Vilniaus Universitetas

AnzZelika Chomiciené

AUTOREAKTYVUMO RODIKLIY DIAGNOSTINE
REIKSME SERGANT LETINE DILGELINE

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, medicina (07B)

Vilnius, 2009



Disertacija rengta 2005-2009 metais Vilniaus universitete

Mokslinis vadovas:
Prof. dr. Marek L. Kowalski (Lodzés Medicinos Universitetas, Imunologijos,
reumatologijos ir alergologijos klinika, biomedicinos mokslai, medicina — 07B)



TURINYS

SANTRUMPOS
1 IVADAS 6
2 TYRIMO TIKSLAS 10
3  TYRIMO UZDAVINIAI 10
4 MOKSLINE DARBO REIKSME IR NAUJUMAS 11
5 GINAMIEJI TEIGINIAI 11
6 LITERATUROS APZVALGA 12
6.1 ISTORINTAT FAKTAL ....cooiiiiiiiiiiiiie e 12
6.2 LETINE AUTOIMUNINE DILGELINE SUKELIANTYS AUTOANTIKUNAL.........ccovvvuunnnn.... 12
6.3 GALIMI PUTLIUJU LASTELIU BEI BAZOFILU AKTYVACIJOS MECHANIZMAI (NAUJOS
1 300) (32161 110 1) TR PR 16
6.4 BAZOFILAI IR PUTLIOSIOS LASTELES — PAGRINDINES LASTELES-TAIKINIAL,
DALYVAUJANCIOS LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES MECHANIZME .................. 18
6.5 LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES IR AUTOIMUNINIO TIROIDITO BEI KITU
AUTOIMUNINIU LIGU RYSYS .ttt e ettt e e e e et e e e e e eeeeeaaeeeeeeeeeeeeaanes 20
6.6 LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES IR PADIDEJUSIO JAUTRUMO NESTEROIDINIAMS
VAISTAMS NUO UZDEGIMO RYSYS -.vttttteeeteeeeeeeeeee et eeeeeeeeeaaeeeeeeeeeeeeaaneas 23
6.7 AUTOANTIKUNU, DALYVAUJANCIU LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES
MECHANIZME, NUSTATYMAS....citiiiiiiiiiiiieee 23
6.7.1 ODOS TESTAS NAUDOJANT AUTOLOGINISERUMA .....coiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiieeeeeeeeeevaannnns 23
6.7.2 LABORATORINIAI AUTOANTIKUNU NUSTATYMO METODAL........cccccvvviiiiiiiiiiiiiinnnn, 25
6.7.2.1 TYRIMAIL, PANAUDOJANT SURISANCIUOSIUS ANTIKUNUS ....ouvviiieeeeeeeeeeiieneeeeeeeeeaenns 25
6.7.2.2 HISTAMINO ATPALAIDAVIMO TESTAS.....cciitiiiiiiiiiiiii 25
6.8 BAZOFILU AKTYVACIOS TESTAL.....ccoiiiiiiiiiiiiiieiieeee 27
7  TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODIKA 34
7.1 TIRIAMIETL ...cooiiiiiiiiiiiee e 34
7.2 TYRIMAL....ooiiiiiiiiiiiiii e 34
7.2.1 TYRIMAIL PATVIRTINANTYS LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES DIAGNOZE........... 34
7.2.2 KITU AUTOIMUNIZACIOS RODIKLIU TYRIMAL ......cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
7.3 | N 1Y 84 7N 35
7.4 DARBO METODIKA ......cooiiiiiiiiieiee e 35
7.4.1 ODOS TESTO SU AUTOLOGINIU SERUMU METODIKA .......uuoeeeieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeieinnnnns 35
7.4.2 BAZOFILU AKTYVACIOS TESTUMETODIKA .....cccovviiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
7.4.2.1 CD203C PAVIRSIAUS EKSPRESIJOS TYRIMAS ....cooiiiuiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeens 37
7.4.2.2 CDG63 PAVIRSIAUS EKSPRESIOS TYRIMAS ....eeteeeeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiineeeeeeens 39
7.5 DUOMENU STATISTINE ANALIZE.........ccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 42
8 TYRIMU REZULTATAI 44
8.1 CD63 IR DC203C ZYMENU EKSPRESIJOS TYRIMU REZULTATAL......cuvvveeiineeeeeenneen.. 44
8.2 RIBINES VERTES PASIRINKIMAS......uuueeieietiieiiiieeeeeeeietinieeeeseesersnnneeesessassnnnns 47
8.3 ODOS TESTO NAUDOJANT AUTOLOGIN] SERUMA TYRIMU REZULTATAL ................... 51
8.4 TYRIMU KORELIACIT A ....cooiiiiiiiiieeeeeeeeee e 51
8.5 KITU AUTOIMUNIZACIOS RODIKLIU TYRIMU REZULTATAI IR JU KORELIACIJA SU
LETINES AUTOIMUNINES DILGELINES TESTALIS ...uuiiiiiiiiiiieee et eee e 57



