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1. WYKAZ SKROTOW

AHR

ANN

AZS

BAL

ECAP

ECRHS

FEV1

ELISA

FvVC

GABRIEL

GABRIELA

GINA

(ang. airway hyperresponsiveness) nadreaktywnos¢ drog

oddechowych
alergiczny niezyt nosa
atopowe zapalenie skory

(ang. bonchoalveolar lavage) poptuczyny oskrzelowo-pecherzy-

kowe
Epidemiologia Chordb Alergicznych w Polsce
(ang. The European Community Respiratory Health Survey)

(ang. forced expiratory volume in 1 second) natezona objeto$é

wydechowa pierwszosekundowa

(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoen-

zymatyczny
(ang. forced vital capacity) natezona pojemnos$¢ zyciowa

(ang. A Multidisciplinary Study to Identify the Genetic and Environ-
mental Causes of Asthma in the European Community) wielo-
dyscyplinarne badanie majgce na celu zidentyfikowanie
genetycznych i srodowiskowych przyczyn astmy oskrzelowej w

spotecznosci europejskiej

(ang. A Multidisciplinary Study to Identify the Genetic and Environ-
mental Causes of Asthma in the European Community Advanced)
zaawansowane wielodyscyplinarne badanie majgce na celu
zidentyfikowanie genetycznych i sSrodowiskowych przyczyn astmy

oskrzelowej w spotecznosci europejskiej

(ang. Global Initiative for Asthma) Swiatowa Inicjatywa na Rzecz

Zwalczania Astmy



ILC2

ISAAC

LPS

MRNA

PEF

SNPs

SPT

glikokortykosteroidy

immunoglobulina E

interleukina

(ang. innate lymphoid cells) naturalne komorki limfoidalne

(ang. The International Study of Asthma and Allergies
in Chilhood) Miedzynarodowe Badania nad Astmg i Alergig

u Dzieci
lipopolisacharyd

(ang. messenger ribonucleic acid) matrycowy kwas rybonuklei-

nowy
(ang. peak expiratory flow) szczytowy przeptyw wydechowy

(ang. single nucleotide polymorphisms) polimorfizm po-
jedynczego nukleotydu

(ang. skin prick test) skorne testy punktowe



2. WSTEP

2.1 Atopia

Atopia to genetycznie uwarunkowana sktonnos¢ do nadmiernej produkcji przeciwciat
klasy E w odpowiedzi na kontakt z alergenami wystepujgcymi powszechnie w
Srodowisku (1,2). Jeszcze przed odkryciem immunoglobuliny E w 1968r. termin atopia
zostat wprowadzony w pracy Coca i Cooke’a z 1923r. Autorzy odniesli sie do greckiego
stowa ,atopia” oznaczajgcego ,cos$ nie na swoim miejscu, nietypowego” i nazwali nim
katar sienny oraz astme (2). Osoba z atopig znajduje sie w grupie o zwiekszonym
ryzyku rozwoju jednej lub wiecej chorob atopowych - atopowego zapalenia skory,
alergicznego niezytu nosa, astmy, alergii pokarmowej. Jednak atopia moze takze
oznaczaé obecnosc¢ przeciwciat E bez wystepowania objawow klinicznych (3). Historia
naturalna schorzen atopowych okreslana jest jako marsz alergiczny opisujgcy
progresje od AZS i/lub alergii pokarmowej we wczesnym dziecinstwie do astmy i ANN
w pozniejszych latach. Nalezy zaznaczy¢, ze choroby z kregu atopii podlegajg
wptywom czynnikow genetycznych oraz srodowiskowych i co za tym idzie nie u
kazdego pacjenta przebiegajg wedtug powyzszego schematu (4).

Celem potwierdzenia atopii wykonuje sie punktowe testy skérne (Skin Prick Test -
SPT), oznaczenie swoistych IgE skierowanych przeciwko znanym alergenom, oraz
coraz czesciej przeciwko okreslonym komponentom alergenowym (molekularna

diagnostyka alergii, component-resolved diagnostics -CRD) (5).

2.2 Astma oskrzelowa

Astma jest heterogenng chorobg zazwyczaj charakteryzujgcg sie przewlektym
zapaleniem drog oddechowych. Jest definiowana przez zmienne ograniczenie
przeptywu wydechowego z towarzyszeniem takich objawow jak swisty (ang. wheeze),
dusznosé, ucisk w klatce piersiowej i kaszel, ktérych nasilenie zmienia sie w czasie
(wg GINA 2021).

Zmienng obturacje oskrzeli prowokujg swoiste i nieswoiste czynniki: wysitek, kontakt z
alergenem lub substancjg draznigcg, infekcje wirusowe i bakteryjne, zmiany pogody,
stres. Natomiast ustgpienie objawéw moze by¢ samoistne lub stanowi¢ odpowiedz na

leczenie. Czasem pacjent pozostaje asymptomatyczny przez miesigce a nawet lata, z
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drugiej strony moze doswiadczaC ciezkich zaostrzen nawet zagrazajgcych zyciu.
Wiasnie z uwagi na to, ze obturacja nie jest objawem wystepujgcym stale, a przewlekty
stan zapalny drég oddechowych jest trudny do weryfikacji i wymaga specjalistycznych
procedur diagnostycznych, postawienie rozpoznania podczas wizyty lekarskiej takze
z wykonaniem spirometrii podlega ograniczeniom - nalezatoby jg przeprowadzi¢ w
trakcie trwania obturacji lub przeprowadzi¢ prébe prowokacji. U mtodszych dzieci
diagnoza opiera sie najczesciej na danych z wywiadu i ocenie odpowiedzi na leczenie.
W wiekszosci badan epidemiologicznych astme rozpoznaje sie w oparciu o wyniki
badan kwestionariuszowych (8,9).

Astma to heterogenna choroba z réznymi fenotypami réznigcymi sie miedzy sobg
wiekiem wystgpienia objawdw, rodzajem odpowiedzi zapalnej, statusem alergicznym
czy ciezkoscig choroby. Ze wzgledu na rodzaj zapalenia w drogach oddechowych
(ocenianym na podstawie dominujgcego typu komorek zapalnych w plwocinie
indukowanej) wyrdznia sie: astme eozynofilowg (najczestszg, dotyczacg okoto 40%
pacjentow), astme neutrofilowg, astme ubogokomoérkowg oraz astme mieszang
granulocytowg. Astma eozynofilowa ma najczesciej charakter alergiczny, natomiast
neutrofilowa jest astmg niealergiczng (10,11,12).

Szacuje sie, ze w Polsce astma alergiczna stanowi 62% wszystkich rozpoznan astmy
(8). Najczesciej cechuje sie ona zapaleniem eozynofilowym, w ktérym biorg udziat
cytokiny typu 2 takie jak IL-4, IL-5, IL-13 - produkowane gtownie przez limfocyty Th2
oraz naturalne komorki limfoidalne (innate lymphoid cells) ILC2. Eozynofile sg jednymi
z najwazniejszych komorek fazy péznej reakcji alergicznej i przewlekiego procesu
zapalnego w astmie oskrzelowej. Ich obecnos¢ w tkance wigze sie z utrzymywaniem
sie nacieku zapalnego, uszkodzeniem tkanek iremodelingiem. Wydzielajg takze
szereg mediatorow prozapalnych takich jak eozynofilowe biatko kationowe (ECP),
peroksydaza eozynofilowa (EPO) oraz gtéwne biatko zasadowe (MBP). Eozynofile
pochodzg gtéwnie ze szpiku kostnego, czesé¢ z nich dociera do dolnych drog
oddechowych jako dojrzate komorki, a czes$¢ jako prekursory szpikowe eozynofilow,
ktore ulegajg dojrzewaniu w miejscu zapalenia (13).

Pozostajgca w mniejszosci astma niealergiczna zazwyczaj zaczyna sie w
pozniejszych latach zycia (13). Moze by¢ powodowana przez dtugotrwate narazenie
na zanieczyszczenia S$rodowiska, zanieczyszczenia w miejscu pracy, infekcje,
natezony wysitek fizyczny, otylos¢. Te czynniki powodujg stymulacje mechanizmow
odpornosci nieswoistej miedzy innymi za posrednictwem receptorow toll-podobnych

10



(Toll-like receptors, TLR) co prowadzi do rekrutacji i aktywacji neutrofili w drogach
oddechowych. Nastepuje zwrot w kierunku odpowiedzi typu Th1 i Th17, zwiekszone
wydzielanie IL-8, IL-17-A, elastazy neutrofili oraz metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP-9). Dochodzi do remodelingu Scian oskrzeli, obturacji oraz
spadku FEV1 (14,15).

2.3 Alergiczny niezyt nosa

Alergiczny niezyt nosa (ANN) czyli zespét objawow klinicznych wywotanych przez IgE-
zalezng immunologiczng reakcje zapalng btony Sluzowej nosa po ekspozycji na
alergen nalezy do najczestszych przewlektych chordb uktadu oddechowego i dotyczy
10-40% populacji. Do gtownych objawow ANN zalicza sie: swigd nosa, wyciekanie
wydzieliny i/lub uposledzenie jego droznosci oraz kichanie, ponadto czesto wystepuje
uposledzenie wechu, kaszel, swigd podniebienia oraz zaczerwienienie i $wiad
spojowek. Ze wzgledu na czas trwania objawow wyroznia sie ANN okresowy - trwajgcy
nie dtuzej niz 4 dni w tygodniu lub nie dtuzej niz 4 kolejne tygodnie i przewlekty - nie
spetniajgcy tych kryteriow. Natomiast biorgc pod uwage nasilenie objawow
wyrézniamy tagodny i ciezki ANN, gdzie ciezki oznacza, ze nasilenie objawéw
utrudnia codzienne funkcjonowanie, prace, nauke, zaburza sen (16). Pojawienie sie
pierwszych objawéw choroby najczesciej ma miejsce w dziecinstwie i wczesniej
miodosci - u 80% pacjentéw przed 20 rokiem zycia (17,18). W wieku dzieciecym wsréd
chorych obserwuje sie przewage ptci meskiej, w okresie dojrzewania zenskiej, a u
os6b dorostych ANN wystepuje w podobnym odsetku u obu ptci (19). Wystepowanie
ANN u rodzicoéw jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby - jeSli jeden z
rodzicow ma zdiagnozowany ANN ryzyko to wzrasta dwukrotnie (20).

W patomechanizmie wyrézniamy dwie fazy - wczesng i p6zng. Wczesna (trwajgca 2-
4 godzin) rozpoczyna sie po pobudzeniu limfocytéw Th2 przez alergen stykajgcy sie z
btong Sluzowg nosa, nastepnie dochodzi do stymulacji limfocytow B, produkciji
przeciwciat IgE, degranulacji mastocytéw, wystgpienia swigdu, kichania, niedroznosci
nosa. W pojawiajgcej sie kolejno fazie pdznej obserwujemy naptyw i aktywacje
licznych komorek zapalenia alergicznego, wydzielanie cytokin m.in IL-3, IL-4, IL-5, IL-
10, IL-13, aktywacje i uwalniane mediatorow eozynofilow, finalnie zatkanie nosa,
zaburzenia wechu i smaku (21). Do postawienia diagnozy ANN konieczny jest

prawidtowo zebrany wywiad oraz badanie przedmiotowe z rynoskopig lub endoskopig,
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poszerzone o badania potwierdzajgce atopie. Wykonuje sie takze badanie
cytologiczne wymazu z nosa, donosowg probe prowokacyjng, badanie droznosci
nosa. Diagnoza postawiona tylko na podstawie wywiadu jest trafna w 77%
przypadkow, a na podstawie wywiadu i jednego z badan dodatkowych: STP lub
swoistych IgE w 99% przypadkow (22).

Wspdtistnienie ANN i astmy czesto okresla sie mianem ,wspdlnej choroby drog
oddechowych” (,one airway one disease”). Naciek zapalny zaréwno w astmie
alergicznej jak i w ANN oparty jest na eozynofilach, zaangazowane sg te same
mediatory - cytokiny typu Th2, w obu przypadkach dochodzi do degranulacji komorek
tucznych. U pacjentdéw z ANN, takze bez rozpoznanej astmy, wykazano odpowiedz
oskrzelowg po ekspozycji na alergeny pytkéw roslin, a po alergenowej prowokaciji
oskrzeli obserwowano wystepowanie stanu zapalnego, naciekéw enzynofilowych i
bazofilowych w nosie. Ponadto Zle kontrolowany ANN moze wywotywac zaostrzenia
wspofistniejgcej astmy, a skuteczne jego leczenie przyczynia sie do zapobiegania

rozwojowi lub zmniejszania objawow tej choroby. (16,23,24)

2.4 Epidemiologia choréb alergicznych

Astma oskrzelowa stanowi istotny problem kliniczny bedac jedng z najczestszych
choréb przewlektych u dzieci i mtodych dorostych. Okresla sie, ze na Swiecie jest okoto
300 milionéw chorych, jednak z powodu mato precyzyjnej i nie wszedzie akceptowanej
definicji liczba ta pozostaje szacunkowa. Dodatkowo w ostatnich dekadach w licznych
badaniach epidemiologicznych notuje sie wzrost czestosci zachorowan (8). Blizsze
poznanie epidemiologii astmy i choréb alergicznych umozliwity dwa przeprowadzone
w ostatnim trzydziestoleciu przekrojowe badania epidemiologiczne: u dzieci The
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) i wsrdd dorostych
The European Community Respiratory Health Survey (ECRHS). Metodologia tych
badan stata sie standardem dla kolejnych badan epidemiologicznych w tej dziedzinie,
oba opieraty sie na podobnych kwestionariuszach zawierajgcych pytania o objawy
astmy (gtéwnie dusznos¢ w badaniu ECRHS i $wiszczgcy oddech, swisty, gwizdy w
klatce piersiowej w badaniu ISAAC), alergicznego niezytu nosa (problemy z kichaniem,
ciekngcym, zatkanym nosem niezalezne od infekcji), wyprysku atopowego (swedzgce
zmiany skorne w miejscach typowych) oraz diagnoze postawiong przez lekarza. W

Polsce, zgodnie z badaniem ISAAC, u dzieci w wieku 6-7 lat astma wystepowata z
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czestoscig 10,9% i 13,6%, ANN 7,2% i 13,0%, wyprysk atopowy 6,3% i 11,5%-
odpowiednio w latach 1994-1995 i 2001-2002, natomiast u dzieci w wieku 13-14 lat
czestos$¢ astmy okreslono na 7,8% i 10,2%, ANN 8,8% i 18,9%, wyprysku atopowego
5,0% i 8,5% takze odpowiednio w latach 1994-1995 i 2001-2002. (25). W ramach
projektu ECRHS Il przeprowadzonego w 18 panstwach stwierdzono wystepowanie
objawow astmy w zakresie od 4,1% w Bombaju (Indie) do 32,0% w Dublinie (Irlandia)
(26).

W Polsce na podstawie kwestionariuszy ISAAC i ECRHS w latach 2006-2008
przeprowadzono badanie ECAP (Epidemiologia Choréb Alergicznych w Polsce)
obejmujgce ponad 20 tysiecy uczestnikow, ktérego celem byto uzupetnienie informacii
o epidemiologii choréb alergicznych w naszym kraju. Wykazano objawy atopowego
zapalenia skéry u 38% (klinicznie zweryfikowane 6,5%), astmy u 15,7%, ANN u 22,6%
badanych. U 73,6% pacjentow z astmg stwierdzono wspotwystepowanie ANN (27,28).
Srednio 4,6% populacji deklarowato, ze choruje na astme, w miescie wspétczynnik ten
wynosit 4,8%, a nawsi 2,9%. W kolejnej fazie tego badania, obejmujgcej uzupetniajgce
badanie lekarskie niespetna 30% wszystkich uczestnikdw, w oparciu o kryteria GINA
astme rozpoznano u 10,6% badanych (10,6% w miescie i 10,1% na wsi) (8).

Wedtug dokumentu wydanego przez ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma)
w 2016 roku u 15-38% pacjentow z ANN rozpoznano takze astme, a objawy nosowe

sg obecne u 6-85% pacjentow z astmag (16).

2.5 Czynniki wplywajace na rozwdj i przebieg choréb alergicznych.

Szacuje sie, ze udziat czynnikow genetycznych w wystgpieniu astmy wynosi do 70%
(29). Dotychczasowe dane pokazujg, ze w patogenezie astmy udziat bierze wiele
gendw. Badania kliniczno - kontrolne oraz badania cztonkéw rodzin dotknietych astmg
pozwolity zidentyfikowac liczne regiony na chromosomach zwigzane z podatnoscig na
zachorowanie. Zauwazono, na przyktad, ze gen odpowiedzialny za nadreaktywnosc¢
(airway hyperresponsiveness - AHR) oskrzeli jest zlokalizowany niedaleko genu
regulujgcego poziom IgE w surowicy i co za tym idzie dziedziczy sie wspdlnie z nim
(30). Zidentyfikowano nie tylko geny predysponujgce do rozwoju astmy, ale takze
majgce zwigzek z odpowiedzig na leczenie.

Kolejnym czynnikiem ryzyka moze byC ptecC, jednak to, ktora zalezne jest od wieku

pacjentow. U dzieci przedszkolnych oraz szkolnych to chtopcy okoto dwukrotnie
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czesciej chorujg na astme, nastepnie réznica sie zaciera, by w wieku dorostym
zachorowalnos¢ wsrdd kobiet byta wyzsza (30). Rdznice te nie zostaty w petni
wyjasnione, bierze sie pod uwage zmienny rozmiar drég oddechowych, ktére w
poczatkowym okresie zycia sg mniejsze u chtopcow, a nastepnie sytuacja sie odwraca.
Ponadto jako przyczyne czestszego wystepowania astmy u kobiet podaje sie zmiany
hormonalne zachodzgce podczas cyklu miesigczkowego (31).

Zwraca sie takze uwage na czynniki zwigzane z zyciem ptodowym oraz porodem -
niebezpieczenstwo rozwoju choroby jest wieksze u dzieci urodzonych przedwczesnie,
z niskg lub zbyt duzg masa urodzeniowg. Czynniki oddziatujgce w czasie cigzy takie
jak status socjoekonomiczny, dostep do opieki zdrowotnej, palenie tytoniu przez
ciezarng, otyto§¢ mogg miec potencjalny wptyw na stres prenatalny i co za tym idzie
rozwoj astmy. Stres prenatalny moze zaburza¢ rownowage immunologiczng ptodu,
promujgc odpowiedz Th2-zalezng we wczesnym dziecinstwie. Wykazano, ze dzieci
urodzone z matek o wyzszym poziomie stresu w trakcie trwania cigzy majg wyzsze
stezenie IgE we krwi pepowinowej (32). Analiza danych z projektu MeDALL
(Mechanisms of the Development of Allergy) pozwolita na wyciggniecie wniosku, ze
ekspozycja na dym tytoniowy w czasie cigzy przede wszystkim zwieksza ryzyko astmy
wczesnodzieciecej, a duza ekspozycja (co najmniej 10 papieroséw dziennie) moze
skutkowaé takze astmg przetrwatg. Palenie papieroséw przez ciezarng powoduje
trwate modyfikacje epigenetyczne gtdwnie w regionach regulujgcych aktywnos¢
genow odpowiedzialnych za stan zapalny drég oddechowych oraz uposledzong
odpowiedz na patogeny wirusowe (33). Wczesniejsze obserwacje Grabenhenrich’a i
wsp. z 2014 potwierdzajg, ze unikanie palenia tytoniu w trakcie cigzy moze zmniejszyc¢
ryzyko astmy (34). Zaobserwowano tez, ze istotny wptyw na rozwoj astmy ma nie tylko
zachowanie samej ciezarnej. Rzucenie palenia przez ojca dziecka znaczaco redukuje
ryzyko astmy u potomstwa (35).

Otytosc¢ u dzieci predysponuje do ciezszego przebiegu astmy, gorszej kontroli choroby
oraz nizszej jakosci zycia. Podobna zaleznos¢ obserwowana jest u dorostych. Otyte
osoby (ktorych BMI przekracza 30 kg/m2), szczegolnie te z otyloScig brzuszng sg
bardziej narazone, prawdopodobnie jest to efekt - zwigzanej z otytoscig - zlej
mechaniki oddychania oraz indukcji stanu zapalnego. Nagromadzenie tkanki
ttuszczowej w obrebie klatki piersiowej i jamy brzusznej prowadzi do zmniejszenia
pojemnosci ptuc szczegodlnie wptywajgc na objetos¢ zalegajacg oraz wydechowg
objetos¢ zapasowg. Obserwowano dodatnig korelacje pomiedzy BMI a
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nadreaktywnoscig drog oddechowych. Dodatkowo istniejg liczne powigzania
genetyczne, metaboliczne i immunologiczne pomiedzy otytoscig a astmg. Takie geny
jak CHI3L1, PRKCA, LEP wigzane sg z oboma zaburzeniami. Dyslipidemia i
podwyzszone poziomy leptyny wytwarzanej w tkance ttuszczowej korespondujg z
AHR. Adipocyty produkujg takze inne czynniki prozapalne - TNFa, IL-6, biatko
chemotaktyczne monocytéw 1 - ktére sg zdolne do aktywacji komérek Th1 oraz
réznicowania komorek Th17. Ryzyko hospitalizacji otytego pacjenta z astmg jest 4-6

krotnie wieksze niz szczuptego astmatyka (30,36,37,38).

Zgodnie z ,hipotezg higieniczng” (ang. hygiene hypothesis) dzieci narazone w mtodym
wieku na liczne infekcje wirusowe, bakteryjne i pasozytnicze (zwigzane gtéwnie z
zyciem na wsi, uczeszczaniem do ztobkdw i przedszkoli, wychowywaniem w rodzinach
wielodzietnych) sg mniej predysponowane do rozwoju alergii czy astmy (39).
Koncepcja ta zostata wysunieta w latach 80. XX w. przez dr Davida Strachana, a w
roku 2010 zaproponowano przemianowanie jej na ,hipoteze starych przyjaciot’ (ang.
,0ld friends” hypothesis) aby podkresli¢ protekcyjng role ekspozycji na mikroorganizmy
symbiotyczne modulujgce uktad odpornosciowy cztowieka chronigc przed jego
nadreaktywnoscig. Komensale uruchamiajg proliferacje komérek T regulatorowych (T
reg) produkujgcych IL-10 i TGF-B (40). Znaczenie ma mikrobiom jelit, ale takze skorny
czy drog oddechowych. Istniejg dowody, ze do kolonizacji dochodzi juz w trakcie zycia
ptodowego, ale najwieksze znaczenie majg pierwsze dni i lata zycia. Na rodzaj bakterii
wptywa takze droga porodu, sposdb karmienia, wczesna antybiotykoterapia (41,42). U
noworodkéw urodzonych drogg ciecia cesarskiego kluczowe znaczenie ma brak
ekspozycji na mikroorganizmy bytujgce w drogach rodnych matki i bakterie katowe,
przez co wykrywa sie u nich znaczgco mniej kolonii Bacteroides, Bifidobacterium i
Lactobacillus w poréwnaniu z dzieémi urodzonymi sitami natury. Jednak z uwagi na
liczne czynniki wptywajgce na koniecznos¢ przeprowadzenia ciecia cesarskiego
trudno udowodni¢ prosty zwigzek pomiedzy sposobem porodu a rozwojem choréb
atopowych w tym astmy (43). Mleko matki zawiera zaréwno czynniki prebiotyczne
(oligosacharydy promujgce wzrost specyficznych bakterii) jak i probiotyczne (zmienne
osobniczo, gtébwnie Streptococcus, Staphylococcus, Propionibacteria,
Bifidobacterium). Mikrobiota jelitowa dzieci karmionych piersig jest mnigj
zroznicowana, z przewagag gatunkoéw Bifidobacterium i zmniejszong kolonizacjg E. coli

i Clostridium difficile, w poréwnaniu z dzieCmi karmionymi mlekiem modyfikowanym.
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Badania kohortowe sg zrodtem sprzecznych doniesieh odnosnie wptywu karmienia
piersig na rozwaj atopii i alergii wziewnych (43).

