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Wykaz stosowanych skrotow

AIT — allergen immunotherapy | immunoterapia alergenowa
APC — antigen-presenting cell | komorka prezentujgca antygen
AR — adverse reaction | dziatanie niepozgdane

BAL — bronchooalveolar lavage | ptukanie oskrzelowo-ptucne
BAT — basophil activation test / test aktywacji bazofilow

BP — biological process | process biologiczny

CCD - cross-reactive carbohydrate determinant | krzyzowo reagujgca determinanta

weglowodanowa
CDK - cyclin-dependent kinase / kinaza zalezna od cyklin

CRD - component-resolved diagnosis / diagnostyka molekularna oparta na

oznaczaniu przeciwciat przeciwko alergenom rekombinowanym

CRIT — component-resolved immunotherapy /immunoterapia z uzyciem alergenéw

rekombinowanych
DCs — dendritic cells | komérki dendrytyczne

EAACI - the European Academy of Allergology and clinical Immunology / Europejska

Akademia Alergologii i Immunologii Klinicznej

EADOAS - badanie ‘the Effect of Antihypertensive Drugs on severity of Anaphylaxis

and Side-effects during venom immunotherapy’
ECAP — badanie Epidemiologia Choréb Alergicznych w Polsce

FEV1 — forced expiratory volume in 1 second /| natezona objeto$¢ wydechowa

pierwszosekundowa

GWAS — genome-wide association study / badania asocjacyjne catego genomu
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HVA — hymenoptera venom allergy | alergia na jady owaddw btonkoskrzydtych
IFN — interferon

IgA — immunoglobulina A

IgG — immunoglobulina G

IKK — inhibitor kappa B (IxB) kinase / kinaza inhibitora kappa B

IL — interleukin / interleukina

inhACE — angiotensin-converting-enzyme inhibitor / inhibitor konwertazy

angiotensyny
JAK — Janus-activated kinase / kinaza Janusowa
LLR — large local reaction / duza reakcja lokalna
LPS — bacterial lipopolysaccharides / lipopolisacharydy bakteryjne
LZS — tuszczycowe zapalenie stawow
MAPK — mitogen-activated protein kinases / kinazy aktywowane mitogenami

MCAS - monoclonal mast cell activation syndrome / zespot aktywacji

monoklonalnych mastocytow

MFC RT-PCR — microfluidic card reverse transcription polymerase chain reaction /
reakcja tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcjg | uzyciem kart

mikrocieczowych
MHC — major histocompatibility complex | gtdbwny uktad zgodnosci tkankowej

NF«B — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells | czynnik
jadrowy wzmacniajgcy sekwencje tancucha lekkiego kappa aktywowanych

limfocytow B

NIAID - National Institute of Allergy and Infectious Diseases / Narodowy Instytut

Alergii i Chorob Zakaznych (amerykanski)

PBL — peripheral blood leukocyte | leukocyty krgzgce w krwi obwodowe;j
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PBS — phosphate buffered saline | zbuforowany roztwor soli fizjologicznej

PCR - polymerase chain reaction | reakcja tancuchowej polimerazy
p-MCAS — primary monoclonal mast cell activation syndrome [/ pierwotny

monoklonalny zespot aktywacji mastocytow

PUFA — polyunsaturated fatty acids / wielonienasycone kwasy ttuszczowe
RAST - radioallergosorbent test / test radioalergosorbcji

RIN — RNA integrity numer / wspotczynnik integralnosci RNA

RMS — rhabdomyosarcoma | miesniakomiesak prgzkowanokomorkowy

RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction / reakcja fancuchowej

polimerazy z odwrotng transkrypcjg
RZS — reumatoidalne zapalenie stawow
slgE — specific immunoglobuline E / swoista immunoglobulina E
SLIT — sublingual immunotherapy / immunoterapia podjezykowa
SM —skala Muellera
SNP — single nucleotide polymorphism / polimorfizm pojedynczego nukleotydu
SPT - skin prick test / punktowe testy skorne

STAT — signal transducer and activator of transcription | grupa biatek odpowiedzialna

za transdukcje sygnatu i aktywacje transkrypcji

TGF - transforming growth factor beta / transformujgcy czynnik wzrostu beta
TLR — toll-like receptor | receptory typu toll-like

TNF — tumor necrosis factor | czynnik martwicy nowotworu

VIT —venom immunotherapy | immunoterapia swoista alergen jadéw owaddéw

ZZSK - zesztywniajgce zapalenie stawow kregostupa
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1. Wstep

Alergia na jad owaddw jest rozpoznawana u chorych, u ktérych wystgpita co najmniej
jedna reakcja systemowa po uzadleniu przez owada i wykazany zostat mechanizm

IgE-zalezny nadwrazliwosci na alergeny jadu '

. Choroba wigze sie z ryzykiem
ponownego wystgpienia zagrazajgcej zyciu reakcji anafilaktycznej, tgczy sie ze

znaczaco obnizong jakoscig zycia oraz upo$ledzong zdolnoscig do pracy .
1.1 Epidemiologia

W zaleznosci od klimatu danego kraju 56,6-94,5% mieszkancéw deklaruje, ze byta
uzadlona przez owady btonkoskrzydite przynajmniej raz w zyciu *. Okoto 10%
sposrod zadlonych podaje nadwrazliwos¢ na jad, u 50-100% udaje sie obiektywnie
potwierdzi¢ alergie °. W Europie problem anafilaksji dotyczy 0,05% do 5,1% ogétu
populacji, oraz od 0,3% do 8,9% zadlonych, przy $miertelnosci rzedu 0,03 do 1,6 na
10° mieszkancow na rok ®°. Dowodem na niedoszacowanie powyzszych danych
moze byC badanie amerykanskie, w ktérym wykazano post-mortem podwyzszone
stezenie slgE przeciw jadom u 23% o0s6b, ktére w sposob nagty i niewyttumaczalny
zmarly na $wiezym powietrzu w okresie od maja do listopada '°. Ws$réd grup
zawodowych narazonych na uzadlenia te odsetki wydajg sie jeszcze wieksze. W
jednym z badan 6,5% pszczelarzy deklarowato reakcje uogolniong po uzadleniu w
ciggu ostatnich 12 miesiecy; 9/494 (2%) z tych reakcji przebiegato z objawami ze

strony uktadu oddechowego i krazenia

. Reakcje anafilaktyczne po uzadleniu
owada nalezg do najczestszych przyczyn anafilaksji i zgonu w jej przebiegu.
Czesto$¢ wystepowania reakcji anafilaktycznych rozni sie w zaleznosci od badanej
populacji (potozenie geograficzne, wiek, choroby wspdtistniejace) *°'%. Duze reakcje
lokalne (ang. local large reactions; LLR) po uzadleniu, ktére charakteryzujg sie
obrzekiem o S$rednicy wiekszej niz 10cm i czasem trwania powyzej 24 godzin,

wystepuja u 2,4% do 26,4% zadlonych .

W Polsce, w badaniu ECAP, 2-3% respondentow deklarowato nadwrazliwos¢ na jad
owadéw '. W badaniach Nittner-Marszalskiej az 20,7% mieszkancéw Dolnego
Slgska opisato u siebie objawy alergii na jad btonkéwek, w tym 11,8% LLR a 8,9%

reakcje systemowe, u okoto potowy z nich potwierdzono uczulenie na jad, co ciekawe
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dodatnie wyniki testéw wystepowaty u 17% zadlonych bez objawdéw nadwrazliwosci
14

Stwierdzane réznice wynikow badan prawdopodobnie uwarunkowane sg duzymi
réznicami w ekspozycji pomiedzy regionami geograficznymi wynikajgcymi m.in. z

okresu i intensywnosci rojenia owadéw 2.
1.2 Charakterystyka btonkowek

Owady z rzedu btonkoskrzydtych (Hymenoptera) to miedzy innymi pszczoty, osy i
mrowki. Znajomos¢ klasyfikacji btonkowek jest pomocna w diagnostyce i leczeniu
alergii na jad, zwlaszcza przy doborze wiasciwego jadu do testéw i immunoterapii u

chorych z anafilaksjg w wywiadzie.

Wiekszos¢ uogodlnionych reakcji w Polsce wystepuje po uzadleniach przez owady
reprezentujgce rzad btonkoskrzydlych z nadrodziny pszczotowatych (Apidae):
pszczota, trzmiel, oraz osowatych (Vespidae): osa, szerszeh wraz z rzadko
wystepujacym rodzajem klecanki (Polistes) — Ryc. 1.

Osa pospolita (Vespa vulgaris) — jest owadem
najczesciej  powodujgcym  reakcje  po

uzadleniu °

. Owady wielkosci 12-20mm o
charakterystycznym ksztatcie i ubarwieniu
(Zdj. 1) rojg sie od marca do pazdziernika,
gniazdujg w ziemi. Osy nie pozostawiajg zgdta
w skorze wobec czego mogg zadlié : x-,—:,”;"

wielokrotnie pozostawiajgc od 2-17 pg jadu. 74
Zdj. 1 Osa pospolita (Vespa vulgaris)

Uzadlenia  najczesciej wigzg sie ze
spozywaniem stodkich pokarmoéw i napojéw,
zwlaszcza na $wiezym powietrzu®”®. Pszczota
miodna  (Apis  mellifera) — réwnie
charakterystyczny owad (zdj.2) o wielkoSci

12,7-25,3mm, rojg sie od marca do

pazdziernika, ale wylatujg rowniez w
stoneczne zimowe dni. Samica pszczoty moze
uzadli¢ tylko raz i po uzadleniu ginie;

Zdj. 2 Pszczota miodna (Apis mellifera)
str. 10
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wynika to z faktu, ze pozostawia w skérze cztowieka fragment odwioka z aparatem
zgdtowym. Budowa i mechanizm dziatania zgdta powodujg dalsze jego zagtebianie
sie w skorze i wstrzykiwanie pozostatej w woreczku porcji jadu '°. Pszczota podaje
50-140 pg jadu w trakcie uzagdlenia. Najczesciej atakuje w pasiekach, sadach i

ogrodach. Nie zadli niesprowokowana. Gniazduje w ulach i dziuplach.

Szerszen europejski (Vespa crabro) — najwiekszy z osowatych wystepujgcych w
Europie Srodkowej, osigga rozmiary od 17 do 35mm (zdj. 3), roi sie od marca do
pazdziernika. Znacznie mniej agresywny niz osa, zadlgc nie pozostawia zadta.
Pozostawia prawdopodobnie mniej niz 200 ng jadu, a zwykle bronigc sie okoto 10 pg.
Gniazdowanie — dziuple, poddasza, strychy, garaze ,a takze kominy i systemy

wentylacyjne itp.

Trzmiel (Bombus) — ogrodowy (hortorum), ziemny (terrestris — zdj.4), kamiennik
(lapidarius), gajowy (lucorum) czy rudy (pascuorum) to czesto spotykane, mato
agresywne owady rojgce sie w zaleznosci od gatunku od marca do pazdziernika, i
osiggajgce rozmiary od 9 do 30mm. Uczuleni na jad trzmieli sg przede wszystkim
narazeni zawodowo (np. lesnicy, pracownicy szklarni). Owady te zadlagc nie
pozostawiajg zgdta, podajg okoto 10 do 31 ug jadu. Gniazdujg w réznych miejscach

w zalezno$ci od gatunku: ziemia, dziuple, kupki kamieni lub gatezi.

Znacznie rzadziej zadlgce osy lesne (Dolichovespula sylvestris) i niezwykle rzadko
powodujgce anafilaksje, wystepujace w Polsce, klecanki rdzaworozne (Polistes
dominula — zdj.5) czy klecanki polne (Polistes nimpha) mogg dawac¢ reakcje

krzyzowe w alergii na jad osy, a ich uzadlenia nalezg do najbardziej bolesnych °.

Zdj.3 - Szerszen europejski Zdj. 4 — Trzmiel ziemny Zdj. 5 — Klecanka
(Vespa crabro) ™ (Bombus terrelsé‘ris) 214 rdzaworozna (Polistes
st dominula) "



1.3 Patofizjologia alergii na jad owadow
1.3.1 Jady

Jady btonkowek sg swoistym koktajlem amin biogennych, biatek o matej i duzej
masie molekularnej, toksyn i wielu innych. Sktadnikami jadu odpowiedzialnymi za
reakcje po uzadleniach sg gtéwnie biatka enzymatyczne, glikoproteiny o niskiej masie
molekularnej (10-50 kDa). Zdecydowanie najlepiej scharakteryzowany jest sktad jadu
pszczoly. Zidentyfikowano tu przynajmniej 113 substancji biatkowych w jadzie "', o
masie biatkowej 3-200 kDa. Ws$rod pszczotowatych, z bardzo duzym stopniem
homologii pomiedzy pszczotami i trzmielami, to biatka takie jak fosfolipaza A2 (np.
Api m1 dla pszczoty miodnej lub Bom t1 dla trzmiela ziemnego, homologia 53% — wg

718) | fosfataza kwasna (Api m3), czy panalergeny takie jak

oficjalnej nomenklatury
dipeptydylopeptydaza IV (Api m5), hialuronidaza (Api m2) i witellogenina (Api m12),
ktore wykazujg podobienstwo z substancjami obecnymi w jadzie osowatych
(odpowiednio Ves v3, Ves v2 i Ves v6 dla osy pospolitej). W jadach wystepujg
rowniez biatka o innym charakterze czesto warunkujgce izolowang nadwrazliwo$¢ na
dany rodzaj btonkowek, np. mellityna (Api m4) czy ikarapina 2 (Api m10). Wsréd
osowatych krzyzowg reaktywnos¢ warunkuje homologia wystepujgcej dosé
powszechnie w tym rodzaju fosfolipazy A1B (np.Vesp c¢1 dla szerszenia
europejskiego lub Ves v1 dla osy pospolitej), czy tzw. antygenu 5, ktéry nie
wystepuje u pszczotowatych, ale jest dos¢ powszechny wsréd Vespidae (Ves v5, czy

Pol d5 dla klecanki rdzaworoznej)'®, homologia biatek jadu u osowatych siega 95% .

Wiedza na temat skfadu molekularnego jadu rozwija sie niezwykle szybko, niestety
wydaje sie, ze rownie szybko moze zmieniaC sie jego sklad, w zwigzku z duzg
heterogenicznoscig biatek czy zmienng ich glikozylacja, ktére sg wyrazem

naturalnego dostosowywania sie gatunkéw do $rodowiska '°.
1.3.2 Reakcje po uzadleniach.

Normalne reakcje po uzadlenia zwykle charakteryzuje sie jako reakcje lokalne, w
miejscu uzadlenia, przebiegajgce z bdlem, zaczerwienieniem i niewielkim obrzekiem

o Srednicy do 10cm ustepujgce zwykle do 24 godzin.
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Alergiczne reakcje systemowe obejmujgce skore, uktad pokarmowy, oddechowy i
krwionosny, w wiekszosci przypadkéw sg IgE-zalezne. Do innych rzadziej
wystepujagcych mechanizmédw nadwrazliwosci nalezg: aktywacja dopetniacza,
niedobdér angiotensynogenu, cytotoksycznosé. Najczesciej klasyfikuje sie je wedtug
skali Muellera ” (Ryc.2).

e | Poprzedniei
r . j i i
Uogolniona pokrzywka, b| PG A
T iy kolejnych
swiad, zte samopoczucie i
niepokoj
Stopien Il
Obrzek naczynioruchowy,
uczucie ucisku w klatce
piersiowej, nudnosci,
wymioty, biegunka, bol
brzucha, zawroty glowy
Stopien |1l
PoPrzefinliz i Dusmoé{:, éwiszczacy PoPrzefin‘iZ i
rzynajmniej dwa z — £ 5 J — rzynajmniej dwa z
ey : ; oddech, swist krtaniowy, e . ;
kolejnych kolejnych
dyzartria, chrypka,
ostabienie, splatanie,
gtebokie uczucie leku
Stopien IV
Spadek cisnienia
tetniczego, omdlenie,
utrata swiadomosci,
niekontrolowane
oddanie moczu i stolca,
sinica

Ryc. 2. Klasyfikacja reakcji systemowych po uzadleniach wg H.L. Mueller ?”°.

Do najciezszych reakcji po uzadleniach nalezg reakcje anafilaktyczne. Anafilaksja
jest ciezka, uogodlniong badz systemowg reakcjg z nadwrazliwosci, potencjalnie
zagrazajgcg zyciu. Charakteryzuje sie gwattownym przebiegiem z groznymi dla zycia
zaburzeniami oddychania i/lub drog oddechowych, i/lub krgzenia, zwykle, lecz nie

h 20,21

zawsze, zwigzanymi z objawami ze strony skory i bton Sluzowyc . Anafilaksja
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jest wskazaniem do leczenia przyczynowego HVA (ang. hymenoptera venom allergy;
HVA).

Po uzadleniach mozliwe sg réwniez reakcje alergiczne opdznione (objawy alergii
kontaktowej, reakcje dwufazowe), nietypowe (zawat serca, zaburzenia rytmu i
przewodzenia, niedokrwienie OUN, zapalenie wielonerwowe, zapalenie nerwu
wzrokowego, zapalenie mozgu, objawy zespotu demielinizacyjnego, epizody
drgawkowe, skaza matoptytkowa, niedokrwisto§¢ hemolityczna, zespot wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego, plamica typu Henocha i Schoenleina, kiebuszkowe i
Srodmigzszowe zapalenie nerek), oraz toksyczne spowodowane proteolitycznym
dziataniem jadu (rabdomioliza i hemoliza, ostra niewydolnos¢ nerek, obrzek mézgu,
uszkodzenie watroby, cewkowo-srodmigzszowe zapalenie nerek i wykrzepianie
wewngtrznaczyniowe). Reakcja toksyczna wystepuje po uzadleniu przez kilkadziesigt

pszczot lub kilkaset os 2.
1.4 Diagnostyka alergii na jad owadow btonkoskrzydtych

Standard diagnostyki obejmuje doktadny wywiad dotyczgcy przebiegu reakcji, wraz z
prébg identyfikacji owada zgdlgcego oraz obecnosci sIgE przeciwko sktadnikom jadu.
W celu potwierdzenia alergii slgE zaleznej stosowane sg testy skorne i/lub
oznaczenie stezenia slgE w surowicy krwi wykonane nie wczesniej niz 2 tygodnie od
uzgdlenia (do tego czasu slgE mogg by¢ trudno lub niewykrywalne dostepnymi
metodami). W przypadkach, kiedy chory nie jest pewny co do tego jaki owad go
uzadlit, diagnostyka jest znaczgco utrudniona w zwigzku z problemami i
ograniczeniami obu testow np.: do 50% chorych wykazuje uczulenie na wiecej niz
jeden jad. Niektére ograniczenia wynikajg z uzycia wyciggu z catego jadu do testu co
podobnie jak w innego rodzaju wyciggach diagnostycznych takich jak pyiki i kurz

domowy moze generowaé duzg zmienno$é w sktadzie alergenowym *°.

Diagnostyka alergii na jad owadow powinna by¢ podejmowana tylko u chorych z
wywiadem reakcji systemowej po uzadleniu. Zalecenie to wynika z wysokiego
odsetka wystepowania bezobjawowego uczulenia w populacji europejskiej,
siegajacego 27,1-40,7% 2. Ostatnie badania pokazujg iz tylko 5,3% uczulonych na

jad btonkdéwek z dodatnim wynikiem sIgE, ale bez reakcji uogolnionej w wywiadzie,
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zareaguje systemowo na ponowne uzadlenie, w poréwnaniu do 25-52% z anafilaksjg

po uzadleniu, niemniej majg oni 9,5 razy wieksze ryzyko wystgpienia LLR %,

Testy in-vivo obejmujg testy skorne ze standaryzowanymi wyciggami jadu osy i
pszczoty (1-100 pg/ml), a w przypadku ich ujemnych wynikbw wykonuje sie testy
Srodskoérne ze stezeniami od 0,001 pg/ml do 1 pug/ml jadu. Wyzsze stezenia mogg

dawaé wyniki fatszywie pozytywne. Czutos¢ i swoisto$¢ testéw skoérnych moze

osiggaé 80% "#*%°,

Testy in-vitro opierajg sie gtdwnie na oznaczaniu specyficznych IgE metodami
immunoenzymatycznymi. Specyficznosc¢ tych testow waha sie od 82 do 98%, przy
czutosci od 53 do 91% ze stosunkowo najnizszg wartoscig dla alergenow
pokarmowych ?’. Niedoskonato$¢ testdw moze wynikaé ze zréznicowanej zawartosci
alergendw w wyciggach z naturalnego jadu. Api m1 i Api m4 stanowig odpowiednio
12 i 50% suchej masy jadu (przy czym Api m4 nie jest alergenem gtéwnym, czyli
takim, ktory uczula przynajmniej 50% chorych), natomiast istotne alergeny takie jak

Api m3, Api m5 czy Api m10 stanowig mniej niz 1% lub moze nie byé ich wcale %.

Jedng =z gtéwnych przyczyn uczulenia bezobjawowego, a takze kiopotow
diagnostycznych zwigzanych z tzw. podwdjnym uczuleniem, zarébwno na jad osy i
pszczoty jest wystepowanie sIgE skierowanych przeciwko tzw. determinantom
weglowodanowym (ang. cross-reactive carbohydrate determinants; CCDs) obecnym
na glikozylowanych biatkach, zaréwno roslinnych jak i zwierzecych (biatka
glikozylowane w jadzie btonkéwek to np.: Api m1-3,Api m10, Ves v2-3). Silnie
immunogenng, odpowiedzialng za okoto 75% reakcji krzyzowych, jest alfa-1,3-
fukoza,jednak komercyjnie najczesciej dostepne sg przeciwciata skierowane na
epitop w postaci tancucha glikopreoteinowego — MUXF3, pochodzgce z glikoprotein
roslinnych takich jak bromeleina, peroksydaza chrzanowa, czy oksydaza

29

askorbinianowa “°. Zastosowanie przeciwciat anty-CCD moze by¢ pomocnhe w

réznicowaniu reakcji krzyzowych. Nalezy pamietac, ze ich podwyzszone stezenie nie

wyklucza alergii na wiecej niz jeden rodzaj jadu %931,

Obecnie dzieki biologii molekularnej mozna oznacza¢ slgE przeciwko tzw.
rekombinowanym alergenom (ang. component-resolved diagnosis; CRD). Sg to
biatka produkowane przez stymulowane sztucznie drobnoustroje Iub linie
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komorkowe, i tak np.: system oparty na komérkach larwy motyla Spodoptera
frugiperda (Sf9) mozna zaprogramowac do produkcji oczyszczonych i wolnych od
glikozylacji Api m10 2. Niemniej jednak w codziennej diagnostyce dostepne s3
jedynie niektére z gtéwnych alergenéw (Api m1, Api m2, Api m10, Ves v1, Ves v5 i
Pol d5) co pozwala osiggngé okoto 92-98% czutosci i swoistosci w przypadku
diagnozy HVA na jad osy, lecz niewystarczajgcg w przypadku jadu pszczoty. Do
uzyskania 95% czutosci potrzeba tu az szesciu testow (Api m1-5 oraz Api m10) '°2°,
natomiast zastosowanie Ves v1-5 pozwala osiggng¢ do 100% czutosci w przypadku
alergii na jad osy ?°. Badania Michel i wsp. pokazujg iz u chorych z mastocytozg
uzycie CRD obniza ryzyko wynikow fatszywie ujemnych o okoto 8% w stosunku do

standardowej diagnostyki *.

Oznaczenia slgE przy zastosowaniu alergenéw rekombinowanych w potgczeniu z
oznaczeniem anty-CCD umozliwiajg obecnie najbardziej doktadng identyfikacje
alergenu rzeczywiscie wywotujgcego anafilaksje po uzadleniu, ograniczajgc efekt

tzw. fatszywej polisensytyzaciji **.

U okoto 2% chorych z anafilaksjg po uzadleniu nie udaje sie oznaczy¢ slgE
dostepnymi metodami. U tych chorych zaleca sie uzycie testu aktywacji bazofiléw
(ang. basophil activation test; BAT). BAT polega na zastosowaniu cytometrii
przeptywowej w celu oznaczenia stopnia ekspresji charakterystycznych markeréw
powierzchniowych (CD63 i CD203c) na powierzchni bazofilbw w obecnosci jadu,
ktére sg znacznikami aktywacji i $wiadczg o alergii *°. BAT wydaje sie przewyzszaé
oznaczenia sIgE zwlaszcza u chorych z mastocytozg %, takze biorgc pod uwage
sIgE z uzyciem alergenéw rekombinowanych ?°. Wykazuje mniejszy odsetek

37

fatszywej polisensytyzacji *', a ostatnie badania nad BAT z uzyciem alergenéw

rekombinowanych dajg nadzieje na przezwyciezenie tego problemu 2°°7%¢,

Problemem w wykorzystaniu BAT wydaje sie byC przede wszystkim ciggle duza
roznorodno$¢ w technice wykonywania testu. Wyniki pracy EuroBAT (grupy
dziatajgcej przy Europejskiej Akademii Alergii i Immunologii Klinicznej (ang.
European Academy of Allergy and Clinical Immunology; EAACI) zmierzajg do
standaryzacji i ostatecznego okreslenia klinicznej wartosci BAT m.in. w

rozpoznawaniu alergii na jad owaddéw btonkoskrzydtych (czutos¢ 85-100%, swoisto$é
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83-100%), przewidywaniu ciezkosci anafilaksji czy monitorowaniu skuteczno$ci i

dziatan niepozadanych VIT (ang. venom immunotherapy; VIT) ¥.

Inne testy in-vitro takie jak testy zahamowania (CAP-inhibition, RAST-inhibition) sg
dobra alternatywa w przypadku watpliwoéci diagnostycznych *°, ale wciaz pozostaja

kontrowersje co do ich koszto- i czasochtonnosci oraz watpliwosci interpretacyjnych.

Nadal wyzwaniem diagnostycznym poza chorymi z uczuleniem bezobjawowym, lub
fatszywym podwdjnym uczuleniem sg chorzy, u ktorych powyzsze testy
diagnostyczne sg ujemne pomimo anafilaksji w wywiadzie. Najczesciej dotyczy to
chorych z mastocytozg uktadowg i moze by¢ zwigzane z duzg absorbcjg krgzgcych
IgE przez komorki, bgdz aktywnoscig samego jadu. W tej grupie chorych
wykonywano probe prowokacyjng z zywym owadem, jednak obecnie uwazana sie,

ze jest to postepowanie nieetyczne przed wtgczeniem immunoterapii 2°.