9

10
11
12
13
14

8.5.1 ANTIKONAI PRIES SKYDLIAUKES MIKROSOMU PEROKSIDAZE IR TIROTROPINIS
HORIM ON A S ..ottt ettt ettt ettt et et et aaeneaseseaseseasesesesensesensesensenensenensenensenenses 57
8.5.2  ANTIKUNAI PRIES BRANDUOLIU ANTIGENUS IR ANTIKUNAI PRIES NEUTROFILU
CITOPLAZMOS ANTIGENUS ...ttt ittt ettt e e e e eneaaeneaseneasenensenensenenaes 60
8.6 KLAUSIMYNAS. .....vieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeees e s e e ees e ees s eee e eee e, 62
8.6.1  LIGOS AKTYVUMAS ......vvovereeereeeeeeeeseseeseeeeseeeeseeeesee s seeseseeseseese s seesseesseeneseenen. 62
I ) (€0 2L 0] .Y | 65
8.6.3  ANGIOEDEMAL ..........oueeeeeeereeeeeeeeeeeeeeseeeesee s ese s ees s eeseeeee s eeseeeee s een e, 67
8.6.4 JAUTRUMO NESTEROIDINIAMS VAISTAMS NUO UZDEGIMO VERTINIMAS ......ccuee..... 68
8.6.5 GYDYMO VEIKSMINGUMAS ...ituttititete ettt et et e e et eeaeeeaeeeae s et e eaaeeeaeeenneeenans 71
REZULTATU APTARIMAS 73
ISVADOS 79
REKOMENDACIJOS 80
PRIEDAI 81
LITERATUROS SARASAS 87
SPAUSDINTI DARBAI 99




Santrumpos

Santrumpos PaaiSkinimas
ANA antiktinai prie§ branduoliy antigenus
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ATPO antiktinai prie§ skydliaukés mikrosomy peroksidaze
Anti-FceRI
antikiinai antikiinai prie§ didelio afiniSkumo IgE receptorius
Anti-IgE
antikiinai antiktinai prie§ imunoglobuling E
angl. autologous serum skin test — odos testas naudojant autologini
ASST serumag
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1 [Jvadas

Ivairiy specialybiy gydytojai savo praktikoje daZnai susiduria su létine
dilgéline (LD). Dilgéliné priklauso nevienaly¢iy ligu (sutrikimy/biikliy) grupei,
kuriai bidingas vienodas odos reakcijos tipas — bérimas pikSlémis su
angioedema ar be jos. LD biidingi bérimai, spontaniSkai (be aiSkios prieZasties)
atsirandantys odoje ir trunkantys ilgiau nei 6 savaites [1]. Apie pus¢ LD atveju
bérimus lydi angioedema [2, 3].

Nepaisant atliekamy jvairiy klinikiniy ir laboratoriniy tyrimuy, apie 75% atveju
LD priezastis [4] lieka neaiSki. Tuomet nustatoma létinés idiopatinés dilgelinés
diagnozé. Gydytojai, konsultuojantys pacientus, serganc¢ius LD, neretai atsiduria
aklavieté¢je bandydami nustatyti liga sukeélusia prieZasti. Nepaisant daugelio
pacienty ir Seimos gydytoju vil€iy, alergija iSoriniams veiksniams — labai retai
nustatoma LD priezastis [5-7].

