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Wykaz skrotow

MC - mast cells / komorki tuczne

SM -systemic mastocytosis / mastocytoza uktgdowa
CM - cutaneus mastocytosis / mastocytoza skory

MIS - mastocytosis in the skin / mastocytoza w skorze

ISM — indolent systemic mastocytosis | mastocytoza uktadowa o powolnym
przebiegu

ASM - aggressive systemic mastocytosis / agresywna mastocytoza uktadowa

SSM - smouldering systemic mastocytosis / mastocytoza uktadowa o
podstepnym przebiegu

SM-AHNMD - mastocytoza uktadowa z klonalnym rozrostem linii komdrkowych
niemastocytarnych

MCL - mast cell leukaemia / biataczka mastocytarna

MCA - mast cell activation / zespot aktywacji mastocytow

MCAS - monoclonal mast cell activation syndrome / zesp6t aktywacji

monoklonalnych mastocytow
MCAD - mast cell activation disorder
c-MCAD - clonal mast cell activation disorder
nc-MCAD - nonclonal mast cell activation disorder
sBT - serum basal tryptase level / stezenie tryptazy mastocytarnej
IVA — insect venom allergy | alergia na jady owadow
VIT —venom immunotherapy | immunoterapia swoista alergen jadéw owadow
slgE — specific immunoglobuline E / swoista immunoglobulina E
SPT - skin prick test / punktowe testy skérne

RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction / reakcja
tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcjg

KEGG — Kyoto encyclopedia of genes and genomes | baza danych genodw i
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genomow Kyoto

NGR - ang. number of annotated genes in the reference list/ liczba

odnotowanych gendéw na liscie referencyjne;j

TNGR - ang. total number of genes in the reference list/ catkowita liczba genéw

na liscie referencyjne;j

NG - ang. number of annotated genes in the input list/ liczba odnotowanych

genow w liscie wejsciowej

TNG - ang. total number of genes in the input list/ catkowita liczba genéw na

liscie wejsciowej

Hyp - ang. hypergeometric pValue/ hipergeometryczna wartos¢ p

Hyp* - ang. corrected hypergeometric pValue/ skorygowana

hipergeometryczna wartos¢ p

EAACI - the European Academy of Allergology and clinical Immunology /
Europejska Akademia Alergologii i Immunologii Klinicznej

ECNM - the European Competence Network on Mastocytosis / Europejska Sieé
Mastocytozy

UMCG — Univeristy Medical Center Groningen | Centrum Medyczne

Uniwersytetu w Groningen



1. Wstep

Mastocytoza jest grupg chordb charakteryzujgcag sie patologicznym rozrostem
oraz nagromadzeniem atypowych mastocytéw (komérek tucznych, mast cells —
MC) w miejscach naturalnej ich lokalizacji, przede wszystkim w szpiku kostnym,
a takze w skoérze, watrobie, sledzionie, weztach chtonnych i innych miejscach
[138]. Wielonarzadowa lokalizacja procesu chorobowego, naciekanie i
uposledzenie funkcji zajetych narzgdow oraz wystepowanie objawow zaleznych
od uwalniania mediatorow komoérek tucznych powoduje, ze przebieg choroby
jest zroznicowany - od postaci bezobjawowej nie wptywajgcej na przezycie do

agresywnej, z niekorzystnym rokowaniem.
1.1 Epidemiologia mastocytozy

Mastocytoza jest chorobg wystepujgca rzadko i trudng do rozpoznania. Z
powodu braku wieloosrodkowych badan pozwalajgcych oceni¢ czestos¢ jej
wystepowania epidemiologia oparta jest na danych szacunkowych.
Chorobowos¢ szacowana jest na 0,01% populacji ogolnej [140]. Mastocytoza
skory wystepuje u 1 na 1000 do 8000 chorych leczonych dermatologicznie,
natomiast agresywna posta¢ mastocytozy uktadowej u 10% chorych na
mastocytoze [47,60]. W jednej z nielicznych prac poswieconych epidemiologii
mastocytozy stwierdzono, ze w regionie Groningen w Holandii czestos¢
wystepowania mastocytozy uktadowej u osdb powyzej 15 roku zycia wynosi 13
przypadkow na 100000 oséb [147]. Na podstawie danych z osrodkéw majgcych
najwieksze doswiadczenie w opiece nad chorymi na mastocytoze: Kliniki
Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Groningen (UMCG, Holandia) i Kliniki
Chorob Wewnetrznych i Hematologii Uniwersytetu Medycznego we Wiedniu
(Austria) oraz biorgc pod uwage réznice w liczbie ludnosci przypuszcza sie, ze
w Polsce choruje od 400 do 800 osob. Liczbe nowych zachorowan mozna
oszacowa¢ na 100 przypadkéw na milion mieszkancow rocznie [140]. U 2/3
chorych na mastocytoze choroba rozpoczyna sie wystgpieniem zmian
skornych. U 80% chorych zmiany skorne wystepujg juz w okresie
niemowlecym, jednakze w wielu przypadkach dochodzi do remisji w okresie
dorastania [114]. Drugim szczytem zachorowania jest 3-4 dekada zycia. W tym

okresie ponad 90% chorych rozwija posta¢ uktadowg mastocytozy, gtéwnie o



tagodnym przebiegu [103]. Postaci agresywne mastocytozy wystepujg u mniej
niz 10% chorych, a u 1/3 z nich wspdtistniejg choroby hematologiczne szpiku
niezwigzane z komoérkami tucznymi (AHNMD). Najciezszg postacig agresywnej
mastocytozy, bardzo Zle rokujgcg, z krotkim 2 - 4 miesiecznym okresem

przezycia, bez leczenia, jest biataczka mastocytarna [114].
1.2. Rola komérek tucznych

Komoérki tuczne zajmujg wyjgtkowg pozycje wsréd komoérek uktadu
immunologicznego. Charakteryzujg sie szerokim zakresem dziatania,
poczgwszy od udziatu w odpornosci immunologiczne wrodzonej i nabytej, po

angiogeneze i przebudowe tkanek [87].

W normalnych warunkach wystepujg w stadium dojrzatym jedynie w tkankach
unaczynionych. Szczegodlnie licznie wystepujg w skoérze, w nabtonku drég
oddechowych, moczowych, przewodu pokarmowego i W przestrzeni
okofonaczyniowej [87]. Co wiecej w zaleznosci od zawarto$ci obojetnych
proteaz w ziarnistosciach wystepujg w jednym z dwdch fenotypow: MCTC
zawierajgcym chymaze oraz tryptaze, dawniej zwanym fenotypem tkanki
tgcznej oraz MCT zawierajgcym tylko tryptaze, dawniej zwanym fenotypem
Sluzéwkowym [87]. Mimo ze komoérki tuczne znane sg od wielu lat, po raz
pierwszy opisane przez Paula Ehrlicha w 1878 roku [36], ich rola w
patomechanizmie choréb oraz mechanizmach obronnych gospodarza pozostaje
niejasna, oparta badaniach in vitro lub modelach zwierzecych. Jedynie ich
udziat w reakcji IgE zaleznej oraz w mastocytozie wydaje sie by¢ dobrze
poznany [86]. Uwaza sie, ze komorkami prekursorowymi mastocytow sg
powstajgce w szpiku jednojgdrowe agranulocytarne komorki CD34+. W wyniku
interakcji z komodrkami adhezyjnymi srédbtonka przenikajg z naczyn
krwionosnych do zrebu, gdzie nastepuje ich roznicowanie oraz dojrzewanie pod
wptywem czynnikdw mikrosrodowiska [73]. Komorki prekursorowe mastocytow
wykazujg ekspresje antygenu kit bedgcego receptorem dla czynnika wzrostu
komdérek pnia SCF (stem cell factor), zwanego tez ligandem kit (KL). Receptor
dla SCF jest zwigzany z kinazg tyrozynowg i zostat sklasyfikowany jako CD117.
Poprzez aktywacje CD117 SCF hamuje apoptoze, promuje chemotaksje

komérek tucznych i ich prekursorow, pobudza proliferacje niedojrzatych



komérek tucznych oraz uwrazliwia komérki tuczne na inne mediatory [73]. Mimo
ze SCF jest kluczowg cytoking niezbedng do réznicowania komorek tucznych,
nie mniej istotnymi cytokinami niezbednymi w rozwoju ludzkich mastocytéw sg
interleukiny IL-3 oraz IL-6. | tak IL-6 wykazuje dziatanie pobudzajgce rozrost
oraz dziatanie anty-apoptotyczne na komérki CD34+, hamuje wzrost komérek
tucznych oraz obniza ekspresje kit, zwieksza rozmiar komérek oraz zawartos¢
histaminy oraz pobudza powstawanie komoérek chymazododatnich [2]. Czynniki

wptywajgce na rozwoj komorki tucznej przedstawiono w tabeli 1 [73].

Tabela 1. Czynniki wptywajgce na rozwoj komorek tucznych [73].

Cytokina Receptor Whptyw na ludzkie komorki tuczne
SCF Kit Bezposrednio pobudza proliferacje komérek prekursorowych; indukuje

powstawanie ziarnistosci

II-3 1I-3R Bezposrednio pobudza proliferacje komérek prekursorowych
-4 II-4R Zalezy od podtypu komorek i innych cytokin w Srodowisku

II-5 II-5R Kofaktor czynnikéw proliferacyjnych

II-6 II-6R Kofaktor czynnikow proliferacyjnych lub hamowanie proliferacji
-9 II-9R Kofaktor czynnikéw proliferacyjnych

INF-y INF-yR Hamuje proliferacje

NGF NGFR Hamuje apoptoze przy wspoétudziale SCF

TGF-B8 TGF-B8 Hamuje proliferacje

GM-CSF GM-CSF Hamuje proliferacje

Trombopoetyna TPOR Pobudza rozwdj

Dojrzatg komoérke tuczng charakteryzuje jednoptfatowe jadro,
metachromatyczne ziarnistosci cytoplazmatyczne oraz brak ztogéw glikogenu w
cytoplazmie. Ziarnistosci cytoplazmatyczne zawierajg mediatory zapalenia,
proteazy oraz proteoglikany uwalniane w trakcie aktywacji komorki tucznej do
przestrzeni zewnagtrzkomérkowej [73]. Najbardziej typowym mediatorem
zapalnym komorki tucznej jest histamina odpowiedzialna za wigkszos¢ etapow
reakcji wczesnej fazy. Efekt jej dziatania jest natychmiastowy, ale krotkotrwaty,
poniewaz metabolizowana jest w ciggu 1-2 minut [73]. Kolejnym waznym
mediatorem  komorki  tucznej jest heparyna bedaca protoglikanem
zapewniajgcym stabilizacje innych mediatorow komérki tucznej oraz
dziatajgcym  przeciwkrzepliwie.  Gtdbwng  proteazg komorki  tucznej

przechowywang w ziarnistosciach w formie aktywnej jest tryptaza. Istniejg trzy



podjednostki tryptazy: a-tryptaza, pro-B-tryptaza oraz B-tryptaza. a-tryptaza jest
postacig nieaktywng wydzielang konstytutywnie [97]. Na podstawie jej stezenia
oszacowuje sie liczbe mastocytow w organizmie. Nieaktywng formg enzymu
jest takze pro-p-tryptaza, ktora ulega aktywacji pod wptywem m.in. heparyny
[22]. Aktywng formg zymogenu jest B-tryptaza magazynowana w ziarnisto$ciach
w postaci tetrameru stabilizowanego przez heparyne. Uwalniana jest podczas
degranulacji komorek tucznych a jej stezenie okresla poziom aktywacii
mastocytow [128]. Jej dziatanie w organizmie nie jest do konca poznane.
Wiadomo, ze bierze udziat w degradacji niektérych substancji: neuropeptydu
VIP, fibrynogenu, urokinazy czy fibronektyny. Ponadto uwaza sie, ze skutkiem
jej dziatania jest zwiekszenie przepuszczalnosci naczyh witosowatych oraz
rekrutacja komoérek zapalnych w rozwoju zapalenia [97]. Jest enzymem
stabilnym i niemal nie ulega ekspresji w krgzgcych komorkach krwi. Jest
swoista dla mastocytow, a jej obecno$¢ mozna stwierdzi¢ jedynie w sladowych
ilosciach w bazofilach [97]. Kolejng proteazg komorki tucznej jest
monomeryczna chymaza, rowniez przechowywana w ziarnistosciach w postaci
aktywnej. Jej obecnos¢ jest charakterystyczna dla fenotypu MCTC [73].
Chymaza rozktada neuropeptyd neurotensyne, angiotensyne | do angiotensyny
Il, degraduje kolagen IV i rozdziela potgczenia miedzy skérg a naskoérkiem, a
takze pobudza gruczoty podsluzowe [73]. Kolejnymi proteinazami
wystepujgcymi w podtypie MCTC komodrek tucznych sg karboksypeptydaza
metabolizujgca angiotensyne, leukefaline i neurotensyne (poprzez usuwanie
reszt karboksylowych) oraz niemal identyczna jak w neutrofilach katepsyna G
[9]. Warto wspomniec, ze tylko komérki tuczne majg zdolnosé syntetyzowania
obu enzymow. Podczas aktywacji komérek tucznych dochodzi do uwolnienia w
formie kompleksu powyzszych proteoglikanéw i chymazy, a jego nastepstwa

wynikajg z ich wspotdziatania [73].

Poza mediatorami wystepujgcymi konstytutywnie w komorce tucznej podczas
jej aktywacji dochodzi do syntezy de novo mediatoréw bedgcych efektem
uwolnienia i odpowiedniej przemiany kwasu arachidonowego pod wptywem
cyklooksygenazy do prostaglandyn lub lipooksygenazy do leukotrienow [73].
Wiadomo, ze komorki tuczne ujawniajg ekspresje obu typdw cyklooksygenazy:

konstytutywnej COX1 oraz COX2 syntetyzujgcej prostaglandyny w czasie
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reakcji zapalnej [73]. Jedng z wazniejszych prostaglandyn biorgcych udziat w
stanie zapalnym jest PGD2 wywotujgca silny skurcz miesniowki gtadkiej
oskrzeli, ma dziatanie chemotaktyczne dla neutrofildw oraz silne dziatanie
antyagregacyjne na ptytki krwi. PGD2 gwaltownie ulega rozpadowi do PGF2.
Gtownymi produktami lipooksygenazy mastocytow sg leukotrien C4 (LTC4) oraz
jego metabolity D4 (LTD4) i E4 (LTE4), okreslane jako SRS-A (slow reacting
substance of anaphylaxis) [86]. SRS-A powodujg silny skurcz oskrzeli,
zwiekszajg przepuszczalnosé¢ sroédbtonkéw oraz pobudzajg naptyw eozynofildw.
Wiadomo, ze komorki tuczne uwalniajg w czasie aktywacji zaréwno LTC4 jak i
PGD2, natomiast bazofile uwalniajg tylko LTC4. W czasie aktywacji komorki
tucznej wytwarzane sg takze niewielkie ilosci PGE2, LTB4, tromboksanu B2
oraz czynnika aktywujgcego ptytki (PAF) [73]. Kolejnymi substancjami
uwalnianymi przez aktywowane komorki tuczne sg cytokiny: TNF-a, VPF/VEGF,
GM-CSF, SCF, B-FGF, MIP-1a oraz interleukiny IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-13, IL-16 [73]. Biorg udziat w kazdym etapie toczgcego sie zapalenia
oraz wptywajg na komorki biorgce w nim udziat: fagocyty, neutrofile, eozynofile,
a takze limfocyty. Pobudzajg wytwarzanie przeciwciat klasy IgE, regulujg
odpowiedz humoralng, rozwéj komoérek B i T oraz tworzenie przeciwciat przez
plazmocyty [73,86]. Do aktywowania i degranulacji komoérek tucznych oraz
uwolnienia powyzszych mediatoréw moze dojs¢ podczas IgE- oraz IgG-zaleznej
aktywacji mastocytéw, a takze poprzez wptyw produktdow bakterii na receptor
TLR [86].

1.3. Patogeneza mastocytozy

Charakterystyczng cechg mastocytozy sg ogniskowe skupiska atypowych
komorek tucznych w réznych narzgdach, ktére mogg wykazywac¢ zwiekszong
aktywnos$¢ proliferacyjng [73]. Obecnie wiadomo, ze kluczowe znaczenie w
rozwoju choroby ma mutacja aktywujgca w kit, w obrebie kodonu 816 genu KIT
[138]. Zidentyfikowana mutacja jest mutacjg somatyczng Asp816Val w KIT.
Prowadzi ona do nieprawidtowego rdéznicowania i dojrzewania oraz
rozmieszczenia komorek tucznych w organizmie [81]. Wykrywana jest u
wiekszosci dorostych chorych oraz u dzieci z ciezszymi postaciami
mastocytozy. Kolejne badania doprowadzity do zidentyfikowania kolejnych

mutacji somatycznych w KIT w obrebie kodonu 816: Asp816Phe oraz
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Asp816Tyr [81]. Dzieki potwierdzeniu obecnos$ci mutacji Asp816Val w
limfocytach B i T oraz mielomonocytach stwierdzono, ze mastocytoza jest
chorobg monoklonalng wynikajgcg z zaburzen hemopoetycznej komorki
progenitorowej [3]. W zaleznosci od etapu réznicowania komorek szpiku, na
ktérym dojdzie do mutacji, dotyczy jednej lub kilku linii komorkowych [87,139].
Sugeruje sie, ze poza mutacjg D816V, inne mutacje kit mogg prowadzi¢ do
rozwoju mastocytozy. Szczegodlnie u chorych z mastocytozg zidentyfikowano
wiele mutacji kit przedstawionych w tabeli 2 [87,139]. Uwaza sie, ze poznane
mutacje dodatkowe kit mogg odgrywac role w rozwoju mastocytozy. Na uwage
zastugujg: V560G, D816Y, D816F, D816H, E839K inaktywujgca mutacja
wystepujgca u dzieci z mastocytozg, a takze rzadko wystepujgca F522C [87].
Obecnie uwaza sie, ze u wiekszosci chorych na mastocytoze wystepuje
mutacja genetyczna kit D816V w komoédrkach szpiku kostnego, a wraz z
uptywem czasu oraz ciezkoscig choroby u czesci tych chorych komérki klonalne
stajg sie wykrywalne we krwi krgzgcej [86]. Sgdzi sie, ze u czesci z tych osbéb
rozwinie sie posta¢ podstepnie przebiegajgcg mastocytozy. Obserwacje te
potwierdzajg poglad, ze rozwdj mastocytozy spowodowany jest obecnoscig
nadaktywnej KIT. Co wazne, dotychczas nie potwierdzono dziedzicznosci
mutacji D816V [86]. Celem dalszego poznania patogenezy mastocytozy
obecnie prowadzi sie badania nad znaczeniem zaburzen w chromosomach,
defektow genetycznych oraz polimorfizméw gendéw. Uwaza sie, ze poznany
polimorfizm genu dla receptora IL-4a (Q576R) zwigzany jest z mniejszym
zaawansowaniem choroby, z lokalizacjg choroby ograniczona tylko do skéry
[86].

Tabela 2. Defekty genetyczne zwigzane z mastocytozg oraz czestos$c¢ ich

wystepowania [87].

Czestos¢ wystepowania

Defekty genetyczne Wariant mastocytozy %)
c-kit D816V SM >80%
c-kit D816Y CM, SM, SM-AHNMD <5%
c-kit D816F CM <5%
c-kit D816H SM-AHNMD <5%
c-kit D820G ASM <5%
c-kit V560G SM <5%
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c-kit F522C SM <5%

c-kit EB39K CM <5%
c-kit V5301 SM-AML <5%
c-kit K509I SM (postac¢ rodzinna) <5%
FIP1/PDGFRA SM-HES, SM z eozynofilig <5%

polimorfizm genu IL-4Ra Q576R CM, ISM

Nieprawidtowosci kariotypu

del 20(q12) SM, SM-AHNMD <5%
t(8;21) SM-AML M2 <5%

Poza mutacjami genetycznymi kit w rozwoju mastocytozy charakterystyczna
jest nieprawidtowa ekspresja czgsteczek adhezyjnych na powierzchni komorek
tucznych [87]. Nowotworowe komoérki tuczne wykazujg ekspresje CD2.
Poniewaz naturalnym ligandem dla tej czasteczki jest CD58 wystepujgcy na
powierzchni prawidtowych mastocytow, obecnie istnieje zatozenie, ze poprzez
potgczenie CD2 z CD58 dochodzi do gromadzenia sie oraz tworzenia skupisk
mastocytéw [87]. Komorki tuczne wykazujg ekspresje takze szeregu innych
molekut adhezyjnych, ale tylko CD2 jest typowa wylgcznie dla komorek
nowotworowych [87].

W zaleznosci od wieku zachorowania wyrdéznia sie dwie gtowne kategorie
mastocytozy [7,74,139]. Typowa posta¢ dziecieca, z poczatkiem zachorowania
w pierwszym roku zycia, w wiekszosci przypadkow ograniczona jest do skéry
(CM), wigze sie z dobrym rokowaniem i u wielu dzieci ulega znacznej poprawie
badz catkowitej remisji w wieku dojrzatym [7,74]. Natomiast postac z
poczgtkiem zachorowania w wieku dojrzatym wigze sie z przewlektoscig
procesu oraz zajeciem narzgdow wewnetrznych, gtdwnie szpiku kostnego,
czestym zajeciem skoéry i niepewnym rokowaniem [7]. W tej postaci czesto
wykrywa sie mutacje somatyczng w kodonie 816 genu kinazy tyrozynowe;j
[139].

1.4. Rozpoznanie mastocytozy uktadowej (SM)

Rozpoznanie mastocytozy czesto jest utrudnione z powodu jej zmiennego
przebiegu i nietypowego obrazu klinicznego [103]. Podejrzenie mastocytozy

nalezy potwierdzi¢ badaniem histopatologicznym oraz okresli¢ posta¢ choroby
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na podstawie oceny szpiku i narzgdow wewnetrznych [138]. Niestety obecnie
nie istnieje badanie dodatkowe mniej obcigzajgce chorych, in vitro, mogace
stanowic alternatywe dla badania histopatologicznego [138]. Jezeli wystepujg
typowe zmiany skdrne konieczne jest ustalenie czy choroba ograniczona jest
tylko do skory czy ma charakter uogolniony [138]. Z uwagi na niewielkie ryzyko
rozwoju mastocytozy uktadowej u dzieci zaleca sie postepowanie odmienne niz
u dorostych [138]. W tej grupie wiekowej mozna postawi¢ rozpoznanie
mastocytozy skory, bez wykonania biopsji szpiku, jesli poziom tryptazy nie
przekracza 20 ng/ml i nie ma objawéw choroby uktadowej czy podejrzenia
zespotu mielodysplastycznego lub mieloproliferacyjnego [74,138]. Jezeli poziom
tryptazy przekracza lub wynosi okoto 20 ng/ml to przy braku objawow
uktadowych zaleca sie ocene jej poziomu raz na 1-3 lata az do okresu
pokwitania [138]. Przy utrzymywaniu sie zmian skérnych powyzej 18 roku zycia
zaleca sie wykonanie biopsji szpiku [74,138]. U chorych z utrzymujgcym sie
wysokim stezeniem tryptazy powinno sie rozwazy¢ biopsje szpiku niezaleznie
od wieku. U oséb dorostych mastocytoza rozpoznawana jest zwykle na
podstawie badania szpiku kostnego z uwagi na najczestsze zajecie tego
narzadu, a takze w celu wykluczenia choroby mieloproliferacyjnej [138].
Badanie cytologiczne szpiku jest niewystarczajgce z powodu matej liczby
mastocytow w krwi szpikowej u wiekszosci chorych, a krew obwodowa nie
moze stanowi¢ alternatywy dla biopsji szpiku w poszukiwaniu mutacji D816V
genu KIT [138]. Stad badaniem referencyjnym potwierdzajgcym obecnosc
naciekdw mastocytow w narzgdach jest badanie histopatologiczne. Materiat
uzyskuje sie na drodze trepanobiopsji szpiku kostnego [138,141]. Badaniami
uzupetniajgcymi sg badania krwi szpikowej: immunofenotypizacja — okreslenie
wystepowania antygenoéw CD2 oraz CD25, cytologia, ocena w kierunku mutacji

kit, a takze okreslenie stezenia tryptazy mastocytarnej w surowicy [138,141].

Kryterium wieksze dla rozpoznania mastocytozy uktadowej to wieloogniskowe,
zbite, dos¢ dobrze odgraniczone nacieki z >15 komédrek tucznych w szpiku

kostnym lub innym narzadzie poza skorg [39,58,138,139,141].

Kryteria mniejsze to (1) obecnos¢ w szpiku kostnym 25% mastocytéw o
ksztatcie wrzecionowatym, albo wykazujgcych atypie, (2) wykrycie mutacji

D816V genu KIT we krwi, szpiku kostnym lub w tkankach, (3) mastocyty
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wykazujgce atypowg immunofenotypizacje z ekspresjg antygenéw CD2 i/lub
CD25 oraz (4) podwyzszone stezenie tryptazy mastocytarnej w surowicy ponad
20 ng/ml [39,58,138,139,141]. SM rozpoznaje sie, gdy spetnione jest 1 wieksze
oraz 1 mniejsze badz 3 mniejsze kryteria rozpoznania [39,58,138,139,141].
Jezeli kryterium wieksze nie jest spetnione, a w szpiku kostnym obecne sg
mastocyty wykazujgce mutacje D816V genu KIT i/lub atypowg
immunofenotypizacje CD2+ i/lub CD25+, to przy obecnosci objawow
wynikajgcych z uwolnienia mediatorow komodrek tucznych rozpoznaje sie

monoclonal mast cell activation syndrome (MCAS) [132].

Rzadko zdarza sie, ze pierwotne rozpoznanie mastocytozy nastepuje na
podstawie badania btony sluzowej przewodu pokarmowego lub $ledziony, a
dopiero w drugiej kolejnosci szpiku kostnego [49]. Nalezy przy tym pamietac, ze
nacieki mastocytbw mogg wystepowa¢ w przewlektych chorobach zapalnych
przewodu pokarmowego bez zwigzku z mastocytozg [49].

Klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia wyréznia 7 podtypéw choroby [138]:

e mastocytoza skory (CM),
e mastocytoza uktadowa o tagodnym przebiegu (ISM):
- izolowana mastocytoza szpiku kostnego
- mastocytoza uktadowa o podstepnym przebiegu,
e mastocytoza uktadowa z klonalnym rozrostem linii komodrkowych
niemastocytarnych (SM-AHNMD),
e agresywna uktadowa mastocytoza (ASM):
- mastocytoza uktadowa z limfadenopatig oraz eozynofilia,
e Dbiataczka mastocytarna (MCL),
e miesak mastocytarny
e mastocytoma w narzgdach poza skorg
W celu roznicowania podtypéw mastocytozy uktadowej (ang. systemic
mastocytosis, SM) nalezy oceni¢ wystepowanie objawoéw ukfadowych
spowodowanych naciekiem organow Iub tkanek przez mastocyty [138].
Podzielono je na objawy typu B, z pogranicza (ang. borderline), w ktérych
obecne sg nacieki mastocytéw w narzagdach, nie uposledzajg one jednak funkcji

narzgdow oraz objawy typu C zwigzane z istotnym uposledzeniem funkciji
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organow, kwalifikujgce do leczenia cytoredukcyjnego [138]. Objawy typu B
wynikajgce z naciekania szpiku kostnego i/lub narzgdéw wewnetrznych przez
mastocyty to: zajecie wielu linii komérkowych, masywne nacieki mastocytow
stanowigce >30% komorek szpiku wybarwionych dodatnio w kierunku tryptazy,
znacznie podwyzszone stezenie tryptazy mastocytarnej (>200 ng/ml),
powigekszenie watroby, sledziony lub weztdéw chtonnych [38,150]. Spetnienie 2
lub 3 z powyzszych kryteriow upowaznia do rozpoznania SSM (ang. smoldering
systemic mastocytosis) podtypu SM, zwigzanej z wyzszym ryzykiem rozwoju
zespotu mielodysplastycznego, mieloproliferacyjnego badz transformacji
biataczkowej [138]. Objawy typu C spowodowane upos$ledzeniem funkciji
narzgdow, takie jak: cytopenia, patologiczne ztamania, hepatosplenomegalia z
uposledzeniem czynnosci watroby, wodobrzusze, zespét ztego wchtaniania,
spadek masy ciata, powiekszenie weztéw chtonnych czy eozynofilia wystepujg
w ASM, MCL oraz chtoniaku mastocytarnym. Wystepowanie objawéw typu C
kwalifikuje do intensywnego leczenia cytoredukcyjnego [58]. Nasilenie zmian
skornych czesto wykazuje odwrotng korelacje z zajeciem szpiku. Chorzy na
ASM lub MCL czesto nie majg pokrzywki barwnikowej [141]. Nie oznacza to
jednak, ze wszyscy chorzy na SM bez zmian skoérnych majg ASM. Mozliwa jest
izolowana mastocytoza szpiku kostnego, ktéra cechuje sie brakiem zmian
skornych oraz niskim sBT w odréznieniu od ASM, w ktorej stezenie tego
markera jest znacznie podwyzszone [141,142]. Dodatkowo znacznie
podwyzszone stezenie sBT w surowicy uwaza sie za potencjalny wskaznik
agresywnosci choroby u tych chorych na SM, ktérzy nie majg zmian skérnych
[142]. Nalezy zaznaczy¢, ze u o0sOb z SM czesciej mogg wystepowacé
powiktania ogdlne jak osteoporoza badz osteopenia, miazdzyca, a u chorych z
rozlegtlym zaawansowaniem choroby takze hepatomegalia, splenomegalia,

limfadenopatia, niedokrwistos¢, trombocytopenia czy eozyndfilia [17].

