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Wykaz najwazniejszych skrotow

AIT (allergen immunotherapy) — immunoterapia alergenowa

ANN - alergiczny niezyt nosa

ARIA — Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma

aslgE — alergenowo-swoiste IgE

AUC (area under ROC curve) — pole pod krzywa ROC

AZS — atopowe zapalenie skory

BAT (basophil activation test) — test aktywacji bazofila

CD (cluster of differentiation) — antygen réznicowania komorkowego
CRD (component resolved diagnostics) — diagnostyka komponentowa
D. farinae — Dermatophagoides farinae

D. pteronyssinus — Dermatophagoides pteronyssinus

EAACI — European Academy of Allergology and Clinical Immunology
EDTA — wersenian sodu

FceRI (Fc epsilon RI) — receptor o wysokim powinowactwie dla immunoglobuliny E
FDEIA (Food-dependent exercise induced anaphylaxis) — anafilaksja zalezna od pokarmu
indukowana wysitkiem

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny

FSC (forward scatter) — rozproszenie $wiatla w kierunku do przodu
GA(2)LEN — Global Allergy and Asthma European Network

HDM (house dust mite) — roztocze kurzu domowego

IgE — immunoglobulina E

IL — interleukina

K — kurtoza

LAR (local allergic rhinitis) — lokalny alergiczny niezyt nosa

M - érednia arytmetyczna

Maks. — warto§¢ maksymalna

Me — mediana

Min. — warto$¢ minimalna

OFC (oral food challenge) — doustna préba prowokacyjna

PAF (platelet-activating factor) — czynnik aktywujacy ptytki

PE — fikoerytryna

POCHP - przewlekta obturacyjna choroba phuc

PTS — punktowe testy skorne

Q1 — kwartyl pierwszy



Q3 — kwartyl trzeci

ROC (Receiver Operating Characteristic) — krzywa ROC
S — wspdltczynnik skosnosci

SD — odchylenie standardowe

SSC (side scatter) — rozproszenie $wiatta w kierunku prostopadtym

WAO — World Allergy Organization



1. Wstep

1.1. Choroby alergiczne

Choroby alergiczne stanowig globalny problem XXI wieku. S3a chorobami
cywilizacyjnymi o najwczesniejszym poczatku sposrod wszystkich pozostatych schorzen.
Szacuje sie, ze okoto 30—40% $wiatowej populacji jest dotknieta co najmniej jedng choroba
alergiczna, co wigze si¢ z ogromnymi kosztami spotecznymi i ekonomicznymi [1].

Choroby alergiczne czgsto sg bagatelizowane, tymczasem ich nastepstwa maja wymiar
wielonarzagdowy [2]. Zwykle dotycza skory i1 btony §luzowej nosa oraz oskrzeli, jednak
w niektérych przypadkach reakcja nadwrazliwo$ci moze przyjmowaé charakter
systemowy i potencjalnie zagraza¢ zyciu. Choroby alergiczne to takze utracone godziny
pracy i nauki oraz nizsza jako$¢ zycia. Aktualnie istnieje potrzeba precyzyjnej
diagnostyki, ktora w kazdym przypadku nie tylko pozwoli na ustalenie alergenu
sprawczego, ale rowniez umozliwi ocen¢ rokowania i ryzyka zwigzanego z danym
uczuleniem, a tym samym podje¢cie odpowiedniej profilaktyki oraz zastosowanie
spersonalizowanej terapii (np. immunoterapii alergenowej). Tymczasem, pomimo
wdrozenia w ostatnich latach diagnostyki komponentowej (CRD-component resolved
diagnostics), zadna z dostepnych metod nie oferuje 100% czutosci i swoistosci. Obecnie
duze nadzieje budzi test aktywacji bazofila (BAT — basophil activation test), ktory nie
tylko charakteryzuje si¢ znacznym profilem bezpieczenstwa, zwlaszcza w poroéwnaniu do
metod ,,in vivo”, ale stosowany jest w przypadkach, ktore nie moga by¢ rozwigzane przy

pomocy standardowej diagnostyki.

1.1.1. Patofizjologia i klasyfikacja chorob alergicznych

Termin ,alergia” zostal wprowadzony po raz pierwszy w 1906 roku przez
wiedenskiego pediatre Clemensa von Pirqueta. Powstal ze ztozenia dwoch greckich stow:
allos (inny) 1 ergos (reakcja). W tym kontekscie alergia zostala zdefiniowana jako
nadmierna, nieprawidtowa reakcja uktadu immunologicznego na zetknigcie z obcym
antygenem, zazwyczaj nieszkodliwym dla oséb zdrowych [3].

Pojecie alergii nalezy rozr6zni¢ od nadwrazliwosci. Poczatkowo oba terminy byty
stosowane zamiennie. Zgodnie z obecng nomenklatura, podkresla si¢, ze nadwrazliwos¢
ma wymiar duzo szerszy (moze by¢ alergiczna i niealergiczna), a alergia jest tylko

jednym z jej mozliwych mechanizmoéw [2]. Nawigzujac do klasycznego podziatlu reakcji



alergicznych dokonanej w 1968 roku przez Philipa Gella i Roberta Coombsa, alergia
zasadniczo odpowiada nadwrazliwosci typu I. Wspomniana klasyfikacja, cho¢ obecnie
ma juz znaczenie historyczne, nadal jest stosowana. Charakterystyke wszystkich czterech
typoéw nadwrazliwosci przedstawiono ponizej:

— typ I — natychmiastowy. Objawy wyste¢puja zwykle ok 15-20 min po ekspozycji na
alergen sprawczy. Reakcja jest konsekwencja IgE-zaleznej aktywacji 1 degranulacji
komorek efektorowych — mastocytow i bazofilow oraz uwolnienia mediatoréw,
przede wszystkim histaminy. W pdznej fazie reakcji alergicznej uczestnicza réwniez
eozynofile, ktére zapewniajg rekrutacje komorek nacieku zapalnego.

— typ Il — cytotoksyczny. Mediatorami reakcji sg przeciwciata IgM lub IgG,
podstawowe znaczenie ma rowniez uktad dopetniacza. Objawy rozwijaja si¢ od
kilku minut do kilku godzin. Antygen jest wewnatrzpochodny lub jest haptenem,
ktéry taczac si¢ z wielkoczasteczkowym biatkiem nabywa cech antygenowych. W
przebiegu reakcji dochodzi do opsonizacji i lizy komodrek glownie w wyniku
aktywacji dopetniacza.

— typ Il — zwigzany z powstawaniem kompleksow immunologicznych. Istotg reakcji
jest powstawanie rozpuszczalnych komplekséw przeciwcial, gtéwnie klasy IgG, z
antygenami zewnatrz lub wewnatrzpochodnymi, ktére odktadaja si¢ w tkankach
oraz aktywuja uktad dopeliacza i indukuja proces zapalny. Objawy zwykle
rozwijaja si¢ od 3 do 10 godzin od ekspozycji na antygen.

— typ IV — komérkowy (opdzniony). W przebiegu reakcji dochodzi do odpowiedzi
komorkowej, w ktorej kluczowe znaczenie odgrywaja swoiste dla antygenu
limfocyty T. Charakterystyczny naciek oraz uszkodzenie tkanek sg efektem
dziatania cytokin uwolnionych z makrofagdw oraz monocytow oraz stymulacji
limfocytow cytotoksycznych. Objawy maja maksymalne nasilenie po ok. 48 h [3].

W 2001 roku EAACI (European Academy of Allergology and Clinical Immunology)

dokonala rewizji dotychczasowej nomenklatury 1 zaproponowata uproszczong
klasyfikacj¢ reakcji alergicznych z podziatem na alergie IgE-zalezng oraz IgE-niezalezna.
Reakcje nie mediowane przez IgE podzielono na te, ktore sg inicjowane przez mechanizm
zalezny od przeciwciat lub w ktorych dominuje odpowiedz komodrkowa.
Immunoglobuliny, ktére uczestniczag w reakcjach IgE-niezaleznych nalezg przede
wszystkim do klasy IgG jak np. w chorobie posurowiczej (III typ reakcji wg podziatu

Gella i Coombsa). Przyktadem reakcji, nie mediowanej poprzez IgE, w ktorej odpowiedz



na antygen wynika z zaangazowania odpowiedzi komorkowej (limfocytéw T) jest z kolei
kontaktowe zapalenie skory, odpowiadajace IV typowi reakcji wg podziatu Gella i

Coombsa) [2].

1.2. Alergiczny niezyt nosa

ANN (alergiczny niezyt nosa) jest jedng z najcze$ciej wystepujacych chordb na
$wiecie. Szacunkowo dotyczy 10-40% populacji ogélnej, przy czym w samej Europie
choruje 17-28,5% dorostych [4]. Jak wskazuja ostatnie doniesienia, czgstos¢ ANN
niezmiennie rosnie, w tym takze na obszarach gdzie dotychczas jego wystepowanie byto
niskie. ANN jako schorzenie czesto jest pomijany, gdyz nie wigze si¢ ze znaczng
$miertelnoscia, ani z ryzykiem hospitalizacji. Tymczasem nasilone objawy niezytu nosa,
nierzadko rowniez z towarzyszacym zapaleniem spojowek, obnizaja jakos$¢ zycia,
wptywaja na funkcje poznawcze, zmniejszaja produktywno$¢ w pracy, stanowigc tym
samym istotny problem zdrowotny. Ponadto ANN, zwlaszcza z towarzyszacym
uczuleniem na alergeny caloroczne, wiaze si¢ ze zwigkszeniem ryzyka wystagpienia astmy
oraz wptywa znaczgco na jej kontrole [4, 5, 6].

ANN jest objawowg chorobg zapalng tego narzadu, rozwijajaca si¢ na tle alergii IgE-
zaleznej. Objawy niezytu nosa wystepuja po ekspozycji na okreslony alergen, w stosunku
do ktérego zostaly wytworzone swoiste przeciwciala IgE [5]. Glownymi alergenami
wziewnymi indukujacymi ANN sg pytki roslin (w Polsce glownie traw, chwastow, zboz
uprawnych i1 drzew) roztocze kurzu domowego, stanowigce najczestszg przyczyne
przewlektego niezytu nosa, a takze grzyby plesniowe 1 biatka zwierzece [7].

Zgodnie z wytycznymi ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma),
w zalezno$ci od czasu trwania objawow, ANN mozna podzieli¢ na okresowy alergiczny
niezyt nosa (trwajacy ponizej 4 dni w tygodniu lub ponizej 4 tygodni w roku) i przewlekty
(trwajacy powyzej 4 dni w tygodniu i powyzej 4 tygodnie w roku). Z kolei ze wzgledu
na stopien nasilenia objawow wyrézniamy ANN tagodny 1 umiarkowany lub cigzki. Do
glownych symptomow ANN naleza: wyciek wodnistej wydzieliny z nosa, napadowe
kichanie, niedrozno$¢ nosa (charakterystyczne dla przewleklego ANN), $wiad nosa,
roOwniez czesto z towarzyszacym swigdem spojowek [6].

Rozpoznanie opiera si¢ na danych uzyskanych z wywiadu skonfrontowanych
z badaniami dodatkowymi — przede wszystkim PTS (punktowe testy skorne), ktore

stanowig tzw. ,,ztoty standard” lub oznaczeniem ste¢zenia asIgE (alergenowo-swoiste IgE)



w surowicy [5]. Aktualnie szeroko stosowane metody diagnostyczne nie zawsze jednak
pozwalaja na identyfikacje alergenu sprawczego. Szacuje si¢, ze nawet 47-62,5%
pacjentdw z ujemnymi wynikami PTS oraz nieobecnos$cig asIgE w surowicy cierpi na tzw.
lokalny ANN — LAR (local allergic rhinitis). Jest to zwigzane z wystgpowaniem asIgE
wylacznie w blonie sluzowej i wydzielinie z nosa i ich niemoznoscig wykrycia w surowicy
oraz w obrebie skory [8]. LAR jest jednym z wielu przyktadow sytuacji klinicznych w
dziedzinie alergologii, ktory generuje trudnosci diagnostyczne. Stanowi dowod, ze nadal
istnieje potrzeba aktywnego poszukiwania nowych rozwigzan i metod, ktore w kazdym

przypadku pozwola na postawienie prawidlowego rozpoznania.

1.3. Alergeny roztoczy kurzu domowego

Alergia na roztocze kurzu domowego (HDM — house dust mite) ma kluczowe
znaczenie dla rozwoju przewlektego ANN oraz astmy oskrzelowej o podtozu IgE-
zaleznym [4, 9, 10]. Oba schorzenia nierzadko wspotistniejag ze sobg. Czestosc
wystepowania alergii na roztocze szacuje si¢ na okolo 50% wsrdd chorych na astme
oskrzelowa, co odpowiada okoto 1-2% §wiatowej populacji [11].

Jak wiadomo, przewlekle alergiczne zapalenie drog oddechowych w wigkszosci
przypadkow jest warunkowane zaburzeniem rownowagi odpowiedzi immunologicznej w
kierunku komorek Th2, ktore wytwarzaja charakterystyczny profil cytokin czyli IL-4, IL-
51 IL-13 (interleukina 4, 5 i 13). Cytokiny zalezne od limfocytéw Th2 odpowiadaja za
proces przetgczania klas przeciwcial w limfocytach B, co prowadzi do zwigkszonej
syntezy, swoistej w stosunku do alergenu, immunoglobuliny IgE oraz promocji zapalenia
w drogach oddechowych [3].

W przypadku alergii na roztocze mamy do czynienia z dodatkowym wzmocnieniem
odpowiedzi immunologicznej typu Th2. Alergeny roztoczy, majac wlasciwosci
proteolityczne, z tatwos$cig przenikaja do nabtonka drog oddechowych niszczac biatka
scistych potaczen migedzykomorkowych 1 wtornie torujg droge przez przerwang barierg
nabtonkowg innym alergenom. Proteazy stymuluja uwalnianie IL-6, IL-8 oraz czynnika
stymulujacego wzrost granulocytow i makrofagéw (GM-CSF), ktore dziatajg prozapalnie
oraz hamujg odpowiedz Th1. Udowodniono réwniez, ze proteazy Der pl (alergen gtowny
roztoczy gatunku Dermatophagoides pteronyssinus) maja zdolnos$¢ rozszczepiania biatek
SP-A i SP-D, ktoére tworza ochronny surfaktant pluc. Surfaktant ptucny bierze gtownie

udzial w opsonizacji patogendéw, ale wykazano, ze jest rowniez zdolny do wigzania



alergenow, zaklocajac tym samym ich konsolidacje z IgE [11, 12]. Szczegotowy
mechanizm odpowiedzi immunologicznej w stosunku do alergendow roztoczy

przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Wphw alergenow HDM na wzmocnienie odpowiedzi alergicznej Th2 z uwzglednieniem
fazy wezesnej i poznej reakcji alergicznej

1. Interakcja alergenow z nablonkiem oddechowym prowadzi do uwolnienia alarmin:
1L-33, IL-25 oraz TSLP (limfopoetyna zrebu grasicy), ktore wplywajg na roznicowanie
naiwnych limfocytow T w kierunku komorek Th2 oraz aktywujq wydzielanie cytokin IL-4,
IL-5iIL-13.

2. Inhalowane alergeny HDM dzigki posiadanej aktywnosci proteolitycznej, degradujg
szczelne polgczenia miedzykomorkowe i przenikajq do nablonka drog oddechowych.
Nastepnie sq wychwytywane przez komorki dendrytyczne i prezentowane naiwnym
limfocytom T.

3. Dochodzi do polaryzacji odpowiedzi immunologicznej w kierunku limfocytow Th2
i wydzielania cytokin IL-4, IL-5 i IL-13. Cytokiny indukujq zjawisko przelgczania klas na
rzecz syntezy przez limfocyty B immunoglobuliny IgE.

4. Alergenowo swoiste IgE sq wigzane na powierzchni mastocytow i bazofilow. Zwigzanie
alergenu z dwoma czgsteczkami IgE, ktore sq zakotwiczone w blonie komorkowej poprzez
FceRI prowadzi do degranulacji komorek z uwolnieniem mediatorow reakcji alergicznej.
Proteazy HDM dodatkowo wzmacniajq efekt degranulacji poprzez oddziatywanie na
komorki miesni gladkich (wzmagajq ich kurczliwoscé).

5. Stata ekspozycja na alergeny HDM podtrzymuje cigglq produkcje przeciwcial IgE oraz
utrzymuje proces zapalny w drogach oddechowych. Dodatkowo IL-5 wydzielana przez
limfocyty Th2 aktywuje oraz mobilizuje ze szpiku kostnego eozynofile. Eozynofile
uwalniajq prozapalne mediatory przyczyniajqce si¢ do rozwoju przewlekltego zapalenia
drog oddechowych oraz remodelingu oskrzeli.

6. Proteazy HDM indukujq proces dojrzewania fibroblastow, proliferacji miesni gladkich,
dodatkowo pogiebiajgc proces przebudowy drog oddechowych [3, 12].
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Przytoczone zjawiska immunologiczne przekladaja si¢ na okreslone konsekwencje
kliniczne. Jak wskazuja badania, w przypadku wystepowania astmy ci¢zkiej, duzo
czeSciej stwierdza si¢ wspolistniejacg alergie na roztocze kurzu domowego
w porOwnaniu z astmg poddajaca si¢ kontroli [9]. Wiadomo rowniez, ze oprécz
czynnikdw genetycznych, uczulenie na roztocze kurzu domowego we wczesnym
dziecifstwie (ponizej 5 roku zycia), jest jednym z silnych predyktorow wystapienia
astmy oskrzelowej w przysztosci [13].

Obecnie znanych jest kilkadziesigt gatunkow roztoczy, jednak najczesciej
spotykanymi s3 Dermatophagoides pteronyssinus oraz Dermatophagoides farinae.
W dalszej kolejnosci nalezy wymieni¢ Euroglyphus maynei, Blomia tropicalis,
Chortoglyphus arcuatus i Lepidoglyphus destructor, ktore jednak wykazujg znaczne
zroznicowanie co do wystepowania w zalezno$ci od warunkow $rodowiskowych
1 klimatycznych, przy czym wilgotnos¢ ma tutaj zasadnicze znaczenie [11].

Alergeny roztoczy kurzu domowego (dotychczas zidentyfikowano az 38) kwalifikuje
si¢ wedle profilu molekularnego do poszczegolnych rodzin biatek [11, 14]. Grupe
pierwszg stanowig proteazy cysteinylowe, w sktad ktorych wchodza gléwne alergeny
roztoczy (czyli takie, na ktdre reaguje wigkszos¢ pacjentéw z alergia na HDM) — Der p 1
i Der f 1. Ich wptyw na uktad immunologiczny oméwiono powyzej. Grupg druga tworza
biatka nalezace do rodziny MD-2-like lipid-binding proteins (biatka wigzace lipidy),
zawierajace molekuly, bedace réwniez gldownymi alergenami roztoczy — Der p 2 1 Der f
2. Podobnie jak grupa pierwsza, indukuja odpowiedz Th2 zalezna, ponadto majg zdolno$¢
aktywacji receptorow TLR 2 i TLR 4 (Toll-like receptors) w obrebie komorek
dendrytycznych i wptywajg na uwalnianie TNFa (tumor necrosis factor a), ktory rowniez
jest zwigzany z przewleklym procesem zapalnym. W ponad 90% alergia na roztocze
kurzu domowego dotyczy proteaz cysteinowych Der p 1, Der f 1 oraz rodziny bialek
wigzacych lipidy i molekut Der p 2, Der £2. Oprocz tego, najwigksze klinicznie znaczenie
maja nastgpujace alergeny: Der p 23 nalezacy do grupy biatek wigzacych chityne, Der p
7 z grupy profilin, wykrywany nawet u 50% pacjentoéw z jawng klinicznie alergig na
roztocze oraz Der p 10 — panalergen z grupy tropomiozyn, wykazujacy reaktywnos¢
krzyzowa z innymi bezkr¢gowcami (znaczna homologia z krewetka — Pen a 1) i
stwarzajacy ryzyko wystapienia reakcji systemowej [11, 12]. Warto tez wspomnie¢, ze
oprocz rodziny proteaz cysteinylowych, potencjat proteolityczny wykazuja rowniez inne
alergeny roztoczy kurzu domowego, gléwnie te, nalezace do proteaz serynowych (w ich

sktad wchodzg proteazy trypsynopodobne, chymotrypsynopodobne i kolagenolityczne)
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[12]. Tak znaczna ilo$¢ alergenow, ktora posiada wlasciwosci enzymatyczne, ponadto
promocja i wzmocnienie odpowiedzi limfocytow Th2, przektada si¢ na niezwykle wysoki
potencjat alergizujacy HDM, czynigc alergi¢ na roztocze ogromnym ci¢zarem dla

systemu opieki zdrowotne;.

1.4. Diagnostyka ,,in vivo” chordb alergicznych. Punktowe

testy skorne

Punktowe testy skorne sa obecnie ,.ztotym standardem” w diagnostyce chordb
alergicznych. Ich zaleta jest wysoka czuto$¢ 1 swoistos¢, szybkos¢ wykonania oraz niskie
koszty [15]. Metode po raz pierwszy opracowat w 1865 roku Charles Blackley, uzyskujac
odczyn alergiczny na skorze poprzez jej kontakt z pylkami traw, po wcze$niejszym
naktuciu naskorka lancetem [16].

Podstawag do wykonania PTS jest podejrzenie nadwrazliwosci typu l
(natychmiastowej). Nalezy jednak pamigtac, ze nawet do 30% populacji ma dodatnie
testy skorne, przy czym nie zawsze zglasza objawy choroby alergicznej. W zwigzku
z tym, istota zarowno planowania jak i interpretacji wynikow PTS powinien by¢
szczegbtowy wywiad. Ponizej w tabeli 1. przedstawiono sytuacje kliniczne, ktore

stanowig wskazanie do przeprowadzenia PTS [15].

Tabela 1. Ogdlne wskazania do przeprowadzenia PTS [15]

Podstawowe wskazania do wykonania punktowych testow skornych

Astma oskrzelowa

Niezyt nosa/ niezyt nosa i spojowek

Podejrzenie alergii pokarmowej

Podejrzenie alergii na leki

Podejrzenie choroby zawodowe;j

Atopowe zapalenie skory (alergeny powietrznopochodne)

Ostra pokrzywka i obrzek naczynioruchowy

Zasada PTS opiera si¢ na wprowadzeniu alergenu tuz pod bton¢ podstawng naskorka
1 aktywacji wystepujacych w skorze mastocytow. Na powierzchni komoérek tucznych
znajduja si¢ receptory o wysokim powinowactwie dla immunoglobuliny E, FceRI.
Interakcja z prowokujacym alergenem, prowadzi do mostkowania dwoch czasteczek IgE

oraz w efekcie do degranulacji mastocytow z uwolnieniem mediatoréw reakcji

12



alergicznej, przede wszystkim histaminy, ale rowniez leukotrienow, prostaglandyn oraz
cytokin prozapalnych (rycina 2) [3]. Kliniczng manifestacja aktywacji komorek tucznych

jest powstanie babla, ktory nastepnie podlega weryfikacji 1 pomiarom [15].

AR
‘-s.a‘czs:
= Alergen

aslgE

Mastocyt

® &

e & 8 e
P & @
' @\—"‘80%@‘ ®
& - Pegranulacja
]

Rycina 2. Degranulacja komorki tucznej

Oprocz niewatpliwych zalet, PTS maja rowniez swoje wady i1 ograniczenia. Jednym z
najbardziej istotnych probleméw jest konieczno$¢ odstawienia przed badaniem lekow
mogacych dziata¢ supresyjnie na odpowiedz natychmiastowg w obrebie skory (np. lekow
antyhistaminowych, trojpierscieniowych lekéw antydepresyjnych, inhibitorow
kalcyneuryny). Ponadto, w niektorych przypadkach jak np. w alergii pokarmowej, alergii
na leki, czy LAR, czutos¢ PTS moze nie by¢ wystraczajaca do postawienia
jednoznacznej, prawidlowej diagnozy [8, 15]. W takich sytuacjach i1 przy silnym
podejrzeniu IgE-zaleznego mechanizmu zglaszanych dolegliwosci, konieczne jest

zastosowanie innych metod diagnostycznych.

1.5. Diagnostyka ,,in vitro” chorob alergicznych. Oznaczenie
aslgE

W ostatnich latach ro$nie znaczenie diagnostyki choréb alergicznych opartej na
metodach ,,in vitro”. Dynamiczny rozwoj tej dziedziny zapewnila w szczegdlnosci

mozliwos¢ definiowania komponent alergenowych. W poréwnaniu z diagnostyka ,,in
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vivo”, niewatpliwymi zaletami metod laboratoryjnych sa ograniczenie ekspozycji
na alergeny, brak konieczno$ci odstawiania lekow, ktore potencjalnie moglyby wptynaé
na wyniki, mozliwo$¢ wykonania testow nawet u matych dzieci [15].

Poczatki diagnostyki ,,in vitro” siggajg drugiej potowy XX wieku, kiedy japonscy
naukowcy — matzenstwo Teruko i Kimshige Ishizaka opisali przeciwciato — tzw. reaging
(p6zniej nazwane przeciwciatem YE), odpowiedzialne za zjawisko biernego przeniesienia
alergii typu I (test Prausnitza-Kiistnera — PK) [17-19]. Rownolegle, szwedzcy naukowcy,
Johansson 1 wsp. odkryli nowe atypowe biatko szpiczaka, ktérego nie mozna bylo
woweczas zidentyfikowac jako zadnej ze znanych klas immunoglobulin: tj. jako IgG, IgM,
IgA lub IgD [20]. Ostatecznie jako efekt dziatan obu grup badawczych ustalono
tozsamos$¢ reaginy jako nowego izotypu przeciwciala i nazwano je immunoglobuling IgE
[21].

Poczatkowo oznaczenie calkowitego IgE wydawalo si¢ najprostsza metoda do
identyfikacji o0s6b z nadwrazliwo$cia IgE-zalezng. Podwyzszone ste¢zenie IgE
w surowicy moze jednak wystepowa¢ w wielu schorzeniach, co przedstawiono
w tabeli 2. Istotny problem stanowi rowniez niezwykle krotki okres poéttrwania
(ok.2 dni) IgE oraz znaczaca dysproporcja pomigdzy tkankowa depozycja
immunoglobuliny IgE, ktora wigze si¢ z receptorami FceRI na powierzchni mastocytow

1 bazofilow, a jej stezeniem w postaci wolnej [22, 23].

Tabela 2. Przyczyny podwyzszonego IgE catkowitego w surowicy [15, 22]

Przyczyny podwyzszonego IgE w surowicy

Choroby alergiczne

Choroby pasozytnicze

Choroby skory: pecherzyca, tuszczyca, tysienie plackowate

Pierwotne niedobory odpornosci: zespot Wiskotta-Aldricha, zespot Hioba, zespot Omenna,
zesp6t DiGeorge'a, zespot IPEX (immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy,
X-linked), zesp6t Comela-Nethertona

Nowotwory: chtoniak Hodgkina, szpiczak IgE

Infekcje bakteryjne i wirusowe: mononukleoza zakazna, gruzlica

Alkoholowa marsko$¢ watroby

Zespot nerczycowy

Alergiczna aspergiloza oskrzelowo-ptucna
AIDS

Sroédmigzszowe zapalenie nerek
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W 1967 roku Wide i wspotautorzy po raz pierwszy opisali metod¢ pozwalajaca na
oznaczenie st¢zenia immunoglobuliny IgE przeciw konkretnym alergenom czyli
alergenowo swoistych IgE [23, 24]. Jest to obecnie obok PTS podstawowy test
diagnostyczny pozwalajacy na okreslenie wystgpowania nadwrazliwosci IgE-zalezne;.
Obecnos$¢ przeciwciala IgE swoistego dla testowanego alergenu w surowicy identyfikuje
uczulone osoby, przy czym rozpoznanie alergii moze by¢ postawione tylko wowczas,
kiedy dodatni wynik jest zgodny z obserwowanymi objawami klinicznymi [15].
Poczatkowo oznaczenie asIgE bylo wykonywane technika radioimmunoadsorpcji
(RAST). Obecnie odbywa si¢ to z zastosowaniem metod radioimmunologicznych lub
immunoenzymatycznych. Ogolna idea testu opiera si¢ na reakcji, wystepujacego
w formie cieklej lub zwigzanego z okreSlonym podtozem, alergenu, z obecnymi
w surowicy pacjenta asIgE, a nastgpnie przylaczeniem do powstatego kompleksu
wyznakowanych przeciwciat anty-IgE. Intensywno$¢ fluorescencji lub natg¢zenie
zabarwienia wyznacza okre$lone st¢zenie aslIgE.

