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Vyznam prehledu

|Izokyanaty — reaktivni chemické latky pouzivané k vyrobé
polyuretanu — jsou v celosvétovém méritku hlavni pfi¢inou
astmatu z povolani. Nejdikladnéji prozkoumanym rizikovym
faktorem rozvoje zminéného onemocnéni je expozice témto
latkam na pracovisti, avSak sledovani expozice

je naro¢né. Stanovovani klinické diagnézy a rozliSovani
izokyanatl jako pric¢iny astmatu neni jednoduché.

Test pfedstavujici zlaty standard — specificka inhalaéni
provokace — je technicky naroény a nakladny a z téchto
ddvodu jej provadi na celém svété pouze nékolik
specializovanych pracovist. V souvislosti se zvySujicim se

pouzivanim izokyanatd vyvstava naléhava potfeba ucinnych

laboratornich testll pro diagnostiku izokyanatového astmatu
a expozice izokyanatlim.

Aktualni vysledky

Prehled je zaméfen na literaturu publikovanou v letech 2005

a 2006. Souvislost s diagnostikou izokyanatového astmatu

byla zkoumana u vice nez 150 ¢lankl nalezenych v databazi

PubMed za pomoci kli¢ovych slov ,difenylmetan®, ,toluen®
¢i ,hexametylen-diizokyanat®. Je zde popsan pokrok
v poznani patogeneze izokyanatového astmatu, ktery

napomaha zdokonalovani konvenénich radioalergosorpénich
testl a metod enzymové imunoanalyzy (ELISA) pouzivanych

ke stanoveni izokyanat-specifickych protilatek IgE a IgG.
Vyvijeji se i nové imunoanalyzy zaloZzené na buneéénych
odpoveédich a na nejnovéjsich védeckych poznatcich.

Souhrn

Laboratorni testy pouzivané v sou¢asnosti v humanni
mediciné ke stanoveni izokyanat-specifickych protilatek IgE
a IgG jsou diagnosticky pfinosné u ¢asti délnikd trpicich
izokyanatovym astmatem, pficemz u vétSiho podilu osob
vystavenych témto latkdm na pracovisti mohou slouzit

jako biologické ukazatele expozice.
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Zkratky

HDI hexametylen-diizokyanat

MCP monocyto-makrofagovy chemoatrakéni protein
(monocyte/macrophage chemoattractant protein)

MDI difenylmetan-diizokyanat

PBMC mononuklearni burika periferni krve
(peripheral blood mononuclear cell)

RAST radioalergosorpéni test

TDI toluen-diizokyanat

Uvod

Diizokyanaty (toluen-diizokyanat, TDI; hexametylen-diizo-
kyanat, HDI; difenylmetan-diizokyanéat, MDI) nebo funké-
né podobné polymerové izokyanaty jsou ,,povinnymi*“ pfic-
né vazebnymi latkami nezbytnymi pro komeréni vyrobu
polyuretanu — polymeru, na némz je moderni spole¢nost
zavisla. Na celém svété jsou kazdoro¢né vyrobeny a spotie-
bovany miliony tun izokyanati, a to v nejruznéjsich pracov-
nich prostfedich, kde dochazi k jejich findlnimu pouziti
[1,2-5,6°,7°]. Nejdikladnéji prozkoumanym rizikovym fak-
torem rozvoje izokyanatového astmatu je expozice témto
latkdm na pracovisti; jeji kvantifikace je vSak obtizna, nebot
jde o smési izomert a ,prepolymert“ rozpusténych v rozto-
cich, v aerosolu a v plynné fazi. V ur€itych pramyslovych
provozech mize uvedena expozice vyvolat izokyanatové
astma a dlouhodobou bronchialni hyperreaktivitu [1,8,9,
10°,11°]. Jejich dlouhodobou prognézu zlepsuje ¢asné roz-
poznani izokyanatového astmatu a rychlé zamezeni dalsi
expozici izokyanatim u vnimavych jedinct [9]. Existuje
tedy potieba praktickych testi pro screening osob a dia-
gnostiku izokyanatového astmatu i testi schopnych sledovat
osobni expozici.

