukovan signal
vedouci u mastocytt a bazofila k degranulaci vnitinich struktur a ke spusténi alergické
reakce. Cetnost receptor FceRI je u mastocytl a bazofilti regulovana hladinou
cirkulujicich IgE protilatek. Pokles cirkulujiciho IgE vede k poklesu exprimovanych
receptorti. Této imérnosti mize byt vyuzito terapeuticky. Humanizované anti-IgE
protilatky aplikované atopickym jedinctim snizuji Cetnost exprimovanych FceRI na
povrsich cirkulujicich bazofilli a mastocytli dostupnych v koznich biopsiich, nebo
ziskanych z bronchialnich lavazi. Tim je sniZena reaktivita t€chto bunék.

Fc receptory obecné predstavuji skupinu (family) molekul, které se vazou k Fc
¢asti imunoglobulinové molekuly. Kazdy Fc receptor rozpoznavé jediny izotyp nebo
skupinu blizce ptibuznych izotypt. Rizné Fc receptory maji rozdilny pocet zédkladnich
retézcl.

Receptor FceRI sestava ze tii fetézcli. Kazdy znich ma charakteri
imunoglobulinové molekuly. A-fetézec je rozpoznavaci Casti receptorové struktury.
Kizotopu se IgE vdze dvéma extracelularnimi doménami. Naésleduje
transmembranovy segment a kratky usek intracelularni. B-(beta)-fetézec je alternujici
soucasti receptoru. Je pritomen v receptorech u mastocyti a bazofilii, nebyl vsak
nalezen u Fc receptoril na dendritickych bunikach a Langerhansovych burnikach. Beta-
fetézci je pripisovana role v procesu signalni transakce. Obsahuje doménu ITAM

(imunotyrosin aktivujici motiv). Gama podjendotky jsou u FceRII receptoru dve a jsou
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spojeny disulfidickou vazbou. Prakticky celd gama podjednotka je tvofena tandemovée
usporddanimi ITAM doménami. Piedpokladd se, Ze gama podjednotka zajiStuje
masivni fosforylaci pfi signalni trandukci po agragaci Fc receptorti alergenem.
Aktivita IgE zavisi na jejich schopnosti vazat se na specificky receptor na Fc
fragmentu tézkého fetézce. Jsou znamy dvé tiidy Fce receptorti, oznaCovanych jako

FceRI (vysoceafinni receptor) a FceRII (nebo CD23, nizkoafinni receptor).

Vysoceafinni receptor FceRI

Je hlavn€ exprimovan na mastocytech, bazofilech a antigen-prezentujicich
bunikach (APC buiky), ne vSak na jejich cirkulujicich prekurzorech. Vysoka afinita
téchto receptori umoziuje vazbu IgE protilatek navzdory jejich nizké sérové
koncentraci. Pii pfemosténi dvou sousednich (na FceRI receptory navazanych) IgE
protilatek alergenem, dochdzi k rychlé fosforylaci tyroxinu, kterd zahajuje proces
degranulace mastocytil.

Receptorovy komplex FceRI se sklada z podjednotky alfa, kterd vaze Fc Cast
molekuly IgE, a fetézch beta a gamma, které zajiStuji spojeni s intracelularnimi
signalizaénimi molekulami. Tento receptor je exprimovan 1 na mikrofazich
a dendritickych bunkdch. Na né se mohou vézat antigeny v komplexu s IgE.
Stimulace Fc receptoru vede ke zvySené antigenni prezentaci, zvysSené sekreci
metaboliti kyseliny arachidonové, lysozomalnich enzymt, kyslikovych radikala
1 prozanétlivych cytokind. V pfipadé parazitdrnich infekeci se tim potencuje
antiparazitarni imunita, ale pfi alergické reakci se timto mechanismem amplifikuje

a udrzuje alergicky zanét v mistech expozice alergenu.

Nizkoafinni receptor FceRII (dFive téz CD23)

Pti alergenem zprosttedkovaném ptremosténi IgE protilaitek vazanych na
FceRIl receptory dochazi k aktivaci B-lymfocyt, eozinofili a alveoldrnich
makrofagli. Blokadda tohoto receptoru monoklonalni protilaitkou vede k poklesu
sekrece IgE protilatek B-lymfocyty. CD23 zjevné hraje roli v obou cestach regulace
syntézy IgE, ve smyslu jak zvySené tak snizené syntézy. Atopicti jedinci maji vyssi

hladinu CD23 na svych lymfocytech a makrofazich. CD23-IgE interakce ptedstavuje

23



dalezity mechanizmus, kterym alergen-specifické IgE mohou zvySit bunécnou
a humoralni imunitni odpovéd’ pti opakované alergenové expozici.

FceRIl je jediny zndmy Fc receptor, ktery patii do C-lektinové strukturni
rodiny, ne do imunoglobulinové.

Vazba IgE, resp. imunokomplexti obsahujicich IgE, na FceRIl vyvolava
signaly potlacujici produkci protilatek tfidy IgE. Rozpustnd forma FceRII (CD 23)
vznikajici proteolytickym odStépovanim z membranové formy naopak stimuluje B
lymfocyty. CD 23 putisobi také jako adhezivni molekula.

Alergenem zprosttedkované piemosténi vazanych IgE protildtek na svém
vysoceafinnim FceRI receptoru na povrchu mastocytli a bazofili vede k degranulaci
téchto bun¢k a uvolnéni mediatori zanétu. Primarné uvolnéné mediatory, napf.
histamin, proteazy, eozinofilni a neutrofilni chemotaktické faktory a heparin, vedou ke
klinick¢é manifestaci Casné faze alergické reakce. Sekundarni mediatory, vcetné
desticky-aktivujiciho faktoru, cytokinii, leukotrienti, prostaglandinii a bradykinint,
vedou k pozdni fazi alergické reakce. Uvolnéni téchto mediatort a jejich plisobeni

v riznych organech a tkanich vede k odlisné klinické manifestaci.

1.4 Role genetickych faktoru

Dé&dicnost alergickych chorob je polygenni, multifaktorialni. V klinickém
fenotypu se tudiz wuplatnuje vliv nékolik genii nebo jejich skupin spolu
s negenetickymi faktory (napft. vliv prostiedi).

U alergickych stavi se predpoklada existence vice typt genetické heterogenity.
Rizné skupiny genit mohou byt spojeny s rliznou expresi IgE, intenzitou zanétlivé
odpovédi nebo klinickou manifestaci. Vzhledem k této heterogenité nelze piesné
stanovit typ dédi¢nosti. Pro n¢které geny se vSak udava pienos autozomalné recesivni.
Proto také neni mozna geneticka predikce alergie u vyvijejiciho se plodu.

V soucasné dobé je zndma, nebo alesponi se pfedpokladd, existence nékolika
oblasti na 5., 6., 7., 11, 12, 13. 14. 16. 17. a 19. chromozomu, které¢ jsou zodpovédné

za prenos genetické informace pro navozeni urcitého typu imunitni odpovédi, jejimz

24



vysledkem je vznik alergickych projevii. Miizeme tak vytvofit nasledujici skupiny
genl kodujicich expresi atopického fenotypu:

Byly popsény geny kodujici generalizovanou hyper-IgE odpovéd’ ovlivitujici
schopnost zvySené produkce celkového IgE. Do této skupiny patii geny pro cytokiny
a receptory Th2.

Geny kodujici specifickou IgE odpovéd, jako napt. geny pro HLA nebo T-
bunécny receptor.

Geny kodujici expresi klinickych projevi, tj. organové postizeni a stupen
zanétlivé odpovédi. Radime se geny pro mediatory, chemokiny, prozanétlivé cytokiny
nebo transkrip¢ni faktory.

Geny kodujici cytokiny. Tento defekt u lidi zatim identifikovan nebyl, ale
u experimentdlnich zvifat muze deficit nebo nadbytek wurcitého cytokinu
imunopatologické onemocnéni vyvolat. Velmi pravdépodobné dojde k poruSe regulace
Th1-Th2. V souvislosti s atopii je uvadén polymorfizmus IL-4, IL-12 a jejich

receptorl jako jedna z genetickych pficin.

1.5 Role antigenu

Biochemické vlastnosti antigenu maji signifikantni vliv na smér imunitni
odpovédi (Thl nebo Th2). Alergeny zahrnujici produkty nékterych infekcnich
organizml vedou k ptevaze Th2 odpovédi a zvySeni sérovych hladin IgE. Mnohé
alergeny jsou enzymaticky aktivni. IgE odpovéd’ je zavisla také na dévce antigenu.
Prinik antigenu sliznici jiz v malych davkach velmi efektivné indukuje Th2 odpovéd’,
vedouci ke tvorbé IgE protilatek. Cesta podani alergenu vyznamné ovliviiuje IgE
odpovéd’. Prostup antigend sliznici respira¢niho traktu je vysoce imunogenni na rozdil

od vstupu antigend jinymi cestami.

1.6. Alergicky zanét

Histopatologickym korelatem alergickych onemocnéni je eozinofilni zanét,

obvykle chronicky, u néhoz v zanétlivé celulizaci prevazuji eozinofily, mastocyty ,T
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lymfocyty, dendritické buniky a neutrofily. Zanétliva reakce je spousténa, pokud
antigen, na néjZ je organizmus senzitivni, pronikne mechanickymi povrchovymi
bariérami a interaguje s protilatkami IgE navdzanymi na bunééné afinitni nebo
vysoceafinitni receptory pro Fc/IgE. Vysledkem je cytologicka degranulace zejména
zirnych bunék s extracelularni produkci vasoaktivnich mediatorii. Paralelné jsou
uvolnény lipidové mediatory vznikajici St€penim membranovych fosfolipidii aktivitou
fosfolipazy A. Dominantnimi mediatory tohoto typu jsou prostaglandiny a leukotrieny.
Patofyziologickym dusledkem je mohutnd vazodilatece a edém jako projev cévni
permeability.

Na bunkach cevniho endotelu jsou exprimovany adheziny napi. ICAM -1
nebo VCAM-1 , které zachycuji bunky zanétu. Na zanétlivych bunkach, vcéetné
eozinofild, jsou naproti tomu exprimovany nekteré integrity. Tak je zajiSténa integrace
zanétlivych bunék do cévni stény a posléze jejich transdukce do mista zanétu.

Ke vzniku alergického zanétu je nutna souhra a vzajemné ptsobeni bunck
zanétu a chemickych mediatorii. Prvni expozice alergenu vede k senzitizaci a produkci
specifickych IgE protilatek. V priibéhu nésledné expozice je alergicka reakce
iniciovana IgE protildtkami a fizena T-lymfocyty. Dominantnimi buitkami v zanétlivé
celulizaci alergického zanétu jsou mastocyty a eozinofily. Alergicky zéanét byl

intenzivné studovan na zvitecich i lidskych modelech.

Mastocyty

Mastocyty ptredstavuji vyznamnou skupinu bunék, které jsou odpovédné jak za
pfirozenou tak ziskanou imunitu. Paul Ehrlich popsal v roce 1878 ve své disertacni
praci mastocyty jako granularni buiikly naslézané v pojiovovych tkanich barvitelné
anilinovymi barvivy. Dnes vime, Ze jde o bunky, které funk¢né diferencuji
z pluripotentnich CD34+ kmenovych bunék krvetvorby, které nachdzime v blizkosti
cév, nervl a pfedev§im v mistech, kde pfichdzi organizmus do kontaktu s vné&jSimi
podnéty, jako je prostor mezi epitelovym povrchem a parenchymem kiize, stfeva
a respiracniho traktu. Mastocyty patii k dlouho Zijicim bunikam, na jejichZ povrchu
jsou lokalizovany cetné receptory vztahujici se k jejich imunobiologickym funkcim.
Z pohledu zéanétlivé reakce jsou to zejména vysokoafinni receptory FceRI (viz vyse).

Mastocyty lokalizované v kiizi nesou na svém povrchu ve velké hustoté také receptory
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FceRIl (céz CD32) pro Fc fragment IgG protilatek, které se vSak neexprimuji na
povrchu mastocyti lokalizovanych v plicich.

Funk¢ne hraji mastocyty kli€ovou roli v symptomatologii alegickych
onemocnéni spojenych s IgE. Jsou vyznamné v iniciaci nékterych alergickych
hypereaktivit, napt. akutni bronchokonstrikce jako odpovéd na alergen, stejn¢ tak
iniciuji hyperekativni reakce u rhinokonjunktivitidy po expozici  alergenem.
V cytoplazmé mastocytll se nachazeji ¢etna granula, jejichZ obsah se po stimulaci
uvolnuje do extracelularniho prostoru. Tyto sekrety jsou bud’ preformovany a ulozeny
v granulich (histamin, proteoglykany, heparin) nebo jsou po podnétu syntetizovany de
novo (LTC4, PDG2, PAF). Mastocyty produkuji také celou fadu cytokint (IL-1, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, TNFa a dalsi), které se uplatiuji v ¢asné

fazi zanétlivé reakce.

Bunééna celulizace Mediatory Patofyzi.ologické
ické Ané projevy
alergického zanétu Histamin Otok
Zirné buiiky Leukotrieny Zarudnuti
Eozinofily Prostaglandiny Bronchospazmus
Th-2 bunky Cytokiny
Bazofily Chemokiny
Neutrolily
desticky

Eozinofilni leukocyty

Krevni a tkanové eozinofily jsou derivovany z kmenovych buné€k kostni dfené,
konkrétné¢ z myelocytovych progenitorti. Eozinofily pfedstavuji ptiblizné tfi procenta
vSech bun¢k derivovanych z kostni dien¢ . Asi 37 % téchto buné plné diferencuje,
zatimco zbytek zlstdvd na turovni promyelocytd. Zivotni polo¢as eozinofili je

pfiblizné 18 hodin . Produkce eozinofili z kostni difené je ovliviiovana tasdou
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mediatord, predevs§im IL-3, IL-5 a GM CSF. Tyto tii cytokiny jsou produkovany také
CD-4 bunikami 1 CD-8 lymfocyty v periferni krvi, zejména vSak v mistéS lergického
zanétu. Eozinofily migruji do mista alergického zanétu skrze vaskularni endotel
obvykle na turovni postkapilarnich venul. Kazdy ztéchto krokii je kontrolovan
komplexni siti chemotaktickych faktori a expresi adhezivnich molekul, které
dohromady ovliviiuji transport eozinofilli do tkani. Eozinofilni zanétliva celulizace
byla popséna pfedev§im ve vztahu k parazitdrnim infekcim. V sedmdesatych letech
bylo potvrzeno, ze eozinofily hraji pfi parazitdrni infekci imunoprotektivni roli.
Vyznam eozinofilie a infiltrace zanétlivé tkan¢ pii alergickych onemocnénich zlstava

stale mén¢ srozumitelnd a pro nékteré autory dokonce kontroverzni.

Ustiedni roli v budouci orientaci adaptivni imunitni odpovédi u savcd hraji
pomocné T bunky (Th buiiky). Jak jiz bylo uvedeno vySe, zname nékolik efektorovych
podskupin téchto buné€k, jako jsou Thl, Th2, Th17, Th22. Samostatnou postaveni pak
maji Treg bunky. Kazdd ztéchto subseti Th bunék hraje spolu s Treg bunikami
specifickou roli v obran¢ pred patogeny a v regulaci imunitni odpovédi.

Vznik Thl, Th2, Th17 a Th 22 bun€k znaivnich T bun¢k je zavisly na
prezentaci antigenu prostfednictvim antigen prezentujicich buné€k, ko-stimulaci a na
specifickém cytokinovém prostiedi. Pro diferenciaci Th1l bun¢k je dilezity interleukin
IL-12. Aktivaci naivnich T bunék smérem k Th2 fidi interleukin IL-4. Vyvoj Th17
bun¢k je indukovan cytokiny TGFp, IL-6 a IL1P (Locksley 2009). Pro udrzeni Th17
bunck je pak velmi vyznamny IL-23 (Langris et al. 2005, Weaver et al. 2006
a McGreachy & Cua 2008).

Buniky Thl produkuji pfedevs§im interleukin 2 (IL-2), IL-12, interferon gama,
TNF-B a GM-CSF. Cytokiny produkované Th1 bunck aktivuji cytotoxické a zanétlivé
funkce a hraji roli v imunitnich reakcich zprostfedkovanych buiikami

Kdyz antigen vstupuje do organizmu slizniénimi povrchy nebo kuzi,
antigenprezentujici bunky (napf. dendritické bunky) antigen pohlti. Antigen je
nasledn¢ predloZzen naivnimu ThO lymfocytu. V prostiedi IL-4 dochazi k diferenciaci
smérem k Th2 lymfocytu. Buiikky Th2 produkuji zejména IL-4, IL-5 a IL-13. dale pak
byla prokazéana produkce IL-6, IL-9 a IL-10 (Zhu & Paul 2008).
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Tyto cytokiny zptisobuji proliferaci a piresmyk smérem k produkci IgE B-
lymfocyty a plazmatickymi bunikami.