Stezenie asIgE mozna oznaczy¢ dla jednego ekstraktu alergenowego, ewentualnie dla
pojedynczej molekuty alergenowej, wykorzystujac testy jednoparametrowe (singleplex)
lub przy pomocy testow wieloparametrowych (multiplex), ktére daja mozliwos¢
jednoczasowego oznaczenia st¢zenia asIgE wobec wigcej niz 100 alergenéw w trakcie
jednej analizy [23]. Tym samym ulegta odwroceniu kolejno$¢ poszczegodlnych etapow
w diagnostyce alergologicznej z ,,bottom up” na rzecz strategii ,,top down” [23, 24].
Koncepcja ta zaklada wykonanie juz na samym poczatku postgpowania z chorym, jak
najszerszego screeningu wobec potencjalnych alergenow sprawczych. Jest to szczegdlnie
uzasadnione w sytuacji, kiedy konieczna jest stratyfikacja ryzyka zwigzanego z danym
uczuleniem 1 szybkie podjecie okreslonej profilaktyki. Niemniej jednak, interpretacja
wyniku uzyskanego drogg diagnostyki molekularnej powinna réwniez uwzglednia¢ wyniki
pozostatych, opartych na ekstraktach metodach diagnostycznych, zwlaszcza w przypadku
niezgodnosci wynikéw z wywiadem. Nalezy rowniez pamigtac, ze w chwili obecnej, CRD
nie daje mozliwosci oznaczenia wszystkich molekut ktore majg znaczenie kliniczne, stad
nadal istnieje konieczno$¢ taczenia rdznych testow oraz poszukiwania jeszcze bardziej

doskonatych metod diagnostycznych [23].
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1.6. Test aktywacji bazofila

Test aktywacji bazofila jest nowoczesng metoda diagnostyczna, zyskujaca w ostatnich
latach coraz wicksze znaczenie. Jest stosowany w szczeg6lno$ci w przypadkach
niejednoznacznych, gdy =zostaly wyczerpane pozostale metody diagnostyczne lub
w sytuacji wysokiego ryzyka reakcji systemowej w trakcie potencjalnej proby prowokacji
[15]. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyteczno§¢ BAT w diagnostyce alergologicznej
znacznie wykracza poza te ramy, a powolana przez EAACI grupa zadaniowa ekspertow,
nie ustaje w wysitkach w celu ujednolicenia 1 standaryzacji metodyki testu [25].

Pierwsze wzmianki na temat BAT siegajg lat 90 XX wieku, kiedy to zespot Knol 1 wsp.
opisat mozliwos¢ iloSciowego okreslenia aktywacji bazofili poprzez obserwacje ekspresji
markera powierzchniowego CD63 pod wptywem stymulacji przeciwciatem anty-IgE
[26]. Prekursorem zastosowania w BAT metody cytometrii przepltywowej byt z kolei
Sainte-Laudy [27].

Test aktywacji bazofila w odroznieniu od innych metod diagnostycznych jest testem
funkcjonalnym. Ocenie podlegaja komorki efektorowe reakcji alergicznej — bazofile,
ktore pod wplywem stymulacji alergenem ulegaja degranulacji, co ma bezposrednie
przetozenie na wzrost ekspresji markeréow aktywacji bazofilow. Identyfikacja
poszczegolnych komorek oraz ocena ekspresji biatek powierzchniowych odbywa si¢ przy
zastosowaniu cytometrii przeptywowej [28].

Ponizej przedstawiono najistotniejsze techniczne aspekty BAT z uwzglednieniem

mechanizméw immunologicznych aktywacji bazofilow.

1.6.1. Cytometria przeplywowa

Cytometria przeptywowa jest technikg diagnostyczna, pozwalajaca na wielowymiarowa
analiz¢ cech fizycznych i chemicznych badanych komorek, w oparciu o ich zdolno$¢ do
rozproszenia §wiatla oraz intensywno$¢ fluorescencji. Poczatki cytometrii datuje si¢ na 1934
rok, kiedy po raz pierwszy opisano urzadzenie stuzace do automatycznego liczenia
erytrocytow z wbudowanym detektorem fotoelektrycznym [29]. Obecnie, szerokie
zastosowanie cytometrii przeptywowej w immunologii oraz hematologii jest zwigzane
z wprowadzeniem technologii produkcji przeciwcial monoklonalnych, znakowanych
r6znymi barwnikami fluorescencyjnymi, takimi jak: izotiocyjanian fluoresceiny (FITC),
fikoerytryna (PE) oraz peridininochlorofil (PerCP), co pozwolito na immunofenotypowanie

komorek [30, 31]. Opis antygenowych cech komorki, odpowiednich dla jej linii rozwojowe;,
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stopnia dojrzaloéci 1 aktywnosci biologicznej umozliwia powszechnie wykorzystywany
system CD (cluster of differentiation). Oprocz identyfikacji biatek wewnatrzkomoérkowych,
cytometria przeptywowa umozliwia rowniez okreslanie funkcji poszczegdlnych komorek,
czego doskonatym przyktadem moze by¢ ocena stopnia aktywacji bazofilow w tescie BAT
[31].
Cytometr przeplywowy sktada si¢ z 3 uktadow:
— hydrodynamicznego, ktéry jest odpowiedzialny za generowanie podcisnienia
napedzajacego strumien cieczy i zawieszone w nim komorki,
— optycznego, w ktorego sktad m.in. wchodzi laser emitujgcy $wiatto oraz ukiad
ogniskujacy wigzke laserowa, ktory réwniez filtruje pozadane dtugosci fal,
— elektronicznego, ktory ma za zadanie przeksztatcenie sygnatu §wietlnego na sygnat
cyfrowy wraz z mozliwosciami jego dalszego zapisu w formie plikow iich
wszechstronnej analizy.

Schemat budowy cytometru przeptywowego przedstawiono na rycinie 3.

plyn oslaniajgcy ‘
—___\“ -

| zawiesina komorek

-
@
uklad do pomiaru
v fluorescencji
v ,
o #
' o
detektory do pomiaru
swiatla rozproszonego
- do przodu oraz w

kierunk topadt
laser z uktadem optycznym erunky prostopaciym

Rycina 3. Schemat budowy cytometru przeptywowego

Zawiesina komorek formowana jest w strumien cieczy, ktdry przemieszcza si¢ przez
komor¢ przeptywowa z okre§long predkoscig i wzdluz okreslonego toru. Na kazda
pojedyncza komorke pada wigzka $wiatha lasera. Swiatlo ulega rozproszeniu w kierunku
prostopadtym (SSC, side scatter), co daje informacje o ziarnisto$ciach cytoplazmy oraz
strukturach wewnetrznych, lub do przodu (FSC, forward scatter), umozliwiajac
okreslenie wielkosci 1 ksztattu komoérki. W tym samym czasie ma miejsce emisja

promieniowania na drodze fluorescencji przez wzbudzone fluorochromy przytaczone do
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komorek za posrednictwem przeciwcial monoklonalnych (kazdy z zastosowanych
barwnikéw emituje charakterystyczne dla siebie promieniowanie o okreslonej dtugosci
fali). Powstate impulsy sa skupiane 1 wychwytywane przez zestaw detektorow,
a nastgpnie po przeksztalceniu na sygnat cyfrowy, wysytane do komputera, analizowane
1 przedstawiane w formie graficznej [32]. Schemat typowego wykresu kropkowego
przedstawiajacy obraz rozktadu populacji leukocytéw w zaleznos$ci od wielko$ci komorki

1 ziarnisto$ci przedstawiono na rycinie 4.

SSC

limfocyty

granulocyty

erytrocyty .
-~~~ monocyty

| bazofile FSC

Rycina 4. Schemat rozkladu populacji leukocytow w cytometrze przeptywowym w zaleznosci od
wielkosci komorki i ziarnistosci

Powyzszy sposdb prezentacji wynikow zarezerwowany jest jednak do zaledwie dwoch
parametréw, pomigdzy ktorymi przedstawia si¢ wzajemng korelacje. W celu wizualizacji
danych wieloparametrowych przyjmuje si¢ strategie ,,bramkowania”. Bramke stanowi
obrysowany ksztalt, ktory obejmuje populacje komorkowa ktéra nas interesuje. Po
zobrazowaniu wybranego regionu, mozliwa jest dalsza analiza pozostatych zmiennych.
Przyktadowy sposob przedstawiania danych zaprezentowano na ponizszych rycinach

(rycina 51 6).
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Rycina 5. Przykladowy sposob przedstawiania danych uzyskanych z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej — strategia bramkowania bazofili — komérki CCR37*"™¢/ SSC'™
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Rycina 6. Przykladowy sposob przedstawiania danych uzyskanych z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej: komorki w prawym gornym rogu wykresu — pozytywne dla obu parametréw
— CCR3”™* oraz wykazujgce wzrost ekspresji CD63 po stymulacji alergenem

Obecnie obserwuje si¢ znaczacy rozwdj techniki cytometrii przeplywowej. Coraz

czesciej praktykowane jest zastosowanie od kilku do kilkunastu fluorochromow
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jednoczes$nie [33]. Co prawda zwigksza to znaczaco poziom skomplikowania badania
(konieczne jest precyzyjne odseparowanie wszystkich pasm emisyjnych), z drugiej

jednak strony daje bogate mozliwosci analizy r6znorodnych parametréw klinicznych.

1.6.2. Bazofile jako komorki efektorowe reakcji alergicznej

Bazofile jako odr¢bna linia komorkowa po raz pierwszy zostala opisana w 1879 roku
przez Paula Ehrlicha. Poczatkowo utozsamiano granulocyty zasadochlonne
z mastocytami, uwazajac, ze tylko czasowo rezydujg w surowicy, a nastepnie migruja do
tkanek obwodowych. Pézniejsze badania wykazaty jednak, ze bazofile majg unikalne dla
siebie cechy i1 tworza oddzielng populacje komdrkowa [34].

Bazofile, obok mastocytow, s3 podstawowymi komoérkami efektorowymi reakcji
natychmiastowej. Pelnig szczegolnie istotng role w indukcji odpowiedzi Th2 zaleznej
oraz stanowig gtowne zrodio IL-4 [3]. Ich znaczenie jednak istotnie wykracza poza udziat
w patomechanizmie chorob alergicznych. Co prawda granulocyty zasadochlonne
wystepuja niemal wylacznie w surowicy, ale ze wzgledu na obecnos$¢ receptorow dla
integryn (CD11b 1 CD18) 1 chemokin mogg bra¢ udziat w infiltracji tkanek objetych
procesem zapalnym. Zaangazowanie bazofilow w przewlekly proces zapalny
udowodniono m.in. w AZS (atopowe zapalenie skory), astmie eozynofilowej, nefropatii
toczniowej, przewlekltej obturacyjnej chorobie ptuc (POCHP), procesie odrzucenia
przeszczepu allogenicznego, a takze w patogenezie przewlektej pokrzywki [34].
Prawdopodobnie ich rola polega rowniez na zapobieganiu infestacji pasozytniczej [35].

Bazofile sa najmniej liczng subpopulacja leukocytow stanowiac zaledwie do 1%
wszystkich biatych krwinek [36]. Powstaja z komorek progenitorowych CD34" oraz
dojrzewaja w szpiku kostnym [22]. Ich réznicowanie oraz proces dojrzewania podlega
regulacji poprzez wptyw IL-3. Posiadajg charakterystyczne, dwuptatowe jadro oraz
podobnie jak komorki tuczne, ziarnistosci, ktore jednak sg wieksze 1 mniej liczne. Na
powierzchni bazofilow znajduja si¢ receptory FceRI, majace posta¢ tetramerow (afy2)
[22, 34]. Zwiazanie alergenu z dwoma czasteczkami IgE, ktére sg zakotwiczone w btonie
komorkowej poprzez FceR1, skutkuje aktywacjg bazofiléw oraz uwolnieniem ziarnistosci
mediatorow  reakcji alergicznej (charakterystyke poszczegdlnych mediatorow
przedstawiono w tabeli 3) [3, 37]. Towarzyszy temu zwickszenie ekspresji lub tez
pojawienie si¢ de novo na powierzchni komorek, antygendw typowych dla stanu

aktywacji bazofilow — CD63, CD203c, CD107a, CD13, a takze CD164 [37].
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Tabela 3. Charakterystyka gtownych grup mediatorow reakcji alergicznej uwalnianych
z ziarnistosci bazofilow [3, 37]

w ziarnisto$ciach)

Glow?e grypy Rodzaj mediatora Dzialanie
mediatorow
Preformowane Aminy biogenne: histamina Zwicksza przepuszczalno$¢ naczyn,
(magazynowane powoduje skurcz migéni gladkich,

nasila wydzielanie pozostatych
mediatorow, dziata chemotaktycznie w
stosunku do eozynofilow

1 chemokiny

CCL2 (MCP-1, monocyte
chemoattractant protein),
CCL3 (MIP-1a, macrophage
imflammatory protein),
CCL5 (RANTES, regulated
upon activation normal T cell
expressed and secreted)

Lipidowe czynnik aktywujacy ptytki Zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn,
(platelet-activating factor- dziata chemotaktycznie w stosunku do
PAF) neutrofilow i monocytow
Leukotrieny cysteinylowe: Powodujg skurcz migsni gladkich oraz
(LTCA4, LTD4, LTE4) wzmozenie wydzielania $luzu,
zwigkszajg przepuszczalnosé naczyn
i produkcje¢ prostaglandyn
Cytokiny IL-4, IL-13, chemokiny: — chemokina RANTES i CCL2 —

wplywaja na chemotaksje neutrofili
1 monocytow

— chemokina CCL3 — aktywuje
monocyty i eozynofile

— IL-4 stymuluje réznicowanie
i proliferacje limfocytow B, indukuje
proces przetaczania klas w kierunku

immunoglobuliny IgE, rekrutuje
eozynofile w obrebie tkanek objetych
stanem zapalnym, indukuje
réznicowanie naiwnych limfocytow
T w kierunku limfocytow Th2, ktore
wytwarzaja kolejne partie IL-4.

W zwigzku z mozliwoscig identyfikacji populacji bazofilow przy zastosowaniu
metody cytometrii przeptywowej, opisane powyzej zjawiska immunologiczne staly si¢
przedmiotem badan oraz zostaty zaangazowane w testy diagnostyczne ,,in vitro”, co jest

przedmiotem dalszej czesci pracy.

1.6.3. Protokol identyfikacji bazofilow

Precyzyjna identyfikacja bazofilow stanowi warunek konieczny dla poprawnej
interpretacji wynikow testu aktywacji bazofila. W tym celu istnieje potrzeba
zastosowania  selektywnego,  dedykowanego  gléwnie  bazofilom  markera
powierzchniowego, ktorego ekspresja nie ulega zmianom podczas aktywacji komorek.
Poczatkowo w celu okreslenia podstawowej puli bazofilow stosowano znakowane
fluorescencyjne poliklonalne przeciwciata anty-IgE [38]. Selekcjonowanie bazofilow
oparte jedynie na immunofenotypie IgEP*""¢, okazato si¢ by¢ jednak mato wydajne, ze

wzgledu na to, ze receptory FceRI obecne sa rowniez na monocytach i eozynofilach [39].
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Ponadto, ekspresja receptoréw FceRI na powierzchni komorek jest zrdéznicowana
osobniczo (dysproporcje zaobserwowano nawet wsroéd bazofilow tej samej osoby) oraz
koreluje ze stezeniem IgE w surowicy (mozliwy problem z bramkowaniem bazofilow
u 0sob z niskim stezeniem tej immunoglobuliny) [38, 40].

Obecnie w wigkszosci badan, strategia identyfikacji bazofilow opiera si¢ na
charakterystyce rozproszenia, odzwierciedlajacej wielko$¢ 1 ziarnisto$¢ komorek,
w potaczeniu z zastosowaniem okreslonych markeréw powierzchniowych takich jak
IgE, CCR3, CD203c, CDI123, CRTH2 (ich ogo6lng charakterystyke przedstawiono
w tabeli 4). Rozne kombinacje pomig¢dzy markerami tworza okre$lony protokot

identyfikacji bazofilow [23].

Tabela 4. Charakterystyka gtownych markerow identyfikacji bazofilow [23]

; dé\l/ll;fl;!l(lf;cji Wystepowanie Charakterystyka

CCR3 Bazofile, eozynofile, | Duza stabilnos¢, cho¢ obserwowano
aktywowane w niektorych przypadkach dyskretny spadek
limfocyty Th2 ekspresji po stymulacji alergenem; nie jest

swoisty dla bazofilow.

IgE Bazofile, komorki Duza zmiennos$¢ populacyjna, koniecznosé
dendrytyczne, roznicowania z pozostatymi komorkami
monocyty wykazujacymi ekspresje FceRI. Spadek

ekspresji po stymulacji swoistej (alergen)
1 nieswoistej (anty-IgE, f{LMP).

CD203c¢ Bazofile, mastocyty, | Jestjednocze$nie markerem identyfikujacym
komorki bazofile jak i markerem aktywacji; CD203c
progenitorowe wykazuje niska ekspresj¢ na bazofilach w
CD34" fazie spoczynku.

CD123 Bazofile, Konieczno$¢ réznicowania z komorkami
plazmacytoidalne dendrytycznymi, mozliwy spadek ekspresji
komorki przy aktywacji bazofilow.
dendrytyczne

CRTH2 Bazofile, eozynofile, | Konieczno$¢ roznicowania z eozynofilami
limfocyty Th2 1 limfocytami, nieliczne badania

z zastosowaniem CRTH?2
(alergia na roztocze, lateks).

Jednym z powszechnie stosowanych protokoléw identyfikacji bazofilow jest
CD123positive j HLA-DR™#v [4]]. CDI23 czyli podjednostka alfa receptora
interleukiny-3 (IL-3Ra — interleukin-3 receptor subunit alpha) charakteryzuje si¢ wysoka
ekspresja w obrebie bazofilow oraz plazmacytoidalnych komoérek dendrytycznych
(mniejsza w zakresie monocytow,

eozynofilow 1 mieloidalnych komorek

dendrytycznych) [39]. Tym samym, w celu wytonienia odpowiednio ,,czystej” populacji
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bazofilow, obok antygenu CD123, konieczne jest zastosowanie dodatkowego markera
powierzchniowego. Barwienie HLA-DR pozwala na rozrdéznienie bazofilow ktore sa
HLA-DR ujemne, od komoérek dendrytycznych 1 monocytow HLA-DR dodatnich.
Przytoczony protokot identyfikacji bazofilow jak dotad uwazany jest za jeden z
najbardziej precyzyjnych. Ostatnio pojawily si¢ jednak doniesienia, cho¢ ostatecznie nie
ma w tej kwestii zgodno$ci [42], ze ekspresja CDI123 moze ulega¢ zmianie
(zmniejszeniu) w trakcie aktywacji bazofilow [41]. W zwigzku z tym, na tym etapie moze
dochodzi¢ do pewnej ,.straty” komorek, co prowadzi do niedoszacowania stopnia
aktywacji bazofilow. Co wigcej, wykazano ze rdwniez ekspresja HLA-DR moze ulegaé
zmianie przy wspoélistnieniu stanu zapalnego [36, 40]. Santos 1 wsp. wskazuja, ze wigksza
stabilno$¢ w tym wzgledzie mozna osiggna¢ poprzez dodatkowe zastosowanie CD203c
czyli wykorzystujac protokot: SSCO¥/CD203cPositive/CD123Posive/HL A-DRM&ve [41].
Rzeczywiscie, zaangazowanie wielu markeréw identyfikacyjnych pozwala z reguty na
wyodrebnienie odpowiednio ,,czystej” populacji bazofilow, jednak kosztem wydtuzenia
procedury oraz znaczacych konsekwencji finansowych. CD203c¢, ktory wystepuje na
bazofilach krwi, komdrkach tucznych i komoérkach progenitorowych CD347, jest rOwniez
stosowany jako samodzielny marker identyfikacyjny bazofilow [25]. Istotng
niedoskonatoscig tej strategii bramkowania jest wystgpowanie niskiej ekspresji tego
antygenu na bazofilach spoczynkowych. Opracowany przez Boumiza 1 wsp. protokoét
identyfikacji oparty na immunofenotypie SSC°"/CRTH2P!tive/ CD3regative/C D203 cpositive
pozwala na rozwigzanie tej kwestii [43]. Komodrkami, ktore wykazuja ekspresje CRTH2
sg bazofile, eozynofile oraz limfocyty Th2. Wykluczenia eozynofiléw dokonuje si¢ na
podstawie analizy rozproszenia bocznego na ziarnisto$ciach wewnatrzkomoérkowych,
natomiast limfocytow poprzez znakowanie przeciwcialem anty-CD3. W ten sposob
wytoniona populacja bazofilow charakteryzuje si¢ duzg ,,czystoscig”, jednakze nalezy
podkresli¢, ze procedura wymaga zastosowania az trzech barwnikow. Ponadto
dotychczas metoda byta stosowana jedynie w badaniach nad pacjentami z alergia na
roztocze kurzu domowego 1 lateks, dlatego konieczne sg dalsze prace nad ta technika [37].

Kolejng  strategia identyfikacji  bazofilow jest zastosowanie protokotu
SSCo%/CCR3P™!¥  Co wazne, zwlaszcza w kontekécie poprzednich metod,
udowodniono, ze CCR3 jest markerem o duzej stabilnosci, pozwalajagcym na wysoce
selektywne wylonienie populacji bazofilow bez konieczno$ci stosowania
dodatkowych markerow i znacznikéw fluorescencyjnych [40]. Co prawda, w niektorych

badaniach zaobserwowano pewne zmniejszenie ekspresji CCR3 na powierzchni
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bazofilow po stymulacji alergenem, jednak wydaje si¢ Ze uzyskana w ten sposob ,,strata”
komorek jest niewielka i nie wplywa ostatecznie na uzyskane wyniki [40, 41, 44]. Ze
wzgledu na obecno$¢ receptora dla CCR3 réwniez na monocytach, komodrkach
dendrytycznych oraz aktywowanych limfocytach Th2 istnieje mozliwos¢
»zanieczyszczenia” populacji bazofilow przez te grupy komorek, co dodatkowo nie moze
zosta¢ skorygowane poprzez pomiar ich wielko$ci oraz analize¢ rozproszenia bocznego na
ziarnisto$ciach wewnatrzkomérkowych [39]. Jak wskazujg badania, jest to odsetek na
og6l na poziomie okolo 1% [40]. Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze protokot
identyfikacji bazofiloéw z zastosowaniem przeciwciata anty-CCR3 jest optymalny.
Charakteryzuje si¢ duza ,,czystos$cig” wytonionej populacji bazofili, stabilnoscig oraz nie

wymaga zastosowania dodatkowych markeréw identyfikacyjnych.

1.6.4. Markery aktywacji bazofilow

Ocena ekspresji antygenéw typowych dla stanu aktywacji bazofilow, po stymulacji
alergenowej stanowi kluczowy element BAT. Obecnie najpowszechniej stosowanymi
markerami sg CD63 oraz CD203c. W dalszej kolejno$ci wymieniane sg rowniez CD107a,
CD13, a takze CD164 [45].

CD63 jest biatkiem powierzchniowym o masie czasteczkowej 53 kD nalezacym do
rodziny tetraspanin. Oprocz bazofiléw wystepuje rowniez na ptytkach krwi, monocytach,
makrofagach 1 komoérkach tucznych. Liczne badania wykazaty, ze ekspresja CD63 na
powierzchni bazofilow jest silnie skorelowana z uwalnianiem histaminy z ziarnisto$ci
wewnatrzkomérkowych, co sprawia, ze BAT z wykorzystaniem CD63 jest uwazany za
wiarygodng metod¢ diagnostyczng nadwrazliwosci IgE-zaleznej [37, 46].

Drugim, najczesciej stosowanym markerem aktywacji bazofilow jest CD203c,
nalezacy do rodziny pirofosfataz/fosfodiesteraz. CD203c jest ektoenzymem, ktory
wystepuje konstytutywnie na powierzchni spoczynkowych bazofilow, tym samym stajac
si¢ czescig protokotow identyfikacji tej populacji komoérkowej. Pod wptywem stymulacji
alergenem ekspresja CD203c¢ wzrasta, co pozwala na jego wykorzystanie rowniez jako
markera aktywacji [37].

Jak dotad, istnieja sprzeczne doniesienia ktéry z antygendow wykazuje wicksza
uzyteczno$¢ w diagnostyce chorob alergicznych. Jest to zagadnienie niezwykle ztozone,
poniewaz dokladno$¢ testu BAT wykazuje roznice nie tylko w zalezno$ci od
zastosowanego antygenu, ale réwniez od rodzaju alergenu, czy przyjetej techniki

oznaczenia [46]. Dodatkowym problemem jest niewielka ilo§¢ badan poréwnujacych
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pozostate markery aktywacji, dlatego tez w wigkszosci sytuacji test aktywacji bazofila
opiera si¢ na tych najlepiej poznanych, czyli CD63 i CD203c. Nalezy wigc uznaé, ze
kwestia poszukiwania markera aktywacji bazofilow, cechujgcego si¢ jeszcze wigksza

doktadnos$cig diagnostyczng niz obecnie stosowane, nadal pozostaje otwarta.
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2. Cel pracy

W ciagu ostatnich dekad mozna zaobserwowac staty, sukcesywny wzrost zapadalno$ci
na choroby alergiczne. Aktualnie istnieje potrzeba podjecia szerokich dziatan majacych
na celu rozwigzanie tego problemu, a przede wszystkim wdrozenia precyzyjnej
diagnostyki o jak najwiekszej czutosci i swoisto$ci, ktorej celem jest mozliwos¢ podjecia
w kazdym przypadku, odpowiedniej profilaktyki oraz zastosowania spersonalizowanej
terapii. Obecnie podstawg diagnostyki nadwrazliwosci IgE-zaleznej nadal pozostaja
punktowe testy skorne, ktore jednak majg swoje wady i1 ograniczenia (m.in. konieczno$¢
odstawienia lekow mogacych dziata¢ supresyjnie na odpowiedz natychmiastowa w
obregbie skory, potencjalne ryzyko wystapienia reakcji uogolnionej). Wazng i bezpieczng
alternatywe dla testow ,,in vivo”, stanowig metody ,,in vitro” — przede wszystkim
oznaczenie asIgE, ale rowniez test aktywacji bazofila, ktéry doskonale wpisuje si¢ w
zamyst medycyny profilowanej molekularnie. BAT spelnia wiele cech idealnego
biomarkera: jest wysoce powtarzalny, daje mozliwo$¢ oznaczenia w mato inwazyjny
sposOb, jest dobrym narzgdziem do monitorowania efektow leczenia terapii
immunomodulacyjnych, moze prowadzi¢ do zmniejszenia odsetka wykonywanych préb
prowokacyjnych. Od wielu lat, najczesciej wykorzystywanymi w BAT markerami
aktywacji s3 CD63 oraz w mniejszym stopniu CD203c. Ze wzglgdu na niewielka ilo$¢
badan poréwnawczych, istnieja sprzeczne doniesienia, ktory z antygenéw wykazuje
wiekszg uzyteczno$¢ w diagnostyce chordb alergicznych. Ponadto, zaden z nich nie
osigga absolutnej swoistosci 1 czutos$ci, nawet w przypadku alergii na alergeny wziewne.
Alternatywa warta uwagi, o prawdopodobnie poroéwnywalnej doktadnosci
diagnostycznej co CD63 wydaje si¢ by¢ antygen CD164. Badania dotyczace znaczenia
CD164 w diagnostyce chordb alergicznych jak dotad majg jednak ograniczony zasieg
1 wymagaja kontynuacji.

Jedna z najczg$ciej wystepujacych chorob na $wiecie (dotyczy nawet 17-28,5%
dorostej populacji Europy), rozwijajaca si¢ na tle nadwrazliwosci IgE-zaleznej, jest
alergiczny niezyt nosa. Objawy ANN obnizajg jako$¢ zycia, wplywaja na funkcje
poznawcze, zmniejszaja produktywnos¢ w pracy, stanowigc tym samym istotny ciezar
dla systemu opieki zdrowotnej. Kluczowe znaczenie dla rozwoju przewlektego ANN
majg alergeny roztoczy kurzu domowego. Uczulenie na HDM wigze si¢ rowniez

ze zwigkszeniem ryzyka wystapienia astmy oraz wplywa znaczgco na jej kontrole
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(m.in. ze wzgledu na wtasciwosci proteolityczne alergenéw roztoczy oraz ich zdolno$¢
do promocji i intensyfikacji odpowiedzi limfocytow Th2). Ze wzgledu na tak wysoki
potencjat alergizujagcy HDM oraz ich wiodace znaczenie w patogenezie chorob
alergicznych zdecydowano o wykorzystaniu alergenu D. farinae w niniejszym badaniu.

Celem pracy jest:

1. Okreslenie przydatnosci testu aktywacji bazofilow z oceng ekspresji markera
powierzchniowego CD164 w diagnostyce alergii na Dermatophagoides farinae poprzez
poréwnanie uzyskanych wynikéw z punktowymi testami skornymi oraz oznaczeniem
stezenia alergenowo swoistych przeciwcial IgE i oceng ekspresji CD63.