Z hlediska klinického obrazu se izokyanatové astma na-
padné podoba béznému astmatu podminénému vlivy pro-
stfedi, coZ vedlo k vypracovani hypotézy o jeho imunolo-
gické podstaté, byly vSak zaznamenany i drobné rozdily
[9,10°,12°]. Zvifeci modely uvedenou hypotézu podporuji
a diky transgennim kmentm se objevuji prvni zpravy o moz-
né tloze jednotlivych gent [13°%,14°*,15,16°*,17,18]. Alergo-
logové a imunologové prekonali znaéné nesnaze pii praci
s reaktivnimi izokyanaty, jejimz cilem bylo vyvinout sérolo-
gické testy pro stanoveni protilatek specifickych vaci témto
latkam [19-21]. Té&mito testy byla u malého procenta pra-
covnikil potvrzena alergie na izokyanat jako podklad astma-
tu, nicméné u vétsiny citlivych osob izokyanat-specifické
protilatky IgE nalézany nejsou. Zminéné vysledky vnesly
do celé oblasti vyzkumu zna¢nou davku nejistoty. Uplatriuji
se u izokyanatového astmatu jiné patogenni mechanismy
(napf. non-IgE) nez ty, které zname u b&Zného atopického
astmatu, nebo specifické protilatky IgE pfitomny jsou, ale
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selhaly metody jejich zjistovani? Pouzivame v nasich sérolo-
gickych testech nevhodnou antigenni formu izokyanatu,
nebo vySetiujeme pracovniky v nevhodnou dobu (po skon-
eni expozice)? Predstavuje snad izokyanatové astma, tak
jak je v soulasnosti definovano, celé spektrum riznych
onemocnéni, z nichZ jsou pouze néktera spojena s odpovédi
protilatek [3,9,10°]?

Tento prehled shrnuje divody pro pouzivani klinickych
laboratornich testt pro zjistovani imunitnich odpovédi, kte-
ré odrazeji expozici izokyanatim a piitomnost astmatu, pii-
¢emz diiraz je kladen na informace ziskané béhem posledni-
ho roku. Je popsan jak potencialni vyznam ,izokyanat-
-specifickych“ sérovych protilatek IgE a IgG jakoZzto biolo-
gickych ukazateld, tak i izokyanatovy antigen rozpoznavany
témito imunoglobuliny [22°*,23]. Spolu s klinickym vyuZi-
tim a s omezenimi testll pro diagnostiku izokyanatového
astmatu a expozice izokyanattim, které jsou v soucasné dobé
k dispozici, se prehled zabyva i slibnymi testy, jejichZ vyvoj
se ocekava [20,24,25°°].

Imunologické testy jako ukazatele
izokyanatového astmatu

Prirozeny vznik izokyanatového astmatu obecné piipomi-
néa reakci precitlivélosti I. typu, vetné casné prodlevy
(b&hem niz se pfedpokladé rozvoj systémové senzibilizace)
a zvySujici se senzibilizace vi¢i extrémné nizkym expozic-
nim davkam, ktera vede k ¢asnym, pozdnim a dvoufazo-
vym astmatickym odpovédim. Klicovym aspektem one-
mocnéni zahrnujicich pfecitlivélost I. typu (napf. astmatu)
je alergen-specifické protilatka IgE, ktera slouzi i jako bio-
logicky ukazatel alergické senzibilizace vic¢i mnoha béz-
nym puvodciim astmatu (napf. ko¢i¢im luptim, alergenim
rozto¢l v domécnostech) i jako cil imunoterapie [26]. Izo-
kyanat-specifické protilatky IgE tak mohou analogicky
ukazovat na moznost zanétlivych odpovédi zprostiedkova-
nych IgE v dychacich cestach po jejich expozici izokyana-
tam. Jsou-li izokyanat-specifické sérové protilatky IgE pii-
tomny, pak s velkou pravdépodobnosti predpovidaji vyskyt
izokyanatového astmatu [21,27]. Zdokonaleni tradi¢niho
sérologického vySetfeni na pfitomnost izokyanatt jakoZto
diagnostické pomucky Ize pravdépodobné dosahnout,
pokud se bude pozornost vénovat konkrétné expozici (viz
niZe) a izokyanatovému antigenu (viz oddil ,,Izokyanatovy
antigen®).

Expozice izokyanatim a polocas

protilatek IgE

U nemoci z povolani, jako je izokyanatové astma, u nichz
k expozici latce vyvolavajici piiznaky dochazi vyhradné na
pracoviSti, ma jedine¢ny vyznam kratky polocas nevéza-
nych sérovych protilatek IgE (pfiblizné 2 dny) [26,28,29].
Kratka obdobi (fadové tydny) strdvend mimo pracoviité
(tedy mimo expozici) mohou vést k poklesu sérovych kon-
centraci IgE na trover, kterou klasické radioalergosorp¢ni

