GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Marek Niedoszytko

Wykorzystanie badania ekspresji genow metoda
mikromacierzy RNA w ocenie efektywnosci immunoterapii
swoistej jadem owadow, rozpoznaniu mastocytozy i ocenie

zagrozenia alergia na jady owadow u chorych na mastocytoze

Klinika Alergologii Katedry Pneumonologii i Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik: prof. dr hab. med. Ewa Jassem

Gdansk 2011



Wydano za zgoda
Senackiej Komisji Wydawnictw

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Wydaweca: Gdanski Uniwersytet Medyczny
Druk: Dziat Wydawnictw GUMed
Gdansk, ul. Marii Sktodowskiej-Curie 3a
Zlecenie KW/42/11



Marcie, Joziowi, Rodzicom i Rodzenstwu



SPIS TRESCI

WYKAZ PRAC BEDACYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY ...cccooviiiiiiiiiiiinieceeeeeee 7
WYKAZ SKROTOW w...oooiiimiirmriimerieeesisee s e ss st sssss s ssssessssessssesssssesssssssens 9
Lo WISTEP ettt ettt et eat e bt et e e st e ste e st e eneesseenseentenneenseas 11
1.1. Epidemiologia, rozpoznanie i leczenie alergii na jady owadow ..........cccceevveeeeveennen. 11
1.1.1. Epidemiologia i patofizjologia alergii na jady owadow.........ccccccceeveeuennnnne. 11

1.1.2. Rola szlaku renina angiotensyna aldoSteron ........c..cccceeeueveerienienerneneennennne. 13

1.1.3. Leczenie alergii na jad owaddéw btonkoskrzydtych ...........cccoveiiiniiinnnnnnne 14

1.1.4. Ocena efektywno$ci immunoterapii jadem owaddéw btonkoskrzydtych............ 16

1.2. Epidemiologia, rozpoznanie i leczenie mastoCYtOZY .........cccceveeruerueneenueneeneeneennnen 17

1.2.1. Immunoterapia swoista w alergii na jady owadow u chorych na

INASTOCYIOZE c.vvvveeeeiiiiieeeeitiee e ettt e e e ettt e e e st e e e esataeeeseneaeeeeannseeeesnnseeeeeennsneeeanns 19
1.3. Farmakogenetyka w medycynie 1 alergologii .......ccceeecuveerieeerieeiiiieeieeeee e 20
2. CELE PRACY ..ottt ettt ettt ettt sb et et sbe et satesbe et 21
3. MATERIAL I METODY ..ottt ettt sttt sttt s 22
3.1. Badanie roli polimorfizmu AGT M235T w alergii na jady owadow........................ 22

3.2. Ocena skuteczno$ci immunoterapii jadem owadow btonkoskrzydtych za pomoca
PIofilu KSPIESTT SENOW ...vviiiiieiiieiieiie ettt 23
3.3. Bezpieczenstwo i skuteczno$¢ immunoterapii jadem owadow w mastocytozie ..... 24

3.4. Ocena ryzyka alergii na jady owadéw u chorych na mastocytozg za pomoca
PrOfilu EKSPIESJT ENOW ...eevviiieiiieeiie ettt ettt e e et e e e rae e e e e snbeeesnseeenns 24

3.5. Profil ekspresji genow i system regulacji transkrypcji gendw w mastocytozie

UKFAAOWE] ..ttt et ettt e e eseeeaae e 25
3.6. Analiza ekspresji catego genomu za pomoca mikromacierzy RNA ...........c.cc......... 25
3.7. Analiza statystyczna wynikow mikromacierzy RNA ........c.cccccoeevviieniieeeie e 26

4., OMOWIENIE WYNIKOW ..o e 28



4.1. Rola polimorfizmu angiotensynogenu AGT M235T w alergii na jady owadow...... 28
4.2. Ocena skutecznos$ci immunoterapii jadem owadow btonkoskrzydtych za pomoca
PIofili €KSPIESTT SENOW ...uviiiiiiiiieiieiie ettt 29
4.3. Bezpieczenstwo i1 skuteczno$§¢ immunoterapii jadem owadow w mastocytozie ...... 30
4.4. Ocena ryzyka alergii na jady owadow u chorych na mastocytoz¢ za pomoca
PIOfilu €KSPIESTT SENOW ...vviiiiieiiiieiieiie et ettt e ee 32

4.5. Profil ekspresji gendw i system regulacji transkrypcji genéw w mastocytozie

10T (01 TP 33
5 WINTOSK oo e, 34
6. PISMIENNICTWO ..o e e e s e e e es e e e e s s et e s e e s s eses e s s eseseseess s e, 35

PRACE BEDACE PRZEDMIOTEM ROZPRAWY ...c..ooiiiiiiiiiiiiinieeeecteee e 45



WYKAZ PRAC BEDACYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY

1. Niedoszytko M. Mastocytoza - rozrostowa choroba komoérek tucznych

zwigzana z ryzykiem reakcji anafilaktycznej. Pol. Merk. Lek.

2006;21,126:570-572. MEIN 5

2. Niedoszytko M., Ratajska M., Chelminska M., Makowiecki M., Malek E., Siemin-
ska A., Limon J., Jassem E.: The angiotensinogen AGT p. M235T gene polymor-

phism may be responsible for the development of severe anaphylactic

reactions to insect venom allergens. Int. Arch. Allergy

Immunol.2010;153:166-172.IF 2,542

3. Niedoszytko M., Bruinenberg M., de Monchy J., Wijmenga C., Platteel M., Jas-

sem E., Oude Elberink J.N.G.: Gene expression analysis in predicting the

effec-tiveness of insect venom immunotherapy. J. Allergy Clin.

Immunol. 2010;125,5:1092-1097. IF 9,165

4. Niedoszytko M., de Monchy J., van Doormaal J., Jassem E., Oude Elberink
J.N.G.: Mastocytosis and insect venom allergy : diagnosis, safety and efficacy

of venom immunotherapy. Allergy 2009;64:1237-1245.1F 6,38

5. Niedoszytko M., Bruinenberg M., van Doormaal J., de Monchy J., Nedoszytko B.,
Koppelman G., Nawijn M., Wijmenga C., Jassem E. , Oude Elberink J. Gene

expression analysis predicts insect venom anaphylaxis in indolent systemic

masto-cytosis. Allergy 2011 doi:10.1111/5.1398-9995.2010.02521 x. IF 6,38

6. Niedoszytko M., Oude Elberink J.N.G., Bruinenberg M., Nedoszytko B., de Mon-
chy J., te Meerman G., Weersma R.K., Mulder A., Jassem E., van Doormaal J.J.

MD PHD. Gene expression profile, pathways and transcriptional system

regula-tion in indolent systemic mastocytosis. Allergy 2011;66,2:229-237. IF
6,38

(Laczny IF 30,847)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17405300
https://www.karger.com/Article/FullText/312634
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091674910001156?via%3Dihub
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1398-9995.2009.02118.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1398-9995.2010.02521.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1398-9995.2010.02477.x

Finansowanie

Grant Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego 2008-2010
Numery: N402085934 1 N40201031
Stypendium Kolumb Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej



WYKAZ SKROTOW

ACE — angiotensin converting enzyme / enzym konwertaza angiotensyny
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1. WSTEP

1.1. Epidemiologia, rozpoznanie i leczenie alergii na jady owadow

1.1.1. Epidemiologia i patofizjologia alergii na jady owadéw

Alergia na jady owadow, definiowana jako wystapienie przynajmniej jednej reakcji
uktadowej w ciagu zycia po uzadleniu przez owada, wystgpuje u 1 do 3% populacji [16]. Do
grup ryzyka reakcji uktadowej po uzadleniu naleza pszczelarze (reakcja uktadowa po uzadle-
niu wystgpuje u 13 do 43% z nich) [6,28] oraz chorzy na mastocytozg (wstrzas anafilaktycz-
ny, czgsto o cigzkim przebiegu, dotyka 30% chorych, w tym 50% chorych na mastocytozg
uktadowa) [12, 29,72,75]. Obecnos¢ swoistych IgE na jady owadow w tescie skornym lub w
badaniu sIgE stwierdza si¢ u 20% oso6b w populacji og6élnej [32,34]. Odczyny miejscowe po
uzadleniu (nawet o duzym nasileniu) wystepuja u 26% osob. Nie stanowia one zagrozenia
zycia 1 nie sa wskazaniem do leczenia [32,34]. Do gatunkéw owaddéw najczesciej wywotuja-
cych reakcje anafilaktyczne w Polsce naleza osy, pszczoty, szerszenie (jad wykazuje reak-
tywno$¢ krzyzowa z jadem osy) i trzmiele (jad wykazuje reaktywnos$¢ krzyzowa z jadem
pszczoty) [93]. W wigkszosci krajow europejskich opisywana jest wigksza czgstos¢ alergii na
jad osy w regionach nadmorskich, natomiast czgsto$¢ alergii na jad pszczoty wzrasta wraz z
wysokoscia nad poziomem morza. W obszarze §rodziemnomorskim Europy wystgpuja czgste
reakcje anafilaktyczne po uzadleniu przez klecanki. Doniesienia z Niemiec wskazuja na po-
jawienie si¢ tych owadéw w potudniowej cze$ci kraju oraz przy granicy z Francja. Prawdo-
podobnie jest to zwigzane z ocieplaniem si¢ klimatu. Podobna sytuacja epidemiologiczna wy-
stgpuje w USA [63]. Natomiast w krajach tropikalnych opisywane sa reakcje na wiele gatun-
kéw owadow, wsrdd ktorych jedynie alergia na mréwki w Australii moze by¢ leczona za po-
moca VIT [6].