2. Wykazanie w jakim stopniu taczna ocena zastosowanych testow podnosi
mozliwosci laboratoryjnych metod diagnostycznych w badaniu alergii na

Dermatophagoides farinae.

27



3. Material i metody

3.1. Metody

Badanie byto prowadzone w okresie od marca do czerwca 2021 roku w Katedrze 1 Klinice
Chorob Wewnetrznych, Pneumonologii 1 Alergologii we Wroclawiu. Przed rozpoczeciem
projektu uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we
Wroctawiu (zgoda nr 255/2019). Projekt prowadzono zgodnie ze standardami zawartymi w
Deklaracji Helsinskiej oraz wytycznymi Dobrej Praktyki Klinicznej. Wszyscy uczestnicy
badania zostali szczegétowo poinformowani o jego charakterze i wyrazili pisemng zgodg.
Badanie kazdej osoby odbywato si¢ indywidualnie. Kazda z oséb byta zobligowana do
odstawienia przyjmowanych lekéw antyhistaminowych (jesli je stosowata) na co najmniej 7
dni przed zgtoszeniem si¢ do Kliniki. W dniu badania zbierano od uczestnikéw szczegdtowy
wywiad potaczony z wypetieniem kwestionariusza, nastepnie wykonywano punktowe testy
skorne z zestawem alergenéw wziewnych oraz pobierano krew (krew pelna, zylna).
Niezwlocznie po uzyskaniu materialu, miata miejsce diagnostyka laboratoryjna, tj. ilo§ciowe
oznaczenie ekspresji markerow aktywacji (CD63, CD164) na powierzchni bazofiléw, po
stymulacji alergenem, metodg cytometrii przeplywowej (test aktywacji bazofila). W
koncowym etapie oznaczano alergenowo specyficzne przeciwciata IgE kierunku

Dermatophagoides farinae, a pozyskane dane analizowano oraz formutowano wnioski.

3.2. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

W badaniu facznie uczestniczylo 54 oséb w wieku 21-65 lat. Do grupy badanej
zakwalifikowano 28 0s6b z objawami przewlektego alergicznego niezytu nosa na podiozu
uczulenia na roztocze kurzu domowego (Dermatophagoides farinae). Byli to pacjenci
Poradni Przyklinicznej Kliniki Choréb Wewngtrznych, Pneumonologii i Alergologii
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu. Grupe kontrolng stanowito 26 osob
zdrowych, z ujemnymi wynikami punktowych testow skérnych z alergenami wziewnymi
(zestaw alergendw zastosowanych w badaniu przedstawiono w rozdziale 3.3.1.).

Grupe badang i1 kontrolng starano si¢ dobra¢ w sposob reprezentatywny, tak aby obie
grupy byly statystycznie porownywalne pod wzgledem pftci, wieku, wagi i wzrostu.

Ponizej przedstawiono ich szczegdtowa charakterystyke.
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W grupie badanej kobiety stanowity 57,1%, a m¢zczyzni 42,9%. W grupie kontrolnej,
proporcje byly podobne, odsetek kobiet wynosit 65,4%, natomiast mezczyzn 34,6%.
Strukture poszczegdlnych grup pod wzgledem plci przedstawiono w ponizszych

zestawieniach (Rycina 7, Tabela 5).
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Rycina 7. Procentowy rozktad plci w grupie badanej i kontrolnej

Tabela 5. Struktura grupy badanej i kontrolnej wedtug pici

Zmienna Grupa badana Grupa kontrolna Statystyka
(N =28) (N = 26) testowa P
Pleé, n (%)
K 16 (57,1 17 (65,4 2
(57,1 (65,4) C=0,12 1 (55
M 12 (42,9) 9 (34,6) df=1

2 — warto$¢ statystyki testu Chi-kwadrat Pearsona, df — stopnie swobody.

Jak wynika z przedstawionych danych, zarowno w grupie badanej jak i kontrolnej
przewazaty kobiety, co jest spojne z danymi demograficznymi dotyczacymi struktury pici
w Polsce, gdzie rowniez wystepuje nadwyzka liczby kobiet nad liczbg mezczyzn (51,66%
kobiet vs 48,34% mezczyzn) [47]. W wykonanej analizie statystycznej z zastosowaniem
testu Chi-kwadrat Pearsona wykazano, ze réznica w strukturze ptci pomigdzy grupa
kontrolng 1 badang jest nieistotna statystycznie (p =0,733). Tym samym, uzyskane wyniki
pozwalaja na stwierdzenie, iz nie ma podstaw do odrzucenia zatozenia o réwnosci grup
pod wzgledem pici.

W dalszym etapie przeanalizowano struktur¢ wieku w obu grupach. Sredni wiek
w grupie badanej wynosit 31,04, z odchyleniem standardowym +8,61 lat i wahat si¢

miedzy 21 a 50 lat. Rozpigtos¢ wieku w grupie kontrolnej wynosita 21-65 lat, natomiast
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srednia 33,35 + 12,43 lat. Ponizej przedstawiono histogramy obrazujace procentowy

rozktad wieku w poszczegdlnych grupach (Ryciny 81 9).
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Rycina 8. Histogram struktury wieku w grupie badanej
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Rycina 9. Histogram struktury wieku w grupie kontrolnej

W obu grupach, wigkszo$¢ uczestnikéw stanowity osoby mtode, w wieku 20-30 lat.
W grupie badanej najwigkszy odsetek stanowili pacjenci w przedziale wiekowym 20-24 lata.
Taka struktura wieku stanowi odzwierciedlenie wystepowania alergicznego niezytu nosa w
populacji ogélnej. Cho¢ ANN moze by¢ rozpoznany w kazdym wieku, najliczniejsza czes¢
grupy chorych stanowig jednak dzieci i osoby mtode [7]. W dalszym etapie wykonano analizg
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statystyczng. W ocenie zalezno$ci pomigdzy grupami zastosowano test U Manna-
Whitneya; réznica wieku okazata si¢ by¢ statystycznie nieistotna (p = 0,709).

Kolejnymi analizowanymi zmiennymi numerycznymi byly wzrost oraz masa ciata.
Ponizej przedstawiono histogramy obrazujace rozktad masy ciata i wzrostu w grupie
kontrolnej oraz badanej (ryciny 10-13).
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Rycina 10. Histogram rozktadu masy ciata w grupie badanej
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Rycina 11. Histogram rozktadu masy ciata w grupie kontrolnej
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Rycina 12. Histogram rozkiadu wzrostu w grupie badanej
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Rycina 13. Histogram rozktadu wzrostu w grupie kontrolnej

Masa ciata w grupie badanej wyniosta $rednio ($rednia arytmetyczna)
72,25 + 18,70 kg, sredni wzrost 173,61 = 10,78 cm. Osoby z grupy kontrolnej mierzyty
srednio 172,85 £ 7,91, §rednia waga wyniosta 70,35 + 13,51 kg. Zaré6wno masa ciata jak
1 wzrost nie réznicowaty grup w statystycznie istotny sposob (p = 0,668; p = 0,768).
W tabeli 6 zestawiono podstawowe parametry statystyczne wszystkich zmiennych
numerycznych (wiek, masa ciata, wzrost) oraz wyniki analizy statystycznej.
W przypadku parametrow wzrostu oraz masy ciata, zbadany przy pomocy testu Shapiro-

Wilka rozktad zmiennych, potwierdzil rozktad normalny jedynie dla wzrostu w grupie
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kontrolnej, ale wspotczynnik skosnosci oraz kurtoza spetnialy warunki zbieznosci z
rozktadem normalnym, stad zdecydowano o zastosowaniu w tych przypadkach testu t dla

prob niezaleznych.

Tabela 6. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej pod wzgledem wieku, masy ciata i wzrostu

Grupa badana (N = 28) Grupa kontrolna (N = 26)
Zmienna MD |Statystyka| p
M |SD| Me| Q1 | Q3 |Min |Maks.| M |SD | Me | Q1 | Q3 |Min. [Maks.|(®57 CD)| testowa

Wiek, lata| 31,04 | 8,61 | 30,50 [ 23,75 | 36.00 [ 21,00 | 50,00 | 33,35 |12.43 | 29,00 | 25,00 | 38,50 [ 21,00 | 6500 | L3O |\ 345 10,709

(-4,00: 5,00)
Masa B
71,25 | 18,70| 65,50 | 57,75 | 86,25 | 48,00 | 110,00 | 70,35 | 13,51 | 66,00 | 61,00 | 77,00 | 52,00 [ 105,00 1,90 t=0,43 |0 668
ciala, kg (-6,97;10,78)[  df=49
Wazrost, B
173,61 10,78 | 170,00 | 164,75 | 180,50 [ 160,00| 196,00 |172.85| 7.91 |173,00|169.25 [ 180,00 158,00| 187,00 0,76 t=0,30 10,768
cm (-4,38;5,90)| df=49

M — $rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy, Q3 — kwartyl trzeci,
Min. — warto§¢ minimalna, Maks. — warto$¢ maksymalna, MD — réznica $rednich (grupa badana vs. grupa kontrolna)
z 95% przedzialem ufnosci (CI), W — warto$¢ statystyki testu U Manna-Whitneya, t — warto$¢ statystyki testu t dla
prob niezaleznych, df — liczba stopni swobody.

Podsumowujac, na podstawie powyzej przytoczonych analiz mozna wywnioskowac,
ze obie grupy — badana i kontrolna byty do siebie podobne w statystycznie istotny sposob

pod wzgledem pici, wieku, masy ciala i wzrostu.

3.3. Materialy i narze¢dzia badawcze

3.3.1. Autorski kwestionariusz

W  poczatkowym etapie badania uczestnicy mieli za zadanie wypehienie

kwestionariusza. Jego tre§¢ mozna podzieli¢ na 3 czesci:

1. Czgs$¢ A: dane osobowe oraz dane ogolne — wiek, masa ciata, wzrost, ptec.

2. Czes¢ B: dane kliniczne — objawy przewleklego alergicznego niezytu nosa
oraz okreslenie stopnia jego nasilenia (fagodny, umiarkowany/cigzki), obecno$¢
chorob laryngologicznych, wspoétistnienie innych choréb o podiozu atopowym,
wczesniejsza diagnostyka w kierunku wystgpowania chorob alergicznych,
stosowanie immunoterapii alergenowej, czas jej trwania, dane dotyczace
stosowanych lekéw antyhistaminowych oraz czas ich odstawienia przed badaniem.

3. Cze$¢ C: wyniki testow skornych.

Ponizej przedstawiono pelng tres¢ kwestionariusza.
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Data badania

Kwestionariusz badania
GRUPAB/K

A: Informacje ogolne

1. Imi¢ 1 nazwisko, adres, telefon kontaktowy/adres e-mail
2. Data urodzenia

3. Wiek

4. Waga

5. Wzrost

B: Dane kliniczne

1. Czy u Pana/ 1 wystepujg nastepujace objawy:

[ Niedrozno$¢ nosa [l Kichanie [ Swiad nosa [ Wodnisty wyciek z nosa

2. Czy tym problemom zwykle towarzyszy swedzenie/ tzawienie oczu?

TAK NIE

3. Czy wymienione objawy wystepuja przez wigksza cze$¢ dni w tygodniu (> 4) oraz > 4
tygodnie w roku?

TAK NIE

4. Jak dlugo trwajg powyzsze dolegliwosci?

Ilos¢ lat

5. Czy wymienione wyzej objawy:
[ obnizaja jako$¢ snu [ wplywaja na codzienng aktywno$¢, sport [ zaburzaja

funkcjonowanie w pracy/szkole

6. Czy kiedykolwiek Pan/i byt leczony z powodu polipéw nosa/przewlektego zapalenia
zatok?

TAK NIE
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7. Czy kiedykolwiek wykonano u Pana/i punktowe testy skorne lub oznaczano sIgE
w surowicy z alergenami wziewnymi?

TAK NIE

WYNIK  [poparnt  [UIEMNY
Prosze wymieni¢ alergen/y dla ktérych wynik wypadt dodatnio..............................

8. Czy kiedykolwiek rozpoznano u Pana/i astme¢ lub inne choroby alergiczne?

TAK NIE JAKIC Y .

9. Czy kiedykolwiek u Pana/i podejmowano leczenie immunoterapia alergenowa?

TAK NIE

Jak dtugo stosowano Nazwa preparatu

10. Czy Pan/Pani stosuje leki antyhistaminowe? Kiedy Pan/Pani przyjal/a ostatnig dawke

leku?
Lek Dawka Data odstawienia
1.
2.
3.

11. Na jakie inne choroby przewlekte Pan/i choruje?

C: Wyniki testow skornych

Kontrola dodatnia........ ...
Kontrola Ujemna. ... ..o e
Dermatophagoides farinae. ..........oooiiuiiiiiii e
Dermatophagoides PterONYSSINUS. ... .uuteett ettt et e ettt et e aee et e aeeeteeneeenaeennens

AErnaria alternata. . .......nn ettt e
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ZYEO ZWYCZAJNC. ...

Bylica pOSPOLIta. ...ttt

Brzoza brodawWKOWata. . .....ooounnei e

3.3.2.

Sprzet laboratoryjny i odczynniki

Badania laboratoryjne przeprowadzono w Laboratorium Naukowym Katedry i Kliniki

Chorob Wewngtrznych, Pneumonologii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego we

Wroctawiu. Ponizej sporzadzono szczegotowa liste aparatury oraz wykorzystanych do

analizy odczynnikow z uwzglednieniem podziatu na poszczegolne techniki badania.

Test aktywacji bazofila

Stala aparatura:

Cytometr przeptywowy Becton-Dickinson, FACS Calibur, San Diego, Stany
Zjednoczone.

Wiréwka laboratoryjna z chtodzeniem MPW-352 R, MPW Med. instruments,
Warszawa, Polska.

Wiytrzasarka Vortex V-3, Elui Itd., Ryga, Lotwa.

Inkubator CO2 Galaxy 48S, Model: CO048-S230, New Brunswick, Wielka
Brytania.

Probowki i systemy do pobierania krwi:

Probowki do cytometrii przeptywowej, BD Falcon, Becton Dickinson, San Diego,
Stany Zjednoczone.
Jednorazowe zamknigte systemy aspiracyjno-préozniowe BD Vacutainer o obj¢tosci 4

ml z dodatkiem EDTA, Becton Dickinson, San Diego, Stany Zjednoczone.

Odczynniki:

Alergen roztoczy kurzu domowego (Dermatophagoides farinae), Biihlmann

Laboratories A.G., Schonenbuch, Szwajcaria.
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Polyclonal Rabbit anti-Human IgE antibody, Dako Denmark A/S, Glostrup, Dania.

Human CCR3 Phycoerythrin mAb (clone 61828), R&D Systems, Minneapolis,

Stany Zjednoczone.

Flow Cast Basophil Activation Test kit, Biihlmann Laboratories A.G.,

Schonenbuch, Szwajcaria:

e Staining Reagent Mix (Basophil Detection and Activation Markers: Mix of
anti-CD63-FITC and anti-CCR3-PE mAb.

e Stimulation Buffer (zawierajacy wapn, heparyne 1 IL3).

e Lysing Solution.

FITC Mouse Anti-Human CD 164, BD Biosciences, San Diego, Stany

Zjednoczone.

Bufor do ptukania cytometru, BD FACSFlow Sheath Fluid, BD Biosciences, San

Diego, Stany Zjednoczone.

Punktowe testy skérne:

Lancety, Allergopharma-Nexter, Reinbek, Republika Federalna Niemiec.
HAL Allergy Prick Test, roztwor do punktowych testow skornych, HAL Allergy,
Leiden, Holandia:
e Wyciagi alergenowe — roztocze kurzu domowego:
o Dermatophagoides pteronyssinus 10.000 AU/ml (Allergy Units/ml).
o Dermatophagoides farinae 10.000 AU/ml.
e Wyciagi alergenowe grzybow/ plesnie:
o Alternaria alternata 5.000 AU/ml.
e Mieszanki wyciggow alergenowych/mieszanka traw:

o Klosowka wekista, Kostrzewa czerwona, Kupkowka pospolita, Mietlica
roztogowa, Rajgras wyniosty, Tomka wonna, Tymotka tgkowa, Wiechlina
takowa, Zycica trwata, Zyto zwyczajne 10.000 AU/ml.

e Alergeny pochodzenia ros§linnego/zboza:

o Zyto zwyczajne 10.000 AU/ml.

e Alergeny pochodzenia ro§linnego/chwasty:

o Bylica pospolita 10.000 AU/ml.

e Alergeny pochodzenia roslinnego/drzewa:

o Brzoza brodawkowata 10.000 AU/ml.
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o Leszczyna pospolita 10.000 AU/ml.
o Olsza 10.000 AU/ml.
e Alergeny pochodzenia zwierzgcego:
o Pies 10.000 AU/ml.
o Kot 10.000 AU/ml.
e Kontrola dodatnia:
o dichlorowodorek histaminy 10 mg/ml, chlorek sodu, wodoroweglan sodu,
glicerol, fenol, woda do wstrzykiwan.
e Kontrola ujemna:
o fosforan disodu dwuwodny, diwodorofosforan sodu dwuwodny, kwas

aminokapronowy, albumina ludzka, glicerol, fenol, woda do wstrzykiwan.

IgE alergenowo swoiste:

Stata aparatura:

— Analizator ImmunoCAP: Phadia UniCAP100, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Uppsala, Szwecja.
— Zamrazarka Polar 340V, Angelantoni Industrie, Massa Martana, Wtochy.

Odczynniki:

— Zestaw odczynnikéw do oznaczania swoistego IgE dla Dermatophagoides farinae,
Thermo Fisher Scientific Inc., Uppsala, Szwecja.

— Kalibrator dla specyficznego IgE (specific IgE calibrator 0—100).

Probowki i systemy do pobierania krwi:

— Jednorazowe zamknigte zestawy aspiracyjno-proézniowe BD Vacutainer do analizy
surowicy z dodatkiem aktywatora wykrzepiania CAT (Clot activator tube) o
objetosci 4 ml, Becton Dickinson, San Diego, Stany Zjednoczone.

— Probowki polipropylenowe Eppendorf, Eppendorf AG, Hamburg, Republika

Federalna Niemiec.

Dodatkowy sprzet laboratoryjny:

— Pipety automatyczne o pojemnosci 10, 100, 200, 1000 pl, Eppendorf AG,

Hamburg, Republika Federalna Niemiec.

38



— Koncowki do pipet automatycznych, Eppendorf AG, Hamburg, Republika
Federalna Niemiec.
— Probowki polipropylenowe, Equimed Spoétka Jawna, Krakow, Polska.

— Pipety polietylenowe typu Pasteura, Equimed Spoétka Jawna, Krakow, Polska.

3.3.3. Punktowe testy skorne

Przed kwalifikacja do badania prowadzono szczegbétowy wywiad dotyczacy
wystepowania ewentualnych przeciwskazan do przeprowadzenia testow, tj.:

— wystgpienia w przesztosci reakcji anafilaktycznej po kontakcie z testowanym

alergenem,

— braku mozliwosci efektywnego zastosowania lekow stosowanych w leczeniu

anafilaksji (np. z powodu interakcji z innymi lekami).

Zwracano roéwniez uwage na ewentualne ograniczenia w ich wykonaniu
(wystepowanie dermografizmu, nasilonych zmian skérnych), a w szczeg6lnosci na
kwestie stosowania lekoéw wptywajacych na wynik PTS — przede wszystkim doustnych
lekow przeciwhistaminowych, ale rowniez lekow sedatywnych, przeciwdepresyjnych,
miejscowych steroidow czy inhibitorow kalcyneuryny. Wszyscy uczestnicy badania
deklarowali odstawienie przyjmowanych antyhistaminikéw na co najmniej 7 dni
planowanymi testami oraz negowali stosowanie wyzej wymienionych lekéw mogacych
zakloci¢ wyniki PTS.

PTS przeprowadzono zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi [15]. Stosowano
standaryzowane wyciagi alergenowe oraz roztwory kontrolne (HAL Allergy, Leiden,
Holandia). Stezenie poszczegdlnych roztworéw alergenowych bylo wyrazone
w jednostkach alergenu AU/ml — szczegotowa listg wszystkich alergenow oraz sktad
roztwordéw kontrolnych wymieniono w rozdziale 3.3.2. Ocen¢ wyniku testu z histaming
(kontrola dodatnia) oraz roztworem kontroli ujemnej przeprowadzano odpowiednio po
10 min, natomiast z poszczegdlnymi wyciggami alergenowymi po 15 min, poprzez
pomiar najdtuzszej srednicy babla (1) i mierzonego w potowie jego dlugosci wymiaru
prostopadtego (2) oraz wyliczajac srednig Sredniceg: (1+2)/2. Analizie podlegata wielkos¢
babla, nie rozpatrywano $rednicy rumienia wokot odczynu. Za kryterium dodatniego
odczynu przyjeto $rednig $rednice bagbla rownag lub wyzsza niz 3 mm, zgodnie z
konsensusem zawartym w wytycznych GA(2)LEN (Global Allergy and Asthma
European Network), ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) oraz WAO
(World Allergy Organization) [6, 23].
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3.3.4. asIgE

W celu ilo$ciowego oznaczenia asIgE dla D. farinae (Dermatophagoides farinae)
wykorzystano metod¢ ImmunoCap firmy Phadia (metoda fluoroenzymatyczna). Po
uzyskaniu od uczestnikow badania 4 ml krwi pelnej kazdorazowo materiat odwirowano,
auzyskang w ten sposob surowice mrozono w temperaturze -80 stopni C. Jak wielokrotnie
wykazano w badaniach, ze wzgledu na znaczng stabilno$¢ IgE, przechowywanie surowicy w
niskiej temperaturze nie wptywa na jako$¢ pozniejszych wynikow [48].

W dniu oznaczenia, zgromadzony materiat rozmrazano i nanoszono probki na podioze
ze zwigzanym alergenem D. farinae. W przypadku obecnosci asIgE w surowicy pacjenta
w stosunku do badanego alergenu, dochodzi wéwczas do utworzenia kompleksu antygen —
asIgE. W celu usunigcia niezwigzanego, ,,nieswoistego” IgE stosowano roztwor ptuczacy.
Nastgpnie dodawano znakowane enzymatycznie przeciwciato anty- IgE, oczekujac jego
przylaczenia si¢ do powstalego wczesniej kompleksu. Po odptukaniu, calo$¢ inkubowano
z substratem dla enzymu, a w nastgpnym etapie mierzono intensywnos¢ fluorescencji, ktora
koresponduje ze stezeniem asIgE. W celu kontroli jako$ci badania, w tym samym czasie i
w tych samych warunkach (temperatura, ci$nienie), dokonywano kalibracji przy
zastosowaniu materiatu referencyjnego, zgodnego z dokumentem WHO 75/502
»International Reference Preparation for Human IgE, 75/502” [48]. Zakres kalibratora
wynosit 0—-100 kU/1.

Wyniki wyrazono w jednostkach kU/I, ktore stanowig ekwiwalent jednostek
mi¢dzynarodowych IU/ml. Jedna jednostka IU to 2,4 ng asIgE [15].

Za wynik dodatni, zgodnie z obowigzujacymi standardami, przyj¢to stezenie asIgE od
0,35 kU/l. Wyniki przedstawiono réwniez w sposob potilosciowy. Poszczegolnym
przedziatom stezen przyporzadkowuje si¢ woéwczas odpowiednie stopnie skali, od 0 do

6, ktore wyznaczaja klasy swoistego IgE (tabela 7).
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Tabela 7. Klasy asIgE i odpowiadajgce im przedzialy stezen [15]

Stezenie asIgE kU/1 Klasa asIgE Interpretacja wyniku
<0,35 0 Wynik negatywny
0,35-0,7 1 Stezenie niskie
0,7-3,5 2 Stezenie umiarkowane
3,5-17,5 3 Stezenie wysokie
17,5-50 4 Stezenie bardzo wysokie
50-100 5 Stezenie bardzo wysokie
100 1 powyzej 6 Stezenie bardzo wysokie

3.3.5. Test aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 oraz CD164

Testy aktywacji bazofila przeprowadzono przy uzyciu zestawu Flow CAST
(Biihlmann Laboratories, Schonenbuch, Szwajcaria); test posiada europejski certyfikat
CE-IVD (CE-marked in vitro diagnostic medical devices) oraz pozostatych odczynnikow
wymienionych w podrozdziale 3.3.2, zgodnie z zaleceniami producentow. Oceny
aktywacji bazofilow dokonywano metoda cytometrii przeplywowej po stymulacji in vitro
komorek krwi obwodowej alergenem w trzech réznych stezeniach. Aktywacja bazofilow
byla okreslana jako wzrost ekspresji markerow powierzchniowych — odpowiednio w
zaleznosci od rodzaju testu, CD63 lub CD164. Markery oznaczano poprzez zastosowanie
przeciwcial monoklonalnych — anty-CD63 lub anty-CD164 sprzezonych z
fluorochromami. Wyniki poréwnywano z kontrolg dodatnig i ujemna. Kontrole dodatnig
stanowito przeciwciato poliklonalne anty-IgE (Polyclonal Rabbit Anti-Human IgE, Dako
A/S, Glostrup, Dania w stezeniu 10 pg/ml), natomiast kontrole ujemng bufor stosowany
przy rozcienczaniu alergendw (Stimulation Buffer zawierajacy wapn, heparyng i

interleuking 3).

3.3.5.1. Technika wykonania testow aktywacji bazofila

Procedur¢ badania przeprowadzono w kilku etapach:

Pobranie krwi obwodowej od uczestnikow badania, przygotowanie probek do badania

Krew pobierano w godzinach porannych, 4 ml na wersenian sodu (EDTA). Kazda
z probek byla napeliana powyzej 50% objetosci (niedostateczne wypetienie probowek
krwig moze by¢ przyczyna falszywie ujemnych wynikow z powodu wysokiego stezenia
EDTA). Test aktywacji bazofila byl przeprowadzany maksymalnie do dwoch godzin po

uzyskaniu materiatu do badan.
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Probki do badania przygotowano wg ponizej przedstawionego schematu
(nazewnictwo utrzymano w dalszej czesci pracy), oddzielnie dla kazdego z testow:

— Pb —kontrola ujemna, stanowigca tto, sSrodowisko badania.

— Pc—kontrola dodatnia, zawierajaca przeciwcialo anty-IgE.

— Al—Alergen D. farinae 225 ng/ml (stezenie 1 : 1).

— AIl— Alergen D. farinae 22,5 ng/ml (st¢zenie 1 : 10).

— AIIl - Alergen D. farinae 2,25 ng/ml (stezenie 1 : 100).

Stymulacja komorkowa i barwienie

Do probowek zawierajacych 100 pl buforu stymulacyjnego dodano 50 pl roztworu
alergenowego D. farinae w przypisanym danej probce rozcienczeniu (probki AI-AIIT) lub
50 pl anty-IgE (probka Pc) oraz 50 pl krwi pelnej. Dodanie alergenu miato na celu
odtworzenie przebiegu reakcji alergicznej w warunkach in vitro (stymulacja swoista).
Stymulacja przeciwcialem anty-IgE rowniez skutkuje aktywacja bazofilow oraz
wzrostem ekspresji markerow CD63 i CD164, stanowigc tym samym kontrol¢ dodatnig
(stymulacja nieswoista). Kontrole negatywng otrzymano poprzez dodanie do 150 pl
buforu stymulacyjnego 50 ul krwi peine;.

Roéwnolegle do stymulacji komorkowej do kazdej probowki dodano 20 pl Staining
Reagent, ktory stanowi mieszanke przeciwcial sprzezonych z fluorochromami.
W zaleznosci od rodzaju testu sktad roztworu byt inny. W teécie aktywacji bazofila
z CD63 mieszanke przeciwciat stanowity anty-CD63-FITC (izotiocyjanian fluoresceiny)
oraz anty-CCR3-PE (sprzezone z fikoerytryng), natomiast w BAT z CD164 anty-CD164-
FITC i CCR3-PE. Po wymieszaniu, probki inkubowano w temp 37 stopni C przez okres
15 min w inkubatorze CO2 Galaxy 48S.

Zatrzymanie reakcji i liza erytrocytow

W celu zatrzymania reakcji 1 usunigcia erytrocytow, do probek dodawano 2 ml
roztworu lizujacego. Probki inkubowano w temperaturze pokojowej, az do uzyskania
przezroczystego roztworu (10 min), a nastgpnie wirowano (8 min 1600 obrotéw). W celu

utrwalenia, zlewano supernatant oraz przemywano roztworem pluczacym.
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3.3.5.2. Analiza cytometryczna

Analiz¢ danych prowadzono przy zastosowaniu oprogramowania producenta cytometru
przeptywowego FACSCalibur (BD Biosciences, Stany Zjednoczone), zgodnie z instrukcja
uzytkowania. Odczyt z cytometru konczono po zebraniu 100,000 zdarzen w kazdej z
probek. W  badaniu poslugiwano si¢ protokotem identyfikacji  bazofilow
CCR3Psitve/SSClow  Metoda ta wykorzystuje fakt, Zze na powierzchni bazofilow,
eozynofiloéw oraz aktywowanych limfocytach Th2 obecny jest receptor CCR. Wykluczenia
eozynofilow dokonywano poprzez obserwacje rozproszen $wiatla na ziarnisto$ciach

wewngatrzkomorkowych — eozynofile to komorki CCR3POsItve /SSChigh (Rycina 14).

