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Korzysci jakie przynosi
diagnostyka molekularna w
rozpoznawaniu I leczeniu alergii

Benefits of molecular diagnostics of allergy in diagnosing and therapy of allergic diseases

SUMMARY

Until recently, the diagnostics of allergic diseases was based exclusively on clinical history, analysis of the patient's
symptoms, skin prick tests and specific immunoglobulin E (sIgE) assays for allergen extracts. The discovery of
allergen molecules is a breakthrough in understanding allergies and brings numerous benefits to patients with
suspicion of allergy, especially to those at risk of anaphylaxis. Multiparametric tests assessing the presence of sIgE
against allergen molecules in serum make the diagnosis of sensitization in the patient more precise. In other words,
they permit personalisation of therapeutic recommendations. Therefore, we can say that molecular diagnostics of
allergy, after the discovery of IgE, is the next milestone in the diagnosis of allergies.

Do niedawna diagnostyka chordb alergicznych byta oparta wytacznie na wywiadzie klinicznym, analizie objawow
wystepujgcych u pacjenta, punktowych testach skornych oraz oznaczeniach swoistych immunoglobulin E (SIgE)
wobec ekstraktow alergenowych. Odkrycie molekut alergenowych stanowi przefom w rozumieniu alergii oraz przynosi
liczne korzy$ci pacjentom z podejrzeniem alergii a szczegolnie tym zagrozonym anafilaksja. Multiparametrowe testy
oceniajgce obecno$¢ w surowicy sIgE wobec molekut alergenowych pozwalajg na bardziej precyzyjng diagnostyke
uczulenia u danego pacjenta, co przektada sie na mozliwo$¢ spersonalizowania zalecen terapeutycznych. Zatem,
mozemy powiedzie¢, ze diagnostyka molekularna alergii IgE zaleznej jest kolejnym krokiem milowym w diagnozowa-

niu alergi.
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adania epidemiologiczne ECAP w Polsce, pokazuja
anaczaoy wzrost wystepowania chordb alergicznych,

w tym astmy i kataru alergicznego. W najblizszych
kilku latach, przy obecnym tempie przyrostu tych chordb, licz-
ba 0sob z alergig moze zréwnac sie z liczbg 0séb zdrowych
[1]. Pomimo, ze lekarze diagnozujgcy choroby alergiczne
majg do dyspozycji szeroki wachlarz narzedzi diagnostycz-
nych, u wielu pacjentéw nie udaje sie z powodzeniem okreslic
czynnika wywotujgcego reakcje alergiczne. Nowe korzysci
przynosza kompleksowe multiparametrowe testy Il generacii
do diagnostyki molekularnej alergii, umozliwiajac oznaczanie
immunoglobulin E swoistych nie tylko wobec ekstraktow, ale i
molekut alergenowych. W wielu przypadkach pomagajg one
precyzyjnie ustalic czynnik sprawczy alergii oraz prowadzg ku
medycynie spersonalizowanej w alergologii.

Molekuty alergenowe

Mozliwo$¢ diagnozowania alergii IgE-zaleznej pojawita
sie pod koniec lat 60. XX wieku w zwigzku z odkryciem prze-
ciwciat klasy E. Testy sfuzgce do oznaczania specyficznych
immunoglobulin E (sIgE) in vitro do niedawna wykorzystywaty
w tym celu jedynie ekstrakty alergenowe. Pod pojeciem eks-
traktu alergenowego rozumie sig mieszaning alergizujgcych
oraz niealergizujgcych sktadnikow pochodzacych ze zrédia
alergenowego, np. orzecha ziemnego.
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Rozwoj metod biochemicznych pozwolit na iden-
tyfikacje w ekstraktach alergenowych poszczegéinych
sktadnikdw, ktére sg rozpoznawane przez sIgE [2]. Te
sktadniki ekstraktow alergenowych nazywamy moleku-
tami alergenowymi.

Odkrycie molekut otworzyto nowy rozdziat w diagno-
zowaniu alergii, pozwalajac na lepsze zrozumienie podioza
objawow oraz mozliwosci wystepowania reakcji krzyzowych.
Pierwsze narzedzia diagnostyczne umozliwialy detekcje
w surowicy sIgE wobec pojedynczych molekut. Najnowsze,
wieloparametrowe testy do oznaczania sIgE w surowicy
umozliwiajg jednoczasowe oznaczanie nawet ponad 120
molekut. Stanowig one krok ku terapii spersonalizowanej,
dostosowanej do indywidualnego profilu uczulenia danego
pacjenta [3].

Grupy biatek

Bardzo dynamiczny postep w odkrywaniu nowych mole-
kut alergenowych spowodowat, ze konieczne stato sie upo-
rzagdkowanie zdobytych informacji. W zwigzku z tym podzielo-
no molekuty na grupy na podstawie réznorodnych kryteriow,
np. budowy czy funkcji (Tabela nr 1). Rozna budowa molekut
alergenowych determinuje ich wiasciwosci i stanowi podsta-
we do podzielenia molekut na nadrodziny, rodziny i podrodzi-
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ny. Rozne rodziny charakteryzuje rézny stopien ryzyka wysta-
pienia anafilaksji czy reakciji krzyzowych (Rycina nr 1) [4].

WSsrdd rodzin molekut pochodzenia roslinnego mozemy
wymieni¢ miedzy innymi biatka zapasowe, nsLTR, Bet v-1 like,
profiliny czy polkalcyny, podczas gdy wérod biatek pochodze-
nia zwierzecego mamy, np., tropomiozyny, lipokaliny, parwal-
buminy, albuminy surowicze i inne.

Rodziny molekut pochodzenia roslinnego
Molekuty z rodziny biatek zapasowych

Molekuty z rodziny biatek zapasowych, obecne w pokar-
mach pochodzenia roslinnego (np. w orzechach lub nasio-
nach) moga wywota¢ u pacjenta silne reakcje ogélnoustrojo-
we, wigcznie ze wstrzgsem anafilaktycznym po ich spozyciu.
Biatka te cechujg sig niskim stopniem wystepowania reakcji
krzyzowych. W tej grupie znajdziemy takie podrodziny jak 2S
albuminy, 7S globuliny czy 11S globuliny.

Rodziny molekut alergenowych pochodzenia roslinnego

z zaznaczeniem ryzyka powaznych reakcji alergicznych

i reakcji krzyzowych
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Nieswoiste biatka transportujace lipidy — nsLTP

Kolejng szeroko rozpowszechniong grupa wystepujaca
w pokarmach pochodzenia roslinnego sa nieswoiste biatka
transportujgce lipidy (nsLTP), ktorych przedstawicielem jest
np. molekuta brzoskwini zwyczajnej Pru p 3. Molekuly z tej
grupy moga by¢ przyczyna lokalnych, ale i rowniez silnych
reakcji ogolnoustrojowych, wykazujg one wysoki stopien
reakcji krzyzowych.

Nadrodzina Bet v 1-like

Rowniez powszechnie wystepujacg w Swiecie roslin
grupe stanowig biatka nalezace do nadrodziny Bet v 1-like,
ktorej gtownym reprezentantem jest molekuta brzozy Bet v 1.
Do grupy tej nalezy az 14 rodzin, wérdd ktorych jest rodzina
biatek Bet v 1. Jedna z 11 podrodzin grupy Bet v 1 jest grupa
biatek PR10, wérdd kidrych znajdujg sie takie homologi Bet v
1 jak: molekuta Ara h 8 orzecha laskowego, Gly m 4 soi, Api
g 1 selera czy Cor a 1 leszczyny. Pacjenci uczuleni na biatka
tej grupy po kontakcie z alergenem najczesciej majg objawy
miejscowe, a ryzyko ciezkiej anafilaksiji jest niewielkie. Stopien
reakcji krzyzowych pomiedzy homologami grupy Bet v 1-like
jest wysoki [4].

Profiliny

Nastepna grupg sg profiliny, ktére mozna znalez¢ m. in.
w lateksie oraz pylkach traw i chwastow, rzadko dajgce obja-
wy kliniczne u uczulonych pacjentow, a jesli juz takowe wyste-
puja, maja lekki przebieg. Jednakze pomigdzy biatkami tej
grupy bardzo czesto dochodzi do reakgji krzyzowych.

Determinanty weglowodanowe CCD

Omawiajac grupy pochodzenia roélinnego, nalezy wspo-
mnie¢ réwniez o grupie glikoprotein, jakg stanowia reagujace
krzyzowo determinanty weglowodanowe CCD (Carbohydrate
cross-reactive determinants). Obecne sg one w alergenach
takich jak: pytki traw, zywnos$¢ pochodzenia roslinnego (pomi-
dor, seler, marchew, cukinia, jabtka orzeszki ziemne, laskowe,
mango) w lateksie oraz jadach owaddw. Moga one w swoim
skladzie zawiera¢ rdzne ilosci weglowodandw, przytaczonych
do biafek, jako krotkie lub diugie (do 15 jednostek), rozgate-
zione lub nierozgatezione fancuchy.

Z tego wiasnie powodu grupy tej nie mozna trakto-
wac jako jednego antygenu (ze wzgledu na bardzo wiele
réznych kombinacji strukturalnych), ale jako zbiér wielu
antygendw szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie,
ktorych rola w alergii nie jest do konca poznana [5, 6].

Pomimo ze, wieloletnie obserwacje pacjentow, u ktdrych
stwierdzono wystepowanie IgE anty-CCD wskazujg na brak
klinicznego znaczenia determinant weglowodanowych, to
stanowig one jednak problem w zakresie diagnostyki serolo-
gicznej alergii, mogac powodowac fatszywie dodatnie wyniki
oznaczen sIgE wobec alergendw je zawierajacych [5, 7-10].
Od wielu lat trwajg prace nad skuteczng metodg zablokowa-
nia anty-CCD, aby zminimalizowa¢ ich wptyw na wynik bada-
nia serologicznego [11].

Rodziny molekut pochodzenia zwierzgcego
Lipokaliny

Jedng z najwazniejszych grup molekut pochodzenia zwie-
rzecego stanowig lipokaliny. Najwyzsze ich stezenie znajduje
sie w $linie, moczu, surowicy i naskorku zwierzat. Do tej grupy
molekut nalezg Can f1iCan f2 psa, Fel d 4 kota, Equ ¢ 1 konia
oraz Bos d 2 0 Bos d 5 krowy. Gléwng drogag narazenia na te
alergeny sa drogi oddechowe, za wyjatkiem alergenu Bod d 5
(B-laktoglobulina) ktéra to molekuta jest alergenem gidwnym
mieka krowiego [12]. Objawy u 0séb uczulonych na Bos d 5
moga wystapi¢ po spozyciu surowego mieka krowiego.

Tropomiozyny

Kolejng rodzing biatek pochodzenia zwierzecego sg tro-
pomiozyny, wsrod ktorych znajdujg sie m. in. molekuty roz-
toczy Der p 10 (Dermatophagoides pteronyssinus), Lit v 1
krewetki czy Ani s 3 nicieni (Anisakis simplex) pasozytujgcych
w rybach morskich. Uczulenie na tropomiozyny wigze sie
z wysokim ryzykiem wystgpienia wstrzasu anafilaktycznego,
a poniewaz sg grupg biatek wysoce opornych na temperature,
moga powodowac powazne reakcje nawet po spozyciu ich
w postaci gotowanej [13].

Parwalbuminy
Inng grupg pochodzenia zwierzecego sg parwalbumi-
ny, ktorych najwyzsze stezenie znajduje sie w migsniach ryb.



Przedstawiciele tej grupy biatek to Mer mr 1 morszczuka, Cyp ¢
1 karpia, Gad ¢ 1 dorsza, Gad m 1 pstraga, Sal s 1 1ososia czy
Thu a 1 tunczyka. Jest to rodzina biatek odpornych na dziata-
nie temperatury i enzymy trawienne. U osdb uczulonych mogag
wywotywac natychmiastowe systemowe reakcje po ich spozy-
ciu, ale rowniez moga one powodowac objawy poprzez opary
wnikajgce do drdg oddechowych podczas smazenia ryb [12].

Albuminy surowicze

Albuminy surowicze to rodzina biafek wystepujaca w $li-
nie, moczu, naskorku, surowicy i migsie zwierzat. Narazenie
na te alergeny zazwyczaj wystepuje poprzez drogi odde-
chowe. Sg to biatka wrazliwe na dziatanie temperatury.
Podobienstwo réznych molekut nalezacych do rodziny albu-
min surowiczych moze powodowac fatszywie dodatnie wyniki
uzyskane przy pomocy punkiowych testow skornych. Wsréd
tej grupy znajdziemy molekuty Can f 3 psa, Fel d 2 kota, Equ
¢ 3 konia, Gal d 5 jaja kurzego. Wsrdd tej grupy znajdziemy
réwniez molekute Bos d 6 — kidra jest alergenem mniejszym
mleka krowiego, ale alergenem wiekszym wotowiny [12].

Diagnostyka molekularna - 2 rozne podejscia

Migdzynarodowe wytyczne oraz model “top-down”
wskazujg, ze podstawowym narzedziem w diagnozowa-
niu alergii powinien by¢ wywiad w oparciu o wspaétist-
niejace objawy kliniczne [4, 14].

Drugim etapem jest przeprowadzenie testow opartych
na ekstraktach alergenowych in vivo lub in vitro, a w trzecim
kroku znajdziemy diagnostyke oparta o molekuly alergenowe.
Jednak konsensus WAO-ARIA-GA2LEN 2013 — pokazuje, ze
doswiadczony lekarz alergolog juz w drugim etapie diagno-
stycznym moze wigczy¢ diagnostyke w oparciu o testy mole-
kularne [15]. Zwlaszcza, ze najnowsze wieloparametrowe
testy lll-generacji do oznaczania sIgE pozwalajg na oznacza-
nie jednoczasowe zarowno ekstrakiow, jak i molekut alerge-
nowych, faczac 2 i 3 krok diagnostyczny w jeden etap [16].

Ostatnio zaprezentowano model diagnostyczny ,bottom-
up”, gdzie metody molekularne wykorzystywane sg na samym
poczatku diagnozowania alergii, i dopiero w dalszej kolejnosci
wykonywane oznaczenia SIgE wobec ekstraktow in vivo lub in
vitro, a uzyskane wyniki poddawane sg interpretacji z analizg
objawow towarzyszacych [4, 17].

Zwolennicy podejscia “bottom-up” argumentujg, ze
ekstrakty nie sg standaryzowane, co moze dawa¢ fai-
szywy obraz uczulenia, a w rezultacie prowadzi¢ do nie-
wiasciwych decyzji terapeutycznych [4].

Komu przynosi korzy$¢ diagnostyka molekularna

Istniejg okreslone grupy chorych, u ktorych wykorzysta-
nie narzedzi diagnostyki molekulamej alergii moze w istotny
sposob wptynac na decyzje terapeutyczne (Tabela nr 2.) [17].
Dzieki lepszej doktadno$ci diagnostyki molekularej w pordw-
naniu do testow skornych, liczba wizyt, czas potrzebny
do postawienia prawidtowej diagnozy i dobrania odpowiedniej
immunoterapii, mogag zosta¢ zmniejszone, a to przefozy¢ sie
moze na 0gdlng poprawe opieki nad pacjentem [19].

Wielu autorow w swoich badaniach wykazafo, ze
U pacjentow z objawami alergii czesciej wystepuje uczulenie
wobec kilku alergendw niz wobec tylko jednego alergenu [20,
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21]. Objawy alergii manifestujace sie po kontakcie z wieloma 4
alergenami mogg by¢ spowodowane uczuleniem na nie lub
wystepowaniem reakcji krzyzowych. Mozliwos$¢ wystgpienia
reakcji krzyzowej ttumaczy sie podobng budowa molekut aler-

genowych.
ﬂ Rodziny biatek pochodzenia roslinnego
Biatka zapasowe

2S albuminy — Ara h 2 i Ara h 6 orzech ziemny, Jug r 1 orzech wioski,
Sesi1sezam,

7S globuliny — Ara h 1 orzech ziemny, Jug r 2 orzech wioski, Gly m 5 soja, Pis
s 1 orzech piniowy,

11S globuliny - Ara h 3 orzech ziemny, Gly m 6 soja, Cor a 9 orzech laskowy

* Wystepujg w orzechach i nasionach

* Ryzyko ciezkich i ogdlnoustrojowych reakcji alergicznych, np. reakcji anafilaktycznej
* Alergizujg nawet po obrébce termicznej, odporne na enzymy trawienne

* Generalnie niski stopien reakcji krzyzowych pomiedzy gatunkami

nsLTP

Act d 10 kiwi zielone, Ara h 9 orzech ziemny, Cor a 8 orzech laskowy, Jug r 3 orzech
wioski, Pru p 3 brzoskwinia, Pun g 1 granat, Sola i 6 pomidor, Par j 2 pokrzywa,

Tri a 7k-LTP pszenica zwyczajna, Pis s 3 groch zwyczajny (zielony groszek)

Zeam 14 kukurydza

* Wystepujg w owocach, warzywach, orzechach i pytkach

* Alergizujg nawet po obrébce termicznej, odporne na enzymy trawienne
* Moga wywotywac silne reakcje ogolnoustrojowe, zespdt OAS

* Rozny stopien reakcji krzyzowych pomigdzy gatunkami

Betv 1 -like

Bet v 1 brzoza, Api g 1 seler, Ara h 8 orzech ziemny,
Cor a 1 orzech laskowy, Mal d 1 jabtko

* Wystepujg w owocach, warzywach, orzechach i pytkach

* Wrazliwe na obrébke cieplng i enzymy trawienne, pokarmy zawierajace te molekuty
po podgrzaniu czesto sg dobrze tolerowane

* Wywolujg zazwyczaj objawy miejscowe jak np.: zespdt OAS

* Rozny stopien reakcji krzyzowych pomigdzy gatunkami

Profiliny

Bet v 2 brzoza, Hev b 8 lateks, Mer a 1 szczyr roczny, Ole e 2 oliwka

* Wystepujg w pokarmach pochodzenia roslinnego, pytkach traw, chwastéw i drzew

* Wrazliwe na obrobke cieplng i enzymy trawienne, pokarmy zawierajgce te molekuty
po podgrzaniu czesto sg dobrze tolerowane

* Rzadko powigzane z objawami Klinicznymi (miejscowymi czy ciezkimi reakcjami)

* Wysoki stopien reakcji krzyzowych pomiedzy gatunkami

CCD (reszty weglowodanowe)

Markery CCD — Hom s LF laktoferyna ludzka po glikolizacji w ryzu, Ana ¢ 2
bromelaina ananasa, Arm r HRP peroksydaza chrzanowa, Sola t 1 patatyna
ziemniaka,

CCD moga zawiera¢: Cup a 1 cyprys, Jug r 2 orzech wioski, Lol p 1 zycica,
Ole e 1 oliwka, Ara h 1 orzech ziemny, Api m 1 pszczofa

* Wystepujg w pytkach, pokarmach pochodzenia roslinnego, jadach owadow
* Moga powodowac wynik dodatni sIgk dla alergendw w ktdrych sg obecne
* Nie udowodniono jak dotad zwigzku z objawami Klinicznymi

* Bardzo wysoki stopien reakcji krzyzowych pomigdzy gatunkami
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Testy oparte na ekstraktach alergenowych nie
umozliwiajg rozréznienia uczulenia pierwotnego od
wyniku dodatniego spowodowanego reakcjg krzyzowg,
podczas gdy diagnostyka molekularna alergii ma taki
potencijat [22].

Zatem oznaczenie sIgE wobec molekut alergenowych
U pacjentéw z uczuleniem wielowaznym moze utatwi¢ rozréz-
nienie pierwotnego uczulenia od wyniku dodatniego spowo-
dowanego wystgpieniem reakcji krzyzowych [23]. Wykonanie
testu z uzyciem molekut u pacjenta z uczuleniem wielowaz-
nym moze wigzac¢ sie ze ztagodzeniem zalecen odnos$nie uni-
kania ekspozycji na pewne alergeny [22].

ﬂ Rodziny biatek pochodzenia zwierzecego

Lipokaliny

Canf1iCanf2 pies, Fel d 4 kot, Equ ¢ 1 kon oraz Bos d 2 i Bos d 5 krowa

* Znajduja sie w $linie, moczu, surowicy i naskérku zwierzat siersciowych

* Gldéwng drogg narazenia na te alergeny sg drogi oddechowe, za wyjatkiem alerge-
nu Bod d 5 (B-laktoglobulina) gtéwnego alergenu mleka krowiego

* Zazwyczaj niski stpien reaktywnosci krzyzowej

Tropomiozyny

Ani s 3 nicienie (pasozyty z rodziny Anisakidae), Der p 10 roztocze kurzu
domowego, Hel as 1 $limak, Lit v 1 krewetka, Per a 7 karaluch, Uro du 1
kalmar, Ven ga 1 matz

* Wystepuja w skorupiakach, roztoczach, karaluchach i nicieniach

* Alergizujg nawet obrdbce termicznej, odporne na enzymy trawienne

* Alergeny pokarmowe czegsto wywotujg silne reakcje ogolnoustrojowe, zespot OAS
* Wysoki stopien reakcji krzyzowych pomiedzy gatunkami

Parwalbuminy

Mer mr 1 morszczuk, Cyp ¢ 1 karp, Gad ¢ 1 dorsz, Gad m 1 pstrag, Sal s 1
toso$, Thu a 1 tunczyk

* Najwyzsze ich stezenie znajduje sie w miesniach ryb

* Odpomne na dziatanie temperatury i enzymy trawienne

* Narazenie na te alergeny wystepuje zazwyczaj drogg pokarmowa, ale reakcje
moga réwniez nastapi¢ poprzez wdychanie oparéw podczas smazenia ryb

* Wysoki stopien reaktywnosci krzyzowej pomiedzy biatkami pochodzgcymi od
réznych gatunkow ryb; mozliwe jednak rowniez reakcje na wybrane pojedyczncze
molekuty z rodziny parwalbumin

Albuminy surowicze

Can f 3 pies, Fel d 2 kot, Equ ¢ 3 kon, Gal d 5 jajo kurze

* Wystepujg w $linie, moczu, naskdrku, surowicy i migsie zwierzat

* Narazenie na te alergeny zazwyczaj wystepuje poprzez drogi oddechowe, ale
rowniez poprzez droge pokarmowg w przypadku spozycia miesa zwierzat czy jaja
kurzego

* Sq biatkami wrazliwymi na dziatanie temperatury

* Wysoki stopien reaktywnoséci krzyzowej pomiedzy biatkami pochodzgcymi od
réznych gatunkow zwierzat

Diagnostyka molekularna a ryzyko anafilaks;ji
Dzieki poznaniu ryzyka wystgpienia reakcji ogolnoustro-
jowej uczulenia na poszczegdine molekuty w obrebie danych
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rodzin molekut (Rycina nr 1), okreslenie profilu uczulenia z uzy-
ciem narzedzi diagnostyki molekularnej moze utatwi¢ odpo-
wiedZ na pytanie czy istnieje u pacjenta ryzyko wystgpienia
ciezkiej reakcji ogolnoustrojowej. Wykonanie testow opartych
na ekstraktach alergenowych moze nie dostarczac wystarcza-
jacej informacii na temat ryzyka wystgpienia groznych objawow
anafilaktycznych, np.: uczulenie na niektdre molekuly alergenow
pokarmowych jak, np. Arah 1, Ara h 2, Arah 3 oraz Ara h 9
orzecha ziemnego, wigze sie z duzym prawdopodobienstwem
wystapienia wstrzasu anafilaktycznego. Podczas gdy, uczulenie
na Ara h 8 rzadko jest przyczyng reakcji uogélnionej, moze byc
natomiast zwigzane z reakcjami krzyzowymi z pewnymi alerge-
nami wziewnymi, np. brzozg (Bet v 1), olchg (Aln g 1) czy leszczy-
na (Cor a 1) [23]. U pacjentdw uczulonych na orzechy wioskie
ryzyko wystgpienia ogdlinoustrojowych reakcji jest wieksze, gdy
w ich surowicy wystepuija sIgE wobec molekut Jug r 1iJugr 3.

Doktadne opracowanie profilu uczulenia pacjenta
na podstawie wynikow testéw molekularnych moze przy-
czyni¢ sie do zrezygnowania z préb prowokacyjnych,
ktore takze wigzg sie z ryzykiem wystgpienia ogélno-
ustrojowych reakc;ji.

Ponadto, uczulenie na kilka molekut pochodzgcych
z danego zrodta alergenowego moze pozwoli¢ na przewidy-
wanie nasilenia objawow. Wykazano albowiem, ze otrzymy-
wane wyniki dodatnie wobec wielu molekut pochodzacych
z jednej rodziny wigza sie z wigkszym nasileniem objawow
[24]. Potwierdzenie uczulenia jedynie wobec danego ekstrak-
tu alergenowego nie niesie informacji na temat prawdopodo-
bienstwa wystapienia cigzkiej reakcji ogdlnoustrojowej [23].

Dlatego tez u pacjentéw z uczuleniem wobec aler-
gendéw pokarmowych, zwtaszcza z epizodem wstrzgsu
w przesziosci, zdiagnozowanych na podstawie testow
wykorzystujgcych tylko ekstrakty alergenowe, warto
poszerzy¢ diagnostyke o testy do diagnostyki moleku-
larnej alergii IgE-zalezne;j.

Diagnostyka molekularna a strategia terapeutyczna

Lekarz diagnozujgcy alergie przy pomocy multi-
parametrowych testow do diagnostyki molekularnej,
otrzymuje informacje na temat pacjenta, na podstawie
ktérych moze dostosowaé zalecenia terapeutyczne
do jego indywidualnego profilu uczulenia.

Wyniki testow molekularnych pozwalajg ustali¢ czy
pacjent musi kategorycznie unika¢ kontaktu z konkretnym
zrédtem alergenowym ze wzgledu na wysokie ryzyko ciezkie,
ogolnoustrojowej reakcji, czy tez ekspozycja na dany aler-
gen bedzie wigzata sie z wystgpieniem u pacjenta objawow
fagodnych, np. niezytu nosa [25]. Wiedza ta pozwala perso-
nalizowac zalecenia terapeutyczne i przektada sig na jako$¢
zycia pacjenta (brak koniecznosci rygorystycznego unika-
nia pewnych pokarmow, swiadomo$¢ braku ryzyka ciezkich
reakcji) [19].

Kolejng zaletg diagnostyki molekularnej jest wigksza
czutos¢ diagnostyczna w porownaniu do ekstraktow alerge-
nowych. Dla przyktadu, udowodnione znaczenie kliniczne
i mozliwos¢ oznaczania sIgk wobec molekut brzoskwini byto
jedynie wobec Prup 1, Pru p 3, Pru p 4. W swoim badaniu
Vitte i in., pokazali grupe pacjentdw, ktdrzy mieli reakcije anafi-



laktyczng indukowana spozyciem brzoskwini, majac negatyw-
ne wyniki sIgE wobec brzoskwini i jej ww. molekut, a dodatnie
wyniki testow skomych i BAT. Niemal wszyscy z nich mieli
dodatni wynik wobec niedawno opisanej i mozliwej rowniez od
niedawna do testowania molekuly Pru p 7 [26]. Odkrycie tej
molekuty i mozliwosc jej oznaczania zrewolucjonizowa¢ moze
podejscie do uczulenia wobec brzoskwini. Badania wykaza-
ty, ze molekuta ta jest jeszcze bardziej odporna na trawienie
i obrobke termiczng niz Pru p 3 (rodzina nsLTP) [27]. Istniejg
doniesienia, ze obecnos¢ w surowicy immunoglobulin E spe-
cyficznych wobec Pru p 7 moze wigzac sie z wystgpieniem
objawow ogolnoustrojowych [26, 28].

Powyzszy przyktad dobrze obrazuje takze inng
zalete diagnostyki molekularnej przy uzyciu najnow-
szych testow, albowiem testy Il generacji mogg by¢
stale aktualizowane w oparciu o najnowsze odkrycia,
tak by badaty uczulenie wobec nowo-odkrytych mole-
kut istotnych klinicznie [22].

Czynnikami sprzyjajacymi poznaniu nowych molekut
alergenowych jest ich wysoka koncentracja w zrodle czy tez
podobienstwo do juz odkrytych molekut [29]. Jednak to, ze
dana molekuta alergenowa nie zostata jeszcze zidentyfiko-
wana, nie oznacza, ze nie moze by¢ ona silnym alergenem
[22]. Tak wiasnie byto w przypadku molekuty Der p 23 (trzeci
gtowny alergen Dermatophagoides pteronyssinus - roztocze
kurzu domowego), ktora dzieki zaawansowanym technikom
identyfikacji zostala opisana i uznana za klinicznie istotng jak
Der p 1 Der p 2 [30]. Posiadajac obecnie wiedze na temat
Der p 23, mozna zweryfikowa¢ pacjentdw z objawami sugeru-
jacymi alergig na roztocze a majgcymi ujemne wyniki testow
serologicznych. Mozna rowniez zweryfikowa¢ pod katem
wystepowania sIgkE wobec Der p 23 pacjentow bez powodze-
nia prowadzonej immunoterapii roztoczami kurzu domowego.
Warto rowniez podkresli¢ fakt, iz w wiekszosci przypadkow
ekstrakty w szczepionkach stosowanych do odczulania stan-
daryzowane sg jedynie pod katem zawarto$ci w nich Der p 1
i Der p 2 [13]. Dynamiczny rozwoj diagnostyki molekularnej
alergii pozwala na state rozszerzanie dostepnych do testowa-
nia molekut alergenowych [22].

Immunoglobuliny E specyficzne wobec konkretnych
molekut alergenowych mogg by¢ obecne w surowicy
pacjentéw na dtugo przed pojawieniem si¢ klinicznych
objawow alergii, a monitorowanie ich wystepowania
w surowicy krwi pozwala na prognozowanie klinicznego
obrazu alergii.

Wykazano, ze uczulenie na pylek trawy czesto rozpoczy-
na sie jako uczulenie monowalentne. Z czasem w surowicy
pojawiaja sie kolejne sIgE wobec nastepnych molekut, cze-
sto w okreslonej kolejnosci. W przypadku uczulenia na pytek
tymotki tgkowej, na poczatku obecne sg sIgk wobec Phl p
1. Po miesigcach lub latach w surowicy pojawiajg sie prze-
ciwciata E swoiste wobec Phl p 4, Phip 5, Phl p 2, Phl p 6
i Phlp 11. Dopiero po pojawieniu sie objawow alergii na pytek
tymotki w surowicy sg wykrywalne sIgk wobec Phl p 12 czy
Phl p 7. Badania Hatzlera i in. pokazato, ze u okoto 2/3 dzieci,
u ktorych w wieku 3 lat rozpoznano uczulenie na pytek tymotki
- w wieku 12 lat miafo alergiczny niezyt nosa w sezonie pyle-
nia tymotki [31]. Podobne obserwacije sg udokumentowane
w przypadku uczulenia wobec brzozy [32].
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Mozemy zatem stwierdzi¢ na tej podstawie, ze testy
oparte na molekutach alergenowych mozna wykorzy-
sta¢ do monitorowania zmian profilu uczulenia konkret-
nego pacjenta, obserwowania zaleznosci pomiedzy
uczuleniem a objawami klinicznymi oraz dostosowania
zalecen terapeutycznych [33].

Kiedy nalezy wykona¢ diagnostyke molekularng -
propozycje [18]

wziewnych

*Uczulenie na pojedyncze lub kilka alergenéw

Klasyfikacja do immunoterapii

*Mnogie uczulenie na pytki

*Alergia na owady bfonkoskrzydte

kofaktoréw

* Anafilaksja po pokarmach, przy wspdludziale

Anafilaksja

*Op6zniona anafilaksja po migsie czerwonym

* Anafilaksja idiopatyczna

Alergia na latex

Polisensytyzacja

*Wspoiwystepowanie uczulenia na alergeny
wziewne i pokarmowe

*Ocena ryzyka cigzkosci reakcji alergicznych

Alergia pokarmowa

lenia

*|dentyfikacja niespodziewanych Zrédet uczu-

Testy molekularne a immunoterapia

Ogromna zaletg testow molekularnych jest mozliwos¢
na ich podstawie kwalifikacji do immunoterapii, co podno-
si zarowno jej skutecznosc i efektywnosc. Celem swoistej
immunoterapii (SIT) jest zmodyfikowanie odpowiedzi uktadu
immunologicznego wobec konkretnego alergenu podawa-
nego podskarnie lub podjezykowo [2]. Odpowiedni dobdr
preparatu alergenowego ma kluczowe znaczenie dla powo-
dzenia immunoterapii. O ile w przypadku pacjentéw z alergia
monowalentng identyfikacja istotnego klinicznie alergenu
i okre$lenie skfadu preparatu alergenowego do SIT nie stano-
wi problemu, o tyle u pacjentéw z alergig wielowazng zidenty-
fikowane alergenu odpowiedzialnego za wystepowanie alergii
moze nastreczac juz ktopotow [25, 34]. Dlatego tez, szcze-
golnie w grupie chorych kwalifikowanych do immunoterapii,
precyzyjne okreslenie alergenu odpowiedzialnego za objawy
jest niezbedne dla sukcesu terapeutycznego. Warto mie¢
na uwadze, ze w pewnych przypadkach wywiad w oparciu
0 objawy kliniczne oraz wyniki SPT nie wystarczajg do wyja-
$nienia przyczyny uczulenia [35]. U pacjentéw z uczuleniem
wielowaznym wykonanie testow opartych na molekufach
alergenowych moze utatwi¢ dobdr odpowiednich sktadnikow
stosowanych w SIT. Przyktadowo, pacjent moze mie¢ w suro-
wicy sIgE wobec molekut trawy Phl p 1 oraz Phl p 5 (potwier-
dzone uczulenie na pytek tymotki tgkowej), ale nie stwierdza
sie u niego obecnosci sIgE wobec molekuty brzozy Bet v 1
(brak uczulenia na brzoze). Jesli dodatkowo w surowicy tego
pacjenta obecne sg rowniez sIgk wobec Phl p 12 (profilina),
to mozna podejrzewaé, ze dodatni wynik SPT wobec antyge-
nu brzozy (takze zawierajgcego profiling), byt spowodowany

LRl ALERGIA



DIAGNOSTYKA

reakcjg krzyzowa. Tak wigc u tego pacjenta nalezy zastoso-
waé SIT wobec pytku tymotki tgkowej, ale nie wobec brzozy.
W takich przypadkach diagnostyka molekularna pozwala
dobra¢ odpowiedni preparat do SIT.

Korzysci wynikajgce z zastosowania
diagnostyki molekularnej

* precyzyjnie okresla alergen/y odpowiedzialne za objawy

* ufatwia rozréznienie pierwotnego uczulenia od reakciji krzyzowych

* zwieksza czuto$¢ diagnostyczng w poréwnaniu do testow bazuja-
DIAGNOZA cych na ekstraktach alergenowych

* pozwala na monitorowanie zmian profilu uczulenia konkretnego
pacjenta, obserwowania zaleznosci pomiedzy uczuleniem a obja-
wami klinicznymi

* zmniejsza liczbe wizyt oraz skraca czas potrzebny do postawienia
prawidtowej diagnozy

* pozwala na prognozowanie klinicznego obrazu alergii

OCENA
RYZYKA * pozwala oszacowaé ryzyko wystapienia u pacjenta cigzkich ogol-
noustrojowych reakcji, co moze przyczynic sie do zrezygnowania
z prob prowokacyjnych, ktdre wigzg sie z ryzykiem wstrzgsu
* pozwala na precyzyjne okreslenie alergenu odpowiedzialnego za
objawy
LECZENEE | ° pozwala personalizowac zalecenia terapeutyczne do indywidualne-

go profilu uczulenia

* skraca czas kwalifikacji do SIT oraz podnosi jej skutecznos¢
i efektywnosé

Badania Sastre i in. pokazujg, ze wykonanie testow
molekularnych i poznanie molekut odpowiedzialnych
za reakcje alergiczne u pacjentéw moze prowadzi¢

Wyjasnienie przyczyn otrzymania réznych wynikow sIgE
wobec molekut i ekstraktow danego zrédta alergenoweg

* brak lub mata zawartosc tej molekuty w ekstrakcie
* badania w oparciu o ekstrakty majg nizszg czutosc

* W surowicy krwi obecne sg sIgE wobec molekut bada-
nego alergenu, ktore nie byly badane w danym tescie
(np. ze wzgledu na to, ze nie sg jeszcze dostgpne
do komercyjnego testowania)

* wynik moze by¢ zwigzany z obecnoscig przeciwciat
anty-CCD w surowicy krwi

* 7 duzym prawdopodobienstwem wyklucza IgE zalezne
podtoze objawdw alergii

ALERGIA NZSE

do koniecznosci zmiany SIT nawet u ponad 50% pacjen-
téw, u ktérych wdrozono immunoterapie na podstawie
jedynie wynikéw SPT [36].

Testy do diagnostyki molekularnej
Test ALEX®

Obecnie najbardziej kompleksowymi narzedziami do dia-
gnostyki molekularnej alergii sg testy Ill generaciji, jak test
ALEX® czy platforma diagnostyczna FABER®. Test ALEX®
pozwala oznaczy¢ sIgE wobec 157 ekstraktow oraz 125
molekut alergenowych jednoczesnie. Oznacza to, Ze z jednej
probki badanej (surowicy krwi pacjenta) mozemy okreslic czy
dany pacjent jest uczulony wobec jednego czy wielu zrédet
alergenowych, na jakg molekute lub molekuty, z jakich rodzin
biatek, czy uczulenie pacjenta ma charakter pierwotny czy
wiorny (jako skutek reakcji krzyzowe).

Platforma diagnostyczna FABER®

Platforma diagnostyczna FABER® skiada sie nie tylko
z testu obejmujgcego podobna liczbe zrodet, ekstraktow
i molekut alergenowych, ale réwniez dedykowanej do tego
testu specjalnej platformy utatwiajgcej interpretacje wyniku
testu zarowno lekarzowi prowadzacemu, jak i pacjentowi.

Podgzajac za modelem diagnostycznym ,top — down”,
dostepne testy Il generacji umozliwiajgce badanie molekut
i ekstraktow alergenowych, zapewniajg drugi i trzeci etap
diagnostyki alergii w jednym kroku diagnostycznym. Wptywa
to korzystnie na oszczedno$¢ czasu niezbednego do posta-
wienia diagnozy w catym procesie diagnostycznym. Warto
zaznaczyc, ze jednoczesne oznaczenie w Surowicy pacjenta
sIgE wobec niemal 300 alergendw, w tym ekstraktow i molekut
jest zgodne réwniez z punktem widzenia zwolennikdw modelu
,oottom —up” [3].

Rozwoj diagnostyki molekularnej w chorobach aler-
gicznych coraz bardziej przybliza nas do medycyny sper-
sonalizowanej — czyli leczenia alergii $cisle dopasowane-
go do indywidualnego profilu uczulenia danego pacjenta
uzyskanego za pomoca testow molekularnych. Obecnos$c
w surowicy slgE wobec konkretnych molekut moze utatwic¢
okreslenie: Czy i w jakim stopniu pacjent ma ograniczy¢
kontakt z alergenem? Co wiecej, pomaga takze ustali¢ czy
ma roéwniez unika¢ ekspozyciji na inne alergeny, pomiedzy
ktorymi moga zachodzi¢ reakcje krzyzowe. Zebrane korzy-
$ci z zastosowania diagnostyki molekularnej przedstawiono
w tabeli nr 3.

Rozbieznosci w wynikach pomigdzy ekstrakitem
a jego molekutami alergenowymi

Poziomy stezen sIgE wykonanych w oparciu o moleku-
ty alergenowe nie zawsze muszg zgadzac sie z wynikami
testow wykorzystujgcych ekstrakty alergenowe. Moze zaist-
nie¢ sytuacja, gdy w surowicy pacjenta zostang wykryte
przeciwciata E specyficzne wobec ekstraktu, ale nie zaob-
serwuje sie slgE wobec molekut z tego zrodfa alergenowe-
go, co dany ekstrakt. Powodem takiej rozbieznosci moze
by¢ uczulenie pacjenta na molekuty ekstraktu, ktére nie sg
jeszcze dostegpne do badania. Mozliwy jest takze wynik,
gdzie u pacjenta w surowicy nie wykryjemy sIgE wobec
ekstraktu, a wykryjemy sIgE wobec molekut z tego zro-
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dta alergenowego (Tabela nr 4). Powyzsza sytuacja moze
by¢ wyttumaczona nizsza czutoscig diagnostyczng testu
opartego o badanie sIgE wobec ekstraktu niz czutos¢ dia-
gnostyczna testu badajacego sIgE wobec molekut alerge-
nowych, Ponadto, molekuly rozpoznane przez slgkE moga
nie wystepowac¢ w ekstrakcie lub ich liczba w ekstrakcie
moze byc¢ zbyt mata, by otrzymac dodatni wynik tak jak jest
w przypadku ekstraktu soi i jej molekuty Gly m 4, ekstraktu
alergenu psa i jego molekuly Can f 5 czy ekstraktu roztoczy
Dermatophagoides pteronyssinus i ich molekuty Der p 23
[13, 37].

Ograniczenia metody

Decydujac sie na oznaczenie w surowicy pacjenta slgk
wobec molekut alergenowych, nalezy mie¢ na uwadze, ze tak
samo jak w przypadku oznaczen sIgkE wobec ekstraktow aler-
genowych, potwierdzenie ich obecnosci nie $wiadczy o cho-
robie alergicznej, a jest dowodem uczulenia [21].

Potwierdzenie obecnosci sIgE w surowicy pacjenta
ma znaczenie kliniczne wytgcznie w obliczu wspatist-
nienia objawow alergii [13].

Biorgc po uwage powyzsze informacje, nalezy
pamietaé, ze zaréwno wyniki sIgE wobec ekstraktow
alergenowych, jak i molekut muszg by¢ zawsze interpre-
towane w oparciu o wywiad kliniczny i objawy danego
pacjenta [13].

Warto zauwazy¢, ze przeciwciata E swoiste wobec
danego alergenu moga by¢ obecne w surowicy pacjen-
téw na dtugo przed pojawieniem si¢ objawow alergii
a ich obecno$¢ w surowicy jest uznawana za czynnik
ryzyka rozwoju choroby alergicznej [22, 38].

Cho¢ narzedzia diagnostyki molekularnej sg komplek-
sowe i zawierajg wiele istotnych Klinicznie alergendw, nalezy
pamietac, ze na ten moment nie opisano wszystkich molekut
alergenowych w wielu zrodtach alergenowych. Dlatego tez,
wynik ujemny w odniesieniu do poszczegolnych molekut,
nalezy zawsze interpretowac w odniesieniu do ekstraktow,
poniewaz nie mozemy mie¢ pewnosci, ze danego pacjenta

uczula molekuta, ktéra nie byta badana danym testem [22].
Zaletg testow Il generacii, jak system diagnostyczny FABER®
czy test ALEX® jest jednoczesne badanie ekstraktow alerge-
nowych i ich istotnych klinicznie molekut. Uzyskanie wyniku
negatywnego przy uzyciu testow multiparametrowych w dia-
gnozowaniu alergii zasadniczo wyklucza alergie w mechani-
zmie IgE-zaleznym [13].

Oprdcz tych testow pozwalajgcych na tak obszerng dia-
gnostyke, sg testy panelowe pozwalajgce na diagnostyke
molekulamna celowang, np. Polycheck® Rekombinanty Pytki,
zawierajacy ekstrakt brzozy oraz jej dwie gidwne molekuty Bet
v 1iBetv 2 oraz ekstrakt tymotki tgkowej i jej gtowne molekuty
Phl p 11 Phlp 5 oraz molekuty Phl p 7 i Phl p 12, czy panel
Polycheck® Rekombinanty Roztocze zawierajacy ekstrakty
Dermatophagoides farinae oraz Dermatophagoides ptero-
nyssinus oraz jego istotne klinicznie molekuty, jak: Der p 1,
Der p 2, Der p 10 i Der p 23. Obydwa w.w. panele multipara-
metrowe sg pomocne do klasyfikacji pacjentow do immunote-
rapii, beda jednoczesnie alternatywg pomiedzy pojedynczymi
oznaczeniami sIgE a multiparametrowymi testami jak ALEX®
i FABER®.

Podsumowanie

Obecnie multiparametrowe testy oparte o molekuty aler-
genowe i ekstrakty alergenowe umozliwiajg okreslenie indywi-
dualnego profilu uczulenia danego pacjenta. Pozwalajg one
zroznicowac objawy alergii pierwotnej od objawow alergicz-
nych spowodowanych wystepowaniem reakcji krzyzowych.
Ponadto, cechujg sie wiekszg czutoscig i swoistoscig dia-
gnostyczng niz testy wykorzystujace jedynie ekstrakty. Warto
podkreslic, ze dzieki uzyciu diagnostyki molekularnej mozna
ocenic ryzyko wystgpienia u pacjenta ciezkich reakcji ogéino-
ustrojowych. Testy te pomocne sg rowniez w zakresie ustala-
nia zalecen terapeutycznych — ograniczania kontaktu z wybra-
nym alergenem czy kwalifikacji do immunoterapii.

Diagnostyka molekularna alergii pozwala na spersonali-
zowanie zalecen terapeutycznych, tak aby mogtyby by¢ one
dopasowane do potrzeb konkretnych pacjentow, co znacza-
co moze przetozy¢ sie na poprawe jakosci zycia chorych
z alergia. |
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