Vznik alergen specifickych IgE protilatek probiha v B lymfocytech procesem
preskupovani genovych segmentii a tzv. izotypovym piepnutim, pii kterém dochézi
k dalsSimu pfeskupovani genovych segmentli po rozpoznani antigenu. Izotypové
pfepnuti je odpov€dné za produkci protilatek riznych tiid se stejnou strukturou
variabilniho fetézce pro vazbu antigenu Tyto variabilni oblasti molekul IgE protilatek
jsou kédovany oblastmi, oznacovanymi jako V, D a J. Konstantni Casti fetézce IgE
protilatek jsou pak kodovany genovymi sekvencemi, oznacovanymi jako C. Z genové
oblasti Va J jsou kodovany aminokyseliny lehkych fetézca protilatek. Z genové
oblasti V je kddovéano piiblizné 95 — 101 aminokyselin variabilni oblasti a dalSich asi
13 aminokyselin je kodovano z genové oblasti J. Z genové oblasti D jsou kédovany
variabilni oblasti téZkych fetézci IgE protilatek. Genové oblasti V, J, D a C se
nachazeji na 2., 14. a 22. chromozomu (Krejsek & Kopecky 2004).

K tpravé vazebného mista IgE protildtek pro rozpoznany antigen dochdzi
v perifernich lymfatickych organech. Pro tuto upravu, oznacovanou jako somaticka
hypermutace, je nezbytnd kooperace B a T lymfocytl. Podstatou somatické
hypermutace jsou cetné bodové mutace v preskupenych genovych segmentech V,
které vedou ke zvySeni afinity syntetizovanych protilatek pro dany antigen (Krejsek &
Kopecky 2004).

Je obecné zndmo, ze v pribéhu protilatkové odpovédi na antigenni podnét, jsou
nejdiive produkovano IgM protilatky. Pro izotypové pfepnuti, které vede k termindlni
diferenciaci B lymfocytu vedouci k syntéze IgE protilatek, je vyznamné cytokinové
prostfedi vytvaiené Th2 lymfocyty. Vyznamnym signalem pro izotypové piepnuti
pfedstavuji Th2 lymfocyty produkované interleukiny IL-4 a IL-13. IL-13 je
produkovan také mastocyty. Oba tyto interleukiny aktivuji v B lymfocytech
proskripéni faktor STAT-6, ktery iniciuje transkripci segmenti e, Se a Ce téZkéhych
fetézcll €. Pro finalizaci celého procesu je nezbytna také interakce molekuly CD40
a CD40L na povrchu aktivovanych T lymfocytid. Tato interakce vede k aktivaci
nitrobunécnych proteini ze skupiny TRAF, konkrétné TRAF-2, TRAF-5 a TRAF-6.
Proteiny TRAF aktivuji transkripéni faktor NFkB, ktery pronikd do bunécného jadra,
kdy ptsobi synergicky s transkripénim faktorem STAT-6. Vysledkem ptisobeni obou
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téchto transkripénich faktori je dalece useku molekuly DNA mezi oblasti Sp
a Se. Diky tomu se pfi transkripci a vzniku mRNA do blizkosti genovych segmentli V,
D a J dostava genova oblast Ce, coz vede k syntéze t€Zkého fetézce molekuly IgE
protilatky (Krejsek & Kopecky 2004).

Cirkulujici IgE krevni cestou prostupuje do tkani, vcetné sliznice dychacich
cest a kiize, kde se vaze na vysoce afinni receptory FceRI na povrchu mastocyti
a nizko afinni receptory FceRII na eozinofilech, makrofazich a krevnich destickach.
Vazba IgE protilatky na specifické receptory na mastocytech vede k akutni zanétlivé
odpovédi pii ndsledujici expozici antigenu.

Po priniku alergenu epitelem nebo kuzi senzitizovaného jedince pozorujeme
casnou fazi odpovédi. Tato faze je iniciovdna ,,pfemosténim® Fab fragmentd dvou
sousednich IgE protilatek navdzanych na povrchu mastocytu s naslednou degranulaci
a uvolnénim preformovanych mediatort (histamin, heparin) a nov€ syntetizovanych
mediatori (prostaglandiny, leukotrieny, desticky aktivujici faktor a bradykinin). Tyto
mediatory vedou ke zvySeni cévniho prokrveni, vazodilataci a zvySené sekreci hlenu.
Vysledkem je rozvoj edému a kongesce typické pro akutni fazi reakce. Histamin
a nckteré leukotrieny jsou silnymi bronchokonstriktory. Klinickd manifestace téchto
procest je kasel a sipani, erytém, prosaknuti a svédéni kiize, kychdni a vodnatd ryma
(nos) a svédéni a slzeni (o€i).

Mastocyty uvoliuji cytokiny, IL-3, IL-4 a IL-5, granulocyty-makrofagy
colony-stimulujici faktor (GM-CSF) a TMF-a, ktery aktivuje T a B lymfocyty,
stimuluje mastocyty a pritahuje eozinofily.

Th17 buniky produkuji rovnéz specificky cytokinovy profil. Jde o IL17A, IL-
17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (znamy také jako IL-25 a IL-17F (Moseley et al. 2003).
IL-17A a IL-17F jsou produkovany ptedevsim relativné noveé popisovnou supopulaci
CD4+T buné¢k (Thl7 buiiky). Fyziologické funkce téchto bn€k a s nimi spojenych
cytokinii jsou v soucsné¢ dobé predmétem intenzvni studia. V patofyziologickych
souvislostech jsou spojovany s patogenezou riznych autoimunitnich onemocnéni, jako
jsou roztrousend sklerdza, revmatoidni arthritida, autoimunitni encefalomyelitida
a psoridza (Ouyang et al 2008, Cua et al. 2003, Murphy et al. 2003, Zheng et al. 2007,
McGeachy & Cua 2008, Korn et al. 2009). IL-17A a IL-17F jsou rovnéz dilezité pro
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mobilizaci ozinofili a hostitelskou odpovéd’ proti extracelularnim bakteriim a houbam
(Park et al. 2005).

Mobilizace a vstup neutrofili do dychacich cest bya pozorovana také
u pacientll s tézkym astmatem (Jatakanon et al. 1999, Louis et al. 2000). Dale bylo
prokazano, ze IL-17 je produkovan v dychacich cestach pacientii s astmatem (Molet et
al. 2001) a jeho exprese souvisi s tizi astmatu (Chakir et al. 2003, Li et al. 2010).
Pokusy provadéné na mySich modelech naznacily, ze IL-17A a IL-17F indukuji
v dychacich cestach antigenem indukovanou neutrofilni infiltraci (Hellings et al. 2003,
Oda et al. 2005).

Iwakura et al. (2008) prokézali, ze IL-17A rovnéz stimuluje bronchidlni
fibroblasty, epitelidlni buniky a buniky hladké svaloviny a indukuje expresi riznych
cytokini a chemokint, které jsou vyznamné pro granulopoézu a neutrofilni
rekruitment. Schopnost IL-17A navozovat neutrofilni rekruitment vystupuje do
popiedi zejména u tézkého astmatu, pro které je neutrofilni infiltrace jednim
z typickych ryst (Molet tet al. 2001, Jatakanon et al. 1999, Louis et al. 2000). Th17
buiikami zprostiedkovany zanét je rezistentni ke kortikosteroidim (McKinley et al.
2008).

Pro ¢innost Th17 bunck je vyznamné plsobeni interleukinu 23 (IL-23). Jde
o heterodimericky interleukin, ktery se sklada z podjednotky p19, kterd je specificka
pro IL-23, a podjednotky p40, ktera je typicka pro IL-12 (Oppmann et al. 2000).

Wakashin et al. (2008) prokazali, Ze 1L-23mRNA je exprimovana v plicich
senzitizovanych mysi pii inhalaci antigenu a neutralizace 1L-23 zmirfiuje antigenem
indukovany rekruitment eozinofili a produkci cytokini Th2 buinikami. Je tedy vysoce
pravdépodobné, ze IL-23 posiluje antigenem indukovanou aktivaci Th2 bunék
v pribéhu ejektorové faze alergického zanétu dychacich cest a tim zvySuje Th2
bunikami zprostfedkovany rekruitment eozinofili a Th17 mediovany rekruitment
neutrofild do dychacich cest. Je tedy ziejmé, Ze osa IL-23-Th17 zasahuje do regulace
alergického zanétu dychacich cest, ve kterém hraji kritickou roli Th2 bunky.

Do vyvoje IgE zprosttedkovanych alergickych reakci se miize zapojovat také
interleukin 1 (IL-1), ktery posiluje IgE zprostfedkovanou aktivaci mastocytl (Stasse et
al. 2000, Hiiltner et al. 2000, Kandere-Grzybowska et al. 2003, Lee et al. 2004, Ho et
al. 2007, Iikura et al. 2007). IL-1 je produkovan alveolarnimi mikrofagy (Oghiso &
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Kubota 1986, Becker et al. 1989) a indukuje produkci prozanétlivych mediatorti INF,
IL-6 a IL-8, indukuje adhezi molekul v bunkdch hladké svaloviny dychacich cest,
v epitelidlnich a endotelidlnich bunkach. U pacientll s astmatem byla prokazana
spojitost mezi stupném nachylnosti k onemocnéni a polymorfizmem v IL-1a, IL-1p
a IL-1Ra (Karjalainen et al. 2002a, Karjalainen et al. 2002b, Adjers et al. 2004, Zeyrek
et al. 2008).

Podobna zéavislost byla zaznamenéana rovnéZ u pacientl s alergickou rhinitidou
(Joki-Erkkila et al. 2003). IL-1a a IL-1B jsou produkovany u pacientd s alergickou
rymou nasalnimi epitelidlnimi bunkami (Kenney et al. 1994) jako odpovéd na
vystaveni pusobeni alergenu (Gosset et al. 1993, Sim et al. 1994). IL-1 muze zvySovat
produkci vaskuldrniho endotelidlniho faktoru (VEGF), ktery se zapojuje do
angiogeneze posilenim ristu cévnich endotelidlnich bunék a lidskych fibroblasth
spojivky (Asano-Kato et al. 2005). IL-1 tedy zasahuje do patogeneze alergické
rhinitidy a konjuktivitidy (Nambu & Nakae 2010).

Interleukin 6 (IL-6), dlouho povazovany za jeden z prozanétlivych faktort, je
produkovan nejen aktivovanymi makrofagy dychacich cest, ale rovnéz epitelidlnimi
buitkkami (Cromwell et al. 1992, King et al. 1998). Produkce IL-6 plicnimi
epitelidlnimi bunikami je u astmatickych pacientii vys$si ve srovnani se zdravymi
pacienty (Marini et al. 1992, Kicic et al. 2006). Recentni studie naznacuji, ze IL-6
hraje dtlezitou ulohu v urCeni typu adaptivni imunitni odpovédi, primarné pak
v diferenciaci efektoru CD4" T bunék (Dienz & Rincon 2009). Podle Pasare &
medzhitova (2003) a Neveua (2010) muaze IL-6 ovliviiovat také regulaci intenzity
imunitni odpovédi inhibici vyvoje T regulacnich bun¢k a tim vyznamné zasahovat do
patofyziologie astmatu. Tomu napovidaji také vysledky studii Quiho et al. (2004),
Kuhna et al. (2000), Deho et al. (1995) a Ammita et al. (2007), podle nichz IL-6
podporuje zesilovani stén dychacich cest, subepitelidlni fibrézy, hypertrofii

a proliferaci hladké svaloviny.
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1.7 Regulace ¢innosti efektorovych buék imunitniho systému

T regula¢ni buniky (Treg), které predstavuji unikatni subpopulaci T lymfocyta,
hraji zasadni roli v fizeni funk¢nich projevi efektorovych bunék imunitniho systému.
Regulace efektorové funkce T lymfocytd v periferii je zprostfedkovana prevazné
CD4'CD25"FOXP3" Treg lymfocyty (Sakaguchi et al. 1995, Hori et al. 2003, Fntenot
et al. 2003, Khattri et al. 2003, Kasprowicz et al. 2003, Bloustone & Abbas 2003,
Ziegler 2006, Zheng & Rudensky 2007, Sakaguchi et al. 2008, Shevach 2009,
Josefowicz & Rudensky 2009, Workman et al. 2009, Bettini & Vignali 2009), které
zpusobuji potlaceni efektorové funkce lymfocyt s cilem udrzet imunitni toleranci
k vlastnim antigeniim a zabranit pfili§ prudkym reakcim na cizi antigenni podnéty.

Znamy jsou dvé zakladni tfidy Treg lymfocyti:

1. nTreg a iTreg lymfocyty. nTreg lymfocyty vznikaji v thymu a jsou z ngj
uvoliovany do perifernich tkdni po thymus pozitivni selekci (Fujishima et al. 2005).
nTreg rozpoznavaji vlastni antigeny a potlacuji efektorovou funkci patogennich
autoreaktivnich T bunék, které unikly negativni selekci a vstoupily do periferni tkané
(Fujishima et al. 2005, Hsieh et al. 2006, Nomura & Sakaguchi 2007).

2. iTreg bunky vznikaji cestou periferni konverze (po antigen-specifické
stimulaci) z dospélych, naivnich CD4" T bungk nebo ze ,zachranénych®
autoreaktivnich efektorovych T bun€k (Workman et al. 2009). Tyto regulacni buiky
miizeme rozli§it na dva podtypy - Foxp3™ a Foxp3". FoxP3" iTreg buiiky prodélavaji
diferenciaci z CD4'CD25Foxp3” T bunék po stimulaci TGF-B (Yamagiwa et al.
2001). Foxp3™ je znama zejména in vitro a sklada se z Trl buné€k, které produkuji
velké mnozstvi IL-10, a Tr3 bunék, které produkuji velké mnozstvi TGF- (Umetsu et
al. 2003). Foxp3 patii mezi vyznamné transkripcni faktory (Zheng & Rudensky 2007,
Josefowicz & Rudensky 2009) s helikalni strukturou a rozvétvenou doménou, ktera je
nezbytna pro navazani na DNA (Buckner & Ziegler 2008). Miize pusobit transkripcni
aktivator nebo represor, zasahuje do regulace transkripce cytokinovych gent
v efektorovych a regulacnich T lymfocytech.

Do exprese Foxp3 zasahuje podle soucasnych védomosti 5 transkripénich
faktord. TIEG1 (znamy téz jako Kfl 10), NFAT a SMAD3 fadime mezi pozitivni
regulatory transkripce Foxp3 (Tone et al. 2008, Venupresad et al. 2008), GATA3
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a STAT6 povazujeme za negativni regulatory exprese Foxp3 (Mantel et al. 2007,
Takaki et al., 2008).

V z4sad¢ mohou Treg lymfocyty potlacovat efektorovou funkci ostatnich T
bunék tfemi cestami. Prvni supresivni mechanizmus vyzaduje kontakt bunék a je
zprostitedkovan molekulami navdzanymi na povrchové membrany, jakymi jsou
galectin]l nebo TGF-f (Scheffold et al. 2007). Druhou cestou oflivnéni efektorovych T
bunck je produkce regulacnich cytokint, které inhibuji funkci efektorti. Jako regulacni
cytokiny jsou znamy IL-10, TFG-B a IL-35 (Bettini & Vignali 2009). Tteti cesta
regulacni ¢innosti Treg lymfocyt vede pies spotiebu limitujicich riistovych faktort,
jako je IL-2 (Scheffold et al. 2007). V neddvné dob¢ bylo prokazano, Ze schopnost
Treg lymfocyti potlatovat Th2 efektory zavisi specificky na expresi transkripéniho
faktoru IRF4. Mechanizmus této cesty regulace neni doposud spolehlivé vysvétlena

(Zheng et al. 2009).

1.8 Klinické korelaty alergického zanétu

Pii ¢asné fazi se z granul v Zirnych bunikdch uvolni zanétlivé latky (histamin,
prostaglandin 2, leukotrieny aj.). Tomu odpovidaji také klinické priznaky, jako je
sveédéni, otok, zvysené prokrveni atp. Klinické ptiznaky Casné faze alergické zanétlivé
odpovédi odeznivaji po 30 minutdch. Jsou nasledovany relativné asymptomatickym
obdobim, v pribéhu kterého cytokiny a mediatory vzniklé v prubéhu casné faze
zprostiedkovavaji prostup leukocytl do tkani. IL-5 sekretovany mastocyty, lymfocyty
jejich proliferaci a aktivaci. Dalsi eozinofilické cytokiny jsou IL-3, GM-CSF
a chemikiny. Pfi aktivaci uvolnuji eozinofily mediatory, jako jsou eozinoficlni
katonicky protein (ECP), MBP (major basic protein), leukotrieny a prostaglandiny.
Jsou to dalsi medidtory, které prohlubuji zanét a zapfiCinuji poSkozeni epitelu.
V pozdni fazi odpovédi se také zvySuje pocet neutrofilii, bazofill a lymfocytt.