1000

SSC
200 400 600

800

1.,_| Bazofile

CCR3

Rycina 14. Zaleznos¢ rozproszenia swiatta na ziarnistosciach wewngtrzkomorkowych (SSC)
od natezenia fluorescencji markera identyfikacji bazofilow — CCR3

Indukowang alergenem aktywacj¢ bazofilow rozpoznawano poprzez wzrost ekspresji
markera powierzchniowego CD63 Iub CD164 (w zalezno$ci od rodzaju testu) na
powierzchni bazofildéw. Okre$lano kolejno spontaniczng aktywacje bazofilow,
odpowiedz na stymulacj¢ anty-IgE oraz stymulacje swoistg alergenem w réznych
stezeniach. Przyktad przebiegu analizy u modelowego pacjenta w przypadku obu testow

BAT zaprezentowano na ponizszych rycinach:
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Rycina 15. Zmiana ekspresji markera aktywacji bazofilow — CD63 w odpowiedzi na stymulacje
anty-1gE oraz stymulacje alergenem w poszczegolnych stezeniach
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Rycina 16. Zmiana ekspresji markera aktywacji bazofilow — CD164 w odpowiedzi na stymulacje
anty-1gE oraz stymulacje alergenem w poszczegolnych stezeniach
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Procent aktywowanych bazofiloéw (warto$ci netto) obliczano odejmujgc warto$¢
spontanicznej aktywacji od danych uzyskanych przy stymulacji alergenem lub anty-IgE

(warto$ci ,,brutto”).

3.3.5.3. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietu statystycznego R
(oprogramowanie na warunkach Fundacji Wolnego Oprogramowania GNU General
Public License) w wersji R 4.1.2. oraz oprogramowania STATISTICA (wersja 13.3,
StatSoft, Krakow, Polska).

Analiza skupila si¢ na zmiennych numerycznych opisujacych liczbe komorek
zidentyfikowanych jako bazofile oraz stopien aktywacji bazofili, w podziale na grupy
badang i kontrolng oraz na poszczeg6lne markery powierzchniowe — CD63 lub CD164.
Zmienne zostaty opisane za pomocg podstawowych parametrow statystyki opisowej, a
do wizualnej prezentacji ich rozktadéw wykorzystano histogramy oraz tzw. wykresy
pudetkowe. Normalno$¢ parametréw zostala zweryfikowana testem Shapiro-Wilka oraz
analizg wspoélczynnika sko$nosci 1 kurtozy. Poréwnania miedzygrupowe zostaly
wykonane przy pomocy testow t dla grup niezaleznych oraz testu U Manna-Whitneya
(w zaleznosci od spetnienia zalozen o homogeniczno$ci wariancji oraz normalnosci
rozktadoéw). W analizach, wartos$ci prawdopodobiefistwa p < 0,05 uznawano za istotne
statystycznie.

Cut off point dla stymulacji nieswoistej okreslono jako suma $redniej arytmetycznej
aktywacji spontanicznej ustalonej dla wszystkich uczestnikow badania (Pb) oraz
podwojonej wartos$ci odchylenia standardowego. Osoby z ujemnym wynikiem stymulacji
anty-IgE zostaly wylaczone z dalszej analizy. Optymalny punkt odcigcia (%
aktywowanych bazofilow) wyznaczajacy wynik dodatni testu, wyliczono w oparciu o
analize krzywej ROC, co w praktyce odpowiadato najwiekszej sumie warto$ci swoistosci i
czuto$ci. Obliczenia wykonywano dla kazdego ze stgzen alergenu (AI-AIll) i dla obu
testow (BAT z zastosowaniem CD63 lub CD164). Nastgpnie poréwnano czulo$¢ i
swoistos¢ obu testow BAT migdzy sobg. Ostatnim etapem analizy bylo poréwnanie testow
BAT z czuto$cig 1 swoistoscig oznaczenia asIgE, odnoszac uzyskane wyniki do ,,zlotego
standardu” diagnostycznego jakim sg PTS oraz zestawienie przy pomocy testu DeLonga

poszczegdlnych krzywych ROC dla metod o najwigkszej efektywnosci diagnostyczne;.
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4. Wyniki badan

4.1. Wyniki kwestionariusza

4.1.1. Dane kliniczne

Przeanalizowano dane kliniczne uzyskane z kwestionariusza. Peing karte badania
przedstawiono w rozdziale 3.3.1.

Wszyscy uczestnicy grupy badanej mieli objawy przewlektego alergicznego niezytu
nosa, w stopniu umiarkowanym lub ciezkim. Ws$réd dolegliwosci dominowata
niedroznos$¢ nosa (100,0%). Ponadto, wigkszo$¢ badanych zglaszata kichanie (78,6%),
ponad polowa $wiad oraz wodnisty wyciek z nosa (64,3%), z towarzyszacym
swedzeniem 1 tzawieniem oczu (67,9%). Dolegliwosci obserwowano $rednio od
15,00 lat. U 53,6% o0s6b wystepowalo ich sezonowe zaostrzanie si¢ w porze wiosenno-
letniej, co wynikato z wspoétistniejgcej nadwrazliwosci na inne alergeny.

Ponad potowa osob z grupy badanej miata jednoczesnie inne choroby alergiczne
(53,6%). Wsrod nich najczestsza byla astma oskrzelowa (35,7% grupy badanej), ponadto,
u 6 0s6b zdiagnozowano w przesztosci atopowe zapalenie skory (AZS) oraz pokrzywke
(3 osoby). Przewlekte zapalenie zatok (PZZ) wystgpowato w przypadku 17,9% oséb z
grupy badanej, jednak u zadnego z uczestnikéw badania nie rozpoznano PZZ ze
wspotistniejagcymi polipami nosa.

64,3% pacjentdw (grupa badana) podato, ze zakonczylo lub jest w trakcie leczenia
immunoterapia alergenowa. Sredni czas trwania leczenia wynosit 3,07 + 2,15 lata.
Charakterystyke grupy badanej pod wzgledem zglaszanych objawdéw oraz chordb

wspotistniejagcych przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka grupy badanej pod wzgledem zgtaszanych objawow oraz chorob
wspolistniejgcych

Zmienna Grupa badana (N = 28)
Choroby alergiczne, n (%)* 15 (53,6)
Astma, n (%) 10 (35,7)
Inne choroby przewlekle, n (%) 10 (35,7)
PZZ, n (%) 5(17,9)
Przewlekly ANN, n (%) 27 (96,4)
CiezKki lub umiarkowany ANN, n (%) 28 (100,0)
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Zmienna Grupa badana (N = 28)

Odbyta immunoterapia, n (%) 18 (64,3)
;::gll:li:o::esrgpla czas trwania, lata, 3,07+ 2,15
Leczenie polipéw nosa lub PZZ, n (%) 0(0,0)
PTS lub asIgE w przeszlo$ci, n (%) 27 (96,4)
Dolegliwosci, n (%)

Niedrozno$¢ nosa 28 (100,0)

Kichanie 22 (78,6)

Swiad nosa 18 (64,3)

Wodnisty wyciek z nosa 18 (64,3)

Swedzenie i lzawienie oczu 19 (67,9)
giz(llsiamtlr(vz;r:lQaS) dolegliwosci, lata, 15,00 (10,00; 18,50)
Zaostrzenie wiosna i latem, n (%) 15 (53,6)

SD — odchylenie standardowe, Q1 — kwartyl pierwszy, Q3 — kwartyl trzeci.
* wlaczajac astme.

4.1.2. Wyniki punktowych testéw skornych

Punktowe testy skorne umozliwiajg stwierdzenie IgE-zaleznej reakcji w obrebie skory
w stosunku do zastosowanego alergenu. Stanowig tzw. ,,ztoty standard” w diagnostyce
chorodb alergicznych, do ktérego w niniejszym badaniu odnoszono wyniki pozostatych
metod — testow aktywacji bazofila oraz oznaczenia asIgE.

PTS s3 wystandaryzowanym badaniem, w ktorym stosuje si¢ jednolite zasady
interpretacji. Ocena wynikow odbywa si¢ w odniesieniu do kontroli dodatniej oraz ujemne;.
Kontrolg dodatnig jest roztwor histaminy, kontrola ujemng roztwor w ktdérym rozcienczono
wyciagi alergenowe (petny sktad wymieniono w rozdziale 3.3.2). Kontrola ujemna pozwala
wykluczy¢ wyniki falszywie dodatnie (dermografizm, draznigce dzialanie testowanego
roztworu), kontrola dodatnia z kolei, umozliwia ocen¢ reaktywnosci skory, a wlasciwie
efekt stymulacji receptorow HI1. Wynik kontroli dodatniej w przypadku kazdego
testowanego alergenu jest porownywany z bablem alergenowym. Za wynik pozytywny,
swiadczacy o uczuleniu na dany alergen, przyjmuje si¢ wielko$¢ babla o srednicy wigkszej
od kontroli ujemnej oraz wymiarze réwnym lub wigkszym w stosunku do kontroli
dodatniej, czyli co najmniej 3 mm [15, 23].

U wszystkich uczestnikow badania $rednia $rednica bgbla histaminowego byla
wigksza niz 3 mm, natomiast kontrola ujemna byta réwna 0 mm. W grupie badane;j

wyniki testu z histaming wahaty si¢ miedzy 4,0 a 7,5 mm (Me 5,5 mm), natomiast
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w grupie kontrolnej, minimalna warto§¢ wyniosta 3,5 mm, maksymalna 6,5 mm
(Me 5,25 mm). Zestawienie podstawowych wartos$ci statystycznych dla testu

z histaming dla obu grup przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Podstawowe parametry statystyki opisowej dla testu z histaming oraz porownanie
miedzy grupami

Grupa badana (N =28) Grupa kontrolna (N = 26)

Zmienna

M SD Me Q1 Q3 Min. | Maks. | M SD Me Q1 Q3 Min. | Maks.

KD (mm) | 5,66 | 0,96 | 5,50 | 5,00 | 6,00 | 4,00 | 7,50 533 10,79 | 525 | 5,00 | 6,00 | 3,5 6,50

KD- Kontrola dodatnia, M — $rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl
pierwszy, Q3 — kwartyl trzeci, Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto§¢ maksymalna

W grupie badanej, przeprowadzone testy skorne z alergenem roztoczy kurzu
domowego — D. farinae, u kazdego z pacjentow daly wynik dodatni. Uzyskano $rednig
wielko$¢ odczynu 5,82 mm (Me 5,00 mm), przy czym jego rozpi¢to$¢ wahata si¢ miedzy

4,00 a 11,00 mm (tabela 10).

Tabela 10. Analiza wyniku testow skornych dla alergenu D. farinae w grupie badanej i kontrolnej

Grupa badana (N =28) Grupa kontrolna (N = 26)
Zmienna MD (95% CrP RStk
testowa
M | SD |Me | Q1 | Q3 [Min.Maks, M | SD | Me | Q1 | Q3 [Min.|Maks.
ID.farinae (mm)( 5,82{1,97|5,00(4,50{6,25|4,00|11,00| 0,15 {0,54{0,00|0,00|0,00{0,00| 2,00 3,00 w= =
’ ¢ K K K i ? ’ ’ ’ > K ’ K K ’ (4,50; 5,50) | 728,00 {0,001

W — warto$¢ statystyki testu U Manna-Whitneya. M — $rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me —
mediana, Q1 — kwartyl pierwszy, Q3 — kwartyl trzeci, Min. — warto§¢ minimalna, Maks. — warto$¢ maksymalna. MD
— rdznica $rednich (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnosci (CI).

Rozktad tego wskaznika w grupie badanej odbiegat od rozktadu normalnego, co
zostato potwierdzone po przeprowadzeniu testu Shapiro-Wilka (p < 0,001). Na brak
normalno$ci rozktadu wskazywat rowniez wspotczynnik asymetrii, ktoéry wyniost
§S=1,23 (rozkltad prawoskos$ny) oraz wizualne zobrazowanie wynikow w formie
histogramu — rycina 17.

Na podstawie ponizej zamieszczonego wykresu mozna rowniez zauwazyC, ze
w przypadku wigkszosci obserwacji mamy do czynienia z wynikiem testu skornego dla

D. farinae nizszym niz 6,00 mm, czyli ponizej mediany.
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Rycina 17. Histogram przedstawiajqcy rozktad wartosci srednich wynikow PTS dla alergenu D.
farinae w grupie badanej

Dodatni wynik PTS wskazuje na wytwarzanie przez uktad immunologiczny swoistych
przeciwcial IgE w stosunku do uczulajacego alergenu, ale nie jest tozsamy z rozpoznaniem
choroby alergicznej. Dodatnie testy skorne obserwuje si¢ u okoto 8-30% populacji, z czego
u 50% bez wspolistnienia objawdw alergicznych [15, 23]. W niniejszym badaniu u Zadne;j
osoby z grupy kontrolnej nie zaobserwowano dodatnich wynikow testow skornych dla D.
farinae. U dwoch uczestnikdw zanotowano odczyn o $rednicy 2 mm, co wedlug og6lnie
przyjetych kryteriow nalezy zinterpretowac jako wynik ujemny. Dla poréwnania dokonano
zestawienia wynikoéw pacjentow uczulonych na D. farinae z grupg kontrolng (tabela 10,
rycina 18). W przeprowadzonym poréwnaniu pomiedzy rozktadem wynikéw PTS dla D.
farinae w grupie badanej oraz kontrolnej uzyskano wartos¢ p < 0,001, co pozwala na

stwierdzenie ze obie grupy ro6znig si¢ od siebie w sposob statystycznie istotny.

50



D. farinae
12,00

10,00

8,00

6,00

Wynik PTS (mm)

4,00

2,00 °

0,00 X

Grupa kontrolna Grupa badana

Rycina 18. Porownanie wynikow testow skornych dla D. farinae w grupie badanej i kontrolnej
(roznica istotna statystycznie, p < 0,001)

U znacznej czgs$ci uczestnikow grupy badanej badanych obok uczulenia na D. farinae
wspotistniata nadwrazliwo$¢ na inne alergeny wziewne (ponad potowa chorych
w wywiadzie zglaszala dodatkowe zaostrzenie dolegliwosci przewleklego ANN
w miesigcach wiosenno-letnich, spowodowane uczuleniem na pyltki traw oraz drzew).
Srednia wielko$é odczynu z zastosowaniem alergenu D. farinae byta jednak najwicksza
sposrod  wszystkich uzyskanych przy wykorzystaniu pozostalych wyciagéw
alergenowych. Zestawienie wynikow PTS dla wszystkich testowanych w grupie badanej

alergenow przedstawiono na rycinie 19 oraz tabeli 11.
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Rycina 19. Wykres pudetkowy przedstawiajgcy wyniki punktowych testow skornych dla

wszystkich stosowanych w badaniu alergenow w grupie badanej

Tabela 11. Analiza wynikow PTS dla wszystkich testowanych alergenow w grupie badanej

Zmienna M SD Me Q1 Q3 Min. Maks. S K
D.farinae 5,82 1,97 5,00 4,50 6,25 4,00 11,00 1,23 3,51
D.pteron. 5,45 1,78 5,50 5,00 6,50 0,00 8,50 -0,65 4,65
Alternaria 1,32 2,28 0,00 0,00 2,25 0,00 7,50 1,35 3,34
Trawy 3,93 3,68 4,75 0,00 6,63 0,00 12,00 0,32 2,00
Zyto 3,20 2,99 3,75 0,00 5,13 0,00 9,00 0,30 1,91
Bylica 1,91 2,81 0,00 0,00 4,25 0,00 9,50 1,09 2,99
Brzoza 2,36 3,85 0,00 0,00 4,13 0,00 14,00 1,57 4,59
Leszczyna 2,20 3,55 0,00 0,00 4,13 0,00 13,00 1,53 4,45
Olcha 2,57 3,49 0,00 0,00 6,00 0,00 9,50 0,75 1,85
Siers¢ kota 3,54 3,84 3,50 0,00 5,63 0,00 14,50 0,89 3,35
Siers¢ psa 0,96 1,82 0,00 0,00 0,50 0,00 6,00 1,58 4,06

M — érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy, Q3 — kwartyl trzeci,
Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto§¢ maksymalna, S — wspotczynnik sko$nosci, K — kurtoza.
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4.2. Wyniki asIgE uzyskane dla Dermatophagoides farinae

Oznaczenie asIgE przeprowadzono u wszystkich uczestnikow badania, zaré6wno
w grupie pacjentéw jak i w grupie kontrolnej. Za punkt odcigcia przyje¢to powszechnie
obowigzujacg wartos¢ 0,35 kU/1. Zgodnie z tg definicjg oraz podziatem na poszczegdlne
klasy swoistego IgE (zasady interpretacji wynikow omoéwiono w rozdziale 3.3.4)
przeanalizowano uzyskane wyniki w obu grupach.

W grupie kontrolnej wszyscy uczestnicy badania osiagneli st¢zenie asIgE ponizej 0,35
kU/1, czyli nie zanotowano zadnego wyniku fatszywie dodatniego.

W grupie badanej, 35,7% pacjentow osiggnelo stezenie asIgE odpowiadajace klasie 3,
niewiele mniej zaliczato si¢ do klasy 4 (28,6%). Kolejno, 14,3% grupy badanej stanowity
osoby, u ktérych wynik asIgE zostat zakwalifikowany do klasy 2, 10,7% (3 osoby) do
klasy 1. U 3 osob (10,7%) zanotowano stezenie asIgE ponizej 0,35 kU/1 (klasa 0), co
nalezy zinterpretowac jako wyniki fatszywie ujemne.

Ponizej, w tabeli 12, przedstawiono zestawienie wszystkich oznaczen, zaréwno
w grupie pacjentéw jak i grupie kontrolnej, uwzgledniajac przedziaty stezen swoistego

IgE oraz odpowiadajace im poszczegdlne klasy.

Tabela 12. Zestawienie wynikow asIgE dla grupy kontrolnej i badanej z uwzglednieniem udziatu
badanych w poszczegolnych klasach swoistego IgE

n (%)
Klasa sIgE | Zakres sIgE (kU/I) Grupa badana (N = 28) Grul();I ];0;1;;.01“3
0 0-0,35 3(10,7) 26 (100,0)
1 0,35-0,70 3(10,7) 0(0,0)
2 0,70-3,50 4(14,3) 0(0,0)
3 3,50-17.5 10 (35,7) 0(0,0)
4 17,5-50 8 (28,6) 0(0,0)
5 50-100 0(0,0) 0(0,0)
6 > 100 0(0,0) 0(0,0)

Rozktad wynikow w grupie badanej wg poszczegolnych klas asIgE przedstawiono

rowniez w formie wizualnej (histogram — rycina 20).
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Rycina 20. Rozktad wynikow wg poszczegolnych klas asIgE w grupie badanej

Porownujac statystycznie obie grupy — badang oraz kontrolng, wyraznie wigksze
stezenia asIgE uzyskano w grupie badanej (p < 0,001, réznica wyniosta MD = 5,02, Clos
[3, 49; 12, 87]). Wyniki weryfikacji statystycznej przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Zestawienie porownawcze wynikow analizy statystycznej grupy badanej i kontrolnej
w zakresie oznaczenia asIgE

. Grupa badana (N = 28) Grupa kontrolna (N = 26) MD (95% | Statystyka
ZATIEIIE CI) testowa P
M SD | Me |Min.|Maks.| M | SD | Me | Min. | Maks.
5,02 W= <
sIgE, kU/1| 11,64 | 13,20 | 5,04 | 0,22 | 44,80 | 0,05| 0,06 | 0,02 | 0,01 | 0,22 (3.49: 12.87)| 72750 |0.001

M — érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto$¢
maksymalna. MD — réznica srednich (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnosci (CI), W — warto$¢
statystyki testu U Manna-Whitneya.

W kolejnym etapie, raz jeszcze przeanalizowano uzyskane w grupie badanej wyniki
fatszywie ujemne, w kontekscie ich porownania z rezultatami PTS. Jak si¢ okazalo, co
prawda wielko$¢ odczynow dla D. farinae u tych osob byta powyzej 3 mm 1 wskazywata
jednoznacznie na wynik dodatni, jednak $rednia $rednica bagbla w Zadnym przypadku nie
przekroczyta 4 mm. Tym samym, nalezy uzna¢, ze przypadku prezentowanego badania,
zasadne jest ustalenie punktu odciecia dla asIgE, na nizszym poziomie niz ogdlnie
przyjety.

Ustalenie normy IgE swoistego na poziomie 0,35 kU/I zostato okreslone jeszcze kilka
dekad temu. Odnoszac si¢ do aktualnej literatury nalezy uznaé, ze warto$¢ tzw. ,,cut off”

dla aslIgE jest duzo bardziej zr6znicowana. Wiele badan wskazuje na obnizenie punktu
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odcigcia, ustalajac prog przy ktorym uznajemy wynik za dodatni, nawet przy st¢zeniu
0,12 kU/1 [49, 50]. Z uwagi na t¢ nieustajacg dyskusje oraz uzyskane fatszywie ujemne
wyniki w grupie pacjentow, dokonano porownania skutecznosci testow diagnostycznych
opartych na zalozeniach réznych norm: powszechnie przyjetej 0,35 kU/I oraz 0,20 kU/I.
W przypadku gdy za cut off uznano sIgE = 0,35 kU/I1, czuto$¢ testu wynosita 89%, a jego
swoistos¢ 100%. Natomiast jesli za normg przyjeto sIgE = 0,20 kU/1, osiagnieto 100%
czulo$ci jednak swoistos¢ byta nizsza niz przy alternatywnym zatozeniu i wynosita 92%

(tabela 14).

Tabela 14. Porownanie wynikow oznaczenia stezenia aslgE przy roznych zatozeniach normy
aslgE w analizowanej probie pacjentow

Norma sIgE < 0,20
Norma sIgE < 0,35 kU/1 KUl
Grupa Grupa Grupa Grupa | PPV/NPV
PPV /
badana | kontrolna NPV badana | kontrolna
(N =28) (N =26) (N =28) (N =26)
100%/ 92%/
89% 100%
Wynik dodatni 25 0 28 2
Wynik ujemny 3 26 0 24
Czulosc / 89% 100% 100% 92%
SWoistos¢

PPV (ang. positive predictive value) — dodatnia warto$¢ predykcyjna, NPV (ang. negative predictive value)
— ujemna wartos$¢ predykcyjna.

Jak wida¢ na powyzszym przykladzie, kazda manipulacja w zakresie ustalonego progu
asIgE, zarowno w dot jak 1 w gore ma konkretne konsekwencje. Gdy obnizamy cut off
rosnie czutos$¢ testu oraz ujemna wartos$¢ predykcyjna (NPV), natomiast maleje swoistos¢
oraz dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV). Tym samym zwigkszamy szanse na
rozpoznanie choroby, kosztem jednak wygenerowania ewentualnych nadrozpoznan. Przy
tradycyjnie przyjetej wartosci 0,35 kU/I spada czutos¢ testu, a wigc szansa na prawidtowg
diagnozg.

Reasumujac, powyzsze wyniki jednoznacznie sugerujg potrzebe poszukiwania
bardziej doskonatych metod diagnostycznych, ktére pozwola na uzyskanie jeszcze
wiekszej czutosci 1 swoistosci otrzymywanych wynikdéw, zwilaszcza w obliczu wzrostu

czestosci wystepowania chordb alergicznych.
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4.3. Testy aktywacji bazofilow

4.3.1. Okreslenie podstawowej puli bazofilow

Waznym elementem interpretacji wynikow BAT, stanowigcym niejako kontrolg
jakosci testu, jest identyfikacja podstawowej puli bazofilow. Ponizej w tabelach 1518
przestawiono uzyskane $rednie wartosci liczby bazofilow w poszczegolnych probkach,
kolejno dla grupy badane;j i kontrolnej, z réznicowaniem na poszczeg6lne testy aktywacji

bazofila — z zastosowaniem CD63 lub CD164.

Tabela 15. Podstawowe parametry statystyki opisowej dotyczgce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w grupie badanej dla BAT z zastosowaniem markera CD63

Grupa badana (N = 28)
CD63
M SD Me
Pb 447,54 305,26 362,00
Pc 422,00 299,82 371,50
Al 412,89 271,53 341,50
All 454,43 304,17 379,00
Alll 431,39 282,02 367,50

M - érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana.

Tabela 16. Podstawowe parametry statystyki opisowej dotyczqce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w grupie kontrolnej dla BAT z zastosowaniem markera CD63

Grupa kontrolna (N = 26)
CD63
M SD Me
Pb 448,19 186,69 436,50
Pc 457,00 209,64 488,00
Al 493,27 163,85 472,50
All 455,58 186,56 457,00
Alll 454,73 182,07 450,50

M - érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana.
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Tabela 17. Podstawowe parametry statystyki opisowej dotyczqce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w grupie badanej dla BAT z zastosowaniem markera CD164

Grupa badana (N = 28)
CD164
M SD Me

Pb 486,18 278,25 422,00
Pc 472,96 271,19 400,50
Al 465,86 234,00 458,00
All 464,57 285,05 395,00
Alll 443,18 250,79 394,50

M — érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana.

Tabela 18. Podstawowe parametry statystyki opisowej dotyczqce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w grupie kontrolnej dla BAT z zastosowaniem markera CD164

Grupa kontrolna (N = 26)
CD164
M SD Me

Pb 474,27 216,82 499,50
Pc 475,42 243,99 433,00
Al 447,31 196,32 466,00
All 492,42 230,27 446,00
Alll 496,88 213,57 458,50

M - érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana.

Na podstawie analizy powyzej przedstawionych danych zaobserwowano nast¢pujace
roéznice: w przypadku BAT z zastosowaniem CD63, we wszystkich probkach pula komoérek
zidentyfikowanych jako bazofile byta wyzsza w grupie kontrolnej w poréwnaniu z grupa
badang (MD < 0; MD — r6znica $rednich grupa badana vs grupa kontrolna).

W tescie aktywacji bazofila z CD164 $rednia ilo$¢ bazofili byta wyzsza dla probek Pb
oraz zawierajacej alergen w stezeniu pierwszym (Al) w przypadku grupy badanej,
natomiast w pozostatych probkach byta wyzsza dla grupy kontrolnej (MD < 0).

Poréwnujac oba testy, w przypadku wszystkich probek, za wyjatkiem Al, w grupie
kontrolnej srednia ilo$¢ zidentyfikowanych bazofili byta wyzsza dla testu z zastosowaniem

markera powierzchniowego CD164. Zaleznosci te zobrazowano na rycinach 21-22.
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Rycina 21. Poréwnanie srednich wartosci liczby komorek zabramkowanych jako bazofile
w grupie badanej dla BAT z zastosowaniem CD63 i CD164
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Rycina 22. Porownanie Srednich wartosci liczby komorek zabramkowanych jako bazofile
w grupie kontrolnej dla BAT z zastosowaniem CD63 i CD164

Nalezy pokresli¢, ze uzyskane wartosci $rednie miescity si¢ we wskazaniach
producenta (Biihlmann Laboratories, Schonenbuch, Szwajcaria), wg ktorych liczba
bramkowanych bazofilow nie powinna by¢ nizsza niz 300 [51]. W trakcie analizy
otrzymanych wynikoéw zauwazono jednak, ze w przypadku nielicznych oséb (2 osoby
w tescie aktywacji bazofila z CD63 oraz 1 osoba w BAT z CDI164), w zakresie
pojedynczego stezenia alergenu liczba zebranych komorek byla niska. Osoby te nie
zostaty jednak wykluczone z analizy, poniewaz uznano, ze w zakresie pozostatych dwoch
stezen alergenowych speiniajg kryteria uzyskania wynik dodatniego tj. liczba komoérek
zabramkowanych jako bazofile nie tylko przekracza zdefiniowany punkt odcigcia, a

nawet osigga jego podwojone wartosci (600—700 komorek).

58



W nastepnym etapie zbadano rozktad zmiennych. Zbiezno$¢ z rozktadem normalnym

zostata oceniona przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. W wigkszosci przypadkow badany

rozktad okazat si¢ by¢ normalny (tabela 19).

Brak normalnosci rozktadu zaobserwowano w przypadku nastepujacych zmiennych:

— Pc, w tescie aktywacji bazofila z CD63 w grupie badanej (p = 0,022).
— Pc, w tescie aktywacji bazofila z CD164 w grupie badanej (p = 0,039).

— All, w tescie aktywacji bazofila z CD164 w grupie badanej (p = 0,041).