Mechanizm immunologiczny alergii na jady owaddw, jak i immunoterapii swoistej, nie
zostal w pelni poznany. Nadwrazliwo$¢ na jad moze przebiega¢ w mechanizmie nadwrazli-
wosci alergicznej I typu w klasyfikacji Gella i Coombsa (dominujaca forma) jak 1 nieimmuno-
logicznej. Spotykane sa rowniez reakcje nietypowe, ktore pojawiaja si¢ zwykle w kilka dni po

uzadleniu jak choroba posurowicza, zapalenie stawow, alergiczne zapalenie naczyn, zespot
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nerczycowy, objawy neurologiczne (zapalenie nerwoéw obwodowych, zapalenia wielonerwo-
we, napady drgawek, zaburzenia koncentracji, zespot psychoorganiczny, zespdt pozapirami-
dowy, zapalenie kigbuszkow nerkowych) [6,10,93]. Alergia na jady owadow wystepuje z po-
dobna cze¢stoscia u atopikdéw jak i chorych bez atopii w wywiadzie. Osoby z wysokimi warto-
$ciami sIgE na jady owaddw czesto toleruja uzadlenia, natomiast ci¢zkie reakcji pouzadle-
niowe moga wystgpowaé u chorych o niskich wartosciach sIgE w surowicy krwi
[6,10,28,58,60]. Niektore osoby tolerujace uzadlenia, nawet duza ich liczbg (jak pszczelarze)
z niewiadomych przyczyn rozwijaja objawy alergii. Nie jest rtOwniez znana przyczyna znacz-
nie czgstszego wystgpowania IVA u chorych na mastocytoze (30%) w pordwnaniu z ogdlna
populacja. Pierwsze doniesienia Muellera i wsp. [70] wskazywaly na niskie badz nieozna-
czalne stezenia IgE u wielu chorych. Dato to podstawg do teorii o farmakologicznym mecha-
nizmie nadwrazliwos$ci. Badania wskazuja na degranulacje mastocytow pod wptywem alerge-
nu jadu owadow, ktorej nie stwierdza si¢ w kontakcie z alergenami wziewnymi i pokarmo-
wymi. Dotyczy to jednak stezen alergenu, ktore nie wystepuja w czasie uzadlenia owada. Ba-
dania z uzyciem obecnie stosowanych, czutych metod, pozwalaja na potwierdzenie mechani-
zmu IgE zaleznego u wigkszosci chorych [3]. Wyniki oznaczenia sIgE oraz SPT u chorych na
mastocytoze sa przewaznie stabiej wyrazone niz u pozostatych chorych. Prawdopodobnie jest
to zwiazane z adsorpcja krazacych IgE na powierzchni mastocytow tkankowych [86]. Wpro-
wadzenie do diagnostyki testu aktywacji bazofilow umozliwilo stwierdzenie reakcji IgE za-
leznej u prawie wszystkich chorych [9]. Alternatywny mechanizm aktywacji opisany zostat
na modelu zwierzecym, gdzie kompleksy IgG antygen moga aktywowa¢ makrofagi poprzez
taczenie z receptorem dla IgG (FcyRIII). Nie ma na razie danych potwierdzajacych znaczenie
tego mechanizmu u ludzi. Kluczowym elementem anafilaksji jest aktywacja mastocytow,
mediowana przez szlaki sygnatowe zalezne od wewnatrzkomorkowych kinaz tyrozynowych
(Kit, Lyn, Syk and Fyn) [75]. Obecno$¢ mutacji KIT D816V moze §wiadczy¢ o aktywacji i
proliferacji komorek tucznych, jakkolwiek nie wplywa na wzrost ryzyka anafilaksji
[1,12,95,96]. Natomiast zaburzenia czynno$ci kanaléw wapniowych, zwiazane ze zwigkszo-
nym naptywem wapnia do komorek 1 tatwiejsza de granulacja, moga odgrywac role w zwigk-
szeniu ryzyka anafilaksji [2,99]. Opisywana jest rowniez rola kanatow TRMP (transient re-
ceptor potential membrane proteins), ktore odgrywaja rol¢ w hamowaniu aktywacji komoérek
tucznych [98]. Biatko TRPM-4 jest zaangazowane w reakcjach nadwrazliwos$ci. Substancje
aktywujace kanal jonowy, ktory tworza biatkka TRMP, moga stuzy¢ jako leki hamujace reak-

cje alergiczne [98].
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Kluczowym elementem alergii na jady owadow jest zaburzenie stosunku pomigdzy spe-
cyficznymi alergenowo limfocytami T regulatorowymi i limfocytami Th2 [48]. Komorki pre-
zentujace antygen pod wptywem IL 4 wptywaja na roznicowanie ,,naiwnych” limfocytow T w
komorki Th2. Aktywowane limfocyty Th2 wytwarzaja 1L-4, IL-5 1 IL-13, ktére z kolei
zwigkszaja produkcje IgE, naptyw i1 aktywacje eozynofilow oraz skurcz migsni gtadkich [48].

Innym postulowanym mechanizmem alergii na jady owadéw i efektywnos$ci immunote-
rapii jest szlak sygnalowy osteopontyny, ktoérego aktywacja wystepuje gtownie w monocytach
[55]. W literaturze sa rowniez doniesienia dotyczace udziatu aktywacji dopeiniacza [51] oraz

genow zwiazanych z kalcytoning [99].

1.1.2. Rola szlaku renina angiotensyna aldosteron

Waznym mechanizmem, ktory moze bra¢ udzial w nadwrazliwosci na jady owadow jest
uposledzenie funkcji uktadu renina angiotensyna, aldosteron [43]. Angiotensyna II jest silng
substancja wazokonstrykcyjna [80,88]. Stgzenia biatka zaleza od produkcji jej prekursoréw:
angiotensynogenu i angiotensyny I, aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyne I do II
oraz aktywnosci receptora dla angiotensyny II [81,88]. Angiotensynogen jest nieaktywnym
biatkiem produkowanym w watrobie. Renina, enzym obecny w nerkach, przeksztalca angio-
tensynogen w angiotensyng I, ktora z kolei po wptywem konwertazy angiotensyny zamienia-
na jest do angiotensyny II [81,88].

U wigkszos$ci ludzi uzadlenie owada prowadzi do reakcji miejscowej charakteryzujace;j
si¢ typowymi cechami stanu zapalnego: zaczerwienieniem, wzrostem temperatury, obrze-
kiem, bolem [5,32]. Skurcz naczyn wywotany aktywacja angiotensyny Il moze ograniczy¢
uogdlnienie si¢ reakcji [5,32]. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze wielu chorych, ktérzy prze-
zyli reakcje anafilaktyczna po uzadleniu przez owada, nie miato reakcji miejscowej po uza-
dleniu. W badaniach Hermanna i wsp. wykazano mniejsze st¢zenia angiotensynogenu, angio-
tensyny I, II reniny u chorych z alergia na jady owadoéw, w poréwnaniu z osobami zdrowymi
[40-44,55,]. Niskie st¢zenia biatek tego ukladu stwierdzono réwniez u chorych, u ktorych
wystepowaly niepozadane objawy leczenia, nawracajace reakcje anafilaktyczne pomimo le-
czenia, z dodatnim wynikiem proby prowokacji z zywym owadem [40,41,42,44]. Niskie ste-
zenia biatek uktadu RAS korelowaty z cigzko$cia objawoéw klinicznych [40,41,42,44]. U cho-

rych, ktorzy osiagngli tolerancje¢ jadu owadow, stezenia angiotensyny I i II sa podobne jak u
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0sOb zdrowych, natomiast st¢zenie angiotensynogenu, pierwszego biatka uktadu, nadal pozo-
stato istotnie nizsze niz u 0séb zdrowych. Dotychczas nie udato si¢ wykazac przyczyn niskie-
go stgzenia biatek uktadu RAA chorych leczonych z powodu alergii na jad owadéw btonko-
skrzydtych.