Najczesciej wystepujgcg postacig choroby jest mastocytoza skory (ang.
cutaneus mastocytosis, CM), ktoérej charakterystyczng cechg jest rozplem i
nagromadzenie mastocytéw w skoérze [74,138,141]. Wiekszo$¢ przypadkow tej
postaci choroby wystepuje u dzieci, u ktérych jedynie skora jest zajeta
procesem chorobowym oraz u ktérych zwykle nie wystepuje mutacja D816V

[74]. Natomiast u dorostych zmiany skérne najczesciej sg pierwszym objawem
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choroby uktadowej. Wobec tego ustalono, ze na wstepnym etapie diagnostyki u
dorostych pacjentow nalezy stosowacC okreslenie mastocytoza w skorze
(mastocytosis in the skin, MIS) zamiast mastocytoza skory przed ustaleniem
ostatecznego rozpoznania [138,141]. MIS rozpoznawany jest na podstawie
typowego obrazu morfologicznego zmian skornych, obecnosci objawu Darier's
oraz badania histopatologicznego wycinka skory [74]. Zatem w celu
rozpoznania CM konieczne jest wykluczenie postaci uktadowej (SM) oraz
innych chordb przebiegajgcych z odczynowym nagromadzeniem komorek
tucznych w skorze [138]. CM u dzieci w wiekszo$ci przypadkow moze ulec
spontanicznej regresiji, a do petnego wyleczenia najczesciej dochodzi w drugiej
dekadzie zycia [39]. Najczestszg postacig CM jest postaC plamisto-grudkowa,
nazywana pokrzywkg barwnikowg, charakteryzujgca sie drobnymi (2-4mm)
nieostro odgraniczonymi od otoczenia wykwitami plamistymi i grudkowymi,
owalnymi lub okrggtymi, barwy brunatnej lub zéttobrunatnej [155]. Wystepujg w
postaci rozsianych licznych zmian zlokalizowanych symetrycznie na skoérze
catego ciata, z najwiekszym nasileniem w okolicach tutowia oraz bioder
[74,155]. W niektorych przypadkach zmiany skérne wystepujg w niewielkiej
ilosci stwarzajgc problem z diagnostykg i rozpoznaniem [155]. U dzieci zmiany
skorne sg nieco wieksze (zwykle 5 mm srednicy) i wyrazniejsze niz u dorostych,
gtéwnie zlokalizowane w okolicy tutowia [74]. Do innych mniej typowych postaci
CM nalezg posta¢ teleangiektatyczna, guzkowa oraz liczne guzy mastocytarne
[74]. Warto wspomniec€, ze pojedynczy guz mastocytarny czesto wystepuje u
dzieci juz w chwili narodzin bgdz rozwija sie w okresie niemowlectwa [74].
Zmiana znacznych rozmiaréw (typowo 2-5 cm S$rednicy) jest ptaska Iub
delikatnie uniesiona, dobrze odgraniczona, wystepuje w postaci samotne;j
zottawo-brgzowej lub czerwonej ptytki lub guzka [17,74]. Posta¢ uogdlniona CM
jest najrzadziej wystepujacg i charakteryzuje sie uogodlnionym zajeciem skory
wystepujgcym typowo u niemowlat. Zmiany majg charakter zlewny, skéra jest
ciastowato nacieczona i zgrubiata. Z powodu obrzeku oraz stwardnienia skory
dochodzi do pseudo-lichenifikacji oraz obrazu skoéry przypominajgcym "skorke
pomaranczowg" [17,138]. Charakteryzuje sie uporczywym sSwigdem, zywym
objawem Darier'a oraz skfonnoscia do tworzenia zmian pecherzowych i
pecherzowo-krwotocznych pod wptywem bodzZzcéw mechanicznych. W postaci

tej mogg wystepowacC powiktania ogodlne jak nagta hipotensja, napadowa
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dusznosé¢, wystepowanie czerwienienia sie (flushing), wymioty, biegunki oraz
krwawienia z przewodu pokarmowego a nawet wstrzgs anafilaktyczny [17,138].
U wiekszos¢ dorostych z CM rozwija sie mastocytoza uktadowa o tagodnym
przebiegu (ISM). Mimo coraz wiekszego zajecia skoéry przebieg choroby
pozostaje stabilny przez lata, a rozwd6j w kierunku bardziej agresywnych postaci
nie wystepuje czesto [17,138]. Nalezy zaznaczy¢, ze u wigkszosci dorostych z
CM wystepujg juz ogniska lub rozsiane skupiska mastocytow w szpiku kostnym
[17,138].

1.5. Zespot aktywacji mastocytow

Atypowa aktywacja oraz uwolnienie mediatorow mastocytow pod wptywem
znanych lub nieznanych czynnikbw sg charakterystyczne dla mast cell
activation disorder (MCAD). Jak juz wspomniano powyzej, obecnos¢ kryteriow:
mutacji kit oraz immunofenotypu CD 25+ na komorkach tucznych szpiku
kostnego definiowana jest jako klonalno$¢, wystepuje w clonal mast cell
activation disorder (c-MCAD); natomiast ich nieobecnos¢ stwierdza sie w
nonclonal mast cell activation disorder (nc-MCAD) [1]. Alvarez-Twose i wsp. [1]
przedstawili kliniczng, biologiczng oraz molekularng charakterystyke dorostych
chorych z c-MCAD oraz nc-MCAD. W badanej przez nich populacji chorych
najczestszymi czynnikami wyzwalajgcymi aktywacje mastocytéw i uwolnienie
ich mediatorow byty: (1) uzadlenia przez owady btonkoskrzydte, gzy konskie a
takze niezidentyfikowane owady, (2) nadwrazliwos¢ na leki: antybiotyki, NLPZ,
kodeine, mepiwakaine, rokuronium, (3) pokarmy: ryby, jaja, olej stonecznikowy,
alkohol oraz (4) manipulacje na jelicie w trakcie operacji w jamie brzusznej.
Alergie na jady owadow byty najczestszym czynnikiem wywotujgcym anafilaksje
u chorych na ISMs- (mastocytoza uktadowa o tagodnym przebiegu bez zajecia
skory), a leki - u chorych z nc-MCAD. U 80% badanych wystgpity ciezkie
zagrazajgce zyciu reakcje z udziatem zaburzen ze strony uktadu sercowo-
naczyniowego i/lub ukftadu oddechowego. U chorych na nc-MCAD znacznie
czesciej wystepowaty objawy ze strony skory i uktadu oddechowego, podczas
gdy w ISMs- znacznie czesciej wystepowaty objawy sercowo-naczyniowe. W
grupach ISMs- i ISMs+ wystepowanie i nasilenie reakcji anafilaktycznych byto
podobne. Co wazne, u 14% chorych na ISMs+ z anafilaksja w wywiadzie

epizody uwolnienia mediatorow komoérek tucznych wystepowaty od 12 do 32
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miesiecy przed pojawieniem sie zmian skornych i rozpoznaniem ISM. Dane te
sugerujg koniecznos¢ dtugoterminowej obserwacji chorych z ¢-MCAD w

kierunku rozwoju SM [1].

Wsrdd chorych z podwyzszonym stezeniem sBT > 20ug/l czesciej rozpoznano
ISMs-, a u chorych z sBT <20ug/I - nc-MCAD. U chorych na c-MCAD $rednie
stezenie sBT wynosito 14,3 ug/l. W grupie ISMs- autorzy stwierdzili przewage
mezczyzn, co jest zgodne z doniesieniami o przewadze pici meskiej wsrod
chorych z ISM i IgE zaleznymi reakcjami anafilaktycznymi w poréwnaniu do
os6b bez SM. Ponadto dane te sugerujg zaleznos¢ miedzy ptcig meska a
ciezko$cig reakcji zwigzanej z uwolnieniem mediatorow komoérek tucznych w

mastocytozie, szczegdlnie w tagodnej postaci (ISMs) [1].

Wyniki wskazujg na wysokg czutosc i specyficznosé badania sBT >25 ug/l lub
sBT<15 ug/l dla rozpoznania klonalnosci mastocytow. Nie stwierdzono
natomiast zaleznosci pomiedzy sBT a ciezkoscig objawow w ISMs-, c-MCAD i
nc-MCAD. Mutacje kit najczesciej wykryto w komorkach tucznych szpiku
kostnego chorych na ISMs- [1].

Na podstawie danych klinicznych i laboratoryjnych autorzy zaproponowali test
przesiewowy - model punktacji oceniajgcy prawdopodobienstwo obecnosci
klonalnych mastocytow u chorych z anafilaksjg w wywiadzie bez zmian
skornych (tabela 3) [1].

Tabela 3. Model punktacji oceniajgcy prawdopodobienstwo obecnosci

klonalnych mastocytow [1].

Zmienne Punkty
Ptec Mezczyzna +1
Kobieta -1
Objawy kliniczne Brak pokrzywki i obrzeku +1
Pokrzywka i/lub obrzek -2
Zastabniecie i/lub omdlenie +3
Tryptaza w surowicy sBT <15 ng/ml -1
> 25 ng/ml +2

llos¢ Liczba punktéw < 2: niskie prawdopodobienstwo c-MCAD

19



Liczba punktow > 2: wysokie prawdopodobienstwo c-MCAD
Czutoé¢ 0,92, specyficznosé 0,81

Autorzy tego badania uwazajg, ze znaczny odsetek chorych na c-MCAD
odzwierciedla wczesne stadium ISM, a chorzy spetniajgcy 1 lub 2 kryteria SM
powinni by¢ obserwowani w kierunku rozwoju SM. Ponadto chorzy z mutacjami

KIT powinni by¢ diagnozowani w kierunku progresiji choroby [1].

W poréwnaniu do chorych na idiopatyczng anafilaksje, chorzy na MCAD maija
czesciej epizody hipotensji. Powod tego zroznicowania klinicznego jest
niejasny. Wykluczenie zajecia szpiku kostnego przez patologiczny proces jest

istotne, gdyz pozwala rozpozna¢ MCAD jako przyczyne anafilaks;ji [7].

Sugeruje sie, ze obecno$¢ mutacji w genie KIT kinazy tyrozynowej
okreslajgcych aktywnos¢ mastocytéw jest niezbedna dla rozwoju objawowe;j
choroby z udziatem mastocytow — MCAS (monoclonal mast cell activation
syndrome). Molderings i wsp. [91] podtrzymali teze, ze MCAS jest chorobg z
klonalnym rozrostem mastocytow zwykle zwigzanym z obecnoscig réznych
mutacji w genie kit kinazy tyrozynowej. W komérkach tucznych 13 z 20 chorych
na MCAS wykryli wiele przewaznie nowych mutacji punktowych lub ztozonych
zmian w sekwencjach mRNA kodujgcych kinaze tyrozynowg kit. Co ciekawe
wsréd wszystkich, z wyjgtkiem jednej, zdrowych osdb w grupie kontrolnej (u
19/20 o0so6b) wykryto nieistotne funkcjonalnie zmiany, co potwierdza
wczesniejsze doniesienia [43]. Prawdopodobnie u tego chorego z wielorakimi
zmianami w transkryptach kit choroba jeszcze klinicznie nie rozwineta sie. Poza
mutacjg D816V genu kit, ktéra wystepuje u ponad 90% chorych z SM, oceniano
konsekwencje funkcjonalne mutacji D419H oraz M541L [158]. Jednakze

wykryto je w zbyt matej grupie chorych, aby przeprowadzi¢ znaczgcg analize.
1.6. Anafilaksja u chorych na mastocytoze

Chorzy na mastocytoze przewaznie majg objawy kliniczne wynikajgce z
aktywacji oraz uwolnienia mediatoréw komorek tucznych, takie jak: uogodlniony
Swigd, zaczerwienienie, bdle gtowy, kurczowe bdle brzucha, biegunka, bodle
kosci czy stawow, po hipotensje i wstrzgs [11]. Reakcje anafilaktyczne

wystepujg u 30% wszystkich chorych na mastocytoze, natomiast u chorych na
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mastocytoze ukfadowg stwierdza sie je w 50% przypadkow [7,16,124]. Do
aktywacji mastocytdw moze dojs¢ w wyniku reakcji immunologicznej (np.
alergia na pokarm, jadow owadow, leki, lateks), bgdz mechanizmoéw
nadwrazliwosci niealergicznej po zadziataniu nieswoistych bodzcow takich jak:
ciepto, gorgco, wysitek fizyczny, a takze stres. Pomimo, Zze czestosc
wystepowania choréb alergicznych IgE-zaleznych nie jest wyzsza niz w
populacji ogdélnej uwaza sie, ze mastocyty u chorych mogg mie¢ defekt
wewnetrzny obnizajgcy ich prog aktywacji i/lub zwiekszajacy jego wrazliwosé do

aktywaciji [7].

Jednym z najwazniejszych czynnikdw aktywujgcych komorki tuczne jest jad
owadow btonkoskrzydtych. Szacuje sie, ze 30% chorych na mastocytoze ma
pouzgdleniowe reakcje anafilaktyczne [16], ktdre sg czesto ciezsze niz w
populacji ogdlnej oséb z alergig na jady owadow (1-3% populacji ogdélnej) [83].
U chorych na mastocytoze reakcje anafilaktyczne powodowane uzagdleniami
owadow btonkoskrzydtych w mechanizmie nie-IgE-zaleznym wystepujg rzadko
[52], jednakze czesciej niz w populacji ogdlnej nie stwierdza sie sIgE oraz
dodatnich wynikow punktowych testéw skornych. Sugeruje sie, ze przyczyng
tego zjawiska jest adsorpcja krgzacych slgE na powierzchni licznych
mastocytéw zgromadzonych w réznych tkankach [93]. Postepowaniem z
wyboru u oséb z alergig na jady owadoéw btonkoskrzydtych (IVA) jest swoista
immunoterapia (VIT) z jadem odpowiedniego owada. Metaanaliza badan nad
skutecznoscig, bezpieczenstwem i efektywnoscig leczenia wykazata
zdecydowang korzysc¢ leczenia chorych i zmniejszenia ryzyka zagrazajgcej
zyciu anafilaksji, ktére w przeciwienstwie do chorych bez rozpoznanej
mastocytozy, nie ulegly zmniejszeniu z czasem [48,101]. Mechanizm
zwiekszenia ryzyka IVA w SM, w poréwnaniu z populacjg ogdlng nie jest
catkowicie poznany. Wprowadzenie testu aktywacji bazofilbw oraz testu
uwolnienia histaminy z bazofilbw do procedur diagnostycznych alergii na jady
owadow u chorych na SM pozwala wykry¢ sIgE w wiekszosci przypadkow [93].
Nieimmunologiczne IVA stanowig rzadkosc [52], chociaz sIgE oraz testy skorne
sg czesciej ujemne niz w ogolnej populacji z IVA. Sugerowanym wyjasnieniem
tego zjawiska jest adsorpcja krgzgcych slgE na licznych komérkach tucznych

skupionych w narzgdach [93]. Do anafilaksji dochodzi¢ moze takze w wyniku
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aktywacji komorek tucznych poprzez wewnatrzkomorkowg kaskade aktywacji
kinaz tyrozynowych: Kit, Lyn, Syk oraz Fyn. Obecnos¢ mutacji genu KIT,
szczegoblnie D816V wykrywanej u ponad 90% chorych z SM, powodujgce;j
wzmozong aktywacje mastocytéw, nie koreluje z ciezkoscig ani
rozpowszechnieniem anafilaksji [115]. Z ciezkoscig reakcji anafilaktycznej
koreluje natomiast podwyzszone stezenie tryptazy mastocytarnej (sBT), ktére
jest wyznacznikiem zwiekszonej liczby oraz aktywnosci komoérek tucznych.
Poniewaz IVA wystepuje u 30% chorych na SM, a wsréd oséb z IVA SM
wystepuje od 1% do 2,6%, podwyzszone sBT wskazuje na posredni zwigzek
pomiedzy SM oraz IVA [11,123]. Okoto 10% do 15% chorych z IVA ma
podwyzszone sBT, niektorzy majg subtelne zmiany skérne o charakterze
pokrzywki barwnikowej [7]. Mueller [94] zaleca ocene sBT u wszystkich chorych
z pouzadleniowymi reakcjami uogoélnionymi w wywiadzie, a takze diagnostyke w
kierunku SM u chorych z podwyzszonym sBT powyzej 20 ng/ml. Z powodu
opisanych przypadkow zgondw chorych na mastocytoze po zakonczeniu VIT, w
tej grupie chorych zaleca sie prowadzenie VIT przez cate zycie [94,111].
Rutynowe oznaczenia sBT powinno by¢ stosowane u wszystkich chorych
leczonych z powodu alergii na jady owadoéw. Stwierdzenie podwyzszonego
stezenia tryptazy znaczgco modyfikuje dalsze leczenie chorego (wydtuzenie
okresu leczenia, stosowanie dodatkowych srodkow zapobiegajgcych dziataniom
niepozgdanym). Diagnostyke w kierunku SM zwykle przeprowadza sie ws$réd
chorych z IVA z towarzyszacg pokrzywka barwnikowg, mimo Zze istniejg
doniesienia wskazujgce na nieobecnosc¢ zmian skoérnych u 76% przypadkéw ze
wspotistnieniem IVA oraz SM [32]. Chorzy z pouzadleniowg anafilaksjg w
wywiadzie oraz negatywnymi wynikami badan w kierunku alergii na jady
owadow mogg chorowa¢ na mastocytoze lub zespdt monoklonalnej aktywacji
komorek tucznych [71]. U tych oséb wskazana jest diagnostyka w kierunku
mastocytozy niezaleznie od sBT czy obecnosci zmian skoérnych. W badaniu
Bonadonny i wsp. [11] u wszystkich chorych z pouzadleniowg anafilaksjg nie-
IgE zalezng sBT byto podwyzszone i ostatecznie rozpoznano u nich MCAD.
Badanie to potwierdza istnienie zwigzku pomiedzy mastocytozg oraz
pouzadleniowymi reakcjami uogdlnionymi u chorych pomimo negatywnych
wynikow badan w kierunku alergii na jady owadow. Ograniczeniem powyzszego

badania byto to, iz diagnostyke w kierunku SM podejmowano tylko wéwczas,
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gdy stwierdzano podwyzszone stezenie sBT (>11,4 ng/ml). Wyniki kolejnego
badania porownujgcego czesto$¢ wystepowania pouzadleniowych reakciji
anafilaktycznych w odniesieniu do sBT oraz wyniki badan diagnostycznych w
kierunku mastocytozy wsréd chorych z podwyzszonym sBT przedstawili Potier i
wsp. [118]. Badanie przeprowadzono wsréd 140 chorych z pouzadleniowymi
reakcjami anafilaktycznymi w wywiadzie. Podwyzszone stezenie sBT
stwierdzono u 23/140 (16,4%) oso6b, u ktérych w trakcie anafilaksji skéra byta
mniej zajeta, czesciej wystepowato czerwienienie sie a przebieg samych reakc;ji
byt ciezszy w poréwnaniu z grupg oséb z prawidlowym stezeniem sBT.
Mastocytoze rozpoznano u 7 oséb. Wsréd nich 5 osob w przesziosci byto
diagnozowanych w kierunku SM, ale nie ustalono ostatecznego rozpoznania.
Wyniki te ukazujg szczegolny obraz kliniczny pouzadleniowej reakcji
anafilaktycznej u oséb z podwyzszonym stezeniem sBT, charakteryzujgcy sie
wiekszg ciezkoscig, czestszymi epizodami zaczerwienienia oraz rzadziej
wystepujgcg pokrzywkg. W badaniu tym autorzy przedstawiajg potrzebe
wyodrebnienia grupy chorych z podwyzszonym sBT, u ktorych istnieje ryzyko
mastocytozy. Pomiar sBT jest wskazany u wszystkich oséb z pouzgdleniowg
reakcjg anafilaktyczng, a obserwacja w kierunku mastocytozy - u chorych z
ciezkg reakcjg anafilaktyczng, z zaczerwienieniem, bez pokrzywki barwnikowe;j
[118].

W mastocytozie uktadowej zwykle reakcje anafilaktyczne po uzgdleniach przez
owady btonkoskrzydte sg ciezkie, przewaznie przebiegajg z zajeciem ukfadu
sercowo-naczyniowego. Choroby uktadu krgzenia oraz terapia B-adrenolitykami
sg czynnikami rokowniczo niekorzystnymi. Mastocyty obecne sg w sercu i
naczyniach wiencowych, a ich liczba/gestos¢ wzrasta w chorobie wiencowe;j
[84]. Ich  mediatory  wykazujg  efekt kardiotoksyczny  dziatajgc
wazokonstrykcyjnie, inotropowo ujemnie oraz proarytmogennie. U chorych z
anafilaksjq istniejgce choroby uktadu sercowo-naczyniowego, mastocytoza oraz
podwyzszone stezenie sBT sg czynnikami ryzyka ciezkich, nawet Smiertelnych
reakcji anafilaktycznych lub nastepstw zawatu miesnia sercowego lub udaru
mozgu. Leki B-adrenolityczne czy inhibitory ACE mogg pogarszac przebieg
reakcji anafilaktycznej oraz zmniejszac¢ efekty postepowania terapeutycznego

we wstrzgsie anafilaktycznym. Jednakze z powodu ich wartosci w terapii chorob
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sercowo-naczyniowych, ktére wystepujg znacznie czesciej niz anafilaksja, ich
odstawienie powinno by¢ poprzedzone rzetelng oceng wzglednego ryzyka

nastepstw kazdej z choréb [94].

Warto wspomnie¢, ze problem kliniczny stanowi anafilaksja idiopatyczna. Jej
przyczyn nie udaje sie wyjasni¢c nawet u dwoch trzecich chorych z reakcjg
anafilaktyczng w wywiadzie, a terapia profilaktyczna jest zwykle nieskuteczna.
Poniewaz idiopatyczna hipotensja typowa jest dla mastocytozy, Akin i wsp. [5] u
0sOb z nawracajgcymi reakcjami anafilaktycznymi w wywiadzie oraz u oséb
podejrzewanych o mastocytoze poszerzyli diagnostyke o badania dodatkowe w
kierunku klonalnego rozrostu mastocytow. Okreslali w tej grupie chorych
wystepowanie markerow klonalnego rozrostu mastocytow oraz wskazali osoby
mogace odniesC korzys¢ z leczenia celowanego inhibitorami KIT. Wsrod
chorych wtgczonych do badania u czesci potwierdzili mastocytoze skorng lub
uktadowg (36/72 osoby) mimo, ze chorzy ci nie mieli epizodéw hipotensji w
przesziosci. Badanie w kierunku mutacji D816 genu KIT wykonano u 2/3 z tych
oséb, potwierdzajgc jej obecnos¢ u 82% badanych. Opisano 12 chorych na
anafilaksje idiopatyczng, ktorzy nie mieli zmian skérnych typu pokrzywki
barwnikowej ani charakterystycznych wieloogniskowych naciekow mastocytow
w trepanobioptacie szpiku kostnego. U 5 z nich potwierdzono co najmniej 1
kryterium mniejsze dla mastocytozy. Mutacja D816V genu KIT zostata
stwierdzona u 3 0sob z potwierdzonym immunofenotypem CD25+ w szpiku
kostnym. Powyzsze wyniki potwierdzajg obecnosC¢ populacji atypowych
mastocytéw z markerami klonalnosci w podgrupie chorych z niewyjasnionymi
epizodami anafilaksji. Tacy chorzy mogg odnies¢ korzys¢ z leczenia

celowanego inhibitorami KIT [5].

Chociaz czestoS¢ reakcji anafilaktycznych (IgE zaleznych oraz IgE
niezaleznych) u chorych na mastocytoze jest znaczgco wyzsza niz w ogdlnej
populacji, nie dotyczy to atopii [16]. De Olano i wsp. [32] okreslili czestos¢
wystepowania chordb alergicznych w populacji 210 chorych z CM lub SM na
23,9% (na podstawie wywiadu, testow skérnych oraz sIgE). U 36 wystepowaty
objawy anafilaksji w wywiadzie, w tym u 9 os6b potwierdzono mechanizm IgE
zalezny. Ponadto wyniki pracy potwierdzajg poglad, ze zwykle catkowite

stezenie IgE w mastocytozie jest obnizone - najpewniej z powodu zwigzania z
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powierzchnig zwiekszonej liczby mastocytow [95], a objawy anafilaksji sg
wynikiem uwolnienia mediatoréw komorek tucznych. Rozpoznanie choroby nie
jest trudne przy obecnosci pokrzywki barwnikowej lub CM. Coraz czesciej
mastocytoza rozpoznawana jest w przypadku nawracajgcych reakc;ji
anafilaktycznych, u chorych bez zmian skérnych z minimalnymi zmianami w
szpiku kostnym, a spetniajgcych trzy mate kryteria mastocytozy [132]. Zdarza
sie, ze choroba przez dtugi czas nie jest rozpoznana, poniewaz jej objawy sg
podobne do tych wystepujgcych w chorobach alergicznych, reakcjach
pseudoalergicznych, chorobach Zzoftgdkowo-jelitowych, zapaleniu naczyn,
chorobach endokrynologicznych oraz anafilaksji idiopatycznej [50]. Przy
podejrzeniu mastocytozy powinno sie oznaczyC stezenie sBT w surowicy [4].
Powszechnie zaakceptowano gorng granice normy - punkt odciecia dla sBT na
11,4 ng/ml, a sBT wieksze niz 20 ng/ml jest kryterium matym SM [127] mimo, ze

podwyzszone stezenie sBT nie jest patognomoniczne dla tej choroby.