Tabela 19. Ocena liczby komorek zabramkowanych jako bazofile — zestawienie wynikow testu

Shapiro-Wilka w poszczegolnych probkach dla obu testow BAT

Grupa | Marker | Probka w p S K nRO:Ian;?:y
B CD63 Pb 0,94 0,090 0,69 2,57 tak
B CD63 Pc 0,91 0,022 0,79 2,64 nie
B CD63 Al 0,93 0,080 0,71 2,69 tak
B CD63 All 0,94 0,130 0,70 2,79 tak
B CD63 Alll 0,95 0,176 0,50 2,29 tak
K CD63 Pb 0,97 0,658 0,01 2,04 tak
K CD63 Pc 0,97 0,669 -0,03 2,18 tak
K CD63 Al 0,96 0,396 -0,23 2,35 tak
K CD63 All 0,96 0,351 0,53 2,67 tak
K CD63 Alll 0,97 0,688 0,01 2,92 tak
B CDl164 Pb 0,94 0,148 0,46 2,16 tak
B CD164 Pc 0,92 0,039 0,93 3,66 nie
B CDl164 Al 0,95 0,243 0,49 2,46 tak
B CD164 All 0,94 0,133 0,53 2,35 tak
B CDl164 Alll 0,96 0,360 0,66 3,02 tak
K CDl164 Pb 0,96 0,361 -0,21 2,86 tak
K CDl164 Pc 0,95 0,242 0,17 2,03 tak
K CD164 Al 0,98 0,820 0,14 2,79 tak
K CDl164 All 0,92 0,041 0,49 2,08 nie
K CD164 Alll 0,95 0,293 0,49 2,51 tak

W — warto$¢ statystyki W testu Shapiro-Wilka, S — wspoétczynnik sko$nosci, K — kurtoza. Zbieznos$¢
z rozkltadem normalnym weryfikowana za pomoca podanych statystyk oraz wizualnej oceny histogramu
rozktadu zmiennej, B — grupa badana, K — grupa kontrolna.

Dokonano zestawienia obu grup — badanej i kontrolnej, kolejno dla BAT z CD63,

z(CDI164 oraz dla obu testow, w zakresie wszystkich probek. Wyniki analizy

59



statystycznej przedstawiono w tabelach 20-22. W przypadku parametréw gdzie

stwierdzono rozktad normalny stosowano test t (warto$¢ statystyki testu t dla prob

niezaleznych), w pozostatych natomiast test U Manna-Whitneya.

Tabela 20. Zestawienie porownawcze wartosci p dotyczqce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w poszczegolnych grupach dla testu aktywacji bazofila z CD63

(951}»2,DCI) Statystyka testowa P
i (-138,5%;616 36,94) thr;OfSl 0,992
i (-195;,10106;’28,00)1 W =308,00 0,340
Al (-202—,2%;32 1,58) tc;;lf; 0,191
Al (—138,;6,;115 36,07) tc;—:o;‘()s?. 0,987
Al (-152,-4%; ;’314:)5,75) tc;;off 0,718

MD - roéznica $rednich (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnos$ci (CI), t — wartos$¢
statystyki testu t dla préb niezaleznych, df — liczba stopni swobody.

Tabela 21. Zestawienie porownawcze wartosci p dotyczqce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w poszczegolnych grupach dla testu aktywacji bazofila z CD164

(951}’2)DCI) Statystyka testowa p
11,91 t=0,18
i (-123,89; 147,71) df=51 0,861
-32,50 B
e (-154,00; 135,00)! W =340,00 0,687
18,55 t=10,32
Al (-99,14; 136,23) df=51 0,753
-51,00 B
Al (-179,00; 114,00) ! W =329,00 0,550
Alll -53,71 t=-0,85 0.400
(-180,65; 73,24) df =52

MD - réznica $rednich lub median! (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnosci (CI),
t — warto$¢ statystyki testu t dla prob niezaleznych, df — liczba stopni swobody, W — wartos¢ statystyki testu
U Manna-Whitneya.
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Tabela 22. Zestawienie porownawcze wartosci p dotyczgce liczby komorek zidentyfikowanych
Jjako bazofile w poszczegolnych testach aktywacji bazofila (z CD63 i CD164)

(951})2])(:1) Statystyka testowa p
i (195, . %614:7,89) tc;;o’ssf 0,623
" (-216,_33;’%01,00) ! W = 338,50 0,385
Al (-1 88_,%31’;9862,91) tc;;o’;g 0,438
Al (16810, 147,82 Py 0,898
Al (-154,_8121;’71%1,25) tc;;o’;; 0,869

MD - réznica $rednich lub median! (CD 63 vs. CD 164) z 95% przedzialem ufnosci (CI), t — wartoéé
statystyki testu t dla prob niezaleznych, df — liczba stopni swobody, W — wartos¢ statystyki testu U Manna-
Whitneya.

Zarowno w przypadku testu aktywacji bazofila z CD63 jak 1 CD164 w zakresie

wszystkich probek wykazano brak statystycznej istotno$ci rdznic pomiedzy grupa badang

a kontrolng. W poréwnaniu pomig¢dzy testami rOwniez nie stwierdzono roéznic w ilosci

komorek zidentyfikowanych jako bazofile w obrgbie wszystkich analizowanych

zmiennych. Wizualna prezentacja rozktadow dla kazdej probki w podziale na grupy

badang 1 kontrolng i poszczegolne markery aktywacji bazofili zostata przedstawiona na

ponizszych wykresach pudetkowych (ryciny 23 i 24).
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Rycina 23. Wykres pudetkowy przedstawiajqcy Sredniq liczbe komorek zidentyfikowanych jako
bazofile w poszczegolnych probkach w grupach badanej i kontrolnej dla BAT z CD63
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Rycina 24. Wykres pudetkowy przedstawiajqcy Sredniq liczbe komorek zidentyfikowanych jako
bazofile w poszczegolnych probkach w grupach badanej i kontrolnej dla BAT z CD164

4.3.2. Ocena aktywacji bazofilow

Przed przystapieniem do analizy, wszystkie uzyskane wyniki w poszczegodlnych
prébkach pomniejszono o warto$¢ spoczynkowej aktywacji bazofiloéw (Pb). Tym samym
catkowitg ilos¢ aktywowanych bazofilow, czyli wartosci ,,brutto”, pomniejszono o
warto$¢ aktywacji bazofilow bez stymulacji bodzcem zewngtrznym (alergenem lub anty-
IgE) otrzymujac wyniki ,,netto”. Liczbe aktywowanych bazofilow wyznaczano jako
procent aktywowanych komorek w stosunku do catej puli zabramkowanych bazofilow.

W dalszym etapie przeanalizowano warto$ci Pb (kontrola ujemna) zar6wno w grupie
kontrolnej jak 1 w grupie badanej, w obu testach BAT. Miato to na celu wylonienie osob
z podwyzszong spontaniczng aktywacja — czyli taka, ktora przekracza 10%. Zaden
z uczestnikow badania jednak nie osiagnat takich wynikow. Srednia warto$é Pb dla testu
z CD63 (calo$¢ badanej populacji) wyniosta 2,00 (min 1,8; max 3,45, SD 0,23), dla testu
zCD164 2,01 (min 1,82, max 2,2, SD 0,11).

Kolejnym krokiem bylo wykluczenie z analizy osob z niedostateczng aktywacja
bazofilow. Szacuje si¢, ze nawet okoto 8—22% populacji nalezy do tzw. ,,non-responders”
[52-54]. Sa to osoby ktérych bazofile nie reaguja aktywacja po stymulacji bodZcem
zewngtrznym — alergenem lub anty-IgE/anty-FceRI, pomimo zachowanej prawidtowe;
gestosci receptoréw FceRI na powierzchni komoérek oraz zdolnosci do ekspresji
markeré6w powierzchniowych aktywacji bazofilow po stymulacji bodZcem IgE-

niezaleznym.

62



W celu jednoznacznego wytonienia ,,non-responders” wyznaczono ,,cut off point” dla

stymulacji anty-IgE:

Cut off point = x +25D

gdzie x to $rednia arytmetyczna aktywacji spontanicznej (Pb) dla wszystkich

uczestnikow badania; SD — odchylenie standardowe.

Dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 punkt odcigcia wyniost:

Cut off point = 2,00+2-0,23 = 2,46

Dla BAT z zastosowaniem CD164 wykonano nastepujace obliczenia:

Cut off point = 2,01+2-0,11 = 2,23

Na podstawie wyznaczonych punktow odciecia, okreslono grupy non-responders dla

poszczegolnych testow. Dla BAT z CD63 byly to 3 osoby, natomiast dla testu z CD164

2 osoby (kolejno 1 osoba z grupy kontrolnej i 2 z grupy badanej oraz 2 osoby z grupy

badanej, 0 z kontrolnej), co stanowito 5,6% populacji badanej w przypadku CD63 oraz
3,7% populacji badanej dla CD164.

Osoby te wyltaczono z dalszego opisu wynikow. Pozostala zbiorowos¢ stanowita

przedmiot statystyki opisowej. W tabelach 23-26 przedstawiono podstawowe parametry

statystyczne odnoszgce si¢ do poziomu aktywacji bazofiléw w poszczegolnych probkach

w podziale na grupy kontrolng i badang oraz r6zne testy BAT. Wyniki zaprezentowano

réwniez w formie wizualnej na rycinach 25 i 26.

Tabela 23.

Ocena aktywacji bazofilow (%) w grupie badanej dla testu aktywacji bazofila z CD63
— statystyka opisowa

Grupa badana (N = 26)

CD63

M SD Me Q1 Q3 Min. Maks.
Pb 2,00 0,12 1,98 1,93 2,11 1,80 2,20
Pc 47,50 29,88 50,55 20,07 71,66 2,93 92,57
Al 47,65 38,06 44,78 11,77 88,74 0,00 95,55
All 43,26 39,25 44,74 3,18 76,19 0,00 96,66
Alll 26,61 35,57 3,83 0,04 59,68 0,00 95,37

M — $rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy,
Q3 — kwartyl trzeci, Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto$§¢ maksymalna.
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Tabela 24. Ocena aktywacji bazofilow (%) w grupie kontrolnej dla testu aktywacji bazofila
z CD63 — statystyka opisowa

Grupa kontrolna (N = 25)

CD63

M SD Me Q1 Q3 Min. Maks.
Pb 1,94 0,10 1,94 1,85 2,01 1,80 2,12
Pc 54,71 26,44 63,55 36,65 71,39 2,56 90,61
Al 1,15 1,70 0,11 0,00 1,67 0,00 6,19
All 0,87 1,66 0,06 0,00 0,80 0,00 7,29
Alll 1,15 2,49 0,00 0,00 0,68 0,00 10,28

M — $rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy,

Q3 — kwartyl trzeci, Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto§¢ maksymalna.

Tabela 25. Ocena aktywacji bazofilow (%) w grupie badanej dla testu aktywacji bazofila
z CD164 — statystyka opisowa

Grupa badana (N = 26)

CD164

M SD Me Q1 Q3 Min. Maks.
Pb 2,03 0,11 2,06 1,92 2,08 1,85 2,19
Pc 39,60 28,33 35,90 19,24 54,83 2,59 85,77
Al 43,29 27,62 38,24 24,41 66,90 1,17 93,02
All 35,95 28,81 27,21 12,79 57,41 -2,19 92,66
Alll 20,30 22,75 12,43 4,40 22,24 0,00 84,71

M - érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy,

Q3 — kwartyl trzeci, Min. — warto§¢ minimalna, Maks. — warto$¢ maksymalna.

Tabela 26. Ocena aktywacji bazofilow (%) w grupie kontrolnej dla testu aktywacji bazofila
z CD164 — statystyka opisowa

Grupa kontrolna (N = 26)

CD164

M SD Me Q1 Q3 Min. Maks.
Pb 1,99 0,12 1,96 1,90 2,06 1,82 2,20
Pc 56,44 19,39 60,94 48,19 68,04 9,16 80,25
Al 1,27 1,88 0,28 0,00 1,60 0,00 6,87
All 1,12 1,95 0,16 0,00 1,42 0,00 7,66
Alll 1,20 1,71 0,16 0,00 1,69 0,00 5,63

M - érednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q1 — kwartyl pierwszy, Q3 —
kwartyl trzeci, Min. — warto$¢ minimalna, Maks. — warto§¢ maksymalna.
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Rycina 25. Srednia aktywacja bazofilow (%) w poszczegolnych prébkach dla testu aktywacji
bazofila z zastosowaniem markera CD 63, w podziale na grupe badang i kontrolng
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Rycina 26. Srednia aktywacja bazofilow (%) w poszczegolnych prébkach dla testu aktywacji
bazofila z zastosowaniem markera CD164, w podziale na grupe badang i kontrolng

Na podstawie analizy powyzej przedstawionych danych zaobserwowano nastgpujace
zaleznos$ci: w grupie pacjentoéw, w BAT z CD63, najwyzszy $redni poziom aktywacji
bazofilow osiaggnig¢to przy stezeniu alergenu Al 47,65%. Dla probki AIl $rednia
aktywacja bazofilow wyniosta 43,26%, natomiast dla najmniejszego stezenia D. farinae
26,61%. Maksymalna warto$¢ aktywacji bazofilow wyniosta 96,66% dla probki All,
jednak w pozostatych stezeniach alergendw wartosci maksymalne byty rownie wysokie 1
przekraczaly 95%.

W  przypadku zastosowania markera powierzchniowego CD164 osiagnigto
nastgpujace wyniki: w grupie badanej najwyzszy $redni poziom aktywacji bazofilow

miata probka z nierozcienczonym alergenem Al — 43,29%, najnizszy przy najmniejszym
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stezeniu, AIIl — 20,30%. Maksymalna warto$¢ aktywacji wyniosta 93,02% dla alergenu
W najwyzszym stezeniu — Al

W grupie kontrolnej w obu testach BAT $redni poziom aktywacji we wszystkich
stezeniach alergenéw byt znaczaco nizszy niz w grupie pacjentow i1 oscylowal
w granicach 1%.

Poréwnujac oba testy BAT z zastosowaniem r6znych markerow aktywacji w kazdym
z nich najwigksza $rednig aktywacje bazofilow osiggnigto w przypadku alergenu
w najwyzszym stezeniu — Al, najnizszg w przypadku alergenu w najwigkszym
rozcienczeniu AIIL.

Rozktad usrednionych wartosci aktywacji bazofilow (z rozroéznieniem na $rednig

1 mediang) przedstawiono na wykresach 27-31.
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Rycina 27. Rozktad Sredniej wartosci i mediany aktywacji bazofili w trzech roznych stezeniach
alergenu D. farinae w grupie badanej, w BAT z zastosowaniem CD63
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Rycina 28. Rozkiad Sredniej wartosci i mediany aktywacji bazofili w trzech roznych stezeniach
alergenu D. farinae, w grupie kontrolnej, w BAT z zastosowaniem CD63
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Rycina 29. Rozkiad Sredniej wartosci i mediany aktywacji bazofili w trzech roznych stezeniach
alergenu D. farinae w grupie badanej, w BAT z zastosowaniem CD164
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Rycina 30. Rozkiad Sredniej wartosci i mediany aktywacji bazofili w trzech roznych stezeniach
alergenu D. farinae w grupie kontrolnej, w BAT z zastosowaniem CD164

60%

50%

40%
—=@=CD63 (Srednia)
30% =@ CD63 (Mediana)
—=®—CD164 (Srednia)

20% CD164 (Mediana)
(1]

Procent aktywacji bazofiléw

10%

0%
Al All Alll

Rycina 31. Rozkiad Sredniej wartosci i mediany aktywacji bazofili w trzech roznych stezeniach
alergenu D. farinae w grupie badanej w BAT z zastosowaniem CD63 i CD164

W nastepnym etapie oceniono rozkltad zmiennych. Zbiezno$¢ z rozktadem normalnym

zostata oceniona przy uzyciu testu Shapiro-Wilka, wspotczynnika sko$nos$ci oraz kurtozy.

68



W wiekszosci przypadkow badany rozktad okazal si¢ by¢ rozbiezny z rozktadem
normalnym. Jedynie w przypadku probki Pc dla BAT z CD63 w grupie kontrolnej
zdecydowano o uznaniu rozktadu za normalny, mimo ze test Shapiro-Wilka sugerowat
brak normalnos$ci. Podstawg tej decyzji byly: wartos¢ wspotczynnika skosnosci w przedziale
od -1 do I (S =-0,71), warto$¢ kurtozy relatywnie bliska K = 3 (K = 2,42 w przypadku
omawianego rozkladu) oraz wizualna ocena rozkladu (wykres typu histogram).

Normalno$¢ rozktadu zaobserwowano w przypadku nastepujacych probek:

— Pb, w tescie aktywacji bazofila z CD63, w grupie badanej (p = 0,100),

— Pb, w tescie aktywacji bazofila z CD63, w grupie kontrolnej (p = 0,178),

—  Pc, w tescie aktywacji bazofila z CD63, w grupie badanej (p = 0,056),

— Pc, w tescie aktywacji bazofila z CD63, w grupie kontrolnej (p = 0,034),

— Al w tedcie aktywacji bazofila z CD164, w grupie badanej (p = 0,167),

— Pb, w tescie aktywacji bazofila z CD164, w grupie kontrolnej (p = 0,233).

Tabela 27. Ocena stopnia aktywacji bazofili dla poszczegolnych probek — zestawienie wynikow
testu Shapiro-Wilka dla obu testow BAT

Grupa | Marker | Prébka w p S K Rozklad
normalny
B CD63 Pb 0,93 0,100 -0,03 1,76 tak
B CD63 Pc 0,92 0,056 0,05 1,65 tak
B CD63 Al 0,84 0,001 0,02 1,29 nie
B CD63 All 0,82 < 0,001 0,10 1,27 nie
B CD63 Alll 0,73 < 0,001 0,86 1,98 nie
K CD63 Pb 0,94 0,178 0,28 1,88 tak
K CD63 Pc 0,91 0,034 -0,71 2,42 tak
K CD63 Al 0,73 < 0,001 1,61 4,81 nie
K CD63 All 0,59 < 0,001 2,66 10,22 nie
K CD63 Alll 0,54 < 0,001 2,58 8,96 nie
B CD164 Pb 0,92 0,039 -0,19 1,84 nie
B CD164 Pc 0,90 0,020 0,39 1,86 nie
B CDl164 Al 0,94 0,167 0,30 1,99 tak
B CDl164 All 0,91 0,031 0,58 2,07 nie
B CD164 Alll 0,81 < 0,001 1,48 4,35 nie
K CD164 Pb 0,95 0,233 0,23 2,04 tak
K CD164 Pc 0,90 0,017 -0,98 3,38 nie
K CD164 Al 0,72 < 0,001 1,72 5,02 nie
K CD164 All 0,64 < 0,001 2,16 6,94 nie
K CD164 Alll 0,74 < 0,001 1,37 3,73 nie

W — wartos$¢ statystyki W testu Shapiro-Wilka, S — wspolczynnik skosnosci, K — kurtoza. Zbieznos¢
z rozktadem normalnym weryfikowana za pomoca podanych statystyk oraz wizualnej oceny histogramu
rozktadu zmienne;.
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Nastepnie poréwnano obie grupy — badang 1 kontrolng kolejno dla BAT z CD63 oraz
z CD164, w zakresie wszystkich probek. Wyniki analizy statystycznej przedstawiono
w tabelach 28-29. W przypadku prébek gdzie stwierdzono rozktad normalny stosowano
test t (wartos$¢ statystyki testu t dla prob niezaleznych), w pozostalych natomiast test

U Manna-Whitneya.

Tabela 28. Zestawienie porownawcze wynikow analizy statystycznej pomiedzy grupg badana
i kontrolng w zakvesie wartosci aktywacji bazofili w BAT z zastosowaniem markera CD63

CD63 © Slt’ngCI) Statystyka testowa p
Ho (0,0(())’;0(?,12) td;l fg 0,060
L (-23,_(3%18,65) c;ff; 0,366
Al (16,946?%,46)1 W =584,00 < 0,001
All (5’93?’761%32)1 W =545,00 < 0,001
Alll (01053;’23’03)1 W =486,00 0,002

MD - réznica $rednich lub median! (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnosci (CI),
t — warto$¢ statystyki testu t dla prob niezaleznych, df — liczba stopni swobody, W — wartos¢ statystyki testu
U Manna-Whitneya.

Tabela 29. Zestawienie porownawcze wynikow analizy statystycznej pomiedzy grupg badana
i kontrolng w zakresie wartosci aktywacji bazofili w BAT z zastosowaniem markera

CD164
CD164 © S&DCI) Statystyka testowa p
Pb (_0’5)2’;18’1 ) W = 416,00 0,155
Pc 3 el 62) W = 215,00 0,024
Al G 0,935;’%65’ 65) W = 664,00 <0,001
Al . 4,7267;359’ 5 W = 637,00 <0,001
AIII ( 6’116?’1277’09) W = 584,00 <0,001

MD - réznica $rednich lub median! (grupa badana vs. grupa kontrolna) z 95% przedziatem ufnosci (CI),
t — warto$¢ statystyki testu t dla prob niezaleznych, df — liczba stopni swobody, W — wartos¢ statystyki testu
U Manna-Whitneya.

W przypadku BAT z zastosowaniem CD63 w zakresie probek Pb i Pc nie wykazano

istotnej statystycznie roéznicy w zakresie poziomu aktywacji bazofili pomiedzy grupa
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badang i kontrolng. Brak réwnosci pomiedzy grupami zaobserwowano natomiast
w probkach po stymulacji alergenem — Al AIl i AIIl. W tescie aktywacji bazofila
zCD164, w przypadku wszystkich probek oprocz kontroli ujemnej, wykazano
statystycznie istotng réznicg¢ pomiedzy pacjentami a zdrowymi uczestnikami badania.

Wyniki przedstawiono w formie wizualnej na rycinach 32-34.
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Rycina 32. Poréwnanie grupy kontrolnej i badanej w zakresie aktywowanych bazofilow w tescie

BAT z CD63
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Rycina 33. Porownanie grupy kontrolnej i badanej w zakresie aktywowanych bazofilow w tescie
BAT z CD164
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Grupa badana - poréwnanie CD63 i CD164
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Rycina 34. Poréownanie liczby aktywowanych bazofilow w grupach badanych pomiedzy testami
BATz CD63 i CD164

4.3.3. Ocena efektywnosci diagnostycznej testu aktywacji bazofila z zastosowaniem

markera CD164. Czulos¢ i specyficznos¢ testow BAT

Oszacowanie przydatnosci diagnostycznej testu BAT w duzej mierze zalezy od
wyboru optymalnego punktu odcigcia. Nalezy okresli¢ taka warto§¢ procentowsq
aktywowanych bazofiléw (bgdacych miarg ekspresji CD63 lub CD164), ktéra podzieli
badang zbiorowo$¢ na dwie grupy (uczulonych na D. farinae lub zdrowych) i bedzie
najkorzystniejsza z punktu widzenia czulosci i specyficznosci.

Dla kazdego z potencjalnych punktéw odcigecia (% aktywowanych bazofilow)
wyznaczono wartosci prawdziwie dodatnie (PD), prawdziwie ujemne (PU), falszywie
dodatnie (FD) i fatszywie ujemne (FU). Obserwacje prowadzono oddzielnie dla kazdego
ze stezen alergenu (Al — AllD), dla obu testow BAT oraz asIgE.

Czulto$¢, czyli prawdopodobienstwo otrzymania wyniku dodatniego u osoby uczulone;j
na D. farinae oraz swoisto$¢ tj. prawdopodobienstwo uzyskania ujemnego wyniku u

osoby zdrowej, obliczono wedlug nastepujacych wzordw:

., PD
czutos¢ =
PD+FU
SWOoIstos¢ =
FD+P
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Przeanalizowano zalezno$ci pomi¢dzy obiema zmiennymi. Zamieszczone ponizej
wykresy (35—41) przecigcia czutosci i specyficznosci pozwalaja na zlokalizowanie punktu,

w ktorym jednoczesnie obie wartosci sg najwigksze dla poszczegdlnych parametrow.
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Rycina 35. Wykres czutosci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63
(Alergen w stezeniu 1)
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Wykres czuto$ci i specyficznosci
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Rycina 36. Wykres czutosci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63
(Alergen w stezeniu 1)
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Rycina 37. Wykres czulosci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63
(Alergen w stezeniu I11)
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Wykres czuto$ci i specyficznosci
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Rycina 38. Wykres czutosci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD164
(Alergen w stezeniu 1)
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Rycina 39. Wykres czutosci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD164
(Alergen w stezeniu I1)
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Rycina 40. Wykres czutosSci i specyficznosci dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD164
(Alergen w stezeniu I11)
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Rycina 41. Wykres czutosci i specyficznosci dla oznaczenia alergenowo swoistego IgE

W celu jeszcze bardziej precyzyjnej oceny jakosci analizowanych testow oraz

wyznaczenia punktu odcigcia wykreslono krzywe ROC (Ryciny 42-53).
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Rycina 42. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CDI164 (Alergen

w stezeniu 1)
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Rycina 43. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CDI164 (Alergen

w stezeniu II)
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Rycina 44. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CDI164 (Alergen
w stezeniu I11)
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Rycina 45. Krzywa ROC dla kontroli dodatniej (Pc), w tescie aktywacji bazofila z zastosowaniem
CD164
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Rycina 46. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 (Alergen w stezeniu 1)
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Rycina 47. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 (Alergen w stezeniu I1)
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Rycina 48. Krzywa ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 (Alergen w stezeniu I11)
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Rycina 49. Krzywa ROC dla kontroli dodatniej (Pc) w tescie aktywacji bazofila z zastosowaniem

CD63
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Rycina 50. Krzywa ROC dla oznaczenia asIgE

Wykres ROC poréwnanie
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Rycina 51. Zestawienie krzywych ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 oraz
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Wykres ROC poréwnanie
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Rycina 52. Zestawienie krzywych ROC dla testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD164 oraz
oznaczenia aslgE
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Wykres ROC poréwnanie
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Rycina 53. Zestawienie krzywych ROC dla testow aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63

i CD164 oraz oznaczenia asigEk
W kolejnym etapie obliczono indeks Youdena dla wszystkich zmiennych (Tabela 30).
W tym celu wykorzystano nastepujacy wzor:

Indeks Youdena = czulos¢ + swoistos¢ — 1

Dodatkowo, jesli zdefiniujemy czuto$¢ i swoistos¢ mozemy obliczenia przedstawi¢ jako:

PD PU
Indeks Youdena = +
PD+FU = PU+F
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Warto$¢ indeksu Youdena miesci si¢ w przedziale < 0,1 > Wskaznik przyjmuje
warto$¢ zerowa, kiedy test diagnostyczny daje taki sam odsetek wynikow dodatnich
w grupie pacjentow jak 1 w grupie zdrowych. Im bardziej doskonaty test, tj. im wyzsza

jest suma czutos$ci 1 swoistosci, tym warto$¢ indeksu jest blizsza jednosci [55].

Tabela 30. Indeks Youdena dla analizowanych zmiennych w tescie aktywacji bazofila z CD63
i CD164 oraz oznaczenia asIgE

CD63 Indeks Youdena CD 164 Indeks Youdena
Pc 0,11 Pc 0,15
Alergen | 0,81 Alergen | 0,92
Alergen 11 0,69 Alergen I1 0,88
Alergen III 0,42 Alergen 111 0,73
asIgE 0,96 aslgE 0,96

Zaréwno w przypadku testu aktywacji bazofila z zastosowaniem CD63 jak 1 CD164,
najwyzszy indeks Youdena osiggnigto dla najwiekszego stezenia alergenu, Al. W przypadku
sredniego stezenia alergenu, AIl, w BAT z CD164, warto$ci wskaznika byty jednak zblizone
do obserwowanych przy probce Al Sposrdd wszystkich testow, najbardziej bliski jednosci
byl wskaznik uzyskany dla oznaczenia asIgE. Jednak tak duza doktadnos¢ uzyskujemy tylko
woweczas, jesli przyjmiemy wyznaczony poprzez wykreslenie krzywej ROC punkt odcigcia
na poziomie 0,24 kU/I, a nie ogolnie stosowang norme 0,35 kU/L

Ponizej, w tabeli 31 przedstawiono zestawienie pozostalych warto$ci wyznaczonych
poprzez wykreslenie krzywych ROC, w tym zdefiniowane cut off point odpowiadajace

poszczegdlnym stezeniom alergendéw z roznicowaniem na kolejne testy BAT.