1.1.3. Leczenie alergii na jad owadoéw btonkoskrzydtych

Reakcj¢ kliniczna po uzadleniu klasyfikuje si¢ wedtug kilku skal, z ktérych najpopular-
niejsza jest klasyfikacja wg Muellera [67].

e stopien I: pokrzywka, §wiad, nudnosci

e stopien II: obrzgk naczynioruchowy, $wiad gardta, wymioty, biegunka, bol brzucha,
mdtosci

e stopien III: duszno$¢, swisty, trudno$ci w méwieniu, zaburzenia potykania, lek, hypo-
dynamia

e stopien IV: spadek cis$nienia tgtniczego, utrata przytomnosci, nietrzymanie moczu i
stolca, sinica

Leczeniem z wyboru chorych z Il i IV stopniem cig¢zkosci reakcji wedtug Muellera [67]
jest immunoterapia swoista (ang. VIT) [6,10,11,92,101]. Ryzyko reakcji uktadowej po uza-
dleniu wynosi u tych chorych okoto 70%, jest wigksze u chorych na mastocytozg, u ktorych
dochodzi do 100%. W niektorych sytuacjach po uzadleniu przez os¢ nie dochodzi do wnik-
nigcia jadu do ciata chorego, dlatego ryzyko reakcji nie jest 100% [33,34].

VIT mozna réwniez stosowac u chorych z mniej nasilong reakcja o zwigkszonym ryzyku
ciezkiej reakcji spowodowanym wykonywanym zawodem (pszczelarze, cukiernicy), choro-
bami wspotistniejacymi (np. mastocytoza) oraz znacznym uposledzeniem jakosci zycia [10].
Kwalifikacja do leczenia sktada si¢ z badania podmiotowego, w trakcie ktérego nalezy ocenic¢
(1) cigzkos¢ reakeji, (2) sytuacje, w ktorej do niej doszto, (2) prawdopodobny gatunek badz
gatunki owadow odpowiedzialnych za wystapienie objawow, (3) ryzyko powtorzenia si¢ re-
akcji w przysztosci, (4) wystepowanie chordb wspotistniejacych (np. cigzka astma, niewydol-
no$¢ krazenia, mastocytoza) oraz stosowanego leczenia (stosowanie B-blokerow, inhibitorow
enzymu konwertujacego angiotensyng), ktore moga wptynac na ryzyko lub przebieg reakcji
pouzadleniowej. Waznym elementem kwalifikacji do leczenia jest ocena jakosci zycia 1 nasi-

lenia Igku u chorych z reakcja o mniejszym stopniu nasilenia. Kolejnym etapem diagnostyki
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jest wykonanie punktowych testow skornych 1 testow $rodskornych, ich przeprowadzenie 1
interpretacj¢ opisuja standardy Europejskiej Akademii Alergologii [6,10]. Badaniami labora-
toryjnymi wykonywanymi u wszystkich chorych jest ocena st¢zenia swoistych IgE z jadem
osy, pszczoty 1 szerszenia. Zaleca si¢ rowniez oceng st¢zenia tryptazy mastocytarnej w suro-
wicy, ktéra moze by¢ markerem mastocytozy, jak i ryzyka dzialan niepozadanych oraz ci¢z-
kiej reakceji pouzadleniowej u chorych bez tej choroby [60,83,84,86]. Wszyscy chorzy, u kto-
rych wystapita reakcja anafilaktyczna na jady owadow powinni by¢ wyposazeni w zestaw
ratunkowy, ktérego najwazniejszym elementem jest ampuikostrzykawka z adrenaling oraz
leki przeciwhistaminowe 1 glikokortykoidy. Chorych nalezy poinstruowac¢ o sposobach uni-
kania narazenia na uzadlenia przez owada. Jedyna przyczynowa metoda leczenia IVA jest
immunoterapia swoista. W przeciwienstwie do chorych leczonych z powodu alergii na aler-
geny wziewne, VIT prowadzony jest jedynie w formie iniekcji podskérnych, badania klinicz-
ne z alergenem podjezykowym nie wykazaty roznic w skuteczno$ci w poréwnaniu z placebo.
Faza wstegpna VIT moze by¢ prowadzona schematem konwencjonalnym, przyspieszonym
(rush) 1 ultraszybkim (ulrarush). Po osiagnigciu dawki podtrzymujacej ryzyko wystapienia
reakcji pouzadleniowe] zmniejsza si¢ do 2-3% 1 jest podobne do ryzyka takich reakcji w po-
pulacji og6lnej. U chorych, ktoérzy nie osiagneli tolerancji w wyniku leczenia ocenionej na
podstawie proby prowokacji alergenowej [30], uzadlenia w warunkach naturalnych, badz u
ktérych w trakcie terapii podtrzymujacej wystapily dziatania niepozadane leczenia, dawke
leku mozna zwigkszy¢ do 200 pg jadu [87]. Taka dawke stosuje si¢ réwniez u chorych pracu-
jacych jako pszczelarze [6,10]. Czgstos¢ wystgpowania dziatan niepozadanych w trakcie le-
czenia zalezy od stosowanego jadu owada (wigksze u chorych leczonych z powodu alergii na
jad pszczoty 25% w poréwnaniu z 11% leczonych jadem osy) [6,10]. U wigkszosci chorych
leczenie powinno by¢ prowadzone przez 5 lat, a u 0s6b ze wspoOlistniejaca mastocytoza praw-
dopodobnie do konca zycia [10]. Stezenie tryptazy mastocytarnej w surowicy krwi wykazuje
liniowa zalezno$¢ z cigzkos$cia reakcji anafilaktycznej oraz wystgpowaniem dziatan niepoza-
danych podczas leczenia [83,84]. W tej grupie chorych stwierdzano przypadki $miertelnej
anafilaksji po uzadleniu, ktére nastapito po zakonczeniu VIT [74,79]. Zalecenia amerykanskie
mowia o leczeniu trwajacym do czasu negatywizacji testow skornych, jednak u wigkszosci
chorych wydtuza to czas leczenia do 7-10 lat, nie wptywajac na jego skutecznos¢ [34]. Stan-
dardy Europejskiej Akademii Alergologii i Immunologii Klinicznej zalecaja pigcioletni czas
leczenia. Moze ono trwac trzy lata jezeli stwierdza si¢ negatywizacj¢ wynikow testow skor-
nych i stezenia sIgE. Leczenie pigcioletnie umozliwia osiagnigcie tolerancji alergenu u wigk-

szo$ci chorych. Dhuzsze leczenie wskazane jest u chorych zagrozonych wyzszym ryzykiem
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reakcji (1) leczonych z powodu mastocytozy, wigkszym stezeniem tryptazy mastocytarnej, z
wywiadem cigzkiej reakcji pouzadleniowej (2) osob, ktére doswiadczyty reakcji niepozada-
nych podczas leczenia podtrzymujacego lub nie osiagngty tolerancji uzadlenia, (3) oséb o

duzym ryzyku uzadlenia jak pszczelarze i ich rodziny [10].

1.1.4. Ocena efektywnosci immunoterapii jadem owadéw blonkoskrzydtych

Dotychczas nie ma wskaznikdw pozwalajacych oceni¢ skuteczno$¢ leczenia i reakcje
chorego po uzadleniu. Ponad 90% chorych leczonych z powodu alergii na jad osy i 80% na
jad pszczoty osiaga tolerancj¢ kolejnych uzadlen po zakonczeniu VIT. Gorsze efekty leczenia
stwierdza si¢ u 0sOb z ci¢zsza reakcja przed leczeniem, chorych z dziataniami niepozadanymi
w trakcie immunoterapii, wspotistniejacymi chorobami serca, zwigkszonym stgzeniem trypta-
zy mastocytarnej oraz u chorych na mastocytoze [62,65,66,68,69,83,84]. Bardziej efektywna
ochrona przed kolejnym uzadleniem zwiazana jest z dtuzszym czasem leczenia 1 wigkszym
dawka alergenu stosowanego w trakcie VIT [6,10]. Negatywizacja testow skornych w wyniku
leczenia wskazuje prawdopodobnie na mniejsze ryzyko powtornej reakcji, jednak wystepuje
ona jedynie u 20-30% leczonych chorych [33,34]. Ponadto u czg$ci 0oséb (np. chorych na ma-
stocytoze) wyniki testow skornych bywaja negatywne badz graniczne przed VIT, co nie kore-
luje z cigzkos$cia reakcji anafilaktycznej [86]. Do badan laboratoryjnych stosowanych w oce-
nie skutecznos$ci leczenia naleza badanie swoistych IgE, test aktywacji bazofilow, ocena stg-
zenia IgG4, IL10, IL4. Zmniejszenie st¢zenia IgE, podobnie jak negatywizacja testow skor-
nych moze u pewnej czgséci chorych §wiadczy¢ o mniejszym ryzyku reakcji. Podobne zna-
czenie ma zmniejszenie reaktywnos$ci bazofilow [24,61]. Wykazanie wzrostu stgzenia IL10 1
zmniejszenie stgzenia [L4 moze $wiadczy¢ o zwigkszeniu puli limfocytow Th2 i zmniejszeniu
liczby limfocytow Thl. Dodatkowo wykaza¢ mozna zwieszenie Foxp3 - biatka $wiadczacego
o zwigkszeniu puli limfocytow T regulatorowych [48]. U chorych leczonych z powodu alergii
na jad pszczoty wykazano zwigkszenie st¢zenia osteopontyny w wyniku skutecznej immuno-
terapii [55]. Dotychczas zadne z powyzszych badan nie weszto jednak do praktyki kliniczne;j i
ocena ryzyka reakcji po ponownym uzadleniu z zastosowaniem metod in vitro nie jest mozli-

wa.
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1.2. Epidemiologia, rozpoznanie i leczenie mastocytozy

Mastocytoza to zespot chorobowy, w ktérym dochodzi do patologicznego rozrostu ko-
morek tucznych w szpiku oraz innych narzadach. U wigkszos$ci chorych wystepuja zmiany
skorne, nacieki narzadéw wewnetrznych takich jak $ledziona, watroba, kosci, przewdd po-
karmowy, uktad oddechowy, serce. Nacieki te moga doprowadzi¢ do uposledzenia funkcji
zajetych narzadow. Pierwsze objawy choroby moga pojawic¢ si¢ w kazdym wieku. U dzieci
dominuje posta¢ skérna choroby, rzadko wystepuje posta¢ uktadowa. Dorosli choruja przede
wszystkim na mastocytoze¢ uktadowa. W najcigzszych postaciach choroby czegsto nie ma
zmian na skorze [1,27,47,95,96].