Podwyzszone stezenie sBT mozna stwierdzi¢ takze w chorobach
mieloproliferacyjnych, w przewlekiej biataczce eozynofilowej zwigzanej z
wystepowaniem mutacji FIP1L1/PDGFRA, jak réwniez w schytkowej
niewydolnosci nerek, zatorze ptynem owodniowym, ortostatycznej tachykardii
[127]. Co wiecej, zwiekszona liczba atypowych mastocytow w tkankach
wystepuje takze w reaktywnej hiperplazji w wielu chorobach zapalnych oraz

nowotworowych [50].
1.7. Leczenie mastocytozy

Nie ma przyczynowych metod leczenia chorych na mastocytoze. U chorych z
obecnoscig objawdéw aktywaciji i uwolnienia mediatorow mastocytow stosuje sie
terapie objawowg sktadajgcg sie z nastepujgcych elementéw: 1) edukacja
chorych i ich opiekunéw, 2) unikanie czynnikdéw wywotujgcych objawy choroby,
3) leczenie nagtych objawéw zwigzanych z uwolnieniem mediatoréw, 4)
leczenie objawow przewlektych zwigzanych z degranulacjg mastocytow oraz 5)
leczenie cytoredukcyjne w przypadku zajecia narzgdow wewnetrznych [138].
Podstawg postepowania profilaktycznego jest edukacja chorego. Zaleca sie
informowanie pacjenta o czynnikach mogacych powodowaé masywne

uwalnianie histaminy oraz nasila¢ reakcje skorne, jak: ekspozycja na nagte
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zmiany temperatury otoczenia, uzgdlenia owadow btonkoskrzydtych, niektore
leki (morfina, kodeina, polimyksyna B, dekstran, kwas acetylosalicylowy i inne
niesteroidowe leki przeciwzapalne, leki zwiotczajgce miesnie,
sympatykomimetyki, radiologiczne srodki kontrastowe), spozycie alkoholu i
niektorych polipeptydéw zawartych w pozywieniu (homary, kraby, niektére
ryby), podraznienia mechaniczne, zakazenia bakteryjne, wysitek fizyczny oraz
stres [138].

Zgodnie z zaleceniami EAACI u wszystkich chorych na mastocytoze zaleca sie
profilaktyktyczne stosowanie antagonistow receptoréw histaminowych H1 (np.
cytyryzyna) i H2 (np. ranitydyna) [138]. tgczne stosowanie antagonistéw
receptorow H1 i H2 ma takze znaczenie w profilaktyce wystgpienia choroby
wrzodowej oraz tagodzeniu objawéw Zzotgdkowo-jelitowych. W przypadku
utrzymujgcych sie objawow ze strony przewodu pokarmowego wskazane jest
zastosowanie antagonistow receptorow H2, inhibitorow pompy protonowej lub
doustnego kromoglikanu sodowego. Przy nieskutecznosci leczenia objawowego
"pierwszej linii" stosuje sie stabilizatory bton komoérkowych mastocytow
(kromonglikan sodowy, ketotifen) oraz leki antyleukotrienowe (montelukast).
Glikokortykosteroidy wigcza sie u pacjentow z nawracajgcymi epizodami
hipotensiji, obecnoscig puchliny brzusznej czy utrzymujgcymi sie biegunkami i
zespotem ztego wchtaniania [74]. Wszyscy chorzy z uktadowymi ciezkimi
reakcjami wywotanymi uwolnieniem mediatorow mastocytow powinni by¢
wyposazeni w co najmniej 2 amputkostrzykawki z adrenaling i uzywac ich
zgodnie ze wskazaniami w razie wystgpienia reakcji anafilaktycznej [138].
Ponadto powinni by¢ stale wyposazeni w indywidualny zestaw ratunkowy w
sktad ktorego, poza adrenaling, wchodzg leki przeciwhistaminowe w dawce 30
mg (np. cetyryzyna) oraz prednizon w dawce 100 mg. Znieczulenie ogodine jest
procedurg podwyzszonego ryzyka wystgpienia reakcji anafilaktycznej, dlatego
zaleca sie premedykacje przed zabiegiem [18]. U chorych z zagrazajgcymi
zyciu reakcjami anafilaktycznymi IgE-zaleznymi zalecana jest immunoterapia
swoista. Ryzyko leczenia powinno by¢ oszacowane w odniesieniu do mozliwych
reakcji niepozgdanych. Nie zaleca sie prowadzenia immunoterapii swoistej bez
potwierdzenia obecnosci slgE [52]. U chorych z alergia na jady owadow

btonkoskrzydtych wskazana jest swoista immunoterapia, ktéra z powodu
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podwyzszonego ryzyka wystgpienia fatalnej anafilaksji po zaprzestaniu
leczenia, prowadzona jest przez cate zycie [18]. Z uwagi na doniesienia o
zakonczonych zgonem pouzadleniowych reakcjach anafilaktycznych [111,120],
nawet bez poprzedzajgcych objawdw alergii na jady owadow, niektorzy autorzy
sugerujg leczenie profilaktyczne wszystkich chorych na mastocytoze [123].
Poniewaz statystycznie mniej niz potowa chorych na mastocytoze bedzie miata
pouzgdleniowg anafilaksje w ciggu catego zycia ta strategia leczenia
profilaktycznego stanowitaby niepotrzebne obcigzenie zbyt duzej grupy
pacjentow. W zwigzku z tym kluczowa sprawg jest okreslenie, ktérzy chorzy
majg podwyzszone ryzyko wystgpienia anafilaksji. Jak dotgad nie mozna tego

ryzyka ocenic.

Istniejg doniesienia o skutecznosci leczenia omalizumabem (anty-IgE)
wybranych pacjentow z anafilaksjg idiopatyczng oraz anafilaksjg podczas kursu
wstepnego immunoterapii swoistej [70,117]. Nie zaleca sie stosowania lekow
cytoredukcyjnych u chorych, u ktérych wystepujg wytgcznie reakcje
anafilaktyczne i inne objawy zalezne od uwolnienia mediatorow komorek
tucznych [138]. Leki cytoredukcyjne (IFN-a, kladribina, cytarabina, fludarabina,
hydroksymocznik) wskazane sg w leczeniu agresywnej mastocytozy uktadowej i

biataczki mastocytarnej [46,74].

Nowg strategig terapeutyczng stanowi terapia celowana. Obecnie trwajg
intensywne prace nad wprowadzeniem inhibitorow kinazy tyrozynowej: imatinib,
dasatinib, masitinib, bafetinib, midostaurin. Okazuje sie, ze imatinib, masitinib
oraz bafetinib nie sg zdolne do blokowania aktywnosci kinazy KIT D816V,
podczas gdy midostaurin i dasatinib wykazujg pewng aktywnos¢ hamujgcg
kinaze KIT D816V [46,74,86]. Niestety dasatinib wykazat niezadowalajgce
efekty w badaniach klinicznych oraz powazne dziatania niepozgdane. Kolejne
leki celowane: midostaurin, masitinib i bafetinib sg nadal w sferze badan
klinicznych [18]. Leki celowane mogg by¢ stosowane pojedynczo, w
kombinacjach inhibitora KIT z inhibitorem kinazy niezaleznej od KIT, a takze w
potgczeniu z chemioterapig [74]. Wprowadzenie lekow dziatajgcych w sposob

celowany daje nadzieje na uzyskanie stabilnej dtugotrwatej remisji [18].
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Odpowiedz na leczenie okresSlana jest na podstawie analizy objawdw,
dokumentacji poszczegolnych epizoddw oraz zaznaczanie czestosci ich
wystepowania. W celu obiektywnej oceny efektow zastosowanej terapii zaleca
sie ocene za pomocg kryteribw odpowiedzi na leczenie [138]. Stworzong do

tego celu klasyfikacje przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Klasyfikacja odpowiedzi na leczenie objawdw zwigzanych z aktywacjg

mastocytow [138].

Odpowiedz na leczenie Definicja

Wszystkie objawy ustgpity, brak nawrotu przez 12 miesiecy po zakonczeniu
Catkowita remisja leczenia

Trwajaca cafikowita remisja Brak nawrotu przez kolejne 2 lata

Zmniejszenie czestosci wystepowania o >50% i/lub znaczace zmniejszenie

Znaczna remisja czestosci wystepowania objawow

Zmniejszenie ciezkosci lub zmniejszenie czestosci wystepowania objawéw
Czesciowa remisja 0 10-50%

Zmniejszenie ciezkosci o <10% i brak zmniejszenia czestosci wystepowania
Brak remisji objawow

1.8. Rokowanie

U wiekszosci dzieci chorujgcych na mastocytoze skéry dochodzi do catkowitego
lub czesciowego ustepowania zmian skérnych przed okresem dojrzewania, w
trakcie lub nieco pozniej. Zdarza sie jednak, ze zmiany skorne utrzymujg sie i
wowczas najczesciej dochodzi do rozwoju SM [54,74,138,155]. U chorych, u
ktérych zmiany skérne pojawity sie w zyciu dorostym choroba ma zwykle
stabilny przebieg lub nastepuje jej stopniowa progresja. U wiekszosci z nich
choroba przechodzi w posta¢ uktadowg [138]. Tylko w nielicznych przypadkach
nasilenie zmian skérnych moze sie zmniejszac lub moze dojs¢ do catkowitego
ich ustgpienia. U tych chorych nalezy rozwazy¢ mozliwos¢ progresji choroby do
agresywnej mastocytozy uktadowej [138,155]. U pacjentow z najciezszymi
postaciami mastocytozy: ASM i MCL, z reguly nie stwierdza sie zmian

skérnych. Wystepowanie zmian skérnych dotyczy przede wszystkim chorych na
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tagodne postaci mastocytozy. Wobec tego zajecie skory mozna uwazac za

pomysiny czynnik rokowniczy [54,138,155].

Przebieg kliniczny mastocytozy uktadowej uzalezniony jest od wieku chorego,
postaci choroby, zajetych narzgdow, wspétistniejgcych chordb oraz obecnosci
mutacji genetycznych warunkujgcych odpowiedZz na leczenie. Najczesciej
wystepujgca u oséb dorostych - mastocytoza uktadowa o powolnym przebiegu,
jest chorobg tagodng, z reguty dobrze rokujgcg i nie wptywajgcg na dtugosé
zycia [138]. Problem stanowig zagrazajgce zyciu reakcje anafilaktyczne
moggce wystgpi¢c u kazdego chorego. Mimo ze w ISM ryzyko wystgpienia
ciezkich reakcji anafilaktycznych pod wptywem przeréznych bodzcow jest
wysokie, anafilaksja nie wystepuje u wszystkich chorych. Niestety dotychczas
nie jest znana metoda pozwalajgca wyrézni¢ tych chorych ani oszacowaé
indywidualne ryzyko wystgpienia anafilaksji. Rokowanie u chorych na
mastocytoze z klonalnym rozrostem linii komorkowych niemastocytarnych
zalezy od wspotistniejgcej choroby szpiku. Rokowanie w ASM jest
zréznicowane w zaleznosci od obecnosci genu c-kit: posta¢ bez genu c-kit
dobrze reaguje na leczenie i przebiega tagodnie, w pozostatych przypadkach
nastepuje progresja choroby i zgon w ciggu 12-24 miesiecy. Zte rokowanie
majg chorzy na MCL. U wiekszosci z nich przebieg choroby jest gwattowny z
postepujgcag niewydolnoscig watroby, szpiku kostnego i innych narzadéw, a do

zgonu zwykle dochodzi w ciggu roku od rozpoznania [114].
1.9. Nierozwigzane problemy w mastocytozie

Rozpoznanie mastocytozy czesto jest utrudnione i znaczgco opdznione z
powodu zaréwno jej zmiennego przebiegu, nietypowego obrazu klinicznego jak
i skomplikowanych inwazyjnych procedur diagnostycznych. Obowigzujgcag
procedurg niezbedng do ustalenia rozpoznania jest trepanobiopsja szpiku
kostnego z talerza kosci biodrowej. Chociaz procedura nie jest skomplikowana
ani niebezpieczna dla pacjenta, to mozliwe sg rzadkie powikfania: ztamanie igty
biopsyjnej, przedtuzajgce sie krwawienie, krwotok zagrazajgcy zyciu oraz
zakazenie wirusami hepatotropowymi (HBV, HCV) [89]. Obecnie trwajg prace
nad znalezieniem mniej inwazyjnej procedury diagnostycznej. Nadzieje dajg

badania ekspresji genobw w komoérkach krwi obwodowej. Niedoszytko i wsp.
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[104] przedstawili roznice w ekspresji profilow genetycznych komoérek krwi
obwodowej chorych na ISM w poréwnaniu do oséb zdrowych i okreslili profil
genetyczny zawierajgcy znaczgce i znamienne réznice w ekspresji transkryptéw
29 genow wystepujgcy u chorych z ISM. Warte uwagi jest to, ze roznice w
ekspresji gendw wykazano w innych niz mastocyty komorkach krwi obwodowe;.
Potwierdzili, ze efekty specyficznych mutacji KIT wystepujgcych w mastocytozie
moga by¢ wykrywalne takze w innych liniach komoérkowych niz mastocyty.
Ponadto wykazali znaczgce réznice w ekspresji genéw wsréd chorych na ISM z
reakcjami anafilaktycznymi w poréwnaniu do chorych z ISM bez anafilaksji w
wywiadzie [100]. Autorzy sugerujg, ze nalezatoby potwierdzi¢ te wyniki w
niezaleznej grupie chorych na ISM. W kolejnych badaniach klinicznych
nalezatoby oceni¢ czy analiza profilu genetycznego bedzie mogta znalez¢
zastosowanie w praktyce klinicznej: w rozpoznaniu mastocytozy i okresleniu jej
postaci klinicznej, ocenie ryzyka anafilaksji u chorych na mastocytoze, a takze
w ocenie ryzyka progresji choroby. W zwigzku z tym ze statystycznie 30%
chorych na mastocytoze [7,124] bedzie miato pouzadleniowg anafilaksje,
kluczowg sprawg jest okreslenie, ktérzy chorzy majg podwyzszone ryzyko
wystgpienia anafilaksji. Niestety obecnie nie mozna przewidzie¢, ktorych

chorych to dotyczy ani oszacowac jej ryzyka.

Badania ekspresji genéw u chorych leczonych z powodu alergii na jady owadow
oraz u chorych na mastocytoze uktadowg (u 30% wystepowata anafilaksja po
uzgdleniu przez owada) dajg nadzieje na stworzenie nowego narzedzia
diagnostycznego pomocnego w leczeniu w/w choréb. Dzieki badaniu ekspresji
genéw bedzie mozna okresli¢ efektywnos¢ stosowanej immunoterapii oraz

przewidzie¢ zagrozenie reakcjg anafilaktyczng u chorych na mastocytoze [99].
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2. Cele pracy.

1. Ocena ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki RT-PCR (z
zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej u chorych na
mastocytoze w zaleznosci od stadium choroby: CM, ISM, SSM oraz ASM w

porownaniu do oséb zdrowych.

2. Ekspresja gendw u chorych na mastocytoze z wspdétistniejgcg alergig na jady

owadow oraz u chorych bez reakcji anafilaktycznych w wywiadzie.
3. Porownanie ekspresji genow we krwi obwodowej oraz we krwi szpikowe;.

4. Analiza czynnikdbw wywotujgcych oraz okreslenie czynnikow ryzyka

wystgpienia reakcji anafilaktycznych w badanej grupie chorych.
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3. Materiat i metody

3.1. Opis grupy badanej:

Do badania zostato wtgczonych 152 chorych na mastocytoze (106 kobiet, 46
mezczyzn, w wieku od 18 do 78 lat) leczonych w Klinice Alergologii GUMed w
ramach the Polish Center of Excellence of the European Competence Network
on Mastocytosis (ECNM) w latach 2004 - 2011. Rozpoznanie choroby zostato
przeprowadzone zgodnie z zaleceniami WHO i European Competence Network
on Mastocytosis na podstawie badania szpiku kostnego: histopatologicznego,
immunofenotypizacji — okreslenia wystepowania antygenéw CD2 oraz CD25,
cytologii, oceny w kierunku mutacji KIT, a takze okre$lenia stezenia tryptazy

mastocytarnej w surowicy.

3.2. Kryteria wigczenia i wytgczenia:

Kryterium wigczenia do badania stanowito rozpoznanie mastocytozy uktadowej

lub skérne;j.

Kryterium wytgczenia: cigza, niewydolnos¢ watroby, nerek, serca, niewydolnos¢

oddechowa.

Na badanie zostata wydana zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy
GUMed nr NKEBN/151/2010. Osoby biorgce udziat w badaniu podpisaty

dobrowolng swiadomg zgode.

W badanej grupie wytoniono 57 chorych spetniajgcych kryteria wtgczenia i nie
spetniajgcych kryteriow wytgczenia z badania (42 kobiety, 15 mezczyzn, w
wieku od 18 do 77 lat, Srednia wieku 41,8 lat) leczonych w Klinice Alergologii
GUMed w latach 2010 - 2011, u ktérych przeprowadzono badanie ekspresji
wybranych gendéw za pomocg techniki RT-PCR (z zastosowaniem Kkart

mikrocieczowych).

Dodatkowo u 7 chorych (5 kobiet, 2 mezczyzn, w wieku od 32 do 44 lat, srednia
wieku 36 lat) leczonych w Klinice Alergologii GUMed w latach 2012-2013
podczas rutynowej trepanobiopsji szpiku kostnego wykonywanej w czasie
diagnostyki w kierunku mastocytozy uktadowej dodatkowo pobrano krew

szpikowg celem oceny ekspresji gendw za pomocg techniki whole genome
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expression analysis.

3.3. Opis grupy kontrolnej badania ekspresji genow za pomocg Kkart

mikrocieczowych:

Grupe kontrolng stanowi 19 zdrowych ochotnikow (14 kobiet, 5 mezczyzn, w
wieku od 21 do 50 lat, Srednia wieku 34 lata) bez reakcji anafilaktycznych w
wywiadzie rekrutowanych wsrdd oséb zgtaszajgcych sie do badania w ramach

medycyny pracy.
3.4. Opis procedur wykonanych u chorych:

W celu rozpoznania mastocytozy wykonywano w znieczuleniu miejscowym
(znieczulenie nasiekowe z uzyciem 2-4 ml 1% roztworu lignokainy) rutynowg
trepanobiopsje szpiku kostnego z kolca biodrowego gérnego tylnego. Pobierano
trepanobioptat dtugosci od 1 do 2 cm oraz okoto 5 ml krwi szpikowej do
probéwki z antykoagulantem. Badanie histopatologiczne trepanobioptatu
wykonano w Zaktadzie Patomorfologii GUMed. Badania immunofenotypizacje i
cytologie wykonano za pomocg cytometru w Klinice Hematologii i
Transplantologii GUMed. Badanie genetyczne w kierunku mutacji D816V genu
KIT wykonano w Zakfadzie Biologii i Genetyki GUMed.

Stezenie tryptazy mastocytarnej w surowicy okreslano za pomocg testu
fluoroimmunoenzymatycznego (ImmunoCAP Tryptase, Uppsala Sweden) w
Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed. Zgodnie z zaleceniami
WHO mastocytoze uktadowg (SM) rozpoznawano, gdy byto spetnione 1
wieksze oraz 1 mniejsze bgdz 3 mniejsze kryteria rozpoznania. U pacjentéw,
ktorzy nie mieli zmian skornych a zgtaszali wystepowanie anafilaksji w
wywiadzie, ktorzy spetniali tylko 1 lub 2 kryteria mniejsze (poza podwyzszonym
stezeniem tryptazy mastocytarnej) rozpoznawano monoklonalny zespoét
aktywacji mastocytow (MCAS). W celu réznicowania podtypéw SM oceniano
wystepowanie objawow uktadowych spowodowanych naciekiem organdw lub

tkanek przez mastocyty.

W celu potwierdzenia mastocytozy skory  konsultowano  chorych
dermatologicznie w Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed.
Dokonywano oceny wystepowania objawow zajecia skoéry; pokrzywki

barwnikowej, objawu Darier'a wraz z biopsjg zmienionej skory oraz oceniano
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zakres i intensywnos¢ zajecia skory za pomocg indeksu SCORMA.

Podczas badania podmiotowego chorzy byli pytani o wystepowanie reakc;ji
anafilaktycznych w wywiadzie. Anafilaksje definiowano jako nagle wystepujaca,
ciezkg, zagrazajgcg zyciu reakcje ogolng lub systemowg zgodnie z definicjg
EAACI [63]. Ciezkos¢ reakcji anafilaktycznej oceniono przy uzyciu skali Ringa i
Messmera [121]. Jako stopien | reakcji anafilaktycznej oceniano fagodng
reakcje anafilaktyczng z objawami ze strony skoéry i bton $Sluzowych (rumien,
Swigd, pokrzywka, obrzek naczynioruchowy). Stopien Il charakteryzowat sie
wystepowaniem objawdw ze strony skory i bton $Sluzowych, uktadu sercowo-
naczyniowego (tachykardia, hipotensja, >20 mmHg), uktadu oddechowego
(niezyt nosa, chrypka, dusznosc) lub uktadu pokarmowego (nudnosci, kurczowe
bole brzucha, biegunka). Na obraz Il stopnia reakcji anafilaktycznej sktadat sie
bronchospazm, utrata przytomnosci, wstrzags, sinica. IV stopien to zatrzymanie
akcji serca lub oddechu. Ze wzgledu na patomechanizm reakcje anafilaktyczne
podzielono na nieimmunologiczne oraz immunologiczne, a te na IgE-zalezne
oraz zalezne od innych mechanizméw immunologicznych. Alergie potwierdzano
za pomocg punktowych testéw skornych i/lub oceny stezenia sIgE w surowicy.
Diagnostyke w kierunku alergii na jady owadéw btonkoskrzydtych
przeprowadzano u chorych z reakcjg anafilaktyczng po uzadleniu przez owada
w wywiadzie. Alergie na jady owadow btonkoskrzydtych rozpoznawano na
podstawie oceny sIgE oraz punktowych i srdédskérnych testéw skérnych z
jadami owadow zgodnie z wytycznymi EAACI. Nadwrazliwos¢ na leki
(niesteroidowe leki przeciwzapalne, antybiotyki, leki znieczulajgce miejscowo)
rozpoznawano za pomocg punktowych i/lub srodskornych testéw skérnych oraz
za pomocg préby prowokacji (DPT) podczas pobytu w Klinice Alergologii
GUMed u wybranych chorych. DPT oceniano Klinicznie i spirometrycznie.
Prowokacje oceniano jako dodatnig, gdy u chorego wystgpity objawy wczesniegj
zgtaszane lub obiektywne objawy reakcji alergicznej jak pokrzywka lub spadek
FEV1 o co najmniej 20% w spirometrii. Procedury wykonywano zgodnie z
zaleceniami EAACI/ENDA.
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3.4.1. Pobranie materiatu oraz przeprowadzenie badan genetycznych

W celu oceny ekspresji gendw za pomocg kart mikrocieczowych pobrano krew
obwodowg przy uzyciu probowek Tempus Blood RNA Tube firmy Applied
Biosystems® w objetosci 3 ml.

Po pobraniu krwi obwodowej energicznie wstrzgsano probéwkg przez 20
sekund celem doktadnego wymieszania jej z zawartym odczynnikiem
stabilizujgcym, dzieki ktéremu komorki krwi ulegajg natychmiastowej lizie z
nastepujgcg izolacjg i stabilizacja RNA. Odczynnik stabilizujgcy inaktywuje
RNAzy komérkowe i selektywnie wytrgca RNA, natomiast DNA genomowy
pozostaje w roztworze. Nastepnie probdéwki byly przechowywane w pozyciji
pionowej przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie materiat byt
zamrazany w -80 °C. Materiat przechowywany byt maksymalnie 6 miesiecy do
czasu izolacji RNA. Procedure wykonywano zgodnie z zaleceniami producenta
probéwek, Applied Biosystems®. Procedure wykonywano w Klinice Alergologii
GUMed.

Izolacje RNA z krwi obwodowej, nastepnie odwrotng transkrypcje PCR oraz
badanie ekspresji wybranych genéw przeprowadzono w Katedrze Medycyny
Sgdowej GUMed. lzolacje RNA z komérek krwi obwodowej wykonano
zestawem Tempus™ Spin RNA Isolation Kit (Ambion®). W temperaturze
pokojowej rozmrozono materiat. Nastepnie zwirowano oraz przeniesiono
zawartos¢ probowek do 50 mL tub, rozcienczono PBS i energicznie zwirowano
przez co najmniej 30 sekund, uwazajgc, aby lizat przemieszczat sie do gory w
rurze. Kolejnym etapem izolacji RNA byto wirowanie w wirbwce w temperaturze
4 °C w 3000xg (RCF) przez 30 minut. Nastepnie ostroznie zlano supernatant;
na dnie pozostat osad RNA, ktory przeniesiono ponownie do filtra
oczyszczajgcego. Nastepnie osad oczyszczano i eluowano RNA stosujgc
mikrowirowke. Jakosc¢ oraz ilos¢ wyizolowanego RNA okreslono za pomocg
spektrofotometru NanoDrop. Ponadto okreslono walidacje RNA, czyli pomiar
koncentracji oraz jakosci RNA, w tym RNA Integrity Number (RIN), za pomocg
Bioanalizatora (Bioanalyzer, Bio-RAD) w Pracowni Genomiki Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tylko probki z RNA integrity number

RIN >7.5 zakwalifikowano do dalszego etapu badania. Uzyskany roztwor RNA
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zamrozono i przechowywano w temperaturze -80 °C przez maksymalnie 12

miesiecy.

Odwrotng transkrypcje wykonano zestawem High Capacity cDNA Reverse
Transcription  Kits RNase Inhibitor (Invitrogen™) umozliwiajgcym
przeprowadzenie konwersji ilosciowej 2 ug catkowitego RNA w wyjgtkowo
wysokiej jakosci jednoniciowy cDNA (w 20 yL mieszaniny reakcyjnej). Zestaw
umozliwia przeprowadzenie odwrotnej transkrypcji z ilosci od 0,02 do 2 mg
catkowitego RNA. Reakcje skalowano do 100 pL do generowania 10 ng cDNA z
jednej reakcji. Wg zalecen producenta zestawu celem optymalnego
przeprowadzenia reakcji nalezy stosowa¢ RNA wolne od RNAaz, inhibitoréw
odwrotnej transkrypcji i PCR, rozpuszczone w PCR kompatybilnym roztworze.
W celu wyeliminowania aktywnosci RNAaz stosowano RNase Inhibitor podczas
koncowego etapu odwrotnej transkrypcji. Zamrozone probki RNA rozmrazano i
przechowywano na lodzie w trakcie catej procedury. Do przeprowadzenia
reakcji zastosowano RNA w ilosci 100 ng w stezeniu 10ng/ul. Nastepnie
przygotowano na lodzie roztwory 2xRT Master Mix na 20 pL objetosci
mieszaniny reakcyjnej i doktadnie zwirowano wg protokotu. Przygotowano RT-
PCR wg protokotu: do kazdego stripa podano pipetg 10 pl 2xRT Master Mix,
nastepnie pipetg podano 10 yl RNA i dwukrotnie zmieszano roztwér w pipecie,
zamknieto szczelnie stripy, krétko zwirowano aby uzyskaé materiat na dnie
stripdw i wyeliminowac pecherzyki powietrza. Nastepnie umieszczono materiat
reakcyjny w termocyklerze i zaprogramowano przeprowadzenie RT-PCR wg
ustawien zalecanych w protokole: objetos¢ reakcji 20 pl, krok I: 10 minut w
temperaturze 25 °C, krok II: 120 minut w 37 °C, krok Ill: 5 minut w 85 "C i krok
IV: = w 4 °C. Nastepnie materiat zamrozono i przechowywano w -20 °C przez

okres od 2 do 8 miesiecy.

Ekspresje genow zbadano za pomocg metody MFC RT PCR zestawem
TagMan® Array Micro Fluidic Cards firmy Applied Biosystems. Do zestawu
nalezg karty 384-dotkowe z preinstalowanym testami ekspresji wybranych
gendéw. Karty TagMan Array pozwalajg mierzy¢ ekspresje gendw przy uzyciu
metody wzglednie ilosciowej, porownawczej CT (AACT). Na jednej karcie
umieszczano 8 probek. W kazdej studzience karty TagMan Array obecny jest

pojedynczy zestaw starter/sonda. Tylko jeden cel moze by¢ powielony w dotku.
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W trakcie badania fgczono prébke cDNA z TagMan® master mix, a nastepnie
podawano pipetg otrzymang mieszanine reakcyjng i umieszczano ptytke w
7900HT Fast Real-Time PCR System z zainstalowanym TagMan® Array Micro
Fluidic Card Thermal Cycling Block. W trakcie PCR nastepowata amplifikacja
docelowych gendw w czasie rzeczywistym, a nastepnie okreslenie wzglednego
poziomu ekspresji genu. Przygotowano mieszanine reakcyjng na 1 probke
sktadajgcg sie z 45 yl wody wolnej od RNAaz (Nuclease-Free Water (not
DEPC-Treated) Ambion®), 5 pl cDNA oraz 50 uyl TagMan® Master Mix
uzyskujgc 25 ng cDNA w mieszaninie. Nastepnie wypetniono pipetg 8 portow
karty przygotowanymi mieszaninami reakcyjnymi. Nastepnie karte zwirowano i
uszczelniono uzyskujgc rownomierne rozmieszczenie mieszanin reakcyjnych
we wszystkich 384 dotkach. Po usunieciu paska z portami umieszczono ptytke
w 7900HT Fast Real-Time PCR System z zainstalowanym TagMan® Array
Micro Fluidic Card Thermal Cycling Block. Zaprogramowano ptytke
wykorzystujgc oprogramowanie SDS i przeprowadzono badanie RT PCR. Ten
etap badania wykonano w Katedrze Medycyny Sgdowej GUMed.