Tabela 31. Zestawienie wartosci wyznaczonych na podstawie krzywych ROC dla testu aktywacji
bazofila z CD63, CD164 oraz oznaczenia asIigE

CD63 T Swoistos¢ | dfi‘;'c‘i';t o, AUC p
Pe 0,154 0,96 90,09 0,429 0,3922
Alemmm 0,808 I 8,84 0,898 0,0000
Aermemll 0,731 0,96 487 0,838 0,0000
Al L 0,424 I 10,29 0,748 0,0003
CD164
Pe 0.231 0,923 79,76 0318 0,0237
Alemmm 0,923 1 7.29 0,982 0,0000
Aermemll 0,885 1 8,13 0,951 0,0000
Al L 0,731 1 5,98 0,865 0,0000
asigE 0,964 1 0,24 0,999 0,0000

AUC - pole pod krzywa ROC; p — poziom istotnosci; punkt odciecia — procent aktywnych bazofilow,
wyznaczajacy punkt odciecia.
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Miarg jako$ci otrzymanych wynikow, obok indeksu Youdena, jest pole pod krzywa
ROC — AUC (area under ROC curve). Gdy krzywa ROC pokrywa si¢ z przekatna (x =y),
wowczas AUC jest rowne 0,5, a test diagnostyczny jest tak samo precyzyjny jak losowy
przydzial otrzymywanych wynikow do grupy dodatniej i ujemnej. Im wigksze pole
powierzchni pod krzywa (im blizsze warto$ci 1), tym dokladniejsza klasyfikacja
poszczegolnych uczestnikow badania do grupy uczulonych na D. farinae i zdrowych, na
podstawie analizowanej zmiennej [56]. W przypadku obu testow BAT, najwigksze AUC
uzyskano przy najwyzszym stezeniu alergenu (Al), przy czym zblizone wartosci
otrzymano réwniez dla probki AIl (Rycina 52 1 53). AUC dla BAT z CD164 byto wyzsze
w zakresie wszystkich stezen alergenéw w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w tescie
aktywacji bazofila z CD63. Potwierdzeniem tych wynikow jest graficzne zestawienie
krzywych ROC dla wszystkich testow (rycina 54). Nalezy rowniez zauwazy¢, ze na
przestawionym wykresie, wyraznie dominujg linie dla asIgE oraz BAT z CD164 (Al i
All) i sg to testy o najwickszej efektywnosci diagnostycznej. Aby w sposob jednoznaczny
okresli¢ roznice pomiedzy wartosciami AUC krzywych ROC, dla testow o najwigkszej
efektywnosci diagnostycznej przeprowadzono test DelLonga [57]. Na podstawie
wykonanej analizy nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy pomiedzy testami
BAT z CD63 i CD164 (w zakresie stezen Al) oraz CD164 i oznaczeniem asIgE, natomiast
przy porownaniu AUC testu z CD63 oraz oznaczenia asIgE osiggni¢to poziom istotnosci

statystycznej (p = 0,03) (tabela 32).

Tabela 32. Zestawienie porownawcze wynikow testu Delonga dla poszczegolnych krzywych
ROC dla obu testow BAT oraz asIgE

Zestawiane krzywe ROC Wartos¢ AUC p
ROC CD63(AI)/ROC CD164 0.898 / 0,982 0.09112
(AD
ROC CD63(AI)/ROC asIgE 0,898/ 0,999 0.03247
ROC CD164(AI)/ROC asIgE 0,982 /0,999 0.28290

Oba testy BAT charakteryzowaly si¢ wysoka czutoscia i swoisto$cig. W tabeli 32
dokonano zestawienia procentowych wartosci czuto$ci, swoistosci oraz ich sumy dla obu

testow BAT oraz oznaczenia aslgE.
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Tabela 33. Porownanie czutosci i swoistosci oraz ich sumy dla BAT z CD63, CD164 oraz asIgE

CD63 Czulo$é Swoisto$é SUMA%
Pc 15,4 96 111,4
Alergen [ 80,8 100 180,8
Alergen I1 73,1 96 169,1
Alergen III 42,4 100 142,4

asIgE 96,4 100 196,4

CD164
Pc 23,1 92,3 115,4
Alergen [ 92,3 100 192,3
Alergen II 88,5 100 188,5
Alergen III 73,1 100 173,1

Najwigksza czuto$¢ 1 swoistos¢ osiagnigto dla CD164 z wykorzystaniem alergenu
w stezeniu Al: suma czutosci 1 swoistosci wyniosta 192,3%. Zblizone wyniki osiggnieto
dla oznaczenia asIgE przy czym czulo$¢ testu byla nieco wigksza — 96,4% (suma
196,4%). Dla CD63 najwigksza sumg¢ czutosci oraz swoistosci — 180,5%, rowniez
osiggnieto dla alergenu w st¢zeniu AL

W dalszym etapie przeanalizowano czuto$¢ 1 swoistos¢ BAT przy tacznym
zastosowaniu obu markerow — CD164 oraz CD63 w zakresie st¢zenia alergenu, dla
ktérego osiggnigto najwigksza doktadnos¢ diagnostyczng (AI). Po raz kolejny
wyznaczono wartosci prawdziwie dodatnie, prawdziwie ujemne, falszywie dodatnie

1 fatszywie ujemne. Dla poszczegdlnych testow otrzymano nastepujgce wyniki:

Tabela 34. Wartosci prawdziwie dodatnie (PD), falszywie dodatnie (FD), falszywie ujemne
(FU), prawdziwie ujemne (PU) dla BAT z CD164

Stan faktyczny
Wynik testu
Chory Zdrowy
Chory PD 24 FDO
Zdrowy FU2 PU 26

Tabela 35. Wartosci prawdziwie dodatnie (PD), falszywie dodatnie (FD), fatszywie ujemne
(FU), prawdziwie ujemne (PU) dla BAT z CD63

Stan faktyczny
Wynik testu
Chory Zdrowy
Chory PD 21 FDO
Zdrowy FUS PU 25
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Po potaczeniu obu metod (CD 164 i CD63) uzyskano nastepujace wartosci:

Tabela 36. Wartosci prawdziwie dodatnie (PD), falszywie dodatnie (FD), fatszywie ujemne
(FU), prawdziwie ujemne (PU) dla BAT z CD63 i CD164

Stan faktyczny
Wynik testu
Chory Zdrowy
Chory PD 26 osoby FDO
Zdrowy FU 2 osoby PU 26 0s6b

Nastepnie korzystajac z przedstawionych na poczatku rozdziatu wzorow, wyliczono
czuto$¢ 1 swoistos¢ dla obu, réwnoczesnie zastosowanych metod diagnostycznych.
Uzyskano czuto$¢ 92,8% oraz swoistos¢ 100% (suma: 192,8%), czyli nieznacznie
wigksze wartosci jak dla pojedynczo stosowanego testu BAT z CD164.

W celu poszukiwania metody diagnostycznej o jeszcze wigkszej efektywnosci,
potaczono dwa testy o najwigckszej zaobserwowanej w badaniu doktadnos$ci: oznaczenie
aslgE (z wyznaczonym punktem odcigcia na poziomie 0,24 kU/l) oraz BAT z CD164,

przy zastosowaniu alergenu w stgzeniu I, otrzymujac nastepujace wyniki:

Tabela 37. Wartosci prawdziwie dodatnie (PD), falszywie dodatnie (FD), falszywie ujemne (FU),
prawdziwie ujemne (PU) dla {qcznego zastosowania asIgE oraz BAT z CD164

. Stan faktyczny
Wynik test
ynrk testd Chory Zdrowy
Chory PD 28 FD O
Zdrowy FU 0 PU 26
Czutosé = —— =]
28+0

26
Specyficznos¢ = —— =1
pecyfi 2640

Analogicznych obliczen dokonano dla oznaczenia asIgE (z wyznaczonym punktem
odcigcia na poziomie 0,24 kU/1) oraz BAT z CD63 dla najwigkszego stezenia alergenu
(AD):

Tabela 38. Wartosci prawdziwie dodatnie (PD), falszywie dodatnie (FD), falszywie ujemne
(FU), prawdziwie ujemne (PU) dla {qcznego zastosowania asigE oraz BAT z CD63

. Stan faktyczny
Wynik testu
Chory Zdrowy
Chory PD 26 osoby FD O
Zdrowy FU 2 osoby PU 26 osob
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Coulosé = 22— = 0,92
26+2

., 26
Specyficznos¢ = =]
pecyfi 2640

Jak wynika z obliczen, potaczenie obu metod diagnostycznych — testu aktywacji bazofila
z zastosowaniem CD164 oraz oznaczenia aslgE, prowadzilo do poprawy wynikéw
1 osiggniecia 100% czulosci 1 swoistosci (suma 200%). W przypadku BAT z CD63 zmiana
byla mniej uchwytna — osiggnieto 92% czutos¢, przy 100% swoistosci. Warto réwniez
nadmieni¢, ze w przypadku zmiany cut off dla asIgE na powszechnie stosowany 0,35 kU/I

uzyskano mniejsza czuto$¢ testu — 96,4% (swoistos¢ 100%, suma 196,4%).
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5. Dyskusja

5.1. Test aktywacji bazofilow. W poszukiwaniu biomarkera

idealnego w diagnostyce chordb alergicznych

Stalty wzrost czestosci wystgpowania chordb alergicznych wymaga stosowania
odpowiednich metod diagnostycznych, ktore charakteryzuje jak najwigksza czutosé
1 swoistos¢ [58]. Prawidtowe rozpoznanie oraz zidentyfikowanie sprawczych alergenow
warunkuje ocen¢ ryzyka zwigzanego z danym uczuleniem, jak réwniez podjecie
odpowiedniej profilaktyki oraz osiggni¢cie dtugoterminowej poprawy poprzez wdrozenie
celowanego leczenia. Obecnie, szczegdlng uwage zwraca si¢ na heterogennos$¢ choréb
alergicznych oraz podejmuje si¢ probe ich definiowania poprzez poszczegolne fenotypy
molekularne (endotypy) [10, 59—62]. Tym samym, w mysl medycyny spersonalizowane;j
oraz precyzyjnej, odchodzi si¢ od dotychczasowego, jednolitego schematu postepowania
diagnostycznego i leczniczego.

Rozpatrywanie poszczegolnych schorzen alergicznych na poziomie molekularnym
wymaga jednak wdrozenia réwnie precyzyjnych metod diagnostycznych oraz
zaangazowania odpowiednich biomarkeréw. Idealny biomarker to taki, ktory jest latwo
dostgpny, wysoce powtarzalny, cechujacy si¢ duza czutoscig i swoistoscig, dajacy si¢
oznaczy¢ w sposob jak najmniej inwazyjny, nie poddajacy si¢ modyfikacji przez inne
stany chorobowe [63]. Korzy$ci wynikajace z odpowiednio dobranego biomarkera to nie
tylko prawidtowe rozpoznanie, ale rowniez mozliwo$¢ monitorowania odpowiedzi na
leczenie, stratyfikacja ryzyka oraz niejednokrotnie szansa na wczesniejszg diagnoze [64].
Ze wzgledu na tak rozbudowane kryteria uzytecznosci diagnostycznej, pomimo
nieustajacych badan nad nowymi biomarkerami, dotychczas tylko kilka z nich jest
wykorzystywanych w praktyce kliniczne;.

W zamyst medycyny precyzyjnej, ukierunkowanej molekularnie, doskonale wpisuje
si¢ test aktywacji bazofila, a wykorzystywane w BAT markery aktywacji pelnig funkcje
biomarkeréw, ktorych uzyteczno$¢ kliniczna, jak zostanie to przedstawione w dalszej
czgéci pracy, moze by¢ niezwykle szeroka. Test aktywacji bazofila funkcjonuje
w diagnostyce chorob alergicznych od lat dziewigédziesigtych, niemniej jednak nadal
istniejg znaczace réznice w metodologii przeprowadzania badania. Zasadnicze problemy

to brak standaryzacji procedur laboratoryjnych oraz warto$ci punktu odcigcia dla wyniku
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dodatniego, stosowanie przez poszczegdlne os$rodki i laboratoria roznych protokotow
identyfikacji bazofilow oraz wreszcie roznych markerow aktywacji [46].

Obecnie najczesciej wykorzystywanymi markerami do iloSciowego oznaczenia
bazofilow aktywowanych, metoda cytometrii przeplywowej, sg CD63 oraz CD203c.
Nalezy jednak podkresli¢, ze zaden z nich nie osiaga absolutnej swoistos$ci i czutosci, stad
istnieje potrzeba dalszych badan w tym obszarze [28]. Alternatywa warta uwagi,
o prawdopodobnie co najmniej pordwnywalnej czutosci i swoistosci w stosunku do CD63
wydaje si¢ by¢ antygen CD164. Badania dotyczace znaczenia CD164 w diagnostyce
chorob alergicznych majg jednak ograniczony zasi¢g i wymagaja dalszej kontynuacji,
zwlaszcza w kontek$cie zaangazowania innych alergenow [65].

W niniejszej pracy poddano analizie uzyteczno$¢ diagnostyczng testu aktywacji
bazofila z zastosowaniem CD164, w poréwnaniu z najszerzej stosowanym markerem
aktywacji CD63, ws$rod pacjentdéw z przewlektym alergicznym niezytem nosa
wywotanym alergia na roztocze kurzu domowego (Dermatophagoides farinae).
W poszukiwaniu lepszej czutosci 1 specyficznosci metod in vitro, podj¢to rowniez probe
opracowania nowego testu diagnostycznego wykorzystujacego oba markery aktywacji
bazofilow — CD164 i CD63 lub tez skojarzenia uzyskanych w obu testach BAT wynikow
z oznaczeniem asIgE. Tym samym, przedstawione badanie jest proba odpowiedzi na
pytanie, czy laczne zastosowanie BAT 1 asIgE moze by¢ alternatywa dla punktowych

testow skérnych 1 zastapi¢ diagnostyke ,,in vivo” diagnostyka ,,in vitro”.

5.2. Metody diagnostyki chorob alergicznych ,,in vivo” kontra

metody ,,in vitro”.

W powstaly imperatyw stosowania zasad medycyny precyzyjnej i poszukiwania
nowych biomarkeréw doskonale wpisuje si¢ idea diagnostyki ,,in vitro”. Niemniej jednak
nieprzerwanie trwa dyskusja ktére z metod — ,,in vitro” czy ,,in vivo”, maja najlepszy bilans
korzysci w stosunku do swoich ograniczen. W przedstawionym badaniu, jednym
z glownych zatozen byto odniesienie uzyskanych metodami ,,in vitro” wynikow (BAT,
oznaczenie stezenia asIgE) do rezultatéw testow skornych, jako metody diagnostycznej
ktéra obecnie stanowi tzw. ,,zloty standard”. W zwigzku z tym, wykazano szczeg6lng
dbatos¢ w kwestii doboru uczestnikow do grupy badanej i kontrolnej zwlaszcza w zakresie
braku przeciwskazan czy czynnikdéw utrudniajacych przeprowadzenie PTS. Co wigcej,

cho¢ w populacji ogdlnej sa notowane pozytywne wyniki u oséb bez zdiagnozowanej
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choroby, Zzaden z uczestnikdw grupy kontrolnej nie uzyskal dodatnich odczynow dla
testowanych alergenow. Rowniez wszyscy uczestnicy z grupy badanej spetnili gtowne
kryterium wigczenia 1 uzyskali dodatnie wyniki PTS dla alergenu, bedacego przedmiotem
badania — D. farinae, czemu towarzyszyly objawy przewleklego ANN w wywiadzie. Tym
samym w przedstawionym badaniu uzyskano sytuacje, kiedy czulo$¢ i swoisto$¢ testow
skornych wyniosta 100%. W szeroko pojetej praktyce klinicznej interpretacja czy
przeprowadzenie PTS moze by¢ jednak bardziej problematyczne. Jednym z najbardziej
istotnych ograniczen jest konieczno$¢ odstawienia lekow mogacych dziata¢ supresyjnie na
odpowiedZz natychmiastowa w obrgbie skory (np.lekow antyhistaminowych,
trojpierscieniowych lekéw antydepresyjnych, inhibitoréw kalcyneuryny) [66]. Ponadto,
cho¢ testy skorne sg uwazane za bezpieczng metod¢ diagnostyczna, istnieje potencjalne
ryzyko wystgpienia reakcji uogolnionej w trakcie ich wykonywania (przyjmuje si¢, ze
czestos¢ anafilaksji wynosi okoto 0,02%, przy czym wigksze ryzyko stanowi testowanie
alergen6w pokarmowych oraz lekow) [15, 66, 67]. Wptyw na wynik i jakos$¢ testu majg
rowniez umiejetnosci badacza, moc ekstraktu alergenowego oraz jego stabilnos¢, ktora
zmienia si¢ z czasem lub pod wplywem warunkow przechowywania [68, 69]. Reaktywnos¢
skory moze by¢ rdwniez przyczyna fatszywie ujemnych wynikow — jest znaczaco mniejsza
u starszych ludzi, jak réwniez zmienia si¢ w wyniku dlugotrwalej ekspozycji na
promieniowanie UV, w szczego6lnosci za§ po oparzeniu [ 15, 66]. Negatywny wynik testu
moze by¢ zwigzany ze sktadem samego ekstraktu, ktory nie zawiera uczulajacego alergenu.
Mozliwa jest rowniez sytuacja odwrotna — tj. uzyskanie fatlszywie dodatniego wyniku.
Ekstrakty alergenowe sg zwykle otrzymywane z naturalnych zrodel i sktadajg si¢ z
mieszanin alergenéw oraz sktadnikow potencjalnie niealergizujgcych — lipidow, soli,
pigmentéw 1 metabolitow. Alergenami sg gtownie biatka lub glikoproteiny, ale inne
sktadniki ekstraktu np. weglowodany lub zwigzki matoczasteczkowe o charakterze
haptenow réwniez moga indukowac reakcj¢ alergiczng [23]. Oprocz wyzej wymienionych
trudnosci, nalezy rowniez zauwazy¢, ze wiele badan wskazuje na mniejsza doktadnos¢
diagnostyczng PTS w przypadku alergii pokarmowej [69, 70]. Obecnie nadal zlotym
standardem w diagnostyce alergii pokarmowej pozostaje doustna proba prowokacyjna,
ktéra niesie ze sobg potencjalne ryzyko anafilaksji [71]. Podobne wyzwanie stanowi
diagnostyka alergii na leki. Ponadto, cho¢ testy skorne punktowe, platkowe i §rodskorne sa
najtatwiej dostepnymi narzedziami do oceny nadwrazliwosci na leki, ich uzytecznos¢

diagnostyczna dla wielu farmaceutykdéw wciaz nie zostata ustalona [72].
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Przedstawione powyzej dylematy zwigzane z PTS staty si¢ podstawa do pojawienia
si¢ koncepcji calkowitego zastgpienia diagnostyki ,,in vivo” diagnostyka ,,in vitro”.
Niewatpliwie metody ,,in vitro” majg wiele zalet, m.in. ograniczenie ekspozycji na
alergeny, brak koniecznos$ci odstawiania lekéw mogacych wptyna¢ na wyniki oraz brak
zalezno$ci od doswiadczenia osoby ktora przeprowadza badanie. Podkresla si¢ ze
w przypadku diagnostyki ,,in vitro” wyniki maja wymiar znacznie bardziej ilosciowy niz
w przypadku PTS, a pomiary charakteryzuja si¢ statg precyzja i powtarzalnoscia [23].
Coraz czesciej mowi si¢ takze o zmianie strategii diagnozowania w chorobach
alergicznych — z tzw. ,,bottom up” na rzecz ,,top down” czyli stosowania analizy odgorne;j
obejmujacej jak najwieksza ilo$¢ zmiennych juz w pierwszych etapach postepowania z
pacjentem, a nastepnie celowanego doboru kolejnych badan diagnostycznych [23, 24].
Jest to szczegodlnie uzasadnione postgpowanie w przypadku ciezkich, uogélnionych
reakcji alergicznych o nieznanej etiologii. W takg koncepcje, idealnie wpisuja si¢ metody
»in vitro”, zwlaszcza CRD, ktora obecnie zrewolucjonizowata diagnostyke chordb
alergicznych. Rzeczywiscie, zastosowanie technik molekularnych w  wybranych
przypadkach klinicznych wykazuje istotng przewage w poréwnaniu z diagnostyka oparta
wylacznie na ekstraktach alergenowych [73, 74]. Wiadomo, ze ekstrakty alergenowe
charakteryzuja si¢ zmiennoscig sktadu, ponadto nie zawsze zawieraja wszystkie istotne
klinicznie molekuty [73, 75, 76]. Klasycznym przyktadem jest zwykle niskie stezenie w
ekstraktach komponent Der p 10 1 Der p 23, waznych w diagnostyce uczulenia na
roztocze [75]. W przypadku Der p 23 dodatkowo istotny jest fakt, ze szacunkowo okoto
5% pacjentow z alergia na HDM wykazuje monowalentne uczulenie na t¢ molekute
alergenowg. Tym samym, opierajac si¢ wylacznie na dodatnich wynikach diagnostyki
opartej na ekstraktach, istnieje mozliwo$¢ btednej kwalifikacji chorych do immunoterapii
alergenowej, podczas kiedy wiadomo, ze tacy pacjenci moga nie odnies¢ korzysci z
leczenia [77].

Na wykorzystanie zalet wynikajacych z zastosowania rekombinowanych alergenéw
pozwalajg réwniez inne metody ,,in vitro”, w szczegolnosci — test aktywacji bazofila
[78, 79]. Metoda ta obecnie budzi duze nadzieje, gdyz w wielu przypadkach moze
stanowi¢ odpowiedZ na dzialania zmierzajace w kierunku poszukiwania jeszcze
doskonalszych systemow diagnostycznych niz dotychczas poznane. Zaréwno ocena
stezenia przeciwciat IgE swoistych dla okreslonych komponent alergenowych jak
1 powszechnie stosowane oznaczenie stezenia asIgE maja bowiem swoje ograniczenia

[23, 80] i w chwili obecnej nie sg na tyle doskonate, aby catkowicie zastapi¢ ryzykowne
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proby prowokacyjne z alergenem (cho¢ nalezy podkresli¢, ze trwaja intensywne badania
w tym wzgledzie) [81, 82]. W prezentowanym badaniu rowniez mierzono si¢ z pewnymi
dylematami zwigzanymi z t3 metodg diagnostyczng, co przedstawiono ponizej.

Odnoszac si¢ do uzyskanych rezultatow oznaczenia st¢zenia asIgE, nalezy zauwazy¢,
ze w grupie kontrolnej Zaden z uczestnikow nie zanotowat wyniku falszywie dodatniego,
natomiast w grupie badanej trzy osoby (10,3%) osiagnety stezenie asIgE ponizej 0,35
kU/1, czyli ponizej punktu odcigcia, przy ktorym wynik jest uznawany za pozytywny.
Wyniki te zinterpretowano jako falszywie ujemne. W poszukiwaniu mozliwosci
zwigkszenia doktadnos$ci diagnostycznej testu podjeto pewne manewry — tj. wykreslono
krzywa ROC 1 ustalono nowy punkt odcigcia dla asIg — 0,24 kU/l, w ktorym suma
czutosci 1 swoistosci byta jak najwicksza, a pole pod krzywa AUC jak najbardziej
zblizone do jednosci (rozdziat 4.3.3.).

Obnizenie punktu odcigcia w naszym badaniu jest zbiezne z wieloma publikacjami, w
ktérych podnoszono ten problem [50, 83, 84]. Ustalenie cut off dla asIgE na poziomie
0,35 kU/I zostalo opracowane kilka dekad temu w oparciu o parametry techniczne
stosowanych wowczas testow [83]. Tymczasem obecnie stosowane systemy doskonale
identyfikuja stezenie swoistych przeciwciat IgE ustalonym juz na poziomie 0,1 kU/I.
Ponadto wiele opracowan wskazuje na mozliwe rdznice w zakresie st¢zenia catkowitego
IgE oraz asIgE w zaleznos$ci od badanej populacji czy tez rodzaju alergenu [49, 50, 85].
Przyktadem moga by¢ pacjenci z FDEIA (Food-dependent exercise induced
anaphylaxis), u ktorych stwierdza si¢ niejednokrotnie niskie stezenia asIgE w kierunku
uczulajagcego pokarmu czy tez pacjenci z mastocytoza, gdzie z analogicznych przyczyn
za punkt odciecia dodatniego wyniku stezenia asIgE dla jadu owadow przyjmuje si¢ 0,17
kU/1[86, 87]. Nalezy jednoczasowo podkresli¢, ze w przypadku niektorych pacjentow to
wlasnie niskie, nie wysokie stezenia asIgE moga si¢ wigzac¢ z wigkszym ryzykiem reakcji
systemowych o cigzkim przebiegu [84]. Nawiazujac do pracy Sturm i wsp. jesli stezenie
catkowitego IgE jest niskie, a st¢zenia asIgE wahaja si¢ pomiedzy 0,1 a 0,35 kU/1, wynik
nalezy rozwaza¢ jako pozytywny. Co prawda cytowana praca dotyczy pacjentow
uczulonych na jad owadow blonkoskrzydtych, jednak w przypadku obecnosci
sugestywnych objawéw klinicznych nalezy wzia¢ pod uwagg takie podej$cie rowniez w
przypadku innych rodzajow nadwrazliwosci IgE zaleznej lub zastosowac¢ alternatywne
metody diagnostyczne.

Odnoszac si¢ po raz kolejny do uzyskanych w badaniu wynikéw, warto poruszy¢ takze

kwestie mechanizmow zwigzanych z immunoterapig alergenowa. Wiadomo, ze w trakcie
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poczatkowej fazy leczenia dochodzi do przejsciowego zwigkszenia stezenia alergenowo
swoistych przeciwciat IgE, po czym w trakcie kontynuacji terapii nastepuje ich stopniowe
zmniejszenie [88]. Analizujgc dane zawarte w kwestionariuszu badania okazuje si¢, ze
znaczny odsetek uczestnikow z grupy pacjentéw (64,3%) to wilasnie osoby leczone w
przesztosci lub aktualnie immunoterapig alergenowa, w tym dwie z grupy badanej ktére
osiggnety wyniki ponizej 0,35 kU/I. Tym samym nie mozna wykluczy¢, ze zwiazane z
tym mniejsze stezenia asIgE moga by¢ przyczyng osiagnigtych w badaniu wynikow
fatszywie ujemnych.

Podsumowujac, zarowno w kontek$cie przedstawionego badania, przytoczonych
wyzej przykltadow czy tez wielokrotnie poruszanego w pismiennictwie problemu
lokalnych reakcji alergicznych (LAR, LAA — local allergic asthma), interpretacja
kazdego wyniku asIgE powinna by¢ zindywidualizowana, z uwzglednieniem ryzyka
zwigzanego z danym uczuleniem oraz przede wszystkim oceng istotnosci klinicznej
[50, 89, 90]. Jednoczesnie zgodnie z obecnym trendem nalezy podejmowaé dalsze
wysitki zmierzajace do rozstrzygnigcia kwestii znamienno$ci klinicznej wynikow
uzyskanych drogg diagnostyki ,,in vitro” co pozwoli na jednoznaczne rozrdznienie os6b
z ,niemym” uczuleniem i objawami choroby alergicznej, a tym samym zredukuje
potrzebe przeprowadzania prob prowokacyjnych. [91-93]. Wielkie nadzieje w tym
wzgledzie budzi test aktywacji bazofila, a jego znaczenie w diagnostyce chorob

alergicznych przedstawiono ponize;j.

5.3. Znaczenie BAT w diagnostyce chorob alergicznych.

Metoda diagnostyczna, ktora jest czesto stosowana w przypadku uzyskania wynikow
niejednoznacznych lub w razie niepowodzenia innych testow jest BAT [28]. Test
aktywacji bazofila ma wiele zalet. Podstawowa jest brak kontaktu z potencjalnie
uczulajgcym alergenem. Jest to kluczowa kwestia u pacjentow z cigzka reakcja alergiczng
w wywiadzie, gdyz w takich przypadkach testy prowokacyjne wiazg si¢ z duzym
ryzykiem. Inne atuty to: niewielka inwazyjno$¢, wysoka wiarygodnos¢ i obiektywno$¢
wyniku, ktory jest wolny od efektu placebo, brak koniecznosci hospitalizacji pacjenta,
mozliwos¢ jednoczesnego przeprowadzenia badania dla kilku alergendow. Ponadto, przed
badaniem nie jest wymagane odstawienie lekéw antyhistaminowych, ktére co prawda
blokuja receptory H1 i uniemozliwiajg ich interakcj¢ z histaming, nie wptywaja jednak

na uwalnianie mediatorow oraz ekspresje markeréw aktywacji bazofilow [15]. Wszystkie
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wymienione powyzej korzySci sprawiaja, ze test aktywacji bazofilow ma obecnie
ugruntowang pozycj¢ w diagnostyce nadwrazliwos$ci IgE—zaleznej [46]. Jak dotad,
potwierdzono jego uzytecznos¢ diagnostyczng w alergii na jad owadow
btonkoskrzydtych, leki, pokarmy oraz alergeny wziewne [65, 94-98].