Klasyfikacja choroby wedlug WHO obejmuje 7 postaci tego zespotu (Tabela 1).

Tabela 1. Klasyfikacja mastocytozy wg WHO [95]

1. Posta¢ skorna (CM)
a) pokrzywka barwnikowa (Yac. urticaria pigmentosa)
b) mastocytoma skory

2. Systemowa mastocytoza o powolnym przebiegu (ISM)
a) izolowana mastocytoza szpiku kostnego

3. Mastocytoza uktadowa z klonalnym rozrostem linii komérkowych nie- mastocytarnych
(SM-AHNMD)

Agresywna uktadowa mastocytoza (ASM)

Biataczka mastocytarna (MCL)

Chtoniak mastocytarny

I Y

Mastocytoma w narzadach poza skora

Postacie agresywne choroby sa bardzo rzadkie, dotycza mniej niz 5% chorych dorostych
1 wyjatkowo wystgpuja u dzieci. Wymagaja zastosowania chemioterapii z powodu wystgpo-
wania naciekéw proliferujacych mastocytow uposledzajacych funkcje zajetych narzadow
[47,94,95].

Mechanizm niekontrolowanej proliferacji mastocytow, jak i naciekania narzadow w ma-
stocytozie, nie jest jasny. Dominujaca zmiang genetyczna u chorych jest mutacja genu KIT
kodujacego przezbtonowy receptor o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej dla czynnika wzrostu
komorek pnia. Mutacja punktowa D816V stwierdzana jest u wigkszosci chorych, u czgsci

spotykane sa mutacje w innych miejscach genu. Obecno$¢ mutacji prowadzi do niekontrolo-
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wanej autofosforylacji receptora i1 proliferacji mastocytow [1,36,95,96]. Wykazano jej obec-
no$¢ w innych, poza mastocytarna, liniach komorkowych, co jest niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym rozwoju agresywnych postaci mastocytozy [31]. Obecno$¢ samej mutacji genu
KIT nie jest wystarczajaca do wystapienia mastocytozy. Badania polimorfizmu genéw wyka-
zaly rolg polimorfizmu Q576R genu receptora IL4 [18] w rozwoju pokrzywki barwnikowe;j,
polimorfizmu, wystgpowania allelu T w miejscu -1112 promotora genu IL-13 jako czynnika
ryzyka mastocytozy uktadowej [71]. Analiza ekspresji genéw w szpiku chorych na mastocy-
toz¢ wykazata duze réznice w ekpresji genéw u chorych na mastocytoze, w poroOwnaniu z
osobami zdrowymi. Zidentyfikowano grupg 10 gendéw, ktorych ekspresja znacznie rdznita sig
u chorych na mastocytozg, w tym najwigksze roznice stwierdzono w odniesieniu do ekspresji
genu o-tryptazy [19]. Trwaja obecnie badania nad zaburzeniem regulacji apoptozy w masto-
cytozie. Prawdopodobnie umozliwia one wykorzystanie nowych lekow w leczeniu agresyw-
nych postaci choroby. Mastocytoza jest rzadka choroba. ECNM (Europejska Sie¢ Mastocyto-
zy) podaje rozne dane dotyczace epidemiologii choroby, zalezne czg$ciowo od zaawansowa-
nia badan nad choroba i wielkosci kraju. Wydaje sig, ze czgsto$¢ wystgpowania choroby
mozna okresli¢ na 7/100 000 mieszancéw w tym 4/100 000 to mastocytoza uktadowa (tabela
2) [47].

Szacuje sig, ze w Polsce liczba chorych na mastocytoz¢ moze wynosi¢ okoto 800 [72].
Pod opieka Polskiej Sieci Mastocytozy znajduje si¢ obecnie 300 chorych (rejestr osrodka
gdanskiego), w tym okoto 60% dorostych 1 40% dzieci [47].

Tabela 2. Epidemiologia mastocytozy w wybranych europejskich krajach i USA (dane ECNM) [47]

Krai/liczba lud- Liczba chorychna | Pokrzywka barw- Mastocytoza Agresywna
nos’i ; mastocytoze nikowa uktadowa mastocytoza
N (n*) N (n*) N (n*) N (n*)

. | 1600 400 16
Austria/8 min 2000 (25) (20) 5) 0.2)
Holandia/16.5 600 600 20 (0.12)
min’ 1220 (7.4) (3.6) (3.6)

Niemcy/82 mln’ 5000 (6)
USA’ 3500 (1,13)
Polska/38 min’ 300 (0,8) 200 (0,6) 100 (0,2) 5(0,013)

* n — liczba chorych na 100 000

Autor uzyskat dane od kierownikéw osrodkéw mastocytozy: ' Peter Valent, * Jaap van Doormaal,

* Knut Brockow, * USA Mastocytosis Group, ° Gdanski Osrodek Mastocytozy
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Rozpoznanie postaci uktadowej mastocytozy opiera si¢ na kryteriach WHO [95]. Gtow-
nym badaniem jest trepanobiopsja szpiku kostnego. Kryterium wigkszym rozpoznania jest
stwierdzenie w badaniu histopatologicznym szpiku naciekéw powyzej 15 atypowych masto-
cytéw w skupisku, o atypowym ksztatcie. Do kryteriow mniejszych zalicza si¢ stwierdzenie w
badaniu cytologicznym ponad 25% mastocytow o atypowym ksztalcie, obecno$¢ mutacji
D816V genu KIT, ekspresj¢ CD2 i CD25 na mastocytach, stwierdzenie st¢zenia tryptazy po-
wyzej 20 ng/ml w surowicy krwi obwodowej [95]. Mastocytoze uktadowa rozpoznaje si¢ po
stwierdzeniu 1 duzego i 1 matego badz 3 matych kryteriow WHO [95,96]. Wykonanie bada-
nia szpiku zlecane jest u wszystkich dorostych, u ktorych podejrzewa si¢ mastocytoze tj. u
chorych na pokrzywke barwnikowa, anafilaksj¢ ze wspoétistniejacym zwigkszonym stgzeniem
tryptazy mastocytarnej, osteoporoz¢ bez czynnikow ryzyka i zwigkszonym st¢zeniem trypta-
zy, a takze u chorych na choroby hematologiczne, u ktorych wykazano obecnos¢ zwigkszone;j
liczby lub linii atypowych mastocytéw w badaniu szpiku. Badania u dzieci wykonywane sa w
przypadku podejrzenia agresywnej postaci choroby (uposledzenie funkcji narzadow — szpik,
watroba, $ledziona, uktad pokarmowy, osteoporoza) badZz w przypadku stezenia tryptazy ma-
stocytarnej powyzej 20 ng/ml [94,95,96]. Jedynie 1 z 5 kryteriow wg WHO opiera si¢ na ba-
daniu krwi obwodowej, pozostate wymagaja biopsji szpiku kostnego. Wprowadzenie do prak-
tyki klinicznej narzgdzia umozliwiajacego rozpoznanie choroby w sposdb mniej inwazyjny

mogloby zwigkszy¢ mozliwosci rozpoznania choroby.

1.2.1. Immunoterapia swoista w alergii na jady owadéw u chorych na ma-

stocytoze

Objawy degranulacji komorek tucznych wystgpuja u wigkszosci chorych na mastocyto-
z¢, Ich nasilenie jest rozne - od $wiadu skory po hipotensje 1 wstrzas anafilaktyczny. Reakcje
anafilaktyczne wystepuja u 50% chorych na mastocytoz¢ uktadowa, w tym u 30% chorych
reakcje anafilaktyczne wystepuja po uzadleniu przez owada. U wigkszosci chorych sa to reak-
cje bardzo cigzkie, zagrazajace zyciu [8,12,15,35,36,59,96]. Uwaza sig, ze wigkszo$¢ zgonow
w wyniku anafilaksji na jady owaddéw dotyczy chorych na mastocytozg. Dotychczas opisano
co najmniej 6 zgondw po uzadleniu przez owada u chorych na mastocytozg. Trzech chorych
nie byto odczulanych [22,24,25]. U trzech kolejnych wstrzas nastapit po uzadleniu, do ktore-

go doszto po zakonczeniu leczenia [74,90]. W przeciwienstwie do populacji ogdlnej chorych
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na alergi¢ na jady owadow, w ktorej immunoterapia jest leczeniem z wyboru, opinie na temat
odczulania chorych na mastocytozg znacznie roznity sig¢. Czg$¢ osrodkéw uwazata mastocy-
toz¢ za przeciwwskazanie do leczenia, gtéwnie z powodu czg¢stszych dziatan niepozadanych i
mniejszej skutecznosci leczenia [22]. W innych klinikach wspoétistnienie mastocytozy 1 alergii
na jady owadéw uwazano za jedno z najwazniejszych wskazan do leczenia [8-10,82-87]. Po-
stulowano rowniez profilaktyczne leczenie chorych na mastocytozg, u ktorych do reakcji ana-
filaktycznej po uzadleniu jeszcze nie doszto [86,100]. Stad pojawita si¢ konieczno$¢ analizy
dostepnych danych z uwzglednieniem stosunku ryzyka do korzysci leczenia.