LD serga 0,5-1% visos Zmoniy populiacijos [8]. Daugiau nei 50% pacienty Si
liga tgsiasi apie 1 metus, ilgiau nei 20 mety — net 20% pacienty [9]. Blog¢ja
pacienty gyvenimo kokybé¢, simptomai turi itakos ju fizinei ir emocinei biiklei
[10-14]. Pacienty, serganc¢iy LD, gyvenimo kokybés sutrikimas panaSus i
sergan¢iyjy psoriaze ar sunkia koronarine Sirdies liga [12, 15].

Nustatyta, kad svarbiausias vaidmuo atsirasti dilgélinei tenka putliosioms
odos lastelems ir bazofilams [16-18]. Degranuliuojant putliosioms lasteléms ir
bazofilams, i§ ju atsipalaiduoja pagrindinis mediatorius histaminas, sukeliantis
odos kraujagysliy iSsiplétima ir didesni jy pralaiduma. Dilgélinés
patofiziologiniame mechanizme taip pat dalyvauja ir kitos, vietini uzdegima
sukelian¢ios medZiagos (prostaglandinai, leukotrienai, citokinai ir chemokinai),
kurias gamina jvairios putliosios lastelés ir bazofilai aktyvacijos metu. Sios
medZiagos lemia simptomy polimorfizma [19].

Pacienty, serganciy LD, odos bioptatuose randamas didesnis T limfocity,
eozinofily, bazofily ir makrofagy kiekis. Pokyciai yra panasis i 1éto tipo odos
alerging reakcija, bet vyrauja ThO (nulinio T helperiy limfocity tipo), o ne Th2
(antro T helperiy limfocity tipo) iSskiriami citokinai [20].



Pagal iSsivystymo mechanizma dilgéliné skirstoma | imuning ir neimuning.
Imuninis, I tipo (pagal P.G.H. Gell ir R.R.A. Coombs) nuo IgE ir alergeno
saveikos priklausomas mechanizmas retai biina LD priezastimi. Neseniai
nustatyta, kad autoantikiiny prie§ imunoglobuling E (IgE) arba jo receptorius
putliyjy lasteliy pavirSiuje saveika netgi 50% pacienty lemia LD atsiradima (11
tipo padidéjusio jautrumo reakcijos). Putliyjy lasteliy aktyvacija taip pat gali
vykti pagal III tipo padidéjusio jautrumo reakcijy mechanizma. Siuo atveju
cirkuliuojantys imuniniai kompleksai prisijungia prie putliyju lasteliy
ekspresuojamy Fc imunoglobulino G (IgG) arba imunoglobulino M (IgM)
receptoriy. IV tipo padidéjusio jautrumo reakcijos vyksta T limfocitams sukélus
putliyjy lasteliy aktyvacija. Neimuninis LD mechanizmas aiSkinamas putliyjy
lasteliy aktyvacija per membranos receptorius, priklausancius igimtam
imuniniam atsakui (pavyzdZiui komplemento, Tool-like, citokiny/chemokiny
receptorius) [19].

Moksliniuose straipsniuose dazniausiai minimos Sios LD prieZastys: 1étiné
infekcija, nealerginé reakcija i maista ir autoimunining ligos prigimtis.

Pacientams, sergantiems LD labai daZnai nustatoma létiné infekcija, bet
irodyti jos itaka LD atsiradimui yra sudétinga, triiksta irodymais pagristy tyrimy,
nors manoma, kad rySys egzistuoja. ApraSyta LD sasaja su virusine infekcija (A,
B ir C hepatitu), bakterine virSutiniy kvépavimo taky infekcija (streptokokine,
stafilokokine), Zarnyno kandidoze, jersinioze [6, 21, 22]. Su Helicobacter pylori
(H. pylori) infekcija susijgs gastritas — viena i§ daZniausiai nurodomy infekciniy
LD priezasCiy [23-27]. Iki Siol neaiSku, ar tai prieZastinis, ar atsitiktinis rySys.
Triksta dvigubai akly placebo kontroliuojamy tyrimy, patvirtinanciy eradikacinio
H. pylori gydymo efektyvuma. Yra duomeny, kad H. pylori infekcija gali sukelti
autoimuninj LD mechanizma [28].