W celu oceny ekspresji genomu technikg whole genome expression pobrano
krew obwodowg za pomocg probowek PAXgene blood RNA tubes (Qiagen,
USA) w objetosci 2.5 ml oraz krew szpikowg przy uzyciu proboéwek PAXgene
Bone Marrow RNA Tubes firmy Qiagen w objeto$ci 2 ml podczas rutynowej
trepanobiopsji szpiku kostnego wykonywanej celem diagnostyki w kierunku
mastocytozy zgodnie z kryteriami WHO. Nastepnie materiat przekazano do
Kliniki Alergologii Uniwersyteckiego Centrum Medycznego w Groningen w
Holandii (UMCG).

Analize whole genome expression we krwi obwodowej oraz we krwi szpikowe;j
przeprowadzono w Klinice Alergologii Uniwersyteckiego Centrum Medycznego
w Groningen w Holandii (UMCG). Izolacje RNA z krwi szpikowej wykonano za
pomoca zestawu PAXgene Bone Marrow RNA Kit CE (Qiagen, USA). Prébki
RNA przechowywano w temperaturze -80 °C do czasu znakowania i
hybrydyzacji. Walidacje RNA, czyli pomiar koncentracji oraz jakosci RNA, w tym
RNA Integrity Number (RIN), przeprowadzono za pomocg Bioanalizatora (2100
Bioanalyzer, Agilent, Amstelveen, the Netherlands) oraz RNA 600 Nano Kit. Do

kolejnego etapu badania zakwalifikowano probki z RIN > 7.5.
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3.4.2. Analiza ekspresji genomu

Znakowanie i amplifikacja RNA wykonana zostata zestawem Illumina TotalPrep
96 RNA Amplification Kit (Applied Biosystems, Nieuwerkerk ad l|Jssel, The
Netherlands). Do oznaczenia uzyto 200 ng RNA z kazdej prébki. Ludzkie tablice
ekspresji catego genomu HT-12_V3_expression arrays (lllumina, San Diego,
USA) opracowano zgodnie z zaleceniami producenta. Slajdy z wynikiem
badania skanowano bezposrednio po badaniu za pomocg lllumina BeadStation
iScan (lllumina, USA).

3.4.3. Wybor genow do badania

W badaniu ekspresji genow [104] za pomocg techniki whole genome
expression analysis stwierdzono réznice w ekspresji profildw genetycznych
komoérek krwi obwodowej chorych na ISM w poréwnaniu do oséb zdrowych oraz
okreslono profil genetyczny zawierajgcy znaczgce i znamienne réznice w
ekspresji transkryptow 29 genow wystepujacy u chorych z ISM. Ponadto
wykazano znaczgce réznice w ekspresji gendw wsréd chorych na ISM z
reakcjami anafilaktycznymi w poréwnaniu do chorych z ISM bez anafilaksji w
wywiadzie [100]. Na podstawie powyzszych badan wybrano 15 genow celem
walidacji ich ekspresji metodg kart mikrocieczowych w niezaleznej grupie
chorych. Symbole, nazwy oraz wzory transkryptow przedstawiono w ponizszej
tabeli 5.

Tabela 5. Symbole i wzory transkryptéw wybranych gendw.

Symbol Nazwa genu Wzor transkryptu Applied
genu Biosystems®

1 ABI3BP abi gene family, member 3 (nesh) binding protein Hs00227206 _m1*

2 ANKRD6  ankyrin repeat domain 6 Hs00208902 m1*

3 B3GAT1 beta-1,3-glucuronyltransferase 1 (glucuronosyltransferase Hs00218629 m1*

P)
4 CDC42B  cdc42 binding protein kinase alpha (dmpk-like) Hs00177522 m1*
PA
5 DVLA1 dishevelled, dsh homolog 1 (drosophila) Hs00182896 m1*
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6 ITGAV integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, Hs00233808 m1*
antigen CD51)

7 G0S2 g0/g1switch 2 Hs00274783 s1*

8 HLA- major histocompatibility complex, class Il, dr beta 1 Hs03027795 uH*
DRB4

9 JUP junction plakoglobin Hs00158408 m1*

10 ITGB1 INTEGRIN BETA 1 Hs00559595 m1*

1 MAP2K3  mitogen-activated protein kinase kinase 3 Hs00177127 m1*

12 MLL3 MYELOID/LYMPHOID OR MIXED-LINEAGE LEUKEMIA Hs01005521 m1*

3

13  ZMAT3 zinc finger, matrin type 3 Hs00536976 _m1*

14 TNFRSF  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 Hs00533968 m1*
4

15 TRAF4 tnf receptor-associated factor 4 Hs00188755 m1*

16  18s Hs03003631_g1

3.4.4. Krotka charakterystyka wybranych genow

ABI3BP - lokalizacja cytogenetyczna 3q12.2; gen dla biatka wigzgcego ABI3
(dawniej zwanego TARSH). Uwaza sie, ze ABI3BP oddziatuje z domeng SH3 w
ABI3 (Abl-interactor member 3). ABI3 wraz z czynnikami oddziatujgcymi z Abl:
E3B1/Abi2/Argbp1 nalezg do rodziny cytoplazmatycznych adapteréow
molekularnych zawierajgcych SH3, ktére oddzialujg z rodzing kinaz
tyrozynowych Abl. Spekuluje sie, ze czynniki oddziatujgce na kinazy Abl
wptywajg negatywnie na wzrost komoérek oraz ich transformacje poprzez
ttumienie sygnalizacji odpowiedniej kinazy. Nadekspresja rodziny tych kinaz
zwigzana jest z hamowaniem proliferacji, redukcjg potencjalnej transformaciji
oraz supresjg ruchliwosci komorek, tym samym mozliwosci przerzutowania
komérek nowotworowych. Sugeruje sie, ze czynniki oddziatujgce na Abl mogg
by¢ czynnikami hamujgcymi rozwdj guza. Dlatego przewiduje sie, ze jesli
dochodzi do potgczenia ABI3BP z ABI3 w komorce nastepuje zablokowanie

wzrostu. Potwierdzeniem tych przypuszczeh sg doniesienia o0 znacznie
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mniejszej ekspresji ABISBBP w raku ptuca i innych nowotworach pierwotnych
[77].

ANKRDG6 - lokalizacja cytogenetyczna 6q15; produkt genu, nazywany tez
diwersyng, jest wszechobecnym biatkiem zwigzanym z etapem wczesnego
rozwoju ontogenetycznego ssakow; u ludzi ulega silnej ekspresji w komorkach
mozgu, rdzenia kregowego i serca. Wykazano, ze centralna domena mysiej
diwersyny wchodzi w interakcje z ludzkg kinazg kazeinowg 1E (CSNK1E) oraz
z C-koncowg domeng konduktyny lub Axin1. Ponadto diwersyna i Gsk3-
(GSK3B) wystepuje w potréjnych kompleksach z petnometrazowg dimeryczng
konduktyng. Schwarz-Romond wykazat, ze dimeryczna konduktyna moze
jednoczesnie wigzac diwersyne i GSK3b, a monomeryczna konduktyna moze
wigza¢ albo diwersyne albo GSK3b. Ekspresja diwersyny w ludzkich
embrionalnych komérkach nerek zwieksza degradacje B-kateniny (CTNNB1) a
degradacje blokujg inhibitory proteasomu [129].

B3GAT1 - lokalizacja  cytogenetyczna  11925; gen dla B1,3-
glukuronylotransferazy-1, kluczowego enzymu zaangazowanego w biosyntezie
weglowodanowego epitopu HNK1 (human natural killer-1) znanego takze jako
CD 57. Jego dziatanie polega na dodaniu kwasu glukuronowego (GIcA) do
reszty N-acetylolaktozaminowej (Lac) disacharydu tworzgc HNK-1. Za pomocg
mikroskopu immunoelektronowego przedstawiono epitop HNK-1 w komérkach
ludzkiej siatkdéwki, zarowno w komodrkach glejowych jak i nerwowych oraz
fotoreceptorach. Tylko zewnetrzne segmenty precikow i czopkéw oraz komorki
Srodbtonka naczyn wiosowatych siatkowki nie zostaty oznakowane. Uwaza sie,
ze epitop ten moze bra¢ udziat w adhezji neurondw i gleju ludzkich komoérek
siatkdwki [136]. Ponadto stwierdzono, ze CD57+/CXCR5+ komorki T lokalizujg
sie preferencyjnie w sSwietle strefy rozmnazania i sg bardziej skuteczne w
indukowaniu produkcji przeciwciat przez komorki B niz komérki CD57-/CXCRS+
komérki T zlokalizowane na obrzezu pomiedzy strefg ptaszcza a strefg

rozmnazania [13].

CDC42BPA - lokalizacja cytogenetyczna 1g42.13. Biatko kodowane przez ten
gen nalezy do rodziny kinaz biatkowych seryna / treonina. Kinaza ta zawiera

wiele domen funkcjonalnych, w tym domene kinazy bardzo podobng do kinazy
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biatkowej dystrofii miotonicznej (DMPK). Kinaza ta zawiera réwniez domene
interaktywnego wigzania Rac (CRIB) i wigze CDC42. Moze ona dziata¢ jako
efektor mediatora CDC42 w indukcji obwodowej formacji aktyny i promowac

reorganizacje cytoszkieletu.

DVL1 - lokalizacja cytogenetyczna 1p36.33. Produkt genu jest fosfoproteing
regulujgcg wzrost oraz biorgcg udziat w procesach rozwojowych komorek

nerwowych (w tym podziatach i rozwoju neuroblastow).

ITGAV - lokalizacja cytogenetyczna 2g32.1; gen dla alfa-V integryny nazywanej
tez receptorem witronektyny VNRA. Integryny nalezg do gtdéwnych receptorow
adhezji i migracji oraz organizacji cytoszkieletu, proliferacji komorek, przezycia i
réznicowania. Integryny alfa-V zawierajg wspolng podjednostke alfa-V w
potgczeniu z 1 z 5 podjednostek beta (beta-1,-3, -5, -6, -8). Wiekszos¢ alfa-V
integryn rozpoznaje sekwencje RGD réznych ligandow (witronektyny,
fibronektyny, osteopontyny, sialoproteiny kosci, trombospondyny, fibrynogenu,
czynnika von Willebranda, tenascyny i agryny), oraz, w przypadku alfa-V-8 ,
lamininy i kolagenu typu IV. Stad integryny alfa-V biorg udziat w wielu
procesach rozwojowych i sg celami terapeutycznymi do hamowania

angiogenezy i osteoporozy.

GO0S2 - lokalizacja cytogenetyczna 1q32.2. W badaniu ekspresji genow z
ludzkich fibroblastow wykazano, ze gen G0S2 jest indukowany w pierwotnych
ludzkich komoérkach przez dziatanie TNF-a w sposob zalezny od NF-kB.
Ponadto G0S2 indukuje apoptoze w liniach komérkowych ludzkiego raka i
uwrazliwia komoérki pierwotne na apoptoze. GOS2 indukuje apoptoze poprzez
bezposrednie oddziatywanie z Bcl-2 zapobiegajgc tworzeniu heterodimeréw z
Bax. Ponadto stwierdzono, ze GO0S2 jest epigenetycznie wyciszony w kilku
linlach komorkowych ludzkiego raka, a w niedrobnokomdérkowym raku ptuca
jego ekspresja jest znacznie obnizona. Proapoptotyczna aktywnosé G0S2 i jego
epigenetyczne wyciszenie w liniach komérkowych komorek raka wskazujg, ze

G0S2 jest genem supresorowym [153].

HLA-DRB4 - lokalizacja cytogenetyczna 6p21.32; produkt genu nalezy do biatek
HLA klasy Il zawierajgcych podjednostke z tancuchem (. Biatko HLA klasy I

poprzez przedstawianie peptydow pochodzgcych z biatka
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zewnatrzkomorkowego odgrywa kluczowg role w uktadzie immunologicznym.
Czasteczka klasy Il jest wyrazana w komorkach prezentujgcych antygen (APC):
limfocytach B, makrofagach, komérkach dendrytycznych. tancuch beta zawiera
wszystkie polimorfizmy okreslajgce specyficznosci wigzania peptydowego w
czgsteczce DR. Okreslenie tych polimorfizmow jest rutynowo wykonywane
przed transplantacjg szpiku kostnego czy nerek. DRB1 ulega ekspresji na
poziomie pieciokrotnie wyzszym niz DRB3, DRB4 i DRB5. Obecnos¢ DRB4 jest
potgczona z wariantami alleli DRB1. Istniejg powigzane pseudogeny: DRB2,
DRB6, DRB7, DRB8 i DRB9.

JUP - lokalizacja cytogenetyczna 17q21.2; gen dla plakoglobiny, inaczej zwanej
desmoplaking Ill czy vy-katening. Plakoglobina zwigzana jest z regionem
cytoplazmatycznym desmogleiny |, jednego 2z desmosomalnych biatek
przezbtonowych. Wchodzi tez w sktad kompleksu kadheryna-katenina. Kateniny
petnia wazng role w potaczeniu kadheryn do filamentow aktyny i wchodzg w
skfad sieci biatek przezbtonowych. Kateniny biorg udziat w adhezji komorek i
szlaku sygnatowym Wnt. W zwigzku z tym, ze istnieje interakcja kompleksu
katenina-kadheryna z EGFR oraz tym, ze plakoglobina oraz (-katenina sg
substratami dla fosforylacji tyrozyny stymulujgcej EGF, a takze tym, ze kateniny
sg zwigzane z biatkiem supresorowym guza APC, sugeruje sie, ze kateniny
uczestniczg w szlakach sygnatowych i tworzenie sie guzéw. Mutacje w biatku
supresorowym APC lub N-koncowym fragmencie B-kateniny stabilizujg B-
katenine zwiekszajgc jej zdolnos¢ do aktywacji transkrypcji TCF/LEF genow
docelowych. Biatko APC reguluje funkcje B- i y-kateniny jako onkogendw.
Ponadto y-kateniny silnie aktywujg ekspresje c-myc. Sugeruje sie, ze mutacje
APC zmieniajg regulacje kateniny B iy, stad w raku jelita grubego stwierdza sie
znacznie wiecej mutacji APC niz B-kateniny. Podwyzszona ekspresja c-myc w
nowotworach z defektem APC moze prowadzi¢ do zmian w regulacji y- i B-
katenin. Uwaza sig, ze y- i B-kateniny mogg miec¢ rézne role w sygnalizacji Wnt

oraz w nowotworach poprzez odmienny wptyw na geny docelowe [69].

ITGB1 - lokalizacja cytogenetyczna 10p11.22; gen dla B1-integryny CD29

zaangazowanej w kancerogeneze, m. in. w raku ptuca. Produkt genu nalezy do
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rodziny integryn, receptorow btonowych w adhezji komorkowej i wystepujgcych
w roznorodnych procesach, w tym w embriogenezie, hemostazie, odbudowie

tkanek, odpowiedzi immunologicznej i przerzutach komoérek nowotworowych.

MAP2K3 - mitogen-activated protein kinases 3, lokalizacja cytogenetyczna
17p11.2. Produkt tego genu nalezy do rodziny kinaz MAP, charakteryzuje sie
podwojng specyficznoscig. Kinaza ta jest aktywowana przez stres mitogenny i
stres srodowiska, a takze uczestniczy w kaskadzie kinaz MAP. Dochodzi
wowczas do fosforylacji i aktywacji MAPK14/p38-MAPK. Rezultatem aktywacji i
akumulacji powyzszej kinazy jest ekspresja onkogenu RAS prowadzgca do
konstytutywnej aktywacji MAPK14 i transformacji onkogennej komorek
pierwotnych.

MLL3 - lokalizacja cytogenetyczna 7q36.1. Aktywowane komérki B z
niedoborem komponentu PTIP kompleksu MLL3-MLL4 majg zaburzony proces
trimetylacji histonu H3 i inicjacji transkrypcji tancucha ciezkiego
immunoglobuliny (Igh), co prowadzi do wadliwego przetgczania klas
immunoglobulin. Uwaza sie, ze PTIP sprzyjajg specyficzne zmiany chromatyny,
ktore kontrolujg dostep do rekombinacji przetgcznika klas, a kompleks MLL3-

MLL4 ma wptyw na zmiane funkcji efektorowych przeciwciata [30].

ZMATS3 - lokalizacja cytogenetyczna 3926.32. Gen koduje biatko zbudowane z
trzech domen zawierajgcych cynk oraz majgce sygnat lokalizacji jgdrowe;.
MRNA i biatko genu sg regulowane przez p53 typu dzikiego i nadmierna
ekspresja tego genu hamuje wzrost komérek nowotworowych. Stagd uwaza sie,
ze gen moze odgrywac role w rozwoju szlaku regulacyjnego zaleznego od p53.

Istniejg dwie izoformy genu roznigce sie tylko jednym aminokwasem.

TNFRSF4 - lokalizacja cytogenetyczna 1p36.33. TNFRSF4 koduje biatko
transbtonowe nalezgce do nadrodziny receptorow TNF. Biatko TNFRSF4 jest

czgsteczkg kostymulujgcg zaangazowang w diugotrwatg odpornos¢ komorek T.

TRAF4 - lokalizacja cytogenetyczna 17q11-gq12. Stwierdzono, ze gen podlega
nadekspresji w raku piersi. Koduje biatko z charakterystyczng domeng N-

koncowg CART zlokalizowang bardziej centralnie oraz C-korncowg domeng

43



TRAF. CART1 znajduje sie w jgdrze i podlega ekspresji w komdrkach nabtonka
tylko w raku piersi oraz przerzutach. Stwierdzono, ze CART1 wydaje sie byc

zaangazowane w transdukcji sygnatu TNF-zaleznego w raku piersi [119].

3.5. Analiza ekspresji genow

Wyniki badania ekspresji gendéw przedstawia sie za pomocg programu SDS
Software 2.2.1. zawierajgcego AACT Study program. Analiza poréwnawcza CT
(AACT) jest metodg stosujgca formute arytmetyczng w celu okre$lenia zmiany
w ekspresji genu w prébce eksperymentalnej w stosunku do tego samego genu
w probce referencyjnej. AACT stosowana jest z wysokg wydajnoscig w ocenie
wzglednej ekspresji genu, gdy istnieje wiele gendw w wielu probkach; w tym
badaniu oceniano wzgledng ekspresje 16 gendw w 8 prébkach na ptytce.
Uzyskane wyniki zapisano w bazie danych poddanej analizie statystycznej
programem Statistica v.10 StatSoft (Tulsa, USA) oraz Genespiring v. 8.0.0
(Agilent Technologies Santa Clara. CA, USA). W analizie statystycznej uzyto
testow U Manna Whitneya, T Studenta, Wilcoxona, korelacji Pearsona, analizy
regresji logistycznej. Zastosowano takze testy dla analizy poréwnan

wielokrotnych (post hoc): test Bonferoniego i Benjamina Hochberga.

3.6. Analiza ekspresji genomu

Pierwszym etapem analizy statystycznej byta korekcja sygnatu tta i normalizacja
kwantylowa uzyskanych danych za pomocg programu Genomestudio Gene
Expression Analysis module v 1.0.6 Statistics. Geny, ktére w przynajmniej 75%
probek miaty wartoS§¢ sygnatu powyzej 20 percentyla catosci sygnatu
porownywanych grup, wtgczano do dalszej analizy. Analiza danych wykonana
zostata za pomocg program GeneSpring package version 12.6 (Agilent
Technologies Santa Clara CA, USA). Geny, ktorych ekspresja roznita sie w
porownywanych grupach, wybrane byly na podstawie istotnosci statystycznej w
tescie t-Studenta, korekcji wyniku testem dla poréwnan wielokrotnych Benjamini
Hochberga i dwukrotnej réznicy ekspresji.

Znaczenie funkcjonalne genow zostato zbadane za pomocg programu
Genecodis [21,106], bazy danych genow KEGG [65,66].
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4. Wyniki
4.1. Wyniki czeSci klinicznej

4.1.1. Ryzyko wystgpienia objawow aktywacji mastocytow w zaleznosci od

postaci choroby

Badaniem objeto 152 chorych (46 mezczyzn i 106 kobiet, w wieku od 18 do 78
lat, sSrednia wieku 41 lat) leczonych w Kilinice Alergolgologii GUMed w latach
2004 - 2011. Kliniczng charakterystyke populacji badanej przedstawiono w
tabeli 6.

Tabela 6. Charakterystyka kliniczna chorych na mastocytoze.

Dane Mezczyzni Kobiety Wiek zakres Zajecie skory Tryptaza
kliniczne (n,%) (n,%) srednia (lata) (n,%) srednia,
zakres
Wszyscy 46 106 18-78 142 42.8
(30%) (70%) 41 93.4% 1.0-296
CcM 23 43 18-63 66 11.4
37 100% 1.0-34
(34.8%) (65.2%)
ISM 21 55 18-78 70 58.7
43 92.1% 6.6-200
(27.6%) (72.4%)
SSM 1 2 45-57 3 211.3
(33.3%) (66.7%) 51 138-296
100%
ASM 0 3 52-73 3 170.7
(100%) 59 112-200
100%
MAS 1 (25%) 3 (75%) 40-66 0 27
51 18.9-33.8

Mastocytoze uktadowg (SM) rozpoznano u 82 (54%) osob, w tym mastocytoze
uktadowg o tagodnym przebiegu (ISM) u 76 (50%), mastocytoze uktadowg o
podstepnym przebiegu (SSM) i agresywng mastocytoze (ASM) u 6 (4%),
mastocytoze skéry (CM) rozpoznano u 66 os6b (43%) oraz monoklonalny

zespot aktywacji mastocytow (MMAS) u 4 (3%) oséb. Reakcje anafilaktyczng |
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stopnia w wywiadzie stwierdzono u 19 (12.5%), Il stopnia u 18 (11.8%), a llI
stopnia u 38 (25%) chorych (tabela 7). W grupie badanej nie stwierdzono
reakcji anafilaktycznej IV stopnia wg Ringa i Messmera. Wystepowanie reakcji
anafilaktycznej w grupie badanej wynosi 49.3%, a reakcji wywotanych
uwolnieniem mediatoréw mastocytow spowodowanych czynnikami fizykalnymi
74%. Nie stwierdzono reakcji anafilaktycznych w grupie chorych na agresywne
postaci mastocytozy (SSM, ASM). Czynniki wywotujgce objawy aktywaciji
mastocytéw oraz anafilaksje przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 7. Wystepowanie reakcji anafilaktycznych w zaleznosci od rozpoznania.

Stopien ciezkosci reakcji anafilaktycznych Stopien | Stopien Il Stopien Il

Liczba chorych z reakcjami anafilaktycznymi

N=75

Wszyscy 19 18 38
N=75 25% 24% 51%
CM 9 5 11

N =25 (33%) 36% 20% 44%
ISM 9 12 25
N=46 (61%) 20% 26% 54%
SSM 0 0 0
N=0

ASM 0 0 0
N=

MAS 1 1 2
N=4 (6%) 25% 25% 50%
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Tabela 8. Wykaz czynnikbw wywotujacych objawy anafilaksji oraz zespotu

aktywacji mastocytow w badanej grupie w zaleznosci od rozpoznania.

Czynniki wywolujace MRS*/anafilaksje Czynniki Alergeny Jady owadow  Leki

fizyczne pokarmowe

Wszyscy 112 44 34 28
74% 29% 22% 18.4%

cM 43 15 13 10
28.3% 9.9% 8.5% 6.6%

ISM 62 25 19 14
40.8% 16.4% 12.5% 9.2%

SSM 2 0 0 0
1.3%

ASM 2 1 0 1
13% 0.6% 0.6%

MAS 3 3 2 3
2% 2% 1.3% 2%

* Mast cell related symptoms

Czestos$¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych byta istotnie wyzsza w grupie
chorych na mastocytoze uktadowg (46 chorych - 60.5%) w poréwnaniu do
chorych na mastocytoze skoéry (25 chorych - 37.8%) (p=0.007), jak réwniez
ilos¢ reakcji anafilaktycznych w wywiadzie bytfa istotnie wyzsza u os6b z ISM w
poréwnaniu do oséb z CM (p=0.026). Ponadto czestos¢ wystepowania reakciji
anafilaktycznych byia istotnie wyzsza u chorych z zajeciem skéry (67 chorych -
48%) (p=0.028). Charakterystyke pacjentow w zaleznosci o wystepowania
reakcji anafilaktycznej przedstawiono w tabeli 9.
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Tabela 9. Charakterystyka pacjentéw w zaleznosci od wystepowania reakcji

anafilaktycznych.

LUEHIELGIE] w Bez anafilaksji w .
Grupa badana Roéznica statystyczna

wywiadzie wywiadzie

Mezczyzni (n/%) 22 (28.9%) 24 (31.6%) ns
Kobiety (n/%) 54 (71%) 52 (68.4%) ns
Wiek (zakres,

} . 18-73 (41.4) 18-78 (40.5) ns
$rednia)

Posta¢ choroby

CM 25 (38%) 41 (62%)

ISM 46 (61%) 30 (39%) p=0.007*
MAS 4 (100%) 0

SSM 0 3 (100%)

ASM 0 3 (100%)

Zajecie skory 67 (48%) 74 (52%) p=0.028"*

Tryptaza (Srednia,
43.6 (1.7-192) 38 (2-296) p=0.029**
zakres)

*czestos¢ wystepowania anafilaksji u chorych z ISM w poréwnaniu do chorych z
CM

**chorzy z CM, ISM i MAS

Do najczestszych czynnikow wyzwalajgcych objawy wynikajgce z aktywaciji

komorek tucznych (MCAS) nalezaty: czynniki fizyczne (112 chorych - 74%),
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alergeny pokarmowe (44 chorych - 29%), jady owadow btonkoskrzydtych (34
chorych - 22%) oraz leki (22 chorych - 15%).

Najczestszymi czynnikami wywotujgcymi ciezkg reakcje anafilaktyczng (stopien
IIi lll) byly jady owaddéw btonkoskrzydtych (34 chorych - 22%), nastepnie
pokarmy (26 chorych - 17%) oraz leki (17 chorych - 11%).

Najczestszymi czynnikami wywotujgcymi tagodng anafilaksje (stopien 1) byly

pokarmy (18 chorych - 12%) oraz leki (5 chorych - 3%).
4.1.2. Mechanizm reakcji

Najczestszymi czynnikami wywotujgcymi objawy zespotu aktywacji mastocytow
byty czynniki fizyczne, stwierdzone u 112 chorych w grupie badanej (74%). Z
kolei u wszystkich 34 chorych z reakcjg anafilaktyczng po uzadleniu przez

owady btonkoskrzydte potwierdzono alergie na jady owadow.