Spozywanie surowego mleka krowiego uwaza sie za istotny czynnik prewencyjny w
rozwoju astmy oskrzelowej i innych chorob alergicznych. Mleko surowe to niepoddane
ani procesom przemystowym takim jak sterylizacja UHT, pasteryzacja, ale tez
niegotowane/podgrzewane w warunkach domowych. Temperatura wptywa na sktad
fizykochemiczny produktu powodujgc denaturacje, agregacje i glikacje termolabilnych
biatek serwatkowych (a-laktoalbuminy, B-laktoglobuliny, serum albuminy bydlecej,
immunoglobulin), spadek stezenia TGF-f i IL-10, redukcje zawartych w nim
mikroorganizméw i endotoksyn. Bydleca immunoglobulina G ma potencjat wigzania
sie z ludzkim wirusem RS bezposrednio go neutralizujgc i zapoczatkowujgc proces
fagocytozy; moze tez wigzac alergeny wziewne. Swieze mleko redukuje catkowitg ilo$¢
komorek zapalnych (eozynofilow, limfocytow, makrofagéw, neutrofilow) w
poptuczynach oskrzelowopecherzykowych, ex vivo obniza produkcje IL-5 i IL-13 w
limfocytach T po stymulacji alergenami roztoczy kurzu domowego. Badania kohortowe
takie jak PASTURE i GABRIELA wykazaty, ze spozycie surowego mleka w okresie
wczesnego dziecinstwa koreluje z rzadszym wystepowaniem astmy u dzieci (44-47).
Uwaza sie, ze dzieci otrzymujgce antybiotyki w pierwszym roku zycia sg bardziej
narazone na zachorowanie na choroby atopowe. Wczesna ekspozycja na antybiotyki
moze prowadzi¢ do powstania dysbiozy jelitowej co zwieksza prawdopodobienstwo
rozwoju alergii w pozniejszych latach zycia (48). Istniejg jednak badania nie
potwierdzajgce takiego zwigzku (43). Paracetamol (acetaminofen) jest lekiem w
ktérym takze dopatruje sie potencjalnego zwigzku z rozwojem astmy. Zmniejsza on
stezenie glutationu we krwi i pecherzykach ptucnych co moze prowadzi¢ do
uszkodzenia tkanek, skurczu miesniowki gtadkiej i nadreaktywnosS¢ oskrzeli.
Obnizenie goragczki powoduje uwalnianie mniejszej ilosci cytokin Th1 sprzyjajac
dominacji odpowiedzi Th2- zaleznej. Wysokie dawki paracetamolu majg dziatanie
cytotoksyczne na pneumocyty (49). W analizie duzej grupy dzieci w badaniu ISAAC,
badaniu etiopskiej kohorty przez grupe Amberbira i badaniu przekrojowym
przeprowadzonym w Hiszpanii w latach 2006-2007 znaleziono zwigzek pomiedzy
przyjmowaniem paracetamolu w pierwszych latach zycia a wystepowaniem
Swistow/astmy, zwigzek ten byt zalezny od dawki (50, 51, 52). Inne badanie
Norweskich dzieci nie potwierdzito zaleznosci, jednak byto przeprowadzone na
niewielkiej grupie (53). W wieku dorostym takze istnieje zwigzek pomiedzy
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przyjmowaniem acetaminofenu a objawami astmy oskrzelowej, jednak jest on stabszy
(52).

Podwyzszone miano przeciwciat przeciwko patogenom przenoszonym drogg
pokarmowg, wywotujgcych infekcje zwane czesto ,chorobami brudnych rgk”, takim jak
wirus zapalenia watroby typu A, Toxoplasma gondii czy Helicobacter pylori jest
czynnikiem ochronnym alergii uktadu oddechowego (astmy, alergicznego niezytu
nosa) (54). Wczesna infekcja H. pylori w badaniach na modelu mysim wykazywata
protekcyjny efekt przeciwko rozwojowi astmy alergicznej poprzez wspomniang
wczesniej indukcje T reg oraz reprogramowanie komorek dendrytycznych (41).
Postuluje sie takze, ze zakazenie tegoryjcem (Necator americanus) redukuje ryzyko
rozwoju astmy (55). W badaniu przeprowadzonym w populacji zachodnioeuropejskiej
(Niemcy, Austria, Szwajcaria) wykazano, ze ekspozycja na lipopolisacharyd i
gronkowcowg enterotoksyne B blokowata ekspresje cytokin prozapalnych (TNF-a,
IFN-g, IL12) i regulatorowych (IL-10) i ujemnie korelowata z incydentami swistéw na
podtozu atopowym/astmg. Nie potwierdzono jednak zwigzku pomiedzy narazeniem na
powyzej wspomniane drobnoustroje a astmg nieatopowg (40,54).

Uwaza sie, ze dzieci posiadajgce starsze rodzenstwo majg mniejsze ryzyko rozwoju
astmy i innych choréb alergicznych. Potwierdzajg to liczne badania empiryczne
prowadzone w populacjach na catym Swiecie gdzie wykazano, ze astma wystepuje
czes$ciej u dziecka urodzonego jako pierwsze. Zatozenia ,hipotezy higienicznej” zdajg
sie niewystarczajgce do wyjasnienia tej zaleznosci, rozwaza sie udziat programowania

wewngtrzmacicznego i efektow hormonalnych (56).

Alergeny sg powszechnie znanym czynnikiem wywotujgcym zaostrzenie astmy,
jednak ich wptyw na sam rozwoj choroby pozostaje niejednoznaczny. Wiadomo, ze
uczulenie na roztocze kurzu domowego, sier$¢ psa i kota, grzyby plesniowe jest
czynnikiem rozwoju astmy, jednak jak ekspozycja wptywa na rozwdj uczulenia, jak
istotna jest dawka, czynniki genetyczne, wiek pacjenta pozostaje niejasne. Istniejg
liczne sprzeczne badania odnosnie wptywu wczesnej ekspozycji na alergeny zwierzat
domowych takich jak pies czy kot (30).

W 2005 roku rozpoczeto projekt URECA (The Urban Environment and Childhood
Asthma) polegajgcy na badaniu kohorty urodzeniowej w ubogich $réodmiesciach
duzych miast Ameryki Potnocnej. Wsréd 442 uczestnikow rozpatrywano zwigzek

pomiedzy prenatalng i wczesnodzieciecg ekspozycjg na czynniki srodowiskowe a
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wystepowaniem astmy w wieku 7 lat. Zaobserwowano, ze wyzsze stezenie alergenow
karalucha, myszy domowej i kota w kurzu pozyskanym ze Srodowiska domowego
dzieci w wieku 3 miesiecy, 2 i 3 lat koreluje z nizszym ryzykiem astmy w wieku 7 lat
(57). W tej samej kohorcie stwierdzono zalezno$¢ wystepowania nawracajgcych
Swistow i czasu ekspozycji na alergeny : jesli duza ekspozycja miata miejsce w
pierwszym roku zycia nawracajgcy swiszczgcy oddech w 3 roku zycia obserwowano
rzadziej, natomiast ekspozycja po 3 roku zycia wigzata sie ze zwiekszonym ryzykiem
sensytyzacji i nawracajgcych swistow oddechowych (58). W innym badaniu, majgcym
miejsce dekade wczesniej, takze w Ameryce Pdétnocnej, obserwowano, ze wsrod
dzieci z dodatnim rodzinnym wywiadem atopowym wczesna ekspozycja na wysokie
poziomy alergendw roztoczy kurzu domowego wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem
astmy w wieku 7 lat (59).

Wazng role w rozwoju astmy odgrywajg infekcje, gtdwnie wirusowe, w okresie
dzieciecym (30). Szczegdlng uwage zwraca sie tutaj na zakazenie wirusem RS
(respiratory syncytial virus), rynowirusem oraz wirusem paragrypy. Dzieci urodzone o
czasie, ktore w pierwszym roku zycia przeszty ciezkg infekcje o etiologii RSV majg
znaczgce ryzyko rozwoju astmy w dziecinstwie (60). Ponadto w badaniu finskim
wykazano, ze u dzieci z astma, ktére w przesztosci przebyty ciezkie zapalenie oskrzeli
spowodowane przez rynowirus istnieje koniecznos¢ jeszcze wczesniejszego
wigczenia lekodw przeciwastmatycznych oraz dtuzszego ich stosowania niz w
przypadku dzieci z astma, ktére przebyly zakazenie wirusem RS (61).

Wplyw na rozwdj oraz wystepowanie zaostrzen astmy majg takze zanieczyszczenia
Srodowiska a wsrdd nich produkty spalania paliw kopalnych, gtéwnie czgsteczki pytu
zawieszonego oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (62).

Zrédtem potencjalnych alergendéw jest takze miejsce pracy. Zidentyfikowano ponad
300 substancji zwigzanych z rozwojem astmy zawodowej. Do ekspozycji najczesciej
dochodzi na farmach, uprawach rolniczych, w laboratoriach, fabrykach plastiku oraz
podczas malowania, sprzgtania. Choroba rozwija sie po okresie latencji trwajgcym
miesigce lub lata i pozostaje pomimo zaprzestania ekspozycji na wyzwalajgcy czynnik
(30).
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2.5.1 Wplyw kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi na rozwdj i przebieg cho-

réb alergicznych

Dorastanie w gospodarstwie rolnym uznawane jest za czynnik protekcyjny rozwoju
astmy i innych chorob alergicznych. Za najwazniejszg sktadowg uwaza sie regularny
kontakt ze zwierzetami gospodarczymi, a co za tym idzie z mikroorganizmami oraz
endotoksynami. W badaniu obejmujgcym duzg grupe dzieci zamieszkujgcych farmy
Europy Zachodniej (Niemcy, Szwajcarie, Austrie) wykazano, ze dzieci, ktdre miaty
kontakt ze zwierzetami hodowlanymi, stajniami, stodotami miaty mniejszg sktonnos¢
do atopii i astmy oskrzelowej (63). Takze badanie kanadyjskie duzej kohorty
dostarczyto dowodéw, ze spedzenie dziecinstwa na farmie zapobiega incydentom
astmy w okresie dojrzewania oraz dorostosci (64). W 2012r. Stein i wsp. przebadali
dzieci z grupy Amiszow i Huterytow. Sg to populacje rolnicze Ameryki Potnocnej o
podobnym rodowodzie genetycznym, jednak ich podejscie do pracy na roli jest
znaczgco rozne. Amisze akceptujg tylko tradycyjne sposoby upraw i hodowli, nie
stosujg zadnych technicznych udogodnien podczas gdy Huteryci korzystajg z
przemystowych metod. Astma i atopia wystepowata 4-6 razy czesciej u dzieci
Huterytow co korespondowato z prawie 7 razy nizszym stezeniem endotoksyn w ich
kurzu domowym. Takze $rednie poziomy wybranych 23 cytokin uzyskanych z
leukocytow krwi obwodowej hodowanych z LPS byty znaczaco nizsze u Amiszow (65).
Do trzeciej fazy badania ankietowego ISAAC dotgczony byt dodatkowy kwestionariusz
zawierajgcy pytania odnosnie wczesnej ekspozycji na zwierzeta hodowlane.
Odpowiedzi dotyczgce prawie 200 tysiecy dzieci w wieku 6-7 lat pozwolity wyciggnaé
wnioski odnosnie jej wyraznego zwigzku z wystepowaniem objawow astmy, ANN i
wyprysku u 0sob z krajow o wysokim dochodzie narodowym, u dzieci zamieszkujgcych
kraje biedniejsze takiego zwigzku nie obserwowano (66). W 2007 roku wsréd polskiej
miodziezy przeprowadzono badanie majgce na celu poréwnanie czestosci
wystepowania chorob alergicznych zaleznie od zamieszkania na wsi lub w miescie. W
populacji miejskiej astma wystepowata znaczgco czesciej w porownaniu z dzieCmi
mieszkajgcymi na wsi- odpowiednio 16,42% i 1,97%. Dodatni wynik testéw skornych
miato 63,7% nastolatkéw z miasta i 22,7% ze wsi (67).

W roku 2003 (przed wstgpieniem Polski do Unii Europejskiej) i 2012 (8 lat po
podpisaniu traktatu akcesyjnego) na terenach wiejskich Dolnego Slgska

przeprowadzono badania poszukujgce zwigzku pomiedzy zamieszkiwaniem w
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gospodarstwie rolnym i kontaktem ze zwierzetami hodowlanymi, a rozwojem chorob
atopowych. Po wstgpieniu Polski do UE w 2004r. nastgpity szybkie zmiany w sposobie
uprawiania roli, z przyczyn ekonomicznych doszto do znacznej redukcji zwierzat
hodowanych w matych gospodarstwach, nawet 6-krotnie zmniejszyt sie kontakt
ludnosci wiejskiej z krowami, trzodg i drobiem, 4-krotnie zmniejszyto sie takze spozycie
surowego mleka. Dane te pozyskano na podstawie kwestionariusza w czesci klinicznej
opartego na tym uzywanym w badaniu ISAAC, nastepnie wykonywano testy skérne
celem potwierdzenia lub wykluczenia atopii. Zaobserwowano prawie 3-krotny wzrost
wystepowania atopii, 2-krotny ANN i nieistotny statystycznie astmy u oséb
mieszkajgcych na wsi w okresie pomiedzy 2003 a 2012 rokiem, podczas gdy w u
ludnosci miejskiej nie obserwowano w tym czasie istonych réznic w czestosci
wystepowania tych chordob. W 2012 czestos$¢ atopii zarbwno w populaciji miejskiej jak
i wiejskiej ksztattowata sie na poziomie 20%, ANN okoto 7% a astmy okoto 5 % (68).
Kirjavainen i wsp. wykazali, ze ryzyko astmy oskrzelowej u dzieci wychowujgcych sie
w srodowisku skolonizowanym przez mikrobom charakterystyczny dla gospodarstw
rolnych (z niewielkg iloscig kolonii paciorkowcéw) jest podobne niezaleznie od tego
czy mieszkajg ona na farmie czy tez nie. Obserwacje te poczyniono analizujgc Finska
kohorte i nastepnie odtworzono w Niemczech. Niemieckie dzieci mieszkajgce poza
farmg, ale otoczone mikrobiotg charakterystyczng dla finskich gospodarstw miaty
obnizone ryzyko rozwoju astmy w poréwnaniu z zamieszkujgcymi z innymi
mikroorganizmami (69).

Korzystajgc z danych pozyskanych w projekcie GABRIELA zlokalizowano miejsce
zamieszkania ponad 2000 dzieci w Bawarii, obliczono jego odlegtos¢ od najblizszej
hodowli bydfa oraz scharakteryzowano otoczenie. Nastepnie pobrano tam ponad pét
tysigca probek celem zidentyfikowania mikrobioty. Ryzyko rozwoju astmy i atopii u
dziecka byto odwrotnie proporcjonalne do istnienia farmy w promieniu do 100m od jego
miejsca zamieszkania. Najwiekszy protekcyjny efekt wywieraty tradycyjne farmy
gwarantujgce ekspozycje na roznorodng flore bakteryjng (70). Mechanizm w ktorym
Srodowiskowy mikrobiom wptywa na mikrobiom jelit, a co za tym idzie rozwoj chorob
alergicznych prébowali wyjasni¢ Depner i wsp. wykazujac, ze koncepcja osi jelita-ptuca
u ludzi wigze sie z dojrzewaniem flory w jelitach oraz produktami jej metabolizmu.
Opisano pozytywny wptyw ekspozycji na srodowisko farm na zwolnione dojrzewanie

mikrobiomu jelitowego oraz pojawianie sie w nim takich bakterii produkujgcych
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maslany jak Roseburia i Coprococcus; te natomiast uznano za czynniki protekcyjne
dla rozwoju astmy. (71).

Badanie RHINE przeprowadzone w krajach Europy Pdétnocnej pozwolito wyciggngc
whnioski, ze wsrdd oséb dorastajgcych na farmie astma o péznym poczatku wystepuje
istotnie rzadziej niz u os6b pochodzgcych z miasta (72). Szweckie badanie ankietowe
potwierdzito, ze zamieszkiwanie na farmie w dziecinstwie redukuje ryzyko
zdiagnozowanej przez lekarza astmy oraz stosowania lekow oraz przyjmowania lekéw
przeciwastmatycznych (73).Takze w Szwecji na duzej (ponad milion uczestnikow)
kohorcie takze potwierdzono, ze ekspozycja na zwierzeta gospodarcze (ale tez psy)
redukuje ryzyko astmy u dzieci w wieku 6 lat (74). Taki protekcyjny wptyw przebywania
w otoczeniu zywego inwentarza moze zaleze¢ od gatunku hodowanych zwierzat.
Dzieci dorastajgce na farmach trzody chlewnej nie doswiadczajg takich korzysci (75).
Wydaje sie, ze ochronny wptyw kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi nie podlega
,dziedziczeniu”. Timm i wsp. w swoim badaniu opartym na projektach ECRHS i
RHINESSA (Respiratory Health In Northern Europe, Spain and Australia)
zaplanowanym tak aby sprawdzi¢ wptyw miejsca w ktorym wychowywali sie rodzice i
dziadkowie na ryzyko rozwoju astmy u potomstwa nie dowiedli aby istniat zwigzek
pomiedzy zamieszkiwaniem starszych pokolen na farmach a astmg oskrzelowg (76).
W badaniu na tozyskach pozyskanych w ramach projektu ALLADDIN (Assessment of
Lifestyle and Allergic Disease During Infancy) obserwowano znaczgco mniejszy
stopien metylacji promotora CD74 w tozyskach matek mieszkajgcych w
gospodarstwach rolnych w poréwnaniu z zamieszkujgcymi inne tereny. CD14 to
receptor mogacy wigza¢ sie z komponentami bakteryjnymi wyzwalajgc wrodzong
odpowiedz immunologiczng. Opisuje sie zaleznos¢ pomiedzy genem CD1714 a
Srodowiskowg ekspozycjg na endotoksyne ale takze pomiedzy genem dla TLR a
czynnikami infekcyjnymi oraz pomiedzy genami HLA a alergenami. Rdznice
epigenetyczne takze mogg stanowi¢ wyjasnienie ochronnego wptywu wychowywania
sie na farmie na ryzyko rozwoju astmy (77-78). W innym badaniu poréwnujac DNA
uzyskane z krwi pepowinowej a nastepnie w wieku 4,5 roku od dzieci rodzin rolniczych
i nierolniczych wykazano istotng roznice w poziomie metylacji gendéw z rodziny
ORMDL czy genéw zwigzanych z regulacjg IgE i réznicowaniem komorek Th2,
szczegolnie RADS50 i IL13. We krwi pepowinowej noworodkéw z godzin rolniczych
regiony RADS0 i IL13 miaty wiekszy stopien metylacji co skutkuje zmniejszong
ekspresjg tych genow (79)
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2.6 Immunologia choréb alergicznych - interleukina 13 i 33.

Etiologia choréb alergicznych, w tym astmy oskrzelowej, jest wieloczynnikowa lecz
duzg uwage przyktada sie do nieprawidtowej odpowiedzi uktadu immunologicznego na
czele z zaburzeniem rownowagi pomiedzy odpowiedzig Th1 i Th2- zalezna.
Zasadniczo wyrozniamy dwa endotypy astmy: z duzym udziatem zapalenia typu 2 i
niskim udziatem zapalenia typu 2 [type 2 (T2) high and T2 low inflammation]. Pierwszy
Z nich, zwigzany z udziatem cytokin typu T2 (IL-4, IL-5, IL-13) jest najczestszym i
najlepiej poznanym endotypem astmy (80). Po kontakcie z alergenem komorki
prezentujgce antygen przy udziale MHC klasy Il kierujg natywne limfocyty T CD4+ do
dojrzewania w kierunku odpowiedzi Th2-zaleznej i produkcji cytokin takich jak IL-4, IL-
5, IL-13, nastepnie za ich posrednictwem prowadzg do uwolnienia IgE, aktywaciji
receptora FceR1 oraz dojrzewania, rekrutacji i aktywacji pierwotnych komorek
efektorowych odpowiedzi alergicznej, mastocytow i eozynoféw, nastepnie uwolnienia
mediatoréw (histaminy i leukotriendw) i w efekcie skurczu oskrzeli (80, 81). Mastocyty,
eozynofile, bazofile, mogg by¢ takze aktywowane przez IL-33. Dodatkowo jej
charakterystycznym punktem uchwytu sg komorki ILC2 potegujgce reakcje Th2-
zalezne za posrednictwem wydzielanych w duzych ilosciach IL-4 i IL-5. |L-33 dzieki
swoim plejotropowym wiasciwosciom jest takze modulatorem pomiedzy odpowiedzig
Th1 i Th2 zalezng (82).

Wiekszos¢ dotychczasowych prob dogtebniejszego opisu wptywu cytokin na rozwdj
odpowiedzi alergicznej skupia sie na IL-4 oraz IL-5, gtdwnie z uwagi na ich wptyw na
synteze IgE oraz zapalenie eozynofilowe. Jednak zainteresowanie wzbudzajg takze
IL-13 i IL-33. Ich role w rozwoju choréb alergicznych potwierdzono miedzy innymi w
badaniach na modelach zwierzecych, tkankach ludzkich in vitro. Zaobserwowano
wptyw polimorfizmu genu dla IL-13 na podatnos¢ na zachorowanie na astme oraz fakt
ze gen dla IL-33 i jej receptora jest jednym z najczesciej replikowanych loci dla
podatnosci na astme. (82, 83). Opracowuje sie takze nowe leki na astme w oparciu o

przeciwciata przeciwko IL-13 i IL-33 (81).
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2.7 Interleukina 13

2.7.1 Budowa, mechanizm dziatania i biologiczna rola IL-13.

Interleukina 13 nalezy do | klasy cytokin, jest biatkiem o strukturze trzeciorzedowej
sktadajgcym sie z 4 tancuchéw polipeptydowych (z ktorych kazdy jest hydrofobowa o-
helisg) produkowanym gtownie przez limfocyty Th-2, ale takze przez komorki NK, ma-
stocyty oraz bazofile - ryc. 2.1, krok 2 (84). Aktywna biologicznie IL-13 jest nieglikozy-
lowanym monomerem i zawiera dwa mostki dwusiarczkowe (85). Jej masa czgstecz-
kowa wynosi 12 kDa (86).Gen kodujacy IL-13, sktadajacy sie z 4 eksondw i 3 intronow,
zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 5. W poblizu, na tym samym chro-
mosomie, umiejscowiony jest gen kodujgcy IL-4. Obie interleukiny w 25% majg taka
samg sekwencje aminokwasowg oraz spetniajg podobne funkcje (87). Posiadajg
wspolny kompleks receptorowy na komorkach efektorowych. Sktada sie on z podjed-
nostki a1 czyli receptora IL-13 oraz podjednostki a czyli receptora IL-4 (88). Dodat-
kowo czescig kompleksu jest IL-13R a2. W przeszitosci twierdzono, ze nie petni on
funkcji sygnatowej, a ma raczej za zadanie zmniejsza¢ odpowiedz na IL-13 poprzez
bycie tzw. wabikiem (ang. decoy) (89). Zwigzane to byto z brakiem regionu box 1, ktory
ma petni¢ kluczowg role w przekazywaniu sygnatu. Nowsze badania pokazujg, ze
IL13Ra2 moze aktywowaé¢ MAPK (mitogen-activated-protein-kinase) przez co przy-

czynia sie do regulacji wielu proceséw komorkowych przez IL-13 (89, 90).
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Komérki CD+ T

Bazofile

Eozynofile

Mastocyty

Produkcja Ig E

Nadprodukcja $luzu

Nadreaktywnos¢ oskrzeli

Ryc. 2.1 Szlak przekazywania sygnatu przez IL-13 (na podst. 101).

Zaréwno podjednostka a1 jak i a2 nalezg do superrodziny receptora dla hematopoet-
yny i sg homologiczne w 37% na poziomie aminokwasowym (88). IL-13R a1 jest biat-
kiem, ktore wigze IL-13 z niskim powinowactwem ale przy udziale receptora dla IL-4
sita wigzania znacznie wzrasta (88). Interakcja pomiedzy podjednostkg a i a1 jest w
petni swoista gatunkowo co oznacza, ze ludzki IL-13Ra1 moze wigzac sie tylko z ludz-
kim IL-4a tworzgc funkcjonalny receptor (88). Potaczenie odpowiednich cytokin z kom-
pleksem receptorowym prowadzi do fosforylacji kinaz JAK (Janus kinase) - ryc. 2.1,
krok 3 i 4. Aktywowana JAK rozpoczyna kaskade wewnagtrzkomérkowego przekazy-
wania sygnatu prowadzgc do fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STATG6 (signal
transducer and activator of transcription 6) - ryc. 2.1, krok 5 (84). Czynnik STAT6 po
fosforylacji dziata jako czynnik transkrypcyjny - jego monomery tgczg sie tworzac ho-
modimery i przemieszczajg sie do jagdra komdrkowego - ryc. 2.1, krok 6 i 7 (91). Do-

chodzi tam do transkrypcji genow nich od IL-13, a nastepnie, w cytoplazmie, powstania
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biatka - ryc. 2.1, krok 8 i 9. Szlak IL-13 jest regulowany na wielu poziomach: GATA3
oraz sciezka sygnatowa ,hedgehog” nasila jej produkcje i transkrypcje, a interferon 1
obniza (92).

Receptory dla IL-13 znajdujg sie na ludzkich komérkach B, bazofilach, eozynofilach,
mastocytach, komorkach srodbtonka, fibroblastach, monocytach, makrofagach, ko-
morkach nabtonka drog oddechowych oraz komérkach miesni gtadkich (87,88). W wa-
runkach homeostazy podjednostki receptoréow dla IL-13 reprezentowane sg niezbyt
licznie, ich ilo$¢ jest regulowana poprzez hormony, stres oksydacyjny czy stan zapalny
(93).

Warianty genetyczne IL-13 sg zwigzane z astmg i atopig. Udowodniono ze zamiana
argininy na glutamine w pozycji 130 wspdtistnieje ze podwyzszonym stezeniem IgE i
atopowym zapaleniem skoéry w populacji japonskiej i europejskiej (94). Do funkgji in-
terleukiny 13 nalezy: wptyw na produkcje IgE przez komérki B, aktywacja eozynofildw,
zwiekszanie produkcji kolagenu przez fibroblasty, stymulacja proliferacji miesniéwki
gtadkiej, hamowanie produkcji mediatorow prozapalnych takich jak prostaglandyny czy
reaktywne formy tlenu w makrofagach, oddziatywanie na hipersekrecje sluzu przez
komorki nabtonka drog oddechowych - ryc. 2.1, krok 10 (88). IL-13 wywiera podobny
jednak znacznie stabszy efekt na ludzkie limfocyty B jak IL-4. (95). Pobudza ich proli-
feracje, zwieksza produkcje IgE oraz indukuje ekspresje antygendw powierzchniowych
(87). IL-13 bierze udziat w procesie adhezji makrofagébw i monocytow nasilajgc eks-
presje niektérych integryn takich jak CD11b, CD11c, CD18 i CD29 (96). IL-13 wptywa
bezposrednio na eozynofile aktywujgc je, kierujgc do miejsca objetego stanem zapal-
nym oraz wydiuzajgc ich przezycie (97). Fibroblasty tkanki ptucnej takze podlegajg
regulacji przez IL-13, indukuje ona proces przebudowy i wtdknienia (98). Badania wy-
kazaly, ze IL-13 jest zaangazowana w regulacje syntezy macierzy zewngtrzkomorko-
wej (extracellular matrix - ECM) (99). IL-13 bierze udziat w r6znego typu zapaleniach
Sluzdéwki - w takich chorobach jak astma oskrzelowa, wrzodziejgce zapalenie jelita gru-
bego, eozynofilowe zapalenie przetyku czy szereg chorob, ktorych istotg jest nasilone
widknienie (92).

2.7.2 Rola IL-13 w atopii i astmie

IL-13 jest produkowana w drogach oddechowych przez takie komérki jak eozynofile,

mastocyty, bazofile, limfocyty-T. Ta produkcja jest stymulowana przez alergeny, inne
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cytokiny m. in. IL-9 i IL-25, histamine czy adenozyne. Dziatanie IL-13 rozpoczynane
jest przez potgczenie sie jej z receptorem - co aktywuje czynnik transkrypcyjny STATG6.
Konsekwencjg tego sg zmiany w komaorkach nabtonka: hipersekrecja $luzu, nadreak-
tywnos¢ drog oddechowych, rozwdj stanu zapalnego oraz widknienie. IL-13 przy
udziale szeregu metaloproteinaz i szeregu chemokin takich jak biatko chemotaktyczne
monocytow 1 i 5 (monocyte chemoattractant protein - MCP) przycigga komorki za-
palne, wptywa takze na uwalnianie mediatoréw (leukotriendéw, chitynaz, adenozyny) z
komorek nabtonka drog oddechowych, ktére indukujg skurcz miesnidwki gtadkiej.
Omawiana cytokina zaburza produkcje tlenku azotu w drogach oddechowych, co
prawdopodobnie prowadzi do wzrostu napiecia miesniowki gtadkiej. Wzmozona pro-
dukcja kolagenu przez makrofagi, proliferacja fibroblastow, skutkujg wiéknieniem pod-
nabtonkowym - sg to takze procesy regulowane przez IL-13. (100) IL-13 petni takze
wazng funkcje regulatorowg indukujgc produkcje IL-5 w miesnidwce gtadkiej drog od-
dechowych regulujgc rekrutacje eozynofiléw i ich naptyw do oskrzeli i ptuc. (101). Po
7 tygodniach prowokacji matymi dawkami alergenéw wykazano znamienny wzrost
mRNA kodujgcego IL-13 w BAL badanych pacjentow. Stwierdzono takze dodatnig ko-
relacje pomiedzy zwiekszong ekspresjg mRNA dla IL-13 a iloscig eozynofilow. Z ba-
dania wynika takze, ze IL-13 wybiorczo indukuje ekspresje biatka adhezyjnego VCAM-
1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) przyczyniajgc sie do gromadzenia sie ko-
morek zapalnych (102). W innym badaniu z udziatem osob z ciezkg astma potwier-
dzono, ze zawartosc¢ IL-13 w plwocinie u takich pacjentéw jest zwiekszona w stosunku
do zdrowych. Ekspresja IL-13 w warstwie podsluzowej oraz miesnidwce gtadkiej drog
oddechowych zalezy od nasilenia zapalenia eozynofilowego. Co za tym idzie wydzie-
lanie IL-13 w drogach oddechowych oséb z astma nieeozynofilowg oraz eozynofilowg
jest znamiennie rozne, dowodzi to, ze istniejg duze roznice w patogenezie obu typow
astmy. W omawianym badaniu wykazano takze, ze poziom IL-13 w plwocinie koreluje
ze stopniem kontroli astmy ocenianym wg kwestionariusza kontroli astmy ACQ
(Asthma Control Questionnaire). Nie znaleziono jednak zwigzku pomiedzy FEV1 a ste-
zeniem IL-13 w plwocinie (103).

Zwigkszone stezenie IL-13 we krwi pepowinowej wigze sie z wiekszym ryzykiem ujaw-
nienia atopii w wieku przedszkolnym. W przeprowadzonym w 2013r. badaniu kohorto-
wym noworodki, u ktérych stezenie IL-13 byto wyzsze, po 5 latach miaty znaczaco

wyzsze ryzyko potwierdzonej atopii w punktowych testach skornych (104).
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Inne badanie z udziatem pacjentow pediatrycznych z astmg uczulonych na roztocze
kurzu domowego poddawanych immunoterapii ujawnito, ze po rocznym stosowaniu tej
metody leczniczej wraz z poprawg parametréw spirometrycznych (FVC, FEV1, PEF)
obniza sie stezenie IL-13 w surowicy. Dzieci, u ktérych poprawa spirometryczna byta
mniej satysfakcjonujgca miaty takze mniejszg zmiane stezenia omawianej cytokiny
(105).

Przeprowadzono szereg badan dotyczacych dziatania IL-13 przy wykorzystaniu mo-
deli mysich. Wytgczenie dziatania IL-13 poprzez ludzkie przeciwciata slL-13Ra2 w kla-
sie 1gG zmniejszyto nadreaktywnos¢ drég oddechowych zwigzang z ekspozycjg na
alergeny wziewne, ale nie wptyneto na nadreaktywnos¢ zwigzang z przewlektym re-
modelingiem (106). Przygotowano takze szczepionke uzywajgc mysiego peptydu IL-
13 wstrzyknietego do wirusowego biatka nosnikowego, ktéra prowadzita do produkcji
przeciwciat IgG przeciwko IL-13 prowadzgc do zahamowania ostrej reakcji drog odde-
chowych zwigzanej z ekspozycjg na ovalbumine (107). Ci sami badacze w pdzniej-
szym badaniu wykorzystali stworzong szczepionke do zmniejszenia stezenia IL-13 i
eozynofilow, co przyczynito sie do zmniejszenia podnabtonkowego gromadzenia kola-
genu i produkcji sluzu w poptuczynach pecherzykowo-oskrzelowych. Obserwowano
takze, ze szczepionka z IL-13 hamowata rozwdj jednak nie miata wptywu na wycofy-
wanie sie juz rozwinietej nadreaktywnosci. IL-13 moze by¢ kluczowa w rozwoju AHR
jednak prawdopodobnie nie ma wptywu na jej podtrzymanie (107,108).

Zablokowanie genu IL-13Ra2 lub przerwanie szlaku receptora IL-13Ra2 prowadzi do
spadku produkcji TGF-B1 oraz zmniejszenia gromadzenia sie kolagenu. Po ekspozyciji
na roztocze kurzu domowego obserwowano ostabiong reakcje zapalng drég oddecho-
wych u myszy pozbawionych wyzej wymienionego receptora. W kolejnych badaniach
z uzyciem modelu mysiego stwierdzono, ze obecnos¢ IL-13Ra1 jest niezbedna do
podstawowej produkcji IgE, produkcji Sluzu i eotaksyny. Dla poréwnania odpowiedz
Th2 byta niezalezna od IL-13Ra1 (109).

W modelu astmy niealergicznej stworzonym w 2018 roku doprowadzono do nadeks-
presji podjednostki Fra2 biatka aktywujgcego 1 (activator protein-1) co spowodowato
rozwoj stanu zapalnego, nadprodukcje sluzu, gromadzenie sie kolagenu. Nastepnie
przy uzyciu przeciwciat neutralizujgcych zablokowano dziatanie IL-13 co skutkowato
spadkiem fosforylacji STAT6, zmniejszeniem rozrostu komoérek kubkowych i niewiel-

kim zmniejszeniem grubosci miesnidwki gtadkiej. Nastepowa analiza parametrow
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funkcji ptuc ujawnita zmniejszenie nadreaktywnosci oskrzeli u myszy poddanych dzia-
taniu przeciwciat przeciwko IL-13. Obserwowano takze zmniejszenie catkowitej ilosci
komoérek zapalnych, eozynofiléw i limfocytow T oraz zwiekszenie liczby neutrofilow.
Dziatanie anty-IL-13 wigzato sie z rozwojem neutrofilii w drogach oddechowych zwie-
rzat eksponowanych na alergeny jaja (110).

Manson i wsp. prowadzili badania uzywajgc zdrowej ludzkiej tkanki ptucnej pozyskane;j
podczas zabiegéw lobektomii, ktérg poddawano dziataniu cytokin - w tym IL-13. Do-
wiedziono, ze IL-13 wyzwala czynniki prowadzgce do endogennego skurczu oskrzeli,
a wraz z |L-4 dodatnio reguluje receptory dla histaminy oraz leukotrienow D4 (LTD4).
Zwigekszona wrazliwos¢ na histamine po ekspozycji na IL-13 jest zwigzana wtasnie z
tym efektem receptorowym. Obserwowano takze zwiekszong mobilizacje jonéw wap-
nia oraz ich wzmozony naptyw do komorki. Potencjalny wptyw tych zmian na nadreak-
tywnos¢ miesniowki gtadkiej oskrzeli jest jeszcze wyrazniejszy w warunkach in vivo
gdzie przeptyw powietrza zalezy od oporu w drogach oddechowych zgodnie z prawem
Poiseuille’a i jest odwrotnie proporcjonalny do czwartej potegi ich promienia (111).
Wskazuje sie takze na obecnos¢ polimorfizmu genu dla IL-13 (zarbwno promotora jak
i regionu kodujgcego). Wariant IL-13+1923 C/T jest wigzany z wiekszym ryzykiem roz-
woju astmy (109).

2.8 Interleukina 33

2.8.1 Budowa, mechanizm dziatania i biologiczna rola IL-33

IL-33 pierwszy raz zostata opisana w 1999 roku jako biatko o nadmiernej ekspresji w
tetnicach mozgu o zwiekszonej kurczliwosci u pséw z krwawieniem podpajeczynow-
kowym. Nastepnie, w 2003 roku zostata scharakteryzowana na poziomie molekular-
nym. W 2005 roku zakwalifikowano jg do superrodziny IL-1. Nazwa zostata nadana
tak, aby podkresli¢, ze nie jest ona jedynie funkcjonalng kopig IL-1a i IL-18 (112).

Budowa IL-33 jest w duzym stopniu homologiczna z innymi cztonkami tej rodziny. Po-
dobnie jak IL-1 przyjmuje forme B-harmonijki. Sktada sie z 12 nici  formujgcych 3
pseudopowtarzajgce sie jednostki - kazda po 4 nici B z czego ostatnia i pierwsza nié¢
uktadajg sie antyrownolegle, a druga i trzecia ni¢ tworzg strukture ,spinki do wiosow”.
Dwie krotkie helisy (a1 i a2) w IL-33 poprzedzajgce ni¢ B8 i 12 sg zlokalizowane w
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analogicznych miejscach co helisy w IL-1f3 i IL-18. Porownanie modelu IL-33 o najniz-
szej energii z IL-1 ujawnito, ze jgdro B-harmonijki jest rejonem konserwatywnym, roz-
nig sie natomiast petle. Szczegdlnie tagcznik pomiedzy nicig B1 i B2 znajdujacy sie w
strukturze IL-33 posiada 10-aminokwasowg elastyczng petle, takze petle pomiedzy
B3-B4 oraz 11-B12 i C-kohcowy ogon sg rejonem dynamicznym (113). Gen kodujgcy
omawiang cytokine jest zlokalizowany na ramieniu p chromosomu 9, zawiera ponad
42 kilozasady w tym osiem egsondéw (zaréwno u ludzi jak i u myszy). Ekson pierwszy
i drugi dzieli intron 1 sktadajacy sie z okoto 26 kz. Wiekszos¢ polimorfizmow jednonu-
kleotydowych zwigzanych z astmg lokalizuje sie w rejonie promotora oraz intronu 1
(82).

IL-33 jest ligandem o wysokim powinowactwie receptora ST2 (tumorigenicity 2 recep-
tor). W komorkach ludzkich sg trzy izoformy ST2. Przekazywanie sygnatu poprzez IL-
33 odbywa sie z udziatem formy ST2L, ktéra posiada domene zwigzang z btong
(transbfonowg), czes¢ zewnatrzkomoérkowa skfadajgca sie z trzech potgczonych ze
sobg modutéw podobnych do przeciwciat oraz domene cytozolowg. Rozpuszczalna
izoforma sST2 zawierajgca jedynie czesS¢ zewngtrzkomoérkowg posiadajgcg unikalng
9-aminokwasowg sekwencje C-kohcowg dziata jako ,receptor-wabik” nie przekazujac
sygnatu (112). Receptory ST2 sg w przewazajgcej czesci eksponowane na komérkach
uktadu odpornosciowego takich jak mastocyty, makrofagi, komoérki dendrytyczne, eo-
zynofile, bazofile, komorki NK, limfocyty T (w tym Treg) (112). Zwigzanie sie IL-33 z
ST2L prowadzi do interakcji z IL-1RAcP - ko-receptorem dla cztonkdéw rodziny IL-1
(IL1a, IL1B, IL-36). Kompleks IL-33/ST2/IL1RACP rozpoczyna przekazywanie sygnatu
poprzez biatko MyD88, kinazy IRAK1 and IRAK4 oraz TRAF6 co ostatecznie prowadzi
do aktywacji kinaz MAP i czynnika transkrypcyjnego NFkB. Sciezki sygnatowe rozpo-
czynane przez IL-33 sg bardzo podobne do tych aktywowanych przez IL-1i [L-18. To
réznorakg ekspresje ST2, IL-1R, i IL-18R na komdrkach docelowych uwaza sie za
wyjasnienie odmiennych skutkéw biologicznych wywieranych przez te cytokiny. Takze
w zaleznej od warunkéw ekspresiji receptora ST2 na komorkach uktadu odpornoscio-
wego znajduje sie wyttumaczenie dla faktu, iz IL-33 moze petni¢ kluczowg role za-
rowno w odpowiedzi typu-1 jak i 2 (82).

W warunkach prawidtowych ludzka IL-33 jest gtéwnie wydzielana i magazynowana w
jadrach komérek srdédbtonka i nabtonka (112). Do jej uwalniania konieczne wydaje sie
uszkodzenie tkanki lub nekroza. Po takim uszkodzeniu IL-33 wydziela sie z jgdra jako
biatko o petnej dtugosci (full length protein - IL-33FL), ktore nastepnie jest poddane
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zewnatrzkomdérkowej obrébce (rozcieciu) przez proteazy produkowane przez neutro-
file czy mastocyty. IL-33FL jest biologicznie aktywna, jednak rozszczepienie prowadzi
do powstania formy do 30 razy bardziej aktywnej. W rozszczepianiu bierze udziat
sze$¢ odrebnych proteaz serynowych m.in. katepsyna G, elastaza, proteinaza 3, chy-
maza, tryptaza. Za gtobwne dojrzate formy ludzkie uwaza sie IL-3395-270 i IL-33109-
270. Obrébka IL-33FL moze odgrywacé kluczowg role w sytuacjach kiedy jest produko-
wana w bardzo matych ilosciach. Fakt, ze rézne proteazy mogg braé udziat w rozcina-
niu formy o petnej dlugosci moze swiadczy¢ o tym, ze proces dojrzewania jest waznym
etapem w regulacji aktywnosci biologicznej IL-33. Proteazy neutrofilowe moga by¢ od-
powiedzialne za aktywacje podczas infekcji i typ 1 odpowiedzi zapalnej a proteazy
komoérek tucznych za typ 2 alergiczny. Przy uzyciu modelu mysiego ostrego uszko-
dzenia ptuc z gromadzeniem sie neutrofilii w Scianie pecherzykéw wykazano, ze I1L-33
uwalnia sie 2 godziny po zaistnieniu uszkodzenia. Infekcje wirusowe takze mogg do-
prowadzi¢ do uszkodzenia nabtonka ptuc - zakazenie wirusem grypy, rhinowirusem,
RSV takze wywotywato uwolnienie IL-33 (82).

IL-33 moze takze dziataC jako wewnatrzkomorkowa czgsteczka przekaznikowa nieza-
lezna od receptora ST2. IL-33FL, ktéra nie przeszita procesu rozcinania przez prote-
azy, w przeciwienstwie do form dojrzatych, jest w stanie wedrowac¢ do wnetrza jgdra
komérkowego i wigzac sie z heterochromatyng. Uwaza sie, ze w komodrkach $rod-
btonka IL-33 petni funkcje represora transkrypcji i jest wskaznikiem uspienia komorek,
wkroczenia przez nie w faze G1/G0 z jednoczesnym zanikiem ekspresji Ki-67 - mar-
kera proliferacji komorkowej. Wptyw na transkrypcje obserwowany jest takze w innych
typach komoérek: keratynocytach skéry, mastocytach szpiku komérkowego, fibrobla-

stach btony maziowej (114).

Ciekawa cechg IL-33, o ktérej wspomniano juz w powyzej, jest mozliwos¢ indukowania
zaréwno odpowiedzi zapalnej typu Th2 (co uwaza sie za czestsze) jak i Th1. IL-33
bierze udziat w ukierunkowywaniu niedojrzatych limfocytow T w kierunku fenotypu Th2
i stymuluje je do produkgiji IL-4, IL-5i IL-13. Jest takze selektywnym chemoatraktantem
dla komérek Th2 (115). IL-33 aktywuje limfocyty B1 i pobudza je do syntezy przeciwciat
IgM, IL-5 i IL-13 (116). Cytokina ta wywotuje produkcje IL-8 i anionu nadtlenkowego
przez eozynofile, a takze degranulacje eozynofilii. Badania pokazaty, ze IL-33 aktywuje
mastocyty oraz bazofile powodujgc ich dojrzewanie, degranulacje i synteze wielu czyn-
nikdw prozapalnych takich jak IL-1(, IL-4. Dziata takze na komorki dendrytyczne biorgc
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udziat w ich dojrzewaniu (117,118). Opisano takze ekspresje receptora ST2 na komor-
kach NK i NKT oraz zwiekszong produkcje IFN-y pod wptywem IL-33 co sugeruje jej
udziat w odpowiedzi zapalnej typu Th1. Odkryto szerokg obecnos¢ ST2 na komaérkach
cytotoksycznych typu | (type | cytotoxic -Tc1), ktdrego ekspresja zalezy gtownie od
gtéwnego czynnika transkrypcyjnego komorek Th1 i Tc1. IL-13 wspotdziata w przeka-
zywaniu sygnatu z TCR i IL-12 prowadzgc do produkcji IFN-y przez komorki Tc1 oraz
realizowania swoich funkcji przez komorki T CD81 (119).

Os IL-33/ST2 jest zaangazowana w liczne procesy biologiczne tj. rozwoj i regulacje
odpowiedzi immunologicznej oraz zachowanie homeostazy tkankowej poprzez udziat
w procesach gojenia i naprawy. Co za tym idzie jest opisywana jako element patoge-
nezy wielu chordb dotyczgcych m.in. uktadu oddechowego, trawiennego, moczowo-

ptciowego, sercowo-naczyniowego (112).

2.8.2 Rola IL-33 w atopii i astmie

IL-33 jest wazng cytoking zwigzang z patogenezg astmy. Udowodniono korelacje po-
miedzy poziomem IL-33 w surowicy i w indukowanej plwocinie. Podwyzszone (w po-
réwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej) poziomy IL-33 obserwowano w BAL oraz w
komorkach nabtonka i miesniowki gtadkiej drog oddechowych pacjentow z astmag
umiarkowang i ciezkg. Uwaza sie, ze pod wptywem czynnika infekcyjnego lub $rodo-
wiskowego (np. alergenu) IL-33, jako ,alarmina”, jest produkowana przez nabtonek
drég oddechowych i jest czynnikiem mogacym prowadzi¢ do rozwoju astmy. Oma-
wiana cytokina moze takze dawac sygnat zwrotny bedgc wydzielang przez komoérki juz
dotkniete procesem zapalnym (120). IL-33 moze by¢ takze mediatorem spowodowa-
nych przez infekcje wirusowe np. grype zaostrzen astmy. W takich sytuacjach za
gtéwne zrédto IL-33 uwaza sie komorki rzeskowe i komoérki pecherzykowe typu Il. Na-
sila ona nadreaktywnos¢ oraz stan zapalny drég oddechowych poprzez hamowanie
wrodzonej i nabytej odpornosci przeciwwirusowej, hamowanie reakcji cytotoksycznej,
a takze przez wptyw na komorki dendrytyczne i komérki nabtonkowe (121). W bada-
niach na modelu mysim takze potwierdzono, ze endogenna IL-33 i szlak 1L-33/ST2
biorg udziat w patogenezie astmy. Do eksperymentu wigczono 3 grupy zwierzat: nie-
modyfikowane niesyntezujgce IL-33 i pozbawione receptorow ST2. Podawano im |IL-

33 lub albumine jaja kurzego (ovalbumin - OVA). U myszy niemodyfikowanych IL-33 i
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OVA powodowaty podobng nadreaktywnosc oraz eozynofilowe zapalenie drog odde-
chowych. U tych niesyntezujgcych IL-33 procesy te byly znaczgco mniej nasilone, a u
pozbawionych receptora ST2 catkowicie zmniejszone (122). Inna obserwacja, takze
na modelu mysim, pozwolita wyciggng¢ wniosek, ze narazenie na wysokie stezenia
tlenu w okresie noworodkowym zwieksza produkcje IL-33 w ptucach prowadzgc do
rozwoju charakterystycznych dla pacjentéw z astmg mechanizmoéw takich jak nadre-
aktywnos¢ oskrzeli, nadprodukcja $luzu, zapalenie typu drugiego. Hyperoksja nowo-
rodkowa wyraznie nasila odpowiedz na alergeny powietrznopochodne m.in. roztocze
kurzu domowego. Podwyzszone stezenia IL-33, korelujgce takze z podwyzszonym
stezeniem IL-5 i IL-13 w surowicy, obserwowano w ptucach przedwczesnie urodzo-
nych zwierzat narazonych na stres oksydacyjny (123).

IL-33 moze w sposbdb bezposredni indukowac réznicowanie eozynofilii z prekursorow
w szpiku kostnym, stymulowac je do zwiekszonej produkcji cytokin i chemokin proza-
palnych i wptywac na polaryzacje makrofagow M2. Co za tym idzie cytokina ta moze
in vivo zaostrzac eozynofilowe zapalenie drég oddechowych. Réznicowanie eozynofilii
w szpiku kostnym odbywa sie na drodze zaleznej od IL-5 i niezaleznej od IL-13 (124).
IL-33 wzmacnia odpowiedz alergiczng mastocytow drog oddechowych potegujgc ich
odpowiedz na antygeny. Dziatajgc synergistycznie z histaming aktywuje mastocyty co
mozna udowodni¢ poprzez zmierzenie uwalnianego przez nie wapnia i zawartych w
ziarnistosciach mediatorow takich jak B-heksoaminidaza. Wapn jest waznym przekaz-
nikiem drugorzedowym i jego uwolnienie z retikulum endoplazmatycznego aktywuje
liczne szlaki na przyktad produkcje cytokin prozapalnych. Ponadto IL-33 zwieksza fos-
forylacje czgsteczek sygnatowych - ERK, Akt i NFjB w aktywowanych mastocytach
(125).

Badanie asocjacyjne catego genomu (genome-wide association study - GWAS) wyka-
zato istnienie wielu polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (single nucleotide poly-
morphisms -SNPs) w genie IL-33, ktore biorg udziat w podatnosci na astme. Ponadto
pacjenci z astmg bedacy nosicielami konkretnych SNPs prezentujg opornosc¢ na le-
czenie glikokortykosteroidami (126). Posréd wszystkich zgtoszonych SNPs genu IL-33
zwigzanych z astmg najszerzej, do tej pory, badanie byly rs1342326 i rs3939286. W
grupie pacjentow iranskich potwierdzono, ze nosicielstwo jednego z powyzszych wa-
riantdw sprzyja rozwojowi astmy. rs1342326 jest zwigzany z z astmg atopowa, fa-
godng oraz o péznym poczatku oraz wyzszym poziomem eozynofilii we krwi obwodo-

wej, natomiast rs3939286 wystepuje czesciej u 0sdb z astmg umiarkowang do ciezkiej,
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nieatopowa i rozpoczynajgca sie w dziecinstwie (127). Badajgc dzieci hospitalizowane
z powodu zapalenia oskrzeli i nastepnie obserwowane do ukonczenia 11-13 lat takze
zaobserwowano wstepne dowody, ze wariant rs1342326 koreluje z ciezkg astmg dzie-
ciecg (128). Zwigzek z tg chorobg ma nie tylko polimorfizm genu IL-33, ale takze in-
nych waznych elementéw szlaku IL-33-IL1RL1 takich jak biatko dodatkowe receptora
IL-1 czy TRAFG6 (jeden z przekaznikow sygnatu prowadzgcy do aktywacji kinaz). Spe-
kuluje sie, ze polimorfizm szlaku IL-33-IL1RL1 wptywa na rozwdj swistow wydecho-
wych i nastepnie rozwoj astmy (129).

W odpowiedzi na produkowang przez nabtonek drég oddechowych IL-33, IL-25i1 TSLP
naturalne komoérki limfoidalne typu 2 produkujg duze ilosci cytokin typu 2: IL-4, IL-5 i
IL-13. Zanotowano, ze aktywacja ILC2 przez IL-33 jest czesto oporna na leki glikokor-
tykosteroidowe, co za tym idzie os IL-33-ILC2-IL-5-eozynofile moze by¢ zwigzana z
kliniczng manifestacjg astmy steroidoopornej (130).

Badanie przeprowadzone na grupie oséb z ciezkg astmg wykazato, ze w surowicy
stezenie IL-33 koreluje ze stezeniem przeciwciat IgE specyficznych dla roztoczy kurzu
domowego. Pacjenci leczeni omalizumabem (przeciwciatem monoklonalnym anty-IgE)
mieli znaczaco nizsze stezenie zarowno sIgE jak i IL-33, ktore korelowato takze z ilo-
$cig interwenciji ratunkowych oraz dtugoscig hospitalizacji (131).

Przy uzyciu modelu mysiego pokazano, ze podwyzszone stezenie |IL-33 utrzymuje
tkanke ptucng w stanie nieustannego stanu zapalnego oraz postepujgcego remode-
lingu. Zablokowanie IL-33 za pomocg przeciwciat neutralizujgcych REGN3500 powo-
dowato, w tym modelu, normalizacje kluczowych mediatoréw zapalnych zapobiegajac
progresji do ciezkiego zapalenia oraz cofato juz istniejgce cechy przebudowy tkanko-
wej takie jak metaplazja komorek kubkowych czy zwiekszona aktywnos¢ miofibrobla-
stébw migzszu ptuca. Blokada IL-33 redukowata wyzwolone przez alergeny roztoczy
kurzu domowego nacieki eozynofilii, komoérek T ST2+ CD4+ i cytokin typu 2 oraz
zmniejszata liczbe neutrofili i prozapalnych cytokin takich jak IL-6, IL-18 and TNFa w
ptucach. Koncowym punktem byto zatrzymanie postepujgcej dysfunkcji ptuc (132).

W badaniach prowadzonych na £o6dzkim Uniwersytecie Medycznym wykazano dodat-
nig korelacje pomiedzy domowg ekspozycjg na kota we wczesnym dziecinstwie i po-
ziomem IL-33 w wieku przedszkolnym i szkolnym. Osoby z wykazang w testach skor-
nych atopig na kota i inne wziewne alergeny miaty wyzsze stezenia IL-33 w surowicy
(133).
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IL-33 jest zaangazowana w patogeneze atopowego zapalenia skory poprzez wiele me-
chanizméw. Skutecznie indukuje ona szybkg ekspansje naturalnych komoérek limfoi-
dalnych, ktére produkujg duze ilosci cytokin takich jak IL-5, IL-13 powodujgcych aku-
mulacje eozynofilii w zmianach skérnych. IL-33 zmniejsza iloS¢ biatek barierowych -
filagryny i klaudyny 1 spajajgcych widkna keratynowe. Bierze takze udziat w powsta-
waniu swigdu na drodze niezaleznej od histaminy. Leukocyty, takie jak komorki Th2,
stymulowane przez IL-33 syntezujg IL-31, ktora indukuje swigd poprzez bezposrednie
dzlatanie na neurony czuciowe. Opisywana cytokina pobudza produkcje histaminy bez
udziatu alergenu. Ponadto keratynocyty skéry uszkodzonej zadrapaniami uwalniajg IL-

33, co wzmaga istniejgcy stan zapalny (134).
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3. CEL PRACY

Astma oskrzelowa jest obecnie najczestszg chorobg przewlektg u dzieci i dorostych
ponizej 40 r.z. stanowigc istotny problem kliniczny. Czesto rozwija sie na podtozu ato-
powym. W pismiennictwie istniejg liczne doniesienia o podwyzszonych stezeniach IL-
13 i IL-33 w surowicy pacjentow z astmg i/lub atopig. Na szerokg skale poszukuje sie
takze zwigzku tych cytokin z rozwojem innych choréb. Znaleziono pojedyncze donie-
sienia sugerujgce istnienie zaleznosci pomiedzy zamieszkiwaniem w gospodarstwie
rolnym, ekspozycjg na zwierzeta hodowlane a produkcjg IL-13, jednak wnioski nie sg
jednoznaczne, a autorzy podkreslajg konieczno$¢ dalszych badan (135,136). W do-
stepnym pismiennictwie brak jest podobnych prac dotyczgcych IL-33. Brak tez pracy
kompleksowej, analizujgcej wiele aspektow zycia na wsi (w gospodarstwie), a steze-

niem powyzszych cytokin, astma i atopig, opartej na badaniu epidemiologicznym.

Celem pracy byta ocena wybranych parametrow immunologicznych u dzieci i doro-
stych z atopig i astmg oskrzelowg zamieszkujgcych wies lub miasto i co za tym idzie

eksponowanych na rézne czynniki Srodowiskowe.

Szczegobtowe cele pracy:

1) Ocena i poréwnanie stezenia IgE catkowitej, IL-13 i IL-33 u dzieci i dorostych z
atopig, chorujgcych na astme oskrzelowg oraz w grupie zdrowych mieszkancéw
wsi i miasta.

2) Okreslenie czy poziom wybranych parametréw rozni sie w poszczegolnych gru-
pach: osoby z atopig, astmatycy z atopig, astmatycy bez atopii, zdrowi.

3) Préba odnalezienia zwigzku pomiedzy wybranymi parametrami immunologicz-
nymi a zréznicowang ekspozycjg na czynniki typowe dla srodowiska wiejskiego
obecnie i we wczesnym dziecinstwie w badanej populacji

4) Rozwazenie czy odkryte zaleznosci mogg mie¢ wptyw na zapobieganie rozwo-

jowi astmy oskrzelowej.
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4. PACJENCI | METODY

4.1 Pacjenci

Do badania wigczono grupe 174 oséb (100 kobiet i 74 mezczyzn) w wieku od 9 do 75
lat (Srednia M= 44,3 lat; odchylenie standardowe SD= 19,1 lat). Surowice od pacjentow
zostaty pozyskane w 2012 roku w ramach projektu badawczego pt. Zmiany w $rodo-
wisku wiejskim i ich wptyw na czestoS¢ wystepowania chorob alergicznych na obsza-
rach wiejskich w Polsce. Przebadano wtedy 1730 mieszkancow miasta Sobotka oraz
7 okolicznych wsi w wieku powyzej 5 lat uzyskujgc dane kwestionariuszowe i wyniki
testow skérnych. Od kazdego pobrano takze prébke krwi, porcje surowicy zamrozono.
Do rozpoznania astmy i ANN uzyto wystandaryzowanych pytan z kwestionariusza
ISAAC i ECRHS. Astme rozpoznawano u oséb, ktére twierdzgco odpowiedziaty na
jedno z pytan:

,Czy u Pana/Pani, (Pani dziecka) kiedykolwiek w przeszto$ci wystepowat Swiszczgcy
lub gwizdzgcy oddech w klatce piersiowej?”,

»,Czy kiedykolwiek lekarz mowit Panu/Pani (o Pani dziecku), ze ma Pan/Pani (Pani
dziecko) astme oskrzelowg?”

,Czy u Pana/Pani, (Pani dziecka) wystepowat $wiszczgcy lub gwizdzgcy oddech w
klatce piersiowej w ciggu ostatnich 12 miesiecy?” (68,137-138) Natomiast atopie roz-
poznawano u pacjentéw z dodatnim wynikiem testow skornych na co najmniej 1 z 4
badanych alergenow (roztocze kurzu domowego, siers¢ kota, mieszanina pytkéw traw,
mieszanina pytkow drzew). Jako kryterium dodatniego testu skérnego przyjeto odczyn
w postaci bgbla pokrzywkowego o $rednicy wiekszej od 3 mm. Wykwalifikowane pie-
legniarki asystowaty przy wypetnianiu formularza, w przypadku dzieci ponizej 15 roku
zycia odpowiedzi udzielaty matki.

Przed wigczeniem pacjenta do badania w roku 2012 wyrazat on pisemng zgode na
udziat w badaniu, a podpisywany formularz zgody zawierat informacje, ze pozyskana
surowica bedzie badana na obecnos¢ wskaznikow majgcych zwigzek z rozwojem aler-
gii oraz moze takze zostac uzyta w przysztosci do dalszych badan

Do opisywanego badania ze wszystkich uczestniczgcych w pierwotnym badaniu 1730
o0sbéb wybrano losowo grupe 58 astmatykow (wsrdd nich znajdujg sie 22 osoby z astmg
atopowg i 36 os6b z astmg nieatopowq), 58 pacjentdéw z atopig oraz 58 osobowg grupe
kontrolng. Grupy sg podobne pod wzgledem struktury ptci i wieku. Astmatykow tworzg
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33 kobiety i 25 mezczyzn ze srednig wieku 46 lat i mediang 48 lat, atopikow 33 kobiety
i 25 mezczyzn ze Srednig wieku 41 lat i mediang 37 lat, grupe kontrolng 34 kobiety i
24 mezczyzn ze $rednig wieku 46 lat i mediang 48,5 lat. Wszystkie trzy grupy oséb sg
jednorodne nie tylko pod wzgledem cech socjalno-demograficznych ale takze miejsca
zamieszkania (wies —miasto), oraz czestosci kontaktow ze zwierzetami gospodar-
czymi w chwili badania (p > 0,05). W grupie astmatykdw taki kontakt dotyczy 14 osoéb
(24,1%), atopikow 15 o0sbb (25,9%) i w grupie kontrolnej 18 oséb (31%). Regularny
kontakt z bydtem miato jedynie 0,6% wszystkich badanych, z trzodg chlewng 4,6%, z
drobiem 17,8%, z owcami 1,7% a z konmi 0,6% badanych. Podstawowe statystyki
cech charakteryzujgcych badane osoby zamieszczono w tabeli 1.

W pierwszym roku zycia ponad potowa (51,7%) catej badanej populacji oséb miesz-
kata w gospodarstwie rolnym. Kontakt ze zwierzetami hodowlanymi w grupie astmaty-
kow miato 40 osob (69%), atopikow 36 osbéb (62,1%) i 45 osob (77,6%) w grupie
kontrolnej. Biorgc pod uwage wszystkich badanych kontakt z bydtem miato 48,3% re-
spondentow, a z trzodg chlewng 52,9%. Roznice w czestosci miedzy trzema grupami
byty statystycznie nieistotne (p > 0,05). Kontakt z drobiem w pierwszym roku zycia
miato 55,8% badanych, istotnie czesciej osoby z grupy kontrolnej niz osoby z atopig
(67,2% vs 43,1%; p = 0,009). Kontakt z owcami w pierwszym roku zycia miato 20,1%
badanych, cze$ciej osoby z astmg niz osoby z atopig (29,3% vs 10,3%; p = 0,010).
Natomiast kontakt z konmi w pierwszym roku zycia miato 29,3% badanych, czesciej
osoby z grupy kontrolnej od oséb z atopig (41,4% vs 20,7%; p = 0,016). Charaktery-

styke populacji w 1 roku zycia zamieszczono w tabeli 2.

Tabela 1. Ogolna charakterystyka badanych oséb

Wszyscy
Cecha (zmienna) Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 ANOVA
(Astma) (Atopia) (Kontrolna) p
Pte¢, n (%) 0,977
Kobiety 100 (57,5) 33 (56,9) 33 (56,9) 34 (58,6)
Mezczyzni 74 (42,5) 25 (43,1) 25 (43,1) 24 (41,4)
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Wiek (rok zycia): 0,233
M+ SD 44,3 +19,1 45,9 +195 40,8 +18,3 46,1 119,2
Me [Q1; Q3] 45[30; 62] 48[31;64] 37[27;56] 49 [30;64]

Min - Max 9-75 10-74 9-74 10-75

Miejsce zamieszkania: 0,977
Wies 101 (58,0) 33 (56,9) 34 (58,6) 34 (58,6)

Miasto 73 (42,0) 25 (43,1) 24 (41,4) 24 (41,4)

Mieszka w gospodarstwie rolnym: 0,587
Tak 50 (28,7) 14 (24,1) 17 (29,3) 19 (32,8)

Nie 124 (71,3) 44 (75,9) 41 (70,7) 39 (67,2)

Ma kontakt z bydtem: 0,404
Regularnie 1 (0,6) 0 (0,0) 1 (1,7) 0 (0,0)
Czasami 3 (1,7) 2 (3,5 0 (0,0 1 (1,7)

Wocale 170 (97,7) 56 (96,5) 57 (98,3) 57 (98,3)

Ma kontakt z trzodg chlewna: 0,909
Regularnie 8 (4,6) 3 (5,2) 3 (5,2) 2 (3,5)
Czasami 9 (5,2) 4 (6,9) 3 (6,2) 2 (3,5
Wocale 157 (90,2) 51 (87,9) 52 (89,7) 54 (93,0)
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Ma kontakt z drobiem: 0,472
Regularnie 31(17,8) 7(12,1) 12 (20,7) 12 (20,7)
Czasami 8 (4,6) 4 (6,9) 3 (6,2) 1 (1,7)

Wocale 135(77,6) 47 (81,0) 43 (74,1) 45 (77,6)

Ma kontakt z owcami: 0,404
Regularnie 3 (1,7) 1 (1,7) 2 (3,5) 0 (0,0)
Czasami 1 (0,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,7)

Wocale 170 (97,7) 57 (98,3) 56 (96,5) 57 (98,3)

Ma kontakt z korimi: 0,734
Regularnie 1 (0,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,7)
Czasami 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0
Wocale 173 (99,4) 58 (100) 58 (100) 57 (98,3)

Doi krowy: 0,734
Regularnie 1 (0,6) 0 (0,0 0 (0,0 1 (1,7)
Czasami 2 (1,1) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0)

Wocale 171 (98,3) 58 (100) 58 (100) 57 (98,3)
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Czysci stajnie: 0,361

Regularnie 10 (5,7) 6 (10,3) 3 (5,2) 1 (1,7)
Czasami 5 (2,9) 1 (1,7) 2 (3,4) 2 (3,5)
Wecale 159 (91,4) 51(87,9) 53(91,4) 55 (94,8)
Zbiera jajka: 0,398
Regularnie 20 (11,5) 5 (8,6) 5 (8,6) 10 (17,2)
Czasami 12 (6,9) 5 (8,6) 5 (8,6) 2 (3,5)
Wecale 142 (81,6) 48(82,8) 48(82,8) 46 (79,3)

Ma kontakt ze zwierzetami gospo-

darczymi:
Tak 47 (27) 14 (24,1) 15 (25,9) 18 (31)
Nie 127 (73) 44 (75,9) 43 (74,1) 40 (69)

Tabela 2. Charakterystyka badanych os6b w pierwszym roku zycia

Wszyscy
W pierwszym roku zycia Grupa 1 Grupa 2 Grupa3 ANOVA
(Astma) (Atopia)  (Kontrolna) p
Mieszkat(a) w gospodarstwie rolnym,
(a) w gosp y 0.051

n (%)

Tak 90 (51,7) 29(50,0) 24 (41,4) 37 (63,8)

Nie 84 (48,3) 29 (50,0) 34 (58,6) 21 (36,2)
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Miat(a) kontakt z bydtem, n (%) 0,155
Tak 84 (48,3) 31(53,4) 22(37,9) 31(534)
Nie 90 (51,7) 27 (46,6) 36(62,1) 27 (46,6)
Miat(a) kontakt z trzodg chlewng, n 0,076
(%)
Tak 92 (52,9) 32(55,2) 24(41,4) 36(62,1)
Nie 82 (47,1) 26 (44,8) 34 (58,6) 22(37,9)
Miat(a) kontakt z drobiem, n (%) 0,032
Tak 97 (55,7) 33(56,9) 25(43,1) 39(67,2)
Nie 77 (44,3) 25(43,1) 33(56,9) 19(32,8)
Miat(a) kontakt z owcami, n (%) 0,039
Tak 35(20,1) 17 (29,3) 6(10,3) 12(20,7)
Nie 139(79,9) 41(70,7) 52(89,7) 46 (79,3)
Miat(a) kontakt z konmi, n (%) 0,039
Tak 51(29,3) 15(25,9) 12(20,7) 24 (41,4)
Nie 123 (70,7) 43 (74,1) 46 (79,3) 34 (58,6)
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Miat(a) kontakt ze zwierzetami gospo-

darczymi, n(%):

Tak 121(69,5) 40 (67) 36(62,1) 45(77,6)
Nie 53(30,5) 18(31) 22(37,9) 13(224)
4.2 Metody

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im.
Piastéw Slgskich we Wroctawiu (nr: KB 105/2019/2019) i zostato sfinansowane z puli

rezerwy statutowej Dziekana Wydziatu Lekarskiego oraz srodkéw wtasnych.

4.2.1 Kwestionariusz

Dane uzyskane w kwestionariuszach wypetnianych w 2012 roku uzyto do pozyskania
informacji o pacjentach. Na wstepie ogdélinych, takich jak miejsce zamieszkania, wiek,
pte¢, osoby wspoizamieszkujgce, nastepnie zwigzanych z ewentualnym wystepowa-
niem chordb atopowych. Rozpoczynajgc od pytan o wystepowanie objawdw oraz roz-
poznanie astmy przez lekarza - przytoczonych powyzej - analogicznie skonstruowano
kolejne pytania dotyczace ANN: ,W ciggu ostatnich 12 miesiecy czy u Pana/Pani (Pani
dziecka) wystepowato kichanie lub wyciek z nosa lub upo$ledzenie drozno$ci nosa lub
swedzenie oczu w czasie kiedy nie byt Pan/Pani (Pani dziecko) przeziebiony czy cho-
rowat na grype?” i,Czy lekarz kiedykolwiek mowit Panu/Pani (o Pani dziecku), ze ma
katar sienny (pytkowice), katar alergiczny?”. W przypadku AZS pytano tylko o deklara-
cje rozpoznania przez lekarza: ,,Czy lekarz kiedykolwiek moéwit Panu/Pani (o Pani
dziecku), ze ma alergiczne zapalenie skory, wyprysk alergiczny?”. W kolejnej czesci
pytano o kontakt ze zwierzetami zyjacymi w gospodarstwach. Udzielajgc odpowiedzi
na pytanie: ,Czy Pan/Pani (Pani dziecko) ma bezposSredni kontakt ze zwierzetami w
gospodarstwie?” a takze ,Czy wykonuje Pan/Pani (pani dziecko) nastepujgce czynno-
Sci?” nalezato dla kazdego z wymienionych (,krowy”, ,$winie”, ,drob”, ,owce lub kozy’,
~konie” oraz "dojenie krow”, ,czyszczenie stajni, obory lub stodoty”, ,zbieranie jajek”)
wybrac jedng z mozliwosci tak, regularnie”, ,tak, ale tylko czasami” lub ,nie, wcale’.
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Zapytano takze ,, Czy Pan /Pani (pani dziecko) pije mleko bezposrednio od krowy (nie-
pasteryzowane)?” Takie same pytania o kontakty i zajecia na farmie znajdowaty sie w
sekcji dotyczgcej pierwszego roku zycia dziecka. W ostatniej czesci zbierano dane o

rodzinie probanta, spedzaniu czasu wolnego czy paleniu papierosow.

4.2.2 Punktowe testy skérne

Grupa atopikow zostata dobrana na podstawie dodatniego wyniku testow skornych.
Wykonywano je na przedramieniu. Po oczyszczeniu i zdezynfekowaniu okolicy nato-
zono na skoére kolejno: roztwor soli fizjologicznej jako kontrole ujemng, roztwory fa-
brycznie przygotowanych alergenow: roztoczy kurzu domowego, mieszaniny traw,
mieszaniny drzew i kota oraz histamine jako kontrole dodatnig (wyciggi alergenowe
firmy ALK). Nastepnie przy uzyciu jednorazowych lancetéw (osobnych dla kazdego
naktucia) nacieto skore w obrebie kazdej z kropli. Wyniki odczytywano po 20 minutach
obserwujgc powstanie bagbla. Jak wczesniej wspomniano jako kryterium dodatniego
testu skérnego przyjeto odczyn w postaci bgbla pokrzywkowego o srednicy wigkszej

niz 3 mm.

4.2.3 Pomiary laboratoryjne

Surowice zamrozone w 2012 roku przechowywane byty w monitorowanej temperatu-
rze -20 st.C w Laboratorium Naukowym Kiliniki Pediatrii, Alergologii i Kardiologii. 174
probki rozmrozono a nastepnie wykonano w nich oznaczenia metodg immunoenzy-
matyczng:

- stezenia IgE catkowitej przy uzyciu zestawdw Elabscience Human IgE (Immunoglo-
bulin E) ELISA Kit

- stezenia IL-13 przy uzyciu zestawéw LEGEND MAX™ Human IL-13 ELISA Kit with
Pre-coated Plates

- stezenia IL-33 przy uzyciu zestawéw LEGEND MAX™ Human IL-33 ELISA Kit with
Pre-coated Plates

Badania zostaty wykonane wedtug procedur producentow.
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4.2.3.1 Oznaczanie stezenia IgE

W ramach zestawu do ilosciowego oznaczania IgE przygotowano bufor przemywa-
jacy, roboczy roztwor koniugatu oraz standardowy roztwér roboczy o stezeniu
50ng/mL wraz z 6 kolejnymi dwukrotnie wzrastajgcymi jego rozcienczeniami. W stu-
dzienkach umieszczono kolejno wszystkie rozciehczenia, prébe kontrolng oraz ba-
dane prébki w ilosci 50uL. Natychmiast dodano do nich po 50uL roztworu roboczego
biotynowanych przeciwciat wykrywajgcych, przykryto ptytke i inkubowano przez 90 mi-
nut w temperaturze 37°C. Wyptukano przy uzyciu roztworu przemywajgcego. Do kaz-
dej ze studzienek dodano 100pL roztworu roboczego koniugatu HRP, uszczelniono,
inkubowano 30 minut w 37°C. Przeptukano. Dodano po 90uL substratu ponownie przy-
kryto i inkubowano w ciemnosci 20 minut w 37°C po czym w kazdej ze studzienek
umieszczono S0uL roztworu zatrzymujgcego. Od razu odczytano gestos¢ optyczng
przy 450nm. Wykreslono krzywg logarytmiczng, w ktérej na osi y umieszczono steze-
nia standardowe na osi x gesto$¢ optyczng, korzystano z niej przy okreslaniu stezenia

IgE w badanych prébkach.

4.2.3.2 Oznaczanie stezenia IL-13

Celem oznaczenia stezenia IL-13 po przygotowaniu reagentéw oraz probek i dopro-
wadzeniu ich do temperatury pokojowej przystgpiono do wtasciwej procedury. Przygo-
towano 7-probéwkowg serie dwukrotnie wzrastajgcych rozcienczen roztworu podsta-
wowego uzywajgc buforu testowego A jako rozpuszczalnika. Czterokrotnie wyptukano
ptytke ze studzienkami uzywajgc buforu przemywajgcego, na kazdg studzienke nato-
zono 50puL buforu testowego A oraz po 50uL rozcienczen standardowych lub prébek.
Uszczelniono ptytke i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej na wi-
réwce z 200 obrotami/minute. Po tym czasie usunieto zawartos¢ ptytki i przeptukano.
Do kazdej studzienki natozono 100pL roztworu przeciwciat do detekcji ludzkiej IL-13 i
po raz drugi wstrzgsajgc inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzine. Wy-
ptukano. Nastepnie na kazdg ze studzienek dodano 100uL roztworu Awidyny-HRP B,
ponownie uszczelniono i wstrzgsajgc inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Wylano zawartosc¢ i po raz ostatni doktadnie przeptukano. Na wszystkie studzienki na-
tozono 100pL roztworu substratu F i inkubowano w ciemnosci przez 15 minut. Po tym

kroku zaobserwowano, ze czes¢ roztwordw przybrata mniej lub bardziej intensywny
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niebieski odcien. Kolijno zatrzymano reakcje dodajgc po 100uL roztworu zatrzymujg-
cego. Widoczna byta zmiana koloru z niebieskiego na zotty. W ciggu 30 minut odczy-
tano absorbancje przy 450nm. Wykres$lono krzywg logarytmiczng, w ktérej na osi y

zaznaczono stezenie IL-13 a na osi x absorbancje.

4.2.3.3 Oznaczenie stezenia IL-33

Oznaczajgc stezenie IL-33 przygotowano 7-probowkowg serie dwukrotnie wzrastaja-
cych rozcienczen roztworu podstawowego uzywajgc buforu testowego B jako rozpusz-
czalnika. Kilkukrotnie wyptukano ptytke ze studzienkami uzywajgc buforu przemywa-
jacego, na kazdg studzienke natozono 50uL buforu testowego A oraz po 50uL rozcien-
czen standardowych lub prébek. Uszczelniono ptytke i inkubowano w temperaturze
4°C. przez 18 godzin. Po tym czasie usunieto zawartosc ptytki i przeptukano. Do kaz-
dej studzienki natozono 100uL roztworu przeciwciat do detekcji ludzkiej IL-33 i po raz
drugi wstrzgsajgc inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzine. Wyptukano i
kolejno na kazdg ze studzienek dodano 100uL roztworu Awidyny-HRP B, ponownie
uszczelniono i wstrzgsajgc inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej. Wylano
zawartos¢ i po raz ostatni doktadnie przeptukano. Na wszystkie studzienki natozono
100uL roztworu substratu F i inkubowano w ciemnosci przez 30 minut. Po tym kroku
zaobserwowano, ze czesc¢ roztworow przybrata mniej lub bardziej intensywny niebieski
odcien. Nastepnie zatrzymano reakcje dodajgc po 100uL roztworu zatrzymujgcego.
Widoczna byfta zmiana koloru z niebieskiego na zétty. W ciggu 30 minut odczytano
absorbancje przy 450nm. Wykreslono krzywg logarytmiczng, w ktérej na osi y zazna-
czono stezenie IL-33 a na osi x absorbancje.

Wyniki oznaczen IgE przedstawiano w nanogramach na mililitr (ng/ml), a IL-13 i IL-33

w pikogramach na mililitr (pg/ml).

4.2.4 Metody statystyczne

Wyniki badan ankietowych i klinicznych poddano analizie statystycznej
z wykorzystaniem programu Statistica v.13 (TIBCO Software Inc.) oraz arkusza
kalkulacyjnego EXCEL (MicroSoft). Dla wszystkich cech ilosciowych (stezen
przeciwciat) sprawdzono zgodnos¢ ich rozktadu z rozktadem normalnym. Ocene

zgodnosci przeprowadzono, w zaleznosci od licznosci proby, testem Kotmogorowa-

45



Smirnowa z poprawka Lillieforsa lub testem Shapiro-Wilka. Zmienne jakosciowe
mierzone na skalach nominalnych (np. pfte¢, miejsce zamieszkania) i porzgdkowych
(czesto$¢ kontaktow ze zwierzetami) przedstawiono w tabelach wielodzielczych
(kontyngenciji) w postaci licznosci (n) i wskaznika struktury (%), a do oceny sity zwigzku
miedzy dwiema zmiennymi wykorzystano test niezaleznosci chikwadrat Pearsona. W
przypadkach, gdy liczebnos¢ oczekiwana przynajmniej w jednej komoérce
czteropolowej tablicy kontyngenciji byta mniejsza od 5, uzyto doktadnego testu Fishera.
Dla wszystkich cech ilosciowych obliczono wartosci srednie (M), odchylenia
standardowe (SD), mediany (Me), kwartyle dolny (Q1) i gorny (Q3) oraz zakres
zmiennosci (Min) i (Max). Istotno$¢ réznic wartosci srednich w dwdch grupach
niezaleznych dla zmiennych (cech) o rozktadzie normalnym i o jednorodnych
wariancjach, sprawdzono testem (Studenta. Jednorodnos¢ wariancji sprawdzono
testem Browna-Forsytha i testem Levene’a. Istotnos¢ réznic wartosci srednich w
dwoch grupach dla cech o rozktadzie istotnie odbiegajgcym od normalnego lub o
niejednorodnych wariancjach, sprawdzono testem nieparametrycznym U Manna-
Whitneya. Do poréwnania Srednich kilku grup postuzono sie jednoczynnikowg analizg
wariancji (ANOVA). Wczesniej sprawdzono, czy badana cecha w kazdej z badanych
grup miata rozktad normalny i jednakowe wariancje. Jesli prawdopodobienstwo
odpowiadajgce wartosci statystyki FSnedecora byto mniejsze od przyjetego poziomu
istotnosci (p < a), wowczas celem okreslenia, Srednia ktorej grupy w istotny sposéb
rézni sie od pozostatych, przeprowadzono testy porownan wielokrotnych (post hoc).
Wykorzystano test Tukeya. Jesli nie byly spetnione podstawowe zatozenia
jednoczynnikowej jednozmiennowej analizy wariancji (zatozenie o normalnosci
rozktadu badanej cechy w kazdej grupie i o jednorodnosci wariancji) do porownan
wykorzystano test Kruskala-Wallisa. Do oceny sity zaleznosci monotonicznej (rosngcej
lub malejgcej, niekoniecznie liniowej) miedzy dwiema cechami (mierzonymi co
najmniej na skali porzgdkowej ale o rozktadzie r6znym od normalnego) wykorzystano
wspofczynnik korelacji rang rho Spearmana. Do oceny wptywu poszczegolnych
predyktorbw (zmiennych niezaleznych) na zmienng =zalezng (opisywang)
wykorzystano regresje liniowg. W modelach regresji wielokrotnej wspotczynniki
regresji bi poddano standaryzacji, tak aby ich wartosci byty niezalezne od zakresu, w
jakim zmienia sie zmienna losowa zwigzana z tym wspoétczynnikiem. Do opisu
zaleznosci miedzy wartosciami zmiennych objasniajgcych (czynnikami ryzyka) a
prawdopodobienstwem wystgpienia badanego zdarzenia wykorzystano regresjg
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logistyczng. Wartosci wspoétczynnikdw regresji logistycznej oszacowano metodg
najwiekszej wiarygodnosci wykorzystujgc metode eliminacji wstecznej. Dla kazdej
zmiennej jakosciowej podano iloraz szans (odds ratio) dla poszczegdlnych kategorii
tej zmiennej w odniesieniu do kategorii zadeklarowanej jako kategoria odniesienia
(referencyjna). Ponadto oszacowano wartosci 95% przedziatu ufnosci dla ilorazu
szans. We wszystkich wykorzystanych testach statystycznych przyjeto poziom
istotnosci a = 0,05. Wynik testu uznano za istotny gdy prawdopodobienstwo testowe
wynosito p < 0,05. Wyniki analiz statystycznych przedstawiono w formie graficzne;j

badz tabelaryczne;j.
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5. WYNIKI

5.1 Stezenie IgE u astmatykéw, atopikéw i w grupie kontrolnej

W badanej grupie 174 os6b rozktad poziomu IgE w surowicy krwi odbiegat istotnie od
rozktadu normalnego (ryc. 5.1) dlatego w dalszej analizie statystycznej postugiwano
sie statystykami pozycyjnymi: mediang (Me) i rozstepem kwartylowym (Q1;Q3) a do
porownan korzystano z testow nieparametrycznych.

Test K-S: d=0,109; p < 0,05; Test Lilliefors: p < 0,01

Liczba os6b
i
[=]

L

0 50 100 150 200 250 300
IgE (ng/mL)

Ryc. 5.1 Histogram wynikéw pomiaru stezenia IgE w surowicy krwi badanych oséb na tle rozktadu normalnego

i wyniki testow normalnosci (Kotmogorowa-Smirnowa i Lillieforsa)

Do oszacowania wartosci odcinajgcej stezenia IgE rozgraniczajgcej osoby zdrowe od
0s6b z astma lub atopig wykorzystano krzywg ROC i wskaznik Youdena (ryc. 5.2, 5.3).
Dla stezenia IgE = 66,11 ng/mL czuto$¢ testu wynosi 71,6%, swoisto$¢ 89,7%, iloraz

wiarygodnosci LR+ = 6,92.

Astma lub atopia
Indeks Youdena = 0,61
Proponowany punkt odcigcia: 66,11

100%

80%

60%

Czutosé

40%

20% | // Czutos¢ = 71,6%
17 Swoistos¢ = 89,7%
v AUC = 0,886 [0,836; 0,936]
0% 20% 40% 60% 80% 100%
1-Specyficznosé
Ryc. 5.2 Krzywa ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IgE w surowicy krwi badanych oséb i pole pod krzywg AUC
oraz czutosé i swoistos¢ dla wartosci odcinajgcej IgE = 66,11 ng/mL
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Astma Atopia
Indeks Youdena = 0,40 Indeks Youdena = 0,39
Proponowany punkt odcigcia: 93,56 Proponowany punkt odcigcia: 44,79

100% 100%

80% 80%

2 60% B 60%
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QO 40% QO 40%
P o
20% 7" Czulto$é = 60,3% 20% Czuto$é = 91,4%
7 Swoistosé =79,3% Swoisto$é = 47,4%
A AUC= 0,709 [0,628; 0,789] AUC= 0,677 [0,599; 0,756]
0% 0%
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1-Specyficznos¢ 1-Specyficznos¢

Ryc. 5.3 Krzywe ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IgE w surowicy krwi oséb z astmg i oséb z atopig oraz pola

pod krzywg AUC, czutosci i swoistosci dla wartosci odcinajgcych

Mediana stezen IgE u wszystkich badanych oséb wynosita 67 ng/mL, u pacjentéw z
astmg 108 ng/mL, natomiast u pacjentow z atopig 88 ng/mL. Rdoznice te sg istotne
statystycznie, p<0,001 (tab. 5.1, ryc. 5.4). Takze niezaleznie od ptci, wieku i miejsca
zamieszkania osoby z astmg i atopig osiggajg istotnie statystycznie wyzsze stezenia
IgE niz grupa kontrolna. Natomiast zaréwno kobiety jak i mezczyzni, mtodsi i starsi,
mieszkajgcy na wsi i w miescie nalezgcy do tej samej grupy (atopicy, astmatycy, grupa
kontrolna) mieli podobne stezenia tej immunoglobuliny. Co ciekawe stezenie IgE u
astmatykéw mieszkajgcych w gospodarstwie rolnym byto nizsze niz u astmatykow nie

mieszkajgcych w gospodarstwie (tab. 5.2).

Tabela 5.1 Stezenie IgE w surowicy w poszczegodlnych grupach

Wszyscy

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 ANOVA
N=174 (Astma) (Atopia) (Kontrolna) p
IgE (ng/mL): <0,001
M% SD 78,8 ¥55,0 104,3 *57,9 96,0 *49,0 36,2 £247
Me [Q1; Q3] 67 [34; 111] 108 [48; 136] 88 [66; 123] 28 [18; 53]
Min - Max 11 -295 18 - 245 13 -295 11-138

M — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; Me — mediana (50%); Q1 — kwartyl dolny
(25%); Q3 — kwartul gorny (75%); Min — wartos¢ najmniejsza; Max — warto$¢ najwieksza; p — poziom
istotnosci analizy wariancji (ANOVA)
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Tabela 5.2 Podstawowe statystyki [mediana i przedziat kwartylowy] stezenia IgE w surowicy krwi (ng/ml)

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Wynik
: testu
(Astma) (Atopia) (Kontrolna)
Pte¢:
. 109 [52; 141] 86 [68; 123] 24 [16; 35] p <0,001
Kobiety
L 106 [47; 126] 90 [61; 111] 33 [24; 59] p <0,001
Mezczyzni
Wynik testu p=0,643 p=0,615 p=0,107 x
Wiek:
108 [65; 132] 90 [63; 114] 28 [20; 55] p <0,001
<57 lat
105 [38; 136] 86 [68; 133] 30 [16; 42] p <0,001
> 57 lat
Wynik testu p =0,405 p = 0,641 p=0917 x
Miejsce zamieszkania:
o 109 [51; 138] 93 [66; 135] 31[19; 57] p <0,001
Wies
) 106 [48; 132] 85 [64; 108] 27 [17; 37] p <0,001
Miasto
Wynik testu p =0,925 p =0,339 p =0,801 x
Mieszka w gospodarstwie rolnym:
Tak 87 [53; 123] 93 [66; 133] 32 [16; 57] p <0,001
a
N 110 [48; 148] 85 [66; 111] 26 [18; 53] p <0,001
ie
p =0,368 p =0,632 p =0,836 x

Wynik testu
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Ryc. 5.4 Stezenia IgE w grupach oséb réznigcych sie wystepowaniem atopii i astmy oraz wyniki testow istotnosci

W grupie astmatykéw osoby u ktérych przy pomocy testow skérnych rozpoznano
atopie miaty wyzsze stezenie IgE niz osoby bez atopii (mediana 118,0 vs 76,1 ng/mL;
p =0,018) (ryc. 5.5, tab. 5.3).
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Test U Manna-Whitneya
Z=13,807;, p<0,001
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Tak Nie
Atopia
N B Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=4,484; p<0,001 T Min-Maks

Tal

Z atopig

k Nie

. ® Mediana
U Manna-Whitney: 25%-
6, p=0,018 T Min-Maks

Astmatycy

Ryc. 5.5 Stezenie IgE u 0séb z astmg atopowa i nieatopowg
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Tab. 5.3 Podstawowe statystyki stezenia IgE w surowicy krwi 0s6b z astmg atopowg i nieatopowg (ng/mL)

Z atopig Bez atopii
N =36 N =22
IgE (ng/mL)
M +SD 126,4 +49,1 90,8 +59,3
Me [Q1; Q3] 118,0 [97,7; 158,0] 76,1 [41,6; 123,5]
Min - Max 28,4 — 206,3 18,5 — 245,1

5.2 Stezenie IgE a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w momencie badania

Stezenie IgE u osdb, ktore miaty kontakt ze zwierzetami byto nizsze niz u osob, ktore

takiego kontaktu nie miaty, jednak réznica nie byfa istotna statystycznie (57 vs. 74
ng/mL; p = 0,151) (ryc. 5.5).
Test U Manna-Whitneya N Mediags

25%-75%
Z=-1437; p=0,151 T MinMaks

IgE (ng/ml)
2

S

Tak Nie
Aktualny kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi

Ryc. 5.5 Stezenia IgE w grupach os6b réznigeych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi aktualnie oraz
wyniki testow istotnosci

5.2.1 Stezenie IgE u oséb z astmg a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w
momencie badania

Wsrod badanych z rozpoznang astma oskrzelowg stezenie IgE w surowicy osob zgta-
szajgcych kontakt ze zwierzetami zyjgcymi na farmie byto nizsze niz u os6b nie zgta-

szajgcych takich kontaktow (bez istotnosci statystycznej) (80,6 vs 110,7 ng/mL, p =
0,241) (ryc.5.6).
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Astmatycy = Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-1,172; p=0,241 T Min-Maks

=

IgE (ng/mL)
2

Tak Nie

Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
teraz

Ryc. 5.6 Stezenia IgE u astmatykéw w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi
aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.2.2 Stezenie IgE u oséb z atopia a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w
momencie badania

W grupie atopikéw, ktéra zadeklarowata kontakt ze zwierzetami gospodarczymi steze-
nie IgE w surowicy byto nizsze niz wsréd niedeklarujgcych kontaktu (73,4 vs 92,5

ng/mL), jednak réznica nie osigga progu istotnosci statystycznej (p = 0,172) (ryc. 5.7).

Atopicy = Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-1,367; p=0,172 T Min-Maks

IgE (ng/mL)
2

Tak Nie

Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
teraz

Ryc. 5.7 Stezenia IgE u atopikdow w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi aktu-
alnie oraz wyniki testow istotnosci

5.2.3 Stezenie IgE w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi
w momencie badania

W grupie kontrolnej stycznos¢ ze zwierzetami nie wptyneta w sposéb statystycznie
istotny na réznice stezen IgE w surowicy (34,8 vs 25,2 ng/mL, p = 0,410) (ryc. 5.8).
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Grupa kontrolna ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=0,824; p=0,410 T Min-Maks

IgE (ng/mL)
2

Tak Nie

Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
teraz

Ryc. 5.8 Stezenia IgE w grupie kontrolnej w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodar-
czymi aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.3 Stezenie IgE a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym roku zy-
cia

W catej badanej probie stezenie IgE u oséb, ktére miaty kontakt ze zwierzetami w 1.

roku zycia byto nizsze niz u badanych, ktorzy takiego kontaktu nie mieli (64 vs. 90
ng/mL; p = 0,053 > 0,05) (ryc 5.9).
Test U Manna-Whitneya o Medins

25%-75%
Z=-1,931; p=0,053 T Min-Maks

IgE (ng/ml)
2

D\

Tak Nie
Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi w 1. roku zycia

Ryc. 5.9 Stezenia IgE w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w 1. roku zycia
oraz wyniki testow istotnosci

5.3.1 Stezenie IgE u oséb z astmg a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w
pierwszym roku zycia

Wylgcznie w grupie pacjentéw z astmg kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

pierwszym roku zycia nie wptywat na stezenie IgE w surowicy (107,7 vs 106,6 ng/mL;
p =0,373) (ryc. 5.10).
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Astmatycy

® Mediana

Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-0,891; p=0.373 T Min-Maks

IgE (ng/mL)

-

N

Tak Nie
Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi
w 1. roku zycia

Ryc. 5.10 Stezenia IgE u astmatykow w grupach oséb réznigeych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi
w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.3.2 Stezenie IgE u oséb z atopig a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w
pierwszym roku zycia

W grupie atopikdw kontakt w pierwszym roku zycia ze zwierzetami zyjgcymi na farmie
korelowat z nizszym stezeniem IgE w surowicy (roznice jednak nie osiggnety wartosci
statystycznie istotnej) (81,6 vs 93,1 ng/mL p = 0,181) (ryc. 5.11).

Atopicy ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-1,338; p=0.181 T Min-Maks

Tak Nie

Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi
w 1. roku zycia

Ryc. 5.11 Stezenia IgE u atopikow w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w 1.
roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.3.3 Stezenie IgE w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi
w pierwszym roku zycia

Mediany stezen IgE na poziomie 30,1 oraz 23,8 ng/mL odpowiednio w grupie kontrol-
nej majgcej i niemajgcej kontaktu ze zwierzetami hodowlanymi nie pozwalajg stwier-
dzi¢ korelacji (p = 0,305) (ryc. 5.12).
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Grupa kontrolna ® Mediana

Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=1,026; p=0.305 T Min-Maks

IgE (ng/mL)
2

MIEiinm

Tak Nie
Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi
w 1. roku zycia

Ryc. 5.12 Stezenia IgE w grupie kontrolnej w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodar-
czymi w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.4 Stezenie IL-13 u astmatykéw, atopikow i w grupie kontrolnej

W badanej grupie 174 osob rozktad poziomu IL-13 w surowicy krwi odbiegat istotnie
od rozktadu normalnego (ryc. 5.13), dlatego podobnie jak w przypadku IgE w dalszej

analizie statystycznej korzystano ze statystyk pozycyjnych oraz testow nieparame-
trycznych.

Test K-S: d =0,291; p < 0,01; Test Lilliefors: p < 0,01
160

140
120
100

80

Liczba os6b

60

40

20

100 150 200 250 300 350
IL-13 (pg/mL)

Ryc. 5.13 Histogram wynikéw pomiaru stezenia IL-13 w surowicy krwi badanych oséb na tle rozktadu normalnego
i wyniki testéw normalnosci (Kotmogorowa-Smirnowa i Lillieforsa)

Do oszacowania wartosci odcinajgcej stezenia IL-13 rozgraniczajgcej osoby zdrowe
od oséb z astmg lub atopig wykorzystano krzywg ROC i wskaznik Youdena (ryc. 5.14,
5.15). Dla stezenia IL-13 = 7,98 pg/mL czuto$¢ testu wynosi 64,0%, swoistos¢ 55,7 %,
iloraz wiarygodnosci LR+ = 1,43.
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Ryc. 5.14 Krzywa ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IL-13 w surowicy krwi badanych osob i pole pod krzywg

AUC oraz czutos$é i swoistos¢ dla wartosci odcinajgcej IL-13 = 7,89 pg/mL
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Ryc. 5.15 Krzywe ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IL-13 w surowicy krwi 0s6b z astmg i 0s6b z atopig oraz

pola pod krzywg AUC, czutosci i swoistosci dla wartosci odcinajgcych

Wartos¢ diagnostyczna stezenia IL-13 jako testu na obecnos¢ astmy i atopii jest nie-
satysfakcjonujgca. Wprawdzie pole pod krzywg AUC jest wieksze od 0,5, ale jej 95%
przedziat ufnosci obejmuje te wartos¢ (dolna granica przedziatu ufnosci jest mniejsza
od 0,5).

Mediana stezen IL-13 w catej grupie 174 osob wynosita 10 pg/mL, kwartyl dolny 4
pg/mL, a kwartyl gorny 19 pg/mL, w grupie astmatykow byty to wartosci odpowiednio:
11 pg/mL, 6 pg/mL i 23 pg/mL, atopikéw: 11 pg/ml, 3 pg/mL, 19 pg/mL, kontrolnej: 7
pg/mL, 3 pg/mL, 15 pg/mL. (tab. 5.4). Wsréd astmatykow widoczne jest istotnie nizsze
stezenie IL-13 w grupie kobiet niz mezczyzn (7,7 vs 17,4 pg/mL), natomiast w grupie
kontrolnej osoby mtodsze miaty nizsze stezenia tej cytokiny w surowicy w poréwnaniu
z osobami powyzej 57 roku zycia (5,5 vs 9,8 pg/mL). Ponadto stezenia IL-13 u mez-
czyzn byty najwyzsze u astmatykdw, nizsze u atopikdw a najnizsze w grupie kontrolne;.
(tab. 5.5).
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Tabela 5.4 Stezenie IL-13 w surowicy w poszczegolnych grupach

Wszyscy

Stezenie w surowicy N =174 Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 ANOVA
(Astma) (Atopia) (Kontrolna) p
IL-13 (pg/mL): 0,297
M+ SD 15,8 ¥28,4 14,8 12,8 14,1 14,0 19,2 #49,9
Me [Q1; Q3] 10 [4; 19] 11 [6; 23] 11 [3; 19] 7[3; 15]
Min - Max 0,1-308 0,4 - 57 0,1-64 0,1-308

M — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; Me — mediana (50%); Q1 — kwartyl dolny
(25%); Q3 — kwartyl gérny (75%); Min — warto$¢ najmniejsza; Max — warto$¢ najwieksza; p — poziom

istotnosci analizy wariancji (ANOVA)

Tabela 5.5 Podstawowe statystyki [mediana i przedziat kwartylowy] stezenia IL-13 w surowicy krwi (pg/mL)

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Wynik
; testu
(Astma) (Atopia) (Kontrolna)
Ptec:
, 77045141 | 1161[3,9;17,3] | 7,5[6,1;14,1 | p=0,723
Kobiety
. 17,4 [9,0; 26,2] | 9,6 [3,4; 19,1] 55[1,9; 16,01 | p=0,081
Mezczyzni
Wynik testu p=0,015 p = 0,892 p = 0,463 x
Wiek:
11,2[7,2;23,1] | 12,1[3,5; 19,01 | 5,4[1,9; 15,01 | p=10,062
< 57 lat
10,3 [6,3; 17,4] | 8,0[1,9; 13,1] 9,8[6,7;18,8] | p=0,393
> 57 lat
Wynik testu p=0,630 p=0,239 p=0,030 x
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Miejsce zamieszkania:

o 12,4 [6,3; 26,2] | 13,1[3,5;19,8] | 11,1[1,9; 16,0] | p = 0,408
Wies
) 9,0[6,3;17,4] | 11,1[3,3;13,1] | 6,7[5,5;11,2] | p=0,663
Miasto
Wynik testu p=0,259 p=0,493 p=0,872 x
Mieszka w gospodarstwie rolnym:
Tak 7,2[4,5;13,3] | 13,6 [3,5;31,2] | 3,9[1,9;17,7] | p=0,454
a
Ni 12,4 [6,3; 23,8] | 11,1[3,3; 16,01 | 7,6[5,5;15,0] | p=0,168
ie
Wynik testu p=0,110 p=0,314 p =0,452 x

Badani z rozpoznang astma atopowg cechowali sie wyzszym (ale bez istotnosci staty-

stycznej) stezeniem IL-13 w surowicy w poréwnaniu z astmatykami nieatopowymi
(16,6 vs 8,6 pg/mL; p = 0,092) (ryc. 5.16, tab. 5.6).

N
(=]

IL-13 (pg/mL)
s 8

Test U Manna-Whitneya
Z=-1,687; p=0,092

Z atopia

® Mediana

Bez atopii

Astmatycy

Ryc. 5.16 Stezenie IL-13 u 0s6b z astmg atopowg i nieatopowg
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Tab 5.6 Podstawowe statystyki stezenia IL-13 w surowicy krwi 0s6b z astma atopowa i nieatopowg (pg/mL)

Z atopig Bez atopii
N =36 N =22
IL-13 (pg/mL)
M +SD 18,5 £14,3 12,2 +11,1
Me [Q1; Q3] 16,6 [7,2; 26,2] 8,6 [6,3; 14,2]
Min - Max 1,5-56,8 0,4-48,1

5.5 Stezenie IL-13 a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w momencie bada-

nia

Stezenie II-13 u 0sob, ktére miaty kontakt ze zwierzetami byto na podobnym poziomie

jak u osob, ktory takich kontaktdw nie miaty (11 vs. 10 pg/mL; p = 0,910) (ryc. 5.16).

Test U Manna-Whitneya Mediana
Z=0,113; p=0910 i

AN NN
Tak Nie
Aktualny kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi

Ryc. 5.16 Stezenia IL-13 w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi aktualnie

oraz wyniki testow istotnosci

5.5.1 Stezenie IL-13 u 0s6b z astma a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

momencie badania

Takze wsrod badanych z astmg oskrzelowg kontakt ze zwierzetami nie wptywat istot-

nie na stezenie IL-13 w surowicy (8,6 vs 9,0 pg/mL, p = 1,00) (ryc. 5.17).
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Astmatycy m Mediana

Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-0,001; p=1,000 T Min-Maks
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Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
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(=1

Ryc. 5.17 Stezenia IL-13 u astmatykéw w grupach osoéb réznigeych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.5.2 Stezenie IL-13 u 0s6b z atopig a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

momencie badania

W grupie oséb z atopig stezenie badanej cytokiny ksztattowato sie na podobnym po-
ziomie niezaleznie od raportowania przez nie kontaktu ze zwierzetami gospodar-
czymi (11,1 vs 8,1 pg/mL, p = 0,702) (ryc. 5.18).

Atopicy ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=0,383; p=0,702 T Min-Maks

®©
(=]

(=)
(=]

IL-13 (pg/mL)
ey
(=}

%]
(=]

Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
teraz

(=]

Ryc. 5.18 Stezenia IL-13 u atopikdw w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.5.3 Stezenie IL-13 w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodar-

czymi w momencie badania
Biorgc pod uwage tylko badanych z grupy kontrolnej styczno$¢ ze zwierzetami zyjg-

cymi na farmie nie miata znaczgcego wptywu na stezenie IL-13 w surowicy (4,5 vs
7,5 pg/mL, p = 0,275) (ryc. 5.19).
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Grupa kontrolna ® Mediana
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Ryc. 5.19 Stezenia IL-13 w grupie kontrolnej w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodar-

czymi aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci
5.6 Stezenie IL-13 a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym roku

zycia

Stezenie 11-13 u 0sob, ktdre miaty kontakt ze zwierzetami w 1. roku zycia byto podobne
jak u osob, ktory takich kontaktéw nie miaty (9 vs. 11 pg/mL; p = 0,681) (ryc. 5.20).

Test U Manna-Whitneya Iz\/;/dir;ga/
- 3 = N 0-75%
Z=-0411; p=0,681 T Min-Maks
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&
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w2
= 100
50
0 A=Y
Tak Nie

Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi w 1. roku zycia

Ryc. 5.20 Stezenia IL-13 w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w 1. roku zy-

cia oraz wyniki testow istotnosci

5.6.1 Stezenie IL-13 u oséb z astmg a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

pierwszym roku zycia

Wytgcznie wsrdd pacjentow z astmag stezenie IL-13 byto nizsze u badanych raportujg-
cych kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym roku zycia niz u badanych
bez takiego kontaktu, jednak réznice nie osiggnety istotnosci statystycznej (7,7 vs 14,5
pg/mL, p = 0,204) (ryc. 5.21).
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Test U Manna-Whitneya 25%-75%
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Ryc. 5.21 Stezenia IL-13 u astmatykéw w grupach osoéb réznigeych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.6.2 Stezenie IL-13 u 0os6b z atopig a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

pierwszym roku zycia

W grupie atopikdw nie wykazano zwigzku pomiedzy kontaktem z zywym inwentarzem

a stezeniem IL-13 w surowicy (8,6 vs 7,9 pg/mL, p = 0,890) (ryc. 5.22).

Atopicy ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=10,139; p=0.890 T Min-Maks
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N
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Tak
Kontakt ze zwierzgtami gospodarczymi
w 1. roku zycia

Ryc. 5.22 Stezenia IL-13 u atopikdw w grupach 0sdb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w

1. roku zycia oraz wyniki testéw istotnosci

5.6.3 Stezenie IL-13 w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodar-

czymi w pierwszym roku zycia
Wsréd badanych stanowigcych grupe kontrolng takze nie obserwowano takiej zalez-

nosci — kontakt ze zwierzetami gospodarczymi nie wptywat na stezenie IL-13 w suro-
wicy (7,5 vs 5,5 pg/mL, p = 0,400) (ryc. 5.23).
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Ryc. 5.23 Stezenia IL-13 w grupie kontrolnej w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodar-

czymi w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.7 Stezenie IL-33 u astmatykoéw, atopikow i w grupie kontrolnej
W badanej grupie 174 osob rozktad poziomu IL-33 w surowicy krwi odbiegat istotnie

od rozktadu normalnego (ryc. 5.24), dlatego w tym przypadku takze w dalszej analizie

statystycznej korzystano ze statystyk pozycyjnych i testow nieparametrycznych.

Test K-S: d=0,329; p < 0,01; Test Lilliefors p < 0,01
160

100

Liczba 0sdb

400 600 800 1000 1200
IL-33 (pg/mL)

Ryc. 5.24. Histogram wynikéw pomiaru stezenia IL-33 w surowicy krwi badanych oséb na tle rozktadu normal-

nego i wyniki testow normalnosci (Kotmogorowa-Smirnowa i Lillieforsa)

Do oszacowania wartosci odcinajgcej stezenia IL-33 rozgraniczajgcej osoby zdrowe
od oséb z astmg lub atopig wykorzystano krzywg ROC i wskaznik Youdena (ryc. 5.25,
5.26). Dla stezenia IL-33 = 46,5 pg/mL czuto$¢ testu wynosi 41,4%, swoistos¢ 81,0%,
iloraz wiarygodnosci LR+ = 2,18.

64



Astma lub atopia
Indeks Youdena = 0,22
Proponowany punkt odcigcia:
1L-33 = 46,48 pg/mL

100%

80%

60%

Czuto$é

40%

$ o
i/ Czulo§é =41,4%

0
20% B Swoistos¢ = 81,0%
o AUC = 0,611 [0,525; 0,697]

0%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

1-Specyficznosc

Ryc. 5.25 Krzywa ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IL-33 w surowicy krwi badanych osob i pole pod krzywg

AUC oraz czutosé i swoistos¢ dla wartosci odcinajgcej IL-33 = 46,5 ng/mL
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Ryc. 5.26 Krzywe ROC dla wynikéw pomiaru stezenia IL-33 w surowicy krwi 0s6b z astmg i 0s6b z atopig oraz

pola pod krzywg AUC, czutosci i swoistosci dla wartosci odcinajgcych

Wartos¢ diagnostyczna stezenia IL-33 jako testu na obecnos¢ astmy jest niesatysfak-
cjonujgca. Wprawdzie pole pod krzywg AUC jest wieksze od 0,5, ale jej 95% przedziat
ufnosci obejmuje te warto$¢ (dolna granica przedziatu ufnosci jest mniejsza od 0,5).
Stezenie IL-33 powyzej 46,5 pg/mL jest istotnym testem na obecnos¢ atopii. Pole pod
krzywg ROC wynosi AUC = 0,611, a jego dolna granica 95% przedziatu ufnosci jest
wieksza niz 0,5.

Mediana stezen IL-33 w catej badanej grupie wynosita 29 pg/mL, kwartyl dolny 16
pg/mL, a kwartyl gérny 63 pg/mL, w grupie astmatykdéw byty to wartosci odpowiednio:
32 pg/mL, 16 pg/mL i 76 pg/mL, atopikéw: 34 pg/mL, 17 pg/mL, 83 pg/mL, kontrolnej:
22 pg/mL, 14 pg/mL, 44 pg/mL. Zaréwno atopicy jak i astmatycy osiggali wyzsze ste-
zenia IL-33 w surowicy niz osoby z grupy kontrolnej, jednak nie przekroczono poziomu
istotnosci statystycznej (p =0,049) (tab. 5.7). Przy dodatkowym podziale badanej po-
pulacji na grupy zaleznie od ptci, wieku, miejsca zamieszkania obserwuje sie podobng

65



tendencje do najnizszych stezen IL-33 w grupie kontrolnej a najwyzszych w grupie
pacjentow atopowych, najbardziej zaznaczong u o0sob ponizej 57 roku zycia (p
=0,006). Biorgc pod uwage catg badang grupe nie wykazano istotnych zaleznosci po-
miedzy ptcig, wiekiem i miejscem zamieszkania (wies lub miasto) a stezeniem IL-33 w
surowicy, jednak mozna zauwazy¢ ze u badanych zamieszkujgcych w gospodarstwie
rolnym IL-33 osiggata nizsze stezenia niz u zamieszkujgcych poza nim. Natomiast
analizujgc tylko osoby mtodsze niz 57 lat obserwuje sie istotnie nizsze stezenie IL-33
w grupie kontrolnej (19,0 vs 28,9 145,9 pg/mL). U atopikow badani, ktorzy nie przekro-
czyli 57 roku zycia cechowali sie istotnie wyzszym stezeniem |L-33 w surowicy (45,9
vs 17,2 pg/mL) (tab. 5.8).

Tabela 5.7 Stezenie IL-33 w surowicy w poszczegolnych grupach

Wszyscy

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 ANOVA
N=174 (Astma) (Atopia) (Kontrolna) p
IL-33 (pg/mL): 0,049
659 %
M=% SD 50,4 *44.8 110,5 +236,1 36,8 +39,8
143,5
Me [Q1; Q3] 29 [16; 63] 32 [16; 76] 34 [17; 83] 22 [14; 44]
Min - Max 4-1171 4-173 7-1171 6-211

M — $rednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; Me — mediana (50%); Q1 — kwartyl dolny
(25%); Q3 — kwartyl gérny (75%); Min — wartos¢ najmniejsza; Max — wartos¢ najwieksza; p — poziom
istotnosci analizy wariancji (ANOVA)

Tabela 5.8 Podstawowe statystyki [mediana i przedziat kwartylowy] stezenia IL-33 w surowicy krwi (pg/mL)

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Wynik
(Astma) (Atopia) (Kontrolna) testu
Pteé:
Kobiety 31,6 [16; 76] 38,9 [23; 91] 24,2 [13; 53] p =0,237
Mezczyzni 34,1 [16; 73] 28,7 [15; 63] 20,5 [15; 37] p=0,105
Wynik testu p=0,615 p=0,520 p=0,444 x




Wiek:
<57 lat 28,9 [15; 77] 45,9 [24; 92] 19,0 [13; 42] p = 0,006
> 57 lat 33,7 [22; 76] 17,2 [9; 31] 26,9 [17; 53] p=0,154
Wynik testu p =0,466 p =0,027 p=0,294 x
Miejsce zamieszkania:
Wies 32,5 [16; 52] 35,9 [17; 62] 22,1 [13; 46] p=0,256
Miasto 31,6 [16; 79] 34,0 [19; 106] 22,2 [15; 39] p=0,215
Wynik testu p=0,944 p=0,758 p=0,987 x
Mieszka w gospodarstwie rolnym:
Tak 28,7 [14; 44] 31,4 [17; 66] 15,5 [10; 42] p=0,288
Nie 33,3 [16; 80] 34,6 [17; 91] 22,7 [16; 46] p=0,161
Wynik testu p=0,256 p=0,838 p=0,217 x
Test Kruskala-Wallisa: %ﬁz‘;’;&
H (2;174)=6,03; p=10,049 T Min-Maks
1200 =
1000
g 800
)
& 600
o
on
3 ik
200 1vs.2 2vs.3
p=1,000 p=0,049
1. Astma 2. Atopia 3. Kontrolna

Grupa

Ryc. 5.27 Stezenie IL-33 w surowicy krwi oséb w poréwnywanych grupach i wyniki testow istotnosci

Astmatycy atopowi i nieatopowi cechowali sie podobnym stezeniem IL-33 w surowicy
(39,1 vs 31,8 pg/mL; p = 0,432) (ryc. 5.26, tab. 5.9).
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. ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%

Z=-0,786; p=0,432 T Min-Maks
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Z atopig Bez atopii
Astmatycy

Ryc. 5.26 Stezenie IL-33 u astmatykow atopowych i nieatopowych

Tab 5.9 Podstawowe statystyki stezenia IL-33 w surowicy krwi oséb z astmg atopowa i nieatopowa (pg/mL)

Z atopig Bez atopii
N = 36 N =22
11-33 (pg/mL)
M +SD 53,5 +43,8 48,5 +46,0
Me [Q1; Q3] 39,1[16,1; 87,0] 31,8 [15,3; 73,9]
Min - Max 11,4 — 147,8 4,4-1725

5.8 Stezenie IL-33 a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w momencie bada-

nia
Stezenie IL-33 u 0soOb, ktore miaty kontakt ze zwierzetami byto nizsze niz u osob, ktory

takich kontaktéw nie miaty, jednak roznica ta jest nieistotna statystycznie (25 vs. 32
pag/mL; p = 0,094) (ryc. 5.28).
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Ryc. 5.28 Stezenia IL-33 w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi aktualnie

oraz wyniki testow istotnosci

5.8.1 Stezenie IL-33 u 0s6b z astma a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

momencie badania

Wyltgcznie w podgrupie astmatykéw stezenie IL-33 okazato sie by¢ podobne u oséb
zgtaszajgcych i niezgtaszajgcych kontaktow z zywym inwentarzem (31,6 vs 34,1
pg/mL, p = 0,507) (ryc. 5.29).

Astmatycy ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-0,664; p=0,507 T Min-Maks

200

IL-33 (pg/mL)
S
(=}

Kontakt ze zwierzgtami gosporarczymi
teraz

Ryc. 5.29 Stezenia IL-33 u atopikéw w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.8.2 Stezenie IL-33 u oséb z atopig a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

momencie badania
Stezenie IL-33 w surowicy atopikow byto nizsze u majgcych niz niemajgcych stycz-

nos$¢ ze zwierzetami zyjgcymi na farmie, ale bez istotnosci statystycznej (29,1 vs 38,9
pg/mL, p = 0,303) (ryc. 5.30).
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Ryc. 5.30 Stezenia IL-33 u atopikéw w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

aktualnie oraz wyniki testéw istotnosci

5.8.3 Stezenie IL-33 w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodar-

czymi w momencie badania

Obserwowano takze podobne stezenia tej cytokiny w surowicy osob z grupy kontrolnej
raportujgcych i nie raportujgcych ekspozycji na zwierzeta gospodarcze. (15,2 vs 22,6
pag/mL, p = 0,275) (ryc. 5.31).

Grupa kontrolna ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
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Ryc. 5.31 Stezenia IL-33 w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi aktualnie

oraz wyniki testow istotnosci
5.9 Stezenie IL-33 a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym roku

zycia

Stezenie 1I-33 u oséb, ktére miaty kontakt ze zwierzetami w 1. roku zycia byto na po-
dobnym poziomie jak u 0sob, ktore takiego kontaktu nie miaty (31 vs 27 pg/mL; p =
0,871) (ryc. 5.32).
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Ryc. 5.32 Stezenia IL-33 w grupach osob réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w 1. roku zy-

cia oraz wyniki testéw istotnosci

5.9.1 Stezenie IL-33 u oséb z astmg a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

pierwszym roku zycia

Wyltgcznie w grupie astmatykow kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym
roku zycia nie wptywat znaczgco na stezenie IL-33 w surowicy ( 32,1 vs 38 pg/mL; p
=0,687) (ryc. 5.33).

AStmatch ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
Z=-0,404; p=0.687 T Min-Maks
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Ryc. 5.33 Stezenia IL-33 u astmatykéw w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi

w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci

5.9.2 Stezenie IL-33 u 0so6b z atopig a kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w

pierwszym roku zycia
W grupie oso6b z atopig stezenie 1L-33 w surowicy byto na zblizonym poziomie nieza-
leznie od ich kontaktu ze zwierzetami w pierwszym roku zycia (42,4 vs 31,3 pg/mL; p

= 0,860) (ryc. 5.34).
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Ryc. 5.34 Stezenia IL-33 u atopikdw w grupach o0séb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodarczymi w

1. roku zycia oraz wyniki testéw istotnosci

5.9.3 Stezenie IL-33 w grupie kontrolnej a kontakt ze zwierzetami gospodar-

czymi w pierwszym roku zycia

W grupie kontrolnej stezenie IL-33 w surowicy oséb, ktore miaty kontakt ze zwierzetami
zamieszkujgcymi na farmie w pierwszym roku zycia nie réznito sie istotnie od stezenia
u 0séb bez takich kontaktow (23,8 vs 18,7 pg/mL; p = 0,222) (ryc. 5.35).

Grupa kontrolna ® Mediana
Test U Manna-Whitneya 25%-75%
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Ryc. 5.35 Stezenia IL-33 w grupie kontrolnej w grupach oséb réznigcych sie kontaktami ze zwierzetami gospodar-

czymi w 1. roku zycia oraz wyniki testow istotnosci
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5.10 Podsumowanie

Tabela 5.10 llorazy szans atopii dla analizowanych czynnikéw ryzyka

Surowe Skorygowane
Czynniki ryzyka atopii ORerug
95% ClI ORayd;. 95% ClI
e

Aktualny brak kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi 1,09 0,53-2,23 0.98 0,47 -2,04
Brak kontaktu ze zwierzetami gospodarczymiw 1 r.z. 1,68 086-328 1,31 0,65-2,66
Wiek do 60 r. z. 262 1,20-5,73 2,63 1,20-5,77
Pte¢ meska 1,04 055-196 092 0,48-1,77
Mieszkanie na wsi 1,04 055-196 098 0,51-1,88
Mieszkanie w gospodarstwie rolnym 1,04 052-2,09 1,08 0,53-2,20
IgE = 44,79 ng/ml 9,56 3,56-256 9,01 3,34-24,3
IL-33 =2 22,7 pg/ml 237 1,20-4,68 255 1,27-5,12
IL-13 2 11,12 pg/ml 1,48 0,73-2,99 142 0,70-2,91

Niezaleznymi predyktorami atopii okazaty sie jedynie wiek do 60 roku zycia, poziom

IgE = 44,8 ng/ml oraz IL-33 2 22,7 pg/ml. Brak kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi

w pierwszym roku zycia nie jest istotny. Wprawdzie szansa wystgpienia atopii u osob,

ktére nie miaty w pierwszym roku zycia kontaktu z zadnymi zwierzetami gospodar-

czymi jest ponad péttora razy wieksza niz u oséb, ktére w pierwszym roku zycia miaty

kontakt z jakimkolwiek gatunkiem (OR = 1,68), ale dolna granica 95% przedziatu uf-

nosci dla ilorazu szans jest mniejsza od 1, co nalezy interpretowac, ze szanse na ato-

pie sg jednakowe w obu grupach. Po skorygowaniu ilorazu szans o wiek, pte¢ i pozo-

state analizowane czynniki iloraz szans zmalat jeszcze bardziej (ORag. = 1,31).
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Ryc. 5.36 Liczba (odsetek) os6b w grupach réznigcych sie obecnosciag atopii oraz wiekiem (a), aktualnym kontak-
tem ze zwierzetami gospodarczymi (b) i kontaktem ze zwierzetami gospodarczymi w 1. roku zycia (c) i wyniki te-
stéw niezaleznosci
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U osob w wieku do 60 lat atopia wystepowata istotnie czesciej (ryc. 5.36a). Z wykresu
5.36¢ wynika natomiast, ze brak kontaktu ze zwierzetami w dziecinstwie wptywa na
wzrost przypadkow atopii, ale réznica (41,5% vs. 29,8%) nie jest istotna statystycznie
(p = 0,180). Moc testu niezaleznosci chi kwadrat wynosi 1 - B = 0,628. Aby obserwo-
wana roznica byta istotna na poziomie p < 0,05, a moc testu byta nie mniejsza niz 0,8,

licznos¢ préby powinna wynosic¢ co najmniej N = 262.

Tabela 5.11 llorazy szans astmy dla analizowanych czynnikéw ryzyka

Surowe Skorygowane

Czynniki ryzyka astmy ORerug
95% ClI ORay;. 95% ClI

e

Brak kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi 1,25 0,61-258 0,91 0,42 -1,96

Brak kontaktu ze zwierzetami gospodarczymiw 1 r.z. 1,04 053-206 092 0,34-249

Wiek powyzej 60 r. Z. 1,44 0,73-285 1,29 0,56-2,99
Pte¢ meska 1,04 055-196 1,07 0,56-2,07
Mieszkanie w mieécie 1,0+ 057-203 083 0,38-1,81
Mieszkanie w gospodarstwie rolnym 0,71 0,34-145 0,67 0,25-1,80
IgE = 93,56 ng/ml 5,83 292-11,7 590 2,72-12,8
IL-33 = 30,81 pg/ml 1,57 083-29 1,30 0,60-2,81
IL-13 2 5,4 pg/ml 214 094-486 1,75 0,71-4,31

Jedynym czynnikiem ryzyka wystgpienia astmy jest poziom IgE = 93,56 ng/ml.
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6. OMOWIENIE

Podwyzszone stezenie IgE catkowitej w surowicy jest charakterystyczne dla oséb z
atopig (1,2). W pracy wiasnej sredni poziom IgE w surowicy u osob z uprzednio stwier-
dzong na podstawie testow skornych atopig ksztattowat sie na poziomie 96 ng/ml (39,3
IU/mL), a w grupie kontrolnej 36,2 ng/ml (14,8 IU/mL), natomiast mediana wynosita
odpowiednio 88 ng/ml (38 IU/mL) i 28ng/ml (11,5 IU/mL). Wykazano, ze poziom IgE =
44,8 ng/ml (18 IU/mL) jest niezaleznym predyktorem atopii (wspotgra z atopig stwier-
dzang w STP).

Zaobserwowano takze, ze u oséb przed 60 rokiem zycia atopia wystepowata istotnie
czesciej. Dla os6b w wieku do 60 lat byto to 39,0% w poréwnaniu do 19,6% dla os6b
starszych. Podobnie w pracy Arbes i wsp. analizujgcej dane pozyskane w badaniu
NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) atopia byta najrzadsza
w grupie 255 roku zycia (34.9% versus 47,0; 51,8; 42,4% odpowiednio dla grup 6-17,
18-40, 41-54 lata) (139).

W mojej pracy wykazatam takze, ze poziom IgE rowny lub wyzszy 93,56 ng/ml (26,05
IU/mL) jest czynnikiem ryzyka wystgpienia astmy. Wedtug Burrows’a i wsp. ktorzy za-
kwalifikowali do swojego badania 2657 oséb $rednia geometryczna poziomu IgE w
surowicy u pacjentow z astmg wynosita 224 1U/mL, 117 IU/mL, 56 IU/ml odpowiednio
dla grup wiekowych 6-34 lat, 35-54 lat i >54 lat w porownaniu z grupg kontrolng odpo-
wiednio: 43 lU/mL, 26 IU/mL, 18 IU/mL (140). Obserwacje te sg zgodne z moimi wyni-
kami - stezenie IgE u astmatykéw przekracza 26,05 IU/mL, a starsi osiggajg znacznie
nizsze stezenie IgE co takze jest w zgodzie z moimi obserwacjami. W pracy Momen’a
i wsp. badani astmatycy osiggneli stezenie IgE na srednim poziomie 169.8 IU/mL, na-
tomiast grupa kontrolna 108.42 lU/mL (141). Badacze amerykanscy w 1980 roku
stwierdzili, ze IgE ponizej 80 IU/mL ma 18% badanych astmatykdw i 73% zdrowych
0s06b, podczas gdy IgE >320 IU/mL miato 55% astmatykow i jedynie 2% oso6b z grupy
kontrolnej (142). W grupie pacjentow badanych przez Borish’a i wsp. z astma ciezkg i
oporng na leczenie srednie stezenie IgE wynosito 106.6 IU/mL (143).

Zarowno u pacjentow z astmg jak i zdrowych wptyw na stezenie IgE catkowitej w su-
rowicy majg takie czynniki jak pte¢, rasa, pochodzenie etniczne, palenie tytoniu; ob-
serwuje sie takze pik u dzieci pomiedzy 8 a 12 rokiem zycia (143). W pracy wtasnej

nie stwierdzono réznic w stezeniu IgE w zaleznosci od ptci czy miejsca zamieszkania,
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natomiast w kazdej z badanych grup: kobiety, mezczyzni, mieszkancy miasta, miesz-
kancy wsi, osoby do i powyzej 57 roku zycia byta istotna statystycznie réznica pomie-

dzy astmatykami, atopikami i grupg kontrolng.

W pracy wtasnej analizowano takze czy kontakt ze zwierzetami gospodarczymi kore-
luje ze stezeniem IgE catkowitej w surowicy. Wykazano, ze stezenie to byto nizsze u
osbb, ktore taki kontakt miaty, jednak réznica stezen jest nieistotna statystycznie (74
vs. 57 ng/ml; p = 0,151). W holenderskiej pracy oceniano czy zamieszkanie w poblizu
farm ma zwigzek z atopig. Atopie, czyli stezenie IgE catkowitej powyzej 100 1U/mL
i/lub sIgE 20.35 IU/mL, stwierdzono u 29,8% posrdod 2443 badanych osob. Uczestnicy
mieszkajgcy w niewielkiej odlegtosci od farm (<327 m) mieli mniejszg szanse na atopie
w poréwnaniu z osobami mieszkajgcymi dalej niz 527 m od najblizszej farmy. Skory-
gowany iloraz szans wynosit OR = 0.79. Takze zageszczenie farm w poblizu miejsca
zamieszkania okazato sie mie¢ zwigzek z atopig (144). W przekrojowym badaniu PAR-
SIFAL przeprowadzonym w krajach Europy Zachodniej na grupie kilkunastu tysiecy
dzieci w wieku 5-13 lat wykazano, ze dorastanie na farmie wykazuje efekt ochronny
przed rozwojem atopii rozumianej jako podwyzszone stezenie IgE specyficznych dla
mieszaniny powszechnych alergenéw oddechowych i pokarmowych. Skorygowany ilo-
raz szans dla uczulenia atopowego wyniést 0,53 dla dzieci wychowujgcych sie na far-
mie w porownaniu do proby kontrolnej (145). W Polsce w ramach projektu GABRIEL
takze wyciggnieto podobne wnioski. Na grupie 2586 dzieci stwierdzono zmniejszone
ryzyko atopii (definiowanej jako podwyzszone stezenie specyficznej IgE dla alergenow
wziewnych) - skorygowany iloraz szans wynosit 0,72 (146). Jako czes¢ projektu GA-
BRIELA u 8023 dzieci w wieku od 6 do 12 lat przeprowadzono badanie majgce na celu
ocene zwigzku pomiedzy ekspozycjg na farme oraz iloScig posiadanego rodzenstwa
a poziomem IgE specyficznych (atopig). Stwierdzono, ze kontakt ze srodowiskiem go-
spodarczym jest niezaleznym czynnikiem ochronnym rozwoju atopii (147). Zwigzek
pomiedzy zyciem na farmie i kontaktem ze zwierzetami gospodarczymi a rozwojem
atopii zauwazyli takze Riedler i wsp. badajgc dzieci austriackie. Te mieszkajgce na
farmie rzadziej uzyskiwaty dodatnie wyniki testow skérnych w kierunku alergenow
wziewnych (18,8 vs 32,7%, p = 0,001). Wsréd dzieci na co dzien mieszkajgcych poza
farmg, ale majgcych regularny kontakt z zywym inwentarzem czestos¢ dodatnich te-
stéw skérnych takze byta mniejsza (13,5 vs 34,8%, p = 0,01) (148). Wiele z opisywa-
nych badan zostato przeprowadzonych w krajach Europy Zachodniej czy Srodkowej w
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regionach gdzie rolnictwo jest gtdwnym zrédtem utrzymania, a mieszkajgcy tam ludzie
trudnig sie nie tylko hodowlg zwierzat ale takze uprawa roli. Nierzadko pomieszczenia
gospodarcze i hodowlane znajdujg sie pod jednym dachem z lokalami mieszkalnymi.
Dzieci i kobiety, takze te bedgce w cigzy, czesto aktywnie uczestniczg w pracach rol-
niczych (149). We wsiach zamieszkiwanych przez uczestnikow mojego badania mate
rodzinne wielozadaniowe farmy zastepowane sg przez duze gospodarstwa nasta-
wione na jeden rodzaj dziatalnosci rolniczej, pracujg w nich nie cate rodziny ale wy-
kwalifikowani pracownicy.

W pismiennictwie mozna znalez¢ takze prace, ktorych autorzy wyciggneli wnioski nie-
spéjne z moimi. Zwigzku pomiedzy gospodarskim trybem zycia a wystepowaniem ato-
pii (rozumianej jako dodatni wynik SPT dla co najmniej jednego z badanych alergenéw
wziewnych) nie stwierdzit zespot badaczy brytyjskich. Nie wykazali oni takze w swoim
Badaniu Astmy i Alergii w Shropshire, ze ekspozycja na zwierzeta hodowlane czy spe-
dzanie czasu na zabawach w oborach i stajniach ma statystycznie istotny ochronny
wptyw na rozwdj atopii (150).

W pracy wiasnej analizowano takze stezenie IgE u os6b réznigcych sie kontaktami z
poszczegblnymi gatunkami zwierzat: krowami, Swiniami, drobiem, owcami i konmi
oraz wykonujgcych takie prace w gospodarstwie jak dojenie krow, czyszczenie stajni
czy zbieranie jajek. W zadnej z grup nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy
w stezeniu IgE u 0sob roznigcych sie czestoscig kontaktow ze zwierzetami i czynno-
Sciami w gospodarstwie rolnym (p > 0,05). Zwraca uwage, ze niewiele oséb miato
stycznos$¢ z krowami, owcami czy konmi, jedynie zajmowanie sie drobiem i zbieranie
jajek byto raportowane przez wiekszg ilos¢ badanych. Kiedy wezmiemy pod uwage
tylko te grupy, wida¢ tendencje do wyzszych stezen IgE catkowitej w surowicy osob
niezgtaszajacych kontaktu z drobiem i zbierania jaj. Gautam i wsp. badali odpowiedz
immunologiczng u oséb pracujgcych przy hodowli kurczakéw. Zakwalifikowali 29 rol-
nikdw oraz 14 pracujgcych w biurze ochotnikow dopasowanych strukturg pici i wieku.
Hodowcy kurczakéw mieli 3-razy wyzszy poziom IgE w surowicy, ale nie osiggnieto
poziomu istotnosci statystycznej. Roznica ta wynikata jedynie z duzej dysproporcji w
grupie mezczyzn, natomiast kobiety pracujgce na farmie jak i w biurze miaty zblizone
stezenia IgE. Ograniczeniem tego badania, na ktére zwracajg takze uwage jego auto-

rzy jest niewielka liczebnos¢ badanych grup. (136).
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W moim badaniu stezenie IgE u osob, ktore nie miaty kontaktu ze zwierzetami w 1.
roku zycia byto wieksze niz u osob, ktéry taki kontakt miaty, roznica stezen znalazta
sie na granicy istotnosci statystycznej (90 vs. 64 ng/mL; p = 0,053). Podobne wyniki
otrzymali Riedler i wsp. przeprowadzajgc badanie z udziatem 2618 dzieci zamieszku-
jacych obszary wiejskie Europy Zachodniej. U uczestnikow eksponowanych w pierw-
szym roku zycia na zwierzeta gospodarcze i stajnie stwierdzono znaczgco mniejsze
ryzyko atopii (okreslanej jako stezenie IgE specyficznej powyzej 3,5kU/L sIgE dla co
najmniej jednego z alergendéw powietrznopochodnych) oraz astmy. Atopie rozwineto
12-21% dzieci eksponowanych  oraz 15-33% dzieci nieeksponowanych natomiast
astme odpowiednio 1-6% oraz 6-12% (63). Takze llli i wsp. prowadzgc badania w ra-
mach projektu GABRIEL i mierzagc specyficzne IgE dla alergenéw wziewnych stwier-
dzili mniejsze rozpowszechnienie atopii wsrod dzieci zamieszkujgcych na farmie w
pierwszych latach zycia w poréwnaniu do pochodzgcych spoza farm - skorygowany
iloraz szans wynosit 0,54 (151). Pod koniec XX w. w Dani przeprowadzono badanie z
udziatem stuchaczy szkét rolniczych, sprawdzano czy dorastanie i zyjcie na farmie ma
zwigzek z mniejszym ryzykiem atopii. Poziom catkowitej IgE w surowicy byt znaczgco
nizszy u rolnikow, ktorzy spedzili dziecinstwo na farmie (IgE powyzej 100 kU/L - uzy-
skato 43% takich uczestnikéw) zaréwno w poréwnaniu z rolnikami wychowujgcymi sie
poza gospodarstwem (57%) jak i z osobami ze wsi nigdy nie mieszkajgcymi na farmie
(58%) (152). Analizujgc dane zebrane od 3229 osob w Ameryce Pdétnocnej House i
wsp. stwierdzili istotny statystycznie zwigzek pomiedzy ekspozycjg n a srodowisko go-
spodarcze w pierwszych 3 latach po urodzeniu a mniejszym ryzykiem rozwiniecia ato-
pii w dorostym zyciu (czyli w przypadku tego badania takze dodatnim wynikiem na
obecnos¢ IgE specyficznych dla co najmniej jednego z badanych alergenow). (153).
W pracy, o ktérej wspominatam w poprzednim akapicie bazujgcej na populacji holen-
derskiej zauwazono takze, ze osoby zyjgce w dziecinstwie na farmie miaty mniejszg
szanse rozwing¢ atopie niz uczestnicy mieszkajgcy w oddaleniu. (iloraz szans OR =
0.61) (143). von Hertzen i wsp. badajgc populacje Finlandii i Rosji oparte na dwdéch
pokoleniach wykazali, ze praca rodzicow dziecka na farmie w jego pierwszym roku
zycia wykazuje ochronny efekt dla rozwoju atopii. W Finlandii byt on bardziej zazna-
czony (iloraz szans OR = 0,53, p = 0,047) natomiast w Rosji na granicy istotnosci
statystycznej (OR = 0,47, p = 0,059). Rdznice tg pomiedzy krajami mozna prawdopo-
dobnie wigza¢ z duzo rzadszym wystepowaniem samej atopii w Ros;ji (154). W powyz-
szym badaniu atopia byta definiowana jako dodatni wynik punktowych testow skérnych
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(w kierunku co najmniej jednego z badanych alergendw inhalacyjnych lub pokarmo-
wych), w piSmiennictwie czasem uznaje sie badanie stezenia IgE w surowicy oraz wy-
konanie testéw skérnych za rownowazne metody diagnostyczne uczulenia atopowego
(155). Ojwang i wsp. przeanalizowali przypadki 3781 dzieci w wieku 5 lat wykorzystu-
jac wystandaryzowany kwestionariusz ISAAC (taki sam jak w badaniu, na ktérym
opiera sie moja praca) oraz mierzgc stezenie IgE specyficznego dla alergenéw pokar-
mowych i wziewnych. Nie wykazali zwigzku pomiedzy ekspozycjg na zwierzeta gospo-
darcze lub wizytami w budynkach gdzie sie je hoduje w pierwszym roku zycia a ryzy-
kiem astmy lub alergii. W tym samym badaniu wykazano, ze posiadanie psa w domu
w pierwszym roku zycia koreluje z mniejszym ryzykiem uczulenia (definiowanego jako
podwyzszone stezenie IgE przeciwko co najmniej jednemu z badanych alergendéw) w
wieku do 5 lat (156). Ekspozycja na srodowisko gospodarcze we wczesnym okresie
zycia okazuje sie mie¢ wieksze znaczenie ochronne przed rozwojem atopii. Ege i wsp.
wykazali nawet, ze najwiekszy wptyw ma ekspozycja prenatalna (157). Ochrona uzy-
skana dzieki wczesnej ekspozycji moze trwaé przez cate zycie i zmieniaé przebieg
choréb alergicznych (158,159). Takze moje badanie pozwala wyciggng¢ podobne
wnioski. Na niewielkiej grupie osob (174 osoby w porownaniu z czesto kilkutysiecznymi
grupami u innych badaczy) udato sie zblizy¢ do progu istotnosci statystycznej dla kon-
taktu w pierwszym roku zycia, natomiast dla kontaktu na pdzniejszym etapie zycia

istotnosc¢ statystyczna obserwowanej tendencji nie zostata osiggnieta.

W badaniu wikasnym sprawdzatam takze zwigzek pomiedzy kontaktem ze zwierzetami
gospodarczymi a stezeniem IgE w surowicy w poszczegoinych grupach: astmatycy,
atopicy i grupa kontrolna. Badani z atopig, ktorzy raportowali stycznos¢ ze zwierzetami
zyjacymi na farmie, zarbwno w momencie badania jak i w pierwszym roku zycia, mieli
nizsze stezenia IgE w surowicy od oséb bez takich kontaktéw, jednak réznica nie byta
istotna statystycznie (odpowiednio p = 0,169 i 0,181). Podobnej zaleznosci nie udo-
wodniono w pozostatych grupach. W dostepnym piSmiennictwie nie udato sie autorce

wyszukac¢ podobnych prac.

W badaniu wtasnym nie obserwowano réznic w stezeniu IL-13 w surowicy pomiedzy
astmatykami, atopikami a zdrowymi ochotnikami z grupy kontrolnej. Jedynie w grupie
0sOb ponizej 57 roku zycia stezenie IL-13 byto nizsze w grupie kontrolnej (mediana 5,4
pg/mL) w porownaniu z astmatykami i atopikami (mediana odpowiednio 12,2 pg/mL i

12,1 pg/mL), p = 0,062. Do podobnych wnioskéw doszedt Davoodi i wsp. takze nie

80



stwierdzajgc istotnej statystycznie roznicy pomiedzy grupg kontrolng a astmatykami
(160). Natomiast Dimitrowa i wsp. obserwowali zwigzek pomiedzy podwyzszonym
stezeniem IL-13 w surowicy a astmg oskrzelowg. Mediane stezen IL-13 u pacjentow z
astmg oskrzelowg okreslili oni na 1,08 pg/mL, a u zdrowych na 0,31, p = 0,014 (161).
Mozna podejrzewac, ze odmienne od moich wyniki tego badania sg zwigzane z inng
kwalifikacjg pacjentéw, Dimitrowa i wsp. rekrutowali jedynie osoby z astmg ciezkg i
umiarkowang, wytgczajac te z astmg tagodng. Badacze koreanscy zastosowali jesz-
cze inny sposob witgczania pacjentow do swojej pracy, wydzielili grupy osob z zao-
strzeniem astmy, bezobjawowych astmatykow oraz grupe kontrolng. Zaobserwowali,
ze poziom IL-13 byt istotnie najwyzszy posrod astmatykdw bedacych w trakcie zao-
strzenia choroby wynoszac srednio 50.85 pg/mL (162). Kalinauskaite-Zukauske i wsp.
poréwnywali zmiane poziomu cytokin u astmatykdéw uczulonych na roztocze kurzu do-
mowego i zdrowych ochotnikow po prowokacji tym alergenem. Wyjsciowe stezenie IL-
13 byto znacznie wyzsze w grupie astmatykéw (srednio 889.1 vs. 218.5 pg/mL), takze
jedynie w tej grupie obserwowano wzrost poziomu cytokiny po prowokacji alergenem
(1121.0 vs. 230.6 pg/mL) (163). Zwigzku atopii z podwyzszonym poziomem IL-13 po-
szukiwali polscy badacze. Analizujgc grupe 30 dzieci z alergig na biatko mleka kro-
wiego odkryli, ze podwyzszone stezenie IgE koreluje z podwyzszonym stezeniem IL-
13 w surowicy. Ponadto zaobserwowali ze poprawa kliniczna po 6 miesigcach od
wprowadzenia diety eliminacyjnej wigze sie ze spadkiem IL-13 (164). Duza brytyjska
kohorta pozwolita Maier i wsp. uzyska¢ dowody na zwigzek pomiedzy catkowitym po-
ziomem IgE a wariantami genu IL-13 (165). Podobne wnioski odnosnie polimorfizmu
IL-13 wyciggnieto w Dani w dwoch niezaleznych badanach (166, 167).
W pracy wtasnej stezenie IL-13 w surowicy oséb z astmg atopowg byto wyzsze niz u
badanych z astmg nieatopowg. Hussein i wsp. wyciggneli podobne wnioski dzieki ba-
daniu 480 egipskich dziewczynek, mediana stezenia IL-13 wsrdéd tych majgcych astme
atopowg wynosita 15.8 + 2.1 pg/mL natomiast u astmatyczek nieatopowych 6 + 1.4

pg/mL co byto zblizone takze do grupy kontrolnej (5.8 + 1.2 pg/ml) (168).

Kontakt ze zwierzetami gospodarczymi nie miat zwigzku ze stezeniem IL-13 u bada-
nych oséb. Zaleznosc¢ takg zauwazyli jednak Kaarid i wsp. oceniajgc profil cytokin ko-
morek jednojadrzastych krwi obwodowej u 88 4,5-letnich dzieci z finskiej kohorty PA-

STURE. Ekspozycja na stajnie z sianem byta zwigzana ze zwiekszong spontaniczng
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produkcjg IL-13, ktora to, co ciekawe, korelowata z produkcjg IFN-y. Pozwolito to wy-
ciggng¢ wnioski, ze ochronny efekt, ktéry spetnia kontakt ze srodowiskiem gospodar-
czym na rozwdj chordb alergicznych nie moze by¢ wyjasniony jedynie przez réwno-
wage pomiedzy odpowiedzig Th1- i Th2-zaleznej ale takze przez inne mechanizmy
takie jak kontrola odpowiedzi Th-2 zaleznej i zapobieganie efektom wywotanym przez
IL-13 przez komoérki T regulatorowe oraz dendrytyczne (135). W badaniu wtasnym nie
zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w stezeniu IL-13 wsrdd oséb réznigecych
sie czestoscig kontaktow z poszczegdlnymi gatunkami zwierzat i czynnosciami w go-
spodarstwie rolnym (p > 0,05). Kiedy wezmie sie pod uwage tylko osoby majgce kon-
takt z drobiem lub zbierajgce jaja mozna zaobserwowac tendencje do nizszych stezen
IL-13 w surowicy u pacjentéw zgtaszajgcych takie czynnosci. Stwierdza sie takze, ze
czesty kontakt predysponuje do nizszych stezen IL-13 niz kontakt sporadyczny. Gau-
tam i wsp. w swojej pracy dotyczgcej hodowcdw kurczakdbw wspomnianej powyzej
mierzyli takze wydzielang przez komorki jednojgdrzaste krwi obwodowej interleukine
13. Spontaniczna produkcja tej cytokiny nie réznita sie pomiedzy grupg farmeréw a
pracownikow biurowych. Po stymulacji byta znacznie wieksza, a wyrazniejszy wzrost
obserwowano w grupie nie-farmerow. (136). Wyniki tego badania sg tylko czesciowo
spéjne z moimi, wydaje sie, ze gtdbwnym problemem pozostaje zbyt mata liczba wia-
czonych oséb. Prawdopodobnie do dokfadniejszej oceny potrzebne sg dalsze badania

obejmujgce co najmniej kilkutysieczng kohorte.

W pracy wiasnej nie stwierdzono aby kontakt ze zwierzetami gospodarczymi w pierw-
szym roku zycia miat zwigzek ze stezeniem IL-13 w surowicy. Do tozsamych wnioskow
doszli Yu i wsp. ktorzy badali cytokiny komorek jednojadrzastych, co prawda krew nie
pochodzita od dzieci w pierwszym roku zycia, ale byta pozyskiwana z pepowiny w trak-
cie porodu, a ekspozycja dotyczyta kobiet bedgcych w cigzy. Nie wykazano istotnych
roznic w wydzielaniu IL-13. Noworodki mam zyjgcych na farmie ujawniaty jednak ten-
dencje do zmniejszonej sekrecji IL-13 po probie z peptydoglikanami i LPS, ale nie byta
ona istotna statystycznie. W przeciwienstwie do badania opisywanego w powyzszym
akapicie nizsza produkcja IL-13 wigzata sie ze zwiekszong produkcjg IFN-y co za tym
idzie wspoétczynnik IFN-y/IL-13 po ekspozycji komorek na PPG i LPS wzrést istotnie w
grupie kobiet zyjacych w gospodarstwie (169).

Poréwnywano takze zwigzek pomiedzy stezeniem IL-13 w surowicy u poszczegolnych

grup badanych osob: astmatycy, atopicy i grupa kontrolna a kontaktem ze zwierzetami
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w momencie badania oraz w pierwszym roku zycia. Nie stwierdzono zadnych istotnych

zaleznosci.

Stezenie IL-33 w surowicy atopikdw osiggato znaczgco wyzsze wartosci niz u astma-
tykow oraz zdrowych ochotnikéw. W pierwszej z grup wyniosto $rednio 110,5 pg/mL,
w drugiej 50,4 pg/mL, a w trzeciej 36,8 pg/mL. Stezenie IL-33 powyzej 46,5 pg/mL
okazato sie istotnym testem na obecnos¢ atopii. Do podobnych wnioskow doszli Vo-
loshyna i wsp. badajgc grupe 50 pacjentéw, w tym potowe z atopig. Uzyskali wyzsze
stezenia IL-33 w surowicy atopikéw - 106.7+95 pg/mL, niz w grupie kontrolnej -
53.4+23 pg/mL, réznica byta istotna statystycznie (170). Takze chorzy na atopowe za-
palenie skéry prezentujg wyzsze poziomy IL-33 (mediana 71,0 pg/mL) niz osoby z
pokrzywkg idiopatyczng, tuszczycg czy zdrowi (mediana 5,9 pg/mL). Ponadto IL-33
korelowata z nasileniem AZS w skali EASI (171). Istotng statystycznie zaleznosc¢ po-
miedzy stezeniem IgE a stezeniem IL-33 w surowicy potwierdzajg wyniki badan chin-
skich (172).

Liczne publikacje dowodzg zwigzku podwyzszonych pozioméw IL-33 z zachorowa-
niem na astme. W badaniach wtasnych réwniez obserwowano takg tendencje jednak
byta ona ponizej istotnosci statystycznej (p = 0,22). W pracy Momen’a i wsp. Srednia
koncentracja IL-33 w populacji astmatykow wyniosta 322,6 pg/mL i byta znaczaco wyz-
sza niz w grupie kontrolnej (139,7 pg/mL) (142).Taki sam trend obserwowali badacze
indyjscy, uzyskujgc $rednie stezenie IL-33 u astmatykéw na poziomie 79.10 +20.62
pg/ml a w grupie kontrolnej 0.51 +0.26 pg/mL (173). Ahmadi i wsp. takze wykazali, ze
stezenie IL-33 jest istotnie wyzsze w surowicy pacjentow z astmg w poréwnaniu z 0So-
bami zdrowymi (174). Bahrami Mahneh i wsp. metodg ELISA badali stezenie IL-33 w
surowicy dzieci z astmg oraz ich zdrowych réwiesnikow. Dzieci ze zdiagnozowang
astmag miaty istotnie wyzsze stezenie IL-33 (15.17 vs. 0.61 pg/mL; p = 0.028). Dodat-
kowo zaobserwowano, ze pacjentow z umiarkowang i ciezkg astmg cechowaty wyzsze
stezenia IL-33 w poréwnaniu do pacjentéow z astmg lekkg (175). Kalinauskaite-Zukau-
ske i wsp. w badaniu opisywanym powyzej mierzyli stezenie IL-33 przed i po kontakcie
z alergenem. Wyjsciowe stezenie IL-33 w surowicy byto znaczgco wyzsze w grupie
0sbb z astmg niz u zdrowych ochotnikéw i srednio wynosito odpowiednio 65.7 pg/mL
i 37.8 pg/mL, natomiast po prowokacji nie odnotowano wzrostéw w zadnej z grup
(163).
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Chociaz wszystkie opisywane badania prowadzone byly przy uzyciu metody ELISA
zwracajg uwage roznice w wartosciach stezenia IL-33, obserwuje sie nawet inne rzedy
wielkosci zaleznie od prowadzonego badania i uzytego zestawu. W Norwegii, przy
uzyciu surowic pozyskanych od astmatykow, oceniano 4 rozne zestawy do okreslania
poziomu IL-33 w surowicy metodg ELISA. Ujawniono trudnosci w wykryciu IL-33 co
ttumaczono brakiem wystarczajgcej czutosci i specyficznosci uzytych testéw, zasuge-
rowano, ze IL-33 osigga bardzo niskie stezenia w surowicy, ma rézne izoformy zwia-
zane z modyfikacjg posttranslacyjng oraz moze interferowac z takimi czynnikami jak
IL-1RL1-a co ogranicza mozliwosci badan nad tg cytoking (176).

Wykazano, ze stezenie IL-33 u 0séb ktdére majg kontakt ze zwierzetami gospodarczymi
byto nizsze niz w grupie nie majgcej takiego kontaktu i wynosito odpowiednio 25 ng/mL
i 32 ng/mL. Rdoznica nie spetnia jednak wymogow istotnosci statystycznej; p = 0,094.
Nie zaobserwowano takze istotnej statystycznie roznicy w stezeniu IL-33 wsréd osob
réznigcych sie czestoscig kontaktéw z poszczegdlnymi zwierzetami (krowy, konie,
owce, $winie, dréb) i czynnosciami w gospodarstwie rolnym (p > 0,05). Kiedy wyszcze-
golniono grupy astmatykéw, atopikow oraz zdrowych ochotnikow takze nie obserwo-
wano istotnych réznic w stezeniach tej cytokiny w surowicy zaleznie od raportowania
ekspozycji na zwierzeta gospodarcze.

Srednie stezenie interleukiny 33 w surowicy nie zalezato od kontaktu ze zwierzetami
zyjgcymi na farmach w pierwszym roku zycia, takze dla poszczegoélnych 58 osobowych
grup: astmatycy, atopicy czy grupa kontrolna nie obserwowano zadnej istotnej zalez-

Nnosci.

Otrzymane wyniki, gtdbwnie dotyczgce stezenia IgE w surowicy moga potwierdzic teze
o protekcyjnym wptywie kontaktow ze zwierzetami gospodarczymi we wczesnym okre-
sie zycia na rozwdj chordb alergicznych. Opisane badania nie potwierdzity aby taki

ochronny efekt byt mediowany poprzez IL-13 lub IL-33.

Podsumowanie

Choroby atopowe oraz astma oskrzelowa, stanowig istotny problem w praktyce klinicz-
nej. Istniejg liczne doniesienia, ze czynnikiem ochronnym dla ich rozwoju jest zycie w
Srodowisku wiejskim i kontakt ze zwierzetami gospodarczymi. Do tej pory nie udato sie
z catg stanowczoscig stwierdzi¢ jakie mechanizmy immunologiczne odpowiadajg za to

zjawisko. Poniewaz zwiekszona produkcja interleukin 13 i 33 czesto wigzana jest z

84



astmg i atopig postanowiono oceni¢ zwigzek pomiedzy ich stezeniem w surowicy a
kontaktem ze zwierzetami gospodarczymi. Dodatkowo oceniono stezenie immunoglo-

buliny E. Wedtug wiedzy autora jest to pierwsza tego typu praca w polskiej populaciji.

Chociaz badanie stezenia interleukin 13 i 33 w surowicy jest powszechnie stosowane
i analizowane w roznych jednostkach chorobowych, duzg trudnoscig wydaje sie by¢
istnienie wielu zmiennych, ktore na to stezenie mogg wptywac. W przypadku astmy
oskrzelowej wazny moze by¢ nie tylko stopieh zaawansowania choroby ale takze mo-
ment w ktérym zostata pobrana probka - czy pacjent byt w okresie zaostrzenia czy
bezobjawowym. Niestety w przypadku tej pracy nie dysponowano takimi danymi. Ana-
lizujgc dostepne pismiennictwo mozna uwazac, ze bytyby one szczegdlnie cenne w
przypadku oceny IL-13. Nalezy takze zwréci¢ uwage, ze badanie stezenia tych cytokin
w surowicy jest tylko jedng z metod oceny ich produkcji w organizmie. Dostepne pu-
blikacje niejednokrotnie wskazujg na to, ze warto zwrdci¢ uwage na ich poziom np. w
poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych czy tkance ptucnej. Duzym ograniczeniem
jest takze fakt, ze badana populacja miata niewielkg ilos¢ kontaktéw z innymi niz drob
gatunkami zwierzat gospodarczych. Przeszkodg w osiggnieciu istotnosci statystycznej
i co za tym idzie wyciggnieciu bardziej precyzyjnych wnioskéw wydaje sie by¢ zbyt
mata grupa osob wigczonych do badania. Nalezy przypuszczac, ze dalsze badania
zakrojone na szerszg skale z wiekszg liczbg uczestnikdw pozwolg jeszcze doktadniej
zbadac wptyw kontaktéw gospodarczych na stezenie IL-13 i IL-33. Nie bez znaczenia
pozostaje takze problem z samym precyzyjnym wykonywaniem pomiaréw laboratoryj-

nych. Czutos¢ i swoistos¢ dostepnych na rynku testow bywa poddawana w watpliwosc.

Jesli chodzi o ocene stezenia IgE w surowicy badanych pacjentéw udato sie wyciggna¢
wnioski spojne z bardzo licznymi publikacjami potwierdzajgcymi jej nizsze poziomy u
0s6b z kontaktem z gospodarstwem rolnym. Uzywane testy sg dobrze wystandaryzo-

wane i umozliwiajg precyzyjne pomiary.

85



7. WNIOSKI

1. Zgodnie z oczekiwaniami w badanej populacji wysokie stezenie immunoglobuliny E
wystepowato u oséb z atopig oraz astmg oskrzelowg, niezaleznie od ptci, wieku i
zamieszkania w miescie lub na wsi. Stezenia IgE w ogdlnej populacji byto wyzsze u
miodych niz starszych osob. Nizsze stezenia IgE wystepowaty u pacjentéw z astmag
oskrzelowg zamieszkujgcych w gospodarstwie rolnym, co moze potwierdzac
protekcyjny wptyw Srodowiska wiejskiego na zmniejszanie produkcji IgE u
astmatykow.

2. Tendencje do nizszych stezen IgE w surowicy obserwuje sie wsréd oséb majgcych
na biezgco stycznos¢ z zywym inwentarzem w catej badanej populacji oraz osobno w
grupie astmatykéw i atopikow, co potwierdza, ze czynnikiem ochronnym dla atopii w
Srodowisku wiejskim moze by¢ aktualny kontakt ze zwierzetami w gospodarstwie.

3. Raportowanie kontaktu ze zwierzetami gospodarczymi w pierwszym roku zycia
wigzato sie z nizszymi stezeniami IgE niz w grupie bez takiej ekspozycji, taka
zaleznos¢ nie byta jednak widoczna u pacjentow z astmg oskrzelowg, co moze
wskazywac na mniejsze znaczenie takiej ekspozycji w pierwszym roku zycia na rozwoj
astmy oskrzelowej niz samej atopii.

4. W badanej grupie nie udato sie potwierdzic istotnej réznicy stezen IL-13 w surowicy
0sOb z astma, atopig i w grupie kontrolnej, jednie wsréd mezczyzn wyzsze stezenia
IL-13 u astmatykdw niz w grupie kontrolnej byty na granicy istotnosci statystycznej. Ta
ciekawa obserwacja dotyczgca innego rozktadu stezen IL-13 u obu pitci wymaga
dalszych badan.

5. Aktualny kontakt ze zwierzetami z gospodarstwa oraz ekspozycja w pierwszym roku
zycia nie réznicowaty stezenia IL-13 w badanych podgrupach, poza nieco nizszym
stezeniem IL-13 u astmatykéw z historig kontaktu w pierwszym roku zycia w
porownaniu z astmatykami bez takiej ekspozycji, wptyw ekspozycji wiejskiej na role IL-
13 w rozwoju astmy i atopii wymagatby badan na wigkszej populaciji.

6 Stezenia IL-33 byty najwyzsze w grupie atopowej, nizsze u astmatykow i najnizsze
w grupie kontrolnej. Te rdznice byty najwyrazniej widoczne u mtodszych badanych
ponizej 57 roku. Wyniki te potwierdzajg udziat tej cytokiny w rozwoju atopii i astmy
oskrzelowej.

7. Stezenie |IL-33 w surowicy osOb zgtaszajgcych aktualny kontakt ze zwierzetami

zyjacymi na farmie byto nieistotnie nizsze niz u os6b bez takiej ekspozycji, kontakt w

86



pierwszym roku zycia nie wptywat znaczgco na réznice stezen tej cytokiny w badanych
grupach, co nie potwierdza znaczenia ekspozycji wiejskiej na produkcje tej cytokiny w

atopii i astmie oskrzelowej w badanej populacji.
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9. STRESZCZENIE

Astma oskrzelowa stanowi istotny problem kliniczny bedac jedng z najczestszych
choréb przewlektych u dzieci i mtodych dorostych. W licznych badaniach
epidemiologicznych prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat notuje sie wzrost
czestosci zachorowan nie tylko na astme ale takze inne choroby alergiczne. Ich rozwd;
i przebieg determinujg czynniki endogenne oraz egzogenne takie jak sSrodowisko zycia,
infekcje, przyjmowane leki, narazenie na alergeny. Dorastanie w gospodarstwie
rolnym i kontakt ze zwierzetami gospodarczymi, szczegdlnie w pierwszych latach
zycia, uznawane jest za czynnik protekcyjny rozwoju astmy i innych choréb
alergicznych. Regularna stycznos¢ z mikroorganizmami i endotoksynami moze
modulowac uktad odpornosciowy cztowieka chronigc przed jego nadreaktywnoscig.
Kluczowg role w patogenezie astmy i nieprawidtowej odpowiedzi uktadu
immunologicznego odgrywa subpopulacja limfocytow pomocniczych dojrzewajgcych
w kierunku odpowiedzi Th2-zaleznej i produkujgcych charakterystyczny profil cytokin
(IL-4, IL-5, IL-13) prowadzacych do wytwarzania IgE przez limfocyty B, wzrostu,
réznicowania i aktywacji eozynofiléw i mastocytéw, uwolnienia mediatoréw i w efekcie
skurczu oskrzeli. IL-13 poprzez promowanie produkcji IgE, nadreaktywnosci oskrzeli,
hipersekrecji sluzu i widknienia odgrywa dominujgcg role w rozwoju i podtrzymaniu
zapalenia alergicznego.

IL-33 jest alarming produkowang pod wptywem czynnika infekcyjnego lub srodowisko-
wego przez komorki nabtonka i srédbtonka. Nasila ona nadreaktywnosc¢ oraz stan za-
palny drég oddechowych poprzez hamowanie wrodzonej i nabytej odpornosci prze-
ciwwirusowej, hamowanie reakcji cytotoksycznej, a takze przez wptyw na komorki den-
drytyczne i komorki nabtonkowe.

Celem pracy byta ocena stezenia IgE, IL-13 i IL-33 w surowicy dzieci i dorostych z
astmg oskrzelowa, atopig i grupie kontrolnej w odniesieniu do ekspozycji na czynniki
Srodowiskowe typowe dla zamieszkania w gospodarstwie rolnym aktualnie i w
pierwszym roku zycia.

Do badania wigczono grupe 174 oséb w wieku od 9 do 75 lat, w tym 58 astmatykow,
58 atopikow i 58-osobowg grupe kontrolng. Surowice od pacjentdéw zostaty pozyskane
w 2012 roku w ramach projektu badawczego pt. Zmiany w Srodowisku wiejskim i ich
wptyw na czestoSC wystepowania chorob alergicznych na obszarach wiejskich w

Polsce. Do rozpoznania astmy i ANN uzyto wystandaryzowanych pytan z
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kwestionariusza ISAAC i ECRHS, a w dalszej czesci ankiety pozyskiwano informacje
o pacjentach i ich kontaktach ze zwierzetami gospodarczymi. Oznaczenia stezenia
parametréw immunologicznych dokonano metodg immunoenzymatyczng, a wyniki
badan ankietowych i laboratoryjnych poddano analizie statystyczne;.

Wysokie stezenie immunoglobuliny E wystepowato u oso6b z atopig oraz astmg
oskrzelowa. Tendencje do nizszych stezen IgE w surowicy obserwuje sie wsrod osob
majgcych na biezgco styczno$é ze zwierzetami gospodarczymi zaréwno w catej
badanej populacji oraz osobno w grupie astmatykéw i atopikdw. Podobna tendencja
do nizszych stezen IgE w surowicy byta obserwowana ws$réd osob raportujgcych
kontakt zywym inwentarzem w pierwszym roku zycia ale tylko w catej badanej
populacji.

Nie wykazano réznicy stezen IL-13 w surowicy osOb z astmg, atopig i w grupie
kontrolnej oraz nie potwierdzono wyptywu stycznosci ze zwierzetami zyjacymi na
farmie na stezenie IL-13 wsrdéd uczestnikow badania.

Stezenia IL-33 byty najwyzsze w grupie atopowej, nizsze u astmatykéw i najnizsze w
grupie kontrolnej. W surowicy os6b zgtaszajgcych aktualny kontakt ze zwierzetami
zyjgcymi na farmie stezenie IL-33 byto nieistotnie nizsze niz u oséb bez takiej
ekspozyciji.

Kontakty ze zwierzetami gospodarczymi, takze we wczesnym okresie zycia, mogg
mieC protekcyjny wptyw na rozwoj chorob alergicznych. Nie mozna jednoznacznie
potwierdzi¢ wptywu ekspozycji na zwierzeta gospodarcze na stezenie IL-13 i IL-33 w

surowicy.
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10. SUMMARY

Assessment of selected immunological parameters in children and

adults with atopy and asthma exposed to various environmental factors

Bronchial asthma being one of the most common chronic diseases in children and
young adults is a significant clinical problem. The increase in the prevalence of allergic
diseases, including asthma, was well documented in many epidemiological studies
over the last years. Endogenous and exogenous factors such as residential environ-
ment, infections, medications taken and exposure to allergens determine their devel-
opment and course. Growing up on farm and contact with farm animals, especially in
the first years of life, is considered to be a protective factor in the development of
asthma and other allergic diseases. Regular exposure to microorganisms and endo-
toxins can modulate the human immune system protecting against hyper-reactivity.
The crucial role in the pathogenesis of asthma and the abnormal immunological re-
sponse is played by a T helper cells maturing into Th2-dependent response and pro-
ducing a characteristic cytokine profile (IL-4, IL-5, IL-13) leading to IgE production by
B lymphocytes, growth, differentiation and activation of eosinophils and mast cells, re-
lease of mediators and as a consequence bronchospasm.

IL-13 by promoting IgE production, bronchial hyper-reactivity, overproduction of mucus
and fibrosis plays a predominant role in development and maintenance of allergic in-
flammation.

IL-33 was shown to act as an epithelial and endothelial alarmin in allergic and inflam-
matory diseases produced after the contact with infectious or environmental factor.
Inhibiting antiviral immunity and the cytotoxic reaction and affecting dendritic and epi-
thelial cells IL-33 enhances hyperresponsiveness and airway inflammation.

The aim of the study was to evaluate IgE, IL-13 and IL-33 serum level in people with
bronchial asthma, atopy and in control group depending on their exposure to farm an-
imals currently and in the first year of life.

174 people including 58 asthmatics, 58 atopics and 58 controls were enrolled to this
study, age range 9 to 75. Sera from patients were obtained in 2012 as a part of the
research project Changes in the rural environment and their impact on the prevalence

of allergic diseases in rural areas in Poland.
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For the diagnosis of asthma and AR, standardized questions from the ISAAC and EC-
RHS questionnaires were used, further information about patients and their contacts
with farm animals was also obtained in the questionnaire. To evaluate immunological
parameters serum levels the enzyme linked immunosorbent assays was performed,
the results of the questionnaire and laboratory tests were analyzed statistically.

High levels of immunoglobulin E were characteristic for patients with atopy and bron-
chial asthma. Among people having present contact with farm animals, both in the
entire study population and separately in the groups of asthmatics and atopics, ten-
dency to lower serum IgE levels was observed. A similar tendency to lower serum IgE
levels, but only in the entire study population, was observed among people reporting
contact with livestock in the first year of life.

There was no difference in serum IL-13 levels in patients with asthma, atopy and con-
trols, and no effect of exposure to farm animals on the concentration of IL-13 among
the participants was found.

IL-33 levels were highest in the atopic group, lower in asthmatics, and lowest in the
control group. Participants reporting current contact with farm animals were likely to
have insignificantly lower IL-33 serum level in the comparison to people without such
exposure.

Exposure to livestock, also early in first years of life, may have a protective effect on
the development of allergic diseases. Correlation between IL-13 and IL-33 serum lev-

els and contact with farm animals is unclear.
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