Dauguma pacienty, serganciy LD, viliasi, kad ju odos bérimy priezastis —
»alergija maistui®,, taciau I tipo (pagal P.G.H. Gell ir R.R.A. Coombs) IgE
sukeliamos reakcijos i maista yra labai retos [3, 29, 30, 22, 31]. Placebo
kontroliuojamy dvigubai akly klinikiniy tyrimy duomenimis iki 39% pacienty

nustatyta padidéjusio jautrumo (nealergin¢) reakcija maisto priedams (pvz., azoto



dazams, benzoatams, nitritams) arba dar daZniau | maiste esancius natiraliai
atsirandancCius aromatinius junginius. Tik pusei Siy pacienty dilgélinés simptomai
visiSkai i1Snyksta taikant eliminacing dieta. Tai rodo, kad egzistuoja kiti veiksniai,
atsakingi uz LD patofiziologini mechanizma ir yra galima keliy veiksniy saveika
[22]. Zuberbier ir bendraautoriai nustaté, kad dalis pacienty, kuriems nustatytos
pseudoalerginés reakcijos maistui, turi autoantikiiny prie§ imunoglobulino E
receptorius [32]. Autoriai mano, kad Siy dviejuy veiksniy saveika gali lemti LD
simptomy atsiradima.

Pastaraisiais metais nuo 30 iki 50% LD atvejy siejama su autoimunine ligos
prigimtimi [33], netgi atsirado atskiras terminas — “autoimuniné dilgéliné”.
Vaikams taip pat daZnai patvirtinama autoimunine LD prieZastis (30—47% atveju)
[34, 35].

Pacienty, serganciy létine autoimunine dilgéline (LAD) kraujyje randami
dvieju tipu antikiinai: nukreipti prie§S epitopus, ekspresuojamus didelio
afiniSkumo IgE receptoriaus (FceRI) a-grandinéje (anti-FceRla), ir nukreipti
prieS pati IgE (anti-IgE). LAD neturi aiskiy skiriamyjy klinikiniy poZymiy
palyginus su létine idiopatine dilgéline [36], bet jai biidinga:

e sunkesn¢ eiga [37, 38];

e dazniau odos biopsijose randami neutrofilai [39-42];

e sumazéjes bazofily kiekis periferiniame kraujyje ir sumazgjgs bazofily

histamino atpalaidavimas per FceRI aktyvacijos kelia [43-45];
e asociacija su HLA-DR ir HLA-DQ alelémis, kurios biidingos
autoimuninéms ligoms — DRB*04 (DR4), DQB1*0302 (DQS8) [46].

Pacienty serganciy LAD, iprastinis dilgelinés gydymas antihistamininiais
preparatais daznai biina neveiksmingas [3]. Tokiems pacientams neretai
naudojamas imunosupresinis gydymas (vadinamoji imunoterapija), vartojant
geriamus kortikosteroidy preparatus [17, 25] , ciklosporing A [47-50], intravenini
imunoglobuling (IVIG) [51, 52], metotreksata [53, 54], azatiopring [55], taikant
anti—IgE terapija (omalizumab) [56, 57], plazmaferez¢ [58], autohemoterapija
[59, 60]. Deja, tik ciklosporinas A turi antro lygio veiksmingumo patvirtinimg

(rekomendacijos laipsnis — C) pagal SIGN (angl. Randomized Controlled Trials



of the Scottish Intercollegiate Guidlines Network — Skotijos tarpuniversitetiniy
nuostaty sistema randomizuotiems kontroliuojamiems klinikiniams tyrimams) ir
gali biiti pagristai skiriamas pacientams, sergantiems LD, kuriems iprastinis
gydymas yra neveiksmingas [61]. Taciau Siuo metu triiksta klinikiniy tyrimy,
patvirtinan¢iy kity gydymo metody veiksminguma.

