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Význam přehledu
Izokyanáty – reaktivní chemické látky používané k výrobě 

polyuretanu – jsou v celosvětovém měřítku hlavní příčinou 

astmatu z povolání. Nejdůkladněji prozkoumaným rizikovým 

faktorem rozvoje zmíněného onemocnění je expozice těmto 

látkám na pracovišti, avšak sledování expozice  

je náročné. Stanovování klinické diagnózy a rozlišování 

izokyanátů jako příčiny astmatu není jednoduché.  

Test představující zlatý standard – specifická inhalační 

provokace – je technicky náročný a nákladný a z těchto 

důvodů jej provádí na celém světě pouze několik 

specializovaných pracovišť. V souvislosti se zvyšujícím se 

používáním izokyanátů vyvstává naléhavá potřeba účinných 

laboratorních testů pro diagnostiku izokyanátového astmatu 

a expozice izokyanátům.

Aktuální výsledky
Přehled je zaměřen na literaturu publikovanou v letech 2005 

a 2006. Souvislost s diagnostikou izokyanátového astmatu 

byla zkoumána u více než 150 článků nalezených v databázi 

PubMed za pomoci klíčových slov „difenylmetan“, „toluen“  

či „hexametylen‑diizokyanát“. Je zde popsán pokrok 

v poznání patogeneze izokyanátového astmatu, který 

napomáhá zdokonalování konvenčních radioalergosorpčních 

testů a metod enzymové imunoanalýzy (ELISA) používaných 

ke stanovení izokyanát‑specifických protilátek IgE a IgG. 

Vyvíjejí se i nové imunoanalýzy založené na buněčných 

odpovědích a na nejnovějších vědeckých poznatcích.

Souhrn
Laboratorní testy používané v současnosti v humánní 

medicíně ke stanovení izokyanát‑specifických protilátek IgE 

a IgG jsou diagnosticky přínosné u části dělníků trpících 

izokyanátovým astmatem, přičemž u většího podílu osob 

vystavených těmto látkám na pracovišti mohou sloužit  

jako biologické ukazatele expozice.

Klíčová slova
astma, diagnóza, expozice, izokyanát, protilátka

Developments in laboratory diagnostics for isocyanate asthma 
Curr Opin Allergy Clin Immunol 2007;7:138–145 
© 2007 Lippincott Williams & Wilkins, Inc.

Yale University School of Medicine, Department of Internal Medicine,  
New Haven, Connecticut, USA

Adresa pro korespondenci: Adam V. Wisnewski, PhD, Yale University  
School of Medicine, Department of Internal Medicine, 333 Cedar Street;  
PO Box 20857, New Haven, CT 06520‑8057, USA 
E‑mail: adam.wisnewski@Yale.edu

Zkratky
HDI hexametylen‑diizokyanát
MCP monocyto‑makrofágový chemoatrakční protein 

(monocyte/macrophage chemoattractant protein)
MDI difenylmetan‑diizokyanát
PBMC mononukleární buňka periferní krve  

(peripheral blood mononuclear cell)
RAST radioalergosorpční test
TDI toluen‑diizokyanát

Úvod

Diizokyanáty (toluen‑diizokyanát, TDI; hexametylen‑diizo‑
kyanát, HDI; difenylmetan‑diizokyanát, MDI) nebo funkč‑
ně podobné polymerové izokyanáty jsou „povinnými“ příč‑
ně vazebnými látkami nezbytnými pro komerční výrobu 
polyuretanu – polymeru, na němž je moderní společnost 
závislá. Na celém světě jsou každoročně vyrobeny a spotře‑
bovány miliony tun izokyanátů, a to v nejrůznějších pracov‑
ních prostředích, kde dochází k jejich finálnímu použití 
[1,2–5,6•,7•]. Nejdůkladněji prozkoumaným rizikovým fak‑
torem rozvoje izokyanátového astmatu je expozice těmto 
látkám na pracovišti; její kvantifikace je však obtížná, neboť 
jde o směsi izomerů a „prepolymerů“ rozpuštěných v rozto‑
cích, v aerosolu a v plynné fázi. V určitých průmyslových 
provozech může uvedená expozice vyvolat izokyanátové 
astma a dlouhodobou bronchiální hyperreaktivitu [1,8,9, 
10•,11•]. Jejich dlouhodobou prognózu zlepšuje časné roz‑
poznání izokyanátového astmatu a rychlé zamezení další 
expozici izokyanátům u vnímavých jedinců [9]. Existuje 
tedy potřeba praktických testů pro screening osob a dia‑
gnostiku izokyanátového astmatu i testů schopných sledovat 
osobní expozici.

Z hlediska klinického obrazu se izokyanátové astma ná‑
padně podobá běžnému astmatu podmíněnému vlivy pro‑
středí, což vedlo k vypracování hypotézy o jeho imunolo‑
gické podstatě, byly však zaznamenány i drobné rozdíly 
[9,10•,12•]. Zvířecí modely uvedenou hypotézu podporují 
a díky transgenním kmenům se objevují první zprávy o mož‑
né úloze jednotlivých genů [13••,14••,15,16••,17,18]. Alergo‑
logové a imunologové překonali značné nesnáze při práci 
s reaktivními izokyanáty, jejímž cílem bylo vyvinout sérolo‑
gické testy pro stanovení protilátek specifických vůči těmto 
látkám [19–21]. Těmito testy byla u malého procenta pra‑
covníků potvrzena alergie na izokyanát jako podklad astma‑
tu, nicméně u většiny citlivých osob izokyanát‑specifické 
protilátky IgE nalézány nejsou. Zmíněné výsledky vnesly 
do celé oblasti výzkumu značnou dávku nejistoty. Uplatňují 
se u izokyanátového astmatu jiné patogenní mechanismy 
(např. non‑IgE) než ty, které známe u běžného atopického 
astmatu, nebo specifické protilátky IgE přítomny jsou, ale 
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selhaly metody jejich zjišťování? Používáme v našich sérolo‑
gických testech nevhodnou antigenní formu izokyanátu, 
nebo vyšetřujeme pracovníky v nevhodnou dobu (po skon‑
čení expozice)? Představuje snad izokyanátové astma, tak 
jak je v současnosti definováno, celé spektrum různých 
 onemocnění, z nichž jsou pouze některá spojena s odpovědí 
protilátek [3,9,10•]?

Tento přehled shrnuje důvody pro používání klinických 
laboratorních testů pro zjišťování imunitních odpovědí, kte‑
ré odrážejí expozici izokyanátům a přítomnost astmatu, při‑
čemž důraz je kladen na informace získané během poslední‑
ho roku. Je popsán jak potenciální význam „izokyanát‑
‑specifických“ sérových protilátek IgE a IgG jakožto biolo‑
gických ukazatelů, tak i izokyanátový antigen rozpoznávaný 
těmito imunoglobuliny [22••,23]. Spolu s klinickým využi‑
tím a s omezeními testů pro diagnostiku izokyanátového 
astmatu a expozice izokyanátům, které jsou v současné době 
k dispozici, se přehled zabývá i slibnými testy, jejichž vývoj 
se očekává [20,24,25••].

Imunologické testy jako ukazatele 
izokyanátového astmatu
Přirozený vznik izokyanátového astmatu obecně připomí‑
ná reakci přecitlivělosti I. typu, včetně časné prodlevy 
(během níž se předpokládá rozvoj systémové senzibilizace) 
a zvyšující se senzibilizace vůči extrémně nízkým expozič‑
ním dávkám, která vede k časným, pozdním a dvoufázo‑
vým astmatickým odpovědím. Klíčovým aspektem one‑
mocnění zahrnujících přecitlivělost I. typu (např. astmatu) 
je alergen‑specifická protilátka IgE, která slouží i jako bio‑
logický ukazatel alergické senzibilizace vůči mnoha běž‑
ným původcům astmatu (např. kočičím lupům, alergenům 
roztočů v domácnostech) i jako cíl imunoterapie [26]. Izo‑
kyanát‑specifické protilátky IgE tak mohou analogicky 
ukazovat na možnost zánětlivých odpovědí zprostředkova‑
ných IgE v dýchacích cestách po jejich expozici izokyaná‑
tům. Jsou‑li izokyanát‑specifické sérové protilátky IgE pří‑
tomny, pak s velkou pravděpodobností předpovídají výskyt 
izokyanátového astmatu [21,27]. Zdokonalení tradičního 
sérologického vyšetření na přítomnost izokyanátů jakožto 
diagnostické pomůcky lze pravděpodobně dosáhnout, 
pokud se bude pozornost věnovat konkrétně expozici (viz 
níže) a izokyanátovému antigenu (viz oddíl „Izokyanátový 
antigen“).

Expozice izokyanátům a poločas  
protilátek IgE
U nemocí z povolání, jako je izokyanátové astma, u nichž 
k expozici látce vyvolávající příznaky dochází výhradně na 
pracovišti, má jedinečný význam krátký poločas neváza‑
ných sérových protilátek IgE (přibližně 2 dny) [26,28,29]. 
Krátká období (řádově týdny) strávená mimo pracoviště 
(tedy mimo expozici) mohou vést k poklesu sérových kon‑
centrací IgE na úroveň, kterou klasické radioalergosorpční 
testy (RAST) nedokáží zjistit [27]. V některých případech 

mohou socioekonomické aspekty izokyanátového astmatu 
osobě jím postižené bránit ve vyhledání lékařské pomoci až 
do doby, kdy se onemocnění zhorší natolik, že této osobě již 
nedovolí pracovat [8]. K používání izokyanátů na pracovišti 
navíc může docházet jen sporadicky, což dále zvyšuje časo‑
vou variabilitu vztahu mezi expozicí a sérologickými nálezy 
[30••]. V tomto případě je situace značně odlišná, než jak ji 
známe v souvislosti s běžnými aeroalergeny s často obecně‑
ji rozšířeným výskytem (např. roztočů v domácnostech). 
Přesnější poznání protilátkových odpovědí zprostředkova‑
ných izokyanát‑specifickými IgE ve vztahu k expozici nej‑
spíše umožní až prospektivní studie, protože zpětně nelze 
tyto informace obvykle získat a průřezové studie mohou být 
v daném směru omezeny účinky „zdravého pracovníka“ 
[4,22••,30••,31–34]. Bez přesných údajů o expozici mohou 
negativní výsledky testů na stanovení izokyanát‑specific‑
kých protilátek IgE vést k chybné diagnóze a k nesprávným 
závěrům ohledně patogenních mechanismů.

Imunologické testy jako ukazatele expozice 
izokyanátům
Dosud nejdůkladněji prozkoumaným rizikovým faktorem 
rozvoje izokyanátového astmatu je expozice těmto látkám, 
avšak expozici izokyanátům přítomným ve vzduchu lze 
z praktického a technického hlediska obtížně kvantifikovat 
[4,6•,7•,8,30••,32,35•]. Vnitřní expoziční dávka izokyanátů 
se navíc může značně lišit od té, kterou naměříme pomocí 
vnějších měřičů, což platí zejména pro pracovníky používa‑
jící osobní ochranné pomůcky [36,37]. Většina dosavadních 
snah o zvýšení hygieny průmyslových provozů se soustře‑
dila na expozici dýchacích cest, i když dochází i k expozici 
kůže, která může být z imunologického hlediska významná 
(viz oddíl „Imunologická senzibilizace prostřednictvím ex‑
pozice kůže“).

Imunologické odpovědi na působení izokyanátů mohou 
sloužit jako náhradní biologické ukazatele expozice těmto 
látkám. Imunoglobuliny podtřídy IgG mají poločas přibliž‑
ně 30 dnů a byla vyslovena představa, že by se mohly stát 
potenciálně užitečným, jediným biologickým ukazatelem 
dlouhodobé expozice [38•,39]. S protilátkami IgG rozpo‑
znávajícími konjugáty izokyanát–albumin se u neexpono‑
vaných osob nesetkáváme téměř nikdy [20,22••,39,40,41•]. 
U exponovaných pracovníků bylo prokázáno, že sérový titr 
izokyanát‑specifických protilátek IgG těsně koreluje s mírou 
expozice těmto látkám na pracovišti [39]. Vyšší koncentrace 
IgG u jedinců s izokyanátovým astmatem, popisované v ně‑
kterých studiích, mohou být odrazem zvýšené expozice 
těchto osob, která snad zčásti vysvětluje rozvoj jejich one‑
mocnění [21,22••,39].

U pracovníků, u nichž dojde k rozvoji odpovědí zpro‑
středkovaných izokyanát‑specifickými IgG, mohou jejich 
koncentrace představovat užitečný ukazatel dodržování hy‑
gienických předpisů v průmyslových závodech a osobní 
ochrany před expozicí. Takoví jedinci mohou v daném pra‑
covním prostředí sloužit jako „hlídky“ a jako biologicky rea‑
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gující ukazatele účinnosti organizačních snah o omezení 
expozice.

Biologická úloha izokyanát‑specifických protilátek IgG 
v rámci odpovědi na expozici zůstává nejasná. Jejich podíl 
na patogenezi je nepravděpodobný vzhledem k tomu, že se 
vyskytují i u asymptomatických osob, a někteří odborníci 
dokonce uvažují o jejich možném ochranném působení. 
Případné rozdíly mezi izokyanát‑specifickými protilátkami 
IgG nalézanými u osob s izokyanátovým astmatem a u asym‑
ptomatických jedinců (pokud jde o specificitu epitopů, afini‑
tu, podtřídy IgG) je nutno teprve zkoumat.

Imunologická senzibilizace prostřednictvím 
expozice kůže
Přibývá důkazů tom, že v posledních letech se převažující 
formou expozice izokyanátům možná stala expozice kůže, 
neboť se začaly běžně používat méně prchavé izokyanátové 
přípravky (viz oddíl „Izokyanátové ‚prepolymery‘ a izome‑
ry“) a zdokonalily se hygienické předpisy pro ochranu 
dýchacích cest. Ve vzácných případech mohou izokyanáty 
vyvolávat alergickou kontaktní dermatitidu; nedávno pro‑
běhlo nové hodnocení komerčních náplasťových testů pro 
diagnostiku kožní senzitivity [42,43]. Ještě významnější je 
ovšem skutečnost, že podle studií prováděných se zvířaty by 
izokyanáty mohly prostupovat kožní tkání a navozovat sys‑
témovou senzibilizaci, která může za vhodných podmínek 
při následné expozici dýchacích cest vést k rozvoji „astma‑
tu“ (např. zánětu dýchacích cest a k příslušným fyziologic‑
kým odpovědím na něj) [13••,14••,44,45,46•,47•,48]. Dávko‑
vání a četnost expozic kůže mají zřejmě významný vliv na 
kvalitu vyvolané imunitní odpovědi [13••,14••]. Vzhledem 
ke zmíněným údajům je nutné, aby se expozici kůže na pra‑
covišti věnovala zvýšená pozornost.

Podíl expozice kůže na systémové izokyanát‑specifické 
humorální imunitní odpovědi u člověka dosud nebyl objas‑
něn. Ze studií prováděných na pracovištích s extrémně 
 nízkými koncentracemi izokyanátů v ovzduší vyplynulo, že 
expozice kůže může sama o sobě navodit systémovou senzi‑
bilizaci [49]. V klinických studiích lze ale obtížně odlišit vzá‑
jemné možné rozdíly mezi imunitními odpověďmi navoze‑
nými prostřednictvím kůže a dýchacích cest, protože expo‑
zici na pracovišti lze pouze zřídka připisovat pouze jedné 
z uvedených bran vstupu [4,30••,50•]. K objasnění možného 
podílu expozice kůže na systémové imunitní senzibilizaci 
u člověka bude zapotřebí další klinicko‑epidemiologický 

výzkum, zaměřený mj. na izokyanát‑specifické protilátky 
IgE a IgG [50•,51•].

Izokyanátový antigen
Sérologické vyšetření vychází ze specifické trojrozměrné 
struktury alergenu, která však v případě izokyanátů zatím 
nebyla úplně popsána, což představuje značnou překážku 
jak pro výzkum, tak pro klinické studie. Izokyanáty vlivem 
reakcí s vlastními molekulami mění svou strukturu (a vytvá‑
řejí níže popsané neoepitopy), takže jejich standardizace je 
obtížnější než v případě běžných aeroalergenů, které lze 
molekulárně definovat pomocí sekvence DNA (prachové 
a kočičí alergeny). Pro izokyanátové imunoanalýzy mají klí‑
čový význam teoretické poznatky o vzniku biologicky rele‑
vantních izokyanátových antigenů a technické metody, 
 které jejich vznik umožňují.

Odborníci se původně domnívali, že se izokyanáty cho‑
vají jako hapteny, což je pravda, tím však lze jejich imuno‑
genitu vysvětlit pouze zčásti. Snad stejně významná je 
i schopnost izokyanátů vytvářet nové (neo‑) epitopy pro‑
střednictvím intramolekulárních a intermolekulárních příč‑
ných vazeb měnících náboj a konformaci (vlastních) nosi‑
čových proteinů [52,53]. Tato základní představa, jež se 
pozvolna rodila během posledních 40 let, významným způ‑
sobem ovlivňuje vývoj „izokyanátových antigenů“ používa‑
ných pro imunologická vyšetření. V případě haptenů zvýše‑
ná konjugace s nosičovým proteinem zvyšuje hustotu epito‑
pů a celkově zvyšuje citlivost ve smyslu rozpoznávání spe‑
cifických imunoglobulinů. Pokud je však kritický epitop 
jedinečnou konformací navozenou specifickými příčnými 
vazbami izokyanátu, může „nadměrná reaktivita“ nebo po‑
užití nesprávného nosičového proteinu vést ke vzniku biolo‑
gicky irelevantních konjugátů izokyanát–protein (antigenů), 
jak znázorňuje obrázek 1 [22••,54,55]. Izokyanátové „anti‑
geny“ používané v klinických studiích by měly odpovídat 
těm, jež se vyskytují in vivo v mikroprostředí dýchacích cest, 
kde je epitelová tekutina vystavena nízkým (na pracovišti 
přítomným) koncentracím izokyanátů [33].