Ostatnie doniesienia wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania testu aktywacji bazofila do
oceny istotno$ci klinicznej alergii oraz jej nasilenia [99-102]. W wielu badaniach,
dotyczacych przede wszystkim alergii na pokarmy, udowodniono, ze szacowana ci¢zkos$¢
reakcji alergicznej koreluje z reaktywnoscig bazofilow (BR-basophil reactivity).
Reaktywno$¢ bazofilow jest wyrazana jako procent aktywowanych bazofiléw po
stymulacji uczulajacym alergenem, a wigc dostarcza bezposredniej informacji na temat
ilosci komorek w danej chwili objetych procesem degranulacji i uwalniajacych mediatory
wazoaktywne. Z kolei tzw. wrazliwo$¢ bazofilow (basophil allergen threshold sensitivity;
parametry EC50 lub CD-sens) jest czesto wykorzystywana do oszacowania wyniku
doustnej proby prowokacyjnej, poniewaz okresla stezenie alergenu przy ktéorym ma
miejsce aktywacja 50% bazofilow, co zwykle odpowiada pojawieniu si¢ objawow
klinicznych [101].

Uzyteczno$¢ wymienionych parametrow jest jednak duzo szersza i wykracza poza ramy
tylko 1 wylacznie diagnostyki alergii pokarmowej. Jak wskazuja ostatnie doniesienia,
wrazliwos¢ bazofilow okazata si¢ rowniez wiarygodnym i powtarzalnym narzedziem do
monitorowania efektow terapii anty-IgE (omalizumab) oraz immunoterapii alergenowe;j
(w badaniach dotyczacych alergii na brzoze, trawy oraz jad owadoéw blonkoskrzydtych
wykazano stopniowa redukcje w trakcie leczenia CD-sens, prawdopodobnie w mechanizmie
IgG-zaleznego blokowania receptorow FceRI) [28, 103—-106].

Analizujac kolejne korzysci wynikajace z diagnostyki opartej na BAT nalezy takze
zauwazyc¢, ze test aktywacji bazofila jest testem funkcjonalnym, tj. informuje o zdolnosci
bazofilow do aktywacji po uruchomieniu sygnalizacji zwigzanej ze znajdujagcym si¢ na
ich powierzchni receptorem FceRI (poprzez przylaczanie przez ten receptor fragmentu
Fc przeciwciata IgE, z nastgpowym zwigzaniem czgsteczek alergenu lub tez integracja z
przeciwcialami anty-IgE) [101]. To zdecydowana przewaga w stosunku do testow
opierajacych si¢ wylacznie na oznaczeniu asIgE [107]. Niektorzy autorzy sa zdania, ze
BAT daje mozliwos¢ prawidlowej diagnozy nawet wowczas, kiedy stezenie asIgE jest
niskie lub nie jest w ogdle wykrywalne w surowicy lub skorze, jak w przypadku LAR czy
LAA [108]. Ponadto BAT obok testu skornego z surowicg autologiczng (ASST —

autologous serum skin test) oraz stabo dostgpnych w praktyce klinicznej testow
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immunologicznych na obecno$¢ przeciwciat IgM lub IgG przeciw FceRI/IgE, jest
biomarkerem autoimmunologicznej przewleklej pokrzywki spontanicznej o typie IIb
(TIb aiCSU), stanowigc sposrod wszystkich wyzej wymienionych testow najbardziej
efektywng pojedyncza metod¢ diagnostyczng [109]. Tym samym, test aktywacji
bazofila jest metoda ,,in vitro” o niezwykle duzym potencjale i szerokim zastosowaniu,

ktora stanowi istotny krok w kierunku precyzyjnej diagnostyki choréb alergicznych.

5.4. Markery aktywacji bazofilow

Najlepiej dotychczas poznanym markerem aktywacji bazofilow jest CD63. CD63,
funkcjonujacy rowniez pod nazwa LAMP-3 (lysosomal-associated membrane protein) jest
biatkiem btonowym, ktére wystepuje w obrgbie tych samych wewnatrzkomérkowych
ziarnistosci, ktore zawieraja mediatory reakcji alergicznej [28]. Ekspresja CD63 na
bazofilach w stanie spoczynku jest niezwykle niska, natomiast w wyniku stymulacji
receptorow FceRI dochodzi do integracji ziarnistosci z blong komorkowa na drodze
egzocytozy, a tym samym translokacji czasteczek CD63 na powierzchni¢ bazofilow.
Wielokrotnie udowodniono, ze wzrost ekspresji tego antygenu na powierzchni bazofilow
jednoznacznie koreluje z uwalnianiem histaminy, podkresla si¢ rowniez jego zwigzek
z anafilaksjg [28, 110, 111].

Drugim, najczg$ciej stosowanym markerem aktywacji bazofilow jest CD203c, czyli
ENPP-3 (ectonucleotide pyrophosphatase/phospho-diesterase 3) — neuronalny
powierzchniowy antygen roznicowania neuronow nalezacy do  rodziny
pirofosfataz/fosfodiesteraz. Jest to rodzina biatek transbtonowych, ktore biorg udziat w
rozszczepianiu wigzan fosfodiestrowych i1 fosfosiarczanowych réznych czasteczek
[112, 113]. CD203¢c wystepuje rowniez na komorkach progenitorowych CD34" i jest
obecny na wszystkich etapach réoznicowania bazofilow [112]. Unikalng cechg CD203¢
jest fakt, ze jako jedyny marker stosowany w BAT wykazuje ekspresj¢ zardwno na
bazofilach spoczynkowych jak i po ich aktywacji. Dodatkowo CD203c¢c charakteryzuje
niezwykle szybki wzrost ekspresji pod wptywem stymulacji alergenowej — wynosi on
ponad 60% po okoto 5 minutach od pobudzenia receptorow FceRI[112, 114]. Podobny,
szybki profil aktywacji wykazuje CD164 oraz CDI13, ktorego uzytecznos$c
diagnostyczna zostata dotychczas potwierdzona jedynie dla alergenow D. farinae,
pytkow brzozy i traw [45, 113]. W przypadku CD63 proces aktywacji jest wyraznie

dluzszy, co sugeruje rozbiezne z CD203c szlaki sygnalizacyjne lub tez inny mechanizm

96



transportu tego markera na powierzchni¢ komorki. Wyjasnieniem moze by¢ réwniez
fakt, ze czasteczki CD203¢ prawdopodobnie znajduja si¢ w pecherzykach, blisko btony,
podczas kiedy molekuty CD63 przechowywane sg razem z mediatorami reakcji
alergicznej w granulkach. Wzrost ekspresji CD203c nie zawsze jest jednak tozsamy z
mechanizmem IgE-zaleznym. W niektorych przypadkach moze by¢ cze¢$cig procesu
poznej aktywacji bazofilow za posrednictwem cytokin, gldwnie IL-3; woOwczas
kinetyka aktywacji jest duzo dtuzsza (okoto 90 minut) [112]. Sygnalizacja indukowana
przez IL-3 moze niekorzystnie wplywa¢ na wyniki BAT, poprzez mozliwy
spontaniczny wzrost ekspresji CD203c u o0séb bez zdiagnozowanej choroby i tym
samym generowa¢ wyniki falszywie ujemne. Z kolei ograniczeniem po stronie CD63
jest fakt, ze oprocz bazofilow jest réwniez markerem aktywacji ptytek krwi i
leukocytéw, co rowniez moze by¢ przyczyng wynikoéw fatszywie ujemnych [112].
Roéznic pomiedzy tymi dwoma markerami mozna wymieni¢ wigcej. Niektore badania
wskazujg na wptyw statyn na hamowanie IgE — zaleznego wzrostu ekspresji CD203c
na powierzchni bazofiléw [112, 115], inne na mozliwe okolodobowe wahania ekspresji
CD203c [116]. Takich zaleznos$ci nie odnotowano jednak w przypadku CD63 [112].
Odnoszac si¢ do aspektu klinicznego, na podstawie dotychczas przeprowadzonych
badan poréwnawczych obu markeréw, wydaje si¢, ze CD203c jest bardziej czutym
markerem w diagnostyce alergii na amoksycyling [117], z kolei CD63 w
nadwrazliwosci na leki z grupy NMBA (neuromuscular blocking agents) (czuto$¢ 79%
vs 36%) [118] oraz diagnostyce pokrzywki autoimmunologicznej [28]. Z kolei w alergii
na lateks dane sg sprzeczne — Boumiza i wspotautorzy wykazywali przewage protokotu
z zastosowaniem CD203c, podczas kiedy inne badania wskazywaly na wieksza czutos¢
CD63 [113,119,120]. W przypadku diagnostyki alergii na jad owadow
btonkoskrzydtych wielokrotnie w badaniach potwierdzono wysoka czuto§¢ zaro6wno
CD203c, wahajaca si¢ w przedziale 87-97% (swoisto$¢ 84,6—-100%) [121-124] jak i
CD63 — czutos$¢ 86-92% (swoistos¢ 80-100%) [124—127], chociaz w badaniu Eberlein
1 wsp. wykazano w tym wzgledzie przewage na rzecz CD203c¢ (czuto$¢ 97% vs 89%)
[123]. W przypadku alergii wziewnej status CD203c versus CD63 pozostaje wiasciwie
nieustalony, ze wzgledu na nieliczne badania poréwnawcze, aczkolwiek publikacja
dotyczaca alergii na sier$¢ kota wskazuje na taka sama skuteczno$¢ diagnostyczng obu
markerow [28, 128].

Wobec pewnych niedoskonatosci CD63 oraz CD203c oraz braku jednoznaczno$ci w

kwestii ktory z nich wykazuje najwigksza uzyteczno$¢ (nieliczne badania
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komparatywne), wazng inicjatywa jest poszukiwanie nowych markeréw aktywacji. Jak
dotad istnieje niewiele publikacji na ten temat. W 1993 Gane i wsp. zwrdcili uwage na
antygen powierzchniowy leukocytow o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej — CDA45,
opisujac nowy protokot identyfikacji bazofilow oparty na przeciwciatach anty-IgE oraz
anty-CD45. W kolejnych badaniach udowodniono, ze wzrost ekspresji tego markera na
powierzchni bazofilow nast¢puje w mechanizmie IgE—zaleznym, co wigcej zjawisko
aktywacji cechuje si¢ bardzo duza dynamika [129]. Prace badawcze nie byty jednak
dalej kontynuowane, a CD45 jak dotad nie jest stosowany w praktyce klinicznej [113].
Podobnie, jedynie ograniczone dane sg dostgpne na temat markerow CD107a 1 CD107b
(charakteryzuja si¢ wolniejszym niz CD45 profilem aktywacji), ktérych uzytecznosé
diagnostyczna w stosunku do okreslonych alergenow dotychczas nie zostata
potwierdzona [45, 128].

Warto w tym miejscu wspomnie¢ o najnowszych badaniach, ktére analizujg inne
mozliwosci okreslania aktywacji bazofilow tj. poprzez obserwacj¢ fosforylacji okreslonych
czasteczek wewnatrzkomorkowych, takich jak np. kinaza biatkowa aktywowana
mitogenem p38 (MAPK) lub przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji — STAT 5, ktore
sa czgscig kaskady sygnalizacyjnej dla IgE i jej receptora o wysokim powinowactwie [128,
130]. Ostatnio pojawily si¢ rdwniez proby oceny aktywacji bazofilow przy pomocy
spektrometrii masowe] — CyTOF (Cytometry by Time-of-Flight mass spectrometry),
innowacyjne z powodu mozliwosci wykorzystania probek krwi przechowywanych
wczesniej nawet do 24 godzin [131] lub tez zastosowanie barwienia awidyng Av.A488
(AlexaFluor488-labeled avidin) [132]. Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie wymienione
powyzej nowe techniki pozostajg nadal w sferze wstepnych badan.

Tymczasem markerami ktorych uzyteczno$¢ zostala czeSciowo potwierdzona, sg
aneksyna V oraz szczeg6lnie budzacy duze nadzieje — CD164. Aneksyna V jest biatkiem,
ktére znajduje si¢ w wielu tkankach (m.in. w nerkach), $cisle powigzanym z procesem
apoptozy. W praktyce klinicznej, aneksyna V uwazana jest za wczesny marker apoptozy
1 wykorzystywana w diagnostyce uszkodzenia tkanek [133]. Jak si¢ okazuje, aneksyna V
moze by¢ rowniez stosowana jako marker aktywacji bazofilow. W dotychczas
przeprowadzonych badaniach wykazano kolejno 97% czuto$¢ i 100% swoisto$¢ testu
BAT z zastosowaniem aneksyny V w diagnostyce alergii na zyto zwyczajne, oraz 100%
czutos$¢ 1 swoisto$¢ w diagnostyce alergii na Alternaria alternata [134, 135].

Réwnie obiecujgce sg doniesienia na temat kolejnego markera aktywacji bazofilow —

CD164. CD164 jest homodimeryczng czasteczka, o masie czasteczkowej 160 kD [113].
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Nalezy do rodziny transblonowych sialomucyn, ktore jako czasteczki sygnatowe
odgrywaja istotng role w procesie hematopoezy, regulujac réznicowanie i proliferacje
komorek na poszczegdlnych etapach ich rozwoju [113, 136]. Sialomucyny majg rowniez
scisty zwigzek ze zjawiskiem cytoadhezji, jednocze$nie posiadajac zdolnosci
antyadhezyjne [136, 137]. Wiele badan wskazuje réwniez na zwigzek CD164 z procesem
kancerogenezy [136]. Wysoka ekspresje CD164 wykazano na limfocytach T CD4"
u pacjentow z zespolem Sezary’iego, jak rowniez powigzano z proliferacja, migracja
1inwazja komorek nowotworowych w raku pgcherza moczowego, jajnika oraz prostaty
[138-141]. Pomimo znacznego postepu w badaniach nad rola CD164 w onkologii,
doniesienia na temat jego znaczenia w patogenezie chordb alergicznych maja ograniczony
zasieg. Zwigkszenie ekspresji CD164 na powierzchni bazofilow w mechanizmie IgE —
zaleznym po raz pierwszy opisal Hennersdorf i wsp. [45]. Nastgpnie uzytecznosé
diagnostyczng BAT z zastosowaniem CDI164 jako markera aktywacji bazofilow w
diagnostyce alergii na pyitki traw zostala potwierdzona w opracowaniu autorstwa
Wolanczyk-Medrali 1 wsp. [65]. Pomimo niezwykle obiecujacych wynikow uzyskanych w
cytowanej pracy (osiagnieto 100% czulos¢ 1 swoistos¢), wcigz nie zostata przeprowadzona
walidacja wyzej wymienionej metody diagnostycznej w stosunku do innych alergenow, co

stalo si¢ przedmiotem niniejszego badania.

5.5. Testy aktywacji bazofilow. Identyfikacja populacji

bazofilow

Jednym z kluczowych etapow testu aktywacji bazofila, od ktorego zalezy jako$¢
uzyskanych wynikow jest wylonienie odpowiednio czystej populacji bazofilow. Bazofile
identyfikuje si¢ metoda cytometrii przeplywowej na podstawie pozytywnej ekspres;ji
molekut typowych dla immunofenotypu tych komoérek — szczegdélowo na temat
poszczegdlnych protokotdéw identyfikacji bazofilow wypowiedziano si¢ w rozdziale 1.6.3.
Podsumowujac dane z piSmiennictwa, wyboOr strategii bramkowania bazofilow
ograniczono do dwoéch mozliwosci, ktore charakteryzuja sie najwigkszg precyzja
i stabilno$cig sposrod wszystkich pozostatych czyli CD123P*tV¢/HLA-DR™&¥ oraz
SSC/CCR3Psitve [40, 41]. W oparciu o doswiadczenia laboratorium o$rodka w ktorym
prowadzono badanie, spodziewanej wysokiej selektywnosci wytonionej populacji
bazofilow oraz mozliwosci wykorzystania w tym celu tylko jednego markera

indentyfikacyjnego, ostatecznie zadecydowano o wyborze protokotu z zastosowaniem
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przeciwciata anty-CCR3. Metoda ta pozwala na bramkowanie bazofilow na podstawie
wysokiej, konstytutywnej ekspresji eotaksyny CCR3 na ich powierzchni oraz obserwacji
rozproszenia $wiatta na ziarnisto$ciach wewnatrzkomoérkowych (SSC%). Obecnie uwaza
si¢, ze bramkowanie bazofilow z zastosowaniem anty-CCR jest znacznie tatwiejsze niz
w przypadku jakiejkolwiek innej dostepnej metody [S1].

Odnoszac si¢ do uzyskanych w badaniu wynikow, w tescie aktywacji bazofila z CD63
w grupie badanej $rednio bramkowano 433 komorek (Me 365), natomiast w grupie
kontrolnej 461 komorek (Me 457). W BAT z CD164 $rednia komorek zidentyfikowanych
jako bazofile wyniosta 466 w grupie badanej (Me 403) oraz 477 w grupie kontrolnej (Me
461). Uzyskane wartosci miescity si¢ we wskazaniach producenta (Biihlmann
Laboratories, Schonenbuch, Szwajcaria), wg ktorych liczba bramkowanych bazofilow
nie powinna by¢ nizsza niz 300 [51]. Niemniej jednak w przypadku trzech uczestnikow
badania, w zakresie pojedynczego st¢zenia alergenu, liczba zebranych komorek byta
znacznie mniejsza. Nalezy jednak uzna¢, Ze rozbiezno$¢ ta nie wptyneta na jako$¢ testu
BAT, poniewaz w zakresie pozostatych dwoch stezen alergenowych wymienione osoby
spetniaty kryteria uzyskania wyniku dodatniego, tj. liczba komorek zabramkowanych
jako bazofile przekraczata zdefiniowany punkt odcigcia. Co wigcej, osoby te reagowaty
po stymulacji (swoistej i nieswoistej) aktywacja bazofili na poziomie 90% i powyzej.

Wykonana analiza statystyczna pokazata, ze zar6wno w przypadku testu aktywacji
bazofila z CD63, jak 1 CD164, w zakresie wszystkich probek wykazano brak statystycznej
istotnosci r6éznic pomig¢dzy grupa badang a kontrolng. W poréwnaniu pomig¢dzy testami
réwniez nie stwierdzono roznic w ilosci komorek zidentyfikowanych jako bazofile w
obrebie wszystkich analizowanych zmiennych (tabela 20-22). Kwestig wartg poruszenia
jest rowniez fakt, ze w niektoérych badaniach obserwowano pewne zmniejszenie ekspresji
CCR3 na powierzchni bazofilow po stymulacji alergenem. W przedstawionym badaniu
nie zanotowano jednak statystycznie istotnych réznic w zakresie ilosci identyfikowanych
jako bazofile komorek przed i po stymulacji alergenowej, co w przypadku naszego

eksperymentu potwierdza duza stabilno$¢ tego markera identyfikacyjnego.

5.6. Kontrola jakosci testu. Kontrola dodatnia i ujemna. Non-

responders

Miarami jakosci testu aktywacji bazofila, ktére decydujg o prawidlowej interpretacji

wynikow s3 kontrole pozytywna oraz negatywna. Kontrola pozytywna odzwierciedla
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zdolno$¢ bazofilow do aktywacji po stymulacji przeciwciatem anty-IgE (alternatywnie
anty-FceRI), natomiast kontrola ujemna stanowi tzw. tlo badania i niesie informacje
o spontanicznej aktywacji bazofilow.

Srednia warto$¢ komorek aktywowanych w probkach niestymulowanych w obu testach
BAT byta niska; dla testu z CD63 wyniosta 2,00% (Me 1,95%; min 1,8%; max 3,45%), dla
testu z CD164 2,01% (Me 2,04%; min 1,82%; max 2,2%). Tym samym, w nawigzaniu do
opracowania de Weck i wsp., uzyskane wyniki byly zgodne z wigkszo$cig publikacji na temat
BAT, gdzie wartos¢ spoczynkowej aktywacji wynosita ponizej 5% [38].

W wyniku stymulacji przeciwcialem anty-IgE zaobserwowano w obu testach BAT
umiarkowany wzrost ekspresji markerow aktywacji CD63 lub CD164 — $redni odsetek
bazofilow CD63 dodatnich wynidst 47,5% (Me 50,55%) w grupie badanej oraz 54,71%
(Me 63,55%) w grupie kontrolnej, natomiast $rednia aktywacja bazofilow w tescie
z CD164 wyniosta 39,6% (Me 35,9%) w grupie badanej i 56,44% (Me 60,94%) w grupie
kontrolnej. 5,6% uczestnikow w te$cie aktywacji bazofila z CD63 (3 osoby) oraz 3,7%
(2 osoby) populacji badanej w BAT z CD164 odpowiedziato niedostateczng aktywacja
bazofilow (ponizej wyznaczonego na podstawie wartosci spoczynkowej aktywacji punktu
odcigcia). Osoby te zostaly zakwalifikowane jako ,,non-responders” i wytaczone z dalszej
analizy statystycznej. Jednocze$nie nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki byty zgodne
z wieloma obserwacjami, ktore okreslajag procent non—responders nawet na ok 8-22%
populacji ogdlnej [52—-54]. Wystepowanie chorych, u ktérych nie dochodzi do aktywacji
bazofilow po stymulacji receptorow FceRI, jest jednym z wigkszych problemow
zwigzanych z BAT. Przyczyn zjawiska anergii bazofilow nalezy upatrywaé w zaburzeniach
wewnatrzkomorkowych szlakach sygnalizacyjnych, przede wszystkim ze zmniejszonym
stezeniem fosfatazy Syk, dodatkowo w potaczeniu z podwyzszong iloscig CD45 [28, 46,
52]. Niektore badania wskazujg réwniez, ze spadek stezenia fosfatazy Syk koreluje z
jednoczesnym wzrostem alergenowo swoistych IgE 1 jest jednym z mechanizmow
ograniczenia reakcji alergicznej [52]. Co ciekawe, w przedstawionym badaniu wigkszo$¢ z
non-responders to uczestnicy rekrutujacy si¢ z grupy pacjentow, dodatkowo w trakcie lub
po leczeniu immunoterapig alergenowa. Warto w tym miejscu przywolaé prace
Thyagarajan i wsp., w ktdrej analizie poddano wplyw doustnej immunoterapii alergenowe;j
stosowanej w alergii na orzeszki ziemne na reaktywno$¢ bazofili, wyrazong jako wzrost
ekspresji CD63 oraz CD203c¢c [142]. Jednym z efektow cytowanej publikacji byto
zdefiniowanie supresji bazofilow jako biomarkera OIT (oral immunotherapy), co zresztg

jest zbiezne z doniesieniami na temat SCIT [103—106]. Autorzy sugerujg rowniez mozliwa
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utrat¢ ekspresji Syk w korelacji z leczeniem AIT. Kwestia ta wymaga jednak dalszych
badan, z jednoczesnym oznaczeniem st¢zenia fosfatazy Syk przed oraz w trakcie trwania

immunoterapii.

5.7. Uzyteczno$¢ CD164 w diagnostyce alergii na D. farinae.
Porownanie czulosci i swoistosci BAT z CD63 oraz

CD164. L.aczne zastosowanie wszystkich metod ,,in vitro”

Wzrost ekspresji markeréw aktywacji bazofilow w obecnosci alergenu jest procesem
charakterystycznym dla os6b uczulonych, dlatego jednym z oczekiwanych efektéw obu
testow BAT bylo uzyskanie calkowicie odmiennych profilow aktywacji bazofilow
w wyniku stymulacji alergenowej w populacji zdrowych uczestnikow badania oraz
zbiorowosci pacjentow. W grupie kontrolnej $redni poziom aktywacji bazofilow we
wszystkich stezeniach alergenéw byt niski 1 oscylowal wokot wartosci 1,05% dla BAT z
CD63 oraz 1,19% dla BAT z CD164. Z kolei w grupie badanej obserwowano
zdecydowany wzrost komorek CD63 lub CD164 dodatnich w odpowiedzi na stymulacj¢
alergenem D. farinae we wszystkich trzech stg¢zeniach — dla testu z CD63 notowano
srednie warto$ci na poziomie 39,2% (Me 20,73), natomiast dla CD164 33,2% (Me 22,96).
Analiza statystyczna definitywnie potwierdzila istotne roznice pomigdzy aktywacja
bazofiléw w grupie pacjentow oraz zdrowych uczestnikow (p <0,001).

Aktywacja bazofilow jest zalezna od dawki alergenu [143]. Obecnie istnieje
rekomendacja, aby w badaniach uwzglednia¢ szeroki zakres stezen alergenow, poniewaz
zastosowanie tylko pojedynczej dawki nie odzwierciedla w pelni odpowiedzi bazofilow
1 moze prowadzi¢ do blednych wnioskéw [46]. Ponadto istnieje wiele czynnikéw ktore
moga mie¢ wptyw na proces aktywacji bazofilow tj. rodzaj alergenu, jego powinowactwo
do aslgE, gestos¢ receptorow FceRI na powierzchni komorek czy wreszcie osobnicze
zréznicowanie odpowiedzi na bodziec wsrod pacjentow [46, 144].

W przypadku omawianego badania rowniez obserwowano zrdéznicowany w zaleznosci
od stezenia alergenu wzrost ekspresji CD63 oraz CD164. Porownujac oba testy BAT,
w kazdym z nich najwieksza $rednig aktywacje bazofili osiggnigto w przypadku alergenu
W najwyzszym stezeniu — 225 ng/ml (AI). Nizsze stezenie alergenu skutkowato spadkiem
aktywacji (ryciny 28 oraz 30). W przypadku BAT z zastosowaniem CD63 powyzszy model
odpowiedzi wystgpit u 40,9% pacjentéw, podczas kiedy 18,1% pacjentéw odpowiadato
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stabilng aktywacja w zakresie dwoch pierwszych stezen alergendw. W przypadku BAT z
CD164 wzrost reaktywnosci bazofiléw przy rosngcym stezeniu alergenu zaobserwowano
az u 66% pacjentow, a 16,6% wykazywalo prawie jednakowa aktywacje w przypadku
alergenow w stezeniu Al i AIl. Maksymalng wartos¢ aktywacji (96,66%) osiagnigto dla
alergenu w $rednim stezeniu (AIl) dla BAT z CD63, natomiast w tescie z CD164 dla
alergenu w stgzeniu Al (93,02%).

Wyznaczenie punktu odcigcia, precyzyjnie dzielagcego badang zbiorowos$¢ na dwie
grupy — uczulonych oraz zdrowych, stanowi moment krytyczny analizy od ktorego zalezy
prawidlowa interpretacja wyniku BAT. Aktualnie brak jest konsensusu w kwestii
warto$ci punktu odcigcia dla wyniku dodatniego.

W przypadku niniejszego badania, definicj¢ cut off point oparto na wykresleniu oraz
analizie krzywych ROC oraz oszacowaniu indeksu Youdena. Krzywa ROC jest czesto
stosowanym narz¢dziem do oceny diagnostycznej wydajnosci testu. Kazdy punkt na
krzywej ROC to kombinacja okres§lonej czutosci i swoistosci testu, a poprzez wybor
wartosci progowej uzyskujemy kompromis pomigdzy tymi dwoma wskaznikami [145].
Krzywe ROC s3 powigzane z warto$cig AUC (pole pod krzywa), ktéra réwniez obrazuje
jakos¢ klasyfikacyjng analizowanej zmiennej diagnostycznej [146].

W obu testach BAT najwyzsza warto$¢ indeksu Youdena osiagnigto dla alergenu
w najwyzszym stezeniu tj. Al (0,81 oraz 0,92, odpowiednio dla BAT z CD63 1 CD164). W
przypadku BAT z CD164 we wszystkich stymulowanych alergenem prébkach osiggnigto
absolutng swoisto$¢ (wszyscy badani z grupy kontrolnej uzyskali wyniki ujemne). Przy
wartosci odcigcia 7,29% osiagnieto czuto$¢ 92,3% (wyniki byly pozytywne dla 24
pacjentow, przy n = 26). Nizsze st¢zenia alergenu skutkowatly spadkiem czutosci — do 88%
dla probki All oraz 73,1% dla Alll, przy punkach odcigcia 8,13% oraz 5,98%.

W tesécie aktywacji bazofila z CD63 maksymalna czuto$¢ byta mniejsza niz w BAT
z CD164 i wyniosta — 80,8% dla alergenu w stezeniu pierwszym (wyniki dodatnie
uzyskalo 21 pacjentow przy n = 26), przy 100% swoistosci oraz cut off 8,84%.
W pozostalych probkach stymulowanych alergenem osiggnigto czutos¢ 73,1% oraz
42.,4% (cut off kolejno 4,87% oraz 10,29%) oraz swoistos¢ 96% oraz 100%.

Warto$¢ AUC dla BAT z CD164 w dwoch pierwszych st¢zeniach alergenow byta
poréwnywalna tj. 0,98 versus 0,95. AUC bardzo czesto jest uwazane za miare zgodnosci.
Tym samym, jesli wszystkich uczestnikdw badania podzieli¢ na poszczegolne pary — gdzie
po jednej stronie znajduja si¢ osoby zdrowe, a po drugiej chore, uzyskane

w przedstawionym badaniu warto$ci AUC oznaczaja, ze test Srednio w 98% (AI) lub 95%
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(AIl) prawidlowo klasyfikuje poszczegodlnych uczestnikow badania do grupy uczulonych
na D. farinae i zdrowych. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wartosci AUC $wiadcza
o znakomitej jakosci testu [145]. Dla BAT z CD63 AUC dla dwoéch pierwszych stezen
alergendéw wyniost 0,89 oraz 0,83, co réwniez §wiadczy o wysokiej jakosci metody.