Od wielu lat do standardu diagnostyki HVA dotgcza oznaczenie stezenia tryptazy w
surowicy krwi. Wynikébw mozna uzy¢ jako markera anafilaksji, gdzie probka krwi
powinna by¢ pobrana 15 minut do 3 godzin od wystgpienia reakcji a potem do kilku
godzin po jej ustgpieniu. Wysokie stezenie w trakcie reakcji pomaga w réznicowaniu
rozpoznania. Jest to takze badanie przesiewowe dla mastocytozy. Badania kliniczne
pozwolity na zastosowanie tryptazy jako testu pomocnego w okreslaniu ryzyka
anafilaksji, przewidywania ciezkosci reakcji, a takze przewidywania przebiegu i

skutecznosci VIT 23,
1.5 Leczenie alergii na jad owadow btonkoskrzydtych.
1.5.1 Leczenie dorazne i profilaktyka uzgdlen

U oso6b uczulonych na jad zaleca sie zachowanie zasad profilaktyki uzgdlen w trakcie
okresu rojenia sie owaddéw. W zakres postepowania profilaktycznego wchodzi:
powstrzymanie sie od picia, jedzenia i uprawiania sportu na $wiezym powietrzu, a
zwlaszcza w miejscach gdzie kwitng kwiaty a na ziemi mogg leze¢ owoce; unikanie
chodzenia bez obuwia; utrzymywanie miejsc sktadowania $mieci szczelnie
zamknietych; ubieranie sie w niejaskrawe kolory (biaty, zielony, bezowy) oraz w
miare mozliwosci zakrywajgc powierzchnie skéry (dtugie nogawki, diugie rekawy,

kapelusze, rekawiczki, okulary); unikanie prac ziemnych w ogrodzie i zbierania
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owocow; zakaz samodzielnego usuwania gniazd owadow; unikanie przebywania w

poblizu pasiek w okresie zbioru miodu “.

U chorych leczonych z powodu
niepowiktanego nadcidnienia tetniczego zaleca sie zamiane, jezeli to mozliwe, B-
blokerow i inhibitorow konwertazy angiotensyny Il (inhACE), ze wzgledu na
mozliwos¢ zwiekszenia ryzyka ciezkiego przebiegu anafilaksji i ograniczenia w

skutecznosci leczenia reakcji systemowych %

Obecnie prowadzone jest
wieloosrodkowe badanie EADOAS, ktére ma oceni¢ bezpieczenstwo leczenia
nadcisnienia tetniczego u chorych leczonych z powodu alergii na jady owadéw *'. U
chorych leczonych z powodu choroby wiencowej leczenie mozna kontynuowac
stosujgc te grupy lekéw. Wszystkie te dziatania nie zapobiegajg w petni anafilaksji po

uzadleniu, a moga by¢ przyczyng znaczacego obnizenia jakosci zycia chorego "*.

Nie jest rowniez znana skuteczna profilaktyka farmakologiczna. Chorzy z anafilaksjg
w wywiadzie powinni by¢ wyposazeni w dorazne zestawy ratunkowe bedgce
pierwszg linig leczenia po zadziataniu czynnika sprawczego. | tak w przypadku HVA
w skifad takiego zestawy ma wchodzi¢ autostrzykawka =z adrenaling (do
samodzielnego podania), porcja podwdjnej dobowej dawki doustnego leku
przeciwhistaminowego (np.: cetyryzyna Ilub loratadyna 20mg) i ewentualnie
glikokortykosteroid doustny (np.: prednizon 100mg) '. Dowody na korzysci ze
stosowania steroidow w anafilaksji wcigz pozostawiajg watpliwosci i zalecenia co do

ich stosowania majg charakter opinii ekspertow?.

Pierwszg linig leczenia anafilaksji jest usuniecie czynnika sprawczego i podanie
adrenaliny. Jest to jedyny lek leczacy wszystkie objawy uogolnionej reakcji
alergicznej . Wczesne podanie adrenaliny jest interwencjg ratujgca zycie i ogranicza
konieczno$¢ przyjecia chorego do szpitala. Nie ma bezwzglednych przeciwwskazan
do zastosowania adrenaliny. Wobec tych faktéw kazdy chory z anafilaksjg po
uzadleniu powinien przyjg¢ w zaleznosci od wieku chorego: od 0-6 lat — 0,15mg; 6-12
lat — 0,3mg; powyzej 12 r.z. — 0,5mg domiesniowo (gorny, zewnetrzny kwadrant uda);
lub w przeliczeniu na mase ciata: 0,01ml/kg adrenaliny w stezeniu 1mg/ml. Druga
linig leczenia jest odpowiednie utozenie chorego, tlenoterapia i ptynoterapia oraz
podanie B2-mimetykow wziewnie. Trzecig linia winno by¢ podanie lekow

przeciwhistaminowych  oraz  ewentualnie  glikokortykosteroiddw  dozylnie.
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Szczegdtowe wytyczne leczenia anafilaksji przekraczajg ramy niniejszego

opracowania i sg przedmiotem licznych publikaciji i wytycznych 292142,

1.5.2 Immunoterapia z jadem owadow btonkoskrzydtych (VIT)

Chorzy z anafilaksjg po uzadleniu w wywiadzie kwalifikowani sg do immunoterapii.
Od 1974 roku VIT jest ciggle udoskonalang i najskuteczniejszg metodg leczenia
alergii na jad owadow, zaréwno w odniesieniu do zapobiegania reakcjom

systemowym jak i do poprawy jakosci zycia %%

. Obecnie funkcjonuje kilka
zalecanych schematéw immunoterapii '. Z reguty standardowg dawke podtrzymujaca
- 100 pg jadu - podaje sie co 4 tygodnie przez 3-5 lat, dzieki czemu ryzyko ponownej
reakcji systemowej moze spas¢ z przedziatu 30-70% do 2-15%, co daje ryzyko
zblizone do ogétu populacji dorostych *°“®. Niemniej jednak ciggle u czesci chorych

terapia jest nieskuteczna.

Wskazaniem do zwiekszenia dawki podtrzymujgcej do 200 ug sg kolejne reakcje
systemowe w trakcie fazy podtrzymujgcej immunoterapii, zaréowno po kolejnych
iniekcjach leku jak i po uzadleniach oraz wysokie srodowiskowe ryzyko uzadlen (np.:
w przypadku pszczelarzy). Wykazano, iz prawdopodobnie poprzez zwiekszenie
dawki podtrzymujacej u niemal wszystkich chorych leczenie moze by¢ skuteczne ™.
Niemniej jednak nawet w Stanach Zjednoczonych gdzie podaje sie chorym w terapii
podtrzymujgcej 300 ug mieszanki jadow btonkoskrzydtych do 2% chorych nie jest

zabezpieczonych .

Wybér chorych poddawanych VIT polega gtdéwnie na ocenie danych z wywiadu,
takich jak historia reakcji po uzgdleniach i obecnosci czynnikow ryzyka ponownej
reakcji systemowej. Wskazaniem do immunoterapii jest, zarébwno u dzieci jak i
dorostych, przebycie ciezkiej, systemowej reakcji obejmujgcej objawy ze strony
uktadu kragzenia i oddechowego — 3 lub 4 stopien wg klasyfikacji Muellera - oraz
udokumentowane za pomocg testow skérnych i/lub stezenia slgE, IgE-zalezny
mechanizm nadwrazliwosci na jad odpowiedniego owada '. Uczulenie bez przebytej
reakcji nie jest wskazaniem do VIT. Ujemne testy skorne (u okoto 20-35% chorych z
alergig) nie sg z kolei czynnikiem dyskwalifikujgcym, jesli uda wykazac sie IgE-
zalezny mechanizm nadwrazliwosci innymi badaniami immunologicznymi, takimi jak
slgE czy BAT. Przebieg leczenia u tych chorych jest taki sam jak u oséb z dodatnimi
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wynikami testéw skérnych “©*°. Dopuszcza sie rozpoczecie VIT w przypadku reakcji
niezagrazajgcych zyciu (Il stopien reakcji wg Muellera) przy wspotistniejgcych
czynnikach zwiekszajgcych ich ryzyko, a takze w przypadku znacznego upos$ledzenia

jakosci zycia spowodowanego na przyktad silnym Iekiem przed uzadleniem .

Istotna dla przebiegu leczenia jest rowniez odpowiednia premedykacja. Chorzy
poddawani VIT odnoszg korzys¢ ze statego przyjmowania lekdw blokujgcych
receptory H1 *°, natomiast istniejg dane wskazujgce na negatywny wplyw

przyjmowania blokeréw receptoréw H2 na przebieg i efektywno$é immunoterapii °'.
1.5.2.1 Mechanizm immunoterapii

Nie ulega obecnie watpliwosci, ze u wiekszosci chorych mozna osiggngé stan
tolerancji poprzez immunoterapie z jadem owadow (VIT, ang. venom

452 Jednak mechanizm tego procesu nie jest wystarczajaco

immunotherapy)
poznany. Diugotrwata tolerancja kliniczna i immunologiczna polega na zmianie profilu
alergenowo-specyficznych komorek pamieci T i B, syntezie izotypdw specyficznych
przeciwciat wedtug niezapalnego wzorca, i w koncu zahamowaniu aktywacji, migracji

i degranulacji komérek efektorowych °.

Uwaza sie, ze gtdwng role w uzyskaniu anergii bierze udziat stymulowanie przez VIT
populacji limfocytow T regulatorowych, czego wyrazem jest wzrost stezenia w
surowicy IL-10 oraz TGFp, jako gtdwnych interleukin regulatorowych dla proceséw
zapalnych. Wskazuje sie m.in. na zwigzane z tym supresorowy efekt w stosunku do
obwodowych limfocytéw Th2, Th1 i Th17; ograniczenie zaréwno ilosci komorek
tucznych, bazofili (efekt wczesny, desensytyzacja) i eozynofilii jak i ilosci
degranulowanych przez nie cytokin prozapalnych; zmniejszenie stezenia slgE w
odniesieniu do 1gG4, IgA i IgG1 poprzez stymulacje populacji limfocytow B

regulatorowych; oraz zmiane profilu antygenowego i funkcji komorek dendrytycznych
53,54

1.5.2.2 Ocena skutecznos$ci VIT

Szereg diugotrwatych obserwaciji, dotyczgcych okresu po zakonczeniu VIT wskazuje,

ze od 2,7% do 17% chorych poddanych terapii ponownie reaguje systemowo na
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44,55

uzadlenia . Poréwnanie grup skutecznie i nieskutecznie leczonych pozwolito

wyodrebni¢ czynniki wptywajgce na ostateczny efekt terapii.
1.5.2.2.1 Dtugosc¢ terapii i nasilenie pierwotnej reakcji po uzadleniu

Po wdrozeniu VIT do codziennej praktyki lekarskiej zaktadano, ze terapia musi trwac
do konca zycia chorego lub przynajmniej do czasu uzyskania negatywizacji testow
skornych. Okazato sie jednak, ze u wiekszosci chorych potrzeba ponad 10 lat terapii,
aby osiggng¢ brak reaktywnos$ci skory, a pomimo to u kilku do 10% z nich mogag
wystapié kolejne reakcje po uzadleniach *°. Pierwsze serie badan z lat 1985-1997
weryfikujgce skutecznosc¢ VIT za pomocg prob prowokacyjnych obejmowaty analizg
chorych odczulanych przez co najmniej 3 lata i poddanych obserwacji po 1-3 lat od
zakonczenia immunoterapii. Wykazano utrzymywanie sie ochronnego wptywu VIT u
83-100% chorych, z korzystniejszym efektem u odczulanych jadem osy w

poréwnaniu z jadem pszczoly oraz u dzieci w poréwnaniu z dorostymi *.

Jednym z pierwszych badan obejmujgcych chorych obserwowanych az 5 lat po
zakonczeniu VIT byta analiza Reismana, w ktérej zebrano 113 chorych zgdlonych po

% Zanalizowano m.in. zaleznosci

zakonczeniu VIT w naturalnym Srodowisku
pomiedzy skutecznoscig a nasileniem reakcji pierwotnej, czasem trwania terapii,
czasem od zakonczenia VIT. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy nasileniem pierwotnej
reakcji a koncowym wynikiem leczenia. Chorzy z ciezkg anafilaksjg po uzadleniu w
wywiadzie trzykrotnie czesciej ponownie reagowali po zakonczeniu VIT, u tych
chorych konieczne byto leczenie co najmniej piecioletnie, pozostali osiggali dobre

wyniki po 2-3 latach VIT.

W latach 1996-2000 Golden i wsp. opublikowali serie analiz dotyczgcych grupy 74
chorych odczulanych w wigkszosci jadem osy przez co najmniej 5 lat *°*49%7,
Wykazali, ze przez 5 lat od zakonczenia terapii u 90% nie wystepowaty reakcje
systemowe po uzadleniach, a u pozostatych chorych byly to reakcje tagodne. Po
wydtuzeniu obserwacji do 7 lat od zakonczenia VIT odnotowano jednak kolejne,
rowniez ciezkie, systemowe reakcje, zwtaszcza u chorych Zzadlonych w warunkach
naturalnych. Ryzyko ciezkiej reakcji systemowej rosto z kazdg reakcjg po
zakonczeniu terapii, jednak nawet do 13 lat, u ogo6tu chorych, utrzymywato sie w

przedziale 10-15% (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Historia naturalna alergii na jad owaddéw bfonkoskrzydtych z uwzglednieniem ryzyka
ponownej reakcji systemowej po uzgdleniu u chorych nieleczonych, poddawanych VIT przez 1-2 lata

i przez $rednio 6 lat (na podstawie i za zgodg Golden DBK i wsp. *)

Lerch i Mueller przedstawili z kolei analize 358 przypadkéw, w ktérej VIT stosowano
nawet przez 10 lat *®. 200 chorych poddano ponownie uzadleniom. U 15,6% chorych
odczulanych jadem pszczoty i 7,5% leczonych jadem osy wystgpity ponowne reakcje
anafilaktyczne, wykazano tym samym roznice w skutecznos$ci obu terapii, cho¢ nie
byly one istotne (p=0,081). Wiekszo$¢ reakcji wystgpita w pierwszym roku po
zakonczeniu VIT i miata tagodny charakter. U wiekszosci chorych kolejne uzadlenia
przynosity nasilenie ciezkosci anafilaksji. Wreszcie u chorych leczonych jadem
pszczoty wykazano zwigzek czasu terapii ze skutecznoscig. Chorzy leczeni 3 lata
reagowali wyraznie czesciej niz leczeni przez 5 lat (p=0, 007) . Rdéznice te byly
nieznamienne u chorych, jesli reakcje oceniano w pierwszym roku po zakonczeniu
leczenia. Takze tym razem nie stwierdzono istotnych réznic w zaleznosci od stopnia

nasilenia reakcji przed VIT.

Ze wzgledu na koszty i mozliwos¢ pogorszenia wspotpracy z chorym w miare czasu
trwania VIT, prowadzone sg badania nad skroceniem terapii ponizej 5 lat.
Dotychczasowe oceny skutecznosci po 1-2 latach wskazujg na jej brak. Jakkolwiek
niektére badania nad chorymi leczonymi przynajmniej 3 lata dopuszczajg mozliwosc

zakonczenia leczenia po tym okresie 021,
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Na podstawie historii choroby, wynikéw powtarzanych testéw, oceny czynnikéw
ryzyka anafilaksji takich jak narazenie srodowiskowe, czy choroby wspdtistniejgce,
zaleca sie aby decyzja co do ukonczenia immunoterapii byta dokonywana pomiedzy

3 a 5 rokiem immunoterapii z preferencjg w kierunku 5 lat jej trwania ®.
1.5.2.2.2 Dobor szczepionki i rodzaju terapii

Do pierwszych obserwacji dotyczgcych skutecznosci immunoterapii nalezaty
randomizowane badania Hunta z Ilat 70-tych ubiegtego wieku. Pojedynczo
zasdlepiona, prospektywna proba objeta 60 chorych poddanych immunoterapii
wyciggiem z catych ciat btonkoskrzydtych, preparatami samego jadu i placebo. Po 6
tygodniach poddano chorych ponownym uzgdleniom, reakcje systemowe wystgpity
odpowiednio u 5,3% chorych odczulanych jadem, 63,6% wyciggiem z owada i 58,3%
placebo. W kolejnym badaniu Muellera chorzy poddani VIT, w poréwnaniu z terapig
wyciggiem z owada, reagowali réwnie czesto, jakkolwiek reakcje miaty zdecydowanie

mniejsze nasilenie .

Od roku 1980 do dzi$ opublikowano szereg obserwacji dotyczgcych skutecznosci VIT
wykazujgc powtarzajgcg sie roznice pomiedzy odczulanymi jadem osy i pszczoty.
Immunoterapia jadem pszczoty jest znacznie czesciej zwigzana z reakcjami po
kolejnych iniekcjach w trakcie terapii, po uzgdleniach w trakcie i po VIT oraz
znaczgco mniejszg ochrong przed nasilong anafilaksjg (75%-85% odczulanych

jadem pszczoly i 85%-95% jadem osy) “%°%0%64

. Przyczyny tego stanu rzeczy
doszukiwano sie w fakcie, iz pszczota wstrzykuje wiekszg i bardziej statg objetosc
jadu w poréwnaniu z osg. W zwigzku z tym bierze sie pod uwage przedtuzenie terapii

u chorych z alergia na jad pszczoty ©.

Inng przyczyng moze by¢é sposob
pozyskiwania jadu do szczepionek. Jad pszczeli pozyskuje sie poprzez
elektrostymulacje od zywych owadow, natomiast jad osy z wycietych woreczkow
jadowych, w zwigzku z tym zawartoS¢ proteaz w preparacie moze powodowac

zmniejszenie immunogennosci jadu .

Immunoterapie podjezykowag (ang. sublingual immunotherapy; SLIT) stosuje sie
coraz czesciej gtdwnie ze wzgledu na tatwosé podawania leku. Na dzieh dzisiejszy
istniejg dane dokumentujgce efektywnosc i bezpieczenstwo SLIT w alergii na pytki

roslin oraz kurzu domowego, jednak zastosowanie SLIT w innych przypadkach nadal
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jest kontrowersyjne i wymaga przeprowadzenia odpowiednich badan ®°7. W leczeniu
alergii na jad btonkoskrzydtych z zastosowaniem SLIT opublikowano jedynie kilka

prac 68,69

, ktore jednak ze wzgledow metodologicznych staty sie przedmiotem
znaczgcych kontrowersji. Na podstawie dotychczasowych doniesien nie zaleca sie

SLIT w leczeniu alergii na jad owadéw .

Wszystkie dotychczasowe doswiadczenia dotyczgce immunoterapii zdajg sie
potwierdzaé teze o bezposrednim zwigzku bezpieczenstwa i skutecznosci leczenia z
jakoscig preparatu stuzgcego immunizacji. Badania molekularne ujawniajg istotne
réznice pomiedzy surowym jadem a dostepnymi ekstraktami co moze istotnie
wptywac¢ zardowno na diagnostyke jak i warunkowaé skutecznos¢ immunoterapii.
Opisuje sie ktopoty ze zmniejszong reprezentacjg Ves v5, Api m3 czy Api m10 w
komercyjnie dostepnych preparatach uzywanych do diagnostyki i terapii. Ostatnie
badania przeprowadzone przez Fricka i wsp. pokazujg jak duze sg roznice w
zawartosci alergenéw w preparatach stosowanych obecnie w leczeniu alergii na jad
pszczoty. Brak albo sladowa zawartos¢ Api m10 w preparacie stosowanym w
leczeniu wraz z udokumentowang alergig na Api m10 byta w badanej grupie
gtéwnym predyktorem braku skutecznosci terapii . Rozwigzaniem jest modyfikacja
skladu szczepionek przez dodanie odpowiednich alergenéw badz produkcja
preparatbw o kontrolowanym sktadzie, ztozonych jedynie z alergendw
rekombinowanych, zapewne jednak wskazana jest diagnostyka uwzgledniajgca
powyzszy problem ?°. Prowadzone sg badania nad CRIT (ang. component resolved

immunotherapy; CRIT), leczeniu opartym na alergenach rekombinowanych *.
1.5.2.2.3 Przebieg i bezpieczenstwo terapii

W kilku badaniach wykazano, ze wystgpienie reakcji systemowych, jako powiktan
VIT, wigze sie ze znaczaco wiekszym ryzykiem nawrotu po jej zakonczeniu ®'2,
Posrednio wptyw na ten czynnik ryzyka moze mie¢ dobdr terapii wstepnej. W wielu
badaniach obserwowano zmniejszenie liczby epizodéw anafilaksji jako powiktan VIT
wraz ze zmniejszeniem liczby wstrzyknie¢ w dochodzeniu do dawki podtrzymujgcej
375z drugiej strony jednak ryzyko rosto wraz ze zwiekszeniem szybkosci
wzrastania dawek ®7%"7_ Wiekszg liczbe reakcji systemowych stwierdzano réwniez w
trakcie VIT z jadem pszczoty w poréwnaniu z jadem osy °'°*727>70 Goldberg i wsp.

udowodnili, ze stan tolerancji w alergii na jad pszczoty osigga sie bezposrednio po
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uzyskaniu dawki podtrzymujgcej u okoto 95% chorych, co jest wynikiem
porownywalnym z wynikami osigganymi u chorych z alergig na jad osy, przy czym u
czeéci wymaga to zwiekszenia dawki podtrzymujacej do 200-250 pg jadu e
Potwierdzajg to obserwacje opisane przez Rueff i wsp *"°°. Z kolei Cavallucci i wsp.
zaobserwowali brak wptywu wydituzenia odstepu pomiedzy dawkami nawet do 3
miesiecy juz w czwartym roku immunoterapii . Wyniki powyzszych badan wskazuja,
ze efektywnos¢ i bezpieczenstwo terapii jadem pszczoty moze ulec poprawie
poprzez zwiekszenie dawki podtrzymujgcej, jednak biezgce metaanalizy wskazujg na
brak dostatecznej ilosci odpowiedniej jakosci danych do okreslenia zalecen w tej

sprawie .

Dawka leku wydaje sie by¢ jednym z zasadniczych czynnikow
wptywajgcych na ogolng skutecznos¢ wszystkich rodzajow VIT, jednak wymaga to

niewatpliwie dalszych obserwaciji.

Jedng z propozycji klasyfikacji dziatan niepozgdanych VIT jest skala Mosbecha i
Muellera (Tab. 1)

Tabela 1. Klasyfikacja dziatan niepozgdanych immunoterapii z jadem owadow
btonkoskrzydtych (wg Mosbecha i Muellera ).

Stopien Typ reakcji Objawy
natezenia
0 Duza lokalna Obrzek > 10cm przez > 2 dni
1 Mata Swigd, pokrzywka, obrzek, pogorszenie

samopoczucia, niepokoj

2 Uogodlniona Ucisk w klatce piersiowej, kotatanie serca, zawroty
gtowy, nudnosci, bol gtowy

3 Ciezka Sennos¢, ktopoty z oddychaniem, wymioty, biegunka,
niemoznos¢ utrzymania moczu lub stolca

4 Anafilaktyczna  Zaburzenia $wiadomosci, spadek cisnienia tetniczego,
gteboki lek, utrata przytomnosci, sinica, smierc
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1.5.2.2.4 Wyjsciowe stezenie tryptazy w surowicy i choroby zwigzane z aktywacjg

mastocytow

Stezenie tryptazy w surowicy, jako zmiennej okreslajgcej posrednio liczbe i stan
aktywacji mastocytow w organizmie cztowieka, jest czynnikiem wptywajacym
bezposrednio na nasilenie reakcji anafilaktycznej i standardowo uzywa sie go do
charakteryzowania chorych z alergig na jad owadéw btonkoskrzydtych %8 Dane z
wieloosrodkowego badania Grupy Zainteresowan nad Nadwrazliwoscig na Jad
Owadoéw dziatajacej przy EAACI # obejmujace 962 chorych, wydaje sie ostatecznym
dowodem na istotnosS¢ stezenia tryptazy w surowicy w diagnostyce alergii na jad
btonkoskrzydtych. Opisano nieliniowg zalezno$¢ (Ryc. 2) pokazujgcg gwattowny
wzrost ryzyka systemowej reakcji anafilaktycznej po uzadleniu juz przy stezeniu
tryptazy 5 pg/l. Jako niezalezne czynniki ryzyka okreslono réwniez pte¢ meska,
wystepowanie wczesniejszych reakcji o mniejszym nasileniu, alergie na jad osy,
starszy wiek oraz stosowanie lekow z grupy inhACE, nie wykazano natomiast

zwigzku nasilenia anafilaksji z przyjmowaniem lekow z grupy B-blokerow.

W kolejnym badaniu, obejmujgcym 680 chorych z wielu osrodkéw, wykazano, ze juz
stezenie tryptazy 4,21 pg/l w surowicy krwi wigzato sie z gwattownym, liniowym
wzrostem ryzyka anafilaksji podczas fazy wstepnej VIT °, jednak u 357 chorych z tej
grupy przeprowadzono obserwacje w trakcie fazy podtrzymujgcej i nie obserwowano
wplywu stezenia tryptazy (>11,4 pg/ml) w surowicy na czestos¢ anafilaksji po
uzadleniach w trakcie VIT (p=0,393) "*. W innym badaniu obejmujgcym 1532 chorych
roznica w skutecznosci VIT byla wyrazna, w zaleznosci od stezenia tryptazy w
surowicy, ale zastosowano zdecydowanie wyzszy punkt odciecia (>20 pg/ml)
(p=0,003) *°.

Mastocytoza jest chorobg spowodowang monoklonalnym rozrostem patologicznych
mastocytow w wielu narzgdach. Jednym z kryteriow diagnostycznych tej choroby jest
stezenie tryptazy w surowicy przekraczajgce 20 ng/l ®. U okoto 30% chorych
wspotwystepuje alergia na jad owadow, ktora jest przyczyng znaczgcej wiekszoSci
reakcji anafilaktycznych u chorych na mastocytoze %, a reakcje po uzadleniach sa
znaczaco bardziej nasilone niz w ogodlnej populacji ®. U tych chorych VIT jest

63,87-89

leczeniem z wyboru , pomimo tego, ze jest obarczone wiekszym ryzykiem
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powiktan (zwlaszcza u chorych z alergig na jad osy) **7%%7

oraz wydaje sie nies¢ ze
sobg mniejszg efektywnosc¢ (72%) w poréwnaniu z ogdtem chorych poddawanych
VIT . W przytaczanym juz badaniu Rueff i wsp. u 9 z 32 badanych chorych wykryli
stezenie tryptazy powyzej 13,5 ug/l. U 7 z nich odczulanych dawkg 100 ug jadu
wystapity reakcje systemowe po kolejnym uzadleniu *’. Po zwiekszeniu dawki, do co
najmniej 200 ug u tego typu chorych uzyskiwano bezpiecznie anergie juz w trakcie
fazy podtrzymujacej immunoterapii *"®”. Dotychczas brak duzych prospektywnych
obserwacji dotyczgcych dtugotrwatego dziatania ochronnego VIT po jej zakonczeniu
u chorych na mastocytoze. Dane retrospektywne wskazujg na duze ryzyko zgonu
spowodowanego uzadleniem po przerwaniu immunoterapii, w zwigzku z tym

8889  Badania

sugeruje sie kontynuowanie terapii do konca zycia chorego
przeprowadzone we Wtoszech potwierdzajg, ze juz stezenie tryptazy rzedu 11,4 ugl/l
u chorych z alergig na jady owadow jest wskazaniem do pogtebienia diagnostyki w
kierunku mastocytozy uktadowej. Przy tym stezeniu tryptazy, u okoto potowy chorych
mozna spodziewacC sie rozpoznania mastocytozy, nie mniej prawidtowe stezenie
tryptazy w surowicy nie wyklucza tego rozpoznania. Wstrzgs anafilaktyczny po
uzadleniu, bez wspotwystepujgcych zmian pokrzywkowych czy obrzeku
naczynioruchowego moze by¢ najwazniejszym  wskaznikiem rozpoznania
mastocytozy, istotniejszym niz podwyzszone stezenie tryptazy w surowicy *° U ogétu
chorych z alergig na jad owadow wystepowanie mastocytozy mieéci sie w granicach
1%-7,9% °".

