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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA ALERGII
Pomiar stezenia alergenowo-specyficznej IgkE
w surowicy krwi

Pomiar in vitro stezenia alergenowo-specyficznej IgE (sIgE) we krwi obwodowej jest powszechnie dostepna, nie-
uciazliwa i bezpieczna dla pacjenta, laboratoryjng metoda diagnostyki choréb alergicznych, komplementarng do am-
bulatoryjnej identyfikaciji sIgE in vivo w punktowych testach skérnych, SPT (ang. skin prick test).

Jako badanie z wyboru, pomiar stezenia slgE in vitro zlecany jest u matych dzieci, oséb w trakcie leczenia lekami przeciwhi-
staminowymi lub steroidowymi, oséb z defektami i chorobami skéry oraz w przypadku obaw wystapienia reakcji anafilak-
tycznej w nastepstwie testu skérnego.

Niedostepna dla SPT precyzja i standaryzacja pomiardw slgE in vitro pozwala na wyznaczanie zaleznosci pomiedzy
stezeniem IgE specyficznej dla danego alergenu, prawdopodobienstwem uczulenia na ten alergen i nasileniem objawdw
klinicznych uczulenia. Czufo$¢ pomiardw slgE in vitro powoduje, ze procz waloru diagnostycznego, wytacznie one posia-
daja réwniez walor prognostyczny. W pismiennictwie i materiatach walidacyjnych testow moc diagnostyczna stezenia slgk
in vitro wyrazona przez powierzchnie pola pod krzywa, AUC [ang. Area Under the ROC Curve] i iloraz szans,
OR (ang. odds ratio) jest wieksza niz testéw skornych.
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ATUTY POMIAROW sigE IN VITRO:

* Bezpieczenstwo i mata ucigzliwos¢ dla badanego; krétkotrwaty dyskomfort zwigzany wytacznie z pobraniem prébki krwi
* Niezalezno$¢ badania od przyjmowanych lekéw antyhistaminowych i przeciwzapalnych

* Niezalezno$¢ badania od zmian tymczasowych lub trwatych defektéw skérnych (dermografizm)

* Praktycznie nieograniczona liczba identyfikowanych réwnoczesnie slgk

* Doskonafa standaryzacja

* Walor prognostyczny obok zastosowania diagnostycznego

MOLEKULARNA DIAGNOSTYKA ALERGII - CRD

Skokowa zmiana w pozycjonowaniu pomiaréw slgk w diagnostyce chordb alergicznych nastapita w momencie narodzin diagno-
styki molekularnej alergii (ang. molecular allergology) opartej na molekularnej strukturze alergenéw, CRD (ang. component-reso-
Ived diagnostics).

Petne ekstrakty Zrédet alergenu wykorzystywane w tradycyjnym podejéciu diagnostycznym, w diagnostyce molekularnej in vitro
zostaly zastapione przez wyselekcjonowane, czasteczkowe komponenty o udowodnionej zdolnosci do indukgji reakcji uczulenio-
wej. Dokonano funkcjonalnej redefinicji alergenu, okreslanego teraz jako zbidr $cisle zdefiniowanych biochemicznie i struktural-
nie, immunogennych sktadnikéw czasteczkowych — antygendw molekularnych, obecnych w okreslonych proporcjach w petnym
ekstrakcie zrodfa alergenu (np. pytku rodlin, mleku itd). Epitopem alergenu molekularnego, czyli fragmentem wchodzacym w
bezposrednig interakcje z miejscem wigzacym - paratopem IgE, moze byc: sekwencja aminokwaséw fancucha peptydowego
(epitop linowy) lub aminokwasy z sgsiednich tancuchdw w tréjwymiarowej strukturze przestrzennej (epitop przestrzenny). Epitop
alergenu decydujacy o immunogennosci alergenu nazywa sie determinanta immunodominujaca. Znajomos¢ wiasciwosci fizycz-
nych i chemicznych alergendw molekularnych iich epitopdw ma istotne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne. Epitopy liniowe
s3 termostabilne i odporne na enzymy proteolityczne, epitopy przestrzenne sg termolabilne i wrazliwe na enzymy trawienne.
Rozwdj diagnostyki molekularnej przyspieszyt dzieki mozliwosci uzyskiwania antygendw molekularnych metodami inzynierii bia-
tek. Rekombinantowe czasteczki bialek pozbawione sg reszt cukrowych lub posiadajg sktadniki cukrowe zmodyfikowane przez
rodlinne systemy ekspresyjne, co wyeliminowato wptyw krzyzowo reagujacych komponent weglowodanowych biatek, CCD
(ang. cross-reactive carbohydrate determinants) na pomiary slgk wykonywane in vitro.

ATUTY DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE] ALERGII

* Nieosiggalna dla ekstraktow alergenowych standaryzacja i poréwnywalnos¢ testow
* |dentyfikacja molekularnych sktadnikow alergenu stanowigcych rzeczywistg przyczyne uczulenia z uwzglednianiem istotnych
klinicznie skfadnikéw niedoreprezentowanych w konwencjonalnych ekstraktach; réznicowanie uczulenia mono-
i poliwalentnego
* |dentyfikacja czasteczek odpowiedzialnych za reaktywnos$¢ krzyzowa sIgkE i okreslenie jej konsekwengji klinicznych (np. OAS)
* |dentyfikacja sIgk pozostajacych bez wptywu na patomechanizm uczulenia (Igk anty-CCD), a zawyzajacych wyniki testéw in vitro
* Prognozowanie charakteru i nasilenia objawdw klinicznych alergii: anafilaksja, reakcja miejscowa/uogdlniona; wskazanie
zaleznosci od obrébki cieplnej zrddta alergenu i procesu trawienia (neodeterminanty antygenowe)
* Prognozowanie marszu alergologicznego - zmian manifestacji narzadowej alergii i sukcesji uczulajacych alergendw
* Okreslanie zasadnosci swoistej immunoterapii alergii (SIT) ;
* Weryfikacja i uscislenie interpretacji testow skérnych
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NOWY ALGORYTM DIAGNOSTYKI ALERGII OPARTY NA PROFILACH siIgE
UZYSKANYCH W MULTIPLEKSOWYCH TESTACH UWZGLEDNIAJACYCH
ALERGENY MOLEKULARNE

Rewolucyjny zwrot w diagnostyce alergii in vitro nastapit w wyniku miniaturyzacji systemdéw pomiaru sIgk pozwalajacej na jed-
noczesng identyfikacje kilkuset alergenowoswoistych IgE, w efekcie, na uzyskanie w jednym podejsciu nieosiggalnego dotychczas
wagladu w repertuar slgk u badanego. W tescie o formacie multipleksu (ang. multiplex) reaktywnos¢ sIgE okreslana jest w stosun-
ku do paneli alergenéw molekularnych i ekstraktéw alergenowych pochodzacych z kilkudziesieciu zréded.

Mozliwosci stworzone przez zminiaturyzowane multipleksy pozwolity na wprowadzenie nowego paradygmatu diagnostyki aler-
gii. Algorytm dotychczasowy: Top-down (Z géry na dét) ukierunkowywal dobdr testowanych in vivo i in vitro alergendw
w oparciu o wywiad kliniczny. llos¢ alergendw wskazywanych jako potencjalna przyczyna alergii byta redukowana w kolejnych
etapach diagnostyki. Zgodnie z filozofig nowego algorytmu: Bottom-up (Z dotu do goéry) analiza historii i obrazu klinicznego
choroby prowadzona jest w oparciu o profil sigk okreslony na wstepie procedury diagnostycznej w tescie multipleksowym uwzgled-
niajacym kilkaset alergendw, w istotnym odsetku molekularnych. Lekarz dysponuje gruntowna wiedza o profilu uczulenia, mozliwych
reakcjach krzyzowych, nasileniu i charakterze potencjalnych objawdw; prawdopodobieristwie marszu alergicznego itd.

LABORATORY]NA DIAGNOSTYKA ALERGII W OFERCIE DIAGNOSTYKI

W zakresie laboratoryjnej diagnostyki alergii opartej na pomiarach slgk in vitro Diagnostyka oferuje testy dla pojedynczych alerge-
néw - monopleksy (ang. monoplex, singleplex) i dla zestawow alergendw - multipleksy (ang. multiplex) liczacych od 5 do ponad
280 elementdéw (najczescie) 5, 10 lub 20). Multipleksy krétkie sg typowymi immunoblotami (dot-blotami); multipleksy diugie maja
format mikromacierzy lub nanomacierzy. Zestaw testowy ma posta¢ chipu. Systemy zminiaturyzowane oferujg petne zestawy
alergendw istotnych diagnostycznie, natomiast skfad multiplekséw krétszych dobierany jest zgodnie z zatozonym kryterium: droga
whikania — alergeny wziewne-oddechowe (m.in. wytwory skéry zwierzat; pytki roslin) lub pokarmowe; kategoria (np. pytki roslin,
jady owaddw, antybiotyki); wiekiem (panel pediatryczny) lub czestoscig wywolywania alergii (mieszany panel atopowy).

Bez wzgledu na rodzaj (monopleks/multipleks) i format, w oferowanych testach stosowane sa alergeny diagnostyczne w postaci
klasycznego ekstraktu pojedynczego zrodia (np. pytku tymotki), multialergenowego miksu ekstraktéw (np. pytku kilku traw) lub
alergenéw molekularnych (np. Phl p |i Phl p 5 tymotki, Bet v | pytku brzozy). Dodatkowym elementem w multipleksach eks-
traktow alergenowych bywaja CCD odpowiedzialne za nieswoiste zawyzanie pomiaréw slgE in vitro.

Dla klasycznego algorytmu diagnostycznego, Top down, Diagnostyka oferuje przesiewowe testy multipleksowe w formacie blo-
téw, zawierajace 5 do 30 alergendw w postaci ekstraktow; kilkuelementowe bloty zawierajace wyjsciowe ekstrakty alergenowe
i alergeny molekularne (np. mleka, pytku roslin itd.) oraz oznaczenia pojedynczych sIgkE dla ponad stu alergendw w formie eks-
traktéw i alergenéw molekularnych.

Dla nowatorskiego algorytmu diagnostycznego, Bottom up, Diagnostyka proponuje obecnie dwa testy multipleksowe: Alex
w formacie nanomacierzy, uwzgledniajacy 296 elementow (117 petnych ekstraktéw alergenowych i 178 skfadnikéw molekular-
nych) oraz ImmunoCAP® ISAC, uwzgledniajacy |12 skfadnikéw molekularnych z 51 zrédet alergenowych. W komentarzach
obu testéw alergeny molekularne przypisywane sa do rodzin biafek o znanych wiasciwosciach biochemicznych, fizycznych, okre-
élonej immunogennosci i reaktywnosci krzyzowe.

Liste badan wraz z zestawami alergenéw w przypadku paneli podano na stronie www.diagnostyka.pl,

w folderze Badania laboratoryjne w alergologii: www.diag.pl/lekarz/materialy-do-pobrania/

Opisy badan znajduja sie na stronie www.diagnostyka.pl w zaktadce Katalog badan




STRATEGIA TOP-DOWN —Z GORY NADOL

Historia choroby&Badanie fizykalne
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Klasyfikacja objawow klinicznych/stanéw chorobowych
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Klasyfikacja objawow klinicznych/stanéw chorobowych

Historia choroby&Badanie fizykalne

Analiza reaktywnych alergenéw molekularnych (specyficznych dla zrédta alergen, reagujacych krzyzowo, powo-
dujacych reakcje zagrazajace zyciu)
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Kompleksowa CRD przy uzyciu multipleksu z uwzglednieniem rodzin biatek alergenowych w interpretacii

STRATEGIA ,BOTOM UP” -ZDOLU DO GORY
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