Metody diagnostyczne dostgpne obecnie nie pozwalaja na oceng ryzyka anafilaksji u
chorych na mastocytozg. Wprowadzenie takiej metody miatoby duze znaczenie praktyczne i

pozwolilo na indywidualizacjg leczenia chorych.

1.3. Farmakogenetyka w medycynie i alergologii

Wyniki badan genetycznych stosowane sa juz szeroko w medycynie, zwlaszcza w hema-
tologii, onkologii, pediatrii [17,64,76,81,97], gdzie znaczaco poprawily wyniki leczenia,
zmniejszyty liczbe dziatan niepozadanych, koszty leczenia. Analiza obecno$ci mutacji D816V
genu KIT jest tez standardowym elementem rozpoznania mastocytozy uktadowej, gdzie jest
nie tylko matym kryterium rozpoznania wg WHO, ale pozwala unikna¢ nieefektywnego le-
czenia imatinibem w przypadku wystgpowania linii komorkowej D816V dodatniej, ktora jest
oporna na imatinib [1,94-96]. Z kolei leczenie chorych na astm¢ moze by¢ efektywniejsze po
uwzglednieniu oceny odpowiedzi na leki z grupy 2 agonistow za pomoca badania polimorfi-
zmu genu receptora 2 adrenergicznego (ARDB2), receptora kortykotropiny (CRHRI) i od-
powiedzi na glikokortykosteroidy, czy genu syntazy lekotrienu C4 1 5-lipooksygenazy w od-
powiedzi na inhibitory leukotrienow [53]. Wprowadzenie farmakogenetyki jako metody po-
mocniczej w badaniu chorych leczonych z powodu alergii na jad owadéw btonkoskrzydtych

mogloby poprawi¢ wyniki leczenia i zwigkszy¢ bezpieczenstwo chorych.
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2. CELE PRACY

1. Ocena czgstosci wystgpowania wariantow polimorficznych genu AGT (M235T) 1 ACE
(I/D, 1/1, D/D) u chorych leczonych z powodu alergii na jady owadow, ocena ich zwiaz-

ku z cigzko$cia reakcji anafilaktycznej i dziataniami niepozadanymi podczas leczenia.

2. Ocena zastosowania badania ekspresji gendow w ocenie skuteczno$ci immunoterapii

swoistej jadem owadoéw btonkoskrzydtych.

3. Ocena danych dotyczacych wystepowania, rozpoznania, bezpieczenstwa i skutecznosci
immunoterapii swoistej jadem owaddéw btonkoskrzydtych u chorych na mastocytoze

uktadowa.

4. Ocena roznic w ekspresji gendw u chorych na mastocytoze uktadowa i alergi¢ na jady
owadoéw w poréwnaniu z chorymi, u ktorych nigdy nie wystapita reakcja anafilaktycz-

na.

5. Ocena roznic w ekspresji genow we krwi obwodowej u chorych na mastocytozg ukta-

dowa 1 okreslenie profilu gendw charakterystycznego dla chorych na mastocytoze.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Badanie roli polimorfizmu AGT M235T w alergii na jady owadéw

Materiat i metod¢ badan opublikowano w [pracy 2]. Badanie wykonane we wspotpracy

z Katedra i Zakladem Genetyki GUMed, kierownik Katedry Prof. dr hab. med. Janusz Limon.

Grupeg badang stanowito 107 chorych leczonych z powodu alergii na jady owadoéw bton-
koskrzydtych w Klinice Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, $rednia wieku
41 lat (zakres 18-75), w tym 59 (55%) kobiet 1 48 (45%) me¢zczyzn. Rozpoznanie alergii na
jady owadow ustalono zgodnie z zaleceniami EAACI. Grupg kontrolna stanowito 113 zdro-
wych dawcoéw krwi o Sredniej wieku 41 lat (zakres 21-74), w tym 48 (42%) kobiet 1 65 (58%)
mezczyzn. Badanie uzyskato zgode komisji etycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

(NKEBN/811/2004).

Badanie polimorfizmu genu (p.M235T) wykonano metoda ASO-PCR (allele-specific
oligonucleotide polymerase chain reaction) [45,54]. W celu potwierdzenia otrzymanych wy-
nikow co dziesiata probka analizowana byta za pomoca sekwencjonowania analizatorem ABI
PRISM 310.

Badanie polimorfizmu ACE I/D, I/I, D/D (rs1799752) wykonano metoda PCR [54,80].
W celu potwierdzenia otrzymanych wynikow co dziesiata probke sekwencjonowano analiza-
torem ABI PRISM 310.

Pomiar stgzenia angiotensyny I wykonano za pomoca metody ELISA (Phoenix Pharma-

ceuticals, CA, USA).
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3.2. Ocena skutecznosci immunoterapii jadem owadéw btonko-

skrzydtych za pomocg profilu ekspresji genéw

Materiat i metode badan opublikowano w [pracy 3]. Badanie wykonane we wspotpracy

z Katedra Genetyki UMCG (Groningen, Holandia), kierownik Katedry Prof. Cisca Wijmenga.

Grupa badana sktadata si¢ z 46 chorych leczonych z powodu alergii na jady owadow w
Klinice Alergologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Groningen (Holandia). Wszy-
scy chorzy zakwalifikowani zostali do leczenia z powodu reakcji anafilaktycznej po uzadleniu
przez owada ocenionej jako stopien III lub IV wg Muellera [67], dodatnich wynikow testow
skornych 1/lub sIgE wedlug zalecen EAACI [10]. Kryteriami wylaczenia z badania byl brak
zgody chorego, ciaza, choroby przewlekte o cigzkim przebiegu, choroby nowotworowe 1 ma-
stocytoza.

Leczenie rozpoczgto wedtug schematu semi-rush, pierwszego dnia leczenia chory osia-
gnal dawke 10 pg leku. Wzrastajace dawki leku do osiagnigcia dawki 100 pg podawane byty
w odstgpach tygodniowych. Dawki podtrzymujace podawane byty w odstepach 6 tygodnio-
wych przez 3 do 5 lat. Badanie zaakceptowane byto przez komisje etyczng UMCG (METc
2008/340).

Chorzy bioracy udzial w badaniu podzieleni zostali na 3 grupy:

Grupa 1. Osoby, ktore byty leczone z powodu alergii na jady owadow, po zakonczeniu
leczenia byty uzadlone co najmniej 3 razy przez owada i nie doszto u nich do reakcji anafi-
laktycznej (n = 17, $rednia wieku 53 lata (zakres 28-70). W tym 9 mezczyzn (53%) i 8 kobiet
(47%))

Grupa 2. Osoby, ktore byty leczone z powodu alergii na jady owaddéw, po jego zakon-
czeniu byli uzadleni przez owada przynajmniej 2 razy, pomimo leczenia doszito u nich do
reakcji anafilaktycznej (n=12, §rednia wieku 56 (zakres 42-75) w tym 4 mezczyzn (33%) 1 8
kobiet (67%))

Grupa 3. Osoby, ktore nadal leczone sa w schemacie terapii podtrzymujacej VIT, ktore
nie byty uzadlone w czasie odczulania (n=17, $rednia wieku 55 (zakres 21-75) w tym 6 mgz-

czyzn (35%) 1 11 kobiet (65%)).
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3.3. Bezpieczenstwo i skutecznosé¢ immunoterapii jadem owadoéw

w mastocytozie

Materiat 1 metod¢ badan opublikowano w [pracy 4].

Analiza danych wykonana zostala wspolnie przez lekarzy z Kliniki w Groningen (Ho-
landia), gdzie po publikacjach Dubois [22] immunoterapia u chorych na mastocytozg nie byta
wykonywana oraz przez lekarzy z Kliniki Alergologii w Gdansku, gdzie leczenie byto stoso-
wane na podstawie zalecen EAACI [10] i publikacji Rueff [86]. W celu zebrania jak najwigk-
szej liczby danych przeanalizowano publikacje zawarte w bazie Pubmed, streszczenia z kon-
gresOw alergologicznych w latach 2003-2008. W razie watpliwosci, co do interpretacji wyni-
kéw z autorami kontaktowano sig¢ osobiscie. Jakos¢ dowodow naukowych oceniano za pomo-
ca systemu GRADE (Grading of Recommendations Assessment, Development and Evalua-
tion) [13,38]. Jako$¢ dowodoéw oceniano w skali czterostopniowej (A wysoka, B $rednia, C

niska, D bardzo niska), sitl¢ rekomendacji okreslono jako: 1 — silna, 2 — staba.