Od kilku lat sugeruje sie wyodrebnienie jednostek klinicznych zwigzanych z
aktywacjg mastocytow i niespetniajgcych wszystkich kryteriow rozpoznania
mastocytozy. Takg chorobg jest zespdt monoklonalnej aktywacji mastocytéw (ang.
Monoclonal Mast Cell Activation Syndrome; MCAS), w ktérym nawracajgce reakcje
anafilaktyczne taczg sie z objawami aktywacji mastocytéw (np.: podwyzszone
stezenie tryptazy w surowicy), jako wyrazu obecnosci monoklonalnego rozrostu
patologicznych mastocytow (obecnos¢ mutacji genu KIT, obecno$¢ patologicznych
mastocytow CD25 w szpiku) %949 Nalezy rozwazyé u tych chorych prowadzenie

VIT jak u chorych z rozpoznang mastocytoza.
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1.5.2.2.5 Wiek, pte¢ i choroby wspotistniejgce

Jezeli uwzglednimy wiek chorych, okazuje sie, ze anafilaksja po uzadleniu dotyczy
okoto 1% dzieci i okoto 3% ogotu populacji dorostych, a ogdélne ryzyko anafilaksji i
nasilenie reakcji rosnie z wiekiem chorego “***. U dzieci, znacznie czesciej niz u
dorostych, reakcje ograniczone sg tylko do objawéw skérnych (pokrzywka, obrzek
naczynioruchowy), U dorostych natomiast czesSciej wystepuje obturacja drog

oddechowych i spadek ci$nienia tetniczego *°.

Wyniki badania Goldena wskazujg, ze wiekszos¢ dzieci ,wyrasta” z alergii na jad
owadéw bez stosowania immunoterapii. Jednak u 32% procent po 20 latach od
pierwotnej anafilaksji, wystgpity reakcje systemowe po uzadleniu. W poréwnaniu do
5% wsréd dzieci odczulanych rdznica byta istotna (p=0,007). Wsréd dzieci z
tagodnymi reakcjami w wywiadzie réznica wynosita odpowiednio 13% i 0%, lecz nie
byta znamienna. Na podstawie tych danych mozna wnioskowac, ze wskazania do
VIT sg podobne zaréwno u dzieci jak u dorostych *. Wydaje sie réwniez, ze VIT u

miodszych chorych moze wigzaé sie z wigkszg skutecznoscig *°°.

Wieksza skutecznos¢ VIT u mtodszych i rosngce z wiekiem ogdlne ryzyko anafilaksiji
coraz czedciej jest wigzane ze stezeniem tryptazy w surowicy. W kolejnych
badaniach obserwowano dodatnig korelacje narastania stezenia tryptazy (Srednio

1,3% rocznie) wraz z wiekiem chorego 394697,

Poza mastocytozg narastanie zawartosci tryptazy w surowicy moze wystepowaé w
astmie, przewlektej pokrzywce, wyprysku pienigzkowatym, ostrej biataczce
szpikowej, roznych zespotach mielodysplastycznych, zespoftach zwigzanych z
mutacjg FIP1L1-PDGFRA (np.: zespot hypereozynofilowy), schytkowej niewydolnosci
nerek, chorobach pasozytniczych (np. onchocerkozie) oraz chorobach uktadu

krgzenia %

Choroby ukfadu sercowo-naczyniowego sg zwigzane ze zwiekszonym odsetkiem
zgonow w przebiegu anafilaksji, jednak ciggle trudno ustali¢ czy jest to zwigzane z
wiekiem chorych, lekami stosowanymi w terapii tych schorzen (inhACE, B-blokery),
czy bezposrednio z zaawansowaniem choroby uktadu krazenia %% Wydaje sie
jednak, ze ogdlne ryzyko zgonu tych chorych jest wieksze bez immunoterapii z jadem

owadéw niz podczas VIT, w trakcie ktérego niezaleznie stosowane sg B-blokery .
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Istniejg badania wykazujgce korzys¢ z odstawienia bgdz zamiany inhACE (jako
silnego, niezaleznego czynnika ryzyka anafilaksji) na inny lek *>®*,  choé m.in.

72,99,100

publikacje Stoevesandt i wsp. przeczg tej tezie.

U chorych leczonych z powodu alergii na jady owaddéw wykazano czestsze
wystepowanie polimorfizmu MM 235 genu angiotensynogenu zwigzane z mniejszym
stezeniem biatek uktadu renina-angiotensyna ', Wykazano réwniez nizsze stezenia

biatek tego ukfadu u chorych, ktorzy nie osiagneli tolerancji alergenu w wyniku VIT
102

W publikowanych dotychczas danych wykazywano sprzeczne informacje wigzace

ryzyko anafilaksji, skuteczno$é i bezpieczenstwo immunoterapii z ptcig 684193104,

1.5.2.2.6 Czestotliwosc ekspozycji

W przytaczanych juz badaniach nad dtugoterminowymi efektami VIT wykazano
zwiekszenie ryzyka kolejnej reakcji systemowej po kazdym kolejnym uzadleniu od
zakonczenia VIT (ryzyko nasilato sie wraz ze zwigkszeniem czestotliwosci uzgdlen)
45.49.56.58.00 "\ zwigzku z tym u chorych, u ktérych ryzyko kolejnych uzadlen jest
bardzo duze (np.: pszczelarze, pracownicy cukierni) rozwaza sig, indywidualnie dla
kazdego chorego, kontynuacje immunoterapii do czasu usuniecia czynnikdéw

zwigkszajgcych ryzyko uzadlen .
1.5.2.2.7 Inne czynniki predykcyjne skutecznosci VIT

W 2010 roku opublikowano wyniki wspotpracy osrodkéw w Gdansku (Polska) i
Groningen (Holandia). U 46 chorych leczonych VIT podzielono na trzy grupy: (1)
chorych, u ktérych uzyskano dtugotrwatg ochrone po VIT, (2) chorych, u ktorych VIT
okazata sie nieskuteczna, (3) i chorych pozostajgcych w trakcie fazy podtrzymujgcej
VIT. U wszystkich poddanych badaniu zbadano ekspresje 48071 gendw, nastepnie
za pomocg modelu predykcyjnego Bayesa wyodrebniono 18 gendw

charakterystycznych dla chorych z dobrym efektem immunoterapii '

. Kolejne
badanie obejmujgce 50 chorych podzielonych na 3 grupy: (1) chorych przed VIT, (2)
w trakcie fazy podtrzymujgcej i (3) tych, ktérzy uzyskali ochrone po VIT. Opisano 89

genodw, ktére zmieniajg ekspresje zaréwno w grupie w trakcie jak i po VIT '%.
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Od poczatku prowadzenia badahn nad VIT szukano czynnika pozwalajgcego lepiej
przewidzie¢ jej skutecznosc¢ niz préby prowokacyjne. Z badan dtugoterminowych
wynika, iz jedynie negatywizacja testow skornych osiggana u nie wiecej niz jednej
trzeciej chorych po zakonczeniu VIT i spadek stezenia tryptazy mogg wigzaé sie z
diugotrwatg ochrong chorego *°49°7°8% Natomiast ani stezenie sIgE ani slgG4 nie

pozwalajg bezposrednio przewidziec ryzyka ponownej reakcji.

BAT poza zwiekszeniem czutosci testow diagnostycznych w HVA wydaje sie
dodatkowo dawaC nadzieje na uzyskanie prostego badania pozwalajgcego

przewidzie¢ zaréwno ryzyko dziatan niepozadanych VIT ' jak i skuteczno$¢ terapii
37,108-110

Czynnikiem posrednio okreslajgcym rosngcy z wiekiem poziom aktywacji mastocytow
w organizmie jest catkowite stezenie IgE *’. Wykazano, ze stezenie >250 kUa/l wigze
sie z obnizeniem ryzyka anafilaksji, natomiast stezenie <50 kUa/l - istotnie je
zwieksza. Uwaza sig, ze niskie stezenie IgE w surowicy moze by¢ wynikiem wigzania
swoistych immunoglobulin tego typu na powierzchni komérek efektorowych, a
wyrazem tego, poza badaniami okreslajgcymi bezposrednio stan aktywaciji
mastocytow czy bazofili (np.: tryptaza, BAT), moze by¢ odniesienie sIigE do

catkowitego IgE. Wynik >4% wigze sie z wysokim ryzykiem anafilaksji """

Z kolei w 2005 roku, Konno opisat swoje badania nad osteopontyng jako
potencjalnym biomarkerem skuteczno$ci immunoterapii 2. Badanie zmian stezenia
ostepontyny u dzieci poddawanych VIT wskazujg, ze moze to by¢ potencjalny marker

skutecznej immunoterapii ''°.
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2. Cele pracy

1. Analiza wptywu wybranych czynnikow klinicznych na nasilenie reakcji po
uzagdleniach, bezpieczenstwo oraz skutecznos$¢ immunoterapii z jadem w grupie

chorych z alergig na jad owadoéw btonkoskrzydtych.

2. Ocena ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki RT-PCR (z zastosowaniem
kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej u chorych z alergia na jad osy w

porownaniu do osob zdrowych.

3. Ocena zmiany ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki RT-PCR (z
zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej u chorych z alergig na jad

osy pod wptywem immunoterapii z jadem osy.
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3. Materiaty i metody
3.1. Opis grupy badanej

W latach 2003-2014, w Klinice Alergologii w Gdansku, immunoterapii z jadem
owadow (VIT) poddawano 489 chorych z alergig na jad owaddéw btonkoskrzydtych
(HVA).

W 2014 roku u 127 chorych (75 kobiet i 52 mezczyzn w wieku od 20 do 81 lat;
Srednia 49 Iat) rozpoczynajgcych leczenie i bedacych w trakcie terapii
przeprowadzono badanie ankietowe dotyczgce historii reakcji po uzadleniach,
narazenia na uzadlenia, przebiegu dotychczasowej terapii oraz choréb

wspotistniejgcych.

Wykonano réwniez retrospektywne badanie ankietowe (listownie badz telefonicznie)
u 119 chorych z HVA (65 kobiet i 54 mezczyzn, w wieku od 24 do 84 lat; Srednia 53
lata), w grupie chorych, ktérzy do 2014 zakonczyli 5 letni kurs VIT, dotyczgce
przebiegu choroby (przed, w trakcie i po leczeniu jadem) oraz chordb

wspotistniejgcych i narazenia na uzadlenia.

Wsréd chorych rozpoczynajgcych VIT w Klinice Alergologii w latach 2010-2014
wytoniono 45 oséb z alergig na jad osy (42 kobiety, 15 mezczyzn, w wieku od 18 do
77 lat, srednia wieku 41,8 lat), u ktérych przeprowadzono analize zmian ekspresiji
wybranych gendéw w przebiegu VIT, za pomocg techniki RT-PCR (z zastosowaniem

kart mikrocieczowych).

U wszystkich badanych rozpoznanie choroby i kwalifikacja do leczenia zostaty

przeprowadzone zgodnie z zaleceniami EAACI.

Badania byty finansowane ze Srodkoéw uzyskanych w ramach grantu Narodowego
Centrum Nauki (2011/01/M/NZ501362) oraz grantu Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (GUMed) (MN/01-0123/08/231/2014).
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3.2. Kryteria wigczenia i wytgczenia

Kryterium wigczenia do badania ankietowego stanowito rozpoznanie alergii na jad

owaddw btonkoskrzydtych i kwalifikacja do VIT.

Kryterium witgczenia do badania ekspresji wybranych genéw stanowito rozpoznanie

alergii na jad osy i kwalifikacja do immunoterapii z jadem osy.

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

oddechowa.

Na badanie zostata wydana zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy GUMed nr
NKBBN/468/2013. Osoby biorgce udziat w badaniu podpisaty dobrowolng swiadomg
zgode.

3.3. Opis grupy kontrolnej badania ekspresji genéw

Grupe kontrolng stanowi 38 ochotnikow (19 kobiet i 19 mezczyzn, w wieku od 25 do
77 lat, srednia wieku 46 lat) bez alergii w wywiadzie, rekrutowanych wsréd oséb
zgtaszajgcych sie do badania w ramach medycyny pracy oraz badan profilaktycznych

w opiece podstawowe].
3.4. Opis procedur wykonanych u chorych

Diagnostyke w kierunku alergii na jady owadow btonkoskrzydtych przeprowadzano u
chorych z reakcjg anafilaktyczng po uzadleniu przez owada w wywiadzie. Alergie na
jady owadow btonkoskrzydtych rozpoznawano na podstawie badania podmiotowego,
przedmiotowego, punktowych testow skornych i s$rédskérnych oraz oznaczenia
poziomu specyficznych przeciwciat klasy IgE w surowicy krwi zgodnie z wytycznymi
EAACI’.

Podczas badania ankietowego chorzy byli pytani o dane demograficzne (wiek, ptec,
zawdd), wystepowanie i przebieg objawow reakcji po uzadleniach przez owady oraz
ich zwigzek czasowy z uzadleniem, leczenie dorazne wystepujgcych reakcji,
wystepowanie potencjalnych czynnikéw ryzyka anafilaksji po uzadleniach takich jak
choroby wspdtistniejgce (atopowe, autoimmunologiczne, choroby tarczycy i uktadu
krgzenia, nowotworowe) oraz leki, pod wptywem ktorych chorzy pozostawali w

trakcie uzadlenia. Kolejne pytania dotyczyty przebiegu VIT (objawy niepozgdane,
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czas trwania) oraz obecnosci innego rodzaju alergii czy nadwrazliwosci w wywiadzie

(Suplement — ankieta).

Nastepnie oceniano ciezko$¢ reakcji po uzadleniach. Podzielono reakcje na grupy:
normalne reakcje miejscowe, duze reakcje miejscowe (LLR), reakcje anafilaktyczne.
Za normalne reakcje miejscowe uwaza sie bol, rumien i niewielki obrzek wokot
uzadlenia ustepujgce do 24 godzin po uzadleniu, natomiast LLR charakteryzuje
obrzek wokét uzadlenia przekraczajgcy wymiar 10cm i utrzymujgcy sie dtuzej niz
dobe’. Reakcja anafilaktyczna to ciezka, potencjalnie zagrazajgca zyciu systemowa
reakcja z nadwrazliwosci charakteryzujgca sie gwattownym przebiegiem z groznymi
dla zycia objawami ze strony drog oddechowych, oddychania i krgzenia, oraz zwykle,
ale nie zawsze, towarzyszacymi objawami skornymi i ze strony bton $luzowych™*,
Ciezko$6 reakcji anafilaktycznych kwalifikowano przy uzyciu skali Muellera’. Jako
stopien | reakcji anafilaktycznej oceniano uogdlniong pokrzywke z towarzyszgcym
Swigdem, zte samopoczucie, niepokoj. Stopien Il charakteryzowat sie
wystepowaniem objawow jak w stopniu | oraz przynajmniej dwu z nastepujgcych:
obrzek naczynioruchowy, ucisk w klatce piersiowej, nudnosci, wymioty, biegunka, bal
brzucha czy zawroty gtowy. Na obraz Ill stopnia reakcji anafilaktycznej sktadaty sie
objawy jak w stopniu Il oraz przynajmniej dwa z nastepujgcych: duszno$cé,
Swiszczgcy oddech, sSwist krtaniowy, uposledzenie mowy, chrypka, ostabienie,
dezorientacja i gtebokie uczucie leku. IV stopien to objawy stopnia Ill i przynajmnigj
dwa z Kkolejnych: spadek cisnienia tetniczego, omdlenie, utrata swiadomosci,

niekontrolowane oddanie moczu lub katu, sinica.

Ws$rdd niektérych chorych zakwalifikowanych do badania zmian ekspresji wybranych
genéw oznaczano podczas diagnostyki HVA stezenie tryptazy mastocytarnej w
surowicy. Badanie wykonano za pomocg testu fluoroimmunoenzymatycznego
(ImmunoCAP Tryptase, Uppsala Sweden) w Klinice Dermatologii, Wenerologii i
Alergologii GUMed.

3.4.1. Pobranie materiatu oraz przeprowadzenie badan genetycznych

W celu oceny zmian ekspresji gendéw za pomocg kart mikrocieczowych dwukrotnie
(przed rozpoczeciem immunoterapii i po osiggnieciu sumarycznej dawki 500 do 600

mikrogramow jadu — okoto 3 miesigce immunoterapii) pobrano krew obwodowg przy
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uzyciu probowek Tempus Blood RNA Tube firmy Applied Biosystems® w objetosci
6ml.

Po pobraniu krwi obwodowej energicznie wstrzgsano probdéwkag przez 10 do 20
sekund celem doktadnego wymieszania jej z zawartym odczynnikiem stabilizujgcym,
dzieki ktéremu komorki krwi ulegajg natychmiastowej lizie z nastepujgcg izolacjg i
stabilizacjg RNA. Odczynnik stabilizujgcy inaktywuje RNAzy komorkowe i
selektywnie wytrgca RNA, natomiast DNA genomowy pozostaje w roztworze.
Nastepnie 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 genow przeprowadzono w Katedrze Medycyny Sadowej
GUMed. Izolacje RNA z komorek krwi obwodowej wykonano zestawem Tempus™
Spin RNA Isolation Kit (Ambion®). W temperaturze pokojowej rozmrozono materiat.
Nastepnie zwirowano oraz przeniesiono zawartos¢ probéwek do 50 mL tub,
rozcienczono zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered
saline; PBS) i energicznie wytrzgsano przez co najmniej 60 sekund, uwazajgc, aby
lizat przemieszczat sie do gory w rurze. Nastepnie wirowano tuby w temperaturze 4
°C w 3000xg (RCF) przez 45 minut. Nastepnie ostroznie zlano supernatant; na dnie
pozostat osad RNA, ktory przeniesiono na celulozowy filtr oczyszczajgcy. Nastepnie
wg zalecen producenta zestawu osad oczyszczano i eluowano RNA stosujgc
mikrowiréwke. Jakos¢ oraz ilo§¢ wyizolowanego RNA okreslono za pomocg
spektrofotometru NanoDrop. Ponadto okreslono walidacje RNA, czyli pomiar
koncentracji oraz jakosci RNA, w tym RIN (ang. RNA Integrity Number; RIN), za
pomocg bioanalizatora (Bioanalyzer, Bio-RAD) w Pracowni Genomiki Szkoty Gtéwne;j
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tylko probki z RIN >7.5 zakwalifikowano do
dalszego etapu badania. Uzyskany roztwér RNA 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
str. 36



jednoniciowy cDNA (w 20 pL 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 transkrypciji.
Zamrozone prébki RNA rozmrazano i przechowywano na lodzie w trakcie catej
procedury. Do przeprowadzenia reakcji zastosowano RNA w ilo$ci 500 ng w stezeniu
50ng/ul. Nastepnie przygotowano na lodzie roztwory 2xRT Master Mix na 20 uL
objetosci mieszaniny reakcyjnej i doktadnie zwirowano wg protokotu. Przygotowano
RT-PCR wg protokotu: do kazdego stripa podano pipetg 10 ul 2xRT Master Mix,
nastepnie pipetg podano 10 pl RNA i dwukrotnie zmieszano roztwor w pipecie,
zamknieto szczelnie stripy, krétko zwirowano aby uzyska¢ materiat na dnie stripow i
wyeliminowac¢ pecherzyki powietrza. Nastepnie umieszczono materiat reakcyjny w
termocyklerze i zaprogramowano przeprowadzenie RT-PCR wg ustawien zalecanych
w protokole: objeto$¢ reakcji 20 pl, krok I: 10 minut w temperaturze 25 °C, krok Il
120 minut w 37 °C, krok IIl: 5 minut w 85 °C i krok IV: =« w 4 °C. Nastepnie materiat

zamrozono i przechowywano w -20 °C przez okres od 1 do 6 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 genéw. Karty TagMan Array
pozwalajg mierzy¢ ekspresje gendw przy uzyciu metody wzglednie iloSciowe;,
poréwnawczej 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.

W trakcie badania tgczono probke 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 gendéw
w czasie rzeczywistym, a nastepnie okreslenie wzglednego poziomu ekspresji genu.

Przygotowano mieszaning reakcyjng na 1 probke sktadajgca sie z 45 pl wody wolnej
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od RNAaz (Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated) Ambion®), 5 yl cDNA oraz 50
Ml TagMan® Master Mix uzyskujagc 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.

3.4.2. Wybor gendw do badania

W badaniu ekspresji gendw za pomocg techniki whole genome expression analysis
stwierdzono roznice w ekspresiji profilbw genetycznych komoérek krwi obwodowej
chorych na HVA, ktoérzy uzyskali dtugotrwatg ochrone przed anafilaksjg w wyniku VIT
w poréwnaniu do chorych z anafilaksjg po uzadleniu pomimo VIT. Okreslono profil
genetyczny zawierajgcy znaczgce i znamienne réznice w ekspresji transkryptow 43

genow'®

. W kolejnym badaniu wykazano znaczace réznice w ekspresji 89 genow
wsérod chorych na HVA przed VIT w poréwnaniu do chorych na HVA w trakcie i po
immunoterapii'®. Na podstawie powyzszych badan wybrano 15 gendéw celem
walidacji ich ekspresji metodg kart mikrocieczowych w niezaleznej grupie chorych.

Symbole, nazwy oraz wzory transkryptow przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab. 2).

Tabela 2. Lista 15 wybranych gendw.

Nazwa genu W2zér transkryptu

Applied Biosystems®

1 CLDN1 claudin 1 Hs00221623_m1*

2 CNGB3 cyclic nucleotide gated channel beta 3 Hs01555863_m1*

3 COMMD8 copper metabolism Murr-1 domain- Hs00215252_m1*
containing 8

4 DAZ2 deleted in azoospermia 2 Hs00414014_m1*

5 FADS1 fatty acid desaturase 1 Hs00203685 m1*
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6 HES6 transcription cofactor HES-6 Hs00936587_g1*

7 HLA-DRB5  major histocompatibility complex, class II, Hs03046116_m1*
DR beta 5
8 HTR3B 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor Hs00175775_m1*
3b
9 KLF10 krippel-like factor 10 Hs00921811_m1*
10 PCDHB10 protocadherin beta 10 Hs01585827_s1*
11 PRLR prolactin receptor Hs00168739 _m1*
12 SLC16A4 solute carrier family 16 (monocarboxylic Hs00190794_m1*

acid transporters), member 4

13 SNX33 sh3 and px domain containing 3 Hs00542077_m1*
14 SOCS3 suppresor of cytokine sygnaling 3 Hs02330328_s1*
15 TWIST2 twist homolog 2 (drosophila) Hs00382379_m1
16 18S Hs03003631_g1

3.4.3. Krotka charakterystyka wybranych genow:

CLDN1 — lokalizacja cytogenetyczna 3qg28-g29; gen dla klaudyny 1 znany rowniez
jako CLD1, SEMP1 (seminal metalloproteinase 1) lub ILVASC (ichtyosis, leukocyte
vacuoles, alopecia and sclerosis cholangitis) koduje biatko bedgce integralng czescig
bton komorkowych i wchodzgce w skfad tzw. potgczen Scistych (ang. tight-junction;
TJ) w tkankach nabtonkowych i srédbtonku. Biatka z rodziny klaudyn warunkujg
wiasciwosci potgczen miedzykomorkowych: trwatos¢ barier miedzybtonowych,

115

transport miedzykomérkowy oraz transdukcje sygnatu . Zaburzenia ekspresiji

CLDN1 wykryto w patogenezie bardzo wielu nowotworow warunkujgcych zaréwno
powstawanie jak i stopien ich ziosliwosci ', rowniez poprzez wzajemne
oddziatywanie z czynnikami prozapalnymi takimi jak TNFo i NFkB . Wykazano, iz

inwazyjnos¢ wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) jest zalezna od kondycji
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potgczen miedzykomorkowych. Klaudyna 1 jest wspolnie z CD81 ko-receptorem dla
wejscia HCV do infekowanej komérki ''®. Zastosowanie specyficznych przeciwciat

przeciwko klaudynie 1 hamuje rozwoj zakazenia HCV u myszy '"°.

Mutacje w genie
CLDN1 zwigzane sg z wystepowaniem chorob dziedzicznych zwigzanych z
zaburzeniem funkcjonowania TJ, takich jak: pierwotne stwardniajgce zapalenie drog
z6tciowych z rybig tuskag, czy wrodzona gtuchota. Zaburzenia struktury TJ biorg
udziat w rozwoju choroby Crohna, cukrzycy typu |, stwardnienia rozsianego i wielu

innych choréb .

CNBG3 - |lokalizacja cytogenetyczna 8qg21.3; gen dla podjednostki b3
bramkowanego cyklicznym nukleotydem kanatu jonowego, znany réwniez jako
ACHM1 (achromatopsia 1). Biatko petni funkcje regulacyjng w heterotetramerycznych
kanatach transdukujgcych sygnat z komoérek czopkonosnych siatkdwki. Mutacja genu
prowadzi do achromatopsiji typu 3, ktora jest rzadkg wrodzong chorobg dziedziczong
autosomalnie recesywnie, charakteryzujgcg sie catkowitym brakiem rozrézniania

barw, oczoplgsem, krétkowzrocznoscig i $wiattowstretem''.

COMMDS8 - lokalizacja cytogenetyczna 4p12; gen dla biatka wchodzgcego w skfad
kompleksu aktywujacego czynnik transkrypcyjny NFxB 2. COMMD s3 grupa biatek
biorgcych udziat w wielu procesach fizjologicznych takich jak homeostaza miedzi w
organizmie, balans sodu i adaptacja do niedotlenienia. Biatko COMMDS8 wspdlnie z
innymi  biatkami COMMD, CCDC22 oraz CRL1 tworzy kompleks inicjujgcy
ubikwitynacje czynnika Ikp co powoduje aktywacje NF«kB, prozapalnego czynnika
transkrypcyjnego dla blisko 400 gendéw warunkujgcych odpowiedz uktadu
immunologicznego, rozwdj uktadu immunologicznego oraz proliferacje i przezycie

komorek 123,

DAZ2 — |okalizacja cytogenetyczna YQq11.223; gen jest cztonkiem rodziny gendw
DAZ (ang. deleted in azoospermia), uwazanym za ludzki czynnik warunkujgcy
azoospermie (ang. azoospermia factor; AZF). Ekspresja genu ogranicza sie gtownie
do premejotycznych komorek rozrodczych. Gen koduje biatko wigzgce RNA istotne

dla spermatogenezy, a jego mutacje powodujg nieptodnosc¢ typu meskiego.
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FADS1 — lokalizacja cytogenetyczna 11q12.2-q13.1; znany rowniez jako D5D, TU12,
FADS6, FADSD5 oraz LLCDL1. Gen koduje enzym desaturaze kwasow
ttuszczowych dziatajgca poprzez duplikacje wigzan pomiedzy atomami wegla w
resztach acylowych. Uwaza sie, ze polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (ang.
single nucleotide polymorhism; SNP) w obrebie gendw grupy FADS wptywa na efekt
jaki wywierajg wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids;
PUFA) na organizm cziowieka. Warianty FADS wptywajg na metabolizm i
biodostepnosé PUFA, co poza codzienng dietg wptywa na ich poziom we krwi, mleku
matki i nasycenie w tkankach, co z kolei moze przektada¢ sie na wystepowanie
choréb alergicznych, choréb skéry oraz rozwdj umystowy, a nawet zachowanie i

osobowo$¢ u dzieci '?41%°,

HESG6 — |okalizacja cytogenetyczna 2q37.3; znany réwniez jako bHLHb41, bHLHc23
lub C-HAIRY1. Jest cztonkiem rodziny gendw regulujgcych roznicowanie komorek.
Produkt genu jest biatkiem dziatajgcym jako kofaktor hamujgcy inne czynniki
transkrypcyjne. Uwaza sie, ze biatko HES6 bierze udziat w patogenezie wielu
nowotworéw: gruczotu krokowego'?®®, miesaka komoérek prazkowanych (ang.

rhabdomyosarcoma; RMS) '?’ glejaka '®, raka piersi ' i jelita grubego'®.
Opisywano réwniez role biatka HES6 w patogenezie zaburzen nastroju i odpowiedzi

na leczenie przeciwdepresyjne'' oraz leczeniu cukrzycy'*.

