DIAGNOSTYKA

Korzysci wynikajace
z zastosowania metod

molekularnych in vitro
W diagnostyce Ige-zaleznych choron

alergicznych

Benefits of application of in vitro molecular methods in the diagnosis of IgE-dependent

allergic diseases

SUMMARY

In vitro allergy diagnostics has been developing rapidly for several years. This mainly due to great progress that has
been made in the field of allergen synthesis, isolation and characterization. Application of in vitro allergy diagnosis
based on assessment of IgE reactivity to individual allergen components allows for better identification of the main
allergenic source and demonstration of mechanisms involved in cross-reactivity. The method can help in better

selection of candidates for allergen immunotherapy.

Ostatnie lata przyniosty szybki rozwoj metody diagnostyki alergologicznej in vitro. Spowodowane jest to w duzej mie-
rze postepem w dziedzinie syntezy, izolacji i charakteryzaciji alergenéw. Zastosowanie diagnostyki in vitro w oparciu o
oceng stezenia IgE wobec pojedynczych komponentéw alergenowych pozwala na lepsza identyfikacje gtéwnych zro-
det alergenowych i wykazanie mechanizmow reakcji krzyzowych. Metoda ta moze by¢ réwniez pomocna w kwalifikacji

chorych do immunoterapii alergenowe.

Kowal K.: Korzysci wynikajace z zastosowania metod molekularnych in vitro w diagnostyce IgE-zaleznych chordb alergicznych. Alergia,
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c horoby alergiczne zalezne od immunoglobuliny
E (IgE) takie jak alergiczny niezyt nosa, zapalenia
spojowek, astma alergiczna, alergie pokarmowe,
alergie na jady owadow czy anafilaksja wystepujg w krajach
uprzemystowionych u przeszto 20% 0sob z ogoélnej popu-
lacji. Diagnostyka chorob, u podfoza ktorych lezy natych-
miastowa reakcja nadwrazliwosci, opiera sie na wykazaniu
powigzania pomiedzy wystepujgcymi objawami klinicznymi a
obecnoscig alergenowo-swoistych IgE (sIgE). W celu wyka-
zania obecnosci sIgE stosuje sig metody in vivo i in vitro.
W praktyce klinicznej najczesciej stosowang metoda in vivo
sg testy skorne punktowe oraz rzadziej testy srodskorne. W
wyniku indukowanej alergenem IgE-zaleznej degranulacii
komorek tucznych dochodzi do reakcji skornej o typie babel
i rumien.

Pomimo szeregu zalet metody in vivo charaktery-
zuje rowniez szereg wad, a do gtownych nalezg uzalez-
nienie wynikow od reaktywnosci skory oraz od jakosci
ekstraktu stosowanego do testow.

Rozwijajgce sig sposoby izolacji natywnych alergenow
jak i mozliwosci syntetyzowania biatek bedacych alergenami
przy uzyciu metod genetycznych stanowig nowe zrodta sub-
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stancji stosowanych w testach diagnostycznych. Jednakze,
zastosowanie takich nowo uzyskanych materiatfow do dia-
gnostyki in vivo musi by¢ poprzedzone wykonaniem sze-
regu badan pokazujgcych bezpieczenstwo ich stosowania
u ludzi. Takie postepowanie znacznie wydfuzytoby mozli-
wo$¢ wdrozenia do diagnostyki alergologicznej poszczegol-
nych alergendw, ktdrych poznano juz dzisiaj przeszio 3000,
nie liczac ich poszczegolnych odmian. Natomiast zasto-
sowanie powyzszych substancji w badaniach in vitro, ktore
pozwalaja na wykrycie obecnosci sIgE w surowicy badanych
0sob moze odbywac sie w zasadzie bez ograniczen.
Obecnie do wykrywania obecnosci sIgE w surowicy
stosowane sg przede wszystkim testy oparte na metodach
immunoenzymatycznych, w ktérych ekstrakt alergenowy/
alergen zwigzany jest z fazg stata. Obecne w surowicy prze-
ciwciata rozpoznajace dane biatka wigzg sie z nimi, a po usu-
nieciu niezwigzanych elementdw surowicy IgE rozpoznawa-
ne jest przy uzyciu znakowanych przeciwciat. Po doktadnym
wyptukaniu niezwigzanych przeciwciat i dodaniu odpowied-
niego substratu intensywno$¢ reakcji barwnej jest oceniano
kolorymetrycznie, a stezenie sIgE w badanej surowicy jest
proporcjonalne do intensywnosci zabarwienia.
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DIAGNOSTYKA

Ocena stezenia sIgE za pomocag testow immunoenzy-
matycznych w diagnostyce chordb alergicznych charaktery-
zujg liczne korzysci:

1. Nie stwarza ryzyka anafilaksji, szczegolnie jesli chodzi
o diagnostyke reakcji anafilaktycznych na leki czy pokar-
my.

2. Moze by¢ wykonywana u chorych przyjmujgcych leki blo-
kujace reakcje skorng takich jak leki przeciwhistaminowe
czy przeciwpsychotyczne jak rowniez w sytuacjach, gdy
stosowane leki moga zwiekszy¢ ryzyko ciezkiej anafilak-
sji lub utrudni¢ postepowanie w przypadku wystgpienia
anafilaksji (B-blokery i inhibitory enzymu konwertujgcego).

3. Moze by¢ wykonywana u chorych z rozlegtymi zmianami
skornymi oraz wkrotce po przebytej reakcji anafilaktycz-
nej, czy tez po intensywnej ekspozycji skory na promie-
niowanie UV czyli w sytuacjach gdy wykonanie testow
skornych nie umozliwia uzyskania wiarygodnych wynikow.

4. Pozwala na zastosowanie nowych ekstraktow alergeno-

“ 290&1255&}6@ wych oraz pojedynczych biatek, w tym biatek rekombino-

T ——— wanych czy modyfikowanych.
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a Ocena komponentow alergenowych u pacjenta z dodatnimi testami skornymi na

izolowane z ekstraktow zrodet alergenowych, czyli biatka
natywne np. alergen gfowny roztocza Dermatophagoides
pteronyssinus nDer p 1 jak rowniez biatka uzyskane
na drodze inzynierii genetycznej czyli alergeny rekombi-
nowane (ang. recombinant allergens) np. alergen gtéwny
brzozy rBet v 1.

Korzyscig z zastosowania biatek rekombinowanych
jest ich catkowita homogennos$é¢, podczas gdy biatka
izolowane z ekstraktéw poszczegolnych zrodet alerge-
nowych zazwyczaj stanowig mieszaniny izoalergenow.

Warto podkre$li¢, iz wiekszo$¢ badan dotyczacych
poznania szczeg6iow sposobu wigzania IgE z poszcze-
golnymi alergenami prowadzona przy pomocy techniki
krystalografii odbywa sie w oparciu o alergeny rekom-
binowane. Dzieje sig tak min. dlatego, iz techniki inzy-
nierii genetycznej pozwalajg na uzyskanie duzych ilosci
homogennych biatek.

Bardzo istotng kwestig w diagnostyce molekularnej jest
rowniez jako$c¢ testu z kto-
rego korzystamy. Na rynku

e i tymotke tak L
testow wieloparametrowych
Alergeny 6 dasa [ o | 1] 2 | 2 _| e sg obecne testy: pdtilogcio-
IgE kUM 015 035 o7 35 175 0l we i ilogciowe. W wybo-
g06 Tymotka lakowa 5 >100 rze testu nalezy braé¢ pod
g205 (Phip1 6 | >100 uwage jego parametry
g215 rPhi p5 6 =100 w tym czuto$¢ i swoistosé.
tOB_F’)HBk brzozy 6 >100 Nowoczesne metody,
1215 rBet vl 0 0.25 [ w ktorych poszczegdlne
1216 rBetv2 6 =100 yenp y

5. Umozliwia szybkg oceng uczulenia na duzy zakres aler-
gendw.

Dostepne testy pozwalajg na oceng sIgk wobec alerge-
now:
* wziewnych ¢ pokarmowych e lateksu ¢ niektorych lekow e
jadow owadow btonkoskrzydtych

Stosowane sg obecnie dwa rodzaje testow: skierowa-
ne na wykrycie jednego rodzaju sIgE (singleplex) oraz
na wykrywanie roznych slgE (multiplex) umozliwiajace
oznaczanie sIgE skierowanych wobec przeszto 2 kom-
ponentom alergenowym. Jako alergeny stosuje sie eks-
trakty z poszczegolnych zrodet alergenowych np. ekstrakt
pytku tymotki (G6) lub poszczegdine biatka np. gtowny
alergen pytku brzozy nalezacy do grupy PR-10 (Bet v 1).
W testach stosowane sg zarowno pojedyncze alergeny

a Opis alergenu alpha -Gal z systemu CDRS PRO FABER

Nazwa zwyczajowa alergenu: alpha-Gal Marker
Nazwa testu: Bos d CA;Wartoss IgE: [EIT)

Komentarz: Wskaznikiem reaktywnosci wobec weglowodanow glikoprotein ssakow
wystepujacych w wielu roznych tkankach. Gdy jest dodatni moze bye powiazany z
dodatnim wynikami innych uczulajacych glikoprotein ssakow; Moze powodowat silne
reakcje po spozyciu czerwonego miesa. Powoduje reakcje po podaniu nigktorych lekow
biologicznych.

ALerGIA [ESIE

alergeny rozmieszczone sg
na fazie statej np. w ksztat-
cie paska umozliwiajg jednoczesng ocene stezenia sIgE
wobec poszczegdlnych biatek gtownych zrodet alergeno-
wych np. wobec poszczegolnych alergendw pytkow brzozy
Betv 1, Bet v 2 (profilina), i Bet v 4 (polkalcyna).

Metody te nazywane sg powszechnie diagnostykg
w oparciu 0 komponenty alergenowe (ang. component reso-
Ived diagnosis — CRD), gdzie poszczegdlne biatka nazwane
sg komponentami w odréznieniu od ekstrakidw z poszczegol-
nych zrédet alergenowych np. pytku brzozy, ktére tradycyjnie
nazywane byly ,alergenami”. Nalezy jednak podkreslic, iz
z punktu widzenia naukowego alergenem jest kazde pojedyn-
cze biatko, ktore indukuje synteze IgE, a nastepnie wyzwala
odpowiedz Kliniczng u uprzednio uczulonych oséb.

Zwykle organizm chorych na choroby alergiczne
wytwarza co najmniej kilka roznych klonéw IgE, wig-
zgcych dane biatko w réznych miejscach. Miejsce
na powierzchni alergenu z ktérym wigze sig pojedynczy
klon IgE nazywa sie epitopem.

Reakcja IgE-zalezna na galaktozo-alfa-1,3-
galaktoze

Powszechnie stosowane testy w diagnostyce kompo-
nentowej umozliwiajg réwniez ocene obecnosci sIgk wobec
reagujacych krzyzowo determinant weglowodanowych (ang.
cross-reacting carbohydrate determinants - CCD). Obecnos¢
sIgE wobec CCD ma zwykle bardzo niewielkie znaczenie Kli-
niczne, natomiast moze w istotny sposob wptywac na wyniki



testow wobec alergendw, kiore sg glikoproteinami. Do zna-
nych klinicznie istotnych zespotow zaleznych od CCD nalezy
reakcja IgE-zalezna na galaktozo-alfa-1,3-galaktoze. Objawia
sie jako reakcja anafilaktyczna po zjedzeniu czerwonego
miesa. Pierwotne uczulenie zalezne jest od wprowadzonych
do organizmu ludzkiego sub-
stancji zawierajacej galakto-
zo-alfa-1,3-galaktoze przez
niektdre gatunki kleszczy.

DIAGNOSTYKA

Taka ocena jest pomocna w podejmowaniu decyzji co
do dalszego procesu diagnostycznego u chorych z objawa-
mi nietolerancji pokarmowych.

Ad 2. Analiza uczulenia na poszczegolne komponenty
alergenowe pozwala wskaza¢ potencjalne zrédto uczulenia.

cigzkie reakcje anafilaktyczne.
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Ocena komponentéw alergenowych u oséb z dodatnimi testami na orzeszki ziemne.
Osoba u ktérej wykazano rzeczywiste uczulenie na swoiste alergeny orzeszkéw Ara

h 1, Ara h 2, Ara h 3, ktére wykazujg sie wysoka stabilnoscia i s odpowiedzialne za

Znaczenie kliniczne sIgE

. Alergeny
biatek alergogennych
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1. ryzyka ciezkich reakcji ana-
filaktycznych
2. pierwotnego zrodta uczulenia
3. krzyzowych reakcji pomigdzy poszczegdinymi zrodtami
alergenowymi

Ad 1. Dodatnie odczyny testow skérnych z obecnie
stosowanymi ekstraktami alergenowymi pozwalajg ustali¢
obecnosc sIgE wobec mieszaniny bialek obecnych w danym
zrodle alergenowym. Nie mozna natomiast stwierdzi¢ wobec
ktdrego konkretnie biatka organizm wytwarza sIgk. Jest to
o tyle istotne, iz poszczegdine biatka alergenowe roznig sie
stabilnoscig, a co za tym idzie
maja rozne znaczenie Kli-
niczne. Jako przyktad moze
postuzy¢ uczulenie na orzesz-
ki ziemne. Wynik dodatnie-

U chorych z dodatnimi testami na mieszanki alergenow traw
i brzozy analiza reakcji na poszczegoine komponenty moze
wskazac na zrodto uczulenia pokazujgc obecnosc¢ sIgE
wabec alergenow swoistych dla jednego ze zrddet alerge-
nowych i obecnosc¢ krzyzowo reagujacych alergendw, ktore
odpowiadajg za dodatnie testy z ekstraktami drugiego zro-
dta alergenowego np. obecno$¢ sIgE wobec profilin. Jako
przyktad mozna wskaza¢ osobe, u ktdérej dodatnie testy
na ekstrakt pytkdw brzozy warunkowany jest krzyzowym

Wyniki oceny komponentéw alergenowych u osoby z dodatnimi testami skérnymi
na ekstrakty pytkéw traw i brzozy. t3-ekstrakt brzozy, t6-ekstrakt tymotki, t215- rBet

v 11,1216 — rBet v 2, 1220 - r Bet v 4, 1225 — rBet v 6, g205 — rPhl p 1, g215 - rPhl p 5,
g210 -rPhl p 7, g212 — rPhl p 12

go testu, czy ocena stezenia rece HECD ek = 0 e e ¥ E
sIgE wobec mieszaniny bia-

tek orzeszkow ziemnych nie

pozwala na jasng interpretacje

co do ryzyka reakcji anafilak- l m m l I W m W I

tycznej. Spekirum reakcji aler-
gicznych na orzeszki ziemne
moze zaleze¢ od obecnosci sIgE skierowanych przeciwko
Arah 5 czyli profilinie, czy tez Ara h 8 czyli alergenowi z grupy
homologdw alergenu gldwnego brzozy (Bet v 1). Obecnosé
sIgE wobec powyzszych biatek jest odpowiedzialne za sto-
sunkowo czeste dodatnie wyniki testéw oceniajgcych reaktyw-
nos¢ wobec calych ekstraktow biatek orzeszkdw ziemnych.
Jednakze oba biatka wykazujg sie duzg niestabilnoscig i dia-
tego ulegajg bardzo szybko destrukcji. Wyklucza to w zasa-
dzie mozliwo$¢ uogolnionej reakcji anafilaktycznej. Natomiast
wykazanie uczulenia na biatka spichrzeniowe czyli Arah 1, Ara
h 2 czy Arah 3, ktdre cechuje wysoka stabilnosc¢ struktury trze-
cio- i czwarto-rzedowej wigze sie z duzym ryzykiem anafilaksji.

Warto podkresli¢, iz za pomocg analizy obecno$ci
sIgE skierowanych przeciwko poszczegolnym alerge-
nom pokarmowym mozna z duzym prawdopodobien-
stwem potwierdzi¢ lub wykluczy¢ alergiczne tfo w przy-
padku wystepowania objawéw nietolerancji konkret-
nych pokarméw.

uczuleniem na profiling (Rycina 4). Gtéwnym zrédiem alerge-
nowym jest pytek traw gdyz wykazano wysokie stezenia sIgE
wobec swoistych alergendw traw Phl p 1§ Phl p 5, natomiast
nie stwierdzono uczulenia na gtéwny alergen brzozy Bet v
1. Natomiast dodatnig reakcje uzyskano zaréwno z profiling
tymotki jak i brzozy. Wystepowanie sIgE wobec jednej pro-
filiny np. pytku tymotki warunkuje w zasadzie reaktywno$¢
wobec wszystkich innych profilin pochodzacych nawet ze
stosunkowo luzno spokrewnionych roélin. Nasilenie reakcii
wobec poszczegdlnych profilin wydaje sie odzwierciedla¢
podobienstwo strukturalne poszczegdinych biatek, a nie
ekspozycje na te biatka.

Ad 3 Dzigki analizie profilu sIgE wobec poszczegdinych
komponentéw alergenowych mozna wyjasnic krzyzowe reak-
cje miedzy alergenamiwziewnymii pokarmowymi. Klasycznym
przyktadem jest wykazanie uczulenia na tropomiozyne (Der p
10) u osoby uczulonej na roztocza kurzu domowego. Wystepuje
ono u kilkunastu procent chorych uczulonych na roztocza kurzu
domowego i warunkuje wystepowanie reakcji anafilaktycznej

Prace nadestano
12.04.2018
Zaakceptowano do
druku 24.04.2018
Konflikt intereséw nie wystepuje.
Tresci przedstawione w artykule
sg zgodne z zasadami Deklaracji
Helsinskiej, dyrektywami EU oraz
ujednoliconymi wymaganiami dla
czasopism biomedycznych.
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po zjedzeniu owocow morza np. krewetek. Zwigzane jest to
z duzym podobienstwem Der p 10 z Pen a 1 czyli gfownym
alergenem krewetek.

Poznanie doktadnego profilu uczulenia na poszczegdine
komponenty alergenowe moze pomac w selekeii chorych, kio-
rzy powinni wykazywac dobry efekt immunoterapii alergenowe;.

Osoby, u ktdrych stwierdzano obecnos¢ sIgE wobec alergendw
gtéwnych i brak sIgE wobec alergendw pozostatych danego
zrodta alergenowego np. jedynie wobec Bet v 1 i brak wobec
Bet v 2 czy Bet v 4, wskazuje na duze prawdopodobienstwo
dobrej skutecznosci immunoterapii alergenowej.

Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage, iz ekstrakty
alergenowe stosowane w immunoterapii sg standaryzo-
wane w odniesieniu do zawartosci alergenéw gtownych,
ale nie pozostatych biatek.

* Dlatego tez obecnos$c¢ sIgE skierowanych wobec
szerokiego spektrum alergenéw danego zrodta
alergenowego, w tym wobec alergendw reaguja-
cych krzyzowo przemawia za mniejszymi szansa-
mi powodzenia immunoterapii alergenowe;.

* Natomiast wykazanie obecnosci slgE wobec rzad-
szych alergenéw i braku sIgE wobec alergenow
gtéwnych stanowi czynnik predykcyjny braku sku-
tecznosci immunoterapii alergenowe;j.

* Podobnie wykazanie wysokiego stezenia sIgE
wobec CCD moze by¢ odpowiedzialne za krzyzowg
reakcje z alergenami, ktore sg glikoproteinami. Taka
sytuacja moze powodowac bfedng ocene przy kwa-
lifikacji do immunoterapii alergenowe;.

Warto jednakze podkresli¢, iz za pomocg testow

mozna wykazaé jedynie uczulenie (ang. sensitization)

Opis alergenu Der p 10 z systemu CDRS PRO - FABER wraz
z informacja o reakcjach krzyzowych z innymi molekutami

Nazwa zwyczajowa alergenu: Mites, Group 10
Nazwa testu: Der p 10;Wartose 1gE: [FI0)

Komentarz: Grupy alergendw nalezgcych do rodziny tropomiozyn. Wdychanie moze
spowodowat objawy, takie jak niezyt nosa.

Brak dostepnych innyeh molekut z te] same] grupy na tescie.

czy choesz zobaczyt liste znanych alergizujacych molekut nalezacych do tej grupy?
Kliknij tutaj

Nazwa zwyczajowa alergenu: Tropomyosin
Nazwa testu: Der p 10;Wartose 1gE: [FIT)

Komentarz: Grupa biatek miggniowych stawonogow; 5a one obecne w skorupiakach,
morskich i ladowych migczakach, owadach i roztoczach; w zaleznosei od drogi
narazenia, dodatni wynik dla jednego z tych alergenow rzadko zwigzany jest z tagodnymi
objawami po spozyciu (dwiad w jamie ustngj), objawami jelitowymi lub skornymi; czesto
powoduje silne reakcje anafilaktyczne; wdychanie tego alergenu moze powodowat
objawy ze strony drog oddechowych, takie jak astma i niezyt nosa. Ten alergen jest
odporny na gotowanie.

Inne molekuly z te] samej grupy sa dostepne na tescie:

. P
Htr: ? ﬂfz:zziz :EE % na poszczegdline ekstrakty czy biatka. Natomiast, o zna-
Pera7 Warinse IoE: [fX0) czeniu klinicznym poszczegdlnych wynikéw musi decydo-
Litv1  Wariss IgE: [ wac lekarz w oparciu o typowy obraz kliniczny, badanie
Vengal Wariost IoE: [[XI) fizykalne oraz powigzania danych klinicznych z wynikami
Uro du 1 Variosé |gE: [ testow. -
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