testy (RAST) nedokazi zjistit [27]. V nékterych p¥ipadech
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mohou socioekonomické aspekty izokyanatového astmatu
osobé jim postiZzené branit ve vyhledani lékarské pomoci az
do doby, kdy se onemocnéni zhorsi natolik, Ze této osobé jiz
nedovoli pracovat [8]. K pouZivani izokyanat na pracovisti
navic mize dochazet jen sporadicky, coz déle zvysuje ¢aso-
vou variabilitu vztahu mezi expozici a sérologickymi nalezy
[30**]. V tomto p¥ipadé je situace znalné odliina, nez jak ji
zname v souvislosti s béZnymi aeroalergeny s ¢asto obecné-
ji roz§ifenym vyskytem (napf. rozto¢d v domacnostech).
Presnéjsi poznani protilatkovych odpovédi zprostiedkova-
nych izokyanat-specifickymi IgE ve vztahu k expozici nej-
spiSe umozni az prospektivni studie, protoZe zpétné nelze
tyto informace obvykle ziskat a prufezové studie mohou byt
v daném sméru omezeny ucinky ,zdravého pracovnika“
[4,22°°,30°*,31-34]. Bez pfesnych tdaji o expozici mohou
negativni vysledky testd na stanoveni izokyanat-specific-
kych protilatek IgE vést k chybné diagnéze a k nespravnym

zavéram ohledné patogennich mechanismd.

Imunologickeé testy jako ukazatele expozice
izokyanatiim

Dosud nejdikladnéji prozkoumanym rizikovym faktorem
rozvoje izokyanatového astmatu je expozice témto latkam,
avSak expozici izokyanatim pfitomnym ve vzduchu lze
z praktického a technického hlediska obtizné kvantifikovat
[4,6°,7°,8,30°*,32,35°]. Vnitini expozi¢ni davka izokyanéatd
se navic muze znacné lisit od té, kterou naméfime pomoci
jici osobni ochranné pomiucky [36,37]. Vétsina dosavadnich
snah o zvySeni hygieny pramyslovych provozi se soustfe-
dila na expozici dychacich cest, i kdyz dochazi i k expozici
kize, kterd muize byt z imunologického hlediska vyznamna
(viz oddil ,,Jmunologické senzibilizace prostfednictvim ex-
pozice kize“).

Imunologické odpovédi na pisobeni izokyanati mohou
slouzit jako nahradni biologické ukazatele expozice témto
latkam. Imunoglobuliny podtfidy IgG maji polocas piibliz-
né 30 dna a byla vyslovena predstava, Ze by se mohly stat
potenciélné uZite¢nym, jedinym biologickym ukazatelem
dlouhodobé expozice [38%,39]. S protilatkami IgG rozpo-
znavajicimi konjugaty izokyanat-albumin se u neexpono-
vanych osob nesetkdvame téméf nikdy [20,22°%,39,40,41°].
U exponovanych pracovnikii bylo prokazano, Ze sérovy titr
izokyanat-specifickych protilatek IgG tésné koreluje s mirou
expozice témto latkdm na pracovisti [39]. Vy$§i koncentrace
IgG u jedinci s izokyanatovym astmatem, popisované v né-
kterych studiich, mohou byt odrazem zvySené expozice
téchto osob, ktera snad zcasti vysvétluje rozvoj jejich one-
mocnéni [21,22°°,39].

U pracovniki, u nichZ dojde k rozvoji odpovédi zpro-
sttedkovanych izokyanat-specifickymi IgG, mohou jejich
koncentrace predstavovat uzite¢ny ukazatel dodrzovani hy-
gienickych predpist v pramyslovych zavodech a osobni
ochrany pred expozici. Takovi jedinci mohou v daném pra-
covnim prostredi slouzit jako ,.hlidky“ a jako biologicky rea-
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gujici ukazatele Géinnosti organiza¢nich snah o omezeni
expozice.

Biologicka tloha izokyanat-specifickych protilatek IgG
v ramci odpovédi na expozici zlistava nejasna. Jejich podil
na patogenezi je nepravdépodobny vzhledem k tomu, Ze se
vyskytuji i u asymptomatickych osob, a néktefi odbornici
dokonce uvazuji o jejich mozném ochranném pisobeni.
Pripadné rozdily mezi izokyanat-specifickymi protilatkami
IgG nalézanymi u osob s izokyanatovym astmatem a u asym-
ptomatickych jedinct (pokud jde o specificitu epitop, afini-
tu, podtiidy IgG) je nutno teprve zkoumat.