Objawy nietolerancji pokarmowej stwierdzono u 44 chorych (29%), podczas gdy
alergie na pokarm potwierdzono u 14 chorych (9%). Jednakze u wigkszosci
chorych (39 pacjentow - 26%) potwierdzono nadwrazliwos¢ nieimmunologiczng
na pokarmy. Diagnostyka w kierunku alergii na pokarmy najczesciej wywotujgce
objawy, takie jak: alkohol (czerwone wino, piwo, whisky, brandy), ryby,
czekolada, owoce (truskawki, owoce cytrusowe) oraz surowe warzywa
(marchew, pietruszka, seler) nie potwierdzita alergii zarbwno w testach
skornych jak i sIgE. Dlatego uwaza sie, ze objawy byly spowodowane wysokg
zawartoscig histaminy w wymienionych pokarmach. Alergia na pokarmy zostata
potwierdzona w punktowych testach skornych lub sIgE z nastepujgcymi
alergenami: orzech laskowy (n=4), mieso (n=1), przyprawy (n=4), pomidor
(n=5), mleko (n=2), jajo (n=2) oraz mieszanka alergenéw pokarmowych (ocena
slgE) (n=12).

Nadwrazliwos¢ na leki potwierdzono u 28 chorych (18.4%). Wéréd lekow
powodujgcych  objawy alergiczne  wystepowaty:  niesteroidowe  leKi
przeciwzapalne (NLPZ) (n=17), antybiotyki (n=9), leki miejscowo znieczulajgce

(n=5), heparyna drobnoczgsteczkowa (n=2) oraz $rodki kontrastowe (n=1).
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Nie stwierdzono istotnych rdznic miedzy postaciami mastocytozy a
wystepowaniem IgE-zaleznej anafilaksji, np. z jadami owadow, objawami alergii

pokarmowej, nietolerancjg pokarmowg, potwierdzong alergia pokarmowa.
4.1.3. Identyfikacja czynnikéw ryzyka wystgpienia reakcji anafilaktycznej

Z powodu braku objawow MCAS u chorych na agresywng mastocytoze dalszg
analize przeprowadzono w grupie 142 chorych na CM i ISM (odpowiednio 76
oraz 66 chorych).

Srednie stezenie tryptazy (sBT) bylo wyzsze u chorych z anafilaksjg w
wywiadzie (43.76ng/ml) w poréwnaniu do chorych bez anafilaksji w wywiadzie
(30.02 ng/ml) (p=0.029). Czestos¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych byta
istotnie wyzsza u chorych na SM (n=46) w poréwnaniu do chorych na CM
(n=25) (p=0.007). Ponadto u chorych na SM stezenie tryptazy bylo wyzsze
(p=0.0001). sBT byto istotnie wyzsze u chorych z objawami MCAS
prowokowanymi czynnikami fizycznymi w poréwnaniu do chorych, ktérzy nie
zgtaszali objawow MCAS (p=0.002).

Ponadto u chorych z SM czesciej obserwowano hipotensje niz u chorych z CM
(p=0.03). Takze objawy MCAS prowokowane czynnikami fizycznymi czesciej
stwierdzano w grupie chorych na SM niz na CM (p=0.026).

Ryzyko wystgpienia reakcji spowodowanej uwolnieniem mediatorow komorek
tucznych byto wyzsze u chorych na ISM (OR 2.15 CI: 1.02 - 4.52). W$rdd
chorych zgtaszajgcych objawy MCAS sBT byto istotnie wyzsze (p=0.014) oraz
czesciej wystepowata mutacja kit (p=0.008) w poréwnaniu do chorych nie

zgtaszajgcych objawéw MCAS.
4.1.4. Zapobieganie wystgpieniu objawow MCAS i anafilaksji

U wszystkich chorych na mastocytoze stosowano profilaktyke wystgpienia
reakcji anafilaktycznej w postaci lekow przeciwhistaminowych (H1- oraz H2-
blokeréw) zgodnie z zaleceniami EAACI oraz ECNM [138]. U kilku chorych
stosowano takze inne leki, jak glikokortykosteroidy (n=3) oraz kromony (n=2).
Wszyscy chorzy byli zaopatrzeni w tak zwany "zestaw ratunkowy" zawierajgcy

amputkostrzykawke z adrenaling, lek antyhistaminowy i prednizon. Chorzy byl
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przeszkoleni w technice samodzielnego podania leku. Immunoterapia swoista z
jadami owaddw btonkoskrzydtych (VIT) byta prowadzona u 26 chorych (76.5%)
z potwierdzona alergig na jady owadow (n=34). Pozostali chorzy (n=8) (23.5%)
mieli zaplanowany termin rozpoczecia VIT. Leczenie prowadzono zgodnie z
protokotem ultrarush (osa) Iub rush (pszczota) do osiggniecia dawki
podtrzymujgcej 100 mikrogram. Zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi u
chorych na mastocytoze leczenie powinno by¢ prowadzone do konhca zycia.
Jako profilaktyke wystgpienia objawéw niepozgdanych stosowano leki
przeciwhistaminowe blokujgce receptor H1 w wysokich dawkach (np. 40 mg
cetyryzyny/dzien). Objawy niepozgdane stwierdzono tylko u jednego chorego, u
ktorego w trakcie kursu wstepnego VIT z jadem pszczoty wystgpita reakcja
anafilaktyczna Il stopnia wg Ringa i Messmera (wstrzgs anafilaktyczny). Kurs
podtrzymujgcy VIT nie byt powiktany wystgpieniem dziatah niepozgdanych, co
potwierdza, ze VIT moze by¢ bezpiecznie stosowana u chorych na mastocytoze
[150]. U jednej osoby, ktéra zakonczyta swoistg immunoterapie z alergenem
jadu osy w 2000 roku, po kilku latach wystgpita pouzagdleniowa reakcja
anafilaktyczna Ill stopnia wg Ringa i Messmera (wstrzas anafilaktyczny).
Nastepnie u chorego potwierdzono mastocytoze, rozpoczeto ponownie swoistg
immunoterapie z alergenem jadu osy, ktora jest obecnie kontynuowana bez
powiktan. Odpowiedz na leczenie z zastosowaniem lekow
przeciwhistaminowych, kortykosteroidéw, kromonéw oraz VIT u wszystkich
pacjentow z anafilaksjg w wywiadzie przedstawiono w tabeli 10. Leczenie byto
prowadzono przynajmniej przez rok przed obecng oceng kliniczng. Dane
wskazujg, ze u 8 (10.5%) chorych nie udato sie osiggng¢ kontroli objawow
choroby, co moze wskazywaé na mozliwos¢ zastosowania u tych osob leczenia
biologicznego (np. omalizumab, KIT inhibitor). U kolejnych 14 chorych (18%)
osiggnieto tylko czesciowg remisje. U 3 chorych nie oceniono skutecznosci
leczenia z powodu zbyt krotkiego okresu terapii (leczenie wprowadzono tuz

przez zbieraniem danych).
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Tabela 10. Odpowiedz na leczenie profilaktyczne: VIT, leki przeciwhistaminowe,

kromony, i/lub glikokortykosteroidy.

Rodzaj odpowiedzi Liczba chorych % chorych z anafilaksja

Catkowita odpowiedz

Znaczna odpowiedz 44 57.8
Czesciowa odpowiedz 14 18.4
Brak odpowiedzi 8 10.5

4.2. Wyniki badania ekspresji genoéw z zastosowaniem techniki RT-PCR

Grupa badana sktadata sie z 57 chorych, w tym 23 chorych na CM, 32 chorych
na ISM, 2 chorych na SSM oraz 19 oséb zdrowych bez reakcji anafilaktycznych

w wywiadzie.

Objawy MCAS stwierdzono u 23 chorych (40.3%). Alergie na jady owaddéw
btonkoskrzydtych potwierdzono u 13 chorych (22.8%).

4.2.1. Wyniki badania ekspresji wybranych 16 genow z uzyciem Kkart

mikrocieczowych u chorych na mastocytoze w poréownaniu do 0sob zdrowych

Stwierdzono istotne réznice w ekspresji genéw B3GAT1 (p=0,006) oraz ITGB1
(p=0,02) u chorych na mastocytoze w poréwnaniu do oséb zdrowych. Oba geny

podlegaty obnizonej ekspresji u chorych na mastocytoze (tabela 11).

Tabela 11. Ekspresja gendéw u chorych na mastocytoze w poréwnaniu do oséb

zdrowych.
Mastocytoza Kontrola fc mastocytozal/kontrola
ct 9,87898  9,98657 0,989226503  0,304965
18S-Hs99999901_s1 9,87898 9,98657 0,989226503 0,304965
ABI3BP-Hs00227206_m1 54,25767 61,64240 0,88020045 0,288300
ANKRD6-Hs00208902_m1 32,17114 31,15650 1,032565995 0,371331
B3GAT1-Hs00218629_m1 29,38893 30,09169 0,976645979 0,005770
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CDC42BPA-Hs00177522_m1 29,44687  29,24433 1,006925742  0,617185
DVL1-Hs00182896_m1 28,13153  28,20894 0,997255997  0,277531
G0S2-Hs00274783_s1 30,50334  30,76468 0,991505124  0,322246
HLA-DRB4-Hs03027795_uH 62,26722  65,29632 0,953610024  0,721161
ITGAV-Hs00233808_m1 31,62139  30,35559 1,041698973  0,467507
ITGB1-Hs00559595_m1 25,85044  25,92594 0,997088049  0,024794
JUP-Hs00158408_m1 27,84032  27,49300 1,012633071 0,721161
MAP2K3-Hs00177127_m1 22,97515  23,03259 0,997506013  0,282881
MLL3-Hs01005521_m1 25,98323  26,06638 0,99681009  0,404204
TNFRSF4-Hs00533968_m1 28,94907  29,09905 0,994845826  0,316417
TRAF4-Hs00188755_m1 30,09023  29,99981 1,003014174  0,677084
ZMAT3-Hs00536976_m1 26,91940  26,79540 1,00462762  0,592232

Ponadto stwierdzono istotne réznice w ekspresji BSGAT1 u chorych na SSM
(p=0.02), ISM (p=0.01) oraz CM (p=0.04). Réznica w ekspresji genu ITGB1
wystepowata jedynie u chorych na ISM (p=0,03). Poréwnujgc ekspresje
wybranych genéw u oséb chorych na ISM oraz CM nie stwierdzono istotnych

statystycznie réznic.

4.2.2. Ekspresja gendw u chorych na mastocytoze z wspatistniejacg alergig na
Jjady owadow w porownaniu do chorych na mastocytoze bez reakcji

anafilaktycznych w wywiadzie

Ponadto stwierdzono istotne réznice w ekspresji B3GAT1 (p=0,003) oraz ITGB1
(p=0.02) wsréd chorych na mastocytoze z IVA w poroéwnaniu do chorych na
mastocytoze bez anafilaksji w wywiadzie. U chorych na mastocytoze z

anafilaksjg w wywiadzie oba geny podlegaty obnizonej ekspresji (tabela 12).
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Tabela 12. Ekspresja gendéw u chorych na mastocytoze z wspdtistniejacg
alergig na jady owadow w poréwnaniu do chorych na mastocytoze bez reakc;ji

anafilaktycznych w wywiadzie.

Gen IVA brak IVA Fc IVA/brak IVA
c 1019434 984635 1035341 |
18S-Hs99999901_s1 10,19434 9,84635 1,035341
ABI3BP-Hs00227206_m1 49,37462 57,49242 0,858802
ANKRD6-Hs00208902_m1 36,26235 31,02092 1,168965
B3GAT1-Hs00218629_m1 28,86069 29,70987 0,971417
CDC42BPA-Hs00177522_m1 29,67974 29,33773 1,011658
DVL1-Hs00182896_m1 28,21779 28,13708 1,002869
G0S2-Hs00274783_s1 31,00941 30,47773 1,017445
HLA-DRB4-Hs03027795_uH 60,30974 63,58468 0,948495
ITGAV-Hs00233808_m1 30,58916 31,45264 0,972547
ITGB1-Hs00559595_m1 25,75965 25,89194 0,99489
JUP-Hs00158408_m1 27,93660 27,71571 1,00797
MAP2K3-Hs00177127_m1 22,94885 22,99790 0,997867
MLL3-Hs01005521_m1 26,14975 25,97395 1,006768
TNFRSF4-Hs00533968_m1 29,05661 28,97211 1,002917
TRAF4-Hs00188755_m1 30,16049 30,04847 1,003728
ZMAT3-Hs00536976_m1 26,90725 26,88451 1,000846

Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji genéow u chorych w zaleznosci od
wystepowania anafilaksji w wywiadzie czy objawow aktywacji komérek tucznych
(MCAS).
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4.3. Wyniki badania ekspresji genow z zastosowaniem techniki whole genome

expression analysis

Grupa badana sktadata sie z 7 chorych, u ktérych rozpoznano nastepujace
postaci mastocytozy: u 2 chorych rozpoznano mastocytoze skory, u 4 chorych
mastocytoze ukfadowg o ftagodnym przebiegu, a u 1 chorego mastocytoze

uktadowg o podstepnym przebiegu.

Z 47 323 odcinkdow RNA warunki jakosci wymagane do dalszej analizy spetnito
32379 transkryptow. Przy zastosowaniu testu T i korekcji testem Benjamina
Hochberga w analizie wielokrotnych poréwnan profili ekspresji we krwi
szpikowej i obwodowej stwierdzono istotne réznice w ekspresji 7689 z
analizowanych transkryptow. Przy ograniczeniu liczby gendw do tych z r6znicg
w ekspresji powyzej 2 stwierdzono istotne roznice w ekspresji 943 transkryptow,
z ktérych 361 ulegato nadekspresji, a 582 ulegato stabszej ekspresji. Przy
przyjeciu p=0.00001 i réznicy w ekspresji powyzej 8 stwierdzono istotne réznice
w ekspresji 45 genéw (Tabela 13). Wsréd gendw o istotnej roznicy w ekspresji
w krwi szpikowej nie znajdujg sie geny ITGB1 i B3GAT1, ktérych ekspresja

wykazata najwieksze réznice w badaniu RT PCR.

Tabela 13. Ekspresja genow przy zatozeniu p=0.00001 oraz fc>8.

Symbol FC ([1] vs g FC (abs) Chromos
Nazwa genu
genu - 3 (MTvs 3D | (M1 vs [3]) o ome
TFRC transferrin receptor (p90, CD71) 9.886323 3.305434  9.886323 up chr3
CAMP cathelicidin antimicrobial peptide 11.728601 3.551959  11.728601 up chr3
GNLY  Jrendvsin, transcript variant 8072106 -3.0129452 8.072106 down  chr2
ATP-binding cassette, sub-family
ABCB10 B (MDR/TAP), member 10 8.248884 3.044199  8.248884 up chr1
DEFA4 defensin, alpha 4, corticostatin 37.540657  5.230382 37.540657 up chr8
TYMS thymidylate synthetase 9.56988 3.2585008  9.56988 up chr18
LOCTO13T  HCC-related HCC-C11_v3 11.832875 -3.5647287 11.832875 down  chr8
LCN2 lipocalin 2 18.22163 4.18758 18.22163 up chr9
ELANE elastase, neutrophil expressed 37.486782 5.22831  37.486782 up chr19
HP haptoglobin 11.95241 3.5792296 11.95241 up chr16
ribonuclease, RNase A family, 2
RNASE2  (liver, eosinophil-derived 16.909721 4.079781 16.909721 up chr14
neurotoxin)
CA2 carbonic anhydrase || 10.775433  3.429674 10.775433 up chr8
CA2 carbonic anhydrase Il 9.898173  3.3071623 9.898173 up chr8
LoCe43332 MISC_RNA (LOC643332), 20.637053  4.367165 20.637053 up  chri4
miscRNA
P13 peptidase inhibitor 3, skin-derived  -10.623919 -3.409244 10.623919 down chr20
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azurocidin 1

topoisomerase (DNA) Il alpha
170kDa
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cerevisiae)
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28S ribosomal RNA
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RNA
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cathepsin G
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(eosinophil cationic protein)
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(elliptocytosis 2)
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v-myb myeloblastosis viral
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finger domains 1

proteinase 3

nucleolar and spindle associated
protein 1
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eosinophil granule major basic
protein)

oxidized low density lipoprotein
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Produkty genow, ktérych rdznice w ekspresji byly istotnie rozne, sg
zaangazowane W cyklu komorkowym, replikacji DNA, interakcji cytokiny -
receptor dla cytokin, a takze w Sciezce sygnalizacji p53 oraz w Sciezkach
sygnalizacji w raku (Tabela 14).

Tabela 14. Funkcje genow podlegajgcych istotnie réznej ekspresji w krwi

obwodowej i krwi szpikowej na podstawie bazy danych KEGG.

Geny HYP Hyp* Adnotacje
25 3420 66  1.23497e- 2.22295e-
) 123 25 (KEGG) 04110: Cell cycle
genow 8 0 18 16
11 3420 66  3.47977e- 3.13179%e-
i 35 11 (KEGG) 03030: DNA replication
genow 8 0 11 09
14 . 3420 " 66 6.71451e- 4.02871e- (KEGG) 04640: Hematopoietic cell
genow 8 0 10 08 lineage
10 3420 66  3.36138e- 1.51262e-
i 40 10 (KEGG) 04110: Cell cycle
genow 8 0 09 07
12 3420 66 1.97618e- (KEGG) 04115: p53 signaling
) 67 12 5.4894e-09
genoéw 8 0 07 pathway
(KEGG) 04115: p53 signaling
8 3420 66  1.03078e- 3.09234e-
i 24 8 pathway
genow 8 0 08 07
(KEGG) 04110: Cell cycle
(KEGG) 04115: p53 signaling
5 3420 66  1.55517e- 3.99901e-
) 6 5 pathway
genoéw 8 0 08 07
(KEGG) 04110: Cell cycle
21 259 3420 1 66  4.05908e- 9.13293e- (KEGG) 04060: Cytokine-cytokine
genow 8 0 08 07 receptor interaction
5 . 3420 E 66  5.35627e- 1.07125e- (KEGG) 03030: DNA replication
genow 8 0 08 06 (KEGG) 04110: Cell cycle
3420 66  1.37337e- 2.47206e- (KEGG) 05200: Pathways in cancer
4 geny 4 4
8 0 07 06 (KEGG) 04110: Cell cycle

NGR = ang. number of annotated genes in the reference list; liczba
odnotowanych gendw na liscie referencyjne;j

TNGR = ang. total number of genes in the reference list; catkowita liczba genow
na liscie referencyjne;j

NG = ang. number of annotated genes in the input list; liczba odnotowanych
genow w liscie wejsciowej

TNG = ang. total number of genes in the input list, catkowita liczba genéw na
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liscie wejsciowej
Hyp = ang. hypergeometric pValue; hipergeometryczna wartosc¢ p
Hyp* = ang. corrected hypergeometric pValue; skorygowana

hipergeometryczna wartosc p

Istotne roznice w ekspresji genow B3GAT1 oraz ITGB1 stwierdzone u chorych
na mastocytoze za pomocg kart mikrocieczowych nie znalazty potwierdzenia w
badaniu whole genome expression analysis przy przyjeciu testu T i korekc;ji
testem Benjamina Hochberga w analizie wielokorotnych poréwnan profili

ekspresji we krwi szpikowej i obwodowe;.
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5. Omowienie wynikow
5.1. Anafilaksja

W badaniu stwierdzono, ze niemal potowa (49.3%) pacjentéw z mastocytozg
miata reakcje anafilaktyczne w wywiadzie. Czesto$¢ wystepowania objawow
aktywacji mastocytow prowokowanych czynnikami fizykalnymi byta jeszcze
wyzsza u chorych na mastocytoze (74%). Nie stwierdzono reakc;ji
anafilaktycznych u chorych na podstepng i agresywng posta¢ mastocytozy. Do
czynnikéw ryzyka wystgpienia reakcji anafilaktycznej u chorych na mastocytoze
uktadowg o tagodnym przebiegu i pokrzywke barwnikowg nalezaty: choroba
ukltadowa oraz podwyzszone stezenie tryptazy. Najczestszymi czynnikami
wywotujgcymi reakcje anafilaktyczne byly jady owaddw btonkoskrzydtych,
pokarmy oraz leki, co jest zgodne z danymi wczesniej opisanymi [34,36,86].
Ciekawym i nowatorskim wynikiem badania jest identyfikacja nieopisywanych
dotychczas czynnikow wywotujgcych objawy aktywacji komorek tucznych,
mianowicie czynnikéw fizycznych. Objawy aktywacji komorek tucznych
prowokowane przez czynniki fizyczne stwierdzono az u 74% chorych (n=112).
Zgodnie z wytycznymi EAACI oraz ECNM zastosowana profilaktyka
wystgpienia anafilaksji byta skuteczna u wiekszosci chorych (89.5%). Natomiast
nieco wiecej niz 10% chorych nie osiggneto zamierzonych efektéw leczenia i

moze wymagac leczenia biologicznego (obecnie w trakcie badan klinicznych).

Wyniki badania wskazuja, ze anafilaksja znacznie czesciej wystepuje u chorych
na mastocytoze (49.3%) niz w populacji ogdlnej, gdzie rozpowszechnienie
reakcji anafilaktycznych stanowi od 0.05% do 2% [101,130]. Ponadto uwaza
sie, ze przebieg anafilaksji jest ciezszy u chorych na mastocytoze [83]. W
badanej grupie czestos¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych byta wyzsza u
chorych na mastocytoze uktadowg w poréwnaniu do chorych na mastocytoze
skory, co jest zgodne =z doniesieniami Brockowa i wspotautoréw [16].
Czynnikami wywotujgcymi ciezkie reakcje anafilaktyczne u chorych na
mastocytoze byly: jady owaddw btonkoskrzydtych, nastepnie pokarmy oraz leki.
Najciezsze reakcje wywotane byly alergig na jad owaddow btonkoskrzydtych,
byty one rowniez znacznie czestsze niz w populacji ogdlnej. Ltagodne reakcje

anafilaktyczne powodowane byly spozyciem pokarmu lub przyjeciem leku.

59



Dodatkowo, w przypadku nadwrazliwosci na leki i pokarm, nie stwierdzono
istotnych réznic w czestosci wystepowania anafilaksji IgE-zaleznej u chorych na
mastocytoze w poréwnaniu do populacji ogolnej. WiekszoS¢ objawow
wywotywanych spozyciem pokarmu nie byto nastepstwem reakcji IgE-zaleznej.
Vlieg-Boerstra i wspotautorzy [149] wykazali, ze pokarmy o wysokiej zawartosci
amin biogennych oraz sktadnikow uwalniajgcych histamine mogg powodowaé
uwolnienie mediatorow komoérek tucznych. Ponadto postulujg, ze objawy
bedgce nastepstwem uwolnienia mediatorow wynikaty raczej ze zwiekszonej
ilosci komoérek tucznych niz ich podatnosci do degranulacji [149]. Anafilaksja
polekowa najczesciej byta konsekwencjg nadwrazliwosci na leki z grupy NLPZ,
alergii na antybiotyki oraz srodki znieczulajgce miejscowo. Wyniki tej pracy
potwierdzajg doniesienia Moneret-Vautrin i wspotautoréw [92], ze zagrazajgca
zyciu anafilaksja polekowa byta najczesciej spowodowana amoksycyling,

cefalosporyng lub NLPZ.

Uwaza sie, ze tryptaza jest niezawodnym markerem degranulacji komoérek
tucznych i moze by¢é uwazana za marker wystgpienia anafilaksji [50]. W tym
badaniu podwyzszone stezenie tryptazy byto istotnie zwigzane z
wystepowaniem anafilaksji oraz moze by¢ rozpatrywane jako czynnik ryzyka
ciezkiej reakcji alergicznej. Potwierdza to wczesniejsze doniesienia dotyczace
anafilaksji pouzadleniowej i podwyzszonego stezenia tryptazy u chorych na
alergie na jady owadow [83,123]. Inne wnioski zostaty zaprezentowane w
badaniu van Anrooij i wspofautorow [145], ktorzy ocenili ryzyko wystgpienia
anafilaksji u chorych na mastocytoze w zaleznosci od liczby mastocytow, ktérg
odzwierciedlaty markery mastocytow: stezenie tryptazy w surowicy oraz
metabolity histaminy w moczu (metylhistamina oraz kwas
metyloimidazolooctowy - MIMA). Badacze przedstawili rozbiezny zwigzek
miedzy liczbg mastocytow a czestoscia wystepowania anafilaksiji
pouzgdleniowej (HVAn). Zaobserwowali, Zze niezaleznie od podtypu
mastocytozy oraz narazenia na uzadlenia przez owady btonkoskrzydte,
rozpowszechnienie HVAn stopniowo wzrastato od 36% do 47% wraz ze
wzrostem stezenia tryptazy do 28.0 pg/L, metylhistaminy do 231.0 ug/L oraz
MIMA do 2.7 mmol/mol kreatyniny, a nastepnie obnizalo sie z dalszym

wzrostem powyzszych markerow. Nastepnie zwigzek miedzy liczbg mastocytéw
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a wystepowaniem HVAn analizowano w grupie chorych na ISM narazonych na
uzgdlenia przez btonkéwki w wieku dojrzatym i stwierdzono, ze stezenie
tryptazy, MIMA oraz metylhistaminy byly niezaleznymi negatywnymi
predyktorami anafilaksji pouzadleniowej. Ponadto w badanej grupie czynnikami
ryzyka HVAn byty: wiek, w ktdorym nastgpito ostatnie uzadlenie (im starszy tym
wyzsze ryzyko HVAnN), nieobecnos¢ zmian skérnych typu pokrzywki
barwnikowej. Autorzy dodajg, ze pacjenci eksponowani na uzadlenia przez
owady btonkoskrzydte nie majg wyzszego ryzyka HVAn dopdki nie rozwinie sie
u nich mastocytoza. Dlatego aktualne rozpowszechnienie HVAn moze by¢
wyzsze u pacjentdw eksponowanych na uzadlenia juz po rozpoczeciu procesu
chorobowego. Wyniki badania sg sprzeczne z dotychczas opublikowanymi,
poniewaz poprzednie badania ograniczaty sie do pacjentow z potwierdzong
IgE-zalezng IVA niezaleznie od obecnosci mastocytozy. Poza tym, Srednie
stezenie tryptazy w prezentowanym badaniu byto znacznie wyzsze (25.2 pl/L,
zakres 14.0-51.2 pl/L) niz w najwiekszej opublikowanej dotychczas grupie
chorych na IVA (5.84 - 8.36 pl/L) [125]. W mastocytozie komorki tuczne sg
atypowe, a im wieksza atypia tym bardziej zaburzona funkcja, co moze
prowadzi¢ do supresji HVAn. Ostatnia hipoteza znalazta potwierdzenie w
wynikach badan ekspresji profili genetycznych, gdzie stwierdzono wieksze
zaburzenia w roznicowaniu fenotypu mastocytéw u chorych z ISM bez HVAn w
poréwnaniu do chorych z ISM z HVAn w wywiadzie [100]. Brak HVAn u chorych
z wyzszg liczbg mastocytow nieprawidtowo zréznicowanych wynika najpewniej
z ich dysfunkcji. Van Anrooij okresla wieksza liczbe mastocytéw mianem
niezaleznego predyktora nizszego ryzyka wystgpienia HVAn u chorych z ISM. Z
powodu rozbieznosci wynikdbw tej analizy z badaniami dotychczas
opublikowanymi nalezy doda¢, ze kluczowym etapem do oceny ryzyka
wystgpienia HVAnN jest ocena klonalnosci mastocytow [145]. W badanej przez
mnie grupie chorych nie stwierdzono wystepowania reakcji anafilaktycznych u
chorych leczonych z powodu mastocytozy o podstepnym przebiegu, jak i u
chorych na agresywng posta¢ choroby. Moze to w czesci potwierdzac
spostrzezenia van Anrooij i wspotautorow, gdyz w tej grupie chorych stezenia

tryptazy mastocytarnej sg najwyzsze.
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Podwyzszone ryzyko zagrazajgcej zyciu anafilaksji moze wystepowac podczas
wysitku fizycznego, ekspozycji na ekstremalne temperatury, wilgotnosc¢,
wysokie stezenie pytku, a takze podczas gorgczki czy ostrej infekcji [130].
Brockow podaje, ze w niektérych przypadkach nie udaje sie okresli¢c czynnika
wywotujgcego anafilaksje [16]. Dodatkowo u chorych na mastocytoze objawy
kliniczne mogg byc¢ efektem masywnej degranulacji komoérek tucznych i
uwolnienia mediatoréw wazoaktywnych [143]. W badanej grupie chorych udato
sie zidentyfikowaé czynnik sprawczy reakcji alergicznej w wiekszosci
przypadkow. Dodatkowo u wiekszosci chorych (74%) stwierdzono objawy
wynikajgce z degranulacji mastocytéw pod wptywem nastepujgcych czynnikéw
fizycznych: wysitek fizyczny, pocieranie skory, zimno, gorgco, ekspozycja na
Swiatto stoneczne. U chorych na mastocytoze uktadowg czesciej wystepowaty
incydenty hipotensiji niz u chorych na mastocytoze skoéry. Co wiecej u chorych
na SM czesciej stwierdzano objawy degranulacji komérek tucznych pod
wptywem czynnikéw fizycznych. Z kolei sBT byto istotnie wyzsze u chorych z
objawami degranulacji komérek tucznych pod wptywem czynnikéw fizycznych w
poréwnaniu do chorych bez tych objawéw. Uwaza sie, ze chorzy na SM lub z
podwyzszonym stezeniem sBT majg podwyzszone ryzyko wystgpienia reakciji
anafilaktycznej. W badanej grupie stwierdzono takze czestsze wystepowanie
objawow reakcji anafilaktycznej wynikajgcych z degranulacji komérek tucznych
pod wptywem czynnikéw fizycznych u chorych z anafilaksjg w wywiadzie. U
tych pacjentéw sBT byto istotnie wyzsze oraz czesciej wykrywano mutacje c-kit,
co jest zgodne z opublikowanymi danymi. Wobec tego mozna sadzi¢, ze u
chorych na mastocytoze objawy aktywacji mastocytow pod wptywem czynnikow
fizycznych mogg stanowi¢ czynnik ryzyka wystgpienia anafilaksji i ich
wystepowanie powinno by¢ rutynowo oceniane i dokumentowane w historii

choroby kazdego chorego.