Pozdni fazi elergické odpovédi pozorujeme za 2 — 6 hodin pozdéji u 50 — 60 %
pacientil s astmatem a alergickou rymou a klinicky se manifestuje kongesci, zvySenou

produkci hlenu a bronchokonstrikci. Je zvySend odpoveéd’ dychacich cest na specifické
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a nespecifické podnéty, ziejmé jako vysledek ptlisobeni na nervova zakonceni
v dychacich cestach pti poskozeni epitelu.

S pokracujici nebo opakovanou expozici alergenu dochazi k rozvoji
chronického zanétu, provazené¢ho zvySenym poctem aktivovanych Th2 lymfocytt,
expresi mRNA pro sekreci IL-3, IL-4, IL-5 a GM-CSF. Tyto cytokiny jsou dilezité
pro pokracovani zanétlivych zmén a atrakci mastocyti a eozinofild. Tyto bunky
Podobné, aktivované eozinofily nachdzejici se ve sliznicich paralelné zvysuji
uvoliiovani svych toxickych produkti vedouci k poSkozeni epitelu. Dalsi produkty
eozinofili, jako je transformujici rastovy faktor alfa a beta, zprostfedkuji lokalni
zmény v tkdnich a pfispivaji k remodelaci dychacich cest. ZvySend.permeabilita
a celuldrni infiltrace zapficinuji otok sliznic. Dal§i zménou je hyperplazie zlaz se
zvySenou sekreci. Celkové souhrn vSech téchto zmén a uvolnénych mediatora Usti
v klinické symptomy astmatu a rymy. Tyto procesy také vysvétluji hyperreaktivitu,

kterou pozorujeme v hornich a dolnich dychacich cestach.

1.9 Sezénni alergicka ryma.

Sezonni alergickd ryma (SAR), zndma rovnéz jako polinéza nebo senné ryma,
je vyvoléana inhalaci pylovych zrn. Velikost vétSiny pylovych zrn se pohybuje od 15
do 60 um, v nékterych ptipadech az do 200 um. Pylové alergie vyvolavaji prevazné
mensi pylova zrna. Pylové alergeny vyvolavaji u dfive senzitizovaného jedince
klinické symptomy po kontaktu se sliznici dychacich cest a spojivkového vaku.
Prvnim, kdo potvrdil spojeni mezi pylem a polinézou byl Charles Blackley v roce
1873 (Knox 1979).

Typicky pro pylovou alergii je jeji sezonni vyskyt a pfiznaky, které pacienta
provazeji po celé vegetacni obdobi rostliny, na kterou je pacient pfi¢inné piecitlivély.
Mimo vegetacni obdobi rostliny, na kterou je pfi¢inn€ precitlivély, pacient obvykle
potize nemd. . Senzitizace vyvoland pylovymi alergeny se muZe vyskytovat
samostatné nebo muize byt asociovana s dalSimi celoro¢nimi alergeny, jakou jsou

alergeny plisni (zejména venkovnich plisni), roztocl a dalSich Zzivocichii. Pylova
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alergie se vSak nemusi manifestovat typickymi klinickymi projevy a miize byt
maskovana jinymi zéanétlivymi procesy vedoucimi v jednotlivych pfipadech
k rozmanitym klinickym ptiznakiim (Vieira 1995).

Alergicky pacient muze vytvaret protilatky proti alergenim, které jsou bud’
vlastni pouze pylu urcité rostliny (pfi¢inou jsou druhové specifické klicové
rozpoznavaci latky) nebo jsou spolecné pro pyly ptibuznych rostlinnych druhti
(pfi¢inou jsou enzymy, uvoliiované na poc€atku oplodnéni, jejichz molekularni
strukture je u pfibuznych druhti, rodii nebo dokonce ¢eledi velmi podobna).

Klinicky pribéh sezonni alergické rymy zavisi na mnoZstvi pylovych zrn
v ovzdusi a na stupni senzibilizace pacienta.

Klinicky se polindza manifestuje rhinokonjunktivitidou a/nebo bronchidlnim
astmatem. U pacientll se objevuje o¢ni pruritus s ptekrvenim spojivkové sliznice,
ryma, kychani, svédéni nosni a pharyngealni sliznice a obstrukce hornich dychacich
cest snaslednou jejich nedostateCnosti. Bronchidlni hyperreaktivita a nasledné
bronchialni astma se objevuje u 15 az 20 % pacientli. Pfekrveni a svédéni sliznice
spojivkového vaku jsou u polindézy témét vzdy piitomny, coz umoziuje jeji
diferencialni diagnostiku od bézného nachlazeni. Pozorovani sliznice dychacich cest
potvrdila jeji zanétlivé zmény, vetné otoku sliznice a vyrazna produkce hlenu, ktery
obsahuje vice jak 10 % eozinofild (Vieira 1995). Doprovodnymi pfiznaky jsou
zvySend TUnavnost, poruchy soustfedéni, bolesti hlavy, nc€kdy i subfebrilie,
pfedrazdénost, pokles vykonnosti, u déti zhorSeni prospéchu ve Skole. Naptiklad
v USA byly v roce 1996 piimé naklady spojené s alergickou rymou 1,9 miliard dolarti
(Reed et al., 2004). Podle Nashe et al. (2000) dosahly skody v souvislosti s alergickou
rymou vice jak 3 miliardy dolart a dalsi 4 miliardy dolarii si vyzadal 1é¢ba komorbidit
spojenych s alergickou rymou.

Opakovani klasickych ptiznaka rhinokonjunktivitidy spojené nebo nespojené
s bronchidlnim astmatem ve dvou nebo vice letech po sobé jednoznacné hovofii pro
diagnozy polindzy. Pro potvrzeni této diagnézy je doporucovano provedeni testu
s extraktem obsahujicim pyl rtiznych trav. Takovy test umoznuje odhaleni zkiiZzené
reaktivity (Weber 2003).

Diagnostika polindézy probihd ve spolupraci jak praktickych Iékait, tak

specialistl - pfedevsim alergologa.
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Zéakladnimi kameny jsou anamnéza, kozni testy alergenem, laboratorni
vySetifeni, které zahrnuje i vysetfeni specifickych IgE protilatek.

Hlavnimi pylovymi alergeny u nés jsou pyly jarnich stroma a keid, travin,
pleveld. Jednim z hlavnich zdroji pylovych alergenti jsou travy z €eledi lipnicovitych
(Poaceae) a to diky jejich celosvétovému rozsifeni a schopnosti produkovat obrovska
mnozstvi pylu (Freidhoff et al 1986). Z hlediska pylovych alergii jsou
nejvyznamnéjSimi producenty pylovych alergent jilek vytrvaly (Lolium perenne L,
1758.), lipnice lu¢ni (Poa pratensis L., 1758), srha tiznacka (Dactylis glomerata L.,
1758), troskut prstnaty (Cynodon dactylon L., 1758) a bojinek lucni (Phleum pratense
L., 1758) (Davies et al. 2005, Weber 2003, Wutrich 1989). V podminkach mirného
klimatického pasma Severni Ameriky, Evropy, Asie a ¢asti Australie patii
k nejvyznamnéj$im zdrojim pylovych alergenti bojinek lu¢ni a jemu ptibuzné druhy,
jako je napt. bojinek mnohokvéty (Lolium multiflorum L., 1758) (Freidhoff et al.
1986, Smart et al. 1979, Wiithrich et al. 1995).

Pylové alergeny trav mohou obsahovat spole¢né epitopy. ZkiiZena reaktivita
a strukturalni homologie umoznily klasifikaci alergeni do skupin v souladu s IUIS
(International Union of Immunological Society — Allergen Nomenclature
Subcommittee) (King et al. 1995). V soucasné dobé je popsano 13 skupin pylovych
alergent. Systém jejich oznacovani je podrobné rozebran v kapitole ,,Standardizace a
nomenklatura alergenti®). Z nich jsou klinicky nejvyznamné;jsi alergeny skupiny 1 a 5.
Alergeny skupiny 1 jsou rozpoznavany piiblizn€ 95 % pacientil vnimavych k pylovym
alergentim, alergeny skupiny 5 jsou pak rozpoznavany az 85 % téchto pacienti (Weber
2003). Ostatni klinicky relevantni alergeny patii do skupiny 2, 3, 4 a 13, které jsou
rozpoznavany vice jak 50 % pacientl alergickych na pyly (Fahlbusch et al. 1998).

Pyl jilku vytrvalého obsahuje nejméné 17 alergenli s molekulovou hmotnosti
od 12 kDa do 89 kDa (Ford & Baldo 1986), které jsou klasifikovany na zéklad¢ jejich
elektroforetické pohyblovisti. Hlavni identifikované alergeny patii do skupiny 1, 2, 3
a 5 a vyskytuji se vruznych izoformach. Tyto proteiny byly purifikovany
a analyzovany v riznych detailech a nékteré znich byly produkovany jako
rekombinantni, nun-fusin alergeny. Mezi témito, protein skupiny 2 (Lol p 2), ke

kterému je citlivych kolem 45 % pacientd (Freidhoff et al. 1986), byl produkovan
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bakterii Escherischia coli ve vysokych vynosech (Sidoli et al. 1993, Tamborini et al.
1995) a tento vykazuje imunologické vlastnosti analogické pfirodnimu alergenu.

Lol p I a Lol p 5, nejvice klonované a sekvenované alergeny L. perenne ze

skupiny 1 a 5 (Griffith et al. 1991, Ong et al. 1993, Singh et al. 1991), jsou
lokalizovany na rtznych mistech pylového zrna. Lol p 1 se nachazi v cytoplazmé,
v exing 1 intin€ a v kutikule praSniku (Singh et al. 1990, Staff et al. 1990, Vithanage et
al. 1982). Lol p 5 je lokalozovan v amyloplastech (Singh et al. 1991, Suphioglu et al.
1992, Taylor et al. 1994).
s relativni molekulovou hmotnosti od 28 do 35 kDa (Freidhoff et al. 1986), kter¢ jsou
hlavnimi komponentami, na které se vazi IgE protilatky (Marsch et al. 1966). ZvySené
hladiny IgE protilatek proti alergentiim skupiny 1 bojiku vytrvalého byly nalezeny
v séru 95 % pacienti alergickych na pyl bojinku (Kahn & Marsch 1986). Pozdé&ji bylo
prokazano, Ze tato skupina obsahuje dva hlavni alergeny: Lol p 1 s molekulovou
hmotnosti 35 kDa (Perez et al. 1990, Criffith et al. 1991), dfive oznacovanou jako Lol
p la, a Lol p 5 s molekulovou hmotnosti 31 kDa (Ong et al. 1993), dfive oznaCovany
jako Lol plb (Singh et al. 1991 nebo Lol p 9 (Suphioglu et al. 1992). Lol p 5 byl,
podobné jako Lol p 2, expresovan v E. coli (fusion protein — smiSeni protein) a jeho
vlastnosti se jevi byt podobné pfirozenému alergenu (Ong et al. 1995).

Mnohé komponenty antigenli pylu trav jsou zndmy v riznych izoforméch,
které maji stejnou molekulovou hmotnost. U Lol p 1 byly pomoci klonovani cDNA
a sekvenovani rozpoznany 4 takové izoformy liSici se nejméné¢ na osmi mistech
aminokyslinové sekvence (Perez et al. 1990, Griffith et al. 1991). U Lol p 5 zname
dokonce 8 izoforem (Smith et al. 1994).

U trav jsou izoformy alergenovych proteini rovnou mérou rozpoznavany IgE
protilatkami pacienta, obzvlasté maji-li stejnou molekulovou hmotnost bez ohledu na
rozdilny izoelektricky bod (Ong et al. 1993, Singh et al. 1991), ktery muze byt
ovlivnén posttranslaénimi nebo postranskripénimi Gpravami, jako napt. glykosylace,
hydroxylace a vyskyt cyteinovych zbytki.

Ptirodni Lol p 1 je glykosylovany protein s molekulovou hmotnosti 35 kDa
obsahujici intramolekularni disulfidicky mustek (Singh et al. 1991, Johnson & March
1965). Oblast vazici IgE protilatky pokryvajici 29 C-termindlnich aminokyselin
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alergenu byl identifikovan omoci fragmentace proteinu (Esch & Klapper 1989a, b)
a IgG protilatky plsobici na synteticky peptid stejné C-terminalni oblasti inhibuji Lol
p 1 vyvolané uvolnéni histaminu z bazofilli senzitizovanych jedinci (van Ree &
Aalberse 1995).
Polin6za je velmi vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik bronchidlniho

astmatu, pfedstavuje vyznamny spolecensky, socialni a ekonomicky problém.

Moznosti, jak ovlivnit polindzu, jsou v zasadé nasledujici postupy:

- rezimova opatieni a edukace pacienta

- specificka alergenova imunoterapie

- farmakoterapie

1.10 Specificka alergenova imunoterapie.

Specifickd alergenova imunoterapie (SIT) patii k celosvétové piijatym
léCebnym metodam. Jeji uzivani a indikovani je v riznych zemich svéta odlisné.

Zakladnim principem je indikovat SIT pouze tam, kde je jeji uzivani vhodné
a kde Ize jednoznacné ocekavat jeji vyrazny piinos, zamezit jejimu naduzivani
v neindikovanych ptipadech a stanovit jasnd pravidla pro jeji bezpecné a efektivni

vyuziti.

1.10.1 Princip specifické alergenové imunoterapie

Specificka alergenova imunoterapie (SIT) je efektivni profylakticky lécebny
postup pro lécbu alergickych onemocnéni, pii némz se do organizmu alergika
v pravidelnych c¢asovych intervalech vpravuji definované déavky terapeutického
alergenu, na ktery je dany pacient precitlivély (Bousquet et al. 1998a,b, Malling 1998,
Durham et al. 1999, Walker et al. 2001).

Cilem SIT je snizit reaktivitu organismu na konkrétni alergen zasahem do

regulac¢niho ptisobeni T-lymfocyti.
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SIT neni jen léCbou konkrétniho alergického onemocnéni, ale je 1écbou
podstaty imunopatologického procesu, tedy piecitlivélosti I.imunologického typu. U
vétSiny pacientl je tato 1éEba kombinovéana s 1écbou symptomatickou, tedy s s tcelnou
a racionalni farmakoterapii.

Terapeuticky piinos SIT je individualni v zdvislosti na zdkladni diagnodze, tizi
a délce trvani onemocnéni, celkovému stavu pacienta a dalSim eventudlnim
komorbiditdm, na druhu kauzalniho alergenu, monovalentni nebo polyvalentni
precitlivélosti. Velmi vyznamnou roli hraje i volba terapeutického alergenu
a spoluprace pacient — 1€kat pfi jejim provadéni.

Utinnost SIT byla jednoznaénd prokdzdna pii 16¢bé  alergické
rhinokonjunktivitidy,

u nékterych forem bronchidlniho astmatu s vyraznou dominanci atopické slozky
a u pacientt s precitlivélosti na jed blanokiidlého hmyzu. Metoda SIT pii 1€cbé
polindzy byla popsana uz vr. 1911 Noonem a Freemanem a stala se 1écbou prvni
volby pro 1écbu alergickych onemocnéni, zejména respirac¢niho traktu (Cretison 1997).

Ortolani et al. (1984) vybrali z200 pacientli s polin6zou 15 astmatickych
pacientti citlivych na pyl. Studie byla provedena jako dvojité zaslepena studie, ve které
jedné skupiné byla po dobu jednoho roku aplikovana smés tii pyli trav (psinecek,
tomka vonna a bojinek) druhé skupiné pak placebo. Po roce byl ve skupiné oSetiené
specifickou imunoterapii zjistén pokles symptomskore ve srovnani s placebem. Nebyl
vS8ak pozorovan vliv na hladinu specifickych IgE protilatek proti bojinku. Vliv
specifické alergenové imunoterapie na FEV 1, jako jeden z moznych ukazatelii plicnich
funkci, nebyl v této studii prokazan.