LAD diagnozuojama odos testu naudojant autologini seruma (angl.
autologous skin serum test — ASST) ir laboratoriniais autoantikiiny tyrimais [36].
ASST leidzia itarti, bet LAD diagnozés nepatvirtina. Jis yra nespecifinis ir
nurodo, kad kraujo serume yra bet kokiy histaming atpalaiduojanciy veiksniy, bet
nebiitinai autoantikiiny [62]. Laboratoriniai Western blot analizés [63-65] ir
imunofermentinis (angl. enzyme linked immunosorbent assay — ELISA) [66, 32]
metodai leidZia aptikti antikiinus prie§ IgE receptorius ar pati IgE, neatskirdami
funkciSkai aktyviy antikiing nuo funkciSkai neaktyviy (nesukelian¢iy bazofily
degranuliacijos), t.y. Siais metodais negalime nustatyti ar antikiinai yra
patogeneziski.

LD serganCio paciento kraujo serume funkciSkai aktyvius antikiinus galima
patvirtinti naudojant histamino atpalaidavimo testa [67-69] ir bazofily aktyvacijos
Zymeny tyrima tékmeés citometrijos bidu [70-75]. Siuo metu histamino
atpalaidavimo 1§ donoro bazofily testas iSlieka auksiniu standartu diagnozuojant
LAD, taciau S$is testas yra sudétingas ir uzimantis daug laiko. [vairiis praktiniai ir
techniniai jo trikumai riboja jo taikyma klinikin¢je praktikoje [3]. Pastaruoju
metu LAD diagnozei patvirtinti bandoma atrasti alternatyviy testy, kurie galéty
biti naudojami LD serganciy pacienty atrankinei patikrai. Daug vilCiy teikiama
bazofily aktyvacijos, naudojant tékmés citometrija, testams. Tik 2000 metais
paskelbta darby apie LAD diagnostikai taikomus bazofily aktyvacijos tyrimus
nustatant CD63 ir CD203c (angl. cluster of differentiation — CD, t. y. leukocity
diferenciacijos antigenai) Zymeny ekspresija donoro bazofily pavirSiuje.

Nustatyti LAD diagnozg yra svarbu parenkant tolimesng gydymo taktika bei
ivertinant ligos prognozg.

Apie autoreaktyvumo rodikliy tyrimus, naudojamus pacientams,

sergantiems LD, Lietuvoje iki Siol neskelbta.



2 Tyrimo tikslas

Nustatyti autoreaktyvumo rodikliy diagnosting reik§mg ir jy tarpusavio rysi

pacientams, sergantiems létine dilgeline.

3 Tyrimo uzdaviniai

1. Palyginti CD63 ir CD203c Zymenu ekspresija donoro bazofily, paveikty
serganCiy LD ir sveiky asmeny kraujo serumu, pavirsiuje.

2. Nustatyti bazofily CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy optimalia
ribing vert¢ diagnozuojant léting autoimuning dilgeling.

3. Nustatyti bazofily CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy jautruma,
specifiSkuma bei juy reik§meg diagnozuojant léting autoimuning dilgéling.

4. Jvertinti serganCiyju LD bazofily CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos
tyrimy tarpusavio koreliacija bei koreliacija su odos testu naudojant
autologini seruma.

5. lvertinti serganciyju LD bazofily CD63 ir CD203c Zymenu ekspresijos
tyrimy, ASST ir kity autoimunizacijos rodikliy (skydliaukés antikiiny pries§
mikrosomy peroksidaz¢ (ATPO), antikiiny prie§ branduoliy antigenus
(ANA), antikiiny prieS§ neutrofily citoplazmos antigenus (ANCA)) tarpusavio
rysi.

6. Ivertinti autoreaktyvumo rodikliy ry$i su LD aktyvumu, jos trukme,
angioedemos pasireiSkimu, jautrumu nesteroidiniams vaistams nuo uzdegimo

(NVNU) ir jprastinio gydymo veiksmingumu.
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Moksliné darbo reikSmé ir naujumas

IStirta serganCiyju LD bazofily CD63 ir CD203c Zymenu ekspresija ir
palyginti tyrimy rezultatai.

