Diagnostyka*

Implikacje kliniczne i diagnostyczne pomiarow sigE

Obecnos$¢ IgE swoistej (sIgE) dla danego alergenu we krwi stanowi dowdd uczulenia
naten alergen o prawdopodobieristwie manifestacji klinicznej proporcjonalnym
do stezenia sIgE. Krzywe ilustrujgce te zaleznoscé, tj. prawdopodobienstwo objawow
w funkcji stezenia sIgE, majg postac simoidalnych krzywych logistycznych w uktadzie
wspdtrzednych, w ktérym naosi Y zaznaczone jest prawdopodobienstwo objawdw,
ana osi X stezenie slgE. W oparciu o pomiary sIgE wykonywane przy uzyciu ekstraktow
alergenowych wykazywano, niekiedy zaskakujgco duze, wg dwczesnej wiedzy, roznice
ksztattu krzywych logistycznych dla alergenéw z pokrewnych zrddet, przyktadowo,
roztoczy kurzu domowego: D. pteronyssinus, D1vs. D. farinae, D2. Istotnos¢ réznic
pomiedzy przebiegiem krzywych logistycznych szacowana jest zapomocy ilorazu
szans - OR (ang. odds ratio), ktdry ocenia, czy réznice sg przypadkowe, czy tez
wskazujg naistotny statystycznie trend. Réznice sg zaniedbywalne, gdy OR oscyluje
wokdt 1, nieistotne statystycznie ponizej 2, aprzekonujgce gdy OR przekracza 5.
Z krzywych logistycznych opublikowanych w technicznym, wstepnym, raporcie firmy
DPC z poczagtku wieku (obecnie wtascicielem protokotéw testdw jest firma Siemens)
wynika, ze w przypadku D. farinae (d2 lub D2) 80% prawdopodobieristwo objawdw
klinicznych odpowiada stezeniu sIgk rownemu 7,6 kU/|, podczas gdy w przypadku D.
pteronyssinus (d1 lub D1) stezeniu 46 kU/ml. OR przypisane takiej roznicy przekracza
znacznie 10.
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Krzywa logistyczna. Prawdopodobieristwo objawowej alergii w zaleznosci od stezenia IgE swoistej dla
ekstraktu alergenu diagnostycznego. Pomiary w systemie 3gAllergy® Siemens wykorzystujgcym
ekstrakty alergendw diagnostycznych w formie rozpuszczalnej; wyniki raportowane w zakresie od 0,10
do 100 kU/L. O$ Y: prawdopodobienstwo (skala liniowa); 0$ X: stezenie IgE, kU/L (skala logarytmiczna).

Wykazanie niespodziewanych roéznic krzywych logistycznych dla alergendw
uwazanych intuicyjnie za ,bliskie"” byto jedng z przestanek sktaniajgcych do analizowania
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uczulenia  woparciu  0znajomos¢  biochemicznych/fizycznych  wtasciwosci
molekularnych sktadnikdw alergendw. Pociggneto to koniecznos¢ zredefiniowania
pojecia alergenu i legto u podstaw molekularnej diagnostyki alergii, okreslanej réwniez
skrétem CRD (ang. component resolved diagnostics), oznaczajgcym diagnostyke
wskazujgcg uczulajgce komponenty molekularne. Funkcjonalnie, komponentami
molekularnymi alergendw sg te sktadniki natywnego zréadta alergendw, ktére zwierajg
epitopy dlaklondw przeciwciat IgE generowanych przez to zrédto alergendw. Zrédtami
alergendw sg, przyktadowo: mleko krowie, pytek roslinny, odchody roztoczy. IgE
swoista dla Zrodta alergenu (wigzana przez ekstrakt Zrédta alergenu) jest wiec
koktajlem wielu slgE rozpoznajgcych jego poszczegdlne sktadniki molekularne.