Dolz et al. (1996) randomizovali tficet pacienti ve véku od 15 do 35 let
s astmatem a/nebo alergickou rymou zptsobenou pylem trav do dvou skupin. Pacienti
jedné skupiny byli oSetfovani po dobu tfi po sobé jdoucich let extraktem pylovych
alergentl trav Alutar, pacientim druhé skupiny, ktefi slouZili jako kontrolni skupina,
byl aplikovan histamin. Jako kritérium hodnoceni ucinnosti byl pouzit kozni test,
konjunktivalni provokacni test, bronchidlni provokacni test, symptom skore
a medikacni skore. Ve vSech uvedenych parametrech autofi zaznamenali u lécené
skupiny po tfech letech 1écby statisticky signifikantni zlepSeni ve srovnéni se stavem

pred zapocetim 1écby. RovnéZ mezi obéma sledovanymi skupinami byl zjistén

40



statisticky vyznamny rozdil ve vSech sledovanych parametrech. Autofi této studie
neprokdzali vztah mezi klinickym zlepSenim a hladinou IgE protilitek. Pouze
alergenu, zaznamenali autofi mirné nezadouci ucinky, které byly v dal§im prab&hu
1écby dobie kontrolovatelné. Vysledky piedlozené sudie pii pouziti vakciny Phostal
odpovidaji v zédsadé vysledklim ziskanym Dolzem et al. Rovnéz v predlozené studii
dosSlo u sledovanych pacientli po tfech letech specifické alergenové imunoterapie
ke statisticky vyznamnému zlepSeni symptomskore a k redukci nutné medikace.

Jutel et al (2005) provedli dvojité zaslepenou, placebem kontrolovanou studii
ucinnosti podavani vakciny obsahujici 5 rekombinantnich alergent trav (Phlp1, Phlp2,
Phlp5a, Phlp5b a Phlp6) pacientim trpicim rhinokonjuntivitidou s nebo bez astmatu.
Pacientiim (n = 24) byla vakcina podavana subkutanné pfed zapocetim pylové sezony
ve zvySujici se davce v sedmidennich intervalech. Pocate¢ni aplikovana davka byla
0,02 pg celkového mnozstvi proteinu, nasledovala davka 0,16 ug celkového mnozstvi
proteinu a 0,40 pg celkového mnozstvi proteinu (0,8 ml). 25 pacientiim bylo podavano
placebo. Primarnim cilem bylo sledovani klinické odezvy prostfednictvim symptom-
medikace skore. Ve srovnani s placebem doSlo u skupiny pacientil oSetfenych
rekombinantni vakcinou Kk statisticky vyznamnému zlepSeni samotného symptom
skore a tomu odpovidajicimu sniZzeni nutnosti medikace. U vSech pacienti oSetfenych
rekombinantni vakcinou bylo zaznamenan silny nardst specifické protilatkové
odpovédi v tiidach IgGl a IgG4, kterd byla provdzena poklesem specifickych IgE
protilatek a odpovidajicim naristem poctu regula¢nich Th lymfocyth produkujicich
interleukin IL-10.

Vyrazné sniZzeni poctu pacienti s alergickou rhinitidou 1é¢enych specifickou
alergenovou terapii uvadéji také Reha & Ubru (2007). V této studii, ve které bylo SIT
léCeno 13 pacientd s alergickou rhinitidou, nebyla u 10 pacientd (76,92 %)
zaznamenana v prub¢hu 1écby zaddna nasledna senzitizace, kterd se naopak objevila
39,21 % pacientd (20 osob z 51) z kontrolni skupiny.

Eng et al. (2002) prokazali dlouhodobé pietrvavajici uc¢inek subkutanni
imunoterapie u 28 deti v prospektivni kontrolované follow-up studii.. Prvni skupina
(14 déti) byla po dobu tfi po sobé jdoucich let 1écena specifickou alergenovou

imunoterapii pomoci ptipravku Alergovit depot., druha skupina 14 déti slouzila jako
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kontrola. Dé&ti obou skupin mély nejméné dva roky prokézanou tézkou sennou rymu
a IgE reaktivitu na sezénni alergeny. U 13 déti prvni skupiny a u 10 déti kontrolni
skupiny bylo 6 let po ukonceni specifické imunoterapie provedena kontrola stavu
onemocnéni. U déti oSetfenych specifickou imunoterapii Eng et al. prokdzali ve
a niz8i nutnost 1écby. Jako sekundarni cil byla sledovana nova senzitizace. Osm let po
ukonceni specifické imunoterapie byla v této studii zjiSt€éna nova senzitizace u 61 %
déti ve srovnéani se 100 % déti kontrolni skupiny. Pfiznivy vliv prodélané tileté 1éCby
specifickou alergenovou imunoterapii alergenem trav a biizy prokazali 6 let po
skonceni 1é¢by také Mosbech & Osterballe (1988) a Jacobsen et al (1997).

Jacobsen et al. (2007) studovali klinicky vliv a preventivni vliv subkutanni
specifické imunoterapie u déti se sezénni alergickou rhinokonjunktivitidou na riziko
vzniku astmatu v prabéhu 1éCby a 7 let po skonceni 1écby. Do studie zaradili celkem
205 pacientti ve véku 6 — 14 let. (pfi zafazeni do studie), ktefi byli randomizovani do
dvou skupin. Pacienti prvni skupiny (n = 103) byli léeni po dobu tii let
standardizovanym travnim alergenovym extraktem (Phleum pretense) a/nebo
alergenem btizy (Betula verrucosa). Zbyvajici skupina 102 déti tvotila kontrolu. Po
deseti letech od zapoceti 1€Cby byla provedena kontrola u celkem 147 pacienti ve véku
16 — 25 let (79 pacientil 1éCené skupiny, 68 pacientll kontrolni skupiny). Tato kontrola
prokazala dlouhodoby pfiznivy vliv na symptomy rhinokonjunktivitidy
a konjunktivitalni senzitivitu a preventivni vliv na rozvoj bronchialniho astmatu. Ve
skupin€ pacientl 1écenych specifickou alergenovou terapii se astma 7 let po skoncené
1é¢bé rozvinulo u 16 osob, v kontrolni skuping u 24 osob.

Eng et al. (2006) prodlouzili sledovani publikované v roce 2002 (Eng et al.
2002) o dalSich 6 let a jeSt¢ po 12 letech od ukonceni specifické alergenové
imunoterapie prokéazali u léCenych pacienti niz$i symptom skore, nizsi potiebu
uzivani medikace a kombinované symptom-medikacni skore ve srovnani s kontrolni
skupinou. Rovnéz procento novych senzitizaci bylo nizsi u lécené skupiny (58 %) ve
srovnani s kontrolni skupinou (100 %). Podobn¢ jako Jacobsen et al. (2007)
pozorovali Eng et al. (2006) ve skupiné pacienti oSetfenych standardni alergenovou
imunoterapii tendenci k nizsi prevalenci sezonniho bronchialniho astmatu. Tento vliv

vSak na rozdil od studie Jacobsena et al. (2007) neby] statisticky vyznamny (P = 0,08).
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Preventivni vliv na novou senzitizaci prokazali také De-Roches et al. (1999)
a Panjo et al. (2001) pfi vakcinaci déti extraktem Dermatophagoides pteronyssinus.
Jen spravna indikace a v€asné zahajeni SIT zvySuje preventivni U€¢inek 1é¢by se

snahou zabranit progresi onemocnéni a vzniku komplikaci.

1.10.2 Standardizace a nomenklatura alergent.

Standardizace alergeni — ma zabezpeCit definovanou kvalitu a G¢innost
alergentl, udrzeni konzistence mezi jednotlivymi vyrobnimi Sarzemi a tudiz zajistit
stabilitu vysledného produktu.

PIn¢ standardizovany alergenovy extrakt ma piesné definované slozeni
jednotlivych komponent a mé stanovenou biologickou u¢innost.

Stanoveni potence alergenové vakciny v biologickych jednotkach se provadi in
vivo méfenim kozni reakce u skupiny lidskych dobrovolnikii vysoce reagujicich na
dany alergen, a in vitro — schopnosti alergenové vakciny inhibovat vazebnou kapacitu
specifickych IgE protilatek.Velmi zde =zalezi na charakteristice pouzitych sér
alergickych osob a na alergenové vakcing€ pouzité vyrobcem jako referen¢ni standard.

Standardizace je také dana vyjadfenim mnozstvi hlavniho alergenu ve
hmotnostnich jednotkach (ug/ml).

Alergenovy extrakt je vzdy smési rtznych komponent s riznou mirou
alergenicity.Jeho obsahem mulzZe byt jeden nebo vice tzv.hlavnich alergent. Jako
hlavni alergen oznacujeme alergen, na ktery reaguje tvorbou specifické IgE protilatky
vice jak 50 % jedincu precitlivélych na dany alergenovy druh. Standardizovany
alergenovy extrakt by mél obsahovat nadpolovicni mnozstvi téchto hlavnich
alergeni.Jen takové alergenové extrakty maji byt pouzivany k diagnostice
a imunoterapii.

Nejvétsim  problémem  souCasnosti  je  nejednotnost  vyrobnich

1 standardiza¢nich postupti.
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1.10.3 Nomenklatura alergenti.

Soucasné znaceni alergenti : prvni tfi pismena rodu, mezera, prvni pismeno
druhu, mezera, arabska cislice, vyjadiujici pofadi, kdy bylo dosaZeno purifikace

(potadi stanoveni alergenu). Napi. Bet v 1 (Betula verrucosa — alergen biizy).

1.10.4 Mechanismy uéinku SIT.

Mechanismy ucinku alergenové imunoterapie nejsou dosud zcela objasnény.Je
vSak jisté, Ze se jedna o komplexni proces ovlivnény mnoha faktory — typem alergenu,
cestou jeho podani pouzitym adjuvans, davkou a trvanim SIT. Velmi diilezitou roli ma
1 samotny pacient — jeho genetickd dispozice, typ alergického onemocnéni, expozice
alergenii v prostiedi, ve kterém se pacient vyskytuje -jak z hlediska profesionalni
expozice v pracovnim procesu, tak v prostiedi domacim.

Zakladnim ptedpokladem je zasah do rovnovdhy Thl a Th2 lymfocytu.
U alergikti prevladd smér aktivace pies Th2 lymfocyty, doprovazeny sekreci cytokinti
IL-4, IL-5, IL-13, naslednou stimulaci tvorby IgE a aktivaci mastocytd, bazofili
a hlavné eozinofila ( zfejme inhibici jejich apoptozy ).

SIT napoméha vyrovnat tuto dysbalanci, posiluje odpovéd Thl,s produkci
napt. IL-2, IFN gama, a stimuluje tvorbu IgG. Redukuje hladiny IL-3,IL-4, IL-5 a IL-
13, ¢imZ dochazi ke sniZeni aktivace mastocytl a eosinofili.Stoupa hladina IFN-gama,
TNF, IL-10, IL-12 a IL-8. Vede také k poklesu hladiny faktor uvoliujicich histamin
(HRF) a snizuje expresi receptorti Fc epsilon RI.DalSim faktem je i sniZzeni exprese
adhezivnich molekul VCAM-1, ICAM-1 a pokles ECP (Kimura et al. 1985, Van Ree
et al. 1997, Akoum et al. 1996, Akdis et al. 1998, Bellinghause et al. 1997).

Vysledkem vSech téchto procesi je snizeni produkce medidtorii, zmenseni
intenzity alergického zé&nétu, snizend bronchidlni hyperreaktivita a omezeni
tkanového poskozeni. SIT také inhibuje pozdni fazi alergické reakce (eozinofilni
Zanct).

Zmény v oblasti bunécné které vznikaji ptisobenim SIT, ovliviiuji i produkci

faktord humoralnich.
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Zmény hladin cirkulujicich alergen — specifickych IgE protilatek  jsou
nejvyznamnéjSim ovlivnénym faktorem. V pocatku podavani SIT jejich hladina
stoupd, po n¢kolika mésicich dochazi k jejich poklesu.

Od pocatku SIT dochazi také k postupnému snizovani uvoliiovani histaminu
bazofily po expozici alergenu.

Uloha IgG protilatek neni jesté dostateén& ziejma. Pii SIT dochazi k vzestupu
hladiny alergen — specifickych IgG- protilatek ( pfedev§im IgG1 a IgG4 ) (Ahlstedt &
Eriksson 1977, Devey et al. 1976, Aalberse et al. 1983, Gehlhar et al. 1999).0znacuji
se jako alergen — blokujici protilatky.

SIT méa také ptimy vliv na efektorové buiky. Po provokaci alergenem bylo
prokdzano snizeni poctu tkdnovych mastocyti a eozinofill, a tim i sniZeni mnoZstvi
uvolnovanych medidtori ( histaminu, prostaglandint a leukotrientl ).

Pisobenim SIT na efektorové buiniky zanétu dochéazi i k potlaceni klinickych

symptomu alergické reakce.

V prubehu pylové sezony zjistujeme obvykle inhibici sezonniho nartistu specifickych
IgE protilatek.Pylova SIT inhibuje sezonni zvySenou bronchidlni reaktivitu na
histamin a koncentraci eozinofill a eozinofilniho kationického proteinu
v bronchoaleveolarni lavazi v obdobi pylové sezony.

Indikace a kontraindikace SIT.

SIT je 1écba ekonomicky 1 Casové narofna, je doprovdzena uréitym rizikem
nezadoucich reakci. Jeji podavani a indikace patii vyhradn€ do rukou alergologa.
Jejimi hlavnimi indikace jsou t.¢. alergickéd rhinokonjunctivitida,priduskové asthma
s precitlivélosti I.imunologického typu a s prokazanou souvislosti s aeroalergeny,

a alergie na jed blanoktidlého hmyzu s tézkymi celkovymi projevy.

1. 10. 5 Indikace SIT:

1. pfitomnost klinickych projevll alergického onemocnéni ve stadiu bez
komplikaci a ireverzibilnich zmén
2. potvrzeni precitlivélosti I.imunologického typu na konkrétni alergen pomoci

koznich testll a/nebo vySetienim specifickych IgE protilatek
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1. 10.

alergen se v rozhodujici mitfe podili na klinickych potizich, pacient je alergicky
na jeden, maximalné n¢kolik malo alergenti

alergen neni mozno G¢inn¢ eliminovat z prostiedi pacienta

. je k dispozici kvalitni alergenova vakcina pro SIT, tj. Vakcina standardizovana

nebo vakcina se spolehliveé prokazanou a literarné dokumentovanou ucinnosti.
nejsou pfitomny zdravotni kontraindikace 1écby

pacient pfijme zéasady a rizika podavani SIT, musi byt ptfedpoklad dobré,
dlouhodobé spoluprace pacient — alergolog.

pacient musi byt seznamen a souhlasit s ekonomickou zatézi souvisejici

s dlouhodobym podavanim SIT

6 Kontraindikace SIT:

Kontraindikace jsou spiSe relativni, je nutno postupovat individudln¢ a zvazit

pfinos a riziko.Gravidita neni kontraindikaci v pokracovani zavedené SIT, ale obecné

plati, ze v gravidité SIT nezahajujeme.

Relativni kontraindikace SIT:

1.

2
3.
4

9]

klinicky zdvazné imunopatologické stavy jiné nez atopie

maligni onemocnéni

lécba beta-blokatory, jak injekénimi, peroralnimi, tak topickymi(napf. ocni
kapky)

nedostate¢na spoluprace pacienta

tézka forma bronchidlniho astmatu, nedostatecné pod kontrolou, Spatné
farmakologicky zvladnutelnd, ev. ireverzibilni obstrukce dychacich
cest.Vyjimkou je piecitlivélost na hmyzi jed.

zavazné kardiovaskularni choroby, které zvySuji riziko nezaddoucich reakci po
podani adrenalinu.Vyjimkou je opét precitlivélost na hmyzi jed.

zavazné te€zké celkové onemocnéni (napf. rendlni, hepatalni, endokrinni), pfi
kterém by SIT predstavovala neadekvatni zatéz a je predpoklad obtizného

zvladnuti nezadouci reakce
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9. ve€kova kritéria — déti pod 5 let véku a dospéli nad 60 let véku. Vyjimkou je

opét precitlivélost na hmyzi jed.

U alergii na hmyzi bodnuti je nutno postupovat ptisn¢ idividudlné — srovnat miru

rizika SIT s mirou rizika systémové reakce u pacienta pii bodnuti hmyzem.

1. 10. 7 Vybér pacientl vhodnych pro SIT

SIT ma za tkol preventivné ovliviiovat reaktivitu pacienta ve smyslu zabranit
progresi alergického onemocnéni, minimalizovat rizika dal$iho zhorSovani zédkladniho
onemocnéni a minimalizovat rizika dalsi senzibilizace.

Je nutné ji zah4jit co nejdiive, v Casné fazi alergického onemocnéni.

Pro SIT jsou vhodni zvlasté pacienti a piecitlivélosti na aeroalergeny, které
nemohou byt dostatecné ucinn¢ eliminovany.Pfedevsim jsou to nemocni s alergickou
rhinitidou, at’ uz sezonni nebo perzistujici.

U pylovych rym byva problém s polyvalentni piecitlivélosti. U¢innost SIT
klesa s §ifi polyvalentnosti.

Vétsi ucinnost a efektivita je u osob mladsiho véku.