3.4. Ocena ryzyka alergii na jady owadéw u chorych na mastocyto-

ze za pomoca profilu ekspresji genéw

Materiat i metod¢ badan opublikowano w [pracy 5]. Badanie wykonane we wspotpracy

z Katedra Genetyki UMCG (Groningen, Holandia), kierownik Katedry Prof. Cisca Wijmenga.

Grupg 22 chorych na mastocytozg ukladowa o powolnym przebiegu (ISM), leczonych w
Klinice Alergologii UMCG ($rednia wieku 53 (zakres 35-73), w tym 7 mgzczyzn (31%) 1 15
kobiet (68%)) podzielono na dwie podgrupy w zaleznos$ci od reakcji po uzadleniu przez owa-
dy btonkoskrzydte:

Grupa 1: Chorzy, u ktorych w przesztosci wystapila reakcja anafilaktyczna IV stopnia
wg Muellera po uzadleniu przez owady blonkoskrzydte. Zaden z chorych nie otrzymywat
immunoterapii swoistej. Rozpoznanie alergii na jad owadéw blonkoskrzydtych potwierdzono

dodatnim wynikiem SPT i/lub sIgE wg zalecen EAACI.
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Grupa 2: Chorzy, ktorzy byli uzadleni przynajmniej raz przez owada blonkoskrzydtego
po rozpoznaniu mastocytozy uktadowej i nie wystapita u nich reakcja anafilaktyczna. Nie
wystapita u nich dotychczas reakcja anafilaktyczna ani reakcja hipotensyjna w zadnej innej
sytuacji po rozpoznaniu mastocytozy lub w ciagu ostatnich 10 lat. Badanie zaakceptowane

bylo przez komisje etycznga UMCG (METc 2008/340).

3.5. Profil ekspresji gendéw i system regulacji transkrypcji genéw

w mastocytozie ukltadowej

Materiat i metode badan opublikowano w [pracy 6]. Badanie wykonane we wspotpracy

z Katedra Genetyki UMCG (Groningen, Holandia), kierownik Katedry Prof. Cisca Wijmenga.

Grupa badana sktadata si¢ z 22 chorych na mastocytoz¢ uktadowa o powolnym przebie-
gu (ISM), leczonych w Klinice Alergologii UMCG ($rednia wieku 53 (zakres 35-73), w tym 7
mezezyzn (31%) 1 15 kobiet (68%)). Rozpoznanie choroby ustalone bylo zgodnie z zalece-
niami WHO 1 obejmowato badanie histopatologiczne szpiku kostnego, immunofenotypizacjeg,
badanie cytologiczne, oznaczenie stgzenia tryptazy mastocytarnej w surowicy krwi obwodo-
wej. Dodatkowo badano stgzenie metabolitow histaminy w moczu. Grupa kontrolna sktadata
si¢ z 43 zdrowych 0s6b (Srednia wieku 47,7 (zakres 19-73), w tym 22 mgzczyzn (51%) 1 21
kobiet (49%)). Badanie zaakceptowane byto przez komisje etyczna UMCG (METc
2008/340).

3.6. Analiza ekspresji calego genomu za pomoca mikromacierzy
RNA

Izolacja RNA
Probki RNA krwi obwodowej zebrano za pomoca probowek PAXgene blood RNA tubes
(Qiagen, USA). Wszystkie probowki zamrozono w temperaturze -20 °C do czasu izolacji

(maksymalnie 2 miesiace od pobrania materialu). RNA izolowano za pomoca zestawu
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PAXgene blood RNA Kit CE (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Probki RNA przechowywa-
no w temperaturze -80 °C do czasu znakowania i hybrydyzacji.

Jako$¢ RNA oznaczano za pomoca analizatora 2100 Bioanalyzer (Agilent, Amstelveen,
The Netherlands) 1 Agilent RNA 6000 Nano Kit. Probki krwi o wskazniku integralnosci > 7,5
uzywane byly do dalszej analizy.

Analiza ekspresji genomu

Znakowanie i1 amplifikacja RNA wykonana zostata zestawem Illumina TotalPrep 96
RNA Amplification Kit (Applied Biosystems, Nieuwerkerk ad IJssel, The Netherlands). Do
oznaczenia uzyto 200 ng RNA z kazdej probki. Ludzkie tablice ekspresji catego genomu HT-
12 V3 expression arrays (Illumina, San Diego, USA) opracowano zgodnie z zaleceniami
producenta. Slajdy z wynikiem badania skanowano bezposrednio po badaniu za pomoca Illu-

mina BeadStation iScan (Illumina, USA).

3.7. Analiza statystyczna wynikéw mikromacierzy RNA

Pierwszym etapem analizy statystycznej byta korekcja sygnatu tta i normalizacja kwan-
tylowa uzyskanych danych za pomoca programu Genomestudio Gene Expression Analysis
module v 1.0.6 Statistics. Geny, ktore w przynajmniej 75% probek mialy wartos¢ sygnatu
powyzej 20 percentyla catosci sygnatu porownywanych grup, wtaczano do dalszej analizy.

Analiza danych wykonana zostala za pomoca program GeneSpring package version
8.0.0 (Agilent Technologies Santa Clara CA, USA). Geny, ktorych ekspresja roznita si¢ w
porownywanych grupach, wybrane byty na podstawie dwukrotnej roznicy ekspresji, istotnosci
statystycznej w tescie t-Studenta 1 korekcji wyniku testem dla porownan wielokrotnych
Benjamini Hochberga. Model predykcyjny Naive Bayes zostal stworzony w celu okreslenia
zestawu genow, ktory moze by¢ uzyty w dalszych badaniach i w diagnostyce klinicznej
[52,56] . Metoda Naive Bayes zaktada, ze wptyw ekspresji pojedynczego genu nie jest zwia-
zany z wptywem ekspresji pozostatych genéw na warto§¢ wyniku predykcji. Metoda ta nie
bierze pod uwagg interakcji pomi¢dzy genami wchodzacymi w sktad modelu predykcyjnego,

ani wptywu czynnikow $rodowiska.
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Znaczenie funkcjonalne gendéw zostalo zbadane za pomoca programu Genecodis
[14,73], bazy danych genow KEGG [49,50] 1 analizy GoSlim.

Roéznice w ekspresji gendéw pomigdzy chorymi na mastocytozg i osobami zdrowymi
przeanalizowano rowniez za pomoca analizy TSR (systeméw regulacji transkrypcji) 1 analizy
wieloczynnikowej opisanej przez Fehrmana 1 wsp. [26]. Metoda ta stworzona zostata na pod-
stawie analizy 17550 eksperymentdéw badajacych ekspresjg catego genu w réznych tkankach 1
procesach chorobowych, przeprowadzonych metoda analizy ekspresji catego genomu zesta-
wem firmy Affimetrix. Zaobserwowano duze podobienstwo ekspresji gendow w badanych
doswiadczeniach. Na ich podstawie wyznaczono komponenty gtowne — TSR (systemy regu-
lacji transkrypcji) opierajac si¢ na korelacji pomigdzy genami ulegajacymi wspolnej regulacji
ekspresji. Wprowadzona analiza pozwala wytlumaczy¢ 64% wszystkich réznic w ekspresji
genomu [26]. Interpretacja biologiczna i medyczna znaczenia rdznic w ekspresji kazdego z
TSR zalezy od funkcji gendéw, ktére maja najwickszy wptyw na jego ostateczna wartos¢. Ce-
lem analizy jest wykorzystanie podobienstwa w ekspresji gendw i stworzenia TSR, ktore maja
wigksza powtarzalno$¢ i ich warto$¢ jest pochodna ekspresji wielu genéw wspotdziatajacych
ze soba w roznych procesach biologicznych. W wyniku TSR utracie ulega warto$¢ poje-
dynczego genu, ale rozwiazaniu ulega problem braku powtarzalno$ci wynikow i wptywu wa-
runkow do$wiadczenia na ostateczny wynik badania.

Wartosci ekspresji genow z biezacego doswiadczenia poddano logarytmicznej normali-
zacji, uzywajac srednich wartosci ekspresji genu. Nastgpnie wartosci ekspresji genow trans-
formowano do 50 gléwnych systemow regulacji transkrypcji, opisanych wczesniej przez Feh-
rmanna 1 wsp [26]. Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ wieloczynnikowa, redukujac liczbg
parametrow opisujacych ekspresj¢ genéw do 8 czynnikow.