Imunologicka senzibilizace prostiednictvim
expozice klze

Pribyva dtikazt tom, Ze v poslednich letech se prevazujici
formou expozice izokyanatim mozna stala expozice kize,
nebot se zacaly béZné pouzivat méné prchavé izokyanatové
piipravky (viz oddil ,Izokyanéatové ,prepolymery* a izome-
ry“) a zdokonalily se hygienické predpisy pro ochranu
dychacich cest. Ve vzacnych piipadech mohou izokyanaty
vyvolavat alergickou kontaktni dermatitidu; nedavno pro-
béhlo nové hodnoceni komerénich naplastovych testi pro
diagnostiku koZni senzitivity [42,43]. Je$té vyznamnéjii je
ovSem skute¢nost, Ze podle studii provadénych se zvifaty by
izokyanaty mohly prostupovat kozni tkani a navozovat sys-
témovou senzibilizaci, kterd mtze za vhodnych podminek
pii nasledné expozici dychacich cest vést k rozvoji ,astma-
tu“ (napf. zanétu dychacich cest a k p¥islunym fyziologic-
kym odpovédim na ngj) [13°*,14"",44,45,46°,47°,48]. Davko-
vani a Cetnost expozic kiiZe maji zfejmé vyznamny vliv na
kvalitu vyvolané imunitni odpovédi [13°°,14°*]. Vzhledem
ke zminénym tdajum je nutné, aby se expozici kiiZe na pra-
covisti vénovala zvySena pozornost.

Podil expozice kiZe na systémové izokyanat-specifické
humoralni imunitni odpovédi u ¢lovéka dosud nebyl objas-
nén. Ze studii provadénych na pracovistich s extrémné
nizkymi koncentracemi izokyanat v ovzdusi vyplynulo, Ze
expozice kiiZe miiZe sama o sobé navodit systémovou senzi-
bilizaci [49]. V klinickych studiich 1ze ale obtizné odlisit vza-
jemné mozné rozdily mezi imunitnimi odpovédmi navoze-
nymi prostfednictvim kiize a dychacich cest, protoze expo-
zici na pracovisti lze pouze ziidka pfipisovat pouze jedné
z uvedenych bran vstupu [4,30**,50°]. K objasnéni moZného
podilu expozice kiiZze na systémové imunitni senzibilizaci
u clovéka bude zapotiebi dalsi klinicko-epidemiologicky
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vyzkum, zaméfeny mj. na izokyanat-specifické protilatky

IgE a IgG [50°,51°].

Izokyanatovy antigen

Sérologické vySetfeni vychazi ze specifické trojrozmérné
struktury alergenu, ktera vSak v piipadé izokyanati zatim
nebyla Gplné popsana, coZ predstavuje znacnou piekazku
jak pro vyzkum, tak pro klinické studie. Izokyanaty vlivem
reakci s vlastnimi molekulami méni svou strukturu (a vytva-
feji niZe popsané neoepitopy), takZe jejich standardizace je
molekularné definovat pomoci sekvence DNA (prachové
a kotidi alergeny). Pro izokyanatové imunoanalyzy maji kli-
covy vyznam teoretické poznatky o vzniku biologicky rele-
vantnich izokyanatovych antigenti a technické metody,
které jejich vznik umoziiuji.

Odbornici se ptivodné domnivali, Ze se izokyanaty cho-
vaji jako hapteny, coZ je pravda, tim v3ak lze jejich imuno-
genitu vysvétlit pouze zcasti. Snad stejné vyznamna je
i schopnost izokyanati vytvafet nové (neo-) epitopy pro-
stfednictvim intramolekularnich a intermolekularnich pfic¢-
nych vazeb ménicich naboj a konformaci (vlastnich) nosi-
Covych proteint [52,53]. Tato zakladni piedstava, jeZ se
pozvolna rodila béhem poslednich 40 let, vyznamnym zpu-
sobem ovliviiuje vyvoj ,izokyanatovych antigeni“ pouziva-
nych pro imunologicka vySetfeni. V pfipadé haptent zvyse-
na konjugace s nosi¢ovym proteinem zvysuje hustotu epito-
pu a celkové zvysuje citlivost ve smyslu rozpoznavani spe-
cifickych imunoglobulint. Pokud je vSak kriticky epitop
jedineénou konformaci navozenou specifickymi pfi¢nymi
vazbami izokyanatu, miZe ,nadmérna reaktivita“ nebo po-
uziti nespravného nosi¢ového proteinu vést ke vzniku biolo-
gicky irelevantnich konjugati izokyanat-protein (antigent),
jak znézornuje obrazek 1 [22°°,54,55]. Izokyanatové ,anti-
geny“ pouzivané v klinickych studiich by mély odpovidat
tém, jez se vyskytuji in vivo v mikroprostiedi dychacich cest,
kde je epitelova tekutina vystavena nizkym (na pracovisti
pfitomnym) koncentracim izokyanatua [33].

Konjugat(y) izokyanat—-albumin

Dosud jedinym proteinem, ktery miZe u osob exponova-
nym na pracoviSti izokyanatim prokazatelné slouzit jako
uéinny ,nosi¢“ téchto latek (s cilem indukovat protilatky), je
albumin [22°°,39,54,55]. Izokyanaty konjugované s jinymi
proteiny nez s albuminem zatim nebyly podrobné prozkou-

Obrazek 1 Neoepitopy indukova-
né konjugaci izokyanatu s lidskym

p Albumin
albuminem

Dvojrozmérny model, vnémz je albumin vy-
znacen jako ¢ara a izokyanat jako kfizek,
zobrazuje nové konformace utvarené pfic-
nymi vazbami izokyanatu, které mdze imu-
nitni systém hostitele rozpoznavat jako cizi.