HLA-DRBS5 - lokalizacja cytogenetyczna 6p21.3; nalezy do gendw kodujgcych biatka
gtdbwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il, paralogéw tahcucha beta. Antygeny
klasy Il (ang. Major Histocompatibility Complex class II; MHC 1) znajdujg sie na
komédrkach prezentujgcych antygen (ang. antigen-presenting cell, APC). Znaleziono
zwigzek pomiedzy ekspresjg genu a patogenezg chordb neurodegeneracyjnych
takich jak stwardnienie rozsiane™ czy choroba Alzheimera™!, a takze
autoimmunologicznych: toczen  ukladowy'®,  autoimmunologiczne zapalenie

136

watroby .

HTR3B - lokalizacja cytogenetyczna 11g23.1; gen koduje biatko budujgce
podjednostke B receptora dla serotoniny (5-hydroksytryptaminy) typu 3. Receptor

funkcjonuje jako pentaheteromeryczny kompleks. Do zachowania funkcjonalnosci
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potrzebna jest podjednostka A (HTR3A), ktéra po potgczeniu z serotoning powoduje

szybkg depolaryzacje neurondéw. Uwaza sie ze polimorfizm w obrebie genu moze

137-139 14

warunkowac przebieg i leczenie depresiji , sktonno$é do uzaleznien '*° oraz

odpowiedz na leczenie przeciwwymiotne "'1%%,

KLF10 - lokalizacja cytogenetyczna 8qg22.2; znany réwniez jako TIEGT i EGR-c.
Gen dla biatka tworzgcego domene tzw. palcéw cynkowych typu C2H2. Jest
represorem transkrypcji dziatajgcym jako efektor transformujgcego czynnika wzrostu
beta (TGFB), reguluje przesytanie sygnatu zalezne od TGFB1 w limfocytach T CD4+
oraz ekspresje receptora TGF-BRII na komérka CD8+ co moze mie¢ zasadniczy
wptyw na odpowiedZz immunologiczng organizmu w chorobach wirusowych i

144
h™™".

nowotworowyc Prawdopodobnie poprzez oddziatywanie z uktadem kinaz

zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases; CDKs)'*® bierze udziat w

patogenezie wielu choréb nowotworowych: rak jasnokomoérkowy nerki %

7 rak piersi ", czy biataczki limfoblastyczne *°, oraz innych

gruczolakorak trzustki
choréb zwigzanych z zaburzeniami wzrostu tkanek i cyklu komérkowego '*°. Praca
Xiong i wsp. opisujgca wptyw KLF10 na rozwdj FOXP3+ (ang. forkhead box p3;
FOXP3) komérek T regulatorowych. KLF10 poprzez integracje z antagonistycznymi
systemami modyfikujgcymi biatka histonowe wykazujg aktywujgcy badz aktywujacy

wptyw na Treg "

PCDHB10 - lokalizacja cytogenetyczna 5931; geny dla biatek z grupy protokadheryn
najsilniejszg ekspresje wykazujg w tkance nerwowej. Unikalna struktura i regulacja
ekspresji tej grupy gendw prawdopodobnie warunkuje molekularng baze ogromnej
réznorodnosci uktadu nerwowego '°?. Biatka te regulujg procesy formowania sie

synapsow oraz przezycia komoérek nerwowych 3.

PRLR - lokalizacja cytogenetyczna 5p13.2; znany réwniez jako HPRL i MFAB. Jest

genem kodujgcym biatko receptorowe dla prolaktyny. Receptor PRLR jest czescig

sieci transdukcji sygnatu zwigzanego z kinazami aktywowanymi onkogenami (kinazy

MAP; MAPK ang. mitogen-activated protein kinases), ktére sg zaangazowane w

dziatania wiekszosci pozajgdrowych onkogenow, a takze Sciezki zwigzane) z

kinazami JAK/STAT '*. Sg zaangazowane w odpowiedz komdrkowg na dziatanie
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czynnikdw wzrostu '*°. Prawdopodobnie dlatego PRLR jest szeroko opisywany jako

156158

jeden z waznych czynnikdw onkogenezy raka piersi , raka szyjki macicy "°,

raka gruczotu krokowego '®°

, howotworéw z komorek rozrodczych (m.in. raka jadra
czy raka jajnika)'®"'®?. W badaniu chorych na toczen uktadowy miata miejsce
wzmozona ekspresja PRLR na powierzchni Treg. Wykazano funkcje supresorowg
PRLR w stosunku do Treg '®. U chorych na reumatoidalne zapalenie stawow
ekspozycja na prolaktyne zwieksza wydzielanie prozapalnego TNFa z komorek
CD14+, efekt znosi blokada PRLR '. Poprzez $ciezke sygnatowg STAT5 (ang.
signal transducer and activator of transcription 5 ) PRLR obecne w watrobie mogg
wplywaé na wrazliwo$é tkanek na insuling '®°, a polimorfizm w zakresie PRLR moze

warunkowaé rozwoj cukrzycy '°°.

SLC16A4 - |okalizacja cytogenetyczna 1p13.3; znany réwniez jako MCT4. SLC16
(ang. solute carrier family 16) sg grupg biatek transportujgcych kwasy
monokarboksylowe (ang. monocarboxylate transporters; MCTs) . MCT 1-4 sg
transporterami kwasu mlekowego w tkance i miesniowej, nerwowej, nabtonkowych,
nerkach, watrobie oraz narzgdach rozrodczych regulujgc metabolizm oraz
rownowage kwasowo-zasadowg. W tkankach nowotworowych MCT4 jest czesto

167

nadmiernie reprezentowane ‘. Ekspresja MCT4 moze regulowa¢ metabolizm i

189 Zotgdka '"°, czy ptuca "".

przezycie komorek raka piersi '°®, watroby
Istnieje coraz wiecej danych opisujgcych udziat glikolizy w aktywacji komorek uktadu
odpornosciowego. Wysoka ekspresja MCT4 koreluje z aktywacjg TLR2 i TLR4 (ang.
toll-like receptors; TLR) oraz zwiekszeniem transkrypcji genéw aktywowanych przez

NF«B, a zatem mechanizméw prozapalnych 473,

SNX33 - lokalizacja cytogenetyczna 15924.2; znany takze jako SNX30 lub SH3PX3,
jest genem kodujgcym biatko biorgce udziat w procesach reorganizacji cytoszkieletu,
transporcie endosomalnym, mitozie czy endocytozie. Moze bra¢ udziat w

patogenezie zespotu Wiskotta-Aldricha '™

SOCS3 - lokalizacja cytogenetyczna 17q25.3; koduje biatko supresorowe sygnatu
cytokinowego (ang. suppressor of cytokine sygnaling; SOCS). Grupa tych biatek jest
grupg negatywnych regulatoréw przekazywania sygnatu cytokinowego. Ich ekspresja
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jest regulowana przez rézne cytokiny, w tym IL6, IL10 oraz IFNy. Biatko kodowane
przez ten gen moze hamowac aktywnos¢ kinazy JAK2 (ang. Janus-Activated Kinase

2; JAK2). Opisano SOCS3 jako czynniki zwiekszajgcy udziat prozapalnej TNFa w

175

lipogenezie i opornosci hepatocytéw na insuline '*°, a polimorfizm genu moze

warunkowaé dyslipidemie '°. Podobnie zwiekszenie ekspresji SOCS3 opisano w

trakcie nasilenia proceséw zapalnych w przebiegu choréb autoimmunologicznych 177,

natomiast zmniejszenie ekspresji moze wigzac sie z rozwojem nowotworow np.: raka

drog zétciowych'®, raka szyjki macicy '”°, raka watrobowokomdrkowego '®°, raka

ptuca ®' czy raka pecherza moczowego "%, prawdopodobnie w zwigzku z regulacjg

k 183

proceséw apoptozy komore . Bardzo szeroko opisuje sie udziat SOCS3 w

procesach zapalnych zaréwno infekcyjnych (np.: zwiekszenie ekspresji SCOS3 w

trakcie zakazenia wirusem ospy wietrznej'®*, wirusem ebola'®

186)

, czy pratkami gruzlicy
jak i immunopatologicznych (np.: wyttumienie ekspresji SOCS3 w eozynofilach
chorych na astme upo$ledzato ich adhezje, migracje i degranulacje ', wysoka
ekspresja SOCS3 koreluje z szybkimi nawrotami wrzodziejgcego zapalenia jelita

'8 wypadniecie funkcji SOCS3 moze byé zwigzane z rozwojem choroby

189)

grubego
Sjoegrena . SOCS3 moze mieé¢ wptyw na rozwdj chordb alergicznych takich jak
alergiczny niezyt nosa ' lub astma "', prawdopodobnie réwniez przez zmniejszanie

ekspresji FOXP3 na powierzchni limfocytéw Treg "%,

TWIST2 — |okalizacja cytogenetyczna 2q37.3; znany réwniez jako AMS, FFDD3 czy
bHLHa39. Jest czynnikiem transkrypcyjnym z grupy helisa-petla-helisa (ang. helix-
loop-helix; HLH), skwalifikowanym w klasie Il. Sg to czynniki odpowiedzialne za
dimeryzacje biatek zwigzanych ze szlakiem sygnalizacyjnym opartym na
TGFp, zwigzanym z kolei z patogenezg przejScia nabtonkowo-mezenchymalnego
bedgcego jednym z podstawowych mechanizméw progresji chorob nowotworowych
193194 Opisywano udziat TWIST2 w patogenezie m.in.: przewleklej biataczki
limfocytowej '%°, raka jajnika "%, raka jelita grubego '¥" i raka szyjki macicy '*. Biatka
TWIST1 i TWIST2 wydajg sie rowniez mie¢ wptyw na przebieg proceséw zapalnych

poprzez zwigzek z regulacjg produkciji IL10 i TGFp "992%°,

18s — lokalizacja cytogenetyczna 22p12; geny kodujgce podjednostke mniejszg
rybosomalnego RNA sg obecne w tzw. sekwencjach repetytywnych rDNA. Defekty w
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genach kodujgcych rybosomalne DNA aktywujg biatko p53 do proceséw degradaciji

komorki®®'

. Geny kodujgce rybosomalne DNA ze wzgledu na swojg statos¢ sg
podstawg wielu badan filogenetycznych dotyczgcych zarédwno pochodzenia
gatunkow jak i rodowodu poszczegdlnych tkanek w organizmach zywych 2229, Jest
genem cytohomeostatycznym (referencyjnym) (z ang. housekeeping gene), tzn.
takim, ktorego funkcja i ekspresja w komoérkach jest stata i ciggta niezaleznie od
warunkow w wiekszosci komérek. Uznaje sie, ze ekspresja tych genow nie zmienia
sie w warunkach eksperymentalnych wobec tego $wietnie nadajg sie do normalizacji
wynikow ekspresji innych gendéw w badaniach z uzyciem techniki RT-PCR. Geny
referencyine, jako stale podlegaijgce ekspresji na tym samym poziomie, stuzg jako
kontrola rownolegtych reakcii (czy ilos¢ matrycy jest identyczna we wszystkich
reakciach) oraz jako punkt odniesienia w iloSciowych oznaczeniach ekspresii
aenow?™,

3.5. Analiza ekspresji genow

Wyniki badania ekspresji genéw przedstawia sie za pomocg programu SDS Software
2.2.1. zawierajgcego AACT Study program. Analiza porownawcza CT (AACT) jest
metodg stosujgcg formute arytmetyczng w celu okreslenia zmiany w ekspresji genu w
prébce eksperymentalnej w stosunku do tego samego genu w probce referencyjnej.
Jako proby referencyjnej uzyto mRNA referencyjnego (Universal Human Reference
RNA; Agilent Technologies). Gen 18s zastosowany zostat jako gen referencyjny.
AACT stosowana jest z wysokg wydajnoscig w ocenie wzglednej ekspresji genu, gdy
istnieje wiele gendw w wielu prébkach; w tym badaniu oceniano wzgledng ekspresje
16 gendw w 8 probkach na ptytce.

Uzyskane wyniki zapisano w bazie danych poddanej analizie statystycznej
programem Statistica v.12 StatSoft (Tulsa, USA). W analizie statystycznej uzyto
testow U Manna Whitneya, T Studenta, Wilcoxona oraz Chi-kwadrat. Zastosowano
takze testy dla analizy poréwnan wielokrotnych (post hoc): test Bonferoniego i

Benjamina Hochberga.
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4.Wyniki
4.1 Wyniki czesci klinicznej
4.1.1 Charakterystyka kliniczna badanych

Badaniem objeto 246 chorych leczonych z powodu alergii na jady owadow, w tym
127 chorych w trakcie leczenia oraz 119, ktérzy zakonczyli immunoterapie.
Dodatkowo badaniami objeto grupe kontrolng sktadajgcg sie z 38 zdrowych
ochotnikow, ktorzy nie podawali alergii ani reakcji anafilaktycznych w wywiadzie,
dobranych pod wzgledem pitci i wieku do chorych rozpoczynajgcych VIT. Grupa w
trakcie odczulania sktadata sie z 75 kobiet i 52 mezczyzn w wieku od 21 do 82 lat,
Srednia wieku 49 lat leczonych jadem owaddéw btonkoskrzydtych w latach 2010-2014
w Klinice Alergologii GUMed. W tej grupie 45 chorych rozpoczynajgcych w latach
2010-2014 VIT z jadem osy poddano badaniu ekspresji wybranych gendéw. Badania
ekspresji gendw wykonano rowniez u 38 oséb z grupy kontrolnej. Kliniczng
charakterystyke populacji badanej w trakcie VIT i grupy kontrolnej przedstawiono w
tabeli (Tab. 4).

Grupa badana retrospektywnie obejmowata 119 chorych (65 kobiet i 54 mezczyzn w
wieku od 25 do 84 lat, srednia wieku 53 lata), ktérzy w latach 2003-2014 ukonczyli 5
letni kurs VIT. Kliniczng charakterystyke populacji badanej po zakonczonym VIT

przedstawiono w tabeli (Tab.5).Wyniki rekrutacji przedstawiono na wykresie (Wyk. 1).

4.1.2 Wyniki badania skutecznos$ci immunoterapii w grupie chorych w trakcie i po

zakonczonym VIT

Zaréwno w grupie w trakcie jak i po zakohnczonym VIT wykazano znamienne
zmniejszenie Sredniego nasilenia reakcji po uzadleniu (wg skali Muellera) ocenianej
przed i w trakcie leczenia (odpowiednio 2,68 z 243 reakcji do 1,25 z 20 reakcji przy
p=0,0001, w grupie w trakcie VIT; oraz 2,84 z 205 reakcji do 0,87 z 23 reakcji przy
p<0,0001, w grupie po zakonczonym VIT), natomiast po zakonczonej terapii Srednie
nasilenie reakcji nie réznito sie istotnie w stosunku do reakcji w trakcie VIT ( 0,87 z
23 reakcji do 1,11 z 19 reakcji przy p=0,8897). Wyniki przedstawiono na wykresach
(Wyk. 2 i Wyk. 3), natomiast podsumowanie licznosci analizowanych reakcji i liczby

chorych w poszczegdélnych grupach przedstawiono w tabeli (Tab. 3).
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Odczulani VIT w Klinice Alergologii w latach 2003 - 2014

489 chorych

Stan na (11.2014)

badanie ankietowe

h 4

Chorzy w trakcie VIT Chorzy zakonczyli VIT
127 chorych 119 chorych
(75 k, 52m; sr. Wieku 49 lat) (65k, 54m; sr. wieku 53 lata)

badanie genetyczne

h 4

Chorzy rozpoczynajacy VIT z jadem osy

45 chorych

(24 k, 21m; srednia wieku 45 lat)

\
Uczestnicy grupy kontroinej bez alergii w wywiadzie

38 o0so6b

{19k, 19m; drednia wieku 46,2 lat)

Wykres 1. Wyniki rekrutacji do badania.

Grupa chorych w trakcie VIT
Liczba chorych - 127
p=0,0001

I — "1
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2
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= | 80% - - 3
2 - 3,00 &
Q o
‘» 3.
© ©
c 60% -+
£ &
z 2,000 2
3 o
o | 40% - 1,25 =
2 o}
g ................................................................. 1?00 Q‘

| ) y | ©
5 20% -
N
©
=}
2| 0% - EEEEE—— - . - 0,00

Uzadlenia przed rozpoczeciem VIT Uzgdlenia w trakcie VIT
(n=243) (n=20)
SM=0 SM=1 SM=2 SM=3 mmsm SM=4 —@—Srednie nasilenie reakcji

Wykres 2. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera (SM) przed rozpoczeciem VIT
(n=243 raportowane reakcje) i w trakcie VIT (n=20 raportowanych reakcji) w grupie chorych w trakcie
VIT.
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Tabela 3. Podsumowanie licznosci uzadlen (raportowanych reakcji) i liczby chorych
w analizowanych grupach.

| Grupa badana Uzadlenia Liczba chorych (%) Liczba uzadlen (%)

W trakcie VIT*  Przed VIT 127 (100%) 243 (100%)
W trakcie VIT 17 (13,4%) 20 (8,2%)
Po :akor'lczonym Przed VIT 119 (100%) 205 (100%)
viT W trakcie VIT 23 (19,3%) 23 (11,2%)
Po VIT 19 (15,9%) 19 (9,3%)
W trakcie i po 37 (31%) 42 (20,5%)
VIT*

$ - piecioro chorych byto zadlonych dwukrotnie w trakcie VIT w tej grupie; # - troje chorych byto
zadlonych zaréwno w trakcie jak i po VIT w tej grupie; + - zsumowano reakcje majgce miejsce
zaréwno w trakcie jak i po VIT w tej grupie

Podobne wyniki uzyskano wyodrebniajgc grupe chorych odczulanych jadem osy:
Wskazniki wynosity odpowiednio 2,8 z 207 reakcji do 1,06 z 18 reakcji przy p<0,0001
u chorych w trakcie VIT z jadem osy i 2,9 z 158 reakcji do 0,78 z 18 reakcji przy
p<0,0001 u chorych po zakonczonym VIT z jadem osy, oraz 0,78 z 18 reakcji do 1,13
z 16 reakcji przy p=0,2817 porownujac nasilenie reakcji w trakcie i po zakonczeniu
VIT z jadem osy (Wyk. 4 i Wyk. 5).
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Grupa chorych po zakoriczonym VIT
Liczba chorych - 119

,0001 97

i p<0.000! p=0,589
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Uiadlenia przed rozpoczeciem Uiadlenia w trakcie VIT Uiadlenia po zakoriczeniu VIT
vIT (n=23) (n=19)
(n=205)
i SM=0 e SM=1 SM=2 ~ SM=3 mmmSM=4 —e— Srednie nasilenie reakgji

Wykres 3. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT (n=205) i w trakcie VIT

(n=23) oraz po zakonczeniu VIT (n=19) w grupie chorych po zakonczonej terapii.

Grupa chorych w trakcie VIT (Jad osy)
Liczba chorych - 114
p<0,0001

o
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Uzadlenia przed rozpoczeciem VIT Uzadlenia w trakcie VIT
(n=207) (n=18)
o SM=0 e SM=1 SM=2 ~ SM=3 mmsm SM=4 —@— Srednie nasilenie reakgji

Wykres 4. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera (SM) przed rozpoczeciem VIT z
jadem osy (n=207 raportowanych reakciji) i w trakcie VIT z jadem osy (n=18 raportowanych reakcji) w

grupie chorych w trakcie VIT.
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(%) udziat reakcji o danym nasileniu w grupie

Grupa chorych po zakoriczonym VIT (Jad osy)
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Wykres 5. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT z jadem osy (n=158) i w

trakcie VIT (n=18) oraz po zakonczeniu VIT (n=16) w grupie chorych po 5 latach terapii.

W grupie w trakcie immunoterapii z jadem osy odrebnej analizie poddano grupe 45
chorych poddanych badaniu genetycznemu. Podobnie jak w catej populacii
zanotowano istotny spadek Sredniej nasilenia reakcji po uzadleniach (2,38 z 88
reakcji do 0,75 z 4 reakcji, przy p=0,0108) (Wyk. 6).

Natomiast w grupie chorych w trakcie VIT z jadem pszczoty stwierdzono jedynie 2
uzadlenia w czasie trwania leczenia. Zaobserwowano wzrost Sredniej nasilenia
reakcji (2,0 z 36 reakcji do 3,0 z 2 reakcji) jednak obserwowany wzrost nie byt

znamienny statystycznie (p=0,1681) (Wyk. 7).

W grupie po zakonczonym VIT z jadem pszczoty wyniki byly podobne do tych
odnoszgcych sie do catej badanej grupy jednak wyniki opierajg sie réwniez na
analizie niewielkiej liczby raportowanych uzadlen (47 uzadlen przed VIT, 5 uzadlen w
trakcie i 3 po zakonczeniu VIT). Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu spadio w tej
grupie po rozpoczeciu terapii z wartosci 2,66 do 1,2 przy p=0,0249. Po zakonczeniu
terapii Srednia nasilenia reakcji spadta wg relacji chorych do 1,0 przy p=0,4076 (Wyk.

8).
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Grupa chorych w trakcie VIT, badana ekspresja gendéw (jad osy)
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Wykres 6. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera (SM) przed rozpoczeciem VIT z jadem osy
(n=88 raportowanych reakgciji) i w trakcie VIT z jadem osy (n=4 raportowane reakcje) w grupie chorych, u ktérych

przeprowadzono badanie genetyczne.
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Wykres 7. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera (SM) przed rozpoczeciem VIT z jadem

pszczoty (n=36) i w trakcie VIT z jadem pszczoty (n=2) w grupie chorych w trakcie VIT.
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Grupa chorych po zakoriczonym VIT (Jad pszczoty)
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Wykres 8. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT z jadem pszczoty (n=47) i w

trakcie VIT (n=5) oraz po zakonczeniu VIT (n=3) w grupie chorych po 5 latach terapii.

4.1.3 Wyniki badania wptywu wybranych czynnikow klinicznych na nasilenie reakcji

po uzadleniu, bezpieczenstwo i skuteczno$c¢ VIT

Wyniki badania ankietowego przeanalizowano rowniez wobec czynnikéw klinicznych,
ktére mogg wptywaé na skutecznos¢ immunoterapii takich jak pte¢, wiek, alergia na
jad osy badz pszczoty, dtugosé terapii, wystepowanie dziatan niepozgdanych w
trakcie terapii, wspétwystepowanie okreslonych chorob (chordb uktadu krgzenia,

chorob atopowych, chordb gruczotu tarczowego, choréb autoimmunologicznych).
4.1.3.1 Ptec

Nie zaobserwowano réznic w nasileniu reakcji w grupie kobiet i mezczyzn, zaréwno
w grupie w trakcie VIT (Srednia 2,54 ze 155 reakcji dla kobiet i 2,64 ze 104 reakciji dla
mezczyzn przy p=0,6767) (Wyk. 9), jak i po immunoterapii (Srednia 2,55 ze 109
reakcji dla kobiet i 2,5 ze 112 reakcji dla mezczyzn przy p=0,2779). Niebyto rowniez
roznic analizujgc reakcje w trakcie VIT (grupa w trakcie VIT; p=0,4924) oraz w trakcie
i po VIT (grupa po VIT; p=0,1878). Nie odnotowano wptywu pici na czestosc

wystepowania dziatan niepozgdanych. Dla grupy w trakcie VIT: sposrod 75 kobiet u
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15 wystgpity dziatania niepozadane (20%), mezczyzni — 7 z 52 (13%) przy p=0,3384.
Dla grupy po VIT: u 17 z 65 kobiet (26%) i 10 z 54 mezczyzn (19%) przy p=0,3221.
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Wykres 9. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie chorych w trakcie VIT w

zaleznosci od pici chorego.

4.1.3.2 Wiek

Wykazano dodatnig korelacje nasilenia reakcji po uzadleniu z wiekiem chorych
(r=0,23 przy p<0,05) w grupie chorych w trakcie VIT (Wyk. 10), jednak w grupie po
zakonczonym VIT nie zaobserwowano podobnej relacji (r=-0.04 przy p>0,05).
Wyodrebniajgc uzadlenia w trakcie i po VIT wskazniki wyniosty odpowiednio
r=0,2073 przy p>0,05 i r=-0,1367 przy p>0,05. Przyjmujgc punkt odciecia — 45 rok
zycia, nie odnotowano roéznic w skutecznosci immunoterapii w obu grupach (w trakcie
VIT: <45 lat $rednia 1,0 z 4 reakcji, >45 lat 1,31 z 13 reakcji (p=0,8247); po
zakonczonym VIT: <45 lat 1,21 z 14, >45 lat 0,86 z 28 reakgcji (p=0,6084)). Srednia
wieku w grupie w trakcie VIT, ktorzy deklarowali dziatania niepozgdane VIT inne niz
odczyny miejscowe wyniosta 47 lat, natomiast chorych ktérzy nie mieli dziatan

ubocznych 41 lat (p=0,3365). W grupie po VIT odpowiednio 55 i 50 lat przy
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p=0,2526. Odmiennie, przyjmujgc punkt odciecia 45 lat podzielono chorych na dwie
grupy (powyzej i ponizej tej granicy). W grupie w trakcie VIT <45 lat 10 z 48 chorych
(21%) raportowato dziatania niepozgdane, a niewiele mniejszy procent w grupie >45
lat (12 z 79 — 15%), przy p=0,4152. W grupie po zakonczonym VIT odpowiednio: <45
lat 10 z 39 (26%) i >45 lat 17 z 80 (21%) przy p=0,5914.
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nasilenie reakcji wg Muellera

Wykres 10. Nasilenie reakcji po uzadleniu wobec wieku chorego.

4.1.3.3 Immunoterapia z jadem osy i z jadem pszczoty

Nie wykazano istotnych réznic skutecznosci VIT mierzonej jako Srednie nasilenie
reakcji po uzadleniu w trakcie i po immunoterapii, pomiedzy odczulanymi jadem osy i
pszczoty w grupie chorych, ktérzy ukonczyli VIT (0,94 dla 34 uzadlen podczas i po
VIT z jadem osy do 1,13 dla 8 uzadlen podczas i po VIT z jadem pszczoty przy
p=0,2534) (Wyk. 11).

Jednak w grupie chorych w trakcie immunoterapii obserwowano $rednie nasilenie o
wartosci 1,19 dla 19 uzagdlen w trakcie VIT z jadem osy i 3,00 dla 2 uzadlen w trakcie

VIT z jadem pszczoty przy p=0,0187 (Wyk. 12).

Rodzaj jadu stosowanego do immunoterapii wplywat na jej bezpieczenstwo.

Dziatania niepozgdane inne niz miejscowe odczyny poszczepienne wystepowaty u
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Grupa chorych po zakoriczonym VIT, uzadlenia w trakcie i po
immunoterapii
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Wykres 11. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie i po VIT w grupie chorych po

zakonczonym VIT w zaleznosci od stosowanego jadu w immunoterapii.

Grupa chorych w trakcie VIT, uzadlenia w trakcie terapii
Liczba chorych - 127
7
o p=0,0187
.g. lm T - 4'w
>
2
5| 80% 8
é - 3,00 §
c 60% - E
Z - 2,00 |%
S =
of| 40% - =
= [
2 o}
3 - 1,00 g
= 20% - ©
s
N
©
S
S| 0% - - - 0,00
- Vitosa Vit pszczota
n=1
—M—SM‘:I - SM=2 —.sws-m-ot—?ldnummm-m

Wykres 12. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie VIT w grupie chorych w trakcie VIT w

zaleznosci od stosowanego jadu w immunoterapii.
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44% chorych po zakonczonym VIT z jadem pszczoty (u 11 z 25 chorych) i 17% po
VIT z jadem osy (u 16 z 94 chorych) przy p=0,0042; odpowiednio dla grupy w trakcie
VIT: 30% (4 z 13) dla pszczoty i 16% (18 ze 113) dla osy, przy p=0,182.

4.1.3.4 Dziatania niepozgdane

Analizowano catg grupe chorych w trakcie VIT pod wzgledem wystepowania dziatan
niepozadanych terapii. Srednie nasilenie wszystkich raportowanych reakgji
pouzgdleniowych przy wystepujgcych objawach ubocznych wyniosto 2,43 dla 54
reakcji oraz 2,58 dla 211 reakcji u chorych bez dziatan ubocznych (p=0,179). Chorzy,
u ktorych wystepowaty dziatania niepozgdane inne niz miejscowe odczyny
poszczepienne (stopien 1-4 wg Mosbecha i Muellera — Tab.1 ®) raportowali 17
uzadlen w trakcie VIT, a chorzy, u ktérych wystepowaty reakcje poszczepienne o
charakterze uogélnionym raportowali 3 uzadlenia w trakcie VIT. Srednie nasilenie
reakcji w oby grupach wynosito w tym przypadku odpowiednio 1,19 do 2,5 przy
p=0,2917 (Wyk. 13). W grupie po zakonczonym VIT podobna analiza wyniosta
odpowiednio: dla wszystkich uzadlen 2,55 z 55 przy obecnosci objawdéw ubocznych
VIT, w stosunku do 2,52 ze 153 bez objawow niepozgdanych (p=0,7092); dla
uzgdlen w trakcie i po VIT odpowiednio 1,18 z 11 0,9 z 25 przy p=0,539.

Grupa chorych w trakcie VIT, zadleni w trakcie terapii
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Wykres 13. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie VIT, w grupie chorych w trakcie VIT w zalezno$ci od

wystepowania dziatan niepozadanych terapii innych niz reakcja miejscowa po szczepieniu.
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4.1.3.5 Dtugosc¢ terapii

W grupie chorych w trakcie VIT analizowano korelacje nasilenia reakcji po
uzgdleniach w trakcie VIT wobec diugosci przebytej terapii do czasu uzadlenia.

Zaobserwowano ujemng korelacje tych czynnikow (r=-0,37) (Wyk. 14).

Nasilenie reakcji pouzadleniowej w trakcie VIT vs
dtugosc terapii
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©
S
2
3 4 ®
=]
S [ ]
3 ° °
5
s
Q2 L
2
c
2
= 1 o o
©
2
0 o0 o ¢ ®
0 2 4 6 8 10 12

Dtugosc terapii (lata)

Wykres 14. Nasilenie reakcji po uzgdleniu wobec dtugosci przebytej terapii do czasu uzadlenia.

4.1.3.6 Choroby uktadu krgzenia

Wspotwystepowanie chorob uktadu krgzenia, takich jak nadcisnienie tetnicze,
niewydolnos¢ miesnia sercowego, choroba niedokrwienna serca, istotnie wptywato
na wzrost sredniej nasilenia reakcji po uzadleniu zaréwno w grupie po (56 chorych z
rozpoznang chorobg ukfadu krgzenia) jak i w trakcie VIT (41 chorych z rozpoznang
chorobg uktadu krgzenia). W grupie w trakcie VIT $rednie nasilenie reakcji przed VIT
wyniosto 3,01 z 77 raportowanych uzadlen u oséb z chorobami krgzenia, w stosunku
do sredniej 2,53 ze 169 uzadlen raportowanych przez chorych bez choroby uktadu
krazenia w wywiadzie (Wyk. 15) (p=0,0352). Odpowiednio po VIT: 2,72 ze 106 do
2,38 ze 117 przy p=0,03 . Analiza wyodrebnionych uzgdlen w trakcie i po VIT nie
wykazata natomiast istotnych roznic: po VIT srednia z chorobami uktadu krgzenia
1,05 z 19 reakcji do 0,91 z 23 u chorych bez rozpoznania chordb uktadu krgzenia

przy p=0,1878; i odpowiednio w trakcie VIT 2,2 z 5 do 0,93 z 15 przy p=0,091. W obu
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grupach nie ma roznic w czestosci wystepowania objawow ubocznych VIT: w grupie
po VIT dziatania niepozgdane wystgpity u 11 z 56 chorych z rozpoznang chorobg
krgzenia (20%), w stosunku do 16 z 63 (25%) bez takiego rozpoznania przy
p=0,4544; natomiast w trakcie VIT odpowiednio 5 z 41 (12,1%) i 17 z 86 (19,7%)
przy p=0,2918.

Grupa chorych w trakcie VIT, choroby ukfadu krazenia
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Wykres 15. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie chorych w trakcie VIT w

zaleznosci od wspétwystepowania choréb uktadu krgzenia.
4.1.3.7 Mastocytoza

W grupie chorych w trakcie VIT ankietowano 5 chorych ze wspdtistniejgcg
mastocytozg. Srednie nasilenie reakcji w tej wyodrebnionej grupie bylo znaczaco
wyzsze niz u pozostatych chorych (odpowiednio 3,5 z 10 reakcji do 2,65 z 236 reakcji
przy p=0,0325) (Wyk. 16). W grupie po zakonczonym VIT ankietowano zaledwie
dwoch chorych na mastocytoze. Tendencje byly podobne, jednak nieistotne
statystycznie: 3,4 z 5 do 2,51 ze 193 przy p=0,3802. Nie mozna byto ocenic

skutecznosci VIT wsrdod chorych na mastocytoze: w grupie w trakcie VIT tylko jeden
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chory na mastocytoze byt Zzgdlony podczas trwania immunoterapii (zareagowat
zmianami pokrzywkowymi, ktore ustgpity po przyjeciu lekéw przeciwhistaminowych i
kortykosteroidéw) (p=0,5169). W grupie po VIT zaden chory z mastocytozg nie byt
zadlony w trakcie lub po VIT. Analizujgc bezpieczenstwo VIT u chorych na
mastocytoze zaobserwowano trend w kierunku czestszego wystepowania dziatan
niepozgdanych wsréd chorych na mastocytoze. W grupie w trakcie VIT u 2 z 5
chorych na mastocytoze (40%) wystapity dziatania niepozgdane VIT inne niz
miejscowe odczyny skérne w stosunku do 20 ze 122 (16%) bez tego rozpoznania
(p=0,1716). W grupie po VIT odpowiednio: u 1 z 2 (50%) do 26 ze 117 (22%) przy
p=0,3524.

Grupa chorych w trakcie VIT, mastocytoza
Liczba chorych -5
p=0,0325
N

o | 100% 4,00
a

2

()]

2

= 3
2 3,00 B
: s
c| 60% - )
3 g
g - 2,00
° &
o| 40% g
2 5
o o 7
=| 20% - o
N

©

=

2| 0% S = L 0,00

Mastocytoza nie wystepuje Mastocytoza wystepuje
(n=236) (n=10)
SM=0 SM=1 SM=2 SM=3 mmmm SM=4 —@—Srednie nasilenie reakgji

Wykres 16 . Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie chorych w trakcie VIT w

zaleznosci od wspoétwystepowania mastocytozy.

4.1.3.8 Choroby atopowe

Wsréd chorych w trakcie i po zakornczonym VIT nie wykazano roznic nasilenia reakciji
po uzadleniu w zaleznosci od wspétwystepowania innych choréb atopowych (w
trakcie VIT: 47 chorych ze srednim nasileniem 2,63 z 95 uzadlen w stosunku do 2,7

ze 151 uzadlen wsrdd chorych bez rozpoznanych choréb atopowych, przy p=0,7644;
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po VIT: 44 chorych ze srednim nasileniem 2,52 z 77 reakcji do 2,53 ze 169 bez innej
atopii, przy p=0,6598), rowniez w zakresie uzadlen w trakcie i po immunoterapii
(grupa w trakcie VIT: 0,8 z 10 uzadlen przy wspotwystepujgcych chorobach
atopowych w stosunku do 1,7 z 10 bez wspotwystepujgcej atopii, przy p=0,3291;
grupa po VIT: 0,79 z 14 uzadleh do 1,07 z 28 reakciji, przy p=0,3055). W grupie w
trakcie VIT zaobserwowano nieistotny statystycznie trend w kierunku wiekszej
czestosci wystepowania dziatan niepozgdanych VIT wsréd chorych z innymi
chorobami atopowymi w stosunku do chorych bez innej atopii poza HVA (grupa z
inng atopig: 12 z 47 chorych zgtosito dziatania niepozgdane (26%); do 10 z 80
chorych (13%) bez innej atopii, przy p=0,061). W grupie po zakornczonym VIT byto
podobnie: 13 z 44 (30%) do 14 z 75 (19%) przy p=0,1714.

4.1.3.9 Choroby gruczotu tarczowego

Choroby gruczotu tarczowego pozostawaty bez wptywu na VIT (w trakcie VIT: 21
chorych z 2,65 z 45 uzadlen do 2,68 z 201 uzadlen u chorych bez choroby tarczycy,
przy p=0,7686; po VIT odpowiednio: 17 chorych z 2,69 z 39 uzadlen do 2,5 ze 172
uzadlen, przy p=0,0917). W trakcie VIT uzgdlenie deklarowat w tej grupie tylko jeden
chory, ktory nie zareagowat w tym przypadku reakcjg systemowg (p=0,5818). W
grupie po VIT 6 chorych byto zagdlonych w trakcie i po VIT. Roéznice w skutecznosci
byly nastepujgce: 1,29 z 7 uzadlen wsrdd chorych z rozpoznang chorobg tarczycy do
0,91 z 35 wsrod pozostatych, przy p=0,1949. U 4 chorych w trakcie VIT z 21 z
rozpoznang chorobg tarczycy wystepowaty dziatania niepozgadane inne niz
miejscowe (19%) w stosunku do 18 ze 106 bez tego rozpoznania (17%) (p=0,8192).
Odpowiednio w grupie po VIT: 4 z 17 (24%) do 23 ze 102 (22,5%) przy p=0,7091.

4.1.3.10 Choroby autoimmunologiczne

Analizujgc wptyw choréb autoimmunologicznych w grupie w trakcie VIT opisano w
sumie 9 chorych z rozpoznanymi chorobami (w stadium remisji): reumatoidalnym
zapaleniem stawow (RZS) — 4 chorych, tuszczycowe zapalenie stawow (LZS) — 3
chorych, toczen uktadowy — 1 chory, niedokrwistos¢ Addisona-Biermera — 1 chory, ze
Srednim nasilenie reakcji 3,06 z 17 uzadlen do 2,66 z 229 uzadleh wsréd chorych
bez rozpoznanej choroby autoimmunologicznej przy p=0,1139. W grupie po

zakonczonym VIT 10 chorych: RZS - 3 chorych, tZS — 2 chorych, toczen — 2
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chorych, choroba Hashimoto — 2 chorych, zesztywniajgce zapalenie stawow
kregostupa (ZZSK) — 1 chory, ze Srednim nasileniem 3,17 z 18 uzadlen do 2,48 ze
189 uzadleh przy znaczgcej istotnosci statystycznej (p=0,0037) (Wyk. 17). Jednak
biorgc pod uwage jedynie uzgdlenia w trakcie VIT odpowiednio: 2,0 z 2 uzadlen do
1,17 z 18 uzadlenh przy p=0,5153, i odpowiednio w trakcie i po VIT w grupie po VIT:
0,67 z 3 do 1,0 z 39 przy p=0,6877. Wérdod 9 chorych z chorobami
autoimmunologicznymi u dwojga wystgpity dziatania niepozadane VIT (22%) w
stosunku do 20 chorych z dziataniami niepozagdanymi bez chordb
autoimmunologicznych w wywiadzie (17%), przy p=0,687. W grupie po VIT: 2 z 10
(20%) do 25 ze 109 (23%), przy p=0,832.

Grupa chorych po zakoriczonym VIT, choroby autoimmunologiczne
Liczba chorych - 10
p=0,0037
A N,
S1100% 4,00
(@)
2
2| 80% D
o 3,00 &
=| 60% <
£ «
2 2,00
®© ! x
| 40% =
p =
5 =
4
S 1,00 &
2| 20% o
Tﬂ Q
N
©
=}
S| 0% L —— I 0,00
< Choroby autoimmunologiczne nie Choroby autoimmunologiczne wystepuja
wystepuja (n=18)
(n=189)
SM=0 SM=1 SM=2 SM=3 mmmm S\VI=4 —8— Srednie nasilenie reakgji

Wykres 17. Srednie nasilenie reakcji po uzgdleniu przed VIT w grupie chorych w po zakonczonym VIT

w zaleznosci od wspotwystepowania chordb autoimmunologicznych.

Wyniki badania wptywu powyzszych wybranych czynnikdw na wystepowanie dziatan
niepozgdanych oraz skutecznos¢ immunoterapii podsumowano ponizej w tabelach
(Tab.6i 7).
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4.2. Wyniki badania ekspresji genow z zastosowaniem techniki RT-PCR.

Grupa badana skfadata sie z 45 chorych z alergig na jad osy, ktdrzy rozpoczynali

immunoterapie oraz 38 uczestnikdw grupy kontrolnej bez alergii w wywiadzie.

4.2.1 Wyniki badania ekspresji wybranych 15 genow z uzyciem kart mikrocieczowych

u chorych z alergig na jad osy w poréwnaniu do 0séb zdrowych.

Wykazano istotne réznice w ekspresji 12 gendw u chorych z alergig na jad owadéw

w stosunku do 0sob zdrowych.

Podczas analizy ekspresji genéw CLDN1 (p=0,000023), CNGB3 (p=0,000035),
FADS1 (p=0,03385), HES6 (p=0,007665), HLA-DRB5 (p=0,010112), HTR3B
(p=0,00004), PRLR (p=0,037961), SLC16A4 (p=0,027395), SNX33 (p=0,000763),
SOCS3 (p=0,000848) oraz TWIST2 (p=0,004828) wykazano istotnie nizszg
ekspresje powyzszych gendéw w grupie chorych z alergig na jad owaddéw w
porownaniu z grupg kontrolng. Natomiast gen COMMDS8 wykazat jak jedyny
znaczgco wyzszg ekspresje u chorych w stosunku do zdrowych przy p=0,000515. Do
analizy wynikow znamiennosci statystycznej zastosowano korekte dla porownan
wielokrotnych (Tab. 8).

Przy pomocy bioinformatycznej bazy danych GENOCODIS uzyskano wyniki

ontologicznych powigzan funkcjonalnych wyzej wymienionych genow (Tab. 9).

Tabela 8. Porownanie wynikow ekspresji wybranych gendéw u chorych

zakwalifikowanych do VIT w stosunku do uczestnikow grupy kontrolne;j.

Gen Stosunek sredniej ekspresji P
zdrowych i chorych przed VIT (fold
change)
CLDN1-Hs00221623_m1 5,41 0,000023
CNGB3-Hs01555863_m1 2,36 0,000035
COMMD8-Hs00215252_m1 0,83 0,000515
DAZ3;DAZ2;DAZ4;DAZ1- 281,99 0,887951
Hs00414014_m1

FADS1-Hs00203685_m1 2,92 0,033850
HES6-Hs00936587 g1 1,39 0,007665
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HLA-DRB5-Hs03046116_m1 3,43 0,010112
HTR3B-Hs00175775_m1 2,37 0,000040
KLF10-Hs00921811_m1 3,47 0,272316

PCDHB10-Hs01585827_s1 4,62 0,126240
PRLR-Hs00168739_m1 3,68 0,037961
SLC16A4-Hs00190794_m1 2,45 0,027395
SNX33-Hs00542077_m1 2,93 0,000763
SOCS3-Hs02330328_s1 2,36 0,000848
TWIST2-Hs00382379_m1 2,90 0,004828

Tabela 9. Funkcje gendéw podlegajacych istotnie roznej ekspresiji w krwi obwodowej u

chorych z HVA w poréwnaniu do oséb zdrowych, na podstawie bazy danych
GENECODIS.

Geny NGR TNGR NG TNG HYP Hyp* Adnotacje

3 geny
e 200 34208 3 11 313806e-05 6.27612e-05 0-0006916: anti-
SOCS3, ‘ : apoptosis (BP)
TWIST 2)
3 geny
(CNGBS, G0:0006810: transport
wiras, 604 34208 3 11 0000813087 0.000813007 (F3yooo
FADS 1)
2 geny
: 259: JAK-

(PRLR, 28 34208 2 11 353721605 00016448 220007259
S0CS3) STAT cascade (BP)
2

geny G0:0060333:
(LA 82 34208 2 11 0.000307839 0.00572581 nterferon-gamma-
DRBS5, : : mediated signaling
SCO0S3) pathway (BP)

NGR = ang. number of annotated genes in the reference list; liczba odnotowanych gendw na liscie
referencyjnej; TNGR = ang. total number of genes in the reference list; catkowita liczba genéw na
licie referencyjnej; NG = ang. number of annotated genes in the input list; liczba odnotowanych
gendw w liscie wejsciowej; TNG = ang. total number of genes in the input list; catkowita liczba genéw
na liscie wejsciowej; Hyp = ang. hypergeometric pValue; hipergeometryczna wartosé p; Hyp* = ang.
corrected hypergeometric pValue; skorygowana hipergeometryczna wartosc p
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4.2.2 Wyniki badania ekspresji 15 wybranych genow z uzyciem kart

mikrocieczowych u chorych przed i w trakcie VIT z jadem osy.

Wykazano istotng zmiane ekspresji genu COMMDS8 w grupie chorych odczulanych
jadem osy po uptywie okoto 3 miesiecy terapii. Ekspresja genu ulegta zmniejszeniu
przy p=0,012413. Pozostate geny nie zmienity ekspresji w istotny sposob. Do analizy
wynikédw znamiennosci  statystycznej zastosowano korekte dla porownan
wielokrotnych. (Tab. 10)

Tabela 10. Poréwnanie wynikow ekspresji wybranych genéw u chorych

poddawanych VIT z jadem osy przed i w trakcie immunoterapii.

Gen Stosunek sredniej ekspresji przed i w P
trakcie VIT (fold change)
CLDN1-Hs00221623_m1 0,35 0,095931
CNGB3-Hs01555863_m1 0,85 0,345932
COMMD8-Hs00215252_m1 1,08 0,012413
DAZ3;DAZ2;DAZ4;DAZ1- 2,15 0,845081
Hs00414014_m1
FADS1-Hs00203685_m1 0,97 0,672089
HES6-Hs00936587_g1 0,98 0,941512
HLA-DRB5-Hs03046116_m1 0,91 0,607544
HTR3B-Hs00175775_m1 0,85 0,357607
KLF10-Hs00921811_m1 1,03 0,058670
PCDHB10-Hs01585827_s1 0,49 0,256628
PRLR-Hs00168739_m1 0,98 0,286120
SLC16A4-Hs00190794_m1 0,93 0,100521
SNX33-Hs00542077_m1 0,91 0,852253
SOCS3-Hs02330328_s1 1,07 0,055718
TWIST2-Hs00382379_m1 0,74 0,208189

str. 68




5. Omowienie wynikow
5.1 Skutecznos$¢ immunoterapii.

Analiza skutecznosci immunoterapii w badanej grupie chorych wykazata

zmniejszenie ciezkosci reakcji po uzadleniu pod wptywem VIT.

Zmiana nasilenia reakcji po uzadleniu przed, w trakcie i po immunoterapii, zaréwno w
przebiegu proby prowokacyjnej z zywym owadem jak i naturalnych uzadlen, jest
opisywana jako podstawowa miara efektywnosci terapii >>?°°. W retrospektywnie
zbadanych grupach w trakcie i po zakonczeniu VIT przedstawiliSmy roznice w
Srednim nasileniu reakcji po uzadleniu oraz istotnos¢ statystyczng réznicy stosunku
reakcji lokalnych i uogdlnionych pierwszego i drugiego stopnia do reakcji
anafilaktycznych (trzeciego i czwartego stopnia wg Muellera) porownujgc reakcje po
uzgdleniach naturalnych, ktére dokonaty sie przed VIT oraz w trakcie lub po VIT.
Jako cel terapii postawiono w tym przypadku przede wszystkim minimalizacje
zagrozenia zycia chorego po uzgdleniu przez owada. uznajgc terapie za skuteczng
jezeli chory Zzadlony po fazie wstepnej VIT nie reagowat reakcjg anafilaktyczng

uzyskujgc wyniki jak powyze;j.

W wieloosrodkowym badaniu Rueff i wsp. prospektywnie oceniano efektywnos¢ VIT
w grupie 357 chorych, majac na celu okreslenie wptywu stezenia tryptazy
mastocytarnej i innych czynnikow na efektywno$¢ immunoterapii, takich jak wiek,
pte¢, prewencyjne przyjmowanie lekdw przeciwalergicznych po uzadleniu, dawka
alergenu podawanego w trakcie VIT, stosowanie lekow przeciwnadcisnieniowych,
rodzaj jadu, dziatania niepozgdane w trakcie VIT, nasilenie reakcji przed terapig i
dtugo$é trwania VIT 2. W badaniu u wszystkich chorych mozna byto oceni¢ bgdz
uzadlenie naturalne (203 chorych) badz probe prowokacyjng zywym owadem (154
chorych), ktére miaty miejsce po fazie wstepnej VIT, jako weryfikacje skuteczno$ci
immunoterapii. Terapie oceniano jako nieskuteczng w przypadku wystgpienia
jakiejkolwiek reakcji uogodlnionej, zaréowno ograniczonej do skory jak i zagrazajgcej

208y pomimo stosowania leczenia

zyciu (stopien I-IV wg Ringa i Messmera
prewencyjnego bezposrednio po uzgdleniu (leki przeciwhistaminowe i kortykosteroidy
doustne). Wykluczono chorych deklarujgcych izolowane objawy ze strony uktadu

oddechowego, ktore nie wymagaty leczenia farmakologicznego, uznajgc je za czesto
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nadinterpretowane i majgce przyczyny psychowegetatywne. Wykluczono rowniez
chorych z tagodnymi objawami ze strony uktadu pokarmowego czy krgzenia jesli nie
towarzyszyly im uogdlnione zmiany pokrzywkowe uznajgc je za trudne do oceny. W
catej przebadanej grupie u 22 chorych (6,2%) VIT uznano za nieskuteczny tzn.

wystgpita u nich reakcja systemowa po uzadleniu.

W badaniu ankietowym chorych leczonych w Klinice Alergologii GUMed pomimo
zapytania o zakres wystepowania zmian skornych (Suplement: ankieta) wielu z
chorych pomijato oznaczenie zakresu zmian, co uniemozliwia okre$lenie czy byty to
zmiany uogolnione, czy jedynie nasilona reakcja miejscowa. Wobec tego
kwalifilkowano kazdg deklaracje pokrzywki czy obrzeku naczynioruchowego jako
reakcje uogolniong jesli tylko ankietowany nie zaznaczyt ze byto inaczej. Przyjmujac
sposob oceny zastosowany przez Rueff i wsp. mozna w naszym badaniu oceni¢ w
sumie 62 uzadlenia u 54 chorych z 246, ktorzy deklarowali uzadlenia po fazie
wstepnej immunoterapii. W tym 17 chorych (20 uzadlen) z grupy 127 w trakcie VIT i
37 chorych z grupy 119 po zakonczonym VIT (w tym 23 chorych w trakcie leczenia i
19 po jego zakonczeniu, wsréd nich 5 chorych Zadlonych byto w trakcie i po
zakonczeniu leczenia). Daje to tgcznie 40 chorych w trakcie leczenia oraz 19 chorych
uzgdlonych po jego zakohczeniu. W tej grupie u 21 chorych deklarowane reakcje
oceniono na przynajmniej pierwszy stopien wg skali Muellera, co daje 38%, w tym z
pewnoscig znajduje sie czes¢ chorych, ktérzy po uzadleniu zareagowali jedynie
reakcja miejscowg. W tej grupie jakiekolwiek reakcje ze strony uktadu oddechowego,
krgzenia, pokarmowego stwierdzono u 5 chorych (9%) co moze swiadczy¢ o reakcji

anafilaktyczne;.

Z kolei w metaanalizie Cochrane obejmujgcej 392 chorych z 7 randomizowanych
badan, 113 chorych z 4 analizowanych badan bylo uzadlonych w fazie
podtrzymujacej i po VIT, gdzie mozna byto jednoczesnie precyzyjnie ocenic¢ nasilenie
reakcji po uzadleniu. Tylko 3 chorych leczonych VIT (2,7%) doznato jakiejkolwiek

reakcji systemowej *.

W przypadku grupy badanej wskaznik jednak wydaje sie zawyzaé przyjecie kazdej,
niesprecyzowanej co do zakresu pokrzywki jako uogdlnionej. Odrzucajgc catkowicie
przypadki, w ktérych chory nie okreslit zakresu zmian skornych pozostaje 37 chorych

gdzie u 5 wystgpita reakcja uogolniona co nadal daje 13,5%. Poroéwnujgc dalej, w
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cytowanej juz pracy Rueff i wsp. wykluczono chorych, ktérzy deklarowali zmiany ze
strony uktadu oddechowego, pokarmowego i fagodne ze strony ukfadu krwionosnego
(I1'i 1 stopien wg Ringa i Messmera), jezeli nie towarzyszyty im uogolnione zmiany
skorne, zwtaszcza wtedy kiedy ustepowaly samoistnie bez leczenia

farmakologicznego .

Przyjmujgc zatem w analizowanej populacji, podobnie jak w badaniu Rueff i wsp., ze
kryterium niepowodzenia leczenia jest reakcja o nasileniu bedgcym podstawg do
zwiekszenia dawki stosowanego leku, lub przedtuzenia czasu trwania terapii, takie
nasilenie reakcji stwierdzono u trzech chorych (dwéch chorych leczonych alergenem
osy i jeden leczony alergenem pszczoty) wsrod 54 badanych co daje ostatecznie

5,5% chorych wykazujgcych brak skutecznosci leczenia.

Chorzy leczeniu z powodu alergii na jad pszczoty w grupie, ktéra zakonczyta VIT
leczeni byli preparatem o znikomej zawartosci Api m10, co mogto spowodowac brak
skutecznosci leczenia "'. Obecnie leczenie prowadzone jest preparatem o petnym
sktadzie alergenu. Ponadto chorzy w grupie po zakonczonym VIT, ktérzy
rozpoczynali terapie przed 2006 rokiem przyjmowali blokery receptora H2 jako
standardowa premedykacje co réwniez mogto wplynagé na efektywnosé VIT 2%, Od

2006 roku premedykacja obejmuje jedynie blokery receptora H1.