Wspdtczesng, zaawansowang, wersje analizy krzywej logistycznej dla alergenu
molekularnego orzeszka ziemnego Ara h 2 przedstawiono ponizej (Rysunek ponizej).
Nailustracji uwzgledniono przedziat ufnosci dla zbioru danych wykorzystanych dla
wykreslania krzywej logistycznej orazkrzywe dla dodatniej iujemnej wartosci
predykcyjne pojedynczego wyniku pomiaru sIgE dla Ara h 2. Poza danymi
odczytywanymi z wykresdw, w oparciu o znajomos¢ charakterystyki Ara h 2 nalezy
wnosic¢, ze pacjent uczulat sie poczgwszy od wieku niemowlecego oraz ze grozg mu
ciezkie systemowe reakcje alergiczne nawet w przypadku kontaktu zpoddanymi
obrdbce cieplnej orzeszkami.
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Ara h 2-specyficzne IgE [KUA/I]
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Ryzyko objawowej alergii na orzeszki ziemne przedstawione w funkcji stezenia sIgk dla
Ara h 2 (biatko zapasowe - albumina 2S). Stezenie sIgE na osi X. Zalezno$¢ ma postac
krzywej simoidlanej (granatowa krzywa przedstawiona natle zaznaczonego
na niebiesko przedziatu ufnosci). Za punkt odniesienia dla stezenia sIgE przyjeto dodatni
lub ujemny wynik prowokaciji doustnej. U gory ilustracji podano odczytane z krzywe;j
stezenia slgE dla wybranych pozioméw prawdopodobieristwa dodatniego wyniku
prowokaciji (ryzyko: 10%, 20%, 80%, 90%, 95%). Na lewej osi Y, za pomocg czerwonych
cyfr, przedstawiono w procentach dodatnig wartos¢ predykcyjng pojedynczego
wyniku  plasujgcego sie  polu przedziatu ufnosci czerwonej  krzywej
(prawdopodobieristwa dodatniej wielkosci predykcyjnej w zaleznosci od stezenia sIgE);
naprawej osi Y, zapomocg zielonych cyfr, przedstawiono w procentach ujemng
wartos¢ predykcyjng pojedynczego wyniku plasujgcego sie w polu przedziatu ufnosci
zielonej krzywej (prawdopodobieristwa ujemnej wielkosci predykceyjnej w zaleznosci
od stezenia slgE). Wg. Molecular allergology, User's guide, 2016, zmienione.

Osobie uczulonej na jajko kurze, u ktérej wskazano cieptochwiejng liwetyne zéttka (Gal
d 5) jako czagsteczke uczulajgcy, zalecic nalezy w oparciu 0 znajomosé wtasciwoscei Gal
d 5, ograniczenie spozywanie jajek gotowanych lub pieczonych, réwnoczesnie
sygnalizujgc mozliwos¢ rozwinigcia alergii naptasie pierze, powodowanej przez
liwetyne obecng w ptasich pidrach (zespdt dréb-jajko kurze).

Znajomos¢ charakteru istruktury alergenu molekularnego pozwala naocene jego
immunogennosci oraz odpornosci na dziatanie czynnikdw chemicznych ifizycznych
mogacych immunogennos¢ modyfikowadé. Wiadomo, zealergeny molekularne
z dominujgcymi  epitopami liniowymi (tzn. okreslong sekwencjg aminokwasdéw)
wykazujg termostabilnos¢ iodpornos¢ nadziatanie enzymdw proteolitycznych,
podczas gdy epitopy przestrzenne (odcinki réoznych taricuchéw peptydowych), tatwo
ulegajgce denaturacji, sg termolabilne iwrazliwe naproteolize. Wykazano,
ze odpornos¢ alergendw molekularnych nadziatanie enzymdw trawiennych
i denaturacije cieplng (cieptostabilnosc) jest dodatnio skorelowana z ryzykiem ciezkich
objawdw alergii i reakciji anafilaktycznej (Rysunek ponizej).
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Wzrost ryzyka cigzkich objawdw alergii i reakcji anafilaktycznej (od lewej do prawej
narysunku) wraz ze wzrostem odpornosci alergendw molekularnych na dziatanie
ciepta, naprzyktadzie istotnych diagnostycznie alergendw molekularnych orzeszka
ziemnego. Kolor zielony: alergeny termolabilne o wysokiej reaktywnosci krzyzowe;j
z alergenami pytku roslin; Kolor zétty: alergeny termostabilne o wysokiej odpornosci
natrawienie. Rodziny alergendw, do ktérych przynalezg uwzglednione narysunku
alergeny - CCDs(ang. Cross-reactive carbohydrate determinants) - reagujgce
krzyzowo determinanty cukrowe; Profiliny — panalergen roslinny; PR-10 - biatka
zwigzane zpatogenezg klasy 10 (ang. pathogenesis-related class 10);nsLTP -
niespecyficzne biatka transportujgce lipidy (ang. non-specific lipid transfer
proteins); Defensyny - biatka obronne O dziataniu przeciwgrzybiczym,
przeciwbakteryjnym ihamujgcym dziatanie enzymdw owadzich; Oleosyny - obecne
w ciatkach ttuszczowych (oleosomach) nasion; Biatka spichrzowe. Wg. Molecular
allergology, User's guide, 2016, zmienione.