1.10.8 Soucasné cesty aplikace SIT.

1. Subkutdnni: dosud nejlépe dokumentovana Uc¢innost subkutinni formy,
k dispozici je nejvétsi pocet studii (Walker et al. 2001, Crimi et al. 2004, Frew
et al. 2006, Roberts et al. 2006, Powell et al. 2007). Nevyhodou jsou nékdy
znacn¢ zkreslené zavéry.Je to dano nejednotnosti v pouzitych alergenech,
nejednotnosti ve srovnavanych parametrech, Pies tyto potize a n¢kdy i urcité
rozpory v publikovanych datech je jednozna¢na ucinnost SIT prokazana
v lécbe alergické rymy, véetné ocnich symptomu, a v 1é¢bé bronchialniho
astmatu alergického typu ( jak u déti, tak dospélych) s precitlivélosti na
alergeny pylové, roztoCové, zvifeci. Nékteré studie poukazuji na zavislost
klinického efektu na davce alergenu. Je prokazan dlouhodoby efekt SIT i po

jejim skonceni, ktery vede ke snizeni rizika rozvoje astmatickych potizi
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u pacientli s alergickou rymou. Podle nékterych literarnich udaji je SIT
klinicky tolerovana u vice jak 90 % pacientd s hypersenzitivitou k jedu
bodavého hmyzu a pouze u 30 — 50 % u pacientd s alergickou rymou
(Creticos1997, Tankersley et al. 2002, Mellerup et al. 2000, Winther et al.
2000). S ohledem na vyssi uspésnost SIT v indukci tolerance k jedu bodavého
hmyzu ve srovnani s indukci tolerance k aeroalergentim bylo zjiSténo, ze
imunizace prostfednictvim SIT vede k mohutné imunitni odpovédi na
systémové urovni, zatimco imunitni odpovéd’ na urovni sliznic je obecné velmi
slaba (Czerkinsky et al. 1999, Horner & Raz 2000, Horner et al. 2001). Nouri-
Aria et al. (2004) vSak ukazali, ze pti SIT dochazi k indukci mukosalni a

periferni IL-10 odpovédi a k bolokovani aktivity IgG protilatek.

Sublingualni specifickd alergenova imunoterapie — SLIT:

V poslednich letech celosvétové velmi rozSifena, jde o neinjekéni formu
aplikace, alergen je podavan v podobé& subligualnich kapek.

V pocatcich velmi maélo zdokumentovana ucinnost této formy podéavani
alergenové imunoterapie, prvni studie se opiraly pouze o subjektivni
hodnoceni, velmi casto pomoci tzv. symptom-skore ptiznakli, moznosti
redukce dosavadni 1écby farmakologické a dotaznikli tykajicich se hodnoceni
kvality zivota pacientll. Pied 4 lety se objevily vysledky rozsédhl¢ metaanalyzy
tykajici se u¢inku SLIT na alergickou rymu. Tato metaanalyza hodnoti SLIT
jako ucinnou a bezpecnou. Od té doby nariista pocet praci, které hodnoti
ucinnost SLIT s pouzitim riiznych alergenti (Durham et al. 2006, Dahl et al.
20064, b, Penagos et al. 2006).

Posledni dva roky se objevuji  prvni hodnoceni tykajici se pouziti
sublingualnich tablet. Tato forma podavani se jevi jako velmi
perspektivni, GRAZAX byl studovan v ramci rozsédhlého klinického programu
jako dals$i moznost specifické imunoterapie.Koncem zatri 2006 byl GRAZAX
uveden simultanné ve 27 zemich

ORALAIR obsahuje extrakt z péti trav — srha lalo¢nata (Dactylis glomerata),
tomka vonnd (Anthoxanthum odoratum), jilek vytrvaly (Lolium perenne),

lipnice luéni (Poa pratensis) a bojinek luéni (Phleum pratense). Je dostupny
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v koncentracich 100 a 300 IR. Je urcen pro 1éCbu alergické rymy
a rinokonjunktivitidy s prikazem alergie na pyly trav u dospélych a déti
starSich péti let s klinicky relevantnimi symptomy a potvrzené pozitivnim

koznim testem a/nebo pozitivnim titrem IgE specifickym pro pyly trav.
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2 Metodika

2.1 Vybér pacientu

Do studie byli vybrani pacienti obou pohlavi s prokazanou sezonni alergickou
rhinitidou. U pacientd zafazenych do studie byla stanovena na zacatku studie hladina
celkovych IgE protilatek a byl vyhodnocen jejich klinicky stav. V prabéhu sledovani
byly pravidelné hodnoceny zmény ve zdravotnim stavu pacienta a v zavislosti na nich
doporucovana dalsi klinicka 1écba. Pfed zapocetim aplikace vakciny a nasledné jednou

ro¢n¢ bylo vyhodnoceno symptomskore a to dle nasledujiciho schématu.

Symptomskore Klinicky obraz pacienta

0 Pacient zcela bez klinickych ptiznakii, neni nutna dalsi
terapie.

1 Pacient pouze s mirnymi klinickymi pfiznaky bez nutnosti
dalsi terapie.

2 Pacient s mirnymi klinickymi ptiznaky onemocnéni s nutnosti
monokomponentni terapie.

3 Pacient se stiedn¢ tézkymi ptiznaky onemocnéni s nutnosti
kombinované terapie

4 Pacient s t¢Zkymi ptfiznaky onemocnéni s nutnosti 1écby
nepotnimi kortikosteroidy.

2.2 Pouzité vakciny

Vybrani pacienti byli rozdéleni do dvou skupin. Pacientim prvni skupiny byla
aplikovana vakcina Phostal, pacientim druhé skupiny vakcina spolec¢nosti

Sevapharma.
Phostal

Jde o extractum allergeni purificatum adsorptum ad calcii phosphas

v koncentraci 0,01, 0,1, 1, 10 IR/ml (standardizované alergeny). Drzitelem
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registraéniho rozhodnuti v Ceské republice je spole¢nost Stallergenes S.A. se sidlem
Rue Alexis de Toqueville, F-92160 Antony, Francie. LéCivy pfipravek je registrovan
pod registracnim cislem /9759/039-C.

IR (Index reaktivity): Alergenovy extrakt ma hodnotu 100 IR/ml, jestlize pii
koznim testu provedeném pomoci Stallerpointu u 30 pokusnych osob
senzibilizovanych vic¢i danému alergenu vyvold vznik pupenu o priméru 7 mm
(geometricky primér). Kozni reaktivita u téchto subjekti se nezdvisle ovéiuje mirou
jejich pozitivni odpovédi na prick test provedeny kodeinfostatem (9%).

Individualni extrakty obsahuji pyly néasledujicich trav - bojinek lucni (Phleum
pratense), jilek vytrvaly (Lolium perenne), lipnice lucni (Poa pratensis), srha lalo¢nata
(Dactylis glomerata), tomka vonna (Anthoxanthum odoratum), troskut prstnaty

(Cynodon dactylon), zito seté (Secale cereale)

H-AL depot. Injekéni suspenze
Jde o nestandardizovany formolizovany extrakt smési pylt pro specifickou
alergenovou imunoterapii. Tato smées obsahuje pyl nasledujicich druhti trav - Agrostis
sp. (psinecek), Alopecurus pratensis (psarka lu¢ni), Anthoxanthum odoratum (tomka
vonnd), Apera spica venti (chundelka metlice), Arrhenatherum elatius (ovsik
vyvyseny), Avenastrum sp. (ovsit), Dactylis glomerata (srha tiznacka), Festuca sp.
(kosttava), Holcus lanatus (medynék vlnaty), Lolium sp. (jilek), Phleum pratense
(bojinek luéni), Plantago lanceolata (jitrocel kopinaty), Poa pratensis (lipnice lu¢ni),
Secale cereale (zito seté), Trisetum flavescens (trojstét zlutavy).
Formolizované extrakty jsou precipitovany chloridem zine¢natym
a taninem. Jako nosi¢ je pouZzit hydroxid hlinity a jako protimikrobni konzervacéni
latka fenol. Redicim roztokem je Sérenseniiv roztok. PouZity piipravek obsahuje dale
nasledujici pomocné latky - chlorid sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid zinec¢naty, tanin, fenol (max. 5,0 mg/ml),
formaldehyd (max. 0,2 mg/ml), hydroxid hlinity (max. 1,25 mg/ml), polysorbat 80

a voda na injekci.

Obsah Iéc¢ivych latek se udava v jednotkach proteinového dusiku (PNU).
1 PNU = 0,00001 mg proteinového dusiku v 1 ml alergenu.
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Drzitelem rozhodnuti o registraci pouzitého lé¢ivého piipravku je SEVAPHARMA

a.s., se sidlem v Praze 10, Primyslové 1472/11.

2.3 Aplika€éni schéma

Phostal

Ptipravek byl aplikovan hluboko podkoZzné&, v postupné se zvySujicich davkach az do

maximalni tolerované davky dle nasledujiciho schématu:

Den Injekce Lahvicka Objem | Frekvence aplikaci

(ml)

0 1 0,01 IR/ml 0,1

7 2 0,2 1 injekce tydné

14 3 0,4

21 4 0,8

28 6 0,1 IR/ml 0,2

35 7 0,4 1 injekce tydné

42 8 0,8

49

49 10 1 IR/ml 0,2

56 11 0,4 1 injekce tydné

63 12 0,8

70 14 0,2

77 15 10 IR/ml 0,4

84 16 0,8 1 injekce tydné

V ramci udrZovaci 1é¢by byla vakcina s obsahem tuc¢innych latek 10 IR/ml
aplikovana pacientim jednou mesi¢né a to individualné podle klinickych ptiznakt
onemocnéni. Obvykle byla aplikovana davka 0,8 ml pfed zapocetim pylové sezony

a 0,1 ml v priibéhu pylové sezony..

H-AL depot. Injekéni suspenze
Aplikace vakciny probihala u vSech pacientli podle doporuceni vyrobce
uvedeného v souhrnu udajt o ptipravku. Postupné bylo pacientim aplikovano 0,2 - 0,4

- 0,8 ml vakciny 1x za 14 dni. Lécba byla vzdy zahdjena aplikaci 0,8 ml vakciny
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s koncentraci 250 PNU, nésledovala aplikace vakciny s koncentraci 2 500 PNU
v davkéch 0,2ml, 0,4 ml a 0,8 ml jednou za 14 dni. Jako udrZovaci byla vyfiltrovana
vakcina s koncentraci 25 000 PNU. Tato byla zpoc¢atku aplikovana v davkach 0,2ml,
0,4 ml a 0,8 ml jednou za 14 dni, nasledn¢ pak v intervalech jednou za mésic.
V obdobi pied zaCatkem pylové sezony byla vakcina této koncentrace aplikovéana

v davce 0,8 ml, v pribehu pylové sezony v davce 0,1 ml.

2.4 Odbér a zpracovani vzorku

Vsem pacientim zafazenym do studie bylo ptfed kazdou aplikaci vakciny
odebrano venepunkci 2 x 8 ml nesrazlivé krve, ktera byla bezprostfedn¢ po odbéru
a fadném oznaceni odesldna do laboratote. Kazdy odebrany vzorek byl oznacen
jménem pacienta a poradovym c¢islem odbéru. V laboratofi byly vzorky zamrazeny a
pred zpracovanim udrzovany pii teploté — 80 °C.

U pacientii, kterym byla aplikovana vakcina Phostal, byly sledovany hladiny
IgG4 protilatek u odbért ¢islo 1 — 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52,
55, 58, 61, 64, 67, 70, 73 a 76. V zavislosti na ukonceni terapie mohl byt posledni
odbér individudlné posunut mimo uvedené schéma.

U pacientd, kterym byla aplikovana H-AL depot. injekéni suspenze, byly
sledovany hladiny IgG4 protilatek s odbéri ¢islo 1 — 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31,
34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55, 58, 61, 64 a 67. V zavislosti na ukonceni terapie mohl

byt posledni odbér individualné posunut mimo uvedené schéma.

2.5 Priprava rekombinantnich antigenu

Molekularné biologicka metoda pro pfipravu rekombinantnich antigenii byla
vypracovana na ustavu imunologie Lékarské fakulty UP v letech 1998 az 2004
a sumarng byla prezentovana napiiklad v ramci dozertacni prace (Hradilova 2003).

Metoda je zalozena ma izolaci pfislusné genové sekvence zjaderné¢ho

materidlu pylovych zrn jilku a bojinku. S vyuZitim plazmidové technologie byly tyto
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sekvence pieneseny do produkénich kment Escherichia coli, které se tak staly
producentem pozadovanych alergenti. Pro purifikaci takto pfipravenych
rekombinantnich alergend bylo pouzito metalochelatacni techniky: genova sekvence
byly pfi plazmidovych manipulacich obohacena o Sest termialnich histidind (HisTag
technika). Pfi findlni purifikaci proteinu bylo vyuzito skuteCnosti, ze histidin ma
vysokou afinitu k niklovym iontim a tvofi snimi nerozpustny metolochelatacni
komplex. Pokud jsou tedy niklové ionty navazdny na agarfozu v koloné, pak
pozadovana molekula zlistava zakotvena v agardze. Kolonou projde balastni material
a zadand molekula je uvolnéna az nasledné, zménou iontovych sil promyvaciho
roztoku. V predkladané praci je uvadén postup pocinajici kultivaci jiz pfipravenych
produkénich kment E. coli. Postupem uvdenym déle byly pfipraveny rekombinantni

alergeny Phl p 5.

Kultivace biomasy E.coli

1. Zamrazend kultura E.coli BL21 DE3 nesouci plasmid pET28 s vloZzenym
genem alergenu PhlpV byla pomnozena v 250 ml LB media s kanamycinem
pres noc na temperované tiepacce (37°C, 175 RPM)

2. Touto startovaci kulturou byly inokulovany 4 1 stejného média a za stejnych
podminek kultivovany do dosazeni O.D.g00=0,6. Nasledn¢ byla indukovana
exprese proteinu pomoci 1 mM isopropyl-pf-D-thiogalactosidu. Po indukci
byly bakterie kultivovany dalsi 4 hodiny.

3. Biomasa byla ziskéna centrifugaci 10 min pti 7000 rpm.

Izolace rekombinantniho proteinu
1. Bakterialni peleta byla suspendovana v denaturaénim lyzaénim pufru
obsahujicim 8 M ureu, pH =8 a sonikovana 10 x 10 sekund
2. Nerozpustné slozky lyzatu byly odstranény centrifugaci 15 min pii 10.000
RPM
3. Klyzatu byla pridana Ni-NTA agaréza v mnozstvi 1 ml suspenze v 25%
etanolu (1:1) na 8 ml lyzatu a smés byla za stdlého michani inkubovéna

1 hodinu pti pokojové teplote.
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Lyzat s agar6zou byl aplikovan na chromatografickou kolonu, kde mobilni faze

protekla a na frit¢ zastal zachycen gel s navdzanymi proteiny

. Usazeny gel byl promyt denaturacnim pufrem o pH=6,3 a nasledné jesté

jednou pufrem o pH=5,9, mnozstvi promyvacich frakci se rovnalo mnozstvi
lyzatu.

Cilovy protein byl z kolony eluovan denatura¢nim pufrem o pH=4,9

Eluéni frakce byly analyzovany pomoci SDS PAGE a frakce s nejvyssi

Cistotou proteinu byly pouzity k denaturaci

Renaturace rekombinantniho proteinu

1.

2.

Elu¢ni frakce byly dialyzovany do renatura¢niho pufru (50 mM Tris, 9 %
NaCl, 0,5 M arginin, pH=7,5). Dialyza probihala po dobu 16 hodin ve 250
nasobném objemu za stdlého michéni.

Dialyzat byl centrifugovan 10 min, 10.000 rpm, 4°C a supernatant byl opét
dialyzou pieveden do uchovavaciho pufru (50 mM Tris, 9% NaCl, pH=7.5).

Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci komeréné dostupné sady.

2.6 Stanoveni lgG4 protilatek

ELISA
1.

Navazani antigenu — rekombinantni protein PhlpV byl nafedén
v karbonéat/bikarbonatovém pufru na koncentraci 2 pg/ml. Do 96 jamkové
desticky bylo do kazdé jamky nepipetovano 100 ul roztoku a desky byly
inkubovany ptes noc pii pokojové teplote

Desky byly promyty 3x v PBS s 0,05 % Tweenem 20

. Blokovani bylo provedeno pomoci 5% mléka v 1x PBS s 0,05 % Tweenem 20

po dobu dvou hodin pfi laboratorni teploté. Na jednu jamku bylo pouzito 300
ul roztoku.

Desky byly znovu promyty 2x v PBS s Tweenem 20

. Byly aplikovany pacientska séra v fedéni 1:100 v PBS s Tweenem a 0,05%

NaNsz a mnozstvi 100 pl na jamku. Kazdy vzorek byl nanesen v dubletu. Desky
byly inkubovany pii pokojové teploté ptes noc.
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6. Desky byly promyty 3x v PBS s Tweenem

7. Byla ptfidana sekundarni protilatka anti-IgG4 HRP konjugéat v fedéni 1:1000
v PBS s Tweenem v mnozstvi 100 pl na jamku a desky byly inkubovany pfi
pokojové teploté 3 hodiny

8. Ptiprava chromogenniho substratu — 1 OPD tableta byla rozpusténa v 20 ml
OPD pufru s 20 uL 30 % H,0O,. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl substratu

9. Po zbarveni byla reakce zastavena 100 pl 0,4M H,SO4 a byla zméfena

absorbance jednotlivych jamek.

2.7 Prick test

Prick test byl proveden u kazdého pacienta zarazenéh do studie pied zapocetim
specifické alergenové imunoterapie a po jejim skonceni. K provedeni testu byla
pouzita standardné dodavana diagnostickd sada ALYOSTAL spolecnosti Stallergenes
pro jilek s koncentraci alergenu 100 IR/ml, pro bojinek s koncentraci rovnéz 100
IR/ml. Dale byla jako pozitivni kontrola pouzita komeréné dodavana soucast setu
s obsahem histamindihydrogenchloridu sodného, NaCl, NaHCO3, glycerolu a vody
pro injekci. Jako negativni kontrola byla pouzita rovnéz komeréné dodavana soucast
setu s obsahem NaCl, fenolu (12 mg/3ml), glycerolu, manitolu a vody pro injekce.

Postup provedeni prick testu byl u vSech pacientd jednotny. Po dezinfekci
pokozky ptedlokti 70% roztokem ethanolu byla na k0Zi nanesena kapka kazdého
z testovanych alergenti, kapka pozitivni kontroly a kapka negativni kontroly. Kazda
aplikovana kapka byla fadné oznacena fixou. Nasledn€ byl sterilni lancetou poruSen
povrch ktize tak, aby doSlo k priniku alergenu do podkozi. Vznikld ranka nesméla
nikdy krvacet. Po 2 minutach plsobeni byly jednotlivé testované kapky setfeny. Po
dalSich 20 minutach byl odecitan vysledek jako velikost pupenu vyvyseného nad

povrch kiize v milimetrech.

2.8 Metody statistického hodnoceni dat

Pro statistické zhodnoceni byly pouzity metody analyzy variance
a neparametricky parovy t-test.
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3 Vysledky

Do studie bylo zatfazeno celkem 27 pacientd, ztoho 13 muzl a 14 Zzen.
Primérny vék muzl v dob¢ zatazeni do studie byl 27,73 + 5,02 roku, praimérny vék

zen v dobé zatazeni do studie byl 32,00 + 9,54 roku.

Patnacti pacientim (7 muzl ve véku 20 — 33 let, prumérny vék 25,80 + 5,36
roku, a 8 zen ve véku 22 — 56 let, primérny veék 34,20 £+ 13,20 roku) byla aplikovana
v souladu s aplika¢nim schématem vakcina Phostal. Dvanacti pacientim (6 muzi ve
veku 22 — 35 let, primérny vék 29,33 £ 4,55 roku, a 6 zen ve véku od 24 do 41 let,
primérny veék 31,00 + 7,62 roku) byla aplikovana v souladu s aplikacnim schématem
vakcina H-AL depot spolecnosti Sevapharma..

U vSech pacientll zatazenych do studie byly pii zafazeni do studie provedeny
kozni testy a byla stanovena hladina celkovych a specifickych IgE protilatek (viz
tabulka 2).

Tab. 2: Vysledky koZnich testli a stanoveni celkovych a specifickych IgE protilatek u

pacientl zatazenych do studie.

Charakteristika Phostal H-AL
5 Jilek 9,78 £ 3,70 12,64 + 4,81
KozZni testy (mm) >

Bojinek 12,33 + 3,67 10,79 £+ 3,09
Celkové IgE (IU/ml) 256,22 + 158,59 397,11 £ 354,06

Jilek 35,154 £ 28,51 39,040 + 35,3

Specifické IgE (IU/ml)

Bojinek 34,125 + 28,66 38,264 + 35,85

U pacientt, ktefi

dokongéili

celou

1é¢bu

specifickou alergenovou

imununoterapii, byly stanoveny hodnoty celkovych IgE protilatek a specifickych IgE

protilatek po ukonceni 1écby. Tyto vysledky ukazuje tabulka 3.

57




Tab. 3: Hodnoty celkovych IgE protilatek a specifickych IgE protilatek po ukonceni

1écby.
Charakteristika Phostal H-AL
Celkové IgE (IU/ml) 238,52 + 189,65 171,31 £ 163,60
Jilek 14,653 + 14,91 22,947 + 34 .41
Specifické IgE (IU/ml)
Bojinek 17,615+ 13,91 20,825 + 34,01

U pacientii 1éCenych vakcinou Phostal byla hladina specifickych IgE protilatek
proti bojinku na zacatku 1écby 34,125 + 28,66 (n = 15), na konci 1é€by 17,615 + 13,91
(n =15) (F = 4,265, P < 0,05). Hladina specifickych IgE protilatek proti jilku byla u
pacientli 1écenych vakcinou Phostal na zacatku lécby 35,154 + 28,51 (n = 15), po
ukonceni 1écby 14,653 £ 14,91 (n = 15) (F = 1,085, P > 0,05).

U pacientll lécenych vakcinou H-AL depot spoleCnosti Sevapharma byla
hladina specifickych IgE protilatek proti bojinku na zacatku 1écby 38,264 + 35,85 (n =
12), po ukonceni lécby 20,825 + 34,01 (n = 12) (F = 1,111, P >> 0,05). Hladina
specifickych IgE protilatek proti jilku byla u pacientii 1é€enych vakcinou H-AL depot
spolecnosti Sevapharma na zacatku 1écby 39,040 + 35,3 (n = 12), po skonceni 1écby
22,947 £34,41 (n=12) (F = 1,052, P >> 0,05).

V priibéhu 1é¢by nedoslo ke zménam v hladindch celkovych IgE protilatek

u zadné ze sledovanych dvou skupin pacientd.

V tabulce 4 a 5 jsou sumarizovany vysledky stanoveni hladiny IgG4 protilatek
u pacienti oSetfenych vakcinou Phostal. Hladina IgG4 protilatek byla stanovovana
jako vyvoj absorbance jednotlivych vzorkl pii vinové délce 292 nm. Na obrazku 1 je
nasledné graficky zndzornén vyvoj trendu prumérné hodnoty hladiny IgG4 protilatek
v prubehu titrace vakcinacni davky. Na obrazku 2 je zndzornén vyvoj protilatkové
odpovédi v pravidelnych mésicnich intervalech po dosazeni udrzovaci davky vakciny.

Na pocatku vakcinace byla po prvni aplikované davce zjiSténa hladina

protilatkové odpoveédi IgG4 219,60 + 79,07. Na konci titrace vakcinacni davky
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dosahla protilatkova IgG4 odezva hodnoty 972,23 + 82,56 (viz téz obrazek 3).
V priibéhu titrace vakcinaéni davky doslo k signifikantnimu zvySeni protilatkové
odpovédi (t=23,738, P <0,001).

V dal$im prubéhu 1€¢by bylo pozorovano mirné kolisani v hlading protilatkové
odezvy. Jak je patrné z obrazku bylo toto kolisani hladin nejvyraznéjsi v prvnim roce
odpovédi mirnéjsi a jejich frekvence s zkracovala.

Celkov¢ vysledky naznacuji, Ze v priméru nedochazelo k signifikantni zméné

v hladin€ IgG4 odpovédi pii aplikaci udrZzovaciho schématu vakcinace.

Phostal - vyvoj IgG4 protilatek ve startovaci fazi vakcinace y = 149,142 1121
R®=0,8048

1200,00

1000,00 —

800,00 —

600,00 —

400,00 —_—

200,00 T —
0,00 . . . . . . . . . . . .

1.den 7. den 14. 21. 28. 35. 42. 49. 56. 63. 70. 77. 84.
den den den den den den den den den den den

Obr. 1: Trend vyvoje hladiny IgG4 protilatek u pacientli oSetfenych vakcinou Phostal
pfi titraci vakcinacni davky.
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Obr. 2: Trend vyvoje hladiny IgG4 protilatek u pacientl oSettenych vakcinou Phostal
po dosaZeni udrzovaci davky

Phostal -1lgG4 1. a 84. den lécby
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Obr. 3: Hladina IgG4 protilatkové odpovédi na pocatku a na konci titrace vakcinacni

davky.
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Tab.4: Hladiny IgG4 protilatek u pacientil oSetienych vakcinou Phostal v pribéhu
titrace vakcina¢ni davky. Hladina IgG4 protilatek byla stanovovédna jako absorbance
pii vinové délce 292 nm.

Den terapie abzgt?'rl;‘:r:::.: Sgdzngzt?lm Smérodatna odchylka
1.den 219,60 79,07324814
7. den 202,20 70,37699502
14. den 223,63 75,11430971

21.den 226,77 75,13793665
28. den 266,73 84,67245012
35. den 262,03 86,20148049
42. den 268,13 83,42157709
49. den 277,13 60,41448108
56. den 318,57 61,48718411
63. den 376,30 64,48222346
70. den 485,77 75,78184542
77. den 732,37 97,03542554
84.den 972,23 82,55514751
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Tab.5: Hladiny 1gG4 protilatek u pacientii oSetfenych vakcinou Phostal pfi udrzovaci
1é¢bé. Hladina 1gG4 protilatek byla stanovovana jako absorbance pii vinové délce 292
nm.

Mésic tervapit’a Priimérna hodnota . .
po u.kc.mcenl absorbance pfi 292 nm Smérodatna odchylka
iniciace
Unor 1042,13 93,06861268
bfezen 1005,80 67,96422378
duben 1067,10 87,12474636
kvéten 1038,33 87,20433039
cerven 932,33 96,25536472
cervenec 752,20 90,03507253
srpen 675,07 75,66299026
zari 700,93 77,95508475
fijen 668,93 78,25413423
listopad 799,63 71,41990185
prosinec 851,03 45,95512822
leden 878,87 84,1750868
Gnor 874,97 76,68196535
brezen 935,43 76,37638628
duben 1037,57 90,94383405
kvéten 969,87 89,6796813
¢erven 921,80 73,24928084
cervenec 878,60 87,78834124
srpen 834,07 75,60254783
Zari 809,43 51,27338027
fijen 822,70 94,10419757
listopad 835,77 88,21075952
prosinec 915,50 72,9454297
leden 993,22 91,47808637
Gnor 885,77 43,47941494
bfezen 837,30 70,50653465
duben 803,40 69,78594824
kvéten 761,70 58,1066753
éerven 862,87 45,10284544
cervenec 957,10 63,87744963
srpen 1022,67 83,76767759
zari 1002,40 81,74157886
fijen 935,33 57,85501172
listopad 871,47 49,78255097
prosinec 878,77 53,26479227
leden 848,33 50,34972928
Unor 867,87 76,31126735
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Vysledky u pacientl osetfenych vakcinou H-AL depot spolecnosti Sevapharma je
stejnym zplisobem shrnut na obrazku 4, 5 a v tabulce 6, 8.

Z tabulky 6 a obrazku 4 je patrné, Ze v pribéhu inicidlni faze vakcinacniho
schématu pouzitou vakcinou H-AL depot. se hladina protiladtkové IgG4 odpovédi vyrazné
nemeénila. Po prvni aplikované davce byla zjiSténa hladina IgG4 odpovédi 239,17
+ 133,770722, po ukonceni inicidlniho vakcina¢niho schématu, tj. 84. den po zacatku
vakcinace, 302,46 +219,0666626. Tyto zjiSténé hladiny se statisticky vyznamné neliSily.

V priibéhu udrzovaci 1é¢by byl zaznamenan postupny mirny nartist hladiny IgG4

odpovédi (viz tabulka 8 a obrazek 5). Z;jistény nartst vSak nebyl statisticky vyznamny.

Sevapharma - 1gG4 iniciace vakcinace

350,00
300,00
250,00 —
200,00 —
150,00 —
100,00 —
50,00 —
0,00

250 PNU | 2500 PNU | 2 500 PNU | 2 500 PNU |25 000 PNU |25 000 PNU |25 000 PNU
0,8 ml 0,2 ml 0,6 mi 0,8 mi 0,2 mi 0,6 mi 0,8 ml

1. den 14. den 28. den 42. den 56. den 70. den 84. den

Obr. 4: Trend vyvoj protilatkové IgG4 odpovédi u pacientli 1é¢enych vakcinou H-AL
depot. v pribehu titrace udrzovaci vakcinaéni davky.
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H-AL, IgG4 vyvoj po ukonéeni inicia€ni vakcinace R? = 0.6326

y = 2,6842x + 265,36
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Obr. 5: Trend vyvoje protilatkové IgG4 odpovédi u pacientl Iécenych vakcinou H-AL
depot po dosazeni udrzovaci davky

Tab.6: Hladiny IgG4 protilatek u pacientl oSetfenych vakcinou H-AL depot. v pribéhu
titrace vakcina¢ni davky. Hladina IgG4 protilatek byla stanovovana jako absorbance pii

vlnové délce 292 nm.

Den terapie abzgf:'rl;‘:l::z g;:cg;tzm Smeérodatna odchylka

1.den 239,17 133,770722

14. den 240,42 130,2317573
28. den 250,79 135,0904509
42. den 261,29 123,0948375
56. den 246,08 116,6431686
70. den 271,42 151,4668931
84.den 302,46 219,0666626

V priibéhu experimentu byl sledovan také vyvoj symptom skore u pacientli

zatazenych do studie. Jak ukazuje tabulka 7, u pacientii lécenych vakcinou Phostal doslo

k signifikantnimu zlepSeni ptiznakii onemocnéni, u pacientii 1écenych vakcinou H-AL

depot. takového zlepSeni klinickych pfiznakl pozorovano nebylo.
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U pacientll zatfazenych do studie byla vyhodnocena také odpovéd na 1écbu.
U pacientl 1é€enych vakcinou Phostal byla Uplna reakce na 1é€bu zaznamenéana u 47 %
pacientli, Castecnd reakce u 53 % pacienti a u vSech oSetfenych pacientli bylo
onemocnéni po celou dobu 1écby pod kontrolou. U pacientli 1é¢enych vakcinou H-AL
depot. byla tplna reakce zaznamenana u 18 % pacientd, ¢astecna reakce u 27 % pacientl
a kontrola nad onemocnénim byla ziskana u 73 % pacientll. 26 % pacientil oSetienych

vakcinou H-AL depot. na 1é¢bu viibec nereagovala (viz tabulka 9).

Tab. 7: Vyvoj symptom skore u pacientii zafazenych do studie.

Pocatek | 4 ok 1éeby | 2.rokléeby | 3.rok Ié&by | 4. rok léby
lécby
Phostal 2647059 | 2,352041 1,823529 1,470588 1117647
H-AL depot. | 2,727273 | 2636364 | 2272727 | 2363636 | 2272727

Tab. 9: Klinickéd odpovéd’ na 1écbu pouzitymi vakcinami.

Pouzité vakeina I Uplna Caste¢na UR + CR Kontrolavns;\d
reakce reakce onemocnénim
H-AL depot. 11 2 (18 %) 3 (27 %) 5 (45 %) 8 (73 %)
Phostal 17 8 (47 %) 9 (53 %) 17 (100 %) 17 (100 %)

Dalsim z ukazateli klinické odezvy 1écby, ktery byl sledovan na pocatku 1écby,
dale pak v pravidelnych ro¢nich intervalech, byl prick test.

U pacientt 1écenych vakcinou Phostal byl na pocatku 1écby vysledek prick testu
proti bojinku 12,07 + 4,28 mm a na konci 1écby 4,07 £+ 2,28 mm. ZjiStény rozdil se ukéazal
jako statisticky vyznamny (P < 0,001). Obdobné vysledky byly u pacienti 1é¢enych
vakcinou Phostal zaznamenany také proti jilku. Na pocatku 1é€by dosdhl prick test
hodnoty 11,87 + 2,88, respektive na konci 1écby 3,27 + 1,67 mm. Také v tomto ptipade
byl rozdil hodnot prick testu na zadku a na konci léCby statisticky vyznamny
(P <0,001).
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Tab. 10: Zjisténé hodnoty prick testd (mm) proti bojinku a jilku u jednotlivych skupin

pacientli v prib&hu imunoterapie.