Uwazam, ze osobnego omoéwienia wymaga temat zespotu aktywac;ji
mastocytow (MCAS). Poniewaz objawy wynikajgce z aktywacji komorek
tucznych i uwolnienia ich mediatoréw sg bardzo réznorodne i wystepujg z rézng
czestoscig u chorych na mastocytoze stwarzajgc dylematy diagnostyczne,
uwaza sie, ze powinna istnie¢ ujednolicona klasyfikacja obejmujgca

mastocytoze oraz MCAS jako choroby zalezne od mastocytéw (MCAD) [137].
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Uwaza sie, ze powinna ona naturalnie obejmowaé choroby wewnetrzne, w
ktorych patogenezie role odgrywajg, tym samym ufatwia¢ diagnostyke miedzy
innymi chorob alergicznych, immunologicznych, mastocytozy oraz chordb skory
[137]. Zaproponowano 0golng klasyfikacje choréb zaleznych od mastocytow
oraz od ich nieprawidtowych reakcji obejmujgcg udziat linii komorek tucznych
oraz zaréwno stany nowotworowe jak i nienowotworowe (czego nie byto w
poprzedniej klasyfikacji mastocytozy wg WHO). Pelng obecnie obowigzujgcag
klasyfikacje przedstawiono w tabeli 15 [137].

Tabela 15. Klasyfikacja chordb zaleznych od mastocytow [137].

Rozpoznanie Definicja lub charaketrystyka |

Zwigkszona ilos¢ MCs (niemonoklonalnych) w tkankach, w wiekszosci

. . ) przypadkéw reaktywna, potwierdzona obecno$¢ choroby zasadniczej,
Hiperplazja mastocytéw (MCs) ; ; i ;

brak objawéw MCA, takze obecna w chorobach limfoproliferacyjnych oraz

po podaniu SCF

Mastocytoza (+-MCAS) Zwiekszona ilo$¢ monoklonalnych MCs
Mastocytoza uktadowa Spetnione kryteria SM

Mastocytoza skory Spetnione kryteria MIS przy braku kryteriéw SM
Mastocytoma Zlokalizowane tagodne monoklonalne MCs

Miesak mastocytarny Zlokalizowane agresywne monoklonalne MCs
Zespot aktywacji mastocytow MCA rozpoznany na podstawie istniejgcych kryteriow
Pierwotny MCAS CM, SM, MMAS

Wtérny MCAS Atopia lub inna choroba zwigzana z obecnoscig MCA
Idiopatyczny MCAS Nie potwierdzono przyczyny objawéw MCA

L 3 Udziat linii MCs w rozro$cie nowotworowym szpiku
Obecnosé mielomastocytow

AML (trypaza+)

Biataczka mielomastocytozowa

Brak spetnienia kryteriow SM lub MML, blasty tryptaza+

Udziat linii MCs w MDS/AML z obecnoscig co najmniej 10% klonalnych
MCs w szpiku i/lub w rozmazach krwi obwodowej, brak spetnienia
kryteriow SM

Udziat linii MCs w MDS/AML z obecnos$cig co najmniej 10% klonalnych MCs w
szpiku i/lub w rozmazach krwi obwodowej, brak spetnienia kryteriow SM.

Gtowng zaletg obecnie obowigzujgcych kryteriow i samej klasyfikacji ma by¢
wiasciwe rozpoznanie oraz unikniecie nadinterpretacji wystepujgcych objawdéw
MCA w codziennej praktyce klinicznej. Chorzy z obecnoscig stabo wyrazonych
objawow powinni by¢ diagnozowani w kierunku chorob wspdétistniejgcych
przebiegajgcych z obrazem klinicznym MCA celem ustalenia wiasciwego

rozpoznania ostatecznego. Nalezy zwrdci¢ szczegbdlng uwage na obecnosé
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choréb uktadu krgzenia (pacjenci z hipotensjg, wstrzgsem), pewnych chorob
endokrynologicznych, choréb nowotworowych, ukfadu pokarmowego, réznych
choréb infekcyjnych, neurologicznych czy psychicznych. Nalezy wzigé pod
uwage wszystkie mozliwe rozpoznania i po doktadnym zbadaniu chorego oraz
uzyskaniu wynikow badan dodatkowych (tryptaza mastocytarna, histamina i/lub
jej metabolity, PGD2 i/lub jej metabolity) rozpoznaé wiasciwg jednostke
chorobowg. Trudnosci diagnostyczne wystgpi¢ mogg, gdy nie stwierdza sie
podwyzszonego stezenia tryptazy. Wowczas powinno sie oznaczy¢ histamine
i/lub jej metabolity. Jesli stezenie tryptazy nie jest podwyzszone a histamina
i/lub jej metabolity sg podwyzszone w okresie objawowym to nalezy wzig¢ pod
uwage zespot aktywacji bazofiléw lub guz wydzielajgcy histamine. Dodatkowa
miejscowa degranulacja komorek tucznych w przebiegu roznych stanow
zapalnych, np. w chorobach zapalnych jelita grubego, nie jest dowodem na
obecnos¢ pierwotnego MCAS. Dotyczy to szczegdlnie chorych z typowymi
objawami MCA dobrze odpowiadajgcych na leczenie kromonami doustnymi w
duzych dawkach [96]. Wartym szczegodlnej uwagi rozpoznaniem jest
intoksykacja histaming wystepujgca po spozyciu produktow bogatych w

histamine (lub jej metabolity): wina, owocéw morza, ryb czy sosu sojowego [25].

Objawy zwigzane z aktywacjg mastocytow oraz uwolnieniem mediatorow

komorek tucznych.

Do aktywacji mastocytéw (ang. mast cell activation, MCA) dochodzi w reakc;ji
alergicznej IgE-zaleznej, w réznych stanach zapalnych oraz w mastocytozie.
Aktywowane komorki tuczne poprzez reakcje IgE-zalezng lub inny receptorowy
lub niereceptorowy bodziec gwattownie uwalniajg oraz wytwarzajg de novo
mediatory odpowiedzialne za objawy reakcji anafilaktycznej [135]. Wiadomo, ze
w przeciwienstwie do wiekszosci oséb, u ktérych w reakcji anafilaktycznej
mozna zidentyfikowa¢ specyficzny alergen odpowiedzialny za wystgpienie
anafilaksji, u oséb z mastocytozg stezenia swoistych IgE sg bardzo niskie lub
nieoznaczalne [135]. Objawy uktadowe wynikajgce z MCA mogg potegowac
choroby wspdtistniejgce: alergie IgE-zalezne, czynne zakazenia, choroby
autoimmunologiczne, chorobe wrzodowa Zzotgdka i dwunstnicy. Stad przy
ocenie powyzszych objawow nalezy zawsze wykluczy¢ inne niz MCA

przyczyny. Objawy powodowane MCA sg najczesciej zgtaszanymi
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dolegliwosciami przez chorych na mastocytoze. Stanowig szerokie spektrum
objawdéw: od nudnosci, kurczowych béli brzucha, biegunki, $wigdu, po kotatania
serca i inne arytmie, spadek cisnienia tetniczego, petnoobjawowg anafilaksje, a
takze zaburzenia neurologiczne i psychiatryczne. Ich niejednorodnoS¢ mozna
wyttumaczy¢ indywidualnym przebiegiem choroby u kazdego pacjenta, w
zaleznoéci od zajetego narzadu, réznymi czynnikami wywotujgcymi MCA,
réznorodnoscig oraz iloscig uwalnianych mediatorobw komorek tucznych, a
takze obecnoscig choréb wspdétistniejgcych [145]. Objawy MCA mogg by¢ ostre
lub przewlekte oraz trwac¢ od kilku minut do wielu godzin. Mediatory uwalniane
w czasie aktywacji mastocytow oraz powodowane przez nie objawy

przedstawiono w tabeli 16 [145].

Tabela 16. Mediatory komérek tucznych i powodowane przez nie objawy MCA
[145].

Mediatory Objawy dziatania mediatoréw MCA |

Histamina  Bol gtowy, hipotensja, pokrzywka, obrzek naczynioruchowy, swigd, biegunka

PGD2 Wydzielanie $luzu, skurcz oskrzeli, niestabilno$¢ naczyn

PAF Kurczowy bdl brzucha, obrzek ptuc, pokrzywka, skurcz oskrzeli, hipotensja,
arytmia

Cytokiny prozapalne Miejscowy stan zapalny, obrzek naczynioruchowy, migracja leukocytéw

LTC4iLTD4 Wydzielanie $luzu, obrzek naczynioruchowy, niestabilno$¢ naczyn

Chemokiny Ostre zapalenie i rekrutacja leukocytéw, migracja leukocytéw

Tryptaza Aktywacja srédbtonka z nastepujgcymi reakcjami stanu zapalnego

Mimo powszechnosci w wystepowaniu objawéw MCA istniejg trudnosci w ich
obiektywnej ocenie i wilasciwym rozpoznaniu. Dopiero w 2010 roku grono
ekspertow wypracowato jednolite kryteria oceny oraz klasyfikacje aktywaciji
mastocytéw (MCA) oraz zespotu aktywacji mastocytow (MCAS) [137]. Ustalono,
ze w celu rozpoznania uktadowych objawéw wynikajgcych z MCA konieczne
jest spetnienie nastepujgcych kryteriow: 1) typowe objawy podmiotowe i
przedmiotowe, 2) znaczny i przejsciowy wzrost markerow uwolnionych przez
komoérki tuczne (preferowane stezenie tryptazy mastocytarnej w surowicy, ale
takze histaminy bgdz jej metabolitéw lub prostaglandyny D2 lub jej metabolitow
w moczu) w trakcie lub bezposrednio po incydencie lub co najmniej 24 godziny

po ustgpieniu objawdéw oraz 3) odpowiedz na leczenie inhibitorami receptorow
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dla mediatorow lub lekami blokujgcymi aktywacje komdrek tucznych. Aby
rozpozna¢ MCA muszg byC spetnione wszystkie powyzsze kryteria. Do
typowych objawow sugerujgcych MCA nalezg: czerwienienie sie, $wiad,
pokrzywka, obrzek naczynioruchowy, blokada i/lub $wigd nosa, obrzek gardig,
$wiszczgcy oddech, bdl gtowy, spadek cisnienia oraz biegunka. Zaden z
powyzszych objawdéw nie jest charakterystyczny dla MCA, stad koniecznie
nalezy oceni¢ pozostate kryteria diagnostyczne. Podwyzszone stezenie tryptazy
mastocytarnej rowniez nie dowodzi a prawidtowe jej stezenie nie wyklucza
istnienia MCA. Wozrost stezenia tryptazy w czasie reakcji anafilaktycznej
nastepuje do 15-60 minut po wystgpieniu objawéw a nastepnie obniza sie z 2
godzinnym czasem pottrwania. Aby kryterium zostato spetnione nalezy
stwierdzi¢ wzrost stezenia tryptazy o co najmniej 20% oraz 2 ng/ml podczas lub
4 godziny po ustgpieniu objawéw. Stosujgc to kryterium nalezy pamieta¢ o
oznaczeniu podstawowego stezenia tryptazy w surowicy nie wczesniej niz 24
godziny po ustgpieniu objawéw. Ma to na celu potwierdzenie, Zze objawy sg
przejsciowe oraz wykluczenie bagdz stwierdzenie podwyzszonego stezenia
tryptazy charakterystycznego dla mastocytozy [137]. Uwaza sie, ze rozpoznanie
MCA nie powinno stanowi¢ rozpoznania ostatecznego. Chorego z objawami
MCA nalezy oceni¢ w kierunku monoklonalnej choroby mastocytow (pierwotny
MCAS), alergii bgdz innej nieprawidtowosci wynikiem ktorej sg objawy MCA
(wtérny MCAS) lub idiopatycznego MCAS, gdy nie potwierdza sie klonalnosé
mastocytéw ani nie mozna ustali¢ czynnika wywotujgcego aktywacje komorek
tucznych. Oczywiscie istnienie pierwotnego MCAS nie wyklucza obecnosci
wtornego MCAS, a istnienie wtérnego - pierwotnego MCAS [137]. Chorzy z
pierwotnym MCAS majg mastocytoze lub MMAS. Natomiast chorzy z MMAS
mogg mie¢ wczesng lub ograniczong postac¢ mastocytozy uktadowej i podobne
ryzyko wystgpienia zagrazajgcej zyciu reakcji anafilaktycznej co chorzy z
potwierdzong mastocytozg ukfadowg. Klasyfikacje MCAS przedstawiono w
tabeli 17.

Tabela 17. Klasyfikacja zespotu aktywacji mastocytow MCAS [137].

Kategoria oraz wariant Kryteria |

Pierwotny MCAS Spetnione kryteria MCA oraz klonalno$¢ mastocytow
Mastocytoza (CD25+ i/lub KIT D816V)*

66



Monoklonal MCAS

Wtérny MCAS

Alerai Spetnione kryteria MCA oraz kryteria potwierdzajgce alergie lub inng chorobe z
ergia

| horoby * obrazem klinicznym MCA
nne choroby **

Idiopatyczny MCAS *** Spetnione kryteria MCA, brak rozpoznania czynnika wywotujacego MCA
* Mastocyty CD25+ oraz obecna mutacja KIT D816V lub obecna mutacja KIT
D816V i brak immunofenotypu CD25+

**  Choroby zwigzane z obecnoscig objawéw  MCA: choroby
autoimmunologiczne, pewne infekcje bakteryjne, objawy niepozgdane
niektoérych lekow

*** ldiopatyczny MCAS stanowi rozpoznanie ostateczne, jednakze wymaga
wykluczenia wszystkich potencjalnych przyczyn wystgpienia objawow MCA.

Idiopatyczny oraz wtorny MCAS wystepowac u jednego pacjenta

Jak dotgd nie ma skutecznej terapii przyczynowej mastocytozy, a leczenie
polega na unikaniu czynnikbw wyzwalajgcych objawy, hamujgcych objawy
aktywacji komorek tucznych oraz stosowaniu swoistej immunoterapii u chorych
z potwierdzong alergig [18]. W badaniu opisanym przez Brockowa [16] u
chorych na mastocytoze stosowano leki przeciwhistaminowe i/lub
glikokortykosteroidy, a adrenaline w amputkostrzykawce przepisywano tylko u
11% chorych. W innym badaniu opisano podobne wyniki przepisywania
adrenaliny u 10% do 16% chorych z anafilaksjg w wywiadzie [26,27]. Jednakze
autorzy powyzszych prac zalecajg by kazdy pacjent z mastocytozg byt
zaopatrzony w tak zwany zestaw ratunkowy, "emergency kit", w ktérego skfad
wchodzi amputkostrzykawka z adrenaling, do czasu wprowadzenia
zwalidowanej oceny czynnikow predykcyjnych ryzyka anafilaksji do codzienne;j

praktyki lekarskie;.

W badanej grupie chorych leczenie profilaktyczne objawéw aktywacji
mastocytéw byto nieskuteczne u 8 (10.5%), a tylko czesciowg regresje
stwierdzono u kolejnych 14 chorych (18%). Wobec tego sugeruje sie, ze w
przysztosci mozna by rozwazy¢ leczenie biologiczne (np. omalizumab) oraz
inhibitory KIT przynajmniej u oséb bez regresji choroby (obecnie w trakcie

badan klinicznych).
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Podsumowujgc analize dotyczgcg anafilaksji stwierdzam, Zze w badaniu
potwierdzono istotnie wyzszg czestos¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych u
chorych na mastocytoze, szczegodlnie na posta¢ uktadowg. Stwierdzono takze
znaczna czesto$¢ wystepowania objawdéw aktywacji mastocytow pod wptywem
czynnikéw fizycznych u chorych na mastocytoze z anafilaksjg w wywiadzie. U
tych pacjentdow stwierdzono takze wyzsze stezenie tryptazy oraz czesciej
wykrywano mutacje KIT. Wydaje sie, ze zespot objawow aktywacji mastocytow
moze by¢ czynnikiem ryzyka anafilaksji u chorych na mastocytoze i jego

wystepowanie powinno by¢ oceniane u kazdego chorego.
5.2. Ocena ekspresji genow za pomocg techniki RT-PCR

Poniewaz liczba mastocytow we krwi obwodowej jest niewielka, réznice w
ekspresji gendw wynikajg z roznic w ekspresji gendéw innych linii komorkowych.
W badaniu Garcia-Montero i wsp. [45] wykazano, ze mutacje KIT wystepujg nie
tylko w komérkach tucznych, ale takze w innych liniach komoérkowych szpiku i
krwi obwodowej, a ich wystepowanie ma znaczenie w prognozowaniu
przebiegu mastocytozy. W obecnym badaniu przedstawiono réznice w ekspresji

kolejnych gendw.

W badanej grupie stwierdzono istotne réznice w ekspresji genéw B3GAT1 oraz
ITGB1 u chorych na mastocytoze w poréwnaniu do oséb zdrowych. Oba geny
podlegaty stabszej ekspresji u 0séb chorych na mastocytoze w poréwnaniu do
0sOb zdrowych. Ponadto stwierdzono istotne réznice w ekspresji B3GAT1 w
zaleznoéci od postaci choroby: SSM, ISM oraz CM. Rdznica w ekspresji genu
ITGB1 wystepowata jedynie u chorych na mastocytoze uktadowg o tagodnym

przebiegu.

Ponadto stwierdzono istotne réznice w ekspresji BSGAT1 oraz ITGB1 wsréd
chorych na mastocytoze z alergig na jady owadow btonkoskrzydtych (IVA) w
poréwnaniu do chorych na mastocytoze bez anafilaksji w wywiadzie. Oba geny
podlegaty stabszej ekspresji u chorych na mastocytoze z IVA w poréwnaniu do

chorych na mastocytoze bez anafilaksji w wywiadzie.

Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji genéw u chorych w zalezno$ci od

wystepowania objawéw aktywacji komorek tucznych (MCAS).
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Gen B3GAT1 zlokalizowany na chromosomie 11925 koduje (1,3-
glukuronylotransferaze-1, ktéra jest kluczowym enzymem zaangazowanym w
biosyntezie epitopu HNK1 znanego jako CD57. Komorki zawierajgce antygen
CD57 biorg udziat w regulacji ukiadu immunologicznego oraz sg
odpowiedzialne za cytotoksycznos¢. Olloquequi i wspotautorzy [110] stwierdzili
ich znamienny wzrost w ekotopowych pecherzykach limfoblastycznych (LFs -
lymphoid follicles) znajdujgcych sie w tkance ptucnej chorych na POCHP.
Badacze po raz pierwszy stwierdzili istotny wzrost komoérek CD57+ w
pecherzykach osob chorych na POCHP w poréwnaniu do osdb niepalgcych
oraz palgcych bez POCHP. W S$wietle tych wynikow komoérki zawierajgce
antygen CD57 stanowig marker reakcji zapalnej toczgcej sie w tkance ptucne;j
[113], a nawet marker dysfunkcji catego uktadu immunologicznego niezaleznie
od choroby zasadniczej [41]. Ponadto w ostatnim czasie stwierdzono, ze
antygen CD57+ jest takze markerem komorek ostatecznie zrdéznicowanych o
wysokim potencjale cytolitycznym [24]. Chattopadhyay i wspotautorzy [24]
uwazajg, ze ekspresja CDS57 jest Scisle zwigzana z jednoczesng ekspresjg
molekut proapoptotycznych, takich jak: granzym A, granzym B oraz perforyna.
Zatem zwiekszona gestos¢ komérek CD57+ w pecherzykach ptucnych chorych
na POCHP moze wyttumaczy¢ zwiekszong ilos¢ CD57+ w LFs z apoptozag
komoérek. Fakt ten potwierdza hipoteze o dysfunkcji uktadu immunologicznego
chorych na POCHP [110]. Niezaleznie od cytotoksycznosci, Kim i wspoétautorzy
[67] przedstawili ze cze$¢ komérek CD57+ znajduje sie w centrum germinalnym
tkanki limfatycznej i indukuje réznicowanie komorek B oraz produkcje

immunoglobulin.

Uwaza sie, ze antygen CD57 jest markerem niezdolnosci limfocytéow T do
replikacji. Ekspresja CD57 na limfocytach CD8+ determinuje utrate zdolnosci do
proliferacji, a zwigzane jest to z krotszymi telomerami definiujgcymi replikacyjne
starzenie. Limfocyty T CD57+CD8+ wystepujg w wielu przewlektych procesach
zwigzanych z aktywacjg uktadu immunologicznego, takich jak infekcje
wirusowe, jak zakazenie HIV-1 [14], choroby zapalne w tym reumatoidalne
zapalenie stawow czy ziarniniak Wegenera oraz w procesach nowotworowych
[40]. Moga rozprzestrzeniac sie takze pod wptywem stresu fizycznego [131] i w

procesie starzenia [133]. Mimo Zze majg mniejsze zdolnosci do proliferacji i
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przezycia, to charakteryzujg sie wtasciwoscig cytotoksyczng i zdolnoscig do
migracji poza tkanke limfatyczng bez dalszego kragzenia. Limfocyty T
CD57+CD8+ prezentujg nadmierna ekspresje cytotoksycznych gendéw
wskazujgcych na wieksze zdolnosci cytotoksyczne i zwiekszong produkcje INF-
y oraz TNF-a pod wptywem stymulacji TCR [24,78]. Ekspresja CD57 na
limfocytach CD4+ réwniez zwigzana jest z obnizong zdolnoscig do proliferacji,
ale takze zmienia funkcje limfocytow T CD4+: zwieksza produkcje INF-y, a
obniza IL-2 [112]. Batista i wspdtautorzy [9] ocenili role ekspresji antygenu
CD57 na limfocytach T u chorych na tuszczyce i stwierdzili silniejszg ekspresje
CD57 limfocytéw CD4+ i CD8+ w skorze niezmienionej w poréwnaniu do skory
zmienionej, podczas gdy w zdrowej skorze kontrolnej w ogole nie stwierdzono
ekspresji CD57. Poniewaz uwaza sig, ze CD57+ jest markerem przewlektej
stymulacji antygenowej, Batista i wspoétautorzy sgadzg, ze niektére limfocyty
autoreaktywne nazywane limfocytami skin-resident znajdujgce sie w
niezmienionej skorze chorych na tuszczyce, mogg prezentowac antygen CD57
jako efekt poprzedniej stymulacji antygenowej. Poniewaz ekspresja CD57 na
limfocytach T wigze sie z obnizong zdolnoscig do replikacji wysoki obrot
komérkowy w skérze zmienionej tuszczycowo moze powodowaé nizszg
przezywalnos¢ limfocytow T CDS57+, a zatem obnizong ekspresje antygenu
CD57 w skorze zmienionej. Autorzy badania uwazajg, ze wyzsza ekspresja
CD57 jest specyficzna dla niezmienionej skory u chorych na tuszczyce, a wyniki
potwierdzajg roznice fenotypowe i funkcjonalne limfocytow T wystepujgcych w

réznych czesciach ciata chorego [9].

Ztozonos¢ uktadu immunologicznego stanowi nadal wyzwanie dla zrozumienia
ludzkiej odpornosci oraz wprowadzenia metod diagnostycznych do codziennej
praktyki klinicznej. W badaniu Chiang i wspétautorow [19] stwierdzono, ze
ekspresja CD57 jest uzytecznym markerem obecnosci cytotoksycznych
limfocytow T (CTLs) zawierajgcych perforyne, co uzupetnia wyniki badania
Chattopadayay i wspotautorow [24]. Dzieki badaniu ekspresji CD57 jako
markera i porownaniu zawartosci ziarnistosci oraz funkcji CTLs w komorkach
krwi  obwodowej, stwierdzono nadspodziewane roznice w zawartosci
ziarnistosci, ale podobne sktonnosci do degranulacji. Co wiecej degranulacja

CTLs byta podobnie upos$ledzona w niedoborze Munc12-4, syntaxin-11 lub
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Munc18-2. W opisanym badaniu porownano fenotyp oraz zawartosc ziarnistosci
odrebnych limfocytow CD57+ ex vivo. Analiza przedstawita r6zng zawartosc
ziarnistosci cytotoksycznych. Komdrki NK cechowata wieksza ekspresja
perforyny i granzymu A niz komorki T CD8+CD57+, natomiast komorki T
CD8+CD57+ wigksza ekspresja granzymu B. Granzym B jest potencjalnym
induktorem apoptozy w mechanizmie zaleznym jak i niezaleznym od kaspazy.
Granzym A uwazany jest za staby mediator niezaleznej od kaspazy $mierci
komoérki. Odpowiednia aktywacja poszczegolnych komoérek powodowata
ostatecznie smieré komorki mimo réznigcych sie ziarnistosci cytotoksycznych.
Autorzy proponujg, aby ocena ekspresja CD57+ stosowana byt jako marker
CTLs. Ocena liczby limfocytéw T CD57+ moze by¢ pomocna w diagnostyce
zespotow z nieprawidtowymi CTLs. Analiza danych ilosciowych degranulacji
zaréwno komoérek NK jak i CTLs moze dawac lepsze mozliwosci diagnostyczne
u chorych z péznym poczgtkiem FHL ze zmianami subtelnymi w cytotoksycznej
degranulacji limfocytow. Skutecznos¢ diagnostyczna analizy ilosciowej
degranulacji komérek CD8+CDS57+ w rozpoznaniu defektow limfocytow

cytotoksycznych bedzie w przysztosci oceniana.

Antygen CD57 ulega takze ekspresiji preferencyjnie przez grupe komérek NK z
fenotypem definiujgcym subpopulacje limfocytéw NK o wysokim stopniu
zroznicowania [10,82]. Komodrki NK CD57+ wykazujg wyzsze zdolnosci
cytotoksyczne, wyzszg wrazliwos¢ na stymulacje poprzez CD16 oraz obnizong
reaktywnos¢ na cytokiny [82]. Istniejg badania wskazujgce, ze ekspansja
komérek NK NKG2C+ zwigzana jest z ludzkim wirusem cytomegalii (CMV),
natomiast ich aktywnos¢ w odpowiedzi na komorki zawierajgce tego wirusa
pozostaje niejasna. Zatem przedstawiono hipoteze [156], Zze komorki NK
NKG2C+ wykazujgce ekspresje CD57+ mogg posiada¢ wyjgtkowe wtasciwosci
w zakazeniu CMV. Wu i wspotbadacze [156] przedstawili, ze komorki NKG2C+
wykazujgce silng ekspresje CD57 mogg by¢ rozpoznawane fenotypowo jako
komérki NK indukowane wirusem HCMV przez komorki zakazone wirusem
HCMV. Komdrki NK NKG2C+ CD57+ wykazujg wysokg reaktywno$¢ w
stosunku do autologicznych makrofagow zakazonych HCMV tylko przy
obecnosci przeciwciat przeciwwirusowych. Zatem przedstawiono, ze komorki

NK NKG2C+ CD57+ pojawiajg sie wylgcznie u osdb seropozytywnych pod
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wzgledem HCMV. Natomiast zmienno$¢ pojawiania sie badanych komorek u
osob HCMV seropozytywnych jest nadal niejasna. Sugeruje sie, ze moze by¢
zwigzana ze statusem utajonej infekcji HCMV, na przyktad czasem jaki uptynat
od zakazenia pierwotnego oraz okresu reaktywacji zakazenia. Wiadomo, ze
aktywno$¢ komorek NK regulowana jest poprzez dziatanie na receptory
aktywujgce i hamujgce. Wykazano, ze pobudzenie receptoréw NKp46, 2B4
oraz DNAM-1 prowadzi do odpowiedzi komérek NK na zakazone HCMV
makrofagi [122]. Receptor NKp46 jest waznym mediatorem cytotoksycznosci
komérek NK. Wchodzi w interakcje takze z wirusami grypy i para grypy [68].
2B4 jest receptorem wyraznie aktywujgcym Ilub wspétaktywujgcym [76].
Pobudzony receptor DNAM-1 wywotuje migracje i aktywacje komérek NK [75].
Autorzy pracy wykazali, ze komorki NK NKG2C+ CD57+ wykazujg nizszy
poziom ekspresji receptora aktywujgcego NKp46, a podobny poziom ekspresiji
receptorow 2B4 i DNAM-1 w poréwnaniu do komorek NKG2C-. Nizszy poziom
ekspresiji receptora NKp46 moze prowadzi¢ do obnizonej odpowiedzi przeciwko
zakazonym makrofagom przy braku przeciwciat przeciwko wirusowi cytomegalii.
Badacze wykazali takze wieksza ekspresje CD158b (KIR2D/L3) na komdrkach
NKG2C+ CD57+, co moze prowadzi¢ do ostabienia ich odpowiedzi, jednakze
spostrzezenie to wymaga dalszych badan. Przedstawili takze, ze komorki
NKG2C+ CD57+ wysoce reaktywne wobec HCMV przy obecnosci przeciwciat
przeciwwirusowych, a takze ze odpowiedz na stymulacie CD16 komorek
CD57+ jest lepsza niz komérek NK CD57- [156].

Polimorfizm B3GAT1

Wiekszos¢ ludzkich biatek jest potranslacyjnie modyfikowana przez
kowalencyjne wigzania jednego bagdz wiecej kompleksu oligosacharydowego
(glikanu). Zmiany w procesie glikozylacji zwigzane sg z wystepowaniem
licznych choréb, a glikany przyciagajg coraz wiekszg uwage z powodu tego, ze
mogtyby stanowi¢ biomarkery chorob oraz cele terapeutyczne [59]. Defekty
genetyczne dotyczgce sciezki biosyntezy badz degradacji glikozylacji sg
zwigzane z wieloma chorobami wrodzonymi [44,61]. Wiele biatek jest
modyfikowanych przez kowalencyjne wigzanie glikanéw, a zatem bierze udziat
w sktadaniu i degradacji biatek, przekaznictwie sygnatu komdrkowego, sekrecji,

funkcji immunologicznej i transkrypcji [53,59,107]. Nieprawidiowa regulacja
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procesu glikozylacji zwigzana jest z szeregiem powszechnie wystepujgcych
choréb takich jak: choroby nowotworowe, cukrzyca, choroby uktadu krgzenia,
uktadu immunologicznego czy choroby zakazne [28,85,107]. Jednakze nadal

nie poznano genetycznych regulacji procesu glikozylacji.

B3GAT1 nalezy do rodziny gendéw glukuronylotransferazy. Jego produkt petni
kluczowa role w biosyntezie wodoroweglanowego epitopu HNK-1 i polega na
dodaniu kwasu glukuronowego (GIcA) do konca N-acetylooaktozaminowego
disacharydu formutujgc prekursor epitopu HNK-1 [90,109]. HNK-1 ulega
ekspresji na limfocytach NK, ale nie zostat dotychczas wykryty w biatkach
osocza. Huffman i wspdtautorzy [59] przedstawili za pomocg analizy
spektormetrii mas, ze kwas glukuronowy jest obecny na niektérych glikanach
osocza sktadajgcych sie na pule glikanow osocza DG13. Przeprowadzili
pierwsze tak obszerne badanie genetyczne ludzkiego glikomu osocza oceniajgc
glikozylacje 46 cech w osoczu 3533 0sOb z czterech izolowanych populacji
europejskich. Potwierdzili przewage wystepowania loci zaangazowanych w
fukozylacje przejawiajgca sie najsilniejszym zwigzkiem z poziomem glikanéw w
osoczu [59]. Dzieki postepom technologicznym w metodach analizy N-glikanow
mozna obecnie ocenia¢ ich cechy w wielkich kohortach. W swoim badaniu
naukowcy przeanalizowali ich cechy dzieki GWAS (genome-wide association
study) i wykryli wiele powigzan genome-wide wyjasniajgcych genetyczna
kontrole odlegtych szlakéw biologicznych, wigczajgc fukozylacje, sializacje oraz
transfer glukuronowy. Wiadomo, ze zmiany w niektorych z nich wystepujg w
procesach chorobowych. Fukozylacja biatek ostrej fazy jest zmodyfikowana w
wielu chorobach jak: ostre zapalenie [55], reumatoidalne zapalenie stawdw czy
cukrzyca [56]. Zmiany w poziomie fukozylowanych glikanéw zwigzane sg z
wieloma waznymi procesami chorobowymi wigczajgc nowotworzenie oraz
zapalenie [116]. Autorzy uwazajg, ze réznorodnos¢ glikozylacji biatek osocza
spowodowana polimorfizmem ocenianych gendéw, w tym B3GAT1, MGATS i
SLC9A9, moze by¢ czynnikiem predysponujgcym lub prognostycznym wielu

choroéb, ale wymaga dalszych badan w odpowiednich kohortach [59].

Podsumowujgc powyzsze doniesienia naukowe dotyczace genu B3GAT1 (i
jego produktu) podkreslam jego role w odpornos$ci organizmu oraz w procesie

nowotworzenia. Komorki zawierajgce antygen CD57 biorg udziat w regulacii
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uktadu immunologicznego oraz sg odpowiedzialne za cytotoksycznos¢. Antygen
CD57+ jest markerem komoérek zrdoznicowanych o wysokim potencjale
cytolitycznym. Ponadto stanowi marker dysfunkcji uktadu immunologicznego
niezaleznie od choroby zasadniczej. Limfocyty CD57+ wystepujg w wielu
przewlektych procesach zwigzanych z aktywacjg uktadu immunologicznego,
takich jak infekcje wirusowe, choroby zapalne oraz nowotworowe, a takze mogg
pojawia¢ sie pod wptywem stresu fizycznego i w procesie starzenia. Antygen
CD57 wykrywany jest w prawidlowym rozwoju uktadu nerwowego, ale ulega
takze ekspresji w wysoce agresywnych komoédrkach neuroblastoma.
Polimorfizmem miedzy innymi genu B3GAT1 powodujgc réznorodnos$é
glikozylacji biatek osocza moze by¢ czynnikiem predysponujgcym Ilub
prognostycznym wielu choréb.

Badania Alvarez Twose i wspotautorow [1], Kirstensena i wspotautorow [72]
wykazaty, ze u chorych na mastocytoze mozna stwierdzi¢ mutacje genu KIT we
krwi obwodowej. Dodatkowo badacze hiszpanscy wykazali, ze wystepuje ona
nie tylko w mastocytach, ale takze innych komédrkach krwi. Podobnie wyniki
badania ekspresiji catego genomu Niedoszytko i wspdétautorow wykazaty istotne
réznice w ekspresji duzej grupy genow we krwi obwodowej. Wyniki obecnego
badania, wskazujgce na réznice w ekspresji genu B3GAT1, ktéry odgrywa role
w réznicowaniu, apoptozie i funkcjach immunologicznych licznych komoérek krwi
stanowig potgczenie danych klinicznych pracy, jak i otwierajg nowe pole do
badan nad patofizjologig objawdéw stwierdzanych w mastocytozie.

Gen ITGB1 zlokalizowany na chromosomie 10p11.22 koduje B1-integryne,
ktéra jest zaangazowana w kancerogenezie, m. in. w raku ptuca, a takze w
embriogenezie, hemostazie, odbudowie tkanek oraz odpowiedzi

immunologiczne;j.

Z powodu znaczgcej roli integryn w procesie nowotworowym przedstawie
pokrotce kilka doniesien naukowych na ten temat. Wiodacg choroba
nowotworowg bedaca przyczyng najwiekszej ilosci zgonow z powodu chordb
nowotworowych na swiecie jest rak ptuca. Zdolnos¢ do tworzenia przerzutow
stanowi o jego ztosliwosci i jest przyczyng niepowodzen leczenia i Smierci [151].

W kaskadzie biologicznej procesu powstawania przerzutbw nowotworow
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dostrzega sie nastepujgce etapy: utrata przyczepnosci komoérek, zwiekszona
ruchliwo$c¢ i inwazyjnos¢, przenikanie i zdolno$¢ przezycia w uktadzie krgzenia,
rozprzestrzenianie sie w nowej tkance oraz ostatecznie kolonizacja odlegtej
lokalizacji [88]. Dotychczas wykazano, ze tylko niektore subpopulacje guza
pierwotnego majg potencjat inwazyjny i przerzutowy. Na podstawie tych badan
wprowadzono podstawowe pojecia jak: subpopulacje przerzutowe oraz
nieefektywnos¢ przerzutowa [98,134]. Zatem badanie réznych profili ekspresji
genéw miedzy komorkami przerzutujgcymi oraz nieefektywnymi przerzutowo
ujawni kluczowe geny zaangazowane w procesie rozsiewu choroby
nowotworowej. Wiele dowodéw wskazuje, ze osteopontyna utatwia przytgczanie
komérek do macierzy pozakomoérkowej poprzez wigzanie do kilku rodzajow
integryn, wzmacniajgc ekspresje i aktywnos¢ MMP-2 oraz promujgc wzrost
guza i przerzutdw poprzez aktywacje szlakow przezycia [37,42,151]. Takze
laminina promuje adhezje komorkowg i migracje przez oddziatywanie z
integrynami [108]. Wang i wspotautorzy [151] porownali ekspresje wybranych
genow ITGB1, osteopontyny oraz LAMB3 w tkankach zawierajgcych komorki
raka ptuca | dopasowanych przez barwienia immunohistochemiczne
sgsiadujgcych zdrowych tkankach. Ekspresja powyzszych genéw byta istotnie
zwigzana z przerzutami w weztach chtonnych, a jej poziom byt istotnie wyzszy u
chorych na raka ptuca z przerzutami do uktadu limfatycznego w poréwnaniu do
0sOb bez przerzutéw. Poza tym poziomy ITGB1, osteopontyny i LAMB3 byty
istotnie wyzsze w rakach pierwotnych niz w zdrowych tkankach. Badacze
przedstawili, ze wysokie poziomy ITGB1, osteopontyny i LAMB3 dodatnio
korelujg ze stadium klinicznym, stopniem rozwoju histologicznego oraz
obecnoscig przerzutow limfatycznych w raku ptuc. Jednoczesnie wskazali, ze te
trzy geny odgrywajg istotna role w wystepowaniu i progresji raka ptuca i w

przysztosci mogg by¢ celami terapeutycznymi.

W innej pracy poswieconej rozwojowi i progresji raka ptuca oceniono funkcje
RBP2 [159]. Autorzy publikacji wskazujg, ze RBP2 jest onkoproteing ulegajgca
nadekspresji w raku ptuca, dzieki czemu promowana jest proliferacja
komédrkowa, ich ruchliwos¢, migracja, inwazja oraz przerzutowanie. Odkryto
takze, ze RBP2 ttumi ekspresje genu p27 a aktywuje synteze mRNA dla cyklin
D1/E1 oraz integryny B1 (ITGB1) w komorkach raka ptuca. Biatko p27 oraz
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cykliny i integryny potencjalnie przyczyniajg sie do posredniczonego poprzez
RBP2 wzrostu komoérek, a takze ich migracji, inwazji i przerzutowania.
Wiadomo, ze integryny oraz ich receptory posredniczg w pierwszym etapie
przerzutowania, a mianowicie w interakcji komoérka - macierz pozakomorkowa
[148,159]. Istniejg doniesienia, ze zwiekszona ekspresja integryn a5, 1 i B3
koreluje ze ztym rokowaniem u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca
(NSCLC) [34]. Ponadto w badaniach na liniach komérkowych NSCLC
stwierdzono, ze zwiekszona ilos¢ integryny B1 wigzata sie z opornoscig na
leczenie gefitinibem, podczas gdy jej zmniejszenie przywracato wrazliwosé
komérek na gefitinib [64]. Stwierdzenie, ze RBP2 bezposrednio aktywuje
ekspresje integryny B1 sugeruje dalej, ze RBP2 jest waznym elementem
posredniczgcym w przerzutowaniu raka ptuca oraz jego opornosci na leczenie.
Mimo ze ITGB1 jest zaangazowana w proliferacje komoérek, to w opisywanym
badaniu ITGB1 nie mogta odwréci¢ defektu proliferacji zwigzanej z niedoborem
RBP2. Sugeruje to, ze ITGB1 nie odgrywa roli we wzroscie komorek
nastepujgcym pod wptywem RBP2. Faktycznie istniejg doniesienia, ze
integryna (31 nie jest konieczna do proliferacji komérek raka
ptaskonabtonkowego sromu, ale jest wazna w procesie inwazji komoérkowej
[15]. Autorzy badania [159] wskazuja, ze RBP2 jest potencjalnym celem

terapeutycznym w terapii nowotwordw.

Kolejne badanie opisujgce role integryn w onkologii ukfadu pokarmowego
zaprezentowat Chang i wspotautorzy [23], ktdrzy ocenili zgodnos¢ oraz site
prognostyczng 25 gendéw, w tym ITGB1 w tkankach zawierajgcych raka jelita
grubego. Ekspresja kazdego z gendéw ITGB1 oraz GRB2, PTPN11 i POSTIN w
komérkach raka zwigzana byta z przezyciem bez nawrotu choroby (disease-
free survival). Pie¢ wybranych oznaczen genetycznych miato wysoki wskaznik
prognozowania i byto co najmniej umiarkowanie skorelowane. Wobec
powyzszych wynikow skonstruowano sygnature immunohistochemiczng, ktora
lepiej przewidywata DSS (disease specific survival) niz klasyfikacja TNM
(tumour-node-metastasis). Poniewaz poza transkrypcjg inne czynniki mogag
mieC wpltyw na poziom ekspres;ji biatek, autorzy poréwnali mRNA oraz poziomy
biatek i potwierdzili, ze poziom mRNA istotnie korelowat z poziomem biatek dla

4 molekut w tkankach raka jelita grubego. Wysoki poziom mRNA dla ITGB1
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oraz POSTIN w guzach wigzat sie ze ztym rokowaniem, podczas gdy niski

poziom mRNA dla PTPN11 takze przewidywat zte rokowanie.

Nastepne badanie przedstawiajgce role integryn w onkologii narzagdu rodnego
przedstawili Wojcik-Krowirandra i wspoétautorzy [154] ocenili ekspresje mRNA
dla ITGB1 oraz CDH1 za pomoca techniki rt-pcr w prébkach endometrium
chorych na raka trzonu macicy. Ekspresja wybranych gendéw byta skorelowana
ze ztosliwoscig raka (G). W komorkach guza o wysokim stopniu zréznicowania
(G1), ekspresja genéw CDH1 i ITGB1 byta najwyzsza, podczas gdy w
komorkach o nizszych stopniach zréznicowania (G2 oraz G3) ekspresja obu
genéw byta odpowiednio stopniowo nizsza. Wobec powyzszych wynikéw
autorzy uwazajg, ze poziom ekspresji genow ITGB1 oraz CDH1 stanowi marker

progresji oraz tworzenia przerzutow guzow ztosliwych endometrium.

Kolejne badanie ekspresji genéw przeprowadzone na komadrkach raka prostaty
pozwolito wykry¢ microRNA — MIR-506 regulujgcy translacje i degradacje
mRNA dla gendéw ITGB1 oraz ITGB3. Autorzy badania uwazajg, ze ITGB1

moze odgrywac istotna role w patogenezie raka prostaty [80].

Van den Broeck i wspotautorzy [146] przeprowadzili badanie majgce na celu
zdefiniowanie charakterystyki molekularnej progresji raka trzustki (PDAC -
pancreatic ductal adenocarcinoma) na podstawie badania ekspresji cetego
genomu przeprowadzonego w dwoch podgrupach chorych na raka trzustki z
podobnymi cechami klinicznymi i patologicznymi, ale odmiennymi wskaznikami
przezycia po leczeniu chirurgicznym. Przedstawili, ze we wszystkich probkach
Sciezki integryn i efryn ulegly zwiekszeniu ekspresji. Obie Sciezki wydajg sie
odgrywa¢ wazng role w interakcji komérek raka z komérkami otaczajgcego
zrebu. Receptory adhezyjne dla integryn zaangazowane sg w procesie progresji
guza, poniewaz za ich posrednictwem dochodzi do oddziatywania komorek
guza z mikrosrodowiskiem poprzez wigzanie bezposrednio z macierzg
pozakomorkowg (ECM) [59]. Z powodu obfitosci w ECM sygnalizacja adhezji
komorkowej zaleznej od integryn moze odgrywac istotna role we wzroscie
komorek guza, ich migracji a nawet opornosci na terapie [146]. W badaniach na
liniach komorkowych przedstawiono, ITGB1 odgrywa kluczowa role w progresiji,

a w szczegolnosci w przerzutowaniu komorek raka trzustki [8,51]. Biorgc pod

77



uwage powyzsze dane, autorzy uwazajg, ze ITGB1 a takze EPHA2 mogg by¢
markerem raka trzustki, a ich ekspresja wydaje sie by¢é zwigzana z
prognozowaniem przebiegu choroby. Ponadto wydaje sie, ze ITGB1 moze by¢

takze potencjalnym celem terapeutycznym.

Nishioka i wspoétautorzy [105] przedstawili, ze na podstawie oceny ekspresii
profilu genetycznego mozna przewidzie¢ patologiczng odpowiedz na
przedoperacyjng chemoradioterapie (CRT) u chorych na raka odbytnicy.
Badanie przeprowadzono w grupie 17 chorych poddanych chemoradioterapii
przedoperacyjnej. Probki tkanek pobrano przed leczeniem. 10 prébek
zakwalifikowano jako odpowiadajgce i 7 jako nieodpowiadajgce na leczenie na
podstawie oceny histologicznej chirurgicznie usunietych tkanek. 17 gendw
ulegto istotnie zréznicowanej ekspresji miedzy odpowiadajgcymi i
nieodpowiadajgcymi na leczenie. Wszystkie geny ulegaty silniejszej ekspresji w
grupie odpowiadajgcej w poréwnaniu do grupy nieodpowiadajgcej na leczenie.
Wsrdéd gendw wyrdznionych badano ekspresje MMP, NFKB2, TGFB1, TOP1
oraz ITGB1. W badaniu tym zdefiniowano wzér ekspresji genetycznej dla
przewidzenia odpowiedzi na leczenie CRT poprzez dostosowane i
skoncentrowane mikromacierze DNA oraz przeprowadzono
immunohistochemiczng walidacje genu ulegajgcego najsilniejszej nadekspresii,
MMP7. Obecnie prowadzone sg badania wieloosrodkowe, ktorych celem jest
ocena przewidywania odpowiedzi na leczenie za pomocg techniki
dostosowanych i skoncentrowanych mikromacierzy DNA. Autorzy jednak
podkreslajg, ze niezbedne jest potwierdzenie powyzszych wynikdw w wiekszej

grupie chorych.

Kolejne badanie onkologiczne dotyczgce ekspresji gendw w raku zotgdka miato
na celu identyfikacie niewielkiej grupy gendw, ktérych ekspresja
przewidywataby przezycie [157]. Do badania wtgczono 48 chorych u ktérych
oceniono ekspresje 84 genow wybranych na podstawie wczesniejszych
doniesien o ich udziale w transformacji nowotworowej i tumorigenezie. Wyniki
pozwolity skonstruowa¢ model sktadajgcy sie z trzech gendw przewidujgcych
catkowite przezycie chorych z rakiem zotgdka. W modelu tym ekspresja ITGB1,

PDGFB i TWIST korelowata z krotkim przezyciem. Wobec powyzszych danych,
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autorzy uwazajg, ze integryna 1 mogtaby by¢ waznym celem terapeutycznym
[157].

Odchodzagc od tematyki nowotworow chciatabym przedstawi¢ badanie z
zakresu zdrowia publicznego. W celu poznania mechanizmow molekularnych i
powigzanych szlakéw sygnatowych odpowiedzialnych za patofizjologe
cytotoksycznosci polichlorowanych bifenoli (PCB), Dutta i wspotautorzy [35]
przeprowadzili badanie ekspresji gendéw w grupie dzieci narazonych na wysokie
stezenie PCB w porownaniu do oséb narazonych na niskie stezenie PCB.
Badanie ekspresji profili genetycznych przeprowadzono =za pomoca
mikromacierzy z uzyciem RNA komorek krwi obwodowej (GeneChip Human
genome U133 Plus 2.0 Array). Wyniki badania wskazujg, ze gtbwne zmiany
molekularne oraz zmiany w funkcji komorek zwigzane z réznicami w ekspres;ji
zmienionych genow u dzieci narazonych na wysokie stezenia PCB dotyczyty
sygnalizacji oraz interakcji miedzykomodrkowej, ruchu komorki, sygnalizaciji
komérkowej, transportu komorkowego oraz metabolizmu witamin i mineratow.
Autorzy sadzg, ze zmiany w ekspresji gendw wydajg sie odgrywacé kluczowa
role w rozwoju potencjalnych chorob, w tym choréb ukfadu sercowo-
naczyniowego czy nowotworowych, u oséb narazonych na PCB. Podkreslajg
role kilku godnych uwagi genéw: ITGB1, BCL2 i PON1, ktorych ekspresja byta
istotnie zmieniona. Najwiekszg istotnoscig cechowaty sie zmiany molekularne i
funkcyjne w sygnalizacji oraz interakcji miedzykomorkowej. Biorgc pod uwage
istniejgce doniesienia dotyczgce wptywu PCB na sygnalizacje komorkowg [33]
badacze uwazajg, ze ekspozycja na wysokie stezenie PCB moze zmieniac¢ u
ludzi przekazywanie sygnatu w komorce. | tak obnizong ekspresje stwierdzono
dla ITGB1 i BCL2. Badacze stwierdzajg, ze molekuty ITGB1 i ITGB4 byty
kluczowymi molekutami powigzanymi z réznymi Sciezkami funkcjonalnymi, w
ktérych zmiany mogg dotyczy¢ integracji Sciezek sygnatu i mogg by¢ zwigzane
ze zmienionymi funkcjami fizjologicznymi. W podsumowaniu stwierdzajg, ze

zmienione ITGB1, BCL2 i PON1 moga stanowi¢ markery narazenia na PCB.

Podsumowujgc powyzsze doniesienia naukowe dotyczace genu ITGB1
podkreslam jego role w procesie nowotworzenia. Produkt genu ITGB1 nalezy
do rodziny integryn i jest jednym z rodzajow receptorow powierzchniowych

komorki propagujgcym wiele kluczowych sygnatéw wewngtrzkomorkowych. Co
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wazne, jest biatkiem wielofunkcyjnym ulegajgcym ekspresji na komorkach
Srodbtonka, gtoéwnie regulujgcym adhezje, migracje oraz przezycie podczas
angiogenezy embrionalnej. Integryna oraz jej receptory posredniczg w
pierwszym etapie przerzutowania, a mianowicie w interakcji komoérka - macierz
pozakomorkowa [148,159]. Poniewaz przy braku integryny (1 proliferacja
miedzy innymi komorek nabtonkowych gruczotéw piersiowych, keratynocytow
oraz mézgowych komorek ziarnistych jest zredukowana, integryna 1 mogtaby
by¢ waznym celem terapeutycznym [157]. Powigzanie doniesien o narazeniu na
PCB, ktore wptywa na ekspresje genu ITGB1 moze by¢ wazng wskazowkg w
poszukiwaniu czynnikdw Srodowiskowych wptywajgcych na wystepowanie

mastocytozy.

5.3. Ocena ekspresji profili genetycznych za pomoca techniki whole genome

expression analysis

Poréwnanie ekspresji genéw w krwi obwodowej i krwi szpikowej u chorych na
mastocytoze technikg whole genom expression wykazato istotng réznice w
ekspresji 7689 analizowanych gendéw. Przy przyjeciu p=0.00001 i réznicy w
ekspresji powyzej 8 stwierdzono istotne réznice w ekspresji 45 gendéw. Wsréd
genow o istotnej roznicy w ekspresji w krwi szpikowej nie znajduja sie geny
ITGB1 i B3GATH1, ktérych ekspresja wykazata najwieksze réznice w badaniu RT
PCR. Nie znaleziono rowniez réznic w ekspresji pozostatych 13 genow
badanych metodg RT-PCR. Tak wiec réznice w ekspresji tych genéw mierzong
we krwi obwodowej mozna odnies¢ do wynikow badania szpiku, bez obcigzenia
chorego inwazyjnym zabiegiem trepanobiopsji szpiku. Funkcja gendéw o
odmiennej ekspresji w szpiku i krwi obwodowej zwigzana byta z udziatem w
cyklu komoérkowym, replikacji DNA, zaangazowanych w tworzeniu linii
komérkowych, co odpowiada funkcji komérek szpiku. Ponadto stwierdzono ich
zaangazowanie w cyklu p53 i w procesach nowotworowych, co moze mie¢

zwigzek z mastocytoza.

Badanie ekspresji gendéw w krwi szpikowej u chorych na mastocytozg
przeprowadzili D'Ambrosio i wspotautorzy [29]. Wykazali réznice w ekspresiji
168 gendéw w krwi szpikowej 8 chorych na mastocytoze w poréwnaniu do 5

0soOb zdrowych, z ktérych 104 geny ulegaty nadekspresji a 64 geny obnizonej
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ekspresji. Produkty genow podlegajgcych nadekspresji zaangazowane byty w
prolifieracji komérkowej, transformacji nowotworowej oraz apoptozie. We
wnioskach autorzy zaproponowali grupe 10 gendw o najwyzszej roznicy w
ekspresiji w szpiku u chorych na mastocytoze. Nalezg do nich geny: GADD45,
CDKN1A, a-Tryptase, B-Tryptase, MC-CPA, CLU, maf-F, TSSC-3, GATA-2,
ATF-3. Sposrod nich nadekspresja a-Tryptase, maf-F oraz ATF-3 skorelowana
byta ze stezeniem tryptazy. Nalezy zaznaczy¢, ze w przedstawionej pracy
uwzgledniono jedynie roznice w ekspresji gendw, bez analizy statystycznej

istotnosci wynikéw.

W badaniu Niedoszytko i wspotautoréw [100] przedstawiono réznice w ekspresji
profili genetycznych catego genomu u chorych na mastocytoze o tagodnym
przebiegu (ISM) z IVA w poréwnaniu do osob bez reakcji anafilaktycznych w
wywiadzie. Ze wszystkich transkryptow poddanych analizie zaobserwowano
statystycznie istotnie rozng ekspresje 1951 transkryptow, z czego ekspresja
49% gendw byta podwyzszona, a 51% obnizona u chorych na ISM z IVA.
Zréznicowana ekspresja dotyczyta gendéw zaangazowanych w Sciezkach
regulujgcych i majgcych wptyw na réwnowage miedzy proliferacja a
roznicowaniem, a zatem: przekaznictwie sygnatu komorkowego, rozwoju
organizmu, réznicowaniu komorkowym, procesach metabolicznych i transporcie
jonéw. Najwiekszg istotnoscig cechowaty sie Sciezki sygnatu biorgce udziat w
rozwoju raka, adhezji ogniskowej, proteolizy pod wptywem ubikwityny,
sygnalizacji Wnt oraz sygnalizacji Ca. Na podstawie analizy 104 transkryptéw,
ktérych ekspresja byta istotnie r6zna u os6b z ISM z IVA i bez IVA stwierdzono,
ze u chorych na ISM z IVA ekspresja 36% transryptéw byla podwyzszona, a
64% obnizona, w tym dla genu B3GAT1. Badanie dowodzi, ze nie
podwyzszona liczba mastocytow, ale ich poziom zrdéznicowania moze byc¢
skorelowany z podatnoscig na wystepowanie reakcji anafilaktycznych u chorych
na mastocytoze. Wyniki badania wskazujg, ze chorzy z ISM z bardziej
zroznicowanym fenotypem komorek tucznych sg w grupie ryzyka wystgpienia
reakcji anafilaktycznej. Co wiecej, na podstawie oceny profilu genetycznego
komoérek krwi obwodowej autorzy wyrdznili chorych z ISM z IVA oraz bez IVA.
Zatem przedstawiono, ze dzieki badaniu ekspresji genow komorek krwi

obwodowej mozna by identyfikowa¢ chorych na ISM, u ktorych istnieje
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podwyzszone ryzyko wystgpienia reakcji anafilaktycznej oraz ktorzy mogliby
odnie$¢ korzys¢ z leczenia profilaktycznego. Dane przedstawione w publikacji
wskazujg, ze catkowita liczba mastocytow nie prowadzi do podwyzszonego
ryzyka wystgpienia anafilaksji. Ponadto autorzy postulujg, ze brak anafilaks;ji
moze by¢ spowodowany wyrazniejszg dysfunkcjg komorek tucznych u chorych
na mastocytoze bez reakcji anafilaktycznych w wywiadzie. Potwierdzeniem tej
tezy jest badanie van Anrooij i wspoétautoréw [145], ktérzy stwierdzili, ze im
wieksza jest atypia komorek tucznych u chorych na mastocytoze, tym bardziej
zaburzona jest ich funkcja, co moze prowadzi¢ do supresji reakcji
anafilaktycznej. Zatem brak HVAn u chorych z wyzszg liczbg mastocytéw

nieprawidtowo zréznicowanych wynika najpewniej z ich dysfunkciji.

W kolejnym badaniu oceniajgcym ekspresje catego genomu w komdérkach krwi
obwodowej Niedoszytko i wspoétautorzy [104] przedstawili réznice w ekspresji
gendw i nieprawidtowg ekspresje gendw u chorych na mastocytoze uktadowg w
poréwnaniu do oséb zdrowych oraz przedstawili specyficzny dla mastocytozy
profil ekspresji gendw. Réznice w ekspresji dotyczyly 2330 transkryptow (z
48794 transkryptéw analizowanych w badaniu). Nieprawidtowosci w ekspresji
gendw u chorych na mastocytoze uktadowg o tagodnym przebiegu powigzane
sg z procesami biologicznymi wystepujgcymi takze w innych chorobach. Na
podstawie analizy funkcji wykazano, ze gtdwnymi szlakami, w ktérych byly
zaangazowane omawiane geny o istotnie zréznicowanej ekspresji byly:
proteoliza zalezna od ubikwityny, sciezka sygnalizacj MAPK oraz JAK-STAT, a
takze Sciezki zwigzane ze ztosliwym nowotworzeniem. Ponadto badacze
zaproponowali profil ekspresji gendéw wystepujgcy w badanej grupie chorych na
ISM, na ktéry sktada sie 29 genow ulegajgcych najbardziej zréznicowanej
ekspresji w porownywanych grupach. Geny podzielono na 2 grupy, gdzie geny
z pierwszej byty juz opisywane w patogenezie guzéw oraz w nowotworach
hematologicznych. W populacji badanej zaobserwowano nadekspresje
protoonkogendéw oraz obnizong ekspresje gendow supresorowych. Niektore z
nich opisywano w raku ptuca (ZMAT3, ACTR2 i CHNRAS), inne w raku piersi
(PRR5 i PLEC1), w raku jelita grubego (PRRS5), w raku jajnika (PLEC1), w ostrej
biataczce szpikowej (ITGB1, ATM, ETS1 i SIAH1), w chtoniaku (LRAP) czy w
zespole mielodysplastycznym (LRRFIP1). Wszystkie geny z drugiej grupy
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podlegaty nadekspresji w mastocytozie. Znaczne roznice w ekspresji genow
zaobserwowane w badanych grupach sugerujg, ze badanie to mogtoby by¢
uzyteczne w diagnostyce w kierunku mastocytozy, szczegolnie w réznicowaniu
chorych z zespotem mieloproliferacyjnym czy naktadajgcym sie zespotem
mielodysplastycznym maskujgcymi mastocytoze bgdz u oséb odmawiajgcych
wykonania trepanobiopsji szpiku kostnego niezbednej do rozpoznania choroby.
Autorzy podkreslajg jednak koniecznos$¢ walidacji swoich wynikdéw badan w
niezaleznej grupie chorych na mastocytoze, a takze chorych na inne choroby
hematologiczne w celu potwierdzenia profilu typowego dla mastocytozy.
Przedstawione wyniki niewatpliwie rozpoczety nowg ere w badaniach

naukowych.
5.4. Rola badan ekspresji genow we wspotczesnej alergologii

Badania ekspresji gendéw znalazty miejsce w leczeniu farmakogenetycznym
choréb nowotworowych (np. w okresleniu wskazan do chemioterapii w raku
piersi). W alergologii znaczenie tych badan jest jeszcze niewielkie.

Poniewaz szacuje sie, ze 10-20% chorych z IVA jest nadal narazonych na
wystgpienie anafilaksji po uzadleniu przez owada mimo zakonczenia leczenia
[99,111] Niedoszytko i wspotautorzy [99] analizowali ekspresje gendw catego
genomu w celu oceny skutecznosci swoistej immunoterapii (VIT).
Przeprowadzono analize ekspresji gendw w komodrkach krwi obwodowej u
chorych na IVA, ktérzy zakonczyli leczenie i poréwnano ich profile ekspresji z
pacjentami, ktorzy ponownie byli zZgdleni przez owady mimo stosowania VIT. Z
grupy genow istotnie zroznicowanych w ekspresji wybrano te, ktorych réznice w
ekspresji byly najistotniejsze. Dzieki temu stworzono model prognozowania
skutecznosci VIT zawierajgcy 18 gendw (z uzyciem analizy naiwnej Bayesa).
Badacze przedstawili profil ekspresji genébw mogacy pomaoc réznicowac chorych
na IVA w zaleznosci od skutecznosci leczenia. Przedstawili wzor ekspres;i
genetycznej charakterystyczny dla skutecznej VIT, ktéry stwierdzono u
wszystkich chorych, ktorzy osiggneli sukces w leczeniu, a ktory nie wystgpit u
chorych z niepowodzeniem leczenia. Ponadto stwierdzono, ze model ekspresji
gendw typowy dla osiggniecia sukcesu w leczeniu wystgpit u 88% chorych w
trakcie leczenia podtrzymujgcego. Podkreslajg koniecznos¢ dalszej oceny tej

grupy chorych, aby oceni¢ wartos¢ predykcyjng opisywanego modelu. Ponadto
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badacze uwazajg, ze powinno sie przeprowadzi¢ prowokacje z jadem owada po

zakonczeniu leczenia w celu definitywnej oceny koncowego wyniku leczenia.

W badaniu funkcjonalnosci gendéw o zréznicowanych ekspresjach genetycznych
w grupach chorych odnoszgcych sukces oraz niepowodzenie w leczeniu VIT
przedstawiono geny zaangazowane w dobrze poznanych mechanizmach
immunoterapii [99], a mianowicie FceRI, JAK-STAT, MAPK oraz $ciezka
sygnalizacji Wnt i Ca, sygnalizacji komorkowej lub transkrypcji, a takze wiele
transkryptow, ktorych funkcja jeszcze nie jest znana. Co ciekawe, nie
stwierdzono réznic w ekspresji gendw zwigzanych z poznanymi mechanizmami
VIT, a mianowicie [I-10, II-4 i osteopontyny. Badacze uwazajg, ze nie wyklucza
to istotnych réznic w poziomie biatek czy zmian w ekspresji RNA w podgrupach
komorek, jak limfocyty T regulatorowe, a moze wynika¢ z zastosowania modelu
oceny RNA z komorek krwi petnej. Miedzy innymi stwierdzono nadekspresje
genu TWIST2 u chorych, ktérzy osiggneli sukces w leczeniu. Gen ten promuje
produkcje 11-10, a obniza ll-4. Poniewaz w badaniu nie stwierdzono réznic w
ekspresji powyzszych interleukin, uwaza sie, ze ta nadekspresja TWIST2 moze
by¢ odpowiedzialna za réznice w poziomie cytokin i podtypach komorek
typowych dla immunoterapii.

Badacze stawiajg wazne pytanie: czy mozemy uzywac oceny ekspresji genow
w codziennej praktyce lekarskiej? Uwaza sie, ze ciezkos¢ reakcji
anafilaktycznej po ponownym uzagdleniu przez owada zalezy nie tylko od
czynnikéw osobniczych chorego, ale takze moze by¢ zalezna od cech owada
zgdlgcego, stanu ogodlnego zdrowia chorego oraz obecnosci innych choréb
przewlektych czy sktonnosci pacjenta, a takze od stosowanych lekéw. Dlatego
Niedoszytko i wspoétautorzy uwazajg, ze optymalne narzedzie diagnostyczne
powinno braé¢ pod uwage, poza ekspresjg profilu genetycznego, takze
powyzsze czynniki. Badacze podkreslajg koniecznos¢ przeprowadzenia analizy
ekspresji gendbw w wiekszej niezaleznej grupie chorych poddawanych VIT w
celu oceny trafnosci zaproponowanego profilu. Sugerujg takze mozliwosé
wykorzystania analizy ekspresji gendw w celu oceny skutecznosci
immunoterapii swoistej z innymi alergenami by oceni¢ czy wzér genetyczny jest
specyficzny dla alergendw w IVA czy moze bardziej przewiduje mechanizm

dziatania swoistej immunoterapii [99].
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Poza opisanymi badaniami nad ekspresja genéw w SM i IVA, przeprowadzano
takze badania w innych chorobach alergicznych. Ekspresja genetyczna byta
oceniana na mysim modelu desensytyzacji owoalbuming, w ktorej
przedstawiono istotne réznice w komoérkach nabtonkowych jelita [79]. Doustna
immunoterapia swoista (OIT) jest metoda obiecujgcg i potencjalnie leczacg
alergie pokarmowa, ale nie zbadano dotychczas jej skutecznosci i
bezpieczenstwa u ludzi. Poniewaz mechanizmy klinicznej ochrony sg trudne do
zbadania u ludzi, a btona sluzowa jelita jest praktycznie niedostepna dla badan,
stworzono mysi model doustnej immunoterapii. Nastepnie przeprowadzono
analize catego genomu komorek jelita myszy uczulonych w poréwnaniu do
myszy poddawanych OIT. Badacze odkryli, ze gtdwny komponent mechanizmu
ochrony klinicznej jest zlokalizowany w komoérkach przewodu pokarmowego i
zwigzany jest z istotnymi zmianami ekspresji gendw w jego komorkach.
Ponadto odkryli, ze intensywnie ogrzewany antygen niezdolny do wywotania
anafilaksji moze prowadzi¢ skuteczng desensytyzacje u myszy. Dodatkowo
badacze uwazajg, ze kliniczna reaktywnos¢ na alergeny pokarmowe moze ulec
redukcji bez zmniejszenia poziomu slgE czy zwiekszenia 1gG, a za potencjalny
mechanizm protekcji odpowiada IgA. Badacze zaobserwowali istotny wzrost
poziomu specyficznych alergenowo IgA zwigzanych z OIT. Podkreslajg
koniecznos¢ weryfikacji swoich wynikéw w badaniach klinicznych u chorych na

alergie pokarmowg ludzi.

W kolejnym badaniu [12] stwierdzono réznice w ekspresji gendw w komérkach
btony $luzowej nosa u chorych poddawanych immunoterapii pytkowej.
Stwierdzono tylko niewielkie réznice w proporcji limfocytow T CD4+ z ekspresjg
Th1 (CCR5+, CXCR3+), Th2 (CRTh2+, CCR4+) oraz Treg (CD25+, CD127-,
Foxp3+). Zaobserwowano zmniejszona ekspresje 1l-4 oraz 1I-10 oraz
zmniejszong sekrecje 1I-10 oraz obnizenie liczby komérek Th2 CD27- u
pacjentow otrzymujgcych aktywng substancje badang, jednakze nie
stwierdzono korelacji z korzystnym efektem klinicznym. Na podstawie badania
ekspresji gendbw nie mozna zatem stwierdzi¢, ze wspomniane zmiany w
strukturze obwodowych limfocytéw T CD4+ mogg stanowi¢ marker wczesnej

skutecznej odpowiedzi na immunoterapie podjezykowa.
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W badaniu ekspresji genéw catego genomu w komorkach krwi obwodowej u
chorych na alergiczny niezyt nosa poddawanych wieloalergenowej
immunoterapii swoistej wg protokotu rush (RIT) Davis i wspotautorzy [31]
przedstawili istotne wczesne zmiany w ekspresji genéw pod wptywem RIT. W
badaniu zastosowano dwa punkty czasowe analizy wynikdw badania: wczesny,
po 7 dniach od RIT oraz pézny, po 7 i 16 tygodniach od RIT. Zidentyfikowano
28 traskryptow gendw, ktore podlegaty nadekspresji oraz 16, ktorych ekspresja
byta obnizona. Zidentyfikowano zmiany w genach istotnych w odpowiedzi
immunologicznej wrodzonej i nabytej. Analizujgc wyniki ekspresji z obu punktow
czasowych stwierdzono nadekspresje transkryptéw dla juz poznanych molekut
zaangazowanych w regulacje odpowiedzi immunologicznej jak II-8, I1I-1pB,
CD40L, CXCL1, BCL-6, BTK oraz COX2. Analizujgc wyniki w p6znym punkcie
czasowym stwierdzono zmniejszony poziom ekspresji FceRl oraz wzrost
poziomu slgG4 w surowicy. Wyniki potwierdzajg model, w ktérym RIT indukuje
szybkg i silna odpowiedz komoérkowg Th =zalezng zmieniajgcg produkcje
przeciwciat przez limfocyty B w kierunku wzrostu 1gG4. Na podstawie wynikow
badania autorzy sugerujg, ze w nastepstwie RIT powstajg wczesne i
dynamiczne zmiany w uktadzie immunologicznym zaangazowanym zaréwno we
wrodzonej jak i nabytej odpornosci, ktore mogg by¢ bezposrednio zwigzane ze
zmianami w klasach alergenowo specyficznych immunoglobulin. Warto
zaznaczy¢, ze jednym z ograniczen badania byta niewielka grupa badana

sktadajgca sie tylko z trzech chorych.

Badania dotyczgce ekspresji genéw u chorych poddawanych immunoterapii
swoiste] nie sg stosowane rutynowo w alergologii. Ekspresja gendéw moze
rozni¢ sie w zaleznosci od stadium choroby, a takze moze by¢ modyfikowana
stosowanym leczeniem. Dlatego analiza ekspresji pojedynczych gendéw oraz
catego genomu opisuje funkcje genomu tylko w rzeczywistym czasie analizy.
Ponadto dane uzyskane z badan analizy catego genomu czy oceny ekspresiji
pojedynczych gendw wymagajg skomplikowanych procedur matematycznych
do interpretacji i postawienia diagnozy [102]. Jedynym skutecznym leczeniem
przyczynowym alergii na jady owadow (IVA) jest swoista immunoterapia (VIT)
prowadzona od 3 do 5 lat. Na podstawie oceny proby prowokacji lub oceny

uzgdlen oceniono jej skutecznos¢ nawet do 95%. Dotychczas nie ma metody
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laboratoryjnej oceny skutecznosci VIT. W celu oceny skutecznosci leczenia IVA
powinno sie wzig¢ pod uwage dane kliniczne, wspotistnienie mastocytozy, profil
genetyczny chorego, a takze stezenia tryptazy i inne markery in vitro [102].
Nalezatoby postawi¢ na rozwdj badan naukowych w kierunku znalezienia
narzedzia diagnostycznego moggcego wiarygodnie prognozowac skuteczno$é
swoistej immunoterapii w alergii na jady owaddéw, tym samym zmniejszac
ryzyko wystgpienia ponownej anafilaksji pouzadleniowej, wykorzystujgcego
dane kliniczne, stezenie tryptazy oraz profil ekspresji genéw. Potwierdzeniem
tej sugestii jest to, ze EAACI jako nadrzedny cel postawita na poprawe

molekularnych metod diagnostycznych w alergologii.
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6. Whnioski

1. W badaniu ekspresji wybranych gendéw za pomocg techniki RT-PCR (z
zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej stwierdzono istotne
réznice w ekspresji dwoch genéw: B3GAT1 oraz ITGB1 u chorych na
mastocytoze w poréwnaniu do oséb zdrowych. Ponadto stwierdzono istotne
réznice w ekspresji B3GAT1 u chorych na SSM, ISM oraz CM. Roéznica w
ekspresiji genu ITGB1 wystepowata jedynie u chorych na ISM.

2. Stwierdzono istotne réznice w ekspresji genéw B3GAT1 oraz ITGB1 wsrod
chorych na mastocytoze z IVA w poréwnaniu do chorych na mastocytoze bez

anafilaksji w wywiadzie.

3. W badaniu ekspresji profili genetycznych technikg whole genome expression
analysis stwierdzono istotne roznice w ekspresji 7689 z analizowanych
transkryptow. Przy ograniczeniu liczby genéw do tych z réznicg w ekspresji
powyzej 2 stwierdzono istotne réznice w ekspresji 943 transkryptow, natomiast
przy przyjeciu p=0.00001 i roznicy w ekspresji powyzej 8 stwierdzono istotne
roznice w ekspresji 45 genow. Geny B3GAT i ITGB1 nie wykazywaty réznicy

ekspresji w szpiku w poréwnaniu z krwig obwodowa.

4. Najczestszymi czynnikami wywotujgcymi reakcje anafilaktyczne byty jady

owadow btonkoskrzydtych, pokarmy oraz leki.

Zidentyfikowano nieopisywane dotychczas czynniki wywotujgce objawy
aktywacji komoérek tucznych, mianowicie czynniki fizyczne. Wobec tego mozna
sgdzi¢, ze u chorych na mastocytoze objawy aktywacji mastocytow pod
wpltywem czynnikéw fizycznych mogg stanowi¢ czynnik ryzyka wystgpienia

anafilaksiji.

Ponadto do czynnikéw ryzyka wystgpienia reakcji anafilaktycznej nalezaty:

choroba uktadowa oraz podwyzszone stezenie tryptazy.
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7. Streszczenie

Tytut: Ocena ekspresji wybranych gendéw za pomocag techniki RT- PCR u

chorych na mastocytoze.

Wprowadzenie: Mastocytoza jest grupg chordb charakteryzujgcg sie
patologicznym rozrostem oraz nagromadzeniem atypowych mastocytéw w
jednym lub wielu narzgdach. W obrazie klinicznym choroby stwierdza sie
objawy wynikajgce z uwolnienia mediatorow komorek tucznych, reakcje
anafilaktyczne, a takze objawy wynikajgce z upo$ledzenia funkcji zajetych
narzgdow. Patofizjologia choroby nie jest doktadnie poznana. Badania ekspresii
gendw u chorych leczonych z powodu alergii na jady owadéw oraz u chorych
na mastocytoze uktadowg dajg nadzieje na stworzenie nowego narzedzia

diagnostycznego pomocnego w leczeniu w/w chordb.

Cele pracy: Celami badania sg: 1. Ocena ekspresji wybranych genow za
pomocg techniki RT-PCR (z zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi
obwodowej oraz we krwi szpikowej u chorych z mastocytozg w zaleznosci od
stadium choroby: CM, ISM, SSM oraz ASM w poroéwnaniu do oséb zdrowych. 2.
Ekspresja genéw u chorych na mastocytoze z wspétistniejgcg alergig na jady
owadéw oraz u chorych bez reakcji anafilaktycznych w wywiadzie. 3.
Poréwnanie ekspresji genéw we krwi obwodowej oraz we krwi szpikowej. 4.
Analiza czynnikéw wywotujgcych oraz okreslenie czynnikdw ryzyka wystgpienia
reakcji anafilaktycznych w badanej grupie chorych. Materiat i metody: Do
badania zostato wigczonych 152 chorych na mastocytoze leczonych w Klinice
Alergologii GUMed w latach 2004 - 2011. Sposréd nich wytoniono 57 chorych, u
ktorych przeprowadzono badanie ekspresji wybranych genéw za pomocag
techniki RT-PCR (TagMan® Array Micro Fluidic Cards, Applied Biosystems).
Ponadto 7 chorych zakwalifikowano do poréwnania ekspresji profili
genetycznych w prébkach RNA z krwi obwodowej i szpikowej (HT-
12_V3_expression arrays, lllumina, San Diego). Grupe kontrolng stanowito 19
zdrowych ochotnikdw bez reakcji anafilaktycznych w wywiadzie. Na badanie
zostata wydana zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy GUMed nr
NKEBN/151/2010.
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Wyniki: Stwierdzono istotne réznice w ekspresji genow B3GAT1 (p=0,006) oraz
ITGB1 (p=0,02) u chorych na mastocytoze w poréwnaniu do osob zdrowych.
Ponadto stwierdzono istotne réznice w ekspresji B3GAT1 (p=0,003) oraz ITGB1
(p=0.02) wsréd chorych na mastocytoze z IVA w poréwnaniu do chorych na
mastocytoze bez anafilaksji w wywiadzie. W analizie poréwnawczej profili
ekspresji genomow we krwi obwodowej i szpikowej stwierdzono istotne roznice
w ekspresji 7689 z analizowanych transkryptéw. Sposrdd nich wieksze niz
dwukrotne roznice w ekspresji stwierdzono w 943 transkryptach, a r6znice w
ekspresji powyzej 8 stwierdzono w 45 genach. Geny B3GAT i ITGB1 nie
wykazywaty réznicy ekspresji w szpiku w poréwnaniu z krwig obwodowa.
Wystepowanie reakcji anafilaktycznej w grupie badanej wynosito 49.3%.
Czestos¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych byta istotnie wyzsza w grupie
chorych na mastocytoze uktadowg w poréwnaniu do chorych na mastocytoze
skory (p=0.007). Najczestszymi czynnikami wywotujgcymi anafilaksje byty:
pokarmy (29%), uzadlenia przez owady btonkoskrzydte (22%) oraz leki (15%).
Srednie stezenie tryptazy bylo wyzsze u chorych z anafilaksja w wywiadzie
(p=0.029), a takze ws$réd chorych z objawami MCAS prowokowanymi
czynnikami  fizycznymi  (p=0.002). Wystepowanie  objawéw  MCAS
prowokowanych czynnikami fizycznymi stwierdzono u 112 chorych w grupie
badanej (74%) i byto istotnie wyzsze wsrdd chorych na mastocytoze uktadowg

w poréwnaniu do chorych na mastocytoze skéry (p=0.026).

Whioski: W badaniu ekspresji genéw we krwi obwodowej stwierdzono istotne
réznice u chorych na mastocytoze w poréwnaniu do oséb zdrowych. Co wiecej
réznice te wystepowaly takze u chorych z alergig na jady owaddéw w
porownaniu do chorych bez anafilaksji w wywiadzie. Stwierdzono réwniez
istotne réznice w ekspresji profili genetycznych we krwi obwodowej w
porownaniu do krwi szpikowej. W grupie badanej stwierdzono istotne
wystepowanie MCAS prowokowanych czynnikami fizycznymi u chorych na
mastocytoze z anafilaksja w wywiadzie. W badanej grupie sBT byto
predyktorem wystepowania anafilaksji pod wptywem czynnikow fizycznych.
Przyjmujemy, ze ocena ekspresji gendw moze byC¢ przydatna w praktyce

klinicznej w celu przewidywania rozwoju mastocytozy oraz ryzyka anafilaks;ji
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powodowanej uzadleniami przez owady btonkoskrzydte u chorych na

mastocytoze.
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8. Abstract

Title: Gene expression profile assessement using rt-pcr in patients with

mastocytosis.

Background: Mastocytosis is a group of disorders characterized by an abnormal
proliferation and accumulation of atypical mast cells in different organs including
bone marrow, skin, liver, spleen, lymph nodes and gastrointestinal tract.
Symptoms resulting from the activation and release of mediators from the mast
cells are frequent among patients with mastocytosis. The most severe -
anaphylactic reactions occur in 30% of all patients with mastocytosis and in

49.3% of patients with systemic mastocytosis.

Objective: The aims of this study were: 1. to find differences in gene expression
in peripheral blood cells of patients with mastocytosis compared to healthy
controls; 2. to analyze any differences in gene expression in peripheral blood
cells between patients with insect venom allergy (IVA) compared to patients
without anaphylaxis in history; 3. to compare gene expression in peripheral
blood cells to bone marrow aspirate; 4. to analyze the prevalence of the
anaphylactic reactions and to identify causative and risk factors of anaphylaxis

in mastocytosis patients depending on the variant of the disease.

Methods: The study group included 152 adult patients with mastocytosis.
Among them 57 patients were qualified to assess gene expression analysis
using RT-PCR (TagMan® Array Micro Fluidic Cards, Applied Biosystems).
Moreover 7 patients were qualified to compare gene expressions using whole
genome expression analysis (HT-12_V3_expression arrays, lllumina, San
Diego) between peripheral blood and bone marrow aspirate RNA samples. The

control group included 19 healthy persons.

Results: Significant differences in gene expression were found for B3GAT1
(p=0,006) and ITGB1 (p=0,02) in mastocytosis patients compared to controls.
Furthermore significant differences were found in gene expression for BSGAT1
(p=0,003) and ITGB1 (p=0.02) in patients with I[VA compared to patients without
anaphylaxis in the medical history. Comparison of gene expression in peripheral

blood cells to bone marrow aspirate revealed a significant difference in 7689 of
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the analysed transcripts. Among them a fold change difference > 2 in gene
expression was found in 943 of the 32379 analysed transcripts and a fold
change difference > 8 in gene expression was found in 45 analysed transcripts.
No difference in expression was found for B3GAT1 and ITGB1 gene. The
prevalence of anaphylactic reactions was 49.3%. Such reactions were more
prevalent in patients with indolent systemic mastocytosis than in cutaneous
mastocytosis. The most frequent triggers of anaphylaxis were food (29%),
insect stings (22%) and drugs (15%). Serum tryptase levels were higher in
patients with anaphylaxis (p=0.029), also in physical factors related syndromes
(p=0.002). The frequency of those symptoms was reported in 112 (74%)
patients and was higher in systemic mastocytosis patients compared with
cutaneous mastocytosis (p=0.026).

Conclusions: We found differences in gene expression in peripheral blood cells
of patients with mastocytosis compared to healthy controls. Furthermore these
differences were also found in patients with a history of IVA compared to those
without anaphylaxis. We also found significant differences in whole genome
expression in peripheral blood cells compared to bone marrow aspirate. We
reported significant incidence of physical factors related syndromes in
mastocytosis patients with anaphylaxis in history. Serum tryptase level was a
significant predictor for the anaphylaxis resulting from physical factors. We
assume that gene expression assessment may be useful in clinical practice to
predict the presence of mastocytosis and the risk of anaphylaxis on insect

venom in patients with mastocytosis.
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