Réznicowanie charakteru uczulenia w oparciu o identyfikacje slgE dla
alergenéw molekularnych

Dodatnie wyniki testéw skérnych oraztesty in vitro wykonywane przy uzyciu
ekstraktow alergenowych potwierdzajg wynikajgce z wywiadu podejrzenie uczulenia,
ale charakter uczulenia i zwigzane z nim ryzyko mogg zostac¢ sprecyzowane jedynie
przez wykonanie testow in vitro z zastosowaniem odpowiednio dobranych alergenéw
molekularnych obecnych w zastosowanym ekstrakcie Zrddta alergenu.

Przyktadowo, w przypadku alergii napokarm roslinny, przeciwciata IgE swoiste dla
nsLTP sg waznym markerem prawdziwej alergii pokarmowej z wysokim ryzykiem
ciezkich reakcji ogdlnoustrojowych, podczas gdy objawy alergii pokarmowej zwigzanej
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z uczuleniem nahomologi Bet v 1iBet v 2 uosdb uczulonych nabrzoze sg tagodne
(zesptt alergii jamy ustnej). Idgc dalej, w przypadku brzoskwini Pru p 3 jest markerem
ryzyka ciezkiej reakcji, podczas gdy jednoczesna obecnosc¢ przeciwciat IgE swoistych
da Pru p 3 iPru p 1 ryzyko takich reakcji obniza. Sugeruje sig,
ze okredlenie korelacji stezenia slgE dla nsLTP znasileniem objawdw (porownaj
Rysunek powyzej) poprawi skutecznos$é diagnozy. Wybrane przyktady réznicowania
charakteru uczulenia w oparciu oidentyfikacje slgE dla nsLTP jako alergenéw
krytycznych przedstawiono narysunku ponizej. Nieznajomos¢ charakteru uczulenia
na ogdt skutkuje koniecznoscig rozszerzania zakresu eliminacji pokarmu pochodzenia
roslinnego.
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Réznicowanie charakteru uczulenia w oparciu oidentyfikacje sIgE dla alergendw molekularnych.
Rozpoznanie wstepne oparte na testach in vitro z ekstraktami zrédta alergendw lub na testach skdrnych.
Diagnostyka w kierunku alergii na: (a) orzeszek ziemny, (b) brzoskwinig, (c) orzech laskowy i(d) jabtko.
Wyttuszczono rdznicujgce alergeny molekularne zrodziny nsLTP. Przynalezno$¢ alergendow
uwzglednionych w powyzszych schematach diagnostycznych do rodzin. Orzeszek ziemny: Arah 1,2,3 -
biatka spichrzowe; Ara h 8 - PR-10. Orzech laskowy: Cor a1-PR-10; Cor a 8 - nsLTP. Brzoskwinia: Pru p
1-PR-10; Prup 3 - nsLTP; Pru p 4 - profilina. Jabtko: Mal d 1- PR-10; Mal d 3 - nsLTP; Mal d 4 - profilina.
Wg. Molecular allergology, User's guide, 2016.

Autor: dr Tomasz Ochatek, Laboratoria Medyczne Diagnostyka
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