Analizg statystyczng wykonano oprogramowaniem Systat 12.0 1 programem napisanym

w jezyku Delphi 5.0.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1. Rola polimorfizmu angiotensynogenu AGT M235T w alergii na

jady owadow

Wyniki badan opublikowano w [pracy 2]

Wyniki badania roli polimorfizmu AGT M235T genu angiotensynogenu potwierdzaja
rolg uktadu RAS w alergii na jady owadow. Dodatkowo wskazuja na czynnik genetyczny,
odpowiedzialny za nizsze st¢zenia angiotensynogenu u chorych na ci¢zsza posta¢ nadwrazli-
wosci. Wykazano, ze wariant MM polimorfizmu genu AGT M235T jest znacznie czgstszy u
chorych z cigzka reakcja anafilaktyczna po uzadleniu przez owada. Zwiazany jest on z niz-
szym stgzeniem angiotensyniogenu w surowicy. Nie stwierdzono natomiast réznic w wyste-
powaniu wariantow polimorficznych I/D ACE genu konwertazy angiotensyny 1.

Czestos¢ wystgpowania wariantu polimorficznego MM 235 genu AGT byta nizsza u
chorych leczonych z powodu alergii na jady owadow (30%) w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi (17%). Obecno$¢ allela MM 235 byla rowniez czynnikiem ryzyka reakcji IV typu po
uzadleniu przez owada (OR=2,5 CI 1,04-6,08). Dodatkowo, u homozygot MM stwierdzano
mniejsze st¢zenia angiotensyny I. Mniejsze stezenia biatek uktadu RAS u chorych na cigzkie
postaci alergii na jady owadoéw opisano juz poprzednio [40-44]. Moga one wynika¢ z nizsze-
go stezenia angiotensynogenu, pierwszego biatka uktadu RAS. Podobne wyniki do stwierdza-
nych w tym badaniu wykazano u chorych na astme i wspoétistniejace inne choroby alergiczne
(alergiczny niezyt nosa, atopowe zapalenie skory) [45].

W badanej grupie nie stwierdzono réznic w wystgpowaniu alleli I/D genu ACE zar6wno
u chorych leczonych z powodu alergii na jady owaddéw i grupie kontrolnej, jak i poréwnujac
chorych o réznych stopniach cigzkosci reakcji anafilaktycznej. Roznic w aktywnosci tego
enzymu nie wykazano réwniez w badaniach Hermanna 1 wsp. [40-44]. Wyniki badania po-
twierdzaja réwniez znaczenie mechanizméw innych niz reakcja alergiczna typu I wg Gella 1
Coombsa.

Znaczenie uktadu RAS w alergii na jady owaddéw potwierdzaja rowniez wyniki badan, w
ktorych wykazano znaczne zwigkszenie ryzyka cigzkiej reakcji anafilaktycznej, u chorych

leczonych inhibitorami konwertazy angiotensyny [83,84,91].
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Wyniki badania pozwalaja przypuszczac, ze leczenie oparte na farmakogenetyce moze w

przysztosci pozwoli¢ na indywidualizacj¢ farmakoterapii.

4.2. Ocena skutecznosci immunoterapii jadem owadéw btonko-

skrzydtych za pomoca profilu ekspresji genéw

Wyniki badan opublikowano w [pracy 3]

Wyniki badania wskazuja na mozliwo$¢ oceny efektywnosci VIT za pomoca badania
profilu ekspresji genow we krwi obwodowej. Rdznice w ekspresji dotycza znanych mechani-
zmoOw réznicowania limfocytow T, aktywacji komorek tucznych, jak 1 wskazuja na nowe pro-
cesy pamigci immunologicznej. Uzyta w badaniu metoda oceny ekspresji catlego genomu we
krwi obwodowej, bez wczesniejszego sortowania komorek, jest wystandaryzowang i prosta
metoda, ktora moze stanowi¢ podstawe do stworzenia narzedzia stosowanego w praktyce kli-
nicznej. Model predykcyjny, ktory moze by¢ uzyty w dalszej praktyce klinicznej, oparty jest
na 18 genach. Profil ekspresji genow charakterystyczny dla tolerancji alergenu wykazano u
100% chorych uznanych za wyleczonych w wyniku stosowania VIT, nie znaleziono go u
zadnego chorego, ktory nie osiagnat tolerancji alergenu. Obecnos¢ tego profilu gendw po-
twierdzono rowniez u 88% chorych bedacych w trakcie immunoterapii podtrzymujacej. Wy-
niki tego badania stanowia podstawg¢ do dalszych badan, konieczna jest walidacja wynikow w
innej populacji chorych, obserwacje prospektywne chorych i badania nad funkcja transkryp-
tow genow o nieznanej dotychczas roli w mechanizmie tolerancji alergenu. Analiza funkcjo-
nalna gendw, ktorych ekspresja roznita si¢ w badanych grupach, wskazuje na udziat znanych
mechanizmow VIT jak szlak zwiazany z przekazaniem sygnatu przez receptor FcyR1, JAK-
STAT, MAPK, Wnt, kanaly wapniowe, przekazanie sygnatu pomigdzy komoérkami i regulacje
transkrypcji genéw. Funkcja wielu transkryptéw nie jest jeszcze znana. Do gendw o najwigk-
szym znaczeniu w identyfikacji chorych, ktérzy osiagneli efekt leczenia zaliczono TWIST-2,
PRLR, CLDNI1. TWIST 2 jest czynnikiem transkrypcyjnym stymulujacym ekspresj¢ IL10 i
zmniejszajacym produkcje IL4 [89]. Po leczeniu zwigkszeniu ulegta réwniez ekspresja genu
CLDNI, ktérego produkt klaudyna 1 jest czasteczka adhezyjna odpowiedzialng za adhezjg i
migracje komoérek dendrytycznych. Jego st¢zenie wzrasta po interakcji komoérek z TGF-f,

cytoking zwigkszajaca liczbe komorek T regulatorowych [102]. Zmniejszenie ekspresji PRLR
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(receptora dla prolaktyny) po VIT moze wskazywa¢ na zwigkszenie puli limfocytow Thl.
Prolaktyna stymuluje syntez¢ receptora y/6 TCR, ktory zwigksza zalezna od IL4 produkcje
IgE 1 IgG1, zwigksza rowniez pule limfocytow Th2 [46]. Zmiany w ekspresji wymienionych
genow pozwalaja potaczy¢ wyniki badania z doniesieniami dotyczacymi zmiany st¢zen cyto-
kin w trakcie immunoterapii [48].

Wyniki badania pozwalaja przypuszczaé, ze mozliwa jest ocena skutecznosci immunote-
rapii za pomocg badania ekspresji genéw, ktore moze dostarczy¢ nowych informacji na temat

mechanizmu tolerancji alergenu.

4.3. Bezpieczenstwo i skutecznos¢ immunoterapii jadem owadéw w

mastocytozie

Wyniki badan opublikowano w [pracy 4]

Bezpieczenstwo immunoterapii swoistej alergenem jadow owadow oceniono na podsta-
wie analizy 117 chorych leczonych w 6 badaniach retrospektywnych [25,70,74,77] 1 4 bada-
niach opisujacych pojedyncze przypadki leczonych chorych [25,70,74,77]. Dzialania niepo-
zadane opisano u 28 (23,9%) chorych na mastocytoz¢ leczonych VIT, w tym objawy uktado-
we u 20,5% chorych. W populacji chorych bez mastocytozy takie porownywalne reakcje wy-
stgpowaly u 20,3% chorych (11,1 — 36%). Najsilniejsze dzialania niepozadane, w wyniku
ktérych leczenie zostato przerwane, badz objawy uktadowe wymagaty w leczeniu podania
adrenaliny, wystgpowaly u 7,6% chorych. W populacji chorych bez mastocytozy takie dzia-
tania niepozadane wystgpowaty rzadziej, u 3 do 7% chorych. Poréwnanie dzialan niepozada-
nych, w zaleznos$ci od gatunku owada, ktory wywotal reakcje wykazato, ze wystgpowaty one
czesciej u chorych leczonych alergenem jadu osy, w poréwnaniu z populacja ogélna (11,2%
vs. 35%).

Efektywnos¢ VIT u chorych na mastocytoze¢ opisano w 6 badaniach [9,20,21,22,39,86,]

1 jednym opisie przypadku [25], oceniajac ja na podstawie wyniku proby prowokacji z zy-
wym owadem, badz reakcji na uzadlenie przez owada w $rodowisku naturalnym. Reakcja
og6lnoustrojowa po uzadleniu wystapita w 23,9% opisywanych proéb prowokacji i 33,3%
uzadlen w §rodowisku naturalnym. Najcig¢zsza reakcj¢ opisywano u chorego, ktéry nie osia-

gnat dawki podtrzymujacej VIT. Sumarycznie efektywnos¢ leczenia oceniono na 72%. Jest to
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odsetek nizszy niz w populacji ogdlnej, ktoéry wynosi 80% dla chorych leczonych z powodu
alergii na jad pszczoty 1 95% u chorych leczonych z powodu alergii na jad osy [32]. Wyniki
badania de Olano wskazuja, Ze brak tolerancji uzadlenia wystapit zwtaszcza u chorych, u kto-
rych wystapity dziatania niepozadane leczenia. Badania Rueff [33,85,86,87] wskazuja, ze
podwyzszenie dawki jadu stosowanej w czasie fazy podtrzymujacej VIT moze zwigkszy¢
efektywnos$¢ leczenia. Brak jest danych oceniajacych dlugotrwata efektywnos¢ VIT, zwlasz-
cza po zakonczeniu leczenia. Opisano jednak przypadki chorych na mastocytozg, ktdrzy
zmarli po uzadleniu pomimo wczesniejszej VIT [74]. Na tej podstawie zalecenia EAACI
wskazuja na dlugotrwaty, by¢ moze trwajacy cale zycie czas leczenie [10].