Ivertintas bazofily CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy jautrumas ir
specifiSkumas, naudojant skirtingas ribines vertes.

Nustatyta bazofily CD63, CD203c Zymenu ekspresijos tyrimy ir ASST
koreliacija bei juy diagnostiné reikSmé diagnozuojant léting autoimuning
dilgéeling.

Ivertinta bazofily CD63, CD203c¢ Zymenu ekspresijos tyrimy ir ASST
koreliacija su kitais autoimunizacijos rodikliais.

Ivertintas autoreaktyvumo rodikliy rySys su ligos aktyvumu, trukme,

angioedemos pasireiSkimu, jautrumu NVNU ir gydymo veiksmingumu.
Ginamieji teiginiai

Bazofily CD63 ir CD203c Zymenu ekspresija reikSmingai didesné¢ LD
serganCiyjy, palyginus su kontroline grupe.

Optimalus bazofily CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos testy jautrumas ir
specifiSkumas pasiekiamas, naudojant 10% abiejy tyrimy ribing verte
autoimunines dilgelinés kilmei nustatyti.

Bazofily CD63 Zymens ekspresijos tyrimas pasiZymi geresnémis
prognostinémis savybémis, palyginti su CD203c tyrimu. Jis patikimai
koreliuoja su ASST ir gali biiti naudojamas LAD diagnozuoti.

Patikimos ASST, bazofily CD63, CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy
koreliacijos su kitais autoimunizacijos rodikliais (ATPO, ANA, ANCA) bei
ligos aktyvumu, trukme, angioedemos pasireiSkimu bei jautrumu NVNU
nenustatyta.

Serganciyjy LD, kuriy ASST teigiamas, iprastinis gydymas antihistamininiais

preparatais yra maziau veiksmingas nei pacienty, kuriems ASST neigiamas.
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6 Literatiuros apZvalga

6.1 Istoriniai faktai

Pirmasis 1983 metais autoimuning dilgelinés kilmés teorija paskelbe A.
Leznoff, pastebéjes rysi tarp LD ir skydliaukés ligy [76]. Tuomet buvo pasiilytas
naujas “autoimuninés skydliaukés ligos ir LD sindromo” terminas. 1986 m. C.E.
Grattan ir bendraautoriai paskelbé straipsni, kuriame apraSomas serumo faktorius,
kuris kai kuriems pacientams, sergantiems LD sukelia odos pabrinkima, kai
paciento serumas suleidZiamas jam | oda [77]. 1988 metais B.L. Gruber ir
bendraautoriai atrado anti-IgE antikiinus. Dalis ju pasirodé funkciSkai aktyviis.
B.L. Gruber pirmasis nustat¢, kad Sie antikiinai gali biiti dilgélinés atsiradimo
priezastis [78]. C.E. Grattan ir bendraautoriai 1991 metais irod¢ kraujo serumo
anti-IgE antikiiny histaming atpalaiduojanti poveiki ir véliau patvirtino, kad
didziaja ju dali sudaro anti-FceRI antikiinai [79]. 1993 metais M. Hide ir
bendraautoriai serganc¢iyjy LD kraujo serume nustaté¢ IgG klasés antikiinus pries
FceRI a-grandi [80]. Véliau (1998 metais) buvo irodyta, kad Sie antikiinai yra
funkciSkai aktyviis, matuojant in vitro histamino atpalaidavima i bazofily ir odos
putliyjy lasteliy [66]. R.A. Sabroe ir bendraautoriai 1999 metais nustate, kad
asmenys, sergantys LD, ir kuriy kraujyje randama histaming atpalaiduojanciy
autoantikiiny, ken¢ia nuo sunkesniy LD simptomy palyginus su kitais
serganciaisiais LD [38]. Beveik tuo padiu metu irodyta, kad histamino
i§siskyrima 1§ bazofily, kurie aktyvuojami anti-FceRI autoantikiinais, skatina

komplemento sistemos aktyvacija per C5a komponenta [81, 17, 82, 83].

6.2 Léting autoimuning dilgéling sukeliantys autoantikiinai

LAD sukeliantys antikiinai prisijungia prie FceRI arