Diagnostyka*

Diagnostyka molekularna alergii

Skokowa zmiana w pozycjonowaniu pomiaréow sIgE  w diagnostyce chordb
alergicznych nastgpita w momencie narodzin diagnostyki molekularnej alergii (ang.
molecular allergology), operujacej pojeciem alergenu okreslanego jako czgsteczka
biatka o okreslonej strukturze fizycznej (ktebek statystyczny, dimer, globulina etc.),
zdefiniowanej funkcji biochemicznej(np. okreslony enzym)i rolifizjologicznej(np. biatko
spichrzowe czy obronne rodlin). Alergeny molekularne izolowane sg metodami
biochemicznymi z ekstraktu tzw. zrédta alergenu, stanowigcego alergen w klasycznym
ujeciu (alergeny wysokooczyszczone oznaczone literg n przed nazwag czasteczki) lub
uzyskiwane za metody inzynierii genetycznej biatek z wykorzystaniem uktaddw bakterii
lub drozdzy (alergeny rekombinantowe, oznaczone literg r przed nazwg czasteczki).
Alergeny molekularne wytwarzane metodami inzynierii biatek mogg byd¢
modyfikowane dla poprawy swoistosci diagnostycznej bez utraty czutosci). Inaczej
maowigc, w diagnostyce molekularnej, okreslanej réwniez jako diagnostyka oparta
na komponentach, CRD (ang. component-resolved diagnostics), petne ekstrakty Zrédet
alergenu zostaty zastgpione przez wyselekcjonowane, czgsteczkowe komponenty
o udowodnionej zdolnosci do indukcji uczulenia przez stymulacje specyficznej sIgk,
aw przypadku przekroczenia pewnego granicznego stezenia sIgk, rowniez do indukciji
reakcji alergicznej. Nalezy dodac, ze ekstrakty alergenowe wykorzystywane sg nadal
w tradycyjnej diagnostyce alergii in vitro samodzielnie lub w potgczeniu z alergenami
molekularnymi (co dostarcza dodatkowych mozliwosci interpretacyjnych) oraz jako
jedyne przydatne w testach skdérnych in vivo.

Sprowadzenie diagnostyki do poziomu molekularnego wigzato sie zfunkcjonalng
redefinicjg alergenu, okreslanego teraz jako zbidr scisle zdefiniowanych biochemicznie
i strukturalnie, immunogennych  sktadnikow czgsteczkowych -  alergendw
molekularnych (komponentéw molekularnych), obecnych w okreslonych proporcjach
w petnym ekstrakcie Zrddta alergenu (np. pytku roslin, mleka, itd.). Niekiedy, zwtaszcza
w pismiennictwie anglojezycznym, termin alergen zawezany jest wytgcznie
do zdefiniowanej czgsteczki indukujgcej swoiste przeciwciata, co prowadzi
dorozréznienia pomiedzy alergenami (bez przymiotnika molekularny) izrédtami
alergendw (allergen sources). Epitopem alergenu molekularnego, czyli fragmentem
wchodzgcym w bezposrednig interakcje zmiejscem wigzgcym IgE, zwanym
paratopem, moze byé: sekwencja aminokwasdéw taricucha peptydowego (epitop
liniowy) lub aminokwasy zsgsiednich taricuchow tréjwymiarowej —struktury
przestrzennej (epitop przestrzenny). Epitop alergenu decydujgcy o immunogennosci
nazywany jest determinantg immunodominujgcg. Znajomos¢ wtasciwosci fizycznych
ichemicznych alergendw molekularnych iich epitopdw ma istotne znaczenie
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diagnostyczne iprognostyczne. Na ogét, epitopy liniowe sg termostabilne i odporne
naenzymy proteolityczne, podczas gdyepitopy przestrzenne sg termolabilne
iwrazliwe naenzymy trawienne. W przypadku epitopdw przestrzennych,
pod wptywem denaturaciji cieplnej lub proteolizy mogg tworzy¢ sie nowe epitopy -
neodeterminanty, rozpoznawane przez jedynie dla nich swoiste, nowopowstajgce sIgE.

Diagnostykain vitro, oparta na identyfikacji uczulajgcych alergenéw molekularnych jako
sktadowych alergendw tradycyjnie pojmowanych, zmienita algorytmy diagnostyczne
alergii i wptyneta na profilaktyke oraz leczenie, cho¢ wykorzystuje zasade identyczng
do zasady testow opartych naekstraktach alergenowych: identyfikacie we krwi
swoistych dla alergenu przeciwciat IgE.

Testy molekularne pozwalajg naidentyfikacje okreslonego biochemicznie,
molekularnego sktadnika Zrodta alergenu odpowiedzialnego za uczulenie na Zrodto
jako catosc (tzw. Zrédto alergenu) przez okreslenie stezenia slgE ,wytapywanej” przez
tenze sktadnik z probki badanej surowicy. Odpowiednio dobrany molekularny alergen
diagnostyczny - krytyczny element uktadu testowego, zwigzany jest na ogdét z fazg
statg zestawu, w zaleznosci odrozwigzania, bedgcg powierzchnig ptytki, bibutg
z odpowiedniego tworzywa sztucznego lub mikro czy nanokulkami (ang. beads).
Przekroczenie ustalonego stezenia wychwyconej przez alergen slgk, wskazuje na ten
alergen jako naprzyczyne uczulenia, zprawdopodobieristwem proporcjonalnym
do stezenia zwigzanej sIgE.

Wzrost znaczenia diagnostyki molekularnej, rozwijanej od przetomu stuleci, nabrat
tempa dzieki mozliwosci uzyskiwania sktadnikéw molekularnych metodami inzynierii
biatek w réznego rodzaju systemach ekspresyjnych (np. drozdzach). Rekombinantowe
czgsteczki alergendw pozbawione sg reszt weglowodanowych lub posiadajg reszty
cukrowe zmodyfikowane przez odpowiednie zaprogramowanie systemow
ekspresyjnych. Modyfikacje majg na celu poprawe swoistosci metody bez uszczerbku
dla czutosci. Ta strategia pozwala nacatkowitg eliminacje interferencji ze strony
nieswoistych reszt weglowodanowych alergendéw glikoproteinowych okreslanych
jako CCD (ang. cross-reactive carbohydrate determinants). Obecne w alergenach
zrdoznych zrédet, identyczne, nie immunogenne per se, CCD, zawyzajg wyniki
pomiarow sIgE in vitro wykonywanych przy uzyciu klasycznych, diagnostycznych
ekstraktow alergenowych oraznie modyfikowanych czgsteczek alergenow
molekularnych.
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Atutem molekularnej diagnostyki alergologicznej jest:

o Rdznicowanie monouczulenia, wpdtuczulenia i multiuczulenia;

e Ro&znicowanie uczulenia pierwotnego i objawdw reaktywnosci krzyzowej sIgE
z alergenami homologicznymi dla alergenu pierwotnie uczulajgcego;

o Weryfikacja/prognozowanie fenotypu alergii definiowanego dla okreslonych
komponentéw molekularnych, w tym: czasu reakcji po ekspozyciji naalergen,
objawdéw i charakteru reakcji (miejscowy/uogdlniony), nasilenia reakcii;

o Ocenaryzyka reakcji niebezpiecznych;

o Mozliwos$é prognozowania powiktar i ewoluciji choroby (marsz alergologiczny);

e Okredlanie wzrostu tolerancji nazrédto alergenu  zwiekiem przez
monitorowanie spadku sIgE dla okreslonych alergenéw molekularnych (np. Bos
d 4,5, 8 w przypadku alergii na mleko krowie);

e Ograniczenie ilosci testéw prowokacyjnych przez identyfikacje slgkE dla
gtownych alergendw molekularnych o seroprewalenciji zblizonej do 100%;

» Prawidtowa kwalifikacja pacjentéw do specyficznejimmunoterapii alergii (SIT);

o Standaryzacja molekularnych alergendéw diagnostycznych o okreslonych
wtasciwosciach biochemicznych, fizycznych i fizjologicznych;

o Poprawa parametréw diagnostycznych: dodatniej (PPV) iujemnej (NPV)
wartosci predykcyjnej w poréwnaniu do diagnostyki opartej na ekstraktach
alergenowych;

e Poprawa swoistosci bez utraty czutosci przez eliminacje CCD z molekularnych
alergendw diagnostycznych wytwarzanych w odpowiednio
zaprogramowanych systemach ekspresyjnych — alergeny rekombinantowe (r)
pozbawione CCD;

« Eliminacja wynikéw fatszywie ujemnych (poprawa czutosci) obserwowanych
w testach stosujgcych ekstrakty alergenowe zubozone 0 niestabilne
chemicznie ifizycznie sktadniki gubione w trakcie ekstrakcji zrédta alergenu
(niedoreprezentacja antygenu).

Szczegdtowa wiedza o wtasciwosciach biochemicznych/fizycznych i immunogennosci
alergendw molekularnych oraz ich wptywie na fenotyp alergii doprowadzita do sugestii
zmiany paradygmatu diagnostyki alergii. Dotychczasowy algorytm diagnostyczny: Top-
down (z gdéry naddt), ukierunkowujgcy dobdr pojedynczych alergendéw do testéw
diagnostycznych (in vivo i in vitro) w oparciu o wywiad kliniczny, zostat zastgpiony przez
algorytm Bottom-up (z dotu do gdry), zgodnie z ktérym historia choroby analizowana
jest woparciu oidentyfikacje iwynik pomiaru stezenia in vitro slgE dla spektrum
alergenéw  molekularnych o potwierdzonym iprzewidywalnym  potencjale
uczulajgcym i fenotypie alergii (Rysunek ponize;j).
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Strategia TOP-DOWN z gory na dét

Historia choroby % Badania fizykalne

Klasyfikacja objawéw klinicznych/stanéw chorobowych

Atopowe i . S :
Katar Katar 8 Anafilaksja Alergia Alergia Alergia
sezonowa chronianyJ S J usﬂf;"aJ pokarmowaJ ol J e J na leki J na jady zawodowa

Dobér ekstraktéw alergenowych dla

Identyfikacja pojedynczych sktadnikéw molekularnych

Molekularnych Molekularnych Moleku h Kompleksowa CRD
markeréw markeréw larnydl przy uzyciu muktipleksu

reaktywnosci réznicujacych K z uwzgednieniem rodzin biatek
krzyzowej alergeny Dy, W interpretacji

DIAGNOZA

Atopowe . i . .
Katar Katar : I Anafilaksja Alergi Alergia Alergia
sezonowy | chroniczny Astma J zasizlema pokarmowJ OAS J Poklzwl:aJ na leki J na jady zawodowa

Klasyfikacja objawéw klinicznych/stanéw chorobowych

Historia choroby % Badania fizykalne

Analiza reaktywnych alegrenéw molekularnych (specyficznych dla zZrédta alargen, reagujacych krzyzowo, powodujacych reakcje zagrazajace zyciu)

Kompleksowa CRD przy uzyciu multipleksu z uwzglednieniem rodzin biatek alergenowych w interpretacji J

Strategia BOTTOM-UP z dotu do gory

Zestawienie algorytmow diagnostyki alergologicznej: klasycznego - Top down i nowego Bottom up
wykorzystujgcego mozliwosci stworzone przez molekularne testy multiplexowe. Wg. Molecular
allergology, User's guide, 2016, zmienione.
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W algorytmie Bottom-up pierwszym zaleceniem lekarza podejrzewajgcego alergie
jest okreslenie mozliwie jak najszerszego profilu sIgE iex post ukierunkowywanie
wywiadu dla doprecyzowania dalszego toku postepowania. Uzyskany profil uczulenia
poddawany jest analizie napodstawie badania przedmiotowego ipodmiotowego,
dzieki czemu niektére warianty uczulenia mogg zosta¢ przypisane do objawow
klinicznych i zyskac status alergii podejrzewanej. Niekiedy cykl diagnostyczny Bottom-
up wienczony jest, jak w podejsciu klasycznym, wykonaniem weryfikujgcego badania
ekspozycyjnego na podejrzewany alergen, jednakze wiedza o potencjale uczulajgcym
poszczegdlnych alergendw molekularnych, fenotypie klinicznym indukowanej przez
nie alergii i okreslonych homologiach w obrebie rodziny, do ktérej alergen nalezy,
powodujg, ze koniecznos¢ wykonania prowokaciji staje sie zbedna.

Dla poréwnania nalezy przypomniec, ze zgodnie z dotychczasowsg,
wieloletnig, strategig diagnostyczng Top-down zalecang m.in.przez Instytut Norm
Klinicznych iLaboratoryjnych, CLSI, ang. Clinical and Laboratory Standard Institute
izgodng zrekomendacjami polskimi, petny diagnostyczny algorytm chordb
alergicznych zaleznych odIgE obejmuje: badanie fizykalne, komplementarne testy
diagnostyczne identyfikujgce alergenowo-swoistg IgE: in vivo (SPT) iin vitro (pomiar
stezenia sIgE), testy funkcjonalne in vitro (np.test aktywacji bazofildw, BAT, ang.
basophil activation test) irozstrzygajgce testy ekspozycyjne (prowokacije).
W wywiadzie, uwazanym za punkt wyjscia procedury diagnostycznej: ,Clinical history
drives the diagnosis” (Wywiad warunkuje diagnoze), typowane sg alergeny uczulajgce,
atrafnos¢ wyboru potwierdzana jest przez identyfikacje specyficznych dla nich IgE.
Algorytm Top downmimo doswiadczenia lekarza, obdarzony jest sporg
przypadkowoscig i sprowadza sie ostatecznie do metody prob ibteddw, co znacznie
wydtuza proces diagnozy iopdznia wdrozenie witasciwego leczenia istosownej
profilaktyki.

Bez wzgledu na przyjety algorytm diagnostyczny, identyfikacja IgE wykonywana jest
na dwadch drogach: in vitro, przez pomiar stezenia sIgE we krwi orazin vivo jako testy
skdrne. Teoretycznie obie metody traktowane sg, jak juz wspomniano,
komplementarnie. W praktyce jednak, mimo szeregu wad (ucigzliwos¢ dla pacjenta,
brak standaryzacji, wyniki fatszywie dodatnie), wigkszg popularnoscig wsréd lekarzy
cieszg sie testy in vivo. By¢ moze dlatego, iz wykonywane sg w gabinecie lub
ambulatoryjnie w poblizu gabinetu lekarza. Istothe wydaje sie rowniez przekonanie,
ze tkankowa, miejscowa, reakcja skorna naalergen diagnostyczny ze wzgledu
naztozony mechanizm izalezno$¢ odréznorodnych czynnikéw (reaktywnosci
receptorowej IgE, nasilenia degranulacji mastocytéw, aktywnosci uwalnianych
mediatoréw: histaminy, leukotriendw iprostaglandyn) jest lepszym wskaznikiem
narzgdowej reakcji alergicznej niz stezenie slgE w krgzeniu. Tymczasem, dodatnie
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wyniki SPT bazujgcych wytgcznie naekstraktach alergendw diagnostycznych,
informujg jedynie o obecnosci IgE reaktywnych dla ktéregos ze sktadnikow

diagnostycznego ekstraktu zrddta alergenu, nie wskazujgc naten sktadnik inie
przesadzajac, czy jest gatunkowo swoisty czy ma charakter panalergenu. Implikacje
kliniczne wigzgce sie dodatnim wynikiem testu SPT, jak ryzyko alergii inasilenie
objawdéw, moga by¢ wyjasnione wytgcznie po okresleniu swoistosci przeciwciat sIgE
wtestach in vitro napoziomie diagnostyki molekularnej. Omawianie kazusdw
diagnostycznych obejmujgcych wyniki SPT w potgczniu z wynikami pomiardw sIgE in
vitro przy uzyciu ekstraktow i alergendw molekularnych jest obecnie statym punktem
programu warsztatéw alergologicznych w kraju u za granica.

Unikalne mozliwosci  diagnostyki  molekularnej dopuszczajg postepowanie
diagnostyczne oparte wytgcznie na badaniach in vitro, co jest szczegdlnie istotne dla
lekarzy innych niz alergologia specjalnosci, pozbawionych zaplecza ambulatoryjnego,
a stajgcych przed koniecznoscig réznicowania alergicznej etiologii objawdw swoich
pacjentow dla wdrozenia leczenia lub przedewentualnym skierowaniem ich
do specijalisty alergologa.

Autor: Dr Tomasz Ochatek, Laboratoria Medyczne Diagnostyka
Wybrana pozycja piSmiennictwa:

e MOLECULAR ALLERGOLOGY, USER'S GUIDE, eds. P. M. Matricardi, J. Kleine-
Tebbe, H. Jurgen Hoffmann, R. Valenta, M Ollert, European Academy of Allergy
and Clinical Immunology, 2016.
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