Ze wzgledu na wystepujace dzialania niepozadane opisywane sa metody premedykacji,
obejmujace stosowanie lekow antyhistaminowych, sterydéw, kromoglikanow, monitorowania
chorego [21,25], zmiang¢ preparatu na forme¢ depot, a takze stosowanie omalizumabu
[21,22,25,37,57,74,87,101].

Ze wzgledu na mniejsza efektywno$¢ leczenia w poréwnaniu z populacja ogdlng chorzy
na mastocytoz¢ powinni stale by¢ zabezpieczenia w zestaw ratunkowy zawierajacy amputko-
strzykawke z adrenaling [1,22,33,35,36,95,96].

Podsumowujac wyniki analizy dostgpnych danych na temat VIT u chorych na mastocy-
toz¢, pomimo niskiej jako$ci zebranych danych (B — D wg system GRADE), mozna wysuna¢
nastgpujace wnioski: (1) chorzy na mastocytoz¢ maja wyzsze ryzyko reakcji po uzadleniu
owadow w porownaniu z populacja ogoélna, zwtaszcza po uzadleniu przez osg, (2) VIT moze
by¢ zalecana u chorych na mastocytozg, (3) prawdopodobnie powinna by¢ prowadzona przez
cale zycie, (4) VIT zmniejsza ryzyko reakcji anafilaktycznej u chorych na mastocytozg, cho¢
jest mniej efektywny niz w populacji ogolnej, (5) u czesci chorych mozna rozwazy¢ stosowa-
nie wyzszych dawke alergenu jadu, (6) VIT u chorych na mastocytozg zwiazany jest z wigk-
sza liczba dziatan niepozadanych, (7) premedykacja 1 $rodki bezpieczenstwa powinny by¢
brane pod uwage w czasie VIT, (8) pomimo leczenia chorzy powinni by¢ wyposazeni w ze-
staw ratunkowy z adrenalina. Ze wzgledu na jako$¢ danych sitg zalecen oceni¢ mozna jako
staba. Mimo tego zmienity one poglad wielu osrodkow zajmujacych si¢ leczeniem alergii na
jady owadow u chorych na mastocytoze 1 IVA jest obecnie szerzej stosowana w tej grupie

chorych.
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4.4. Ocena ryzyka alergii na jady owadéw u chorych na mastocyto-

ze za pomoca profilu ekspresji genéw

Wyniki badan opublikowano w [pracy 5]

Poréwnanie profiléw ekspresji gendw u chorych na mastocytozg uktadowa, ktorzy cho-
ruja dodatkowo na alergi¢ na jady owadow, z chorymi, ktorzy nie doswiadczyli nigdy reakcji
anafilaktycznej, pozwolito na okreslenie gendéw réznicujacych badane grupy. Analiza ich
funkcji sugeruje, ze nadwrazliwo$¢ na jady owadow moze by¢ zwiazana ze stopniem zroézni-
cowania komorek. Profil ekspresji genéw chorych, ktoérzy nie doswiadczyli reakcji anafilak-
tycznej po uzadleniu, wskazuje na pobudzenie szlakoéw bioracych udziat w powstawaniu no-
wotworow, adhezji komorek, przekazywaniu sygnatu szlakiem MAPK, oddziatywaniu biatek
migdzykomorkowych. Tak wigc nie sama liczba mastocytow ale ich stopien zrdznicowania
moze decydowac o reakcji na alergen. Stgzenia tryptazy i metabolitéw histaminy w moczu
(swiadczace o catkowitej liczbie komorek tucznych) u chorych na mastocytoze 1 anafilaksje
byly nizsze w porownaniu z chorymi na mastocytozg¢ bez reakcji anafilaktycznych w wywia-
dzie. Dodatkowym potwierdzeniem tej tezy jest obserwacja kliniczna chorych na agresywne
postaci choroby leczonych w Klinikach Alergologii w Groningen i Gdansku, z ktérych Zzaden
nie podawat objawow alergii. Dodatkowo wyniki badania wskazuja na mozliwe wykorzysta-
nie ich w praktyce klinicznej w celu réznicowania 1 modyfikacji leczenia chorych zagrozo-
nych reakcja anafilaktyczna. Zaproponowany profil ekspresji 104 genéw umozliwil réznico-
wanie chorych zagrozonych anafilaksja z wysoka 100% czutoscia i swoistoscia, co nie byto
mozliwe przy uzyciu dotychczas dostepnych metod. Wyniki tego badania wymagaja jeszcze
potwierdzenia w innych populacjach, wskazuja jednak na mozliwo$¢ stworzenia nowego na-
rz¢dzia diagnostycznego. By¢ moze mozliwe bgdzie okreslenie ryzyka anafilaksji u chorego
na mastocytozg, ktory dotychczas nie odczuwat objawdw alergii i wprowadzenie leczenia

profilaktycznego postulowanego przez Rueff 1 wsp. [86].
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4.5. Profil ekspresji gendw i system regulacji transkrypcji genéw

w mastocytozie uktadowej

Wyniki badan opublikowano w [pracy 6]

Porownanie profilow ekspresji genow u chorych na mastocytozg uktadowa i u oséb
zdrowych wykazato bardzo duze réznice w ekspresji pomigdzy pordwnywanymi grupami. W
oparciu o grupg gendw o najwigkszej rdznicy w ekspresji zaproponowano panel 29 transkryp-
tow, ktora moze sta¢ si¢ podstawa do stworzenia nowego narzedzia diagnostycznego w ma-
stocytozie uktadowe;.

Liczba mastocytéw we krwi obwodowej, w przeciwienstwie do szpiku kostnego 1 tka-
nek, jest niewielka. Roznice w ekspresji okreslone w niniejszej pracy, wynikaja prawdopo-
dobnie z réznicy w ekspresji w innych liniach komérkowych krwi obwodowej. Badania Gar-
cii Montero 1 wsp. [31] wskazuja na wystgpowanie mutacji KIT w innych liniach komérko-
wych poza mastocytarna, nasze badania wskazuja dodatkowo na zmiang ekspresji innych ge-
now poza KIT.

Uzyskane wyniki poddano niezaleznej analizie za pomoca analizy systeméw regulacji
transkrypcji (TSR), ktora potwierdzita znaczne rdznice w ekspresji genéw we krwi obwodo-
wej u chorych na mastocytoz¢ uktadowa. Analiza funkcji gendw o odmiennej transkrypcji
wskazuje na odmienna transkrypcje gendw zaangazowanych w szlaki biorace udziat w nowo-
tworzeniu, szlaki MAPK, Jak-STAT, p53, cykl komorkowy i1 apoptozg. Wskazuja one row-
niez na nowe szlaki, ktére moga sta¢ si¢ podstawa do stworzenia nowych lekéw na mastocy-
toze. Wyniki analizy ekspresji genow pozwalaja na dalsze badania nad zastosowaniem tej
techniki u chorych na mastocytoze, zarowno w celu rozpoznania choroby jak i rozpoznania
zagrozenia anafilaksja, a by¢ moze w przysztosci réwniez innymi chorobami mieloproifera-
cyjnymi. Konieczne sa jednak dalsze badania nad walidacja profilu w innych populacjach i

wigkszej grupie chorych.
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5. WNIOSKI

1.  Wariant MM polimorfizmu genu AGT M235T wystepuje istotnie czesciej u chorych le-
czonych z powodu alergii na jady owadow, zwiazany jest z wigkszym ryzykiem ci¢z-
kiej reakcji po uzadleniu, mniejszym stezeniem angiotensyny I. Obserwowane wcze-
$niej uposledzenie dzialania uktadu RAS u chorych leczonych z powodu alergii na jady
owadoéw moze mie¢ podtoze dziedziczne zwiazane z mniejsza synteza angiotensynoge-

nu.

2. Zastosowanie badania polimorfizmu genéw moze pozwoli¢ na okreslenie efektywnosci

immunoterapii swoistej jadem owadow.

3. Rodznice w ekspresji genow powalaja na identyfikacj¢ chorych na mastocytoze uktado-
wa zagrozonych reakcja anafilaktyczna po uzadleniu przez owada. Dalsze badania mo-
ga pozwoli¢ na stworzenie nowego narzgdzia diagnostycznego stosowanego w praktyce

klinicznej.

4. Badanie profilu ekspresji genow wykazato istotne rdznice w ekspresji genow w krwi
obwodowej u chorych na mastocytozg¢ w poréwnaniu z osobami zdrowymi, ktére wska-

zuja na nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne.
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