Pocatek lécby 1. rok lé€by 2. rok lécby 3. rok lécby
Bojinek 12,07 9,67 6,80 4,07
Phostal
Jilek 11,87 9,60 7,07 3,27
Bojinek 10,75 9,58 8,92 7,67
H-AL depot.
Jilek 10,25 9,17 7,25 5,67

Ve skupiné pacientli, kterym byla aplikovana vakcina H-AL depot byly hodnoty

prick testu proti bojinku na zacatku 1écby 10,75 mm + 2,26 mm a nakonci 1é¢by 7,67 +

2,15 mm. Rozdil mezi t€émito hodnotami nebyl statisticky vyznamny. Hodnota prick testu

proti jilku byla u této skupiny pacientl na pocatku 1é¢by 10,25 mm + 2,53 mm a na konci

1écby 5,67 mm = 2,15 mm. Tyto dvé hodnoty se ukdzaly jako statisticky vyznamné
(P <0,01).

Vysledky u jednotlivych pouzitych vakein jsou sumarizovany v tabulce 10 a na

obrazcich 6 — 9.

Prickt test - Phostal - bojinek

1. rok

2. rok

3. rok

4. rok

Obr. 6: Vysledky Prick testti proti bojinku v jednotlivych letech terapie vakcinou Phostal.
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Obr. 7: Vysledky Prick testl proti jilku v jednotlivych letech terapie vakcinou Phostal.

Prick test - H-AL depot. - bojinek

1. rok 2. rok 3. rok 4. rok

Obr. 8: Vysledky Prick testli proti bojinku v jednotlivych letech terapie vakcinou H-AL
depot.

Prick test - H-AL depot. - jilek

mm
(o]
L

1. rok 2. rok 3. rok 4. rok

Obr. 9: Vysledky Prick testt proti jilku v jednotlivych letech terapie vakcinou H-AL
depot.
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Tab.8: Hladiny IgG4 protilatek u pacienti oSetienych vakcinou H-AL depot. pfi
udrzovaci 1écbé. Hladina IgG4 protilatek byla stanovovana jako absorbance pii vinové

délce 292 nm.

LEEE R Pramérna hodnota
po ukonéeni o Smérodatna odchylka
s absorbance pfi 292 nm
iniciace
Unor 322,54 199,6359708
bfezen 315,08 178,7192864
duben 311,67 163,621283
kvéten 300,17 147,0399348
cerven 298,54 149,20021
cervenec 261,88 143,7029963
srpen 282,79 151,4329222
zari 273,25 149,6595379
fijen 279,88 150,1146219
listopad 249,21 116,1397
prosinec 275,54 102,0865182
leden 272,79 130,7162886
Unor 303,79 164,9599756
brfezen 296,63 180,9447586
duben 284,25 142,0128835
kvéten 301,67 161,4958954
cerven 286,25 165,8348713
cervenec 288,71 170,5726263
srpen 277,25 145,1598649
zari 281,83 154,9047117
fijen 297,33 160,7287853
listopad 297,63 143,1652137
prosinec 308,13 158,7657115
leden 313,63 171,5989146
Unor 343,29 183,1656551
brfezen 335,88 166,108005
duben 344,96 163,8213354
kvéten 352,75 173,0015108
éerven 381,58 167,596354
c¢ervenec 374,38 172,05775
srpen 381,63 201,2859934
zari 375,32 156,5762231
fijen 391,68 213,9370553
listopad 358,10 208,8517284
prosinec 346,85 173,1515152
leden 408,40 216,6630513
Unor 394,44 187,4994074
brezen 371,29 194,9741131
duben 367,29 185,1852354
kvéten 344,07 167,884243
cerven 363,21 159,0544606
céervenec 365,86 167,9153344
srpen 368,17 161,4938595
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4 Diskuse

Alergicka onemocnéni (sezonni alergickd ryma, celoro¢ni alergickd ryma,
atopicka dermatitida a alergické astma) postihuji celosvétové az 400 miliona lidi
(Tawankar et al., 2009, Barman, 2006). Jak dokldadaji mnohé studie, pocet pacientl
s alergickym onemocnénim neustdle nartistd a to zejména v prumyslove vyspélych
zemich, jako jsou naptiklad Velka Britanie, Australie, Novy Z¢land, Irsko, zemé Severni,
Stiedni a Jizni Ameriky (Stipi¢-Markovi¢ et al. 2003, Ghouri et al. 2008, Natthan, 2007,
Berger, 2004, Settipane 2003, Dosna et al. 2001, Sonuhauser et al. 2005 a Craig et al.
2010). Tento celosvétovy trend je kopirovan také situaci v Ceské republice (UZIS 2010).

Lécba alergickych onemocnéni je komplexni proces zahrnujici jak rezimova
opatieni tak vlastni symptomatologickou nebo kauzalni 1é¢bu. Jednou z moznosti
kauzalni 1écby, ktera ovliviiuje reaktivitu organizmu na vybrany alergen cestou ovlivnéni
regulacni aktivity T lymfocytl, je specifickd alergenova imunoterapie. Jeji ucinnost je
dokladana celou tadou klinickych studii, které prokazuji jak jeji okamzity terapeuticky
dopad, tak také dlouhodoby vliv na imunitni systém oSetfenych pacientil, projevujici se
ve vyrazném snizeni rizika zhorSeni vlastniho onemocnéni, tak naslednych senzitizaci
(Ortolani et al. 1984, Mosbech & Osterballe 1988, Dolz et al. 1996, De Roches et al
1999, Panjo et al. 2001, Jutel et al. 2005, Reha & Ubru 2007, Eng et al. 2002, 2006,
Jacobsen et al 1997, 2007)

Alergenovd imunoterapie dnes patii k celosvétové uzndvanym 1é¢ebnym
postupiim u pacientll s projevy sezonni alergické rymy. V povédomi alergologi se
upeviiuje ndzor, ze specifickd alergenovd imunoterapie funguje skute¢né na principu
klasické vakcinace, tj. indukce protildtkové odpovédi po aplikaci antigenu. 'V soucasné
dobé¢ je kdispozici celd tfada pripravki pro subkutanni ¢i sublingvalni aplikaci
prislusnych alergenti a objevuji se stale nové ptipravky. Pro standardni 1é€bu polinozy je
v Ceské republice pouzivano nékolik vakcin riiznych vyrobeti, mimo jiné jsou to vakciny
Phostal spolecnosti Stallergenes a H-AL depotni injekéni suspenze spole¢nosti
Sevapharma.

Jak ukazuji vysledky této studie, existuje vyznamny rozdil v klinické odpovédi
pacientll na 1é€bu obéma témito vakcinami. U pacientl 1écenych vakcinou Phostal doslo
v pritbéhu sledovani k signifikantnimu zmirnéni ptiznaku jejich onemocnéni, coz doklada

snizeni jejich symptomskoére z hodnoty 2,65 na pocatku lécby na hodnotu 1,12.
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U pacientd lécenych vakcinou H-AL depot. nebyla klinickd odezva prakticky
zaznamenana (symptomskoére na pocatku i1 na konci 1é€by dosahovalo priimérné hodnoty
2,73).

Tomuto trendu odpovida také hodnoceni klinické odezvy na 1écbu, kdy pfi pouziti
vakciny Phostal byla ziskana kontrola nad onemocnénim, tedy nedoSlo ke zhorSovani
stavu onemocnéni, u vSech osetfenych pacientli, zatimco pii pouziti vakciny H-AL depot.
byla kontrola nad onemocnénim ziskana pouze u 73 % pacientd. Tyto vysledky jsou
v souladu s vysledky pfedchozich publikovanych studii Creticos 1997 a Winthera et al.
200).
faze 1écby, v jejimz prubchu byla postupné, v souladu s doporu¢ovanym aplikacnim
schématem, navySovana koncentrace alergenu v aplikované vakcing, byla ukonéena pred
zaCatkem pylové sezény. Déle byla vakcina aplikovdna v udrzovaci davce po dobu
nasledujicich tfi let. U pacienti oSetfenych vakcinou Phostal doSlo po roce pravidelné
aplikace udrzovaci 1écby k vyraznému poklesu symptomskoére a tedy k redukei ptiznakt
jejich onemocnéni. Tomuto poklesu odpovida také skutecnost, Ze 5 pacienti (29,4 %)
bylo jiz po prvnim roce lécby bez nutnosti farmakoterapie. V nasledujicich letech
dochazelo pak k dalsi redukei klinickych ptiznaki onemocnéni a u 13 ze 17 pacientl
(76,5 %) bylo mozné v poslednim roce sledovani zcela vyloucit farmakoterapii. Rychlost
nastupu ucinku subkutdnni alergenové terapie u sledovaného souboru polinotikil je
srovnatelny s vysledky, které publikovali Krémova et al. (2009).

U pacientti oSetfenych vakcinou H-AL depot byla odezva na 1écbu vyrazné slabsi.
K poklesu symptomskore sice doslo, tento pokles vSak nebyl statisticky vyznamny
a pouze u 3 pacientil z 11 (27,3 %) bylo onemocnéni zcela pod kontrolou a bez nutnosti
farmakoterapie. Po prvnim roce pravidelné¢ 1écby bylo takové zlepSeni piiznaki
onemocnéni pozorovano pouze u jediného pacienta (9,1 %).

Aplikaéni schéma pouzité u vaciny H-AL depot je pln€ srovnatelné s postupem
vakcinace provedenym ve studii Jutela et al. (2005), ktefi pacientim trpicim
rhinokonjunktivitidou aplikovali subkutanné vakcinu s obsahem péti rekombinantnich
alergenti trav ve zvySujici se davce v sedmidennich intervalech. Pocate¢ni aplikovana
davka ve studii Jutela et al. byla 0,02 ug celkového mnozstvi proteinu, nasledovala davka
0,16 pg celkového mnozstvi proteinu a 0,40 pg celkového mnozstvi proteinu (0,8 ml). Pii
pouziti vakciny H-AL depot byla 1écba zapocata rovnéz pied zacatkem pylové sezony

davkou odpovidajici 2 pg proteinového dusiku (0,8 ml vakciny o 250 PNU) a nejvyssi
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davka, ktera byla aplikovana pied startem pylové sezény odpovidala 200 pg proteinového
dusiku (0,8 ml vakciny o 25 000 PNU)).

Vysledky ziskané v predloZené praci neprokédzaly u sledovanych pacientl, na
rozdil od studie Jutela et al. (2005) pozitivni vliv 1é¢by touto vakcinou na symptom skore
a nasledné¢ také na potiebu dalsi kauzalni ¢i symptomatologické 1écby.

Ve studii Jutela et al (2005) byla pocatecni davka zvySena dvacetkrat, v pripad¢
predlozené studie pak stokrat. V piipad¢ Jutela et al bylo vSak mnoZstvi alergenu
udavano v obsahu celkového proteinu, zatimco u vakciny H-AL depot. je mnozstvi
uvadéno v ekvivalentu obsahu dusiku. Srovnani vysledki dosazenych 1é€bou v obou
srovnavanych studiich je proto znacné¢ obtizné pro nepiesné porovnani celkového
mnozstvi aplikovaného alergenu.

V soucasné dobé existuje nckolik pohledi na mozny mechanizmus plsobeni
specifické alergenové imunoterapie.

Jeden zptedpokladanych mechanizmii vychdzi z Th2/Thl paradigmatu
formulovaného Mosmannem et al. (1986) a dale pak rozpracovaného Romagnanim
(1997). Podle tohoto paradigmatu jsou za rozvoj imunitni reakce typu I zodpoveédné
cytokiny produkované Th2 builkkami, ne vSak Thl bunkami, které reaguji produkci
specifickych cytokinli na produkci bakteridlnich, virovych &i parazitarnich antigent.
Romagnani dale predpokladal, Ze ThO lymfocyty nejsou schopny priméarné syntetizovat
ani interferon gama typicky pro Thl bunky, ani IL-4 typicky pro Th2 bunky. Podle
Romagnaniho pak musi dojit k ovlivnéni ThO lymfocytu jinymi bunéénymi populacemi,
které jsou schopny primarné tyto cytokiny (interferon gama a IL-4) produkovat a ovlivnit
tak vyvoj ThO buniky bud’ smérem k Th1 nebo Th2. Takovymi buiikami mohou byt podle
Romagnaniho NK buiiky a mastocyty.

V souladu s timto paradigmatem je predpoklddano, ze by bylo vhodné zménit
alergen-specifickou imunitni odpovéd’ u alergickych pacienti z dominantni Th2 odpovédi
smeérem k vyhodnéjsi Thl odpovédi. Podpora pro piedpoklad, Zze specificka alergenova
imunoterapie miize byt skute¢né schopna vyvolat takovou zménu vychazi z pozorovani,
ze se mezi klony alergen specifickych T buné¢k izolovanych z periferni krve alergickych
pacientli po imunoterapii zvySuje pocet Thl klonl a stejné tak dochazi ke zvySeni
produkce Thl cytokinii (Ebner et al. 1997, Jutel et al. 1995, McHugh et al. 1995, Secrist
et al. 1993). Za dal§i dikaz podporujici tuto teorii byla zjisténi, Ze po prodélané
imunoterapii dochazi k redukci eozinofilie a produkce interleukinu IL-5 (Rak et al. 2001,

Wilson et al. 2001). Nékteii autoti vSak prokazali, ze alergen specifické odpoveédi T
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bunék nejsou tak striktné polarizovany, jak predpokladala teorie Th1/Th2 paradigmatu
a navic, ze Th1 buitky mohou byt zodpoveédné také na patogenezi nékterych forem atopie
(Byron et al. 1994, Looney et al. 1994, Oldfield et al. 2001, van Neerven et al. 1994a,
1994b).

Proti této teorii, snazici se vysvétlit mechanizmus plisobeni specifické alergenové
imunoterapie, hovoii také skuteCnost, Zze v prabéhu léCby nebylo u léCenych osob
pozorovano zvySeni hladin IgG2 a IgG3 protilatek, které jsou typické pro Thl odpovéd'.

DalSim z ptfedpokladanych mechanizmti plsobeni specifické alergenové
imunoterpaie je vzestup ,,alergen-blokujicich® IgG protilatek (IgG1 a 1gG4 protilatek) pii
soucasném poklesu specifickych IgE protilatek. Ahlstedt & Eriksson (1977), Devey et al.
(1976), Aalberse et al. (1983), Gehlhar et al. (1999) a Rossi & Monasterolo (2004)
prokézali u pacientli 1é€enych specifickou alergenovou terapii vzestup hladin protilatek
IgGl a IgG4. Témto vysledkim odpovidad také vzestup IgG4 protilatek zjistény
u pacientd zatfazenych do této studie.

Vyznamny rozdil byl zaznamendm u sledovanych pacienti v odpovédi na
jednotlivé pouzité vakciny. Zatimco u pacientli oSetfenych vakcinou Phostal doslo
v pritbéhu inicialni faze imunizace k signifikantnimu nariistu hladiny IgG4 protilatek (po
prvni vakcinacni davce byla zaznamenana absorbancelgG4 protilatek 219,60 + 79,07, po
84 dnech lécby 972,23 + 82,56), u pacienti léCenych vakcinou H-AL depot nebyl
statisticky vyznamny vzestup protilatkové odezvy zaznamenan (po prvni vakcinaéni
davce byla zaznamendna absorbancelgG4 protilatek 239,17 + 133,77, po 84 dnech 1écby
302,46 £ 219,07). Po prvni aplikované davce piisluSné vakciny nebyl v protilatkové
odezvé u obou skupin zaznamendn zadny signifikantni rozdil. Po 84 dnech léc¢by vSak
byla protilatkova odezva u srovndvanych vakcin signifikantné odlis$na.

Rossi & Monasterolo (2004) aplikovali celkem 33 pacientim citlivym na pyl
bojinku vakcinu Alutard SQ po dobu 15 tydnii v postupné se zvysujici davce. Vysledky
jejich studie ukazaly, ze 1gG4 specifickd protilatkova odpovéd’ byla velmi nizka proti
hlavnim (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 11) a minoritnim (Ph p 12) alergenim. Tuto skutecnost
Rossi & A Monasterolo vysvétluji nizkym zastoupenim téchto alergeni a pouzité
vakciné. Jinymi slovy fe€eno, kvalitativni sloZeni aplikované vakciny vyznamnym
zpusobem ovliviiuje tvorbu specifickych IgG4 protilatek.

Odlisnym obsahem alergenli v pouzitych vakcindch Phostal a H-AL depot mohou

byt vysvétleny také rozdily v IgG4 protilatkové odpovédi zjisténé v predlozené studii.
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Produkce IgG4 protilatek vsak muze byt ovlivnéna také genetickymi faktory a dal$imi
vlivy prostiedi, které nemohly byt v pritb¢hu sledovani postihnuty.