W celu poréwnania obu testéw wykreslono krzywe ROC na wspolnym wykresie.
Graficzna ocena wynikow pozwala stwierdzi¢, ze wyraznie dominujg linie dla asIgE oraz
BAT z CD164 (Al i All), dopiero potem ksztaltujg si¢ zarysy krzywych ROC dla Al testu
z CD63 oraz AIIl BAT z CD 164. Na podstawie analizy statystycznej nie wykazano jednak
statystycznie istotnej réznicy pomiedzy wartosciami AUC, co oznacza, ze testy pozwalaja
uzyskac podobny efekt diagnostyczny. Kwestia ta dotyczyla rowniez poréwnania testu BAT
z CD164 (w zakresie stezenia I) z oznaczeniem asIgE, ktore cechowata najwyzsza czutos¢
sposrod wszystkich metod diagnostycznych, tj. 96% przy 100% swoistosci. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze tak doskonate wyniki dla asIgE uzyskano po zmianie punktu odciecia z 0,35
na 0,24 kU/1, co szczegdtowo omoéwiono w rozdziale 5.2.

Znakomite efekty uzyskane w przedstawionym badaniu sg porownywalne z tymi,
ktore osiggnigto w opracowaniu Wolanczyk-Medrali 1 wspolautoréw  [65].
W przytoczonej publikacji, zaréwno czulo$¢, jak i swoisto$¢ testu BAT z zastosowaniem
CD164 w diagnostyce alergii na pytki traw, okre$lono na poziomie 100% w najwyzszym
(12 ng/ml) zastosowanym stezeniu alergenu. Z kolei w stezeniu alergenu — 1,2 ng/ml,
czulo$¢ testu wyniosta 70,83%, przy absolutnej, 100% swoistosci. Co prawda, autorzy
nie przeprowadzili bezposredniego poréwnania z innymi powszechnie stosowanymi
markerami aktywacji bazofilow, jednakze analogiczne badanie z zastosowaniem CD63
wsrdd populacji uczulonych na pyltki traw wskazywato na podobne wyniki — uzyskano
czulo$¢ na poziomie 91% 1 75% oraz swoisto§¢ 100% dla obu stezen alergendéw [44].
W zwiazku z tym powstata hipoteza, ze BAT z zastosowaniem CD164 moze by¢
stosowany z co najmniej poréwnywalna wydajno$cia co z CD63. Kontynuacje
1 potwierdzenie powyzszej tezy odnajdujemy w przedstawionym badaniu. Nalezy
roOwniez zauwazyc¢, ze oba eksperymenty sg wspolne metodologicznie — tj. wykorzystuja
ten sam protokot identyfikacyjny SSC '°%/CCR3P™iive  Jest to istotne w kwestii
bezposredniego pordwnania wynikow, gdyz w zaleznosci od zastosowanego protokotu
identyfikacji bazofiléw, zmianie mogg ulec czutos¢ i swoistos$¢ [98, 147].

CD164 jest dotychczas stabo poznanym markerem aktywacji bazofilow, stad
przedstawione badanie jest pierwszym, ktore pozwala oceni¢ jego uzyteczno$¢

w diagnostyce alergii na roztocze kurzu domowego (D. farinae). Odwotujac si¢ do innych
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publikacji dotyczacych roli BAT w potwierdzeniu alergii na HDM, w zalezno$ci od
rodzaju alergenu, czuto$¢ testu wahata si¢ od 90,6-100% przy 98—100% swoistosci dla
D. pteronyssinus oraz 77,3—89,3% przy 100% swoistosci dla D. farinae (tabela 39). We
wszystkich przytoczonych opracowaniach test aktywacji bazofila przeprowadzono przy
zastosowaniu markera CD63, przy czym najbardziej zbiezne metodologicznie (ten sam
profil identyfikacji bazofiloéw) byto badanie autorstwa Wolanczyk—Medrali i wsp. [44,
98, 147-150]. W cytowanej pracy osiagnieto 93,75% czulo$¢ oraz 100% swoistos¢, a
wiec warto$ci wyzsze niz te uzyskane w prezentowanym badaniu przy zastosowaniu
protokotu z CD63 oraz poréwnywalne do wynikow BAT z CD164. Pomimo wielu
podobienstw, nalezy jednak zauwazy¢, ze oba projekty omawiajg aktywacj¢ bazofilow
po stymulacji réoznymi alergenami (co prawda wykazujacych znacznego stopnia
homologi¢), co ogranicza mozliwosci pelnego zestawienia skutecznosci diagnostycznej

testow 1 moze mie¢ przetozenie na osiggane parametry czutosci i swoistosci.

Tabela 39. Czulosé i swoistosc testu aktywacji bazofilow w diagnostyce alergii na roztocze kurzu
domowego [44, 98, 147-150]

Autor badania alergen stezenie (i)l;tt‘- Czulo$é swoistos¢
V\tfs(;l.aﬁczyk—qurala i p. pteronyssinus | 250 ng/mL 15% 93,75% 100%
Sanz i wsp. D. pteronyssinus | 1.4 mg/mL 15% 93,3% 98,4%
in?lrslg.-ales-Munoz D. pteronyssinus 16 lg/m 8% 100% 100%
Li1 wsp. D. farinae 1 pg/mL 11,9% 77,3% 100%
Spiewak i wsp. D. pteronyssinus | 2.25 ng/ml 15% 90,63% 100%
Czarnobilska i1 wsp. D. farinae - 15% 89,3% 100%
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W tym miejscu warto rowniez podkresli¢, ze omawiane badanie stanowi pierwsze tego
typu, ktore dokonuje bezposredniego poréwnania obu markerow aktywacji — CD63 oraz
CD164 w diagnostyce chorob alergicznych (badanie na temat CD164 zespolu
Hennersdorf i wsp. miato na celu odkrycie szczegdlnych wtasnosci markerow aktywacji
1 nie miato przetozenia na okreslong sytuacje kliniczng) [45]. Jest to innowacja godna
podkreslenia, gdyz w piSmiennictwie funkcjonuja zaledwie nieliczne publikacje
poréwnujace rozne markery, nawet te najczesciej stosowane tj. CD63 oraz CD203c¢ [28].
W zwiagzku z tym, pomimo iz najcze¢sciej stosowanym markerem aktywacji jest CD63,
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ ktory z markeréw wykazuje najwigksza uzytecznos¢
w diagnostyce choréb alergicznych. Ponadto, roznice w doktadno$ci testu aktywacji
bazofila z zastosowaniem okreslonego markera mogg wynika¢ z innych warunkow
technicznych  czy  zastosowania  roéznych  protokotow  identyfikacyjnych
w poszczegbdlnych laboratoriach 1 osrodkach [113]. Zwazywszy na pewne
niedoskonato$ci dotychczas znanych markerow aktywacji, istotnym jest tez pytanie, czy
ich taczne zastosowanie pozwolitoby na wyeliminowanie wzajemnych wad 1 stworzenie
metody diagnostycznej o jeszcze wigkszej czutosci 1 swoistosci niz dotychczas poznane.
Podazajac za ta koncepcja nalezy rowniez podnie$¢ kwestie czy jednoczesne
zastosowanie kilku metod ,,in vitro” moze zwigkszy¢ dokladnos¢ testu, a tym samym
catkowicie zastgpi¢ diagnostyke ,,in vivo” metodami ,,in vitro”.

W przedstawionym badaniu podjeto probe zweryfikowania powyzszych zatozen. Przy
zastosowaniu obu markeréw — CD164 oraz CD63 osiggnieto niewielka zmiane czutosci
testu w poroOwnaniu z warto$ciami uzyskanymi dla pojedynczo stosowanego testu BAT
zCD164 — t). 92,8% versus 92,3% (swoistos¢ niezmiennie wyniosta 100%). Z kolei
potaczenie testu aktywacji bazofila o najwigkszej efektywnosci tj. z zastosowaniem CD 164
oraz oznaczenia st¢zenia asIgE pozwolilo na osiggnigcie czutosci 1 swoistosci absolutnej
(jednak dla powszechnie stosowanego cut off 0,35 kU/I uzyskano mniejszg czuto$¢ testu —
96,4%). Na podstawie uzyskanych wynikow, nalezy wiec wnioskowaé, ze poprzez
potaczenie BAT oraz asIgE uzyskujemy metode diagnostyczng cechujaca si¢ jeszcze
wieksza wydajnoscig niz pojedynczo stosowane testy komponentowe.

Wazne jest podkreslenie celowosci powyzszego eksperymentu. Strategia kompilacji
dwoch lub nawet kilku testow diagnostycznych niewatpliwie zwigksza szans¢ na
prawidtowa diagnoze [151]. Ponadto, jak wskazujg badania dotyczace PTS oraz asIgE,
poszczegbdlne testy nie zawsze dajg wynik rOwnowazny. Szacuje si¢, ze w przypadku

zastosowania tylko jednego z powyzej wymienionych testow nawet "4 pacjentow
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z chorobg alergiczng nie zostanie zdiagnozowana [152]. Z tego wzgledu, taczne
stosowanie kilku metod powinno by¢ w szczegdlno$ci rozwazane w przypadkach
trudnych, kiedy mamy do czynienia z wynikiem niejednoznacznym. Oczywiscie,
wymienione okoliczno$ci stanowig jedoczesnie rekomendacje do wykonania samego
testu aktywacji bazofila. Dlatego, zdaniem autora, juz na tym etapie postgpowania warto
zastosowac rozszerzong diagnostyke z dotagczeniem kolejnej metody ,,in vitro” (o strategii
,top down” pisano w rozdziale 1.5). Jak wida¢ na podstawie przedstawionego badania,
taki manewr moze zwickszy¢ dokladno$¢ diagnostyczna BAT, a nawet umozliwi¢
osiggniecie absolutnej czutosci i swoistosci testu. W sytuacji kiedy szacunkowo u okoto
6—35% chorych nie udaje si¢ zidentyfikowac przyczyny anafilaksji (anafilaksja stanowi
jedno z podstawowych wskazan do wykonania BAT), nie mozna mie¢ watpliwosci, ze
walka o uzyskanie jak najwickszej wydajnosci diagnostycznej w chorobach alergicznych

moze mie¢ szczegdlne znaczenie [153].

5.8. Podsumowanie

Podsumowujac, BAT jest metoda diagnostyczng ,,in vitro” o niezwykle duzym
potencjale. Spetnia wiele cech idealnego biomarkera: jest wysoce powtarzalny, cechuje
si¢ duza czutoscig 1 swoistoscia, daje mozliwos$¢ oznaczenia w mato inwazyjny sposob,
jest dobrym narzedziem do  monitorowania efektéw leczenia terapii
immunomodulacyjnych, moze prowadzi¢ do zmniejszenia odsetka wykonywanych prob
prowokacyjnych. Oczekuje si¢, ze wraz ze standaryzacja procedur zwigzanych z BAT,
jego rola w diagnostyce chorob alergicznych bedzie jeszcze wigksza. W chwili obecne;j
zréznicowanie metodologiczne pomigdzy poszczegdlnymi laboratoriami, zwlaszcza
w zakresie stosowanych protokotéw identyfikacji bazofiloéw czy tez markerow aktywacji
oraz brak potwierdzenia uzyteczno$ci BAT dla wielu klinicznie istotnych alergenow,
stanowig istotng przeszkode w ustaleniu miejsca testu aktywacji bazofilow
w algorytmach diagnostycznych oraz wymuszaja konieczno$¢ dalszych badan [25, 28].
W niniejszej pracy przestawiono nowy protokot BAT z zastosowaniem CD164
w diagnostyce alergii na D. farinae charakteryzujacy si¢ bardzo duza czutoscia i 100%
swoistoscig. Po raz pierwszy réwniez dokonano bezposredniego poréwnania CD164
z obecnie najczesciej stosowanym markerem tj. CD63, uzyskujac wyzsza czutosé
w protokole BAT z CDI164 (92,3% vs 80,8%) oraz opracowano nowg metode
diagnostyczng poprzez kompilacj¢ kilku testow ,,in vitro” (BAT z CD164 oraz aslgE)
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osiggajac czulo$¢ 1 swoistos¢ absolutng. Tak doskonate wyniki powinny zacheci¢ do
dalszych badan nad uzyteczno$cig BAT z zastosowaniem CD164 w uczuleniu na inne
alergeny oraz rozpowszechnienia strategii kompilacji kilku metod ,,in vitro” w celu

uzyskania jak najwiekszej doktadnosci diagnostyczne;.
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6. Whnioski

1. Test aktywacji bazofila z oceng ekspresji CD164 ma wysokg przydatno$¢
diagnostyczng w diagnostyce alergii na Dermatophagoides farinae. Czuto$¢ tego
testu wynosi 92,3%, a swoistos¢ 100%. Wartosci te sg rownorzedne z badaniem
stezenia alergenowo swoistych przeciwciat IgE i oceng ekspresji CD63.

2. Laczne zastosowanie obu markeréw aktywacji bazofiléw — CD164 oraz CD63 nie
przynosi korzysci w pordwnaniu z BAT opartym jedynie na protokole z CD164.

3. Kombinacja dwdch roznych metod in vitro - testu cytometrycznego z CD164 oraz
oceny aslgE skutkuje zwigkszeniem doktadnosci diagnostycznej w zakresie
badanego profilu alergicznego i w przeciwienstwie do prob skojarzenia

pozostatych testow pozwala na osiggnigcie 100% czutosci 1 swoistosci.
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7. Streszczenie

Wstep

Na przestrzeni ostatnich lat mozna zaobserwowac staty, dynamiczny wzrost czestosci
wystepowania chordb alergicznych. Aktualnie istnieje potrzeba wdrozenia diagnostyki o
jak najwigkszej czulo$ci i swoistosci, poniewaz tylko prawidlowe rozpoznanie oraz
zidentyfikowanie sprawczych alergendw, umozliwia podjecie adekwatnych dziatan w
tym wzgledzie, przede wszystkim zastosowanie odpowiedniej profilaktyki oraz
spersonalizowanej terapii. Od wielu lat zlotym standardem w diagnostyce
nadwrazliwo$ci IgE-zaleznej pozostaja punktowe testy skorne, ktore jednak maja swoje
wady 1 ograniczenia. Wazng i1 bezpieczng alternatywe w stosunku do metod ,,in vivo”,
stanowig metody ,,in vitro”, przede wszystkim oznaczenie st¢zenia asIgE, ale rowniez
test aktywacji bazofila, ktory doskonale wpisuje si¢ w zamyst medycyny precyzyjnej 1
ukierunkowanej molekularnie. Obecnie najcze$ciej wykorzystywanymi markerami
aktywacji bazofilow sa CD63 oraz w mniejszym stopniu CD203c. Nalezy jednak
podkresli¢, ze zaden z nich nie osigga absolutnej swoistosci 1 czuto$ci, nawet w przypadku
alergii na alergeny wziewne. Alternatywa warta uwagi, o prawdopodobnie co najmnie;j
poréwnywalnej czulo$ci 1 swoistosci w stosunku do CD63, wydaje si¢ by¢ antygen
CD164. Badania dotyczace znaczenia CD164 w diagnostyce chorob alergicznych jak
dotad maja jednak ograniczony zasi¢g 1 wymagaja kontynuacji. W przedstawionym
badaniu zaprezentowano nowy protokot BAT z zastosowaniem CD164 w diagnostyce
alergii na D. farinae oraz dokonano bezposredniego poréwnania uzyskanych wynikow
z obecnie najczesciej stosowanym markerem, tj. CD63, a takze wynikami oznaczenia

asIgE oraz punktowych testow skornych.

Cel pracy

Gléwnym celem badania bylo okreslenie przydatno$ci diagnostycznej testu aktywacji
bazofila z oceng ekspresji markera powierzchniowego CD164 w diagnostyce alergii na
Dermatophagoides farinae poprzez poréwnanie uzyskanych wynikow z punktowymi
testami skornymi oraz oznaczeniem st¢zenia alergenowo swoistych przeciwciat IgE 1
oceng ekspresji CD63. Kolejnym celem pracy byto wykazanie, w jakim stopniu taczne
zastosowanie testow podnosi mozliwosci laboratoryjne analizowanych metod

diagnostycznych w badaniu alergii na Dermatophagoides farinae.
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Material i metody

Badanie przeprowadzono u 28 pacjentéw z alergia na roztocze kurzu domowego oraz u
26 zdrowych osob z grupy kontrolnej. U kazdego z uczestnikow badania, po
przeprowadzeniu doktadnego wywiadu potaczonego z wypetieniem kwestionariusza,
wykonano punktowe testy skorne i oznaczono st¢zenie swoistych przeciwcial IgE oraz
przeprowadzono testy aktywacji bazofilow z wykorzystaniem markeréw CD63 oraz
CD164. Identyfikacji populacji bazofilow dokonano przy zastosowaniu protokotu
CCR3PSiV¢/SSCY, stymulacje nieswoiste  bazofildow  przeprowadzono stosujac
przeciwciato anty-IgE a swoiste przy uzyciu alergenu D. farinae w trzech rdéznych
stezeniach (Al = 225 ng/ml, AIl = 22,5 ng/ml, AIIl = 2,25 ng/ml). Definicj¢ cut off point
oparto na wykresleniu oraz analizie krzywych ROC oraz oszacowaniu indeksu Youdena.
Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietu statystycznego R w wersji R —
4.1.2. oraz oprogramowania STATISTICA (wersja 13.3). Normalno$¢ parametréw zostata
zweryfikowana testem Shapiro-Wilka. Poréwnania migdzygrupowe zostalty wykonane
przy pomocy testow t dla grup niezaleznych oraz testu U Manna-Whitneya. Zestawienia

poszczegolnych krzywych ROC dokonano przy pomocy testu DelLonga.

Wyniki

W tescie aktywacji bazofila z CD63 $rednio bramkowano 447 komorek (Me 424),
natomiast z CD164, 471 (Me 440). Nie stwierdzono w tym zakresie istotnych
statystycznie réznic pomigdzy testami (p = 0,623). U wszystkich uczestnikow badania,
liczba aktywowanych bazofilow w probkach niestymulowanych (Pb) byta niska; dla testu
z CD63 Me 1,95%; min 1,8%; max 3,45%, a dla testu z CD164 Me 2,04%; min 1,82%:;
max 2,2%. Pozytywng odpowiedz na stymulacje przeciwcialem anty-IgE otrzymano u 51
0sob (n = 54) dla testu z CD63 (Me 59,85%, Min 4,46%, Max 94,63%) oraz 52 osob dla
testu z CD164 (Me 55,47%, Min 4,64%, Max 87,96%). Niedostateczng aktywacja
bazofilow (non-responders) odpowiedziato 5,6% uczestnikow w tescie aktywacji bazofila
z CD63 oraz 3,7% populacji badanej w BAT z CD164.

W wyniku stymulacji swoistej, w grupie zdrowych uczestnikow $redni poziom
aktywacji bazofilow we wszystkich stezeniach alergenéw byt niski — 1,05% dla BAT
z CD63 oraz 1,19% dla BAT z CD164. W grupie os6b z alergia na D. farinae obserwowano
zdecydowany wzrost komoérek CD63 lub CD164 dodatnich (w pordwnaniu z grupa
kontrolng réznica istotna statystycznie; p < 0,001). Najwigksza §rednig aktywacje bazofili
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osiagni¢to w obu testach BAT przypadku alergenu w najwyzszym st¢zeniu — 225 ng/ml
(AI) (dla BAT z CD63: Me 44,78%, Min 0%, Max 95,55%; dla BAT zCD164: Me
38,24%; Min 1,17%; Max 93,02%). Nizsze stezenie alergenu skutkowalo spadkiem
aktywacji. W obu testach BAT najwyzszg warto$¢ indeksu Youdena osiggnigto dla
alergenu w najwyzszym stezeniu tj. Al (0,81 oraz 0,92, odpowiednio dla BAT z CD63 i
CD164). W przypadku BAT z CD164 przy wartosci odcigcia 7,29% osiggnigto czutos$¢
92,3% oraz 100% swoistos¢. Nizsze stgzenia alergenu skutkowaly spadkiem czutosci — do
88% dla probki All oraz 73,1% dla Alll, przy punkach odcigcia 8,13% oraz 5,98%.
W tescie aktywacji bazofila z CD63 maksymalna czulo$¢ byla mniejsza niz w BAT
z(CDI164 1 wyniosta — 80,8% dla Al przy 100% swoisto$ci oraz cut off 8,84%.
W pozostatlych probkach stymulowanych alergenem osiagni¢to czutos¢ 73,1% oraz 42,4%
(cut off kolejno 4,87% oraz 10,29%) oraz swoisto$¢ 96% oraz 100%. Dla oznaczenia asIgE
czuto$¢ testu byla nieco wigksza — 96,4% (cut off point 0,24 kU/1). Poréwnanie krzywych
ROC i wartosci AUC miedzy testami o najwigkszej efektywnosci diagnostycznej (BAT z
CD164 w zakresie stezenia Al oraz oznaczeniem asIgE) nie wykazalo istotnie
statystycznych rdznic.

Przy zastosowaniu obu markerow — CD164 oraz CD63 osiagni¢to niewielka zmiang
czulo$ci testu w pordwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla pojedynczo stosowanego
testu BAT z CD164. — tj. 92,8% versus 92,3% (swoisto$¢ wyniosta 100%). Polaczenie
testu aktywacji bazofila o najwickszej efektywnosci tj. z zastosowaniem CD164 oraz

oznaczenia st¢zenia asIgE pozwolito na osiagnigcie 100% czutosci i swoistosci.

Whioski

1. Test aktywacji bazofila z oceng ekspresji CD164 ma wysoka przydatnos¢
diagnostyczng w diagnostyce alergii na Dermatophagoides farinae. Czuto$¢ tego
testu wynosi 92,3%, a swoistos¢ 100%. Wartosci te s3 rownorz¢dne z badaniem
stezenia alergenowo swoistych przeciwciat IgE i oceng ekspresji CD63.

2. Laczne zastosowanie obu markerow aktywacji bazofilow - CD164 oraz CD63 nie
przynosi korzysci w pordwnaniu z BAT opartym jedynie na protokole z CD164.

3. Kombinacja dwoch réznych metod ,,in vitro” - testu cytometrycznego z CD164
oraz oceny aslgE skutkuje zwickszeniem doktadno$ci diagnostycznej w zakresie
badanego profilu alergicznego i1 w przeciwienstwie do prob skojarzenia

pozostatych testow pozwala na osiggnigcie 100% czutosci 1 swoistosci.
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8. Summary

Introduction

In recent years, a steady, dynamic increase in the incidence of allergic diseases can be
observed. Currently, there is a need for introducing diagnostics with the highest sensitivity
and specificity, because only the identification of causative allergens enables the
implementation of appropriate prophylaxis and personalized therapy. For many years, the
gold standard in the diagnosis of IgE-mediated hypersensitivity has been skin prick tests,
which however have their disadvantages and limitations. An alternative to “in vivo”
methods is “in vitro” diagnostics, primarily the determination of allergen-specific IgE
serum concentration, but also the basophil activation test, which fits perfectly into the
concept of precision and molecularly targeted medicine. Currently, the most commonly
used markers of basophil activation are CD63, and to a lesser extent CD203c. Nonetheless,
it should be emphasized that none of them achieves absolute specificity and sensitivity,
even in the case of allergies to inhalant allergens. An alternative worth considering, with
probably at least comparable sensitivity and specificity to CD63, seems to be the CD164
antigen. However, research on the clinical significance of CD164 in the diagnosis of
allergic diseases so far has limited scope and requires continuation. The presented study
compares new basophil activation protocol using CD164 in patients with allergy to
D. farinae with currently most commonly used marker — CD63, as well as sIgE and skin

prick tests results.

Objectives

The main aim of the study was to determine the diagnostic usefulness of the basophil
activation test with assessment of the surface marker CD164 expression in the diagnosis
of Dermatophagoides farinae allergy, by comparing the results with those obtained from
skin prick tests, determination of allergen-specific IgE antibodies, and evaluation of
CD63 expression. Another aim of the study was to demonstrate to whether the combined
use of these tests enhances the laboratory capabilities of the analyzed diagnostic methods

in the assessment of Dermatophagoides farinae allergy.
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Materials and methods

Twenty eight patients with a house dust mite allergy and twenty six healthy individuals
as the control group were examined. First, the a detail history was taken combined with
questionnaire completion. Then the participants underwent skin prick tests and the
specific IgE antibodies serum concentrations were measured. Basophil activation tests
using CD63 and CD164 markers were also performed. Basophil identification was based
on the CCR3P*!i"¢/SSC!™ protocol. Non-specific basophil stimulation was carried out
using anti-IgE antibodies and specific stimulation using D. farinae allergen at three
different concentrations (Al = 225 ng/ml, AIl = 22.5 ng/ml, AIIl = 2.25 ng/ml). The cut-
off point was defined based on ROC curve analysis and calculation of the Youden index.
Statistical analysis was performed using R software version 4.1.2 and STATISTICA
version 13.3. The normality of the parameters was verified using the Shapiro-Wilk test.
Inter-group comparisons were performed using t-tests for independent groups and the U

Mann-Whitney test. The ROC curves were compared using the DeLong’s test.

Results

In the basophil activation test using CD63, the mean value of gated cells was 447 (Me
424) whereas using CD164, 471 cells (Me 440). No statistically significant differences
were observed between the tests in this regard (p = 0.623). In all participants, the number
of activated basophils in unstimulated samples (Pb) was low, with a mean of 1.95% (Min
1.8%, Max 3.45%) for the CD63 test and 2.04% (Min 1.82%, Max 2.2%) for the CD164
test. A positive response to anti-IgE antibody stimulation was obtained in 51 individuals
(n = 54) for the CD63 test (Me 59.85%, Min 4.46%, Max 94.63%) and 52 individuals for
the CD164 test (Me 55.47%, Min 4.64%, Max 87.96%). Insufficient basophil activation
(non-responders) occurred in 5.6% of the participants tested with CD63 and in 3.7% when
CD164 was used. As a result of specific stimulation, in the group of healthy participants,
the mean percentage of activated basophils in all allergen’s concentrations was low —
1.05% for BAT with CD63 and 1.19% for BAT with CD164. In the group of patients
allergic to D. farinae, a significant increase in CD63 or CDI164 positive cells was
observed (compared to the control group, the difference was statistically significant;
p<0.001). The highest basophil activation was achieved in both BAT tests in the case of
the allergen at the highest concentration — 225 ng/ml (Al) (for CD63 BAT: Me 44.78%,
Min 0%, Max 95.55%; for CD164 BAT: Me 38.24%; Min 1.17%, Max 93.02%). Lower
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allergen concentrations resulted in a decrease in activation. In both BAT tests, the highest
value of the Youden index was achieved for the allergen at the highest concentration —
AI(0.81 and 0.92, respectively, for CD63 and CD164 BAT). In the case of CD164 BAT,
at the cutoff value of 7.29%, a sensitivity of 92.3% and a specificity of 100% were
achieved. Lower allergen concentrations resulted in a decrease in sensitivity — to 88% for
sample All and 73.1% for AIIL at cutoff points of 8.13% and 5.98%, respectively. In the
basophil activation test with CD63, the maximum sensitivity was lower than in CD164
BAT and was 80.8% for Al at 100% specificity and a cutoff of 8.84%. Sensitivity of
73.1% and 42.4% (cutoffs were 4.87% and 10.29%) and specificity of 96% and 100%
were achieved in other allergen-stimulated samples. The sensitivity of the asIgE test was
slightly higher — 96.4% (cutoff point 0.24 kU/I). Comparison of ROC curves and AUC
values between the most diagnostically efficient tests (CD164 BAT within the Al range,
and aslIgE) did not show any statistically significant differences. When both markers —
CDI164 and CD63 were used, there was a slight change in the sensitivity of the test
compared to the values obtained for the BAT test with CD164 used alone, 92.8% versus
92.3% (specificity was 100%). Combining the most efficient basophil activation test
using CD 164 and measuring asIgE concentration allowed achieving 100% sensitivity and

specificity.

Conclusions

1. Basophil activation test with CD164 expression assessment has high diagnostic
usefulness in diagnosing allergy to Dermatophagoides farinae. The sensitivity of
this test is 92.3%, and specificity is 100%. These values are equivalent to those
obtained when measuring the concentration of allergen-specific IgE antibodies
and assessing CD63 expression.

2. The combined use of both basophil activation markers — CD164 and CD63 — does
not provide any benefits compared to the BAT based solely on the CD164.

3. The combination of two different “in vitro” methods - the cytometric test with
CD164 and the assessment of allergen-specific IgE serum concentration results in
increased diagnostic accuracy for the examined allergic profile. In contrast to
attempts to associate other diagnostic tests, this combination achieves 100%

sensitivity and specificity.
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