< (o

1zokyanat—albumin
(pomér 3:1)

I1zokyanat—albumin
(pomér 26 : 1)
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many, nicméné téch nékolik maélo, které jiz zkoumany byly
(viz dale), nejsou lidskymi protilatkami rozpoznavany.

Produkty reakci mezi izokyanaty a albuminem (a jejich
antigenita) do zna¢né miry zavisi na reakénich podminkéch.
Expozice albuminu v tekuté fazi (tj. v tekutiné epitelové vy-
stelky) koncentracim izokyanatovych par zjifovanym v pra-
covnim prostiedi (pfiblizné 20 ppb) vede ke vzniku omeze-
ného mnozstvi vysoce specifickych chemickych konjugata
[22°°,39]. Podle nedavno publikovanych studii lze sérové
protilatky IgE rozpoznavajici tento albumin exponovany
izokyanatovym param nalézt u 40-50 % osob s astmatem
vyvolavanym latkami TDI a HDI, avsak pouze u 1-4 %
exponovanych asymptomatickych jedinca [22°°,39]. Kon-
centrace protilatek IgG specifickych pro konjugaty izokya-
natovych par a albuminu u asymptomatickych osob navic
silné koreluje s mirou expozice na pracoviti. Naopak kon-
jugaty izokyanat-albumin vytvofené reakcemi albuminu
v tekuté fazi s koncentrovanéj$imi izokyanaty v kapalné fazi
(tato metoda se do roku 2004 pouZivala ve vétSiné studii)
jsou pfi zjistovani protilatek IgE méné citlivé a u neexpono-
vanych jedinct jsou s vétsi pravdépodobnosti rozpoznavany
protilatkami IgG [22°*,39].

Nedavno byla popsana dvé mista, na kterych dochazi
ke konjugaci mezi plynnym HDI a lidskym albuminem
(obr. 2) [39]. Jedno z nich — Lys*!* — je soucasti dilyzinové-
ho motivu, ktery se vyskytuje vyhradné v lidském albumi-
nu, coz je velmi zajimavé vzhledem k tomu, Ze izokyanaty
konjugované s albuminem kravskym, my$im nebo kure-
cim (ovalbuminem) nejsou lidskymi protilatkami rozpo-
znavany [39,54,55]. Dal§im moZnym mistem konjugace

Obrazek 2 Strukturalni trojrozmérny model oblasti lidského
albuminu, na kterych miize dochazet ke konjugaci s hexamety-
len-diizokyanatem

Vyznamné mista pro konjugaci s hexametylen-diizokyanatem po expozici jeho
param — His?¥” a Lys*'* — jsou zvétSena a zakrouzkovana.

28

s HDI je His*”’, leZici na povrchu albuminu a za fyzio-
logickych podminek disponujici sekundarnim aminem
s pKa pfiznivym pro nukleofilni adici k izokyanatu. Zda se,
ze na His* maze dochazet i ke konjugaci s TDI (osobni
pozorovani) [22°°].

Hlavnim izokyanatovym antigenem u exponovanych
osob je tedy izokyanat konjugovany s albuminem. Za fyzio-
logickych podminek expozice na pracovisti reaguji izokya-
natové pary s lidskym albuminem vysoce specifickym zpi-
sobem za vzniku vysoce specifického antigenu. Albuminové
konjugaty vytvofené s izokyanatem za reakénich podminek,
které se zasadné li§i od situace in vivo (pokud jde o pH, kon-
centraci apod.), mohou byt imunologicky odli§né a mohou
byt pii sérologickém vySetfeni zdrojem artefaktu.

Izokyanatové ,,prepolymery“ a izomery

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, expozice izokyanatim na
pracovisti predstavuje slozity déj, v némz figuruji smési
ruznych izokyanatovych izomeri a ,prepolymera“ roz-
pusténych v roztocich, v aerosolu a v plynnych fazich. Na-
ptiklad primyslové smési izomerd TDI (napf. 2,4-TDI
oproti 2,6-TDI) mohou byt pouZivany v poméru 80 : 20
nebo 65 : 35, zatimco surovy MDI obsahuje smés fady izo-
mert i polymeru (tab. 1) [40,56]. V ptipadé HDI se k povr-
chovym tpravam karoserii pouZivaji prevazné biuretové
a izokyanuratové ,prepolymery“, které nicméné obsahuji
stopova mnozstvi prchavéjsiho ,monomeru“ HDI.