V nasledujici udrZzovaci fazi 1écby nedochédzelo u pacientli oSetfenych vakcinou
Phostal k statisticky vyznamné zméné hladiny IgG4 protilatek. Jak ukazuje obrazek 2,
dochazelo se zménou mnozstvi aplikované vakciny k mirnému kolisani hladiny
protilatkové odpovédi. Ve sledovaném obdobi se interval téchto zmén postupné snizoval,
coz naznacuje stabilizaci hladiny protilatkové odpovédi na lécbu v souladu s vakcinacnim
schématem v pribéhu vegetacniho obdobi a tedy s vyvojem produkce pylu bojinku
a jilku. Pozorovany trend vyvoje protilatkové odpovédi na 1écbu vakcinou Phostal
koresponduje s pozitivni klinickou odezvou u sledovanych pacientt.

Jak je patrné z obrazku 5 a tabulky 8, doSlo u pacientii oSetfenych vakcinou H-AL
depot. v pribéhu udrzovaci 1écby k mirnému nartGstu hladiny IgG4 protilatek. Tento
vzestup vSak neni statisticky vyznamny a tomu odpovidd také pozorovana klinicka
odezva. V této skupiné pacientii na lécbu zareagovalo pozitivné pouze 45 % pacientl
(pocitano uplnou a c¢éastecnou reakci na 1écbu) a pouze u 73 % pacientit bylo ziskano
onemocnéni pod kontrolu, kdy nedochéazelo k dalSimu zhorSovani klinického stavu pfi
zachovani komplexni medikace.

Pozorované odlisnosti v klinické a protilatkové odezvé u pacientli oSetfenych
pouzitymi vakcinami Phostal a H-AL depot. mohou byt podminény odlisSnou ¢istotou
pouzitych vakcin, zplGsobem jejich purifikace a také vyslednym obsahem alergenil.
S ohledem na odliSnost udavani obsahu alergenti v obou typech vakciny neni vSak takové
srovnani mozné. Ziskané vysledky vSak naznacuji, ze zpiisob ziskavani alergent, jejich
purifikace a kvantifikace ve vakciné H-AL depot se jevi jako nedostacujici pro klinickou
praxi.

Nékteré z diivéjSich praci uvadéji  jako predpokladany imunologicky
mechanizmus u¢inku specifické alergenové imunoterapie potlaceni produkce IgE
protilatek (Levy et al. 1971, Sadan et al. 1969, Osler et al 1968). Tomuto piedpokladu
odpovida také néalez poklesu hladiny specifickych IgE protilatek proti bojinku u pacientti
oSetfenych vakcinou Phostal. U pacientii oSetfenych vakcinou Phostal byl pozorovan byl
také pokles hladiny specifickych IgE protilatek proti jilku. Tento pokles se vSak neukazal
byt statisticky vyznamny. Statisticky nevyznamny pokles hladiny specifickych IgE
protilatek proti obéma pyllim trav byl pozorovan také u pacientll oSetfenych vakcinou H-

AL depot. Tyto vysledky jsou v souladu s nalezy Yougingera a Gleicha (1973) a Rossiho
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& Monasterola (2004), ktefi rovnéz neprokézali souvislost s prodélanou specifickou
alergenovou imunoterapii a zménami hladin IgE protilatek.

Naproti tomu,Mauro et al. (2007), ktefi srovnavali ucinek subkutanni
a sublinguélni specifické alergenové imunoterapie u 47 pacientt s ptecitlivélosti k pylu
biizovitych rostlin, prokazali, Ze pii subkutanni aplikaci pylovych alergenti nedoslo po
probéhlé pylové sezoné ke zvysSeni hladiny specifickych IgE protilatek, zatimco pii
sublingudlni aplikaci pylovych alergenti doslo po probehlé sezéné k mirnému, statisticky
pravdépodobné odliSnym mechanizmem plsobeni subkutanni a sublingudlni
imunoterapie.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii neni proto mozné jednoznacné potvrdit vliv
,blokujicich® IgG4 protilatek na hladinu specifickych IgE protilatek a jejich zmény
v pribehu specifické alergenové imunoterapie.

Nicméné nekteré vysledky této studie a také prace dalSich autordt naznacuji, , Ze
imunoterapii indukované alergen specifické IgG protilatky mohou potlacovat také nartist
produkce alergen specifickych IgE protilatek v pamétovych builkadch indukovany

expozici alergenu.
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5 Abstrakt

Alergickd onemocnéni, jako jsou sezonni alergicka ryma ¢i astma, predstavuji
v soucasné¢ dobé vyznamny medicinsky problém, ktery ma zdvazné socio-ekonomické
dopady. Proto se stdle vé€tSi pozornost vénuje moznostem kauzalni 1écby téchto
onemocnéni, ke kterym je mozné zaradit také specifickou alergenovou imunoterapii.

PiedloZena prace si klade za cil porovnat klinickou u¢innost dvou rutinné
pouzivanych vakcin na ceském trhu, a to vakciny Phostal spolecnosti Stallergen
a vakciny H-AL depot. spole¢nosti Sevapharma.

Do studie byli zafazeni pacienti obou pohlavi s prokazanou sezonni alergickou
rhinitidou. U pacientll zafazenych do studie byla stanovena na zacatku studie hladina
celkovych IgE protilatek, byl proveden kozni prick test a byl vyhodnocen jejich celkovy
klinicky stav pomoci symptomskére. V pribéhu sledovani byly pravidelné hodnoceny
zmény ve zdravotnim stavu pacienta, jednou rocné proveden kontrolni kozni prick test
a v zavislosti na zjisténych skute¢nostech doporucovana dalsi klinickd 1écba. V prib&hu
celé 1é¢by byl u vSech pacientii sledovan vyvoj hladiny IgG4 protilatek. Pro stanoveni
IgG4 protilatek byla pouZzita metoda ELISA za pouZiti rekombinantniho alergenu Phl p 5.
Pro statistick¢é zhodnoceni byly pouzity metody analyzy variance a neparametricky
parovy t-test.

Do studie bylo zatazeno celkem 27 pacientd, z toho 13 muzi a 14 zen. Primérny
veék muzi v dob¢é zatazeni do studie byl 27,73 + 5,02 roku, primérny vék zen v dobé¢
zatazeni do studie byl 32,00 + 9,54 roku. Patnacti pacientiim (7 muza ve véku 20 — 33 let,
pramérny vék 25,80 + 5,36 roku, a 8 Zen ve véku 22 — 56 let, primérny vék 34,20 +
13,20 roku) byla aplikovana v souladu s aplikacnim schématem vakcina Phostal.
Dvanacti pacientim (6 muzi ve véku 22 — 35 let, primérny vek 29,33 + 4,55 roku, a 6
zen ve veéku od 24 do 41 let, primérny vek 31,00 + 7,62 roku) byla aplikovéna v souladu
s aplikacnim schématem vakcina H-AL depot spole¢nosti Sevapharma..

U pacientti 1é¢enych vakcinou Phostal byla hladina specifickych IgE protilatek
proti bojinku na zacatku lécby 34,125 + 28,66 (n = 15), na konci 1é¢by 17,615 + 13,91
(n = 15) (F = 4,265, P < 0,05). Hladina specifickych IgE protilatek proti jilku byla
u pacientl léCenych vakcinou Phostal na zacatku lécby 35,154 + 28,51 (n = 15), po
ukoncCeni 1écby 14,653 = 14,91 (n=15) (F = 1,085, P > 0,05).
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U pacientt 1é¢enych vakcinou H-AL depot spole¢nosti Sevapharma byla hladina
specifickych IgE protilatek proti bojinku na zacatku 1écby 38,264 + 35,85 (n = 12), po
ukonceni 1écby 20,825 + 34,01 (n=12) (F = 1,111, P >> 0,05). Hladina specifickych IgE
protilatek proti jilku byla u pacienti léCenych vakcinou H-AL depot spolecnosti
Sevapharma na zacatku lécby 39,040 £+ 35,3 (n = 12), po skonCeni 1écby 22,947 + 34,41
(n=12) (F=1,052, P>>0,05).

V prib¢hu lécby nedoSlo ke zméndm v hladindch celkovych IgE protilatek
u zadné ze sledovanych dvou skupin pacienta.

V priibéhu titrace vakcinacni davky vakciny Phostal doSlo k signifikantnimu
zvysSeni protilatkové 1gG4 odpovédi z pocateéni hladiny 219,60 + 79,07 na hladinu
972,23 + 82,56 (t = 23,738, P < 0,001). V nésledujicim prab&hu 1écby jiz k statisticky
vyznamnému zvySovani IgG4 protilatkové odpovédi nedochazelo.

Pii pouziti vakciny H-AL depot se protilatkova 1gG4 odpoveéd v prubehu titrace
vakcinacni davky prakticky neménila. Po aplikaci prvni davky dosdhla urovné 239,17 +
133,77, po skonceni titrace davky 302,46 + 219,07.

U pacientl 1é€enych vakcinou Phostal byla uplna reakce na 1é¢bu zaznamenana
u 47 % pacientll, ¢asteCna reakce u 53 % pacientli a u vSech oSetfenych pacientli bylo
onemocnéni po celou dobu 1é€by pod kontrolou. U pacienti 1é¢enych vakcinou H-AL
depot. byla Gplné reakce zaznamenana u 18 % pacientt, ¢astecnd reakce u 27 % pacientil
a kontrola nad onemocnénim byla ziskana u 73 % pacientll. 26 % pacientli oSetfenych
vakcinou H-AL depot. na 1é¢bu viibec nereagovala. Témto vysledkii odpovidal také vyvoj
symptomskore, které u pacientli oSetfenych vakcinou Phostal kleslo z hodnoty 2,65 na
1,12, zatimco u pacientii oSetienych vakcinou H-AL depot se prakticky nezménilo (2,73
na zacatku 1é€by, 2,27 na konci 1écby).

U pacientt 1é¢enych vakcinou Phostal byl na pocatku 1écby vysledek prick testu
proti bojinku 12,07 + 4,28 mm a na konci lécby 4,07 + 2,28 mm. Zjistény rozdil se ukazal
jako statisticky vyznamny (P < 0,001). Obdobné vysledky byly u pacientii 1écenych
vakcinou Phostal zaznamendny také proti jilku. Na pocatku lécby dosdhl prick test
hodnoty 11,87 + 2,88, respektive na konci 1éc¢by 3,27 £ 1,67 mm. Také v tomto ptipadé
byl rozdil hodnot prick testu na zafdtku a na konci 1écby statisticky vyznamny
(P <0,001).

Ve skupiné pacientl, kterym byla aplikovana vakcina H-AL depot byly hodnoty
prick testu proti bojinku na zacatku 1écby 10,75 mm =+ 2,26 mm a na konci 1écby 7,67 +

2,15 mm. Rozdil mezi témito hodnotami nebyl statisticky vyznamny. Hodnota prick testu
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proti jilku byla u této skupiny pacientl na pocatku 1écby 10,25 mm + 2,53 mm a na konci
1é¢by 5,67 mm £ 2,15 mm. Tyto dvé hodnoty se ukazaly jako statisticky vyznamné (P <
0,01).

Ze ziskanych vysledkd vyplyva, ze pti pouziti vakciny Phostal spole¢nosti
Stallergens bylo ve srovnani s vakcinou H-AL spolecnosti Sevapharma dosazeno
prokazatelné ptiznivéjsi klinické odezvy, kterd byla podlozena také vyvojem IgG4

protilatkové odpovédi.
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6 Summary

Allergic diseases such as seasonal allergic rhinitis or asthma currently represent
major medical problem with serious socio-economic effects. Therefore still greater
attention is being paid to the possibilities of causal treatment of these diseases; and
specific allergen immunotherapy can be categorized among these possibilities. This paper
aims to compare the clinical effectivity of two routinely used vaccines on the Czech
market, the Phostal vaccine from Stallergen and the Sevapharma’s H-AL vaccine.

Patients with seasonal allergic rhinitis of both genders were included in the
study. The IgE antibody level of patients included in the study was determined at the
beginning, their skin prick test was taken and their overall clinical status was assessed
using Symptom Score. Throughout the monitoring all changes in health state of the
patients were regularly evaluated, once a year a control skin prick test was taken and
subsequent clinical treatment was recommended accordingly to ascertained findings.
During the whole treatment the development of IgG4 antibody level of every patient was
being monitored. For the assessment of the IgG4 level the ELISA method with the use of
recombinant allergen Phl p 5 was utilized. For statistical evaluation methods of analysis
of variance and non-parametric methods of paired sample t-test were used.

Overall 27 patients were included in the study, of which 13 were men and 14
women. In the time of entering the study the mean age of men was 27,73 + 5,02 years and
the mean age of women was 32,00 £ 9,54 years. Fifteen patients (7 men from 20 to 33
years of age, mean age 25,80 + 5,36, 8 women from 22 to 56 years old, mean 34,20 +
13,20 roku) were applied the Phostal vaccine in accordance with the application scheme.
Twelve patients (6 men from 22 to 35 years of age, mean age 29,33 £ 4,55 and 6 women
from 24 to 41 years of age, mean age 31,00 + 7,62) were applied the Sevapharma’s H-AL
vaccine in accordance with the application scheme.

The specific IgE antibody level to Phleum pratense allergens of patients treated
with the Phostal vaccine was 34,125 + 28,66 (n = 15) at the beginning of the treatment
and 17,615+ 13,91 (n=15) (F =4,265, P <0,05) at the end of the treatment. The specific
IgE antibody level to Lolium sp. allergens of patients treated with the Phostal vaccine
was 35,154 + 28,51 (n = 15) at the beginning of the treatment and 14,653 + 14,91 (n =
15) (F = 1,085, P > 0,05) after the treatment.
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The specific IgE antibody level to Phleum pratense allergens of patients treated
with the Sevapharma’s H-AL vaccine was 38,264 + 35,85 (n = 12) at the beginning of the
treatment and 20,825 = 34,01 (n=12) (F =1,111, P >> 0,05) at the end of the treatment.
The specific IgE antibody level to Lolium sp. allergens of patients treated with the
Sevapharma’s H-AL vaccine was 39,040 + 35,3 (n = 12) at the beginning of the treatment
and 22,947 + 34,41 (n=12) (F = 1,052, P >> 0,05) after the treatment. During the course
of the treatment no change in the overall IgE antibody level occurred for any of these two
monitored groups of patients.

During the titration of vaccine dosage of the Phostal vaccine significant increase
in IgG4 antibody response occurred, from the beginning level of 219,60 £ 79,07 to
972,23 + 82,56 (t = 23,738, P < 0,001) level. During the subsequent course of the
treatment no other statistically significant increase in IgG4 antibody response took place.

When the H-AL vaccine was used the IgG4 antibody response practically did
not change during the titration of vaccine dosage. After the application of the first dosage
it reached the level of 239,17 &+ 133,77 and after the titration of the dosage the level of
302,46 +£219,07.

Among the patients treated with the Phostal vaccine complete response to
treatment was registered among 47 % of patients and partial response among 53 % of
patients, with the disease being under control for the whole course of the treatment
among all the patients. Among the patients treated with the H-AL vaccine complete
response to treatment was registered among 18 % of patients and partial response among
27 % of patients and the disease was being under control among 73 % of patients. 26 %
of patients medicated with H-AL vaccine did not react to the treatment at all. The
development of the Symptom Score also corresponded with these findings, for the
patients treated with the Phostal vaccine it decreased from the value of 2,65 to the value
of 1,12, whilst for the patients treated with the H-AL vaccine practically nothing changed
(2,73 at the beginning of the treatment, 2,27 at the end of the treatment).

The score of the skin prick test for Phleum pratense allergens was 12,07 + 4,28
mm at the beginning of the treatment and 4,07 + 2,28 mm at the end of the treatment for
patients medicated with the Phostal vaccine. The ascertained difference proved to be
statistically significant (P < 0,001). Similar scores for patients medicated with the Phostal
vaccine were also recorded for Lollium sp. allergens. At the beginning of the treatment
the score of the skin prick test reached the value of 11,87 + 2,88, at the end of the

treatment 3,27 £ 1,67 mm. In this case the difference in the scores of the skin prick test at
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the beginning and at the end of the treatment test was statistically significant as well(P <
0,001).

In the group of the patients who were applied the H-AL vaccine the scores of
the skin prick test for Phleum pratense allergens was 10,75 mm + 2,26 mm at the
beginning of the treatment and 7,67 & 2,15 mm at the end of the treatment. The difference
between these scores was not statistically significant. The score of the skin prick test for
Lollium sp. allergens of this group of patients was 10,25 mm + 2,53 mm at the beginning
of the treatment and 5,67 mm + 2,15 at the end of the treatment. These two scores
showed to be statistically significant (P <0,01).

The ascertained results indicate that the clinical response to the use of Phostal
vaccine from Stallergens in comparison to Sevapharma’s H-AL vaccine showed to be
more promising and it was precedented by the development of the IgG4 antibody

response as well.
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