Konjugát(y) izokyanát–albumin
Dosud jediným proteinem, který může u osob exponova‑
ným na pracovišti izokyanátům prokazatelně sloužit jako 
účinný „nosič“ těchto látek (s cílem indukovat protilátky), je 
albumin [22••,39,54,55]. Izokyanáty konjugované s jinými 
proteiny než s albuminem zatím nebyly podrobně prozkou‑

Obrázek 1 Neoepitopy indukova‑
né konjugací izokyanátu s lidským 
albuminem

Dvojrozměrný model, v němž je albumin vy‑
značen  jako čára a  izokyanát  jako křížek, 
zobrazuje nové konformace utvářené příč‑
nými vazbami izokyanátu, které může imu‑
nitní systém hostitele rozpoznávat jako cizí.

Albumin  Izokyanát–albumin  Izokyanát–albumin 
  (poměr 3 : 1)  (poměr 26 : 1)
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mány, nicméně těch několik málo, které již zkoumány byly 
(viz dále), nejsou lidskými protilátkami rozpoznávány.

Produkty reakcí mezi izokyanáty a albuminem (a jejich 
antigenita) do značné míry závisí na reakčních podmínkách. 
Expozice albuminu v tekuté fázi (tj. v tekutině epitelové vý‑
stelky) koncentracím izokyanátových par zjišťovaným v pra‑
covním prostředí (přibližně 20 ppb) vede ke vzniku omeze‑
ného množství vysoce specifických chemických konjugátů 
[22••,39]. Podle nedávno publikovaných studií lze sérové 
protilátky IgE rozpoznávající tento albumin exponovaný 
izokyanátovým parám nalézt u 40–50 % osob s astmatem 
vyvolávaným látkami TDI a HDI, avšak pouze u 1–4 % 
exponovaných asymptomatických jedinců [22••,39]. Kon‑
centrace protilátek IgG specifických pro konjugáty izokya‑
nátových par a albuminu u asymptomatických osob navíc 
silně koreluje s mírou expozice na pracovišti. Naopak kon‑
jugáty izokyanát–albumin vytvořené reakcemi albuminu 
v tekuté fázi s koncentrovanějšími izokyanáty v kapalné fázi 
(tato metoda se do roku 2004 používala ve většině studií) 
jsou při zjišťování protilátek IgE méně citlivé a u neexpono‑
vaných jedinců jsou s větší pravděpodobností rozpoznávány 
protilátkami IgG [22••,39].

Nedávno byla popsána dvě místa, na kterých dochází 
ke konjugaci mezi plynným HDI a lidským albuminem 
(obr. 2) [39]. Jedno z nich – Lys414 – je součástí dilyzinové‑
ho motivu, který se vyskytuje výhradně v lidském albumi‑
nu, což je velmi zajímavé vzhledem k tomu, že izokyanáty 
konjugované s albuminem kravským, myším nebo kuře‑
cím (ovalbuminem) nejsou lidskými protilátkami rozpo‑
znávány [39,54,55]. Dalším možným místem konjugace 

s HDI je His247, ležící na povrchu albuminu a za fyzio‑
logických podmínek disponující sekundárním aminem 
s pKa příznivým pro nukleofilní adici k izokyanátu. Zdá se, 
že na His247 může docházet i ke konjugaci s TDI (osobní 
pozorování) [22••].

Hlavním izokyanátovým antigenem u exponovaných 
osob je tedy izokyanát konjugovaný s albuminem. Za fyzio‑
logických podmínek expozice na pracovišti reagují izokya‑
nátové páry s lidským albuminem vysoce specifickým způ‑
sobem za vzniku vysoce specifického antigenu. Albuminové 
konjugáty vytvořené s izokyanátem za reakčních podmínek, 
které se zásadně liší od situace in vivo (pokud jde o pH, kon‑
centraci apod.), mohou být imunologicky odlišné a mohou 
být při sérologickém vyšetření zdrojem artefaktů.

Izokyanátové „prepolymery“ a izomery
Jak již bylo zmíněno v úvodu, expozice izokyanátům na 
pracovišti představuje složitý děj, v němž figurují směsi 
 různých izokyanátových izomerů a „prepolymerů“ roz‑
puštěných v roztocích, v aerosolu a v plynných fázích. Na‑
příklad průmyslové směsi izomerů TDI (např. 2,4‑TDI 
oproti 2,6‑TDI) mohou být používány v poměru 80 : 20 
nebo 65 : 35, zatímco surový MDI obsahuje směs řady izo‑
merů i polymerů (tab. 1) [40,56]. V případě HDI se k povr‑
chovým úpravám karoserií používají převážně biuretové 
a izokyanurátové „prepolymery“, které nicméně obsahují 
stopová množství prchavějšího „monomeru“ HDI.

Studie z poslední doby prokázaly rozdíly v antigenitě 
albuminových konjugátů připravených pomocí různých izo‑
merů nebo polymerů téhož izokyanátu [22••,40]. Imuno‑
analýzy pro stanovení izokyanát‑specifických protilátek 
proto musí v ideálním případě pracovat s antigeny vytvoře‑
nými ze stejného izokyanátového polymeru/izomeru, jaký 
se používá na daném pracovišti. Vzhledem k vysoké zkří‑
žené reaktivitě mezi různými izokyanáty je možné, že exis‑
tuje omezený počet univerzálně použitelných izomerních 
a polymerních přípravků, které ovšem bude třeba definovat 
empirickým zkoušením.

Používání izokyanátových laboratorních testů 
v současné klinické praxi
Izokyanátové laboratorní testy byly od doby, kdy se v písem‑
nictví poprvé objevil jejich popis, značně zdokonaleny a ve 
své současné podobě jsou nejspíše více užitečné, než by se 
podle starších publikací mohlo zdát. Pro lékaře v klinické 
praxi je přítomnost izokyanát‑specifických protilátek IgE 
nebo IgG v séru pacienta užitečnou známkou, díky níž může 
izokyanáty určit jako možnou příčinu astmatu; tato informa‑
ce však sama o sobě není natolik citlivá, aby bylo možno 
diagnózu postavit výlučně na ní. Hlavní přínos izokyanáto‑
vých laboratorních testů spočívá a) v potvrzení přítomnosti 
izokyanát‑specifické odpovědi přecitlivělosti I. typu u osob 
s podezřením na onemocnění podmíněné izokyanáty nebo 
b) v doložení expozice na základě titrů izokyanát‑specific‑
kých protilátek IgG.

Obrázek 2 Strukturální trojrozměrný model oblastí lidského 
albuminu, na kterých může docházet ke konjugaci s hexamety‑
len‑diizokyanátem

Významná místa pro konjugaci s hexametylen‑diizokyanátem po expozici jeho 
parám – His247 a Lys414 – jsou zvětšena a zakroužkována.
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Izokyanát‑specifické sérové protilátky IgE lze nalézt 
u značného procenta osob trpících izokyanátovým astma‑
tem – podle studií z poslední doby až u 50 % – a to v závis‑
losti na konjugátech izokyanát–albumin použitých v roli 
antigenů [22••,27,39]. Nejcitlivějším testem prováděným 
v současné době je „klasický“ izokyanátový test RAST 
(s použitím papírového disku‑125I), podobné výsledky však 
poskytují i novější neizotopové metody enzymové imuno‑
analýzy ELISA (enzyme‑linked immunosorbent assay) 
[22••,27,39]. Omezený počet komerčních prodejců nabízí 
testy ke stanovení (či měření koncentrace) izokyanát‑speci‑
fických protilátek IgE; není však jasné, jaké antigeny tyto 
testy používají [57]. Pátrat po izokyanát‑specifických proti‑
látkách IgE má smysl pouze u výdělečně činných osob, 
neboť – jak již bylo uvedeno výše – koncentrace izokyanát‑
‑specifických protilátek IgE může po krátkém období bez 
expozice klesnout pod zjistitelné hodnoty.

„Izokyanát“‑specifické protilátky IgE je třeba zásadně 
stanovovat současně s celkovou koncentrací IgE a s „kon‑
trolním“ vzorkem (tedy se simulovaně exponovaným albu‑
minem), protože vzorky séra s vysokými koncentracemi IgE 
vykazují in vitro zvýšený sklon k nespecifickým vazbám [19]. 
K potvrzení specificity jsou vhodné inhibiční testy [19]. 
Přítomnost izokyanát‑specifických protilátek IgE v séru pra‑
covníka je dosti přesvědčivým ukazatelem izokyanátového 
astmatu a u nesenzibilizovaných pracovníků se s ním setká‑
me pouze zřídka (méně než 5 % případů), což platí zejména 
po korekci na celkovou koncentraci IgE a na nespecifické 
vazby [22••,27,39].

Na základě sérových koncentrací izokyanát‑specifických 
protilátek IgG lze potvrdit, že daná osoba byla izokyanátům 
exponována již v minulosti. Při sledování dalších expozic 
mohou pomoci opakovaná měření během delšího časového 
rozmezí, která pravděpodobně představují souhrnný ukaza‑
tel vypovídající o expozici spíše v několika posledních měsí‑
cích než v posledních hodinách či dnech.

Pro imunoanalýzy určené pro izokyanáty platí stejně jako 
pro všechny ostatní imunoanalýzy, že je nutno je provádět 
s použitím přesně definovaných „antigenů“ a interpretovat 
pouze v kontextu klinicky definovaných pozitivních vzorků 
(od osob trpících izokyanátovým astmatem) a negativních 
kontrolních vzorků (exponovaných i neexponovaných). Při 
provádění a hodnocení významu izokyanátových sérologic‑
kých testů mohou být mimořádně cenné rady zkušených 

odborníků, neboť významné praktické, zdánlivě nedůležité 
okolnosti sérologického stanovování izokyanátů, které je 
výsledkem výzkumu trvajícího celá desetiletí a často meto‑
dou pokusů a omylů, zůstávají běžně nezveřejněny nebo 
nejsou dostatečně známy.

Budoucí metody vyšetření na citlivost  
vůči izokyanátům
Budoucí metody vyšetření na citlivost vůči izokyanátům bu‑
dou nejspíše spadat do dvou různých kategorií; cílem jedné 
z nich bude zdokonalit současné sérologické přístupy, zatím‑
co druhá se nebude zabývat odpovědí protilátek na expozi‑
ci, ale bude založena na nových imunitních výstupech (viz 
dále).

Zjišťování izokyanát‑specifických protilátek IgE lze 
pravděpodobně zdokonalit začleněním novějších plynných 
a „prepolymerních“ konjugátů izokyanát–albumin do již vy‑
pracovaných metodik. Nejčastěji používanou matricí pro 
klinické stanovení protilátek IgE je opouzdřený polymer 
ImmunoCAP [58]. Až donedávna prováděl vazbu alergenů 
na ImmunoCAP výhradně výrobce, který nabízí testy pro 
TDI, MDI a HDI, ale který o použitých „antigenech“ posky‑
tuje velmi málo informací [57,59]. Nedávno byla uvedena 
na trh matrice Streptavidin‑ImmunoCAP (na niž lze navázat 
jakýkoli biotinem označený alergen), která by měla jednot‑
livým výzkumníkům umožnit případné uplatnění matrice 
ImmunoCAP po navázání izokyanátových antigenů s odliš‑
nou antigenitou [59].

Alergenové testy typu „microarray“ představují relativně 
nový přístup, který dosud prochází vývojem a hodí se zejmé‑
na pro simultánní analýzu vazeb IgE na tisíce různých pro‑
teinů nebo epitopů. V rámci tohoto přístupu jsou proteinové 
alergeny v malých množstvích nanášeny na sklíčka a vazba 
sérových protilátek IgE se zjišťuje pomocí protilátek proti 
IgE označených fluorescenční látkou [60•]. U omezeného 
počtu alergenů, které se zatím takto zkoušely, závisí typ vaz‑
by sérových protilátek IgE na klinickém stavu. Citlivost této 
metody je srovnatelná s citlivostí metod CAP a k jejímu pro‑
vádění stačí velmi malé množství séra. Ačkoli v případě pra‑
covníků exponovaných izokyanátům zatím přístupy využí‑
vající „alergenových“ testů typu „microarray“ nebyly použi‑
ty, jsou ideální pro analýzu širokého spektra různých konju‑
gátů izokyanát–albumin a potenciálních epitopů.

Z hlediska diagnostiky izokyanátového astmatu mohou 
být přínosné i buněčné imunoanalýzy založené na nových 
imunologických výstupech, zejména pokud se při rozvoji 
daného onemocnění – jak se mnozí autoři domnívají – uplat‑
ňují převážně mechanismy nezávislé na protilátkách IgE/IgG 
[23,61•]. Bernstein a spol. [20] nedávno popsali test in vitro, 
při němž je izokyanátovým antigenem navozena produk‑
ce monocyto‑makrofágového chemoatrakčního proteinu 
(monocyte/macrophage chemoattractant protein, MCP) 1 
v mononukleárních buňkách periferní krve (peripheral 
 blood mononuclear cells, PBMC) a který podle předběž‑
ných studií dokáže odlišit osoby trpící izokyanátovým ast‑

Tabulka 1 Izokyanátové izomery a „pre‑polymery“

Izomer Poměr

Toluen‑diizokyanát  80 : 20

Toluen‑diizokyanát (2,4 : 2,6)  65 : 35

Difenylmetan‑diizokyanát  Směs

Difenylmetan‑diizokyanát (4,4’, 2,4’, 2,2’)

Monomer  Polymer

Hexametylen‑diizokyanát  Biuret‑izokyanurát
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matem. MCP‑1 je (vedle protilátek IgE) významným fakto‑
rem spouštějícím uvolňování histaminu, tvořeným v lid‑
ských PBMC, a je pravděpodobně jedním z několika me‑
diátorů, jejichž produkci u citlivých jedinců selektivně 
navozují izokyanáty [62].

Budoucí buněčné testy založené na nově objevených 
vědeckých přístupech, jakými jsou profilování exprese, pro‑
teomika a metabolomika, mohou rozpoznávat různé typy 
imunologických odpovědí, jež definují citlivost vůči izokya‑
nátům a odlišují pracovníky náchylné ke vzniku onemocně‑
ní od osob, u nichž došlo k rozvoji tolerance nebo u nichž 
nedošlo k senzibilizaci. Významnou determinantou všech 
podobných budoucích studií bude nejspíše forma izokyaná‑
tu (antigenu) použitého jako imunologického podnětu.

Závěr
Naše poznání imunitních odpovědí a patologických změn 
navozených expozicí izokyanátům se díky vytrvalému úsilí 
v oblasti výzkumu stále prohlubuje. Použití kombinovaných 
metod, jako jsou laserová desorpce/ionizace za účasti matri‑
ce (matrix‑assisted laser desorption/ionization) s hmotnostní 
spektrometrií a in vitro systémy expozice navržené tak, aby 
jejich biochemické a biofyzikální parametry odpovídaly 
mikroprostředí dýchacích cest, umožnilo dosáhnout nebý‑
valého pokroku v charakterizaci izokyanátové antigenity. 
Tento pokrok se začíná projevovat v optimalizaci imunolo‑
gických testů zaměřených na izokyanát‑specifické imunitní 
odpovědi.

Významný pokrok představují i teoretické a technické 
změny v našem pohledu na izokyanátové antigeny a okol‑
nosti vzniku těchto reakčních produktů, přičemž k uvedené‑
mu posunu došlo díky empirickým poznatkům. Nové meto‑
dy vytváření konjugátů izokyanát–albumin prostřednictvím 
expozice plynným (spíše než kapalným) izokyanátům zajiš‑
ťují vznik „antigenů“ potenciálně vhodnějších pro oblast 
biologie než metody klasické, jež mají sklon k navozování 
„nadměrných“ reakcí a popřípadě ke vzniku artefaktových 
„antigenů“. K rozpoznávání protilátek významně přispívá 
také izomerní a polymerní složení izokyanátů. Další optima‑
lizace izokyanátových antigenů může zvýšit senzitivitu/spe‑
cificitu testů na izokyanát‑specifické protilátky IgE do té 
míry, že se tyto testy stanou užitečnou metodou pro sledová‑
ní léčby onemocnění navozeného izokyanáty. I kdyby pát‑
rání po protilátkách IgE proti izokyanátům odhalilo pouze 
zlomek osob trpících izokyanátovým astmatem, mohl by se 
screening ve velkém měřítku vyplatit, uvážíme‑li dlouhodo‑
bé zhoršení funkce plic ohrožující senzibilizované pracovní‑
ky, pokud jejich onemocnění zůstane nerozpoznáno.

Přes pokrok, který byl v poznání izokyanátové imuno‑
genity v poslední době dosažen, je vhodnost vyšetřování 
senzibilizace vůči izokyanátům založené na stanovení proti‑
látek IgE i nadále zpochybňována, a to částečně kvůli ne‑
úspěšnosti vyšetřovacích metod s nízkou senzitivitou a čás‑
tečně kvůli alternativním hypotézám patogeneze (nezalo‑
ženým na IgE). Jsou vyvíjeny novější imunoanalýzy vychá‑

zející z hypotézy, že významnější úlohu (než humorální 
odpovědi) hrají v patogenezi izokyanátového astmatu bu‑
něčné odpovědi navozené izokyanátem. Tyto metody 
používající PBMC se mohou soustředit na konkrétní výstu‑
py (protein MCP‑1) nebo na typy exprese genů/proteinů/ 
/metabolitů, u nichž se může prokázat, že korelují s klinic‑
kým stavem, popřípadě jej definují.

Lze tedy shrnout, že sérologická vyšetření zaměřená na 
izokyanáty se v posledních letech dále vyvíjejí a díky jejich 
zdokonalení lze stanovením izokyanát‑specifických proti‑
látek IgE a IgG při klinickém vyšetření osob s expozicí na 
pracovišti získat cenné informace. Přestože se výše uvedené 
skutečnosti možná týkají pouze části exponovaných pracov‑
níků, platí, že přítomnost izokyanát‑specifických protilátek 
IgE je silným předpovědním ukazatelem výskytu izokyaná‑
tového astmatu a že specifické protilátky IgG mohou vypo‑
vídat o míře expozice v delším časovém úseku a mohou 
napomáhat při úpravách hygienických norem v průmyslo‑
vých provozech. Větší diagnostickou senzitivitu do budouc‑
na slibují novější testy na přecitlivělost vůči izokyanátům, 
založené na buněčných odpovědích.
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