Studie z posledni doby prokazaly rozdily v antigenité
albuminovych konjugati pfipravenych pomoci riznych izo-
mertl nebo polymert téhoZ izokyanatu [22°°,40]. Imuno-
analyzy pro stanoveni izokyanat-specifickych protilatek
proto musi v idealnim piipadé pracovat s antigeny vytvore-
nymi ze stejného izokyanatového polymeru/izomeru, jaky
se pouziva na daném pracovisti. Vzhledem k vysoké zkii-
Zené reaktivité mezi riznymi izokyanaty je mozné, Ze exis-
tuje omezeny pocet univerzalné pouzitelnych izomernich
a polymernich pfipravku, které oviem bude tfeba definovat
empirickym zkouSenim.

Pouzivani izokyanatovych laboratornich testu
v soucasné klinické praxi

Izokyanatové laboratorni testy byly od doby, kdy se v pisem-
nictvi poprvé objevil jejich popis, zna¢né zdokonaleny a ve
své soucasné podobé jsou nejspise vice uzite¢né, nez by se
podle starSich publikaci mohlo zdat. Pro 1ékate v klinické
praxi je pfitomnost izokyanat-specifickych protilatek IgE
nebo IgG v séru pacienta uzite¢nou znamkou, diky niz muze
izokyanaty urc€it jako moznou pfi¢inu astmatu; tato informa-
ce viak sama o sobé neni natolik citliva, aby bylo mozno
diagnoézu postavit vyluéné na ni. Hlavni pfinos izokyanato-
vych laboratornich testi spodivé a) v potvrzeni pfitomnosti
izokyanat-specifické odpovédi precitlivélosti I. typu u osob
s podezfenim na onemocnéni podminéné izokyanaty nebo
b) v dolozeni expozice na zakladg titrt izokyanat-specific-
kych protilatek IgG.
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Tabulka 1 Izokyanatové izomery a ,,pre-polymery*

lzomer Pomér
Toluen-diizokyanat 80:20
Toluen-diizokyanat (2,4 : 2,6) 65:35

Difenylmetan-diizokyanat Smés
Difenylmetan-diizokyanat (4,4’, 2,4, 2,2’)

Monomer Polymer

Hexametylen-diizokyanat Biuret-izokyanurat

Izokyanat-specifické sérové protilatky IgE lze nalézt
u znacného procenta osob trpicich izokyanatovym astma-
tem — podle studii z posledni doby az u 50 % — a to v zavis-
losti na konjugatech izokyanat-albumin pouzitych v roli
antigenii [22°,27,39]. Nejcitlivéj§im testem provadénym
v soucasné dobé je ,klasicky“ izokyanatovy test RAST
(s pouzitim papirového disku-'*I), podobné vysledky vsak
poskytuji i novéjsi neizotopové metody enzymové imuno-
analyzy ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
[22°%,27,39]. Omezeny poclet komerénich prodejcii nabizi
testy ke stanoveni (¢i méfeni koncentrace) izokyanat-speci-
fickych protilatek IgE; neni vSak jasné, jaké antigeny tyto
testy pouzivaji [57]. Patrat po izokyanét-specifickych proti-
latkach IgE ma smysl pouze u vydélecné cinnych osob,
nebof - jak jiz bylo uvedeno vySe — koncentrace izokyanat-
-specifickych protilatek IgE miZe po kratkém obdobi bez
expozice klesnout pod zjistitelné hodnoty.

»1zokyanat“-specifické protilatky IgE je tfeba zasadné
stanovovat soucasné s celkovou koncentraci IgE a s ,kon-
trolnim“ vzorkem (tedy se simulované exponovanym albu-
minem), protoZe vzorky séra s vysokymi koncentracemi IgE
vykazuji in vitro zvySeny sklon k nespecifickym vazbam [19].
K potvrzeni specificity jsou vhodné inhibi¢ni testy [19].
Pritomnost izokyanat-specifickych protilatek IgE v séru pra-
covnika je dosti pfesvéd¢ivym ukazatelem izokyanatového
astmatu a u nesenzibilizovanych pracovniki se s nim setka-
me pouze ziidka (méné neZ 5 % piipadl), coZ plati zejména
po korekci na celkovou koncentraci IgE a na nespecifické
vazby [22°*,27,39].

Na zékladé sérovych koncentraci izokyanat-specifickych
protilatek IgG lze potvrdit, Ze dana osoba byla izokyanatim
exponovana jiz v minulosti. Pfi sledovani dalSich expozic
mohou pomoci opakovana méreni béhem delsiho ¢asového
rozmezi, kterd pravdépodobné predstavuji souhrnny ukaza-
tel vypovidajici o expozici spi$e v nékolika poslednich mési-
cich nez v poslednich hodinach ¢i dnech.

Pro imunoanalyzy uréené pro izokyanaty plati stejné jako
pro viechny ostatni imunoanalyzy, Ze je nutno je provadét
s pouzitim presné definovanych ,antigent“ a interpretovat
pouze v kontextu klinicky definovanych pozitivnich vzorka
(od osob trpicich izokyanatovym astmatem) a negativnich
kontrolnich vzorkd (exponovanych i neexponovanych). Pii
provadéni a hodnoceni vyznamu izokyanatovych sérologic-
kych testi mohou byt mimoradné cenné rady zkuSenych
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odbornik, nebot vyznamné praktické, zdanlivé nedulezité
okolnosti sérologického stanovovani izokyanati, které je
vysledkem vyzkumu trvajiciho cela desetileti a ¢asto meto-
dou pokust a omyld, zistavaji béZné nezvefejnény nebo
nejsou dostate¢né znamy.

Budouci metody vySetreni na citlivost

vUcéi izokyanatim

Budouci metody vySetfeni na citlivost vii¢i izokyanatim bu-
dou nejspise spadat do dvou riznych kategorii; cilem jedné
z nich bude zdokonalit souc¢asné sérologické pfistupy, zatim-
co druha se nebude zabyvat odpovédi protilatek na expozi-
ci, ale bude zaloZena na novych imunitnich vystupech (viz
dale).

Zjistovani izokyanat-specifickych protilatek IgE Ize
pravdépodobné zdokonalit za¢lenénim novéjsich plynnych
a ,prepolymernich“ konjugatt izokyanat-albumin do jiz vy-
pracovanych metodik. Nejéastéji pouzivanou matrici pro
klinické stanoveni protilatek IgE je opouzdfeny polymer
ImmunoCAP [58]. AZ donedavna provadél vazbu alergent
na ImmunoCAP vyhradné vyrobce, ktery nabizi testy pro
TDI, MDI a HDI, ale ktery o pouzitych ,antigenech“ posky-
tuje velmi mélo informaci [57,59]. Nedavno byla uvedena
na trh matrice Streptavidin-ImmunoCAP (na niZ lze navéazat
jakykoli biotinem oznaleny alergen), kterd by méla jednot-
livym vyzkumnikim umoznit pfipadné uplatnéni matrice
ImmunoCAP po navazani izokyanatovych antigenti s odlis-
nou antigenitou [59].

Alergenové testy typu ,microarray“ predstavuji relativné
novy pfistup, ktery dosud prochazi vyvojem a hodi se zejmé-
na pro simultanni analyzu vazeb IgE na tisice riiznych pro-
teinti nebo epitopt. V ramci tohoto pristupu jsou proteinové
alergeny v malych mnozstvich nanaSeny na sklicka a vazba
sérovych protilatek IgE se zjisfuje pomoci protilatek proti
IgE oznalenych fluorescentni latkou [60°]. U omezeného
poctu alergent, které se zatim takto zkousely, zavisi typ vaz-
by sérovych protilatek IgE na klinickém stavu. Citlivost této
metody je srovnatelna s citlivosti metod CAP a k jejimu pro-
vadeéni sta¢i velmi malé mnozstvi séra. Ackoli v pfipadé pra-
covniki exponovanych izokyanatim zatim piistupy vyuzi-
vajici ,alergenovych® testt typu ,,microarray“ nebyly pouzi-
ty, jsou ideélni pro analyzu Sirokého spektra riznych konju-
gatl izokyanat-albumin a potencialnich epitopii.

Z hlediska diagnostiky izokyanatového astmatu mohou
byt pfinosné i bunééné imunoanalyzy zaloZené na novych
imunologickych vystupech, zejména pokud se pii rozvoji
daného onemocnéni - jak se mnozi autofi domnivaji — uplat-
nuji pfevazné mechanismy nezavislé na protilatkach IgE/IgG
[23,61°]. Bernstein a spol. [20] nedavno popsali test in vitro,
pfi némz je izokyanatovym antigenem navozena produk-
ce monocyto-makrofagového chemoatrakéniho proteinu
(monocyte/macrophage chemoattractant protein, MCP) 1
v mononuklearnich burikach periferni krve (peripheral
blood mononuclear cells, PBMC) a ktery podle predbéz-
nych studii dokaze odlisit osoby trpici izokyanatovym ast-
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matem. MCP-1 je (vedle protilatek IgE) vyznamnym fakto-
rem spoustéjicim uvoltiovani histaminu, tvofenym v lid-
skych PBMC, a je pravdépodobné jednim z nékolika me-
diatord, jejichz produkci u citlivych jedincti selektivné
navozuji izokyanaty [62].

Budouci bunééné testy zaloZené na nové objevenych
védeckych pfistupech, jakymi jsou profilovani exprese, pro-
teomika a metabolomika, mohou rozpoznavat rizné typy
imunologickych odpovédi, jez definuji citlivost viici izokya-
natim a odlisuji pracovniky nachylné ke vzniku onemocné-
ni od osob, u nichZ doslo k rozvoji tolerance nebo u nichz
nedoslo k senzibilizaci. Vyznamnou determinantou vSech
podobnych budoucich studii bude nejspise forma izokyana-
tu (antigenu) pouzitého jako imunologického podnétu.

Zaver

NaSe poznani imunitnich odpovédi a patologickych zmén
navozenych expozici izokyanatim se diky vytrvalému usili
v oblasti vyzkumu stale prohlubuje. Pouziti kombinovanych
metod, jako jsou laserova desorpce/ionizace za i¢asti matri-
ce (matrix-assisted laser desorption/ionization) s hmotnostni
spektrometrii a in vitro systémy expozice navrzené tak, aby
jejich biochemické a biofyzikalni parametry odpovidaly
mikroprostfedi dychacich cest, umoznilo dosahnout neby-
valého pokroku v charakterizaci izokyanatové antigenity.
Tento pokrok se zacina projevovat v optimalizaci imunolo-
gickych testti zaméfenych na izokyanéat-specifické imunitni
odpovédi.

Vyznamny pokrok predstavuji i teoretické a technické
zmény v naSem pohledu na izokyanatové antigeny a okol-
nosti vzniku téchto reakénich produkti, pricemz k uvedené-
mu posunu doslo diky empirickym poznatkim. Nové meto-
dy vytvareni konjugati izokyanat-albumin prostfednictvim
expozice plynnym (spiSe nez kapalnym) izokyanatim zajis-
tuji vznik ,antigend“ potenciadlné vhodnéjsich pro oblast
biologie nez metody klasické, jez maji sklon k navozovani
ynadmérnych® reakci a poptipadé ke vzniku artefaktovych
yantigeni“. K rozpoznavani protilatek vyznamné piispiva
také izomerni a polymerni sloZeni izokyanata. Dalsi optima-
lizace izokyanatovych antigent mize zvysit senzitivitu/spe-
cificitu testd na izokyanat-specifické protilatky IgE do té
miry, Ze se tyto testy stanou uzite¢nou metodou pro sledova-
ni 1é¢by onemocnéni navozeného izokyanaty. I kdyby pat-
rani po protilatkach IgE proti izokyanatim odhalilo pouze
zlomek osob trpicich izokyanatovym astmatem, mohl by se
screening ve velkém méfitku vyplatit, uvazime-li dlouhodo-
bé zhor$eni funkce plic ohroZujici senzibilizované pracovni-
ky, pokud jejich onemocnéni ziistane nerozpoznano.

Pres pokrok, ktery byl v poznani izokyanatové imuno-
genity v posledni dobé dosazen, je vhodnost vySetfovani
senzibilizace vidi izokyanatim zaloZené na stanoveni proti-
latek IgE i nadale zpochybiiovana, a to ¢aste¢né kvuli ne-
uspésnosti vySetfovacich metod s nizkou senzitivitou a ¢as-
te¢né kvuli alternativnim hypotézam patogeneze (nezalo-
Zenym na IgE). Jsou vyvijeny novéj§i imunoanalyzy vycha-
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zejici z hypotézy, Ze vyznamnéjsi ulohu (neZ humorélni
odpovédi) hraji v patogenezi izokyanatového astmatu bu-
nécéné odpovédi navozené izokyanatem. Tyto metody
pouZivajici PBMC se mohou soustfedit na konkrétni vystu-
py (protein MCP-1) nebo na typy exprese gent/proteini/
/metabolitd, u nichZ se muze prokazat, Ze koreluji s klinic-
kym stavem, popiipadé jej definuji.

Lze tedy shrnout, Ze sérologicka vySetfeni zaméfena na
izokyanaty se v poslednich letech dale vyvijeji a diky jejich
zdokonaleni lze stanovenim izokyanat-specifickych proti-
latek IgE a IgG pfi klinickém vySetfeni osob s expozici na
pracovisti ziskat cenné informace. PrestozZe se vyse uvedené
skute¢nosti mozna tykaji pouze ¢asti exponovanych pracov-
nikd, plati, Ze pfitomnost izokyanat-specifickych protilatek
IgE je silnym pfedpovédnim ukazatelem vyskytu izokyana-
tového astmatu a Ze specifické protilatky IgG mohou vypo-
vidat o mife expozice v del§im ¢asovém tseku a mohou
napomahat pfi Gpravach hygienickych norem v pramyslo-
vych provozech. Vétsi diagnostickou senzitivitu do budouc-
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na slibuji novéjsi testy na precitlivélost vici izokyanatam,
zaloZené na bunéénych odpovédich.
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