W wyodrebnionej grupie chorych, gdzie badano ekspresje wybranych genow (45
chorych w trakcie VIT), 4 chorych byto Zadlonych naturalnie w trakcie fazy
podtrzymujgcej immunoterapii, 1 osoba doznata uogdlnionej pokrzywki, ktora ustgpita
szybko po przyjeciu lekow przeciwhistaminowych, natomiast jedna osoba doznata
bélu brzucha i wymiotow jednak bez towarzyszgcych im zmian skornych, osoba ta
przyjeta lek przeciwhistaminowy (20mg loratadyny) oraz glikokortykosteroid (100mg

prednizonu) doustnie zaraz po uzadleniu.

Wyniki skutecznosci VIT uzyskane w badanej grupie, nie odbiegajg od wynikéw
leczenia w innych o$rodkach europejskich, ktére wskazujg na brak skutecznosci

leczenia u 2,7% do 6,5% 44°°72,

Trudnos¢ w poréwnaniu wynikéw skutecznosci uzyskanych w badanej grupie w
stosunku do innych publikowanych badan nie polega jedynie na nieco nowatorskim

sposobie oceny w niniejszym badaniu (zmiana Sredniej nasilenia reakcji po uzadleniu
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oraz zliczanie reakcji po uzadleniu versus ocena liczby chorych nadal spetniajgcych
kryteria rozpoczecia leczenia). Réznice w wynikach skutecznosci, ktore na Swiecie
siegajg 0%-36% chorych nieodnoszacych korzysci z terapii %, wynikajg réwniez z
odmiennej charakterystyki grup poddawanych badaniu. W grupie opisywanej przez
Rueff i wsp. do VIT kwalifikowano chorych, ktérzy mieli |-V stopien reakcji po
uzadleniu wg Ringa i Messmera, czyli rowniez takich ktorzy mieli w wywiadzie
jedynie uogdlnione reakcje skérne *°. W Kilinice Alergologii GUMed kwalifikowane do
immunoterapii z jadem owaddw sg jedynie osoby ktére majg w wywiadzie reakcje Ill i
IV stopnia wg Muellera, czyli takie ktdére reagowaty co najmniej z udziatem uktadu

oddechowego, zatem u podstaw sg to grupy trudne do poréwnania.

Nalezy réwniez pamieta¢ o innych ograniczeniach metodologii badania skutecznosci
VIT. Badanie ankietowe polega na samodzielnym udzielaniu odpowiedzi, wobec tego
zawsze istnieje mozliwos¢ niezrozumienia pytan o terminy, ktére mogg odbiegac
znaczeniem w rozumieniu potocznym i fachowym, a takze pytania o szczegoty
zdarzenh znaczaco odlegtych w czasie. Ankieta moze by¢ nieprawidtowo zbudowana:
zbyt duzo pytan, co wymaga po$wiecenia znacznej ilosci czasu na odpowiedz 2%°.
Istnieje rowniez zagrozenie nieswiadomej lub celowej agrawacji lub dysymulaciji

opisywanych objawow 2'°,

Sposob oceny skutecznosci immunoterapii moze podlega¢ dyskusji i na pewno
najlepiej aby chory nie reagowat systemowo w Zadnym zakresie, rowniez
ograniczonym jedynie do skoéry, zwtaszcza, ze kazda reakcja systemowa zwieksza
ryzyko anafilaksji przy kolejnym uzadleniu *°. Wskazana jest zatem stata analiza
wynikow leczenia chorych, co moze zapobiec np.: stosowaniu leczenia alergenem o

niepetnym sktadzie antygenowym

51,207

, czy stosowania premedykacji zmniejszajgcej

skutecznos¢ leczenia
5.2. Wptyw czynnikow klinicznych na skuteczno$¢ immunoterapii z jadem.
5.2.1 Tryptaza mastocytarna, mastocytoza.

Podstawowym czynnikiem badanym przez Rueff i wsp. majgcym wptywac na
skutecznos¢ immunoterapii byto stezenia tryptazy w surowicy krwi. W badaniu
opisanym w 2010 roku 680 chorych zbadano pod wzgledem wptywu stezenia

tryptazy w surowicy na wystepowanie dziatan niepozgdanych w trakcie fazy
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wstepnej. Wykazano Scisty zwigzek wzrostu stezenia tryptazy (>11,4 png/l) ze
wzrostem ryzyka wystepowania dziatan niepozgdanych immunoterapii °, u 323 z tej
grupy chorych dokonano obserwacji w fazie podtrzymujgcej immunoterapii badajgc
ponownie wptyw stezenia tryptazy na skuteczno$¢ immunoterapii — nie odnotowano
istotnego  wptywu’?. W grupie badanej uzyskano szczatkowe dane dotyczace
stezenia tryptazy w surowicy. W grupie gdzie badano ekspresje genow
przeprowadzano oprécz ankiety takze wywiad chorobowy, uzyskano dane dotyczgce
stezenia tryptazy od 32 z 45 badanych. U 8 z 32 wystgpity dziatania niepozgdane w
trakcie VIT. U 4 z 8 stezenie tryptazy wynosito >11,4 ug/l, natomiast w podgrupie
gdzie nie odnotowano dziatan niepozgdanych VIT 3 z 24 tryptaza przekroczyta
stezenie >11,4 ng/l. Ryzyko wzgledne wystgpienia dziatan niepozgdanych u chorych
z podwyzszonym stezeniem tryptazy byto czterokrotnie wyzsze niz u pozostatych
(RR=4,0; 95% przedziat ufnosci 1,13 do 14,17 przy p=0,0317), natomiast zadne z
chorych z podwyzszonym stezeniem tryptazy nie deklarowato uzadlen podczas
immunoterapii wobec czego nie mozna oceni¢ wptywu stezenia tryptazy na

skutecznosc¢ VIT w tej grupie.

Prawidiowe stezenie tryptazy nie wyklucza rozpoznania pierwotnego zespotu
aktywacji mastocytow ( ang. primary-Mast Cell Activation Syndrome; p-MCAS) 2",
ktére warunkujg zdecydowanie czestsze i bardziej nasilone reakcje systemowe po
uzadleniu ¥. W grupie badanej w trakcie VIT oceniali$my 5 chorych z rozpoznana
mastocytozg ktérzy raportowali w sumie 10 uzadlen, z kolei w grupie po
zakonczonym VIT: 2 chorych i 5 raportowanych uzadlen. Reakcje pouzadleniowe
wsérod chorych na mastocytoze byly istotnie bardziej nasilone w grupie w trakcie VIT
(p=0,0325), po VIT podobnie, lecz przy p=0,3802. ZaobserwowaliSmy rowniez
tendencje do czestszego wystepowania dziatan niepozgdanych VIT wsrod chorych z
rozpoznang mastocytozg (40% do 16% przy p=0,1716 w trakcie VIT, i 50% do 22%
przy p=0,3524 po VIT). W grupie badanej trakcie i po VIT chorzy z mastocytozg
raportowali tylko jedng reakcje w trakcie VIT miata charakter pokrzywki uogdlnione;j.
Dane literaturowe wskazujg na znaczgco nizszg skutecznos¢ VIT wsroéd chorych na

) 212

mastocytoze (72%) “'“, a wsrod chorych na p-MCAS do utrzymania tej skutecznosci

VIT powinna byé prowadzona do konca zycia chorego 2°.
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Na podstawie powyzszych danych nalezy wnioskowa¢ o rutynowe oznaczanie
stezenia tryptazy w surowicy krwi chorych z anafilaksjg po uzadleniu w wywiadzie, a
w przypadku reakcji szczegdlnie nasilonych (zwlaszcza reakcje wstrzgsowe bez
reakcji skornej 2°) dgzenie do wykluczenia p-MCAS (trepanobiopsja szpiku kostnego)

pomimo prawidtowych stezen tryptazy, najpozniej przed decyzjg o zakonczeniu VIT.
5.2.2 Wiek i pte¢ chorych.

Analiza wptywu pici na nasilenie reakcji po uzagdleniach, skutecznos¢ VIT czy
wystepowanie dziatan niepozgdanych, zarbwno w grupie w trakcie jak i po VIT w
Klinice Alergologii  nie wykazata istotnych statystycznie réznic, przy czym
procentowo czesciej kobiety zgtaszaty dziatania niepozgdane (20% kobiety do 13%
mezczyzni w grupie w trakcie VIT przy p=0,3384 i odpowiednio 26% do 19% w
grupie po VIT przy p=0,3221). Zasadniczo w jednym duzym badaniu wykazano dotad
istothng przewage wystepowania dziatan niepozgdanych VIT wsrod kobiet w stosunku
do mezczyzn ®°, jednak analizujgc dane z wielu badan nad wptywem ptci na przebieg

i skuteczno$é VIT jednak nadal s3 to dane sprzeczne '%.

W grupie badanej w trakcie VIT wykazano stabg dodatnig korelacje nasilenia reakcji
z wiekiem chorych (r=0,23), jakkolwiek nie byto podobnych zaleznosci w grupie po
zakonczonym VIT (r=-0,04). Analizujgc tylko reakcje w trakcie i po VIT swiadczgce o
skutecznosci VIT wskazniki korelacji byty podobne. Przyjmujgc jako punkt odciecia
45 rok zycia takze nie byto znamiennych réznic w obu grupach (Tab. 6). Nie byto tez
istotnego wptywu wieku na wystepowanie dziatan niepozgdanych. W literaturze
dotyczgcej HVA opisywano dodatnig korelacje dotyczgcg narastania nasilenia reakcji
po uzadleniach, ryzyka dziatah niepozgdanych czy skutecznoéci VIT wraz z wiekiem

h 46,62,95,96

choryc nie mniej jednak istniejg dane ambiwalentne wykazujgce raczej

réznice w rodzaju reaktywnosci bardziej niz zwiekszenia czestosci wystepowania i
nasilenia reakcji "®%'®. Dzieci czesciej wykazujg objawy ze strony skéry, natomiast
dorosli czesciej majg objawy ze strony uktadu krgzenia, lecz w ostatnio
przeprowadzanych badaniach polskich nie byty to réznice znaczace '*. Réznice w
profilu reaktywnosci mogg wynikaé przede wszystkim z narastania bazowego

94

stezenia tryptazy w surowicy wraz z wiekiem chorego ** a takze nagromadzenia

mastocytow w tkankach, a zwtaszcza w ukfadzie krgzenia, ktore zwieksza sie z

wiekiem oraz w przebiegu choréb uktadu krgzenia %™,
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5.2.3 Choroby uktadu krgzenia

W badaniach z przetomu XX i XXI wieku opartych gtéwnie na studium przypadkow i
retrospektywnych obserwacjach populacji chorych na HVA obserwowano
pogorszenie przebiegu choroby: ciezsze reakcje po uzadleniu ze zwiekszeniem ich
$miertelnosci, zwiekszenie ryzyka zawatu serca czy udaru w przebiegu anafilaksji %,
ktéore tlumaczono przede wszystkim wplywem chorob uktadu krgzenia na
zmniejszenie odpornos$ci uktadu na dodatkowe obcigzenia, a takze negatywny wptyw
lekéw z grupy B-blokeréw %' i inhibitoréw konwertazy angiotensyny '® na przebieg
reakcji po uzadleniu oraz odpowiedzi na leczenie anafilaksji. Dane te w réznych
badaniach nie byly jednoznaczne 2'". Obecnie mamy do dyspozycji dane z badan
prospektywnych, ktére nie potwierdzajg wszystkich wczesniejszych doniesien "%9%1%
jednak pozostawiajgc sugestie iz leczenie B-blokerami i inhibitorami ACE moze
utrudnia¢ leczenie anafilaksji, nasila¢ dziatania niepozgdane VIT bez zmiany
czestosci ich wystepowania %'®, natomiast stosowanie ACE inhibitoréw moze
réwniez redukowaé diugoterminowa skutecznosé VIT *°. W ankiecie skierowanej do
chorych byty zawarte pytania dotyczgce lekéw stosowanych do leczenia uktadu
krgzenia stosowanych w trakcie uzadlen przed VIT nie mniej odpowiedzi w
zdecydowanej wiekszosci ankiet byty skgpe albo niepetne, a chorzy ttumaczyli brak
odpowiedzi trudnoscig z przywotaniem nazw przyjmowanych wtedy lekow. W trakcie
VIT nie bylo zadnego chorego leczonego ACE inhibitorami (u wszystkich chorych
przed rozpoczeciem VIT w Klinice Alergologii GUMed leczenie inhACE jest
zamieniane na alternatywne), oraz dwoch chorych leczonych B-blokerami, z ktorych
zaden nie doznat powaznych dziatan niepozgdanych w trakcie VIT, jeden z nich byt
zadlony w trakcie VIT bez reakcji uogodlnionej. W grupie badanej w trakcie VIT
wykazano jednak nasilong reaktywnos¢ wsrod chorych z rozpoznang chorobg uktadu
krgzenia, bez wptywu na skuteczno$¢ i bezpieczenstwo VIT (Tab. 5 i 6). Pomimo
ciggtych niejasnosci co do przyczyn pogorszenia przebiegu HVA i wptywu na profil
bezpieczenstwa VIT nalezy szczegdlng opiekg otoczy¢ chorych ze wspdtistniejgcymi

chorobami uktadu krgzenia.
5.2.4. Dziatania niepozgdane VIT.
Dziatania niepozgdane VIT sg niezaleznym czynnikiem warunkujgcy skuteczno$¢ VIT
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583 cho¢ nie wszystkie badania to w peini potwierdzajg . W grupie w trakcie VIT

mozna zauwazy¢ trend nasilenia reakcji po uzadleniach w trakcie VIT u chorych, u
ktorych wystepowaty dziatania uboczne VIT, jednak podobnie jak w badaniu
wieloosrodkowym wspomnianym powyzej nie byty to réznice statystycznie istotne. W
grupie badanej moze to byé spowodowane uznaniem za dziatanie niepozgdane
wszystkich objawow poza miejscowym odczynem poszczepiennym, a zatem rowniez

65

tzw. objawy mniejsze wg Mosbecha i Muellera ™, inaczej niz w przytoczonych

pracach gdzie kwalifikowano tylko systemowe reakcje alergiczne.

Analizujgc catg grupe w trakcie VIT (17,3% dziatan niepozgdanych VIT) nie
znaleziono zwigzku wystepowania objawow ubocznych ze $rednim nasileniem
wszystkich raportowanych reakcji. W grupie po VIT (23% obj. ubocznych) réwniez nie
znaleziono takiego zwigzku. Natomiast czynnikiem wptywajgcym na czestosc
wystepowania dziatan niepozgdanych w catej grupie badanej okazat sie rodzaj jadu

stosowanego do VIT.
5.2.5. Alergia na jad osy vs alergia na jad pszczoty

W grupie badanej po zakonczonej terapii chorzy po zakonczonym VIT z jadem
pszczoty raportowali istotnie wiecej dziatan niepozgdanych (44%) niz odczulani
jadem osy (17%) (p=0,0042), podobny trend (30% vs 16%) jednak statystycznie
nieistotny wystepowat w grupie w trakcie VIT (p=0,182). Dane to pozostajg w zgodzie
z wieloma badaniami oceniajgcymi wptyw réznych predyktoréw na wystepowanie
dziatan niepozadanych zaréwno w fazie wstepnej jak i podtrzymujgcej 4°16%76219.220
nalezy jednak zwrdoci¢c uwage, iz wpltyw na czestos¢ dziatah niepozadanych w
ankietowanych grupach mégt mie¢ réwniez schemat zastosowanej terapii wstepnej.
W Kilinice Alergologii GUMed chorzy z alergig na jad pszczoty dochodzg do dawki
podtrzymujgcej VIT w schemacie rush, a w przypadku jadu osy w schemacie

ultrarush, co moze wptywaé na bezpieczenstwo terapii "°.

Alergia na jad pszczoty zdaje sie by¢ obarczona rowniez gorszym rokowaniem co do
skutecznosci terapii. W badaniu wieloosrodkowym opisanym przez Rueff i wsp. 4%
chorych po fazie wstepnej VIT z jadem osy i 11% z jadem pszczoty zareagowato
reakcjg uogolniong na prowokacje zywym owadem lub uzadlenie naturalne (p=0,027)

2. Kolejne wspominane takze badanie nad chorymi leczonymi w Oddziale
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Dermatologii i Alergologii Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana w Monachium
obejmujgce 1609 przypadkdéw wykazata jeszcze bardziej sugestywne roznice (3,9%
do 15,8%; p<0,001) *°. Wcze$niejsze znaczace obserwacje rowniez nie pozostawiaty
watpliwosci w tej materii **%, tym bardziej jako nietypowe moga byé ocenione wyniki
analizy grupy badanej po zakonczonym VIT gdzie roznice w skutecznosci nie byty
istotne statystycznie. Srednie nasilenie reakcji w trakcie i po VIT w tej grupie
uwzgledniajgc odczulanych jadem osy wyniosto 0,94 z 34 reakcji, uwzgledniajgc jad
pszczoty 1,13 z 8 reakcji przy p=0,2534. Stosujgc jednak korekte i wykluczenia z
analizy, jak w ustepie o skutecznosci catkowitej VIT, ocena tej grupy staje sie
znacznie ograniczona, poniewaz tylko dwoje chorych w tej grupie miato niebudzgca
watpliwosci reakcje uogodlniong po uzadleniu. W tym przypadku byto to po jednym
chorym z alergig na jad osy i pszczoty (poréwnanie: VIT osa — 1 reakcja 4 stopnia z
16 chorych zadlonych, VIT pszczota 1 reakcja 3 stopnia z 3 chorych Zadlonych;
p=0,2412). Natomiast w grupie w trakcie VIT w analizie odnotowano istotng roznice
w Srednim nasileniu reakcji po uzadleniu w poréwnaniu wynikow VIT z jadem
pszczoty (Srednia 3,0 z 2 reakcji) versus VIT z jadem osy (srednia 1,19 z 19 reakciji)
przy p=0,0187. Stosujgc alternatywny sposoéb oceny nie ma zadnej podlegajgcej
kwalifikacji jako niepowodzenie reakcji po uzadleniu w trakcie VIT w grupie
odczulanej z jadem pszczoty i jedna reakcja IV stopnia z 12 raportowanych po

uzadleniu w trakcie VIT z jadem osy.

Pomijajgc niedostatki metodologiczne i wiarygodnos¢ niniejszego badania
ankietowego gorsze wyniki i mniej bezpieczny VIT z jadem pszczoty wydaje sie byé
faktem trudnym do podwazenia. Ogtoszona drukiem w maju 2016 i wspominana juz
praca M. Frick i wsp. wydaje sie podsuwac¢ rozwigzanie problemu efektywnosci
terapii z jadem pszczoly ”', z kolei wieksza ilo$¢ dziatan niepozadanych podczas VIT
z jadem pszczoty moze by¢ spowodowana wysokg reaktywnoscig bazofili wsrdd

chorych z alergig na ten rodzaj jadu #".
5.2.6. Dtugos¢ immunoterapii

Kolejng obserwacjg w niniejszym badaniu jest wykazanie ujemnej korelacji pomiedzy
dtugoscig przebytej terapii a nasileniem reakcji pouzadleniowych, ktére miaty miejsce
w trakcie VIT (r=-0,37) (Wyk. 14). Wynik ten zgadza sie z innymi obserwacjami na

temat wptywu dtugosci terapii na skutecznosé VIT %%
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5.2.7 Choroby autoimmunologiczne, choroby atopowe, choroby tarczycy

Wspotwystepowanie  choréb  autoimmunologicznych  jest  opisywane  jako

przeciwwskazanie do immunoterapii alergenowej w m.in. zaleceniach brytyjskich %% i

francuskich 223

. W 2015 roku opublikowano zbiorowg prace ekspertow EAACI
podsumowujgcg przeciwwskazania do AIT (ang. allergen immunotherapy; AIT).
Wiekszos¢ danych ma charakter opiséw przypadkow klinicznych i czesto sg ze sobg
sprzeczne. Wobec braku danych EAACI zaleca ostroznosé¢ we wdrazaniu AIT u
chorych ze wspdtistniejgcymi chorobami autoimmunologicznymi. Wspofistnienie
choréb autoimmunologicznych w stadium remisji pozostaje przeciwwskazaniem
wzglednym, a aktywnych przeciwwskazaniem bezwzglednym do AIT #'®.  Wsréd
badanych chorych w trakcie ankietowano 9 chorych ze wspotistniejgcymi chorobami
autoimmunologicznymi i 10 w grupie po zakonczonym VIT, kwalifikowanych do VIT w
trakcie remisji choroby, nie odnotowano wptywu tych choréb na bezpieczenstwo
(p=0,687 i p=0,832) i skutecznos¢ VIT (p=0,5153 i p=0,6877). Obserwujgc jednak
wplyw wspoétwystepowania chordéb autoimmunologicznych na Srednig nasilenia
reakcji raportowanych przed VIT, mozna zaobserwowac ich istotny statystycznie
wptyw. W grupie w trakcie VIT chorzy z chorobami autoimmunologicznymi reagowali
ze srednim nasileniem 3,06 a chorzy bez tego rozpoznania 2,48 przy p=0,1139,
natomiast w grupie po zakonczonym VIT réznica byta jeszcze bardziej wyrazista, po
kolei jak wyzej: 3,17 do 2,48 przy p=0,0037 (Wyk. 17). Podsumowujgc dane z
badania ankietowego wydaje sie, ze  wspotwystepowanie choréb
autoimmunologicznych moze wptywac na przebieg reakcji przed leczeniem HVA, ale

raczej nie wptywa na bezpieczenstwo i skutecznos¢ leczenia.

Immunoterapia z alergenem zwigzanym z wywotywaniem objawow ze strony gérnych
drog oddechowych jest jednym ze sposobow leczenia astmy atopowej, warunkiem
wdrozenia AIT jest jednak pelna kontrola objawéw astmy 2'®. W badaniach
epidemiologicznych odnotowywano nasilenie systemowych dziatann niepozgdanych

immunoterapii u 0séb ze wspdtistniejgcg astmg %%

, CO moze budzi¢ obawy co do
prowadzenia AlIT u tego rodzaju chorych. Nie ma danych literaturowych, ktére wigzg
wspoétrozpoznanie astmy, czy innych choréb z kregu atopii, z przebiegiem VIT. W
badaniu w grupie chorych w trakcie VIT jak i po VIT, wspofistniejgce choroby

atopowe, w tym astma, nie wptynety na skutecznos¢ VIT (p=0,3291 i p=0,3055),
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jednak przewaga deklaracji wystepowania dziatan niepozgdanych w obu grupach
stwierdzana byta u chorych z atopig poza HVA w wywiadzie (26% i 30%) w
poréwnaniu z badanymi bez wspotistniejgcych chordob atopowych (13% i 19%),
jednak nie byty to roznice istotne statystycznie (p=0,061 w trakcie VIT i p=0,1714 po
zakonczonym VIT).

W literaturze istniejg obserwacje wskazujgce na wzajemny wptyw chordb gruczotu
tarczowego i choréb alergicznych 2%, Prawdopodobnie te i podobne dane sg
przyczyng watpliwosci w trakcie wdrazania VIT u chorych z HVA i wspdtistniejgcymi
chorobami tarczycy. Nie ma jednak dostepnych badan opisujgcych bezposrednio
wptyw chorob tarczycy na przebieg i skutecznosé immunoterapii z jadem owadow
btonkoskrzydtych. W badaniu ankietowym w grupie w trakcie i po zakornczonym VIT
nie zaobserwowalismy istotnego wptywu wspotwystepowania chordb tarczycy na
Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu (p=0,7686 i p=0,0917), skutecznos¢
immunoterapii (p=0,5818 i p=0,1949) czy wystepowanie dziatah niepozgdanych
(p=0,8192i p=0,7091).

5.3 Roznice w ekspresji genow

5.3.1 Roznice w ekspresji genow pomiedzy chorymi na HVA a chorymi bez chorob

alergicznych w wywiadzie

Wyniki ekspresji genow we krwi obwodowej 46 chorych z alergig na jad osy, przed
rozpoczeciem immunoterapii porownano z kontrolng grupg zdrowg 38 odpowiednio
dobranych badanych bez jakiejkolwiek reakcji alergicznej w wywiadzie chorobowym
Dwanascie genow (CLDN1, CNGB3, FADS1, HES6, HLA-DRB5, HTR3B, PRLR,
SLC16A4, SNX33, SOCS3 oraz TWIST2) badanych w RNA leukocytow krwi
obwodowej miato w naszym badaniu inng ekspresje wsrod chorych z wywiadem
anafilaksji po uzadleniu osy (przed VIT) w stosunku do kontrolnej grupy zdrowej,

wynik przedstawiono w tabeli (Tab. 8).

Ponad 100 lat od pierwszych opisow Portiera i Richeta dotyczacych anafilaksji,
uogolnione reakcje alergiczne, czesto zagrazajgce zyciu budzg lek wsréd chorych i
lekarzy oraz stanowig wyzwanie dla nauki. Wcigz nie do konca wiemy dlaczego
lokalna reakcja alergiczna przechodzi w uogdlniong, dlaczego tylko niektérzy chorzy

reagujg anafilaksjg na dany alergen a inni nie, pomimo wysokich stezen slgE w
str. 79



surowicy, w koncu dlaczego ten sam chory moze zareagowacC w rézny sposob na
podobng ekspozycje na alergen #’. Na podstawie wiedzy o dziataniu mediatoréw
stanu zapalenia wydaje sie ze synergistyczne dziatanie wielu czynnikow warunkuje
wystgpienie i nasilenie reakcji. Koncepcja mastocytowo-leukocytarnej kaskady
cytokinowej zostata zaproponowana jako model amplifikacji reakcji ?*°. W trakcie
badan nad mysim modelem anafilaksji opisano zasadniczg role bazofili i leukocytéw

krazgcych we krwi (ang. peripheral blood leukocyte; PBL).

Jedng z metod wykorzystywanych w badaniach nad anafilaksjg jest ocena ekspresiji
genow. Wobec ogromnej ilosci informacji wykorzystuje sie bioinformatyczng baze
danych stworzong przez amerykanski Narodowy Instytut Alergii i Choréb Zakaznych
(ang. National Institute of Allergy and Infectious Diseases; NIAID). Baza DAVID (ang.
the Database for Annotation, Visualisation and Integrated Discovery; DAVID -
https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) jest jednym z wielu narzedzi stuzgcych do analizy
ekspresji gendéw. Baza ta skupia informacje z badan nad funkcjg genéw obejmujacag
badania z lat 2003-2016 i na biezgco aktualizowang. Pozwala na konwertowanie
duzych list genow w grupy funkcjonalne, tworzenie map ko-ekspresji i wiele innych
229230 Baza GENECODIS, czesto stosowana w Europie, jest wynikiem wspdtpracy
naukowcéw hiszpanskich. Opiera sie ona na na nieco innym algorytmie, podobnie
skupia dostepng w ramach internetu wiedze na temat konotacji funkcjonalnych
opisanych do tej pory genéw 2*"?*_ Tradycyjng metodg wzbogacania powigzan
funkcyjnych gendéw jest metoda poréwnywania kolejno kazdego pojedynczego genu
z analizowang listg gendéw (ang. singular enrichment analysis; SEA), najczesciej
opiera sie ona na powigzaniach ontologicznych poszczegdlnych genéw (ang. gene

234

ontology; GO)

Badaniem, ktére analizowato zmiane ekspresji genéw w czasie anafilaksji byta praca
Stone i wsp. W jego trakcie analizowano ekspresje w krwi obwodowej, analizujgc
leukocytarne RNA komoérek PBL, bezposrednio po rozpoczeciu, godzine po i trzy
godziny po rozpoczeciu leczenia anafilaksji u 6 dorostych. Bezposrednio po przyjeciu
do oddziatu ratunkowego (Srednio okoto godziny od wystgpienia anafilaksji) jedynie 2
geny mialy inng ekspresje w poréwnaniu do grupy kontrolnej, po kolejnej godzinie
byto to 67 gendw, natomiast po 3 godzinach az 2801 gendw miato inng ekspresje niz

uczestnicy grupy kontrolnej dobrani wg wieku i ptci, ale bez anafilaksji w wywiadzie
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235 W przytaczanym badaniu w pierwszej godzinie od anafilaksji zmieniaty ekspresje
2 geny biorgce udziat w procesach aktywaciji i funkcjonowania limfocytéw NK, brak
innych réznic moze $wiadczy¢ o zaangazowaniu procesow cytotoksycznych oraz
opartych na odpowiedzi typu Th1 w tej fazie reakcji, ktére przede wszystkim bazujg
na wykorzystaniu wytworzonych wczes$niej i zmagazynowanych biatek. Przy pomocy
bazy DAVID okreslono powigzania funkcjonalne genéw o odmiennej ekspresji. Po
okoto dwu godzinach zmieniata sie stopniowo ekspresja gendéw zaangazowanych w
regulacje wielu szlakow zapalnych oraz mechanizméw apoptozy takich jak: grupa
MAPK — transdukcja sygnatu, regulacja procesdéw zapalnych, aktywowana przez
czynniki stresowe, zarowno zewnetrzne (fizyczne) jak i wewnetrzne np.: cytokiny
prozapalne, reguluje réwniez cykl zyciowy komorek — m.in. mechanizm apoptozy;
NFKBIA — gen kodujgcy podjednostke (IxB), bezposrednio hamujgcg czynnik
NF«kB kluczowy w aktywacji wielu proceséw immunologicznych bedgcych
odpowiedzig na bodzce zewnetrzne: infekcje wirusowe, bakteryjne, a takze stres czy
alergeny; STAT3 — transdukcja sygnatu i regulacja procesoéw zapalnych, aktywowana
m.in. przez IL5 oraz IL6 jako czes¢ uktadu transdukcji JAK-STAT, lecz takze przez
MAPK, jest kluczowa w réznicowaniu limfocytow Th17, wypadniecie funkcji skutkuje
zespotem hipereozynofilowym; grupa biatek TLR — aktywacja produkcji cytokin
prozapalnych poprzez indukcje komoérek dendrytycznych w ramach odpornosci
nieswoistej, prawdopodobnie kluczowe w réznicowaniu populacji limfocytéw Treg; a
takze CREB, ESP300, MMP9 — istotne dla mechanizmdéw regulacji apoptozy; czy
IL1B bedagca czynnikiem aktywujgcym limfocyty oraz czescig rodziny cytokin
kontrolujgcych procesy proliferacji i réznicowania komoérek, a takze apoptozy.
Wszystkie te roznice mogg swiadczy¢ o duzym zaangazowaniu procesow
regulujgcych, zmieniajgcych odpowiedz immunologiczng na antygen wywotujgcy juz
w pierwszych godzinach po anafilaksji, takze spowodowanej uzadleniem %*°, co z
kolei moze by¢ kluczem do przewidywania odpowiedzi uktadu odpornosciowego na

kolejny kontakt z danym antygenem.

Wyniki uzyskane w badanej grupie chorych leczonych z powodu alergii na jady
owadow potwierdzajg obserwacje Stone’a i wsp. Rdznice w ekspresji w badanej
grupie dotyczg mechanizmdéw regulujgcych odpowiedZz zapalng oraz procesy

zaplanowanej $mierci komorki.
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Niemal wszystkie geny w badanej grupie miaty istotnie mniejszg ekspresje w
poréwnaniu do oséb zdrowych, poza COMMDS8 (wyzsza ekspresja) oraz KLF10,
PCDHB10 i DAZ, ktore nie roznity sie istotnie (Tab. 8), ich ontologiczne powigzania
funkcjonalne uzyskane przy pomocy bazy GENOCODIS przedstawiono w Tab. 9.

Geny FADS1, HTR3B oraz CNGB3 odpowiadajg m.in. za transport substancji lub
sktadnikéw bton komérkowych. HTR3B jest biatkiem receptorowym dla serotoniny, w
zwigzku z tym jego funkcjonalnos¢ opisywana jest gtdwnie w patogenezie chordb
psychicznych, jednak istnieje teoria tgczgca niskie stezenie serotoniny z aktywacjg

komoérek tucznych #2627,

Natomiast PRLR, SOCS3 i TWIST2 za mechanizmy hamowania apoptozy. SOCS3 i
PRLR wraz z HLA-DRB5 zwigzane sg ontologicznie z transdukcjg sygnatu zalezng
od cytokin, IFNy oraz JAK2.

Ponadto wiadomo, iz zarowno PRLR, SOCS3 i TWIST2 sg zaangazowane w

regulacje konkretnych proceséw immunologicznych.

PRLR koduje biatko, ktore bezposrednio bierze udziat w transdukcji sygnatu
zaleznego zaréwno od kinazy MAPK '° jak i JAK-STAT"*. Kinaza MAPK moze mieé
istothne znaczenie w patogenezie choréb alergicznych. Swiadczyé o tym moga
chocéby ostatnie doniesienia gdzie hamowanie MAPK ograniczato objawy atopowego

238239 7 kolei badania do$wiadczalne pokazujg, ze aktywacja MAPK

zapalenia skory
moze indukowaé mechanizmy regulacyjne poprzez zwiekszanie produkcji IL10 %
czy tez zalezng od TGFp1 indukcje limfocytéw Treg **'. Sciezka transdukcji sygnatu
zalezna od uktadu kinaz JAK-STAT ma przede wszystkim znaczenie regulacyjne i
ma szeroki wachlarz dziatan w zalezno$ci od komérek, w ktoérych dziata. Z jednej
strony stymulacja STAT6 aktywuje GATA3 tym samym hamujgc FOXP3, a STAT3
stymuluje réznicowanie Th2 oraz Th17 %*?, z drugiej jednak wyhamowanie lub
wypadniecie  funkcji STAT3 powoduje powstawanie objawow  zespotu

hypereozynofilowego ?** oraz moze nasilaé aktywacje NFkB 2%,

Natomiast SOCS3 to jeden z gtownych czynnikow negatywnie regulujgcych 11-6
zalezng aktywacje STAT3 ?*° dziatajacy réwniez hamujgco na NFkB 2*°, ale aktywuje

MAPK %*". W badaniach klinicznych nad astma, atopowym zapaleniem skory,
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alergicznym niezytem nosa i alergig pokarmowg ekspresja SOCS3 w limfocytach T
CD3+ koreluje dodatnio z nasileniem choroby. Dane kliniczne wskazujg na
zaangazowanie SOCS3 w progresje choréb alergicznych ?*. Istniejg jednak dane
eksperymentalne odnajdujgce pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg SOCS3 i
dodatnig regulacjg biatek zwigzanych z pozytywnym efektem immunoterapii (FOXP3,

Tbet) i negatywnie z IL4 (hamowanych w trakcie immunoterapii) %*2.

TWIST2 jest wspodlnie z TWIST1 uktadem regulacyjnych czynnikow transkrypcyjnych
dziatajgcych jak molekularne przetgczniki ?*°, ktére mogg byé zwigzane z
mechanizmami regulatorowymi zaréwno aktywujgcymi jak i hamujgcymi mechanizmy

transkrypciji biatek cytokin 2.

HLA-DRBS5 jest genem kodujgcym biatko tworzgce czgsteczki MHC II, w oczywisty
sposOb zwigzane z regulacjg procesow immunologicznych. Polimorfizm tego genu
byt odnotowany jako potencjalny predyktor alergii na penicyling %*°, polipéw nosa w

astmie %'

W latach 2010-2013 na podstawie badan GWAS uzyskano profil ekspresji gendw,
ktére mogg warunkowac efektywnos¢ VIT, badania te byty podstawg wyboru genow
do niniejszego badania '®>'°. W tych badaniach geny majgce warunkowaé¢ sukces
immunoterapii miaty zwigzek m.in. ze szlakami transdukcji sygnatu (FceRI, MAPK,
Whnt, JAK-STAT, Ca). Ekspresja genéw CLDN1, SNX33, TWIST2 i SLC16A4 byta

wyzsza w badaniu Niedoszytko i wsp.'®

u chorych z niepowodzeniem VIT w
stosunku do chorych z efektywnym leczeniem, odwrotnie COMMDS8 i PRLR.
Posrednio traktujgc chorych poddawanych VIT z dobrym efektem jako zdrowych lub
,zdrowszych” od tych, ktorzy nie odniesli korzysci z VIT mozna odnies¢ do nich
wyniki poréwnania ekspresji u zdrowych i chorych. Jedynie stosunek PRLR
prezentowat w terazniejszym badaniu odmienny stosunek ekspresji. W badaniu z
2013 roku ' geny SOCS3, FADS1 i HES6 mialy istotnie bardziej nasilong ekspresje
u chorych przed VIT niz w trakcie i po efektywnym VIT podobnie jak w biezgcym
badaniu, natomiast HLA-DRB5, CNGB3 i HTR3B odmiennie istotnie nizszg
ekspresje. Geny CLDN1, COMMDS8 i SLC16A4 s3g kolejnymi genami zwigzanymi z
B 117,123,173

regulacja procesdéw zapalnych poprzez oddziatywanie z NFxk
CNGB3, HTRB3, HES6 oraz FADS1 poprzez swoj udziat w funkcjonowaniu ukfadu

, hatomiast
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nerwowego mogg by¢é potwierdzeniem tezy Siebenhaara i wsp., ktory opisat
postulowany juz wczesniej zwigzek nerwdw czuciowych z aktywacjg mastocytow

przez IgE #*%,

Podsumowujgc powyzsze mozna zaryzykowac przyjecie tezy, ze inaczej niz po kilku
godzinach od anafilaksji kiedy jak pokazuje badanie Stone i wsp., procesy
regulatywne sg bardzo nasilone i podobnie jak na poczatku anafilaksji kiedy reakcja
alergiczna polega na balansie ustalonym wczesniej w uktadzie immunologicznym, tak
u chorych z alergig na jad osy, ktorzy zakwalifikowani zostali do VIT, a w poréwnaniu
do os6b zdrowych, procesy regulujgce szlaki zwigzane z zapaleniem alergicznym sg

wyhamowane, natomiast VIT moze przywrdci¢ im stan homeostazy.

Jedynym genem, ktory przedstawia inny rodzaj ekspresji byt w naszym badaniu

COMMD8 zwigzany bezposrednio z aktywacjg NF«B, szczegdétowo opisany ponize;.

5.3.2 Roznice w ekspresji genow u chorych na HVA przed i w trakcie VIT z jadem

osy.

Ekspresja COMMDS8 zmniejszyta sie pod wptywem immunoterapii z jadem osy u

chorych z HVA w niniejszym badaniu.

Biatka COMMD (ang. Copper metabolism Murr 1 domain containing protein;
COMMD) sg grupg dziesieciu ewolucyjnie statych protein obecnych w bardzo wielu
organizmach zywych wigczajgc w to ro$liny, pierwotniaki, robaki, owady i
kregowce®®. Biatko COMMD1, najlepiej poznane, zwigzane jest z wieloma
fizjologicznymi procesami takimi jak metabolizm miedzi ***, regulacja stezenia sodu
%3 i adaptacja do niedotlenienia ?*°. Prawdopodobnie biatka COMMD wptywajg na
dziatanie innych biatek poprzez ich ubikwitynacje czyli zjawisko unieczynnienia dzigki
przylaczeniu ubikwityny, same réwniez bedac regulowane w ten sposéb %*’. COMMD
wchodzg w interakcje i regulujg aktywno$¢ grupy ligaz ubikwitynowych znanych jako
CRLs (ang. Cullin-RING ligases; CRLs), sg to biatka zawierajgce kulliny (produkty
gendéw Cul 1-7) jako biatka szkieletowe, ktére przytgczajgc biatka typu RING-finger
(Rbx1 i Rbx2 — biatka o typie tzw. palcéw cynkowych; ang. Really Interesting New
Gene; RING) tworzg okoto 25% ligaz ubikwitynowych regulujgcych procesy od cyklu
komorkowego, przez naprawe DNA do wielu Sciezek transdukcji sygnatu, wigczajgc

w to szlak oparty na NFiB "%,
str. 84



Aktywacja NF«B jest zalezna od wielu proceséw ubikwitynacji. Jednym z nich jest
degradacja kompleksu 1kB, konstytutywnego inhibitora tego szlaku #*®. Biatka IkB-a,
IxB-p lub IkB-¢ przytgczajgc sie do dimerow NFkB maskujg ich jgdrowg sekwencje
lokalizujgcg, utrzymujgc je nieaktywne w cytozolu. Degradacja IkB przebiega przy
udziale kompleksu Cul1 i BTrCP (ang. g transducin repeat-containing protein;
BTrCP), ktore tworzg CRL1-TrCP. Fosforylacja IkB przez kompleks IKK (ang. /xB
kinase complex; IKK) tworzy motyw fosfo-serynowy na N-koncu IkB rozpoznawany
przez BTrCP co prowadzi do ubikwitynacji IxB przez CRL1 i degradacji tego biatka
29 Starokadomskyy i wsp. opisali kompleks CCDC22 (ang. coiled-coil domain-
containing protein 22; CCDC22) oraz COMMDS8, ktéry wydaje sie by¢ kluczowy dla
degradacji kB (Ryc. 5), jako czynnik niezbedny do aktywacji CRL1 . Z drugiej
strony indukowane niezalezng od IKK fosforylacjg CRL2 mogg dokona¢ degradacii
podjednostki NFkB wigzgcej chromatyne (RelA znane réwniez jako p65), ktora bierze

istotny udziat w hamowaniu ekspresji gendéw, proces ten wydaje sie by¢ zalezny od
obecnosci COMMD1 22 (Ryc. 5).

Jadro
komoérkowe

Degradacja Degradacja

Ryc. 5. Rola komplekséw CCDC22-COMMD w regulacji systemu zaleznego od NF«B (na podstawie

123

Starokadomskyy i wsp. “”) opis w tekscie.
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NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym o plejotropowej funkcji. Jest jednym z
gtébwnych regulatoréw mechanizméw zaréwno wrodzonej (nieswoistej) jak i nabytej
(swoistej) odpowiedzi uktadu immunologicznego, apoptozy, cyklu komérkowego i
onkogenezy. Bierze zatem udziat w patogenezie chorob uktadu immunologicznego i
nowotworowych. Biatka NFkB1 (p50), NFxB2 (p52), RelA (p65), c-Rel i RelB
pozostajg w cytoplazmie w nieaktywnej formie aby po aktywacji pod postacig
dimerdéw przedostac sie do jgdra komoérkowego i regulowac ekspresje gendw takich

biatek jak TNFa, IL1B, IL6, IL8 oraz cyklooksygenazy 2

. La Grutta i wsp.
obserwowali dodatnig korelacje stezenia RelA i fosforylowanego kB z nasileniem

objawéw astmy u dzieci %°'.

Wplyw NFkB na mechanizmy indukujgce tolerancje sg nadal stabo poznane i

momentami kontrowersyjne.

RelB jako podjednostka NFxkB, jest jedng z kluczowych dla réznicowania i
dojrzewania komérek dendrytycznych (ang. dendritic cells; DCs). Regulujgc
obecnos¢ CD40 i MHC na powierzchni komérek dendrytycznych RelB warunkuje
zdolno$¢ DC do dojrzewania ?%2. Istniejg doniesienia sugerujace, iz to wlasnie stopien
dojrzatosci DC stymuluje réznicowanie limfocytéw T do Treg i Tr1 ?®*. Niedojrzate
komérki dendrytyczne (ang. immature dendritic cells; imDCs) nie majg jednak
mozliwo$ci produkowania IL6 i IL12 co ogranicza ich wptyw na limfocyty T. Obecnie
odroznia sie imDCs, ktore charakteryzujg sie brakiem CD40 od komorek
dendrytycznych indukujgcych tolerancje (ang. tolerogenic DCs; tolDCs), ktére majg
obecng, jakkolwiek zmniejszong, ekspresje CD40 oraz charakteryzujg sie obecnoscig
CD80 i CD86 na powierzchni . Inne prace eksperymentalne opisujgce wptyw 1L12
na lokalizacje jgdrowg biatek NFxB1 i RelA sugerujg, iz wyhamowana ekspresja

265

NFkB jest rowniez cechg charakterystyczng dla tolDCs Prawdopodobnie

ekspresja NFkB ma wptyw na réznicowanie tolDCs.

Podjednostka c-Rel jest takze niezbedna dla dojrzewania i réznicowania komorek
Treg niemal na kazdym etapie, rowniez jako czynnik stymulujgcy ekspresje Foxp3 na
powierzchni Treg. Dimery p50-c-Rel warunkujg ekspresje genu Foxp3. Pozostaje
niejasne czy aktywno$¢ NF«B jest potrzebna do zachowania funkcji supresorowych
TregFoxp3+ po wygenerowaniu Foxp3 na powierzchni komérki. Z jednej strony
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myszy pozbawione c-Rel posiadajg normalng ilo§¢ komérek Treg o zachowanym
fenotypie, z drugiej istniejg doniesienia 0o zahamowaniu wtasciwosci
immunosupresyjnych Treg w przypadku blokowania fosforylacji IKK2 oraz o
pozytywnych interakcjach pomiedzy c-Rel i p65 a Foxp3 . Ostatnio publikowane
obserwacje potwierdzajg, ze aktywacja NFxB jest niezbedna dla utrzymania

267

przezycia, proliferacji i funkcji supresorowych Treg . Rozwigzanie tej kwestii

oczekuje wyjasnienia.

Szlak NFkB ma takze wptyw na réznicowanie limfocytow Th17. Stymulacja
receptorow TLR4 przez LPS (lipopolisacharydy bakteryjne; ang. lipopolysaccharides;
LPS) lub biatko MYD88 powoduje prawdopodobnie zwiekszenie ilosci p65 i

aktywacje p50 w komorkach T co stymuluje réznicowanie i proliferacje do Th17
268,269

Badania doswiadczalne na modelu zwierzecym sugerujg mozliwo$¢ uzyskania

bezposredniego efektu klinicznego poprzez zahamowanie aktywacji NF«B.

Taher i wsp. zastosowali selektywny inhibitor IKK2 (PS-1145) w modelu mysim.
Myszy uczulone na owoalbumine leczono suboptymalnymi dawkami tego biatka nie
uzyskujgc efektu klinicznego. Po dodaniu PS-1145 do terapii uzyskano spadek o
64% eozynofilii obwodowej, odpowiednio 0 62% i 50% spadto stezenie IL-5i IL13 i 0

24% TGFp w surowicy krwi, natomiast stezenie IL10 wzrosto o 85% (p<0,01) %%,

Prace chinskich badaczy nad plazmidowg szczepionkg zawierajgcg DNA biatka Der
p2 rowniez przyniosty wyhamowanie STAT6 i NFkB. Podanie myszom szczepionki
DNA zawierajgcej sekwencje Der p2 skutkowato zmniejszeniem ilosci komorek
zapalnych w tkankach ptuc i poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych (ang.
bronchoalveolar lavage; BAL), spadkiem stezenia slgE w surowicy krwi, spadkiem
stezenia IL4 i IL13 w BAL oraz spadkiem ekspresji STAT6 i p65 w preparatach

uzyskanych z ptuc #”°.

Badania kliniczne opisujg hamujgcy wptyw immunoterapii na aktywacje ukfadu

zaleznego od NF«B.

Bazujgc na wiedzy, iz biatka TLR przy pomocy biatka MYD88 aktywujg NF«B,

badano wptyw immunoterapii z alergenami kurzu domowego na translokacje NF«B
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do jadra komoérkowego. Czterdziescioro dzieci z alergig na kurz i astmg podzielono
na dwie grupy: poddawanych AIT z alergenami kurzu domowego oraz nieleczonych
immunoterapig. Po roku obserwacji oznaczono stezenia IL10, TGF, Foxp3, MYD88,
p65 oraz wielu innych. Badano takze korelacje stezen biatek i zmian w spirometrii.
Obserwowano m.in. wzrostu stezen IL10, TGFB i Foxp3 jednoczesnie z poprawg
FEV1 i objawdéw astmy u dzieci w trakcie immunoterapii. W grupie poddawanej AIT
odnotowano istotnie mniejsze stezenie p65 (RelA) w nukleoplazmie i spadek cytokin
bedacych czescig Sciezki zaleznej od MYD88 w komérkach Treg, w porownaniu do

dzieci nieleczonych immunoterapig ?"".

W obserwacji Ventura i wsp. badano aktywacje NF«xB w neutrofilach stymulowanych
LPS u astmatykow leczonych AIT z powodu alergii wziewnej. Mierzono m.in.
aktywacje biatek p52 i p65 w jgdrze komoérkowym oraz fosforylacje 1kB w grupach
leczonych i nieleczonych immunoterapig. W jadrze komdrkowym stymulowanych
neutrofili uzyskanych od chorych poddawanych AIT odnotowano istotnie (p<0,001)
nizsze stezenia p52 i p65. Stezenie p52 i p65 silnie dodatnio (odpowiednio r=0,823
przy p=0,001 i r=0,864 przy p=0,003) korelowato z nasileniem objawow alergii.
Stezenie fosforylowanego IkB byto réwniez istotnie nizsze u chorych leczonych

immunoterapig?’>.

Podsumowujgc powyzsze dane mozna stwierdzié, ze uktad zwigzany z NFxB ma
istotny wptyw na mechanizmy zwigzane z zapaleniem alergicznym i wytwarzaniem
tolerancji na alergeny. Istniejg kontrowersje co do jednoznacznej funkcji biatek tego
uktadu wynikajgce z pewnego dysonansu obserwacji doswiadczalnych i klinicznych.
Wyniki niniejszego badania wskazujgce na spadek ekspresji COMMDS jako biatka
kluczowego dla aktywacji NFkB w przebiegu VIT z jadem osy czynig z genu
COMMDS8 obiecujgcego kandydata do dalszych badan nad mechanizmami

immunoterapii oraz potencjalnego biomarkera skuteczno$ci VIT.
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6. Whioski

1. Analiza wynikow Klinicznych leczenia wykazata skuteczno$¢ prowadzonej
immunoterapii, ktoéra jest porownywalna z danymi podawanymi w literaturze
Swiatowej. Czynnikami klinicznymi majgcymi istotny wptyw na stopien nasilenia
reakcji po uzadleniu u chorych na HVA byto rozpoznanie mastocytozy, chordb uktadu
krgzenia i chorob autoimmunologicznych oraz wiek chorych, Jako czynniki
wptywajgce na bezpieczenstwo VIT zidentyfikowano podwyzszone stezenie tryptazy
mastocytarnej oraz odczulanie jadem pszczoty. Skuteczno$¢ immunoterapii moze
by¢ nizsza u chorych poddawanych VIT z jadem pszczoty i rosng¢ wraz z czasem

trwania terapii.

2. Poréwnanie ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki RT-PCR (z
zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej u chorych z alergig na jad
osy w porownaniu do oséb zdrowych wykazata istotng réznice w ekspresji w
przypadku 12 badanych genéw zaangazowanych w patogeneze procesow zapalnych
(CLDN1, CNGB3, COMMDS8, FADS1, HES6, HLA-DRB5, HTR3B, PRLR, SLC16A4,
SNX33, SOCS3 oraz TWIST2), co moze w przysztosci przyczyni¢ sie do identyfikacji
mechanizmow  wptywajagcych na wystepowanie HVA oraz stanowi¢ podstawe

wprowadzenia nowych metod diagnostycznych.

3. Ocena zmiany ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki RT-PCR (z
zastosowaniem kart mikrocieczowych) we krwi obwodowej u chorych z alergig na jad
osy pod wptywem immunoterapii z jadem osy wykazata istotne zmniejszenie
ekspresji genu COMMDS, co z uwagi na jego kluczowg funkcje w aktywacji szlaku
NF«B, ktéry ma udziat mechanizmie VIT, czynig z genu obiecujgcego kandydata do
dalszych badan nad mechanizmami immunoterapii oraz potencjalnego biomarkera

skutecznosci VIT.
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7. Streszczenie

Tytut: Analiza skuteczno$ci i bezpieczenstwa leczenia oraz prospektywne badanie
ekspresji wybranych genéw za pomocga techniki RT-PCR u chorych z alergig na jad

owaddw btonkoskrzydtych.

Wprowadzenie: Leczeniem z wyboru dla chorych z alergia na jad owadéw
btonkoskrzydtych z wysokim ryzykiem reakcji systemowej po uzadleniu jest
immunoterapia z jadem owadéw (VIT). Efektywnos¢ VIT jest dobrze
udokumentowana, jednak ciggle czes¢ chorych poddawanych terapii nie uzyskuje
ochrony przed anafilaksjg po uzadleniu. W zwigzku z tym ciggle potrzebujemy
narzedzi, dzieki ktérym bedziemy prawidtowo kwalifikowa¢ chorych do VIT oraz,
usprawniajgc proces leczenia, bedziemy mogli przewidzie¢ przebieg i efektywnos$cé
VIT.

Cele pracy: (1) Analiza wptywu wybranych czynnikow klinicznych na nasilenie reakciji
po uzadleniach, bezpieczehstwo oraz skutecznos¢ immunoterapii z jadem w grupie
chorych z alergig na jad owaddw btonkoskrzydtych. (2) Ocena ekspresji wybranych
genow za pomocg techniki MFC RT-PCR we krwi obwodowej u chorych z alergig na
jad osy w poréwnaniu do osob zdrowych. (3) Ocena zmiany ekspresji wybranych
genow za pomocg techniki MFC RT-PCR we krwi obwodowej u chorych z alergig na

jad osy pod wptywem immunoterapii z jadem osy.

Metody: Do badania zakwalifikowano 246 chorych, ktorzy byli poddawani VIT w
Klinice Alergologii GUMed. Grupa obejmowata 119 chorych, ktérzy do roku 2014
zakonczyli 5 letni kurs VIT oraz 127 chorych, ktorzy w latach 2010-2014 roku byli w
trakcie VIT. Chorych poddano badaniu ankietowemu dotyczgcemu przebiegu
choroby zasadniczej i terapii z jadem, oraz chorob wspofistniejgcych. Z grupy
chorych w trakcie VIT wyodrebniono 45 chorych z alergig na jad osy u ktérych
przeprowadzono analize ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki MFC RT-
PCR (TagMan® Array Micro Fluidic Cards, Applied Biosystems). Grupe kontrolng
stanowito 38 ochotnikdéw bez alergii w wywiadzie. Na badanie zostata wydana zgoda
Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy GUMed nr NKBBN/468/2013.

Wyniki: Spos$rdd 246 chorych poddanych badaniu ankietowemu 54 byta zgdlonych

naturalnie w trakcie lub po zakonczeniu VIT, z czego 3 (5,5%) ponownie rozwinegto
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reakcje anafilaktyczng. Obserwowano istotny spadek nasilenia reakcji po
uzagdleniach pod wptywem VIT zaréwno w grupie w trakcie jak i po zakornczonym VIT
(p=0,0001 i p<0,0001). Odnotowano istotny wptyw wspotrozpoznania mastocytozy
(p=0,0325), choréb uktadu krgzenia (p=0,0352) i chordb autoimmunologicznych
(p=0,0037) na srednie nasilenie reakcji oraz, w grupie w trakcie VIT, korelacje wieku
chorych z nasileniem reakcji po uzadleniu (r=0,23; p<0,05). Immunoterapia z jadem
pszczoty w grupie po VIT (p=0,0042), a takze podwyzszone stezenie tryptazy
mastocytarnej u chorych przed VIT z jadem osy (p=0,0317) zwiekszaty ryzyko
wystepowania dziatan niepozgdanych VIT. Odczulanie jadem pszczoty zmniejszato
skutecznos¢ VIT w grupie w trakcie VIT (p=0,0187), a dtugo$¢ terapii w tej grupie
korelowata ze zmniejszeniem nasilenia reakcji po uzadleniach w trakcie terapii (r=-
0,37; p<0,05). Wykazano nizszg ekspresje 11 genéw (CLDN1 (p=0,000023), CNGB3
(p=0,000035), FADS1 (p=0,03385), HES6 (p=0,007665), HLA-DRB5 (p=0,010112),
HTR3B (p=0,00004), PRLR (p=0,037961), SLC16A4 (p=0,027395), SNX33
(p=0,000763), SOCS3 (p=0,000848), TWIST2 (p=0,004828)) oraz wyzszg ekspresje
genu COMMDS8 (p=0,000515) w grupie chorych z alergia na jad osy w poréwnaniu z
grupg kontrolng. Ekspresjg genu COMMDS8 u chorych zmniejszyta sie istotnie
(p=0,012413) po okoto 3 miesigcach immunoterapii.

Whnioski: (1) Analiza wynikow klinicznych leczenia wykazata skutecznosc
prowadzonej immunoterapii, ktéra jest porownywalna z danymi podawanymi w
literaturze Swiatowej. Czynnikami klinicznymi majgcymi istotny wptyw na stopien
nasilenia reakcji po uzadleniu, bezpieczenstwo i skutecznos¢ VIT byto rozpoznanie
mastocytozy, chordéb ukfadu krgzenia i autoimmunologicznych, wiek chorych,
stezenie tryptazy mastocytarnej, odczulanie jadem pszczoty oraz czas trwania terapii.
(2) Porownanie ekspresji wybranych gendéw u chorych z alergia na jad osy w
poréwnaniu do osob zdrowych wykazata istotng réznice w ekspresji 12 badanych
genow zaangazowanych w patogeneze zapalenia, co moze w przysztosci przyczynic
sie do wprowadzenia nowych metod diagnostycznych. (3) Ocena zmiany ekspresiji
wybranych gendéw u chorych z alergig na jad osy pod wptywem VIT wykazata istotne
zmniejszenie ekspresji genu COMMDS8, co z uwagi na jego kluczowg funkcje w
aktywacji szlaku NFxB, czynia z genu kandydata do dalszych badan nad

mechanizmami immunoterapii oraz potencjalnego biomarkera skutecznosci VIT.
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8. Abstract

Title: The analysis of safety and effectiveness of treatment and a prospective_RT-
PCR analysis of chosen genes expression in patients with hymenoptera venom

allergy

Introduction: The treatment of choice for patients with hymenoptera venom allergy
(HVA), at high risk of systemic reaction after the sting, is insect venom
immunotherapy (VIT). Effectiveness of immunotherapy is well documented. However
there are still patients treated with VIT, who do not achieve protection from
anaphylaxis. Therefore we still need tools to proper qualify the patients, improve
treatment regimen and also to predict the course and effectiveness of

immunotherapy.

Aims: (1) Analysis of the factors influencing the sting reaction severity, safety and
effectiveness of VIT (2) Assessment of the expression of selected genes using MFC
RT-PCR method in peripheral blood cells of patients with wasp venom allergy
compared to healthy controls. (3) Analysis of the changes in gene expression using
MFC RT-PCR in peripheral blood cells in patients with wasp venom allergy in the

course of venom immunotherapy.

Methods: The study group included 246 adult patients treated with VIT in Department
of Allergology at Medical University of Gdansk. Group consisted of 119 patients who
completed their 5-year course of VIT till the end of 2014 and 127 patients , who were
treated with VIT in the period 2010-2014. The patients were asked for the progress of
their HVA symptoms, treatment and comorbidities using constructed questionnaire.
Among patients under VIT, 45 with wasp venom allergy were qualified to assess the
gene expression analysis using MFC RT-PCR (TagMan® Array Micro Fluidic Cards,
Applied Biosystems). The control group included 38 healthy volunteers without
allergy in their medical history.

Results: Among 246 patients 54 underwent field stings during or after VIT, 3 of them
(5,5%) reacted with anaphylaxis. We observed significant improvement in the
average severity of sting reactions, both in the group under (p=0,001) and after VIT
(p<0,001). There was a significant influence of coexistence of mastocytosis

(p=0,0325), cardiovascular (p=0,0352) and autoimmune diseases (p=0,0037) on

str. 92



average severity of sting reactions. We also noticed correlation between severity of
the reactions and age of the patients in the group during VIT (r=0,23; p<0,05).
Therapy with bee venom in the group after VIT (p=0,0042) and increased tryptase
among allergic to wasp venom (p=0,0317) were raising a risk of VIT adverse
reactions. Effectiveness of immunotherapy was conditioned, only in the group during
VIT, with bee venom therapy (p=0,0187) and with length of VIT (r=-0,37; p<0,05).
Significantly lower gene expression were found for 11 genes (CLDN1 (p=0,000023),
CNGB3 (p=0,000035), FADS1 (p=0,03385), HES6 (p=0,007665), HLA-DRB5
(p=0,010112), HTR3B (p=0,00004), PRLR (p=0,037961), SLC16A4 (p=0,027395),
SNX33 (p=0,000763), SOCS3 (p=0,000848), TWIST2 (p=0,004828) and higher
expression for 1 gene (COMMDS; p=0,000515) in wasp venom allergic patients
compared to controls. Furthermore significant lowering was found in expression for
COMMDS8 after about 3 months of immunotherapy (p=0,012413).

Conclusions: (1) Analysis of clinical outcomes of the treatment showed the
effectiveness of the immunotherapy in the study group which is comparable with
literature data reported in other countries. A clinical factors having a significant
influence on the severity of the reaction after stinging, a safety and effectiveness of
VIT were co-occuring mastocytosis, cardiovascular and autoimmune diseases, age of
the patients, tryptase concentration, bee venom therapy and duration of VIT. (2) Our
data revealed significant differences between patients and control group, in
expression of 12 genes believed to be involved in pathogenesis of inflammation. This
data can serve for implementing new diagnostic methods in the future. (3) COMMDS8
gene expression was lowered in the course of VIT what, due to its function, makes it

likely to become a marker of immunotherapy.
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9. Wykaz rycin, tabel, wykresow i zdjeé.

Zdj. 1
Zdj. 2
Ryc. 1

Zdj. 3
Zd;. 4
Zdj. 5
Ryc. 2

Ryc. 3

Tab. 1

Tab. 2

Wyk. 1

Wyk. 2

Tab. 3

Tab. 4

Tab. 5

Wyk. 3

Tytut
Osa pospolita (Vespa vulgaris)
Pszczota miodna (Apis mellifera)
Skrocona klasyfikacja btonkoskrzydtych istotnych ze wzgledu
na potencjalne zagrozenie reakcjg po uzadleniu na terenie
Polski i Europy Srodkowe;
Szerszen europejski (Vespa crabro)
Trzmiel ziemny (Bombus terrestris)
Klecanka rdzaworozna (Polistes dominula)
Klasyfikacja reakcji systemowych po uzadleniach wg H.L.
Mueller
Historia naturalna alergii na jad owadow btonkoskrzydtych z
uwzglednieniem ryzyka ponownej reakcji systemowej po
uzagdleniu u chorych nieleczonych, poddawanych VIT przez 1-2
lata i przez srednio 6 lat
Klasyfikacja dziatan niepozgdanych immunoterapii z jadem
owadow btonkoskrzydtych (wg Mosbecha i Muellera)
Lista 15 wybranych gendow
Wyniki rekrutacji do badania
Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera przed
rozpoczeciem VIT i w trakcie VIT w grupie chorych w trakcie
VIT
Podsumowanie licznosci uzadlen (raportowanych reakcji) i
liczby chorych w analizowanych grupach
Charakterystyka kliniczna badanych w trakcie immunoterapii z
jadem owaddéw z wyodrebniong grupg chorych poddanych
badaniu genetycznemu, oraz uczestnikdéw grupy kontrolnej
Charakterystyka kliniczna badanych po zakonczonej
immunoterapii z jadem owaddéw
Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT

i w trakcie VIT oraz po zakonhczeniu VIT w grupie chorych po
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10
10
11

12
12
12
14

23

26

38

47

47

48

49

50

51



WyKk.

Wyk.

Wyk.

.10
Wyk.

11

.12

.13

.14

15

zakonczonej terapii

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera przed
rozpoczeciem VIT z jadem osy i w trakcie VIT z jadem osy w
grupie chorych w trakcie VIT

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT
z jadem osy i w trakcie VIT oraz po zakohczeniu VIT w grupie
chorych po 5 latach terapii

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera przed

rozpoczeciem VIT z jadem osy i w trakcie VIT z jadem osy w

grupie chorych, u ktérych przeprowadzono badanie genetyczne

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu wg skali Muellera przed
rozpoczeciem VIT z jadem pszczoty i w trakcie VIT z jadem

pszczoty w grupie chorych w trakcie VIT

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed rozpoczeciem VIT
z jadem pszczoty i w trakcie VIT oraz po zakonczeniu VIT w
grupie chorych po 5 latach terapii

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie
chorych w trakcie VIT w zalezno$ci od ptci chorego

Nasilenie reakcji po uzadleniu wobec wieku chorego

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie i po VIT w
grupie chorych po zakonczonym VIT w zaleznosci od
stosowanego jadu w immunoterapii

. Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie VIT w grupie
chorych w trakcie VIT w zaleznos$ci od stosowanego jadu w
immunoterapii

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu w trakcie VIT, w grupie
chorych w trakcie VIT w zaleznosci od wystepowania dziatan
niepozgdanych terapii innych niz reakcja miejscowa po
szczepieniu

Nasilenie reakcji po uzadleniu wobec dtugosci przebytej terapii
do czasu uzagdlenia

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie
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Wyk. 16

Wyk. 17

Tab. 6

Tab. 7

Tab. 8

Tab. 9

Tab. 10

Ryc. 5

chorych w trakcie VIT w zalezno$ci od wspétwystepowania
chorob uktadu krgzenia

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie
chorych w trakcie VIT w zalezno$ci od wspétwystepowania
mastocytozy

Srednie nasilenie reakcji po uzadleniu przed VIT w grupie
chorych w po zakohczonym VIT w zaleznoéci od
wspotwystepowania chorob autoimmunologicznych

Wptyw wybranych czynnikéw klinicznych na wystepowanie
dziatan niepozgdanych VIT

Wplyw wybranych czynnikéw klinicznych na skutecznosé VIT
Poréwnanie wynikow ekspresji wybranych gendéw u chorych
zakwalifikowanych do VIT w stosunku do uczestnikéw grupy
kontrolnej

Funkcje genow podlegajgcych istotnie roznej ekspresji w krwi
obwodowej u chorych z HVA w poréwnaniu do oséb zdrowych,
na podstawie bazy danych GENECODIS

Poréwnanie wynikow ekspresji wybranych gendéw u chorych
poddawanych VIT z jadem osy przed i w trakcie immunoterapii
Rola komplekséw CCDC22-COMMD w regulacji systemu

zaleznego od NF«B
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11. Suplement

11.1 Ankieta

Kwestionariusz dotyczacy alergii na jady owadow

Imie i nazwisko:
Adres:
wojewodztwo:

Data urodzenia:
Zawod wykonywany:

Czy przebywa Pani (Pan) w potencjalnym narazeniu na ukgszenie przez owady btonkoskrzydte? (np.

hodowla pszczét (pasieka), cukiernia, straz pozarna, stuzby oczyszczania miasta itp.)

a Nie
O Tak, czesto mam kontakt z owadami. JaKimi? ..........c.ccceiieeiiiiiie e
W jakich OKOlICZNOSCIACNT ... e s

Czy mozna sie z Panig(Panem) skontaktowac telefonicznie/ mialowo w razie ewentualnych pytan?

a Nie
a Tak

Numer telefonu do domu:

Numer telefonu komérkowego:

E-mail:

Zgodnie z ustawg z dn. 29.08.97 r. o Ochronie danych Osobowych (jedn. Dz. Ust. 2002 r. nr 101 poz.

926), wyrazam zgode na przetwarzanie moich danych osobowych dla potrzeb niezbednych do
realizacji badania naukowego.

Data i pOdPiS ChOMEJO. ... e
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1. Czy pamieta Pani (Pan) pierwsze uzadlenie przez owada? :
1a. Kiedy i gdzie byta Pani (Pan) uzadlona(y)? (prosze podac rok i miejsce np.: las, tgka, miasto)

1b. Jaki owad uzadlit Panig (Pana)? .
1c. Czy moze Pani (Pan) zaznaczyc m|erce na C|ele w ktore byia Panl (Pan) uzadlona (y)

45 (8.5) ‘ 45 (8.5)
G = ’ o
vl |

W } \
®) 1 / (6)
Figures in parenthesis
for mlaen under two years

B, ||

1d. Jakie objawy miata Pani (Pan) po uzadleniu?

Objaw TAK | NIE | Po jakim czasie od uzadlenia? (min)

Silny bél w miejscu uzadlenia

Silny obrzek w miejscu uzgdlenia*

wiekszy niz 10 cm

Swiad ciata**

Wysypka na ciele

Wilgotna/spocona skéra

Zawroty gtowy

Nudnosci/wymioty

Bl brzucha/biegunka

Obrzek w innym miejscu niz miejsce uzgdlenia

Uczucie ucisku/bolu w piersiach

Uczucie kofatania/szybkiego bicia serca

Zaburzenia potykania

Chrypka

Dusznos¢

Swisty przy oddychaniu

Uczucie zimna/gorgca

Lek/ niepokdj

Dretwienie/bezwiad koriczyn

Omdlenie

Utrata swiadomosci

Bezwiedne oddanie moczu/stolca

*Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na czerwono na rysunku powyzej obrzekniete migjsca
**Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na niebiesko na rysunku powyzej swedzgce miejsca
1e. Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) lub inna osoba ampulkostrzykawke z
adrenaling (Epipen, Adrenalina, Anapen, Fastject)?

o Nie o Tak: W jaki czas po uzadelniu ? .......... minut / godzin
1f. Czy pomocy udzielat lekarz POZ? tak / nie Czy wezwano pogotowie?  tak / nie
Czy skierowano Panig (Pana) do szpitala? tak / nie
Jezeli tak, to jak dtugo byta (byt) Pani (Pan) hospitalizowna (y)? ................godziny/dni
1g. Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) rowniez inne leki?
o Nie oTak Jakie?......ccooviiiiiiiiiinins W CZasSi€ ........c....... minut/godzin

1h. Czy w czasie uzadlenia wiedziata (wiedziat) Pani (Pan) o rozpoznaniu choroby uktadu krgzenia
i/lub choroby tarczycy?

o Nie

a Tak, ale nie przyjmowatam (-em) w tym czasie zadnych lekéw
Tak i bytam (bytem) leczony lekami: ...........coooiiiiiiiii e,
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Czy pamieta Pani (Pan) drugie uzadlenie przez owada? :

2a. Kiedy i gdzie byta Pani (Pan) uzadlona(y)? (prosze podac rok i miejsce np.: las, tgka, miasto)
2b ........ Jak| . owaduzadea m a( Pana) ............... SO
2c. Czy moze Pani (Pan) zaznaczy¢, m|erce na C|eIe w ktore byia Panl (Pan) uzadlona (y)
m (8.5) i 45 (8.5)
W R
}4_5‘; \5
\ IR\
\ I\
J ¢ |
(6) EK! / (6)
for children under two years L/ d
2d. Jakie objawy miata Pani (Pan) po uzadleniu?
Objaw TAK | NIE | Po jakim czasie od uzadlenia? (min)

Silny bél w miejscu uzadlenia

Silny obrzek w miejscu uzgdlenia*®

wiekszy niz 10 cm

Swiad ciata**

Wysypka na ciele

Wilgotna/spocona skéra

Zawroty gtowy

Nudnosci/wymioty

Bl brzucha/biegunka

Obrzek w innym miejscu niz miejsce uzgdlenia

Uczucie ucisku/bolu w piersiach

Uczucie kofatania/szybkiego bicia serca

Zaburzenia potykania

Chrypka

Dusznos¢

Swisty przy oddychaniu

Uczucie zimna/gorgca

Lek/ niepokdj

Dretwienie/bezwiad koriczyn

Omdlenie

Utrata swiadomosci

Bezwiedne oddanie moczu/stolca

*Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczyc¢ na czerwono na rysunku powyzej obrzekniete migjsca
**Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na niebiesko na rysunku powyzej swedzgce miejsca

2e.

Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) lub inna osoba ampulkostrzykawke z

adrenaling (Epipen, Adrenalina, Anapen, Fastject)?

2f.

2g.

2h.

o Nie o Tak: W jaki czas po uzadelniu ? .......... minut / godzin
Czy pomocy udzielat lekarz POZ? tak / nie Czy wezwano pogotowie?  tak / nie
Czy skierowano Panig (Pana) do szpitala? tak / nie
Jezeli tak, to jak dtugo byta (byt) Pani (Pan) hospitalizowna (y)? ................godziny/dni

Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) réwniez inne leki?
o Nie oTak Jakie?.....cooooveiiiiinnin, W CZasSi€ ......c.cenene. minut/godzin
Czy w czasie uzadlenia wiedziata (wiedziat) Pani (Pan) o rozpoznaniu choroby uktadu krgzenia

i/lub choroby tarczycy?

o Nie
a Tak, ale nie przyjmowatam (-em) w tym czasie zadnych lekéw
O Takibytam (bytem) leczony lekami: ..........cccooiiiiiiiiiii e
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3. Czy pamieta Pani (Pan) trzecie uzadlenie przez owada? :
3a. Kiedy i gdzie byta Pani (Pan) uzadlona(y)? (prosze podac rok i miejsce np.: las, tgka, miasto)

3b. Jaki owad uzadlit Panig (Pana)? ..........ouoniii
3c. Czy moze Pani (Pan) zaznaczy¢, miejsce na ciele w ktore byta Pani (Pan) uzadlona (y)?

ﬂ (8.5) ; #ﬂ (8:5)

\

3d. Jakie objawy miata Pani (Pan) po uzadleniu?

Objaw TAK | NIE | Po jakim czasie od uzadlenia? (min)

Silny bdl w miejscu uzadlenia

Silny obrzek w miejscu uzgdlenia*®

wiekszy niz 10 cm

Swiad ciata**

Wysypka na ciele

Wilgotna/spocona skéra

Zawroty gtowy

Nudnosci/wymioty

Bl brzucha/biegunka

Obrzek w innym miejscu niz miejsce uzgdlenia

Uczucie ucisku/bolu w piersiach

Uczucie kofatania/szybkiego bicia serca

Zaburzenia potykania

Chrypka

Dusznosé¢

Swisty przy oddychaniu

Uczucie zimna/gorgca

Lek/ niepokdj

Dretwienie/bezwiad koriczyn

Omdlenie

Utrata Swiadomosci

Bezwiedne oddanie moczu/stolca

*Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na czerwono na rysunku powyzej obrzekniete migjsca
*Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na niebiesko na rysunku powyzej swedzgce miejsca

3e. Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) lub inna osoba ampulkostrzykawke z
adrenaling (Epipen, Adrenalina, Anapen, Fastject)?
o Nie o Tak: W jaki czas po uzadelniu ? .......... minut / godzin

3f. Czy pomocy udzielat lekarz POZ? tak / nie Czy wezwano pogotowie?  tak / nie

Czy skierowano Panig (Pana) do szpitala? tak / nie

Jezeli tak, to jak dtugo byta (byt) Pani (Pan) hospitalizowna (y)? ................godziny/dni
3g. Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) réwniez inne leki?

o Nie oTak Jakie?..........ccceii ... . W CZASI€ ..eeonvnennnnn. minut/godzin

3h. Czy w czasie uzadlenia wiedziata (wiedziat) Pani (Pan) o rozpoznaniu choroby uktadu krgzenia
i/lub choroby tarczycy?

o Nie

a Tak, ale nie przyjmowatam (-em) w tym czasie zadnych lekéw
Tak i bytam (bytem) leczony lekami: ..........ooooiiiiiiiiii e,

str. 121




Czy pamieta Pani (Pan) czwarte uzadlenie przez owada? :

4a. Kiedy i gdzie byta Pani (Pan) uzadlona(y)? (prosze podac rok i miejsce np.: las, tgka, miasto)
4b.  Jaki owad Uzadlit Panig (PaNa)? -...............oov.oroeooooooooeoeeoeeeee e
4c. Czy moze Pani (Pan) zaznaczy¢, miejsce na ciele w ktore byta Pani (Pan) uzadlona (y)?
m (8.5 ‘ ﬂ (8.5)
g
X ‘. "5‘ /45; S\
\ T\
¢ |
0] \3‘ !f (6)
for children under two years 2‘!
4d. Jakie objawy miata Pani (Pan) po uzadleniu?
Objaw TAK | NIE | Po jakim czasie od uzadlenia? (min)

Silny bdl w miejscu uzadlenia

Silny obrzek w miejscu uzgdlenia*®

wiekszy niz 10 cm

Swiad ciata**

Wysypka na ciele

Wilgotna/spocona skéra

Zawroty gtowy

Nudnosci/wymioty

Bl brzucha/biegunka

Obrzek w innym miejscu niz miejsce uzgdlenia

Uczucie ucisku/bolu w piersiach

Uczucie kofatania/szybkiego bicia serca

Zaburzenia potykania

Chrypka

Dusznosé¢

Swisty

przy oddychaniu

Uczucie zimna/gorgca

Lek/ niepokdj

Dretwienie/bezwiad koriczyn

Omdlenie

Utrata Swiadomosci

Bezwiedne oddanie moczu/stolca

*Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na czerwono na rysunku powyzej obrzekniete migjsca
**Jezeli tak, czy moze Pani/Pan zaznaczy¢ na niebiesko na rysunku powyzej swedzgce migjsca

de.

Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) lub inna osoba ampulkostrzykawke z

adrenaling (Epipen, Adrenalina, Anapen, Fastject)?

4f.

4q.

4h.

o Nie o Tak: W jaki czas po uzadelniu ? .......... minut / godzin
Czy pomocy udzielat lekarz POZ? tak / nie Czy wezwano pogotowie?  tak / nie
Czy skierowano Panig (Pana) do szpitala? tak / nie
Jezeli tak, to jak dtugo byta (byt) Pani (Pan) hospitalizowna (y)? ................godziny/dni
Czy po uzadleniu zastosowata (zastosowat) Pani (Pan) réwniez inne leki?

o Nie oTak Jakie?..............c.c.i. W CZasSie ........c....... minut/godzin

Czy w czasie uzadlenia wiedziata (wiedziat) Pani (Pan) o rozpoznaniu choroby uktadu krgzenia

i/lub choroby tarczycy?

o Nie
a Tak, ale nie przyjmowatam (-em) w tym czasie zadnych lekéw
O Takibytam (bytem) leczony lekami: ..........ccccoiiiiiiiiiin s
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Pytania ogdline

5. Na jad, ktérego owada stwierdzono u Pani (Pana) alergie?
O Pszczota
o Osa

Q Szerszen

6. Czy jest/byta (byt) Pani (Pan) odczulany na jad owadéw ?
a Nie
a Tak
Jezeli tak, kiedy rozpoczeto leczenie? (prosze podac rok) .............ccoeeeeeee
Jezeli tak to jakim jadem?

O Pszczoly
o Osy

7. Jezeli tak, czy wystepowaty objawy uboczne po leczeniu?
m] Nie
a Tak
Jezeli tak - jakie?
8. Czy leczenie zostato przerwane/zakonczone?
m] Nie
a Tak
Jezeli tak, to jaki byt powdd zaprzestania leczenia?..........ccceveeeeeeeiiieciciie e

Kiedy zakoNCZoNO 1ECZENIETY.........oii e

9. Czy moze Pani (Pan) wskazac, ktére z uzadleh byto w czasie immunoterapii:
0 nie bytam (bytem) odczulana (y)
0 1 uzadelnie: przed / w trakcie / po leczeniu
0 2 uzgdelnie: przed / w trakcie / po leczeniu
0 3 uzgdelnie: przed / w trakcie / po leczeniu
0 4 uzadelnie: przed / w trakcie / po leczeniu

10. Czy choruje Pani (Pan) na choroby uktadu krgzenia? (prosze zaznaczy¢ wszystkie wtasciwe)

0 Nadcisnienie tetnicze
0 Choroba wiencowa
0 Niewydolnos$¢ serca

O INNE. JAKIE? ... et
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11. Czy choruje Pani (Pan) na chorobe tarczycy? (prosze zaznaczy¢ wszystkie wtasciwe)

0 Niedoczynnosc tarczycy
O autoimmunologiczna (Hashimoto)
Q INne. Jakie?.....ccoooiiiiiiiii

0 Nadczynnos¢ tarczycy
O autoimmunologiczna (Graves-Basedowa)
Q INne. JaKie?.....ccoooeiiiiiiii

0 Inne choroby tarczycy. Jaki€?.........cooueviiiiiiiiieie e
0 Nie wiem jaki charakter ma moja choroba tarczycy.

Jakie leki przyjmuje Pani (Pan) w leczeniu choroby krazenia/choroby tarczycy:

12. Czy choruje/chorowata Pani (Pan) na inne choroby atopowe/alergiczne? (prosze zaznaczy¢
wszystkie wlasciwe)

Astma

Alergiczny nizyt nosa i spojéwek

Atopowe zapalenie skory

Pokrzywka

Alergia na leki

L g TS T £ (= PR

[eNoloNoNoNe]

13. Na jakie inne alergeny (poza jadem owadow) stwierdzono u Pani (Pana) alergie?

14. Czy choruje/chorowata (chorowat) Pani (Pan) na choroby nowotworowe?
0 Nie, nie chorowatam (chorowatem)
0 Tak, choruje/chorowatam (chorowatem). Na jaki rodzaj nowotworu?..................

15. Czy choruje/chorowata (chorowat) Pani (Pan) na choroby autoimmunizacyjne? Takie jak:
reumatoidalne zapalenie stawdw, zesztywniajgce zapalenie stawdéw kregostupa, toczen uktadowy,
twardzina, zespot Sjoegrena, sarkoidoza, wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, choroba Crohna,
miastenia, stwardnenie rozsiane, tuszczyca itp.?*

0 Nie, nie chorowatam (chorowatem)
0 Tak, choruje/chorowatam (chorowatem). Na jakg chorobe?.........................

*UWAGA! Nie dotyczy to choroby zwyrodnieniowej stawdw potocznie zwanej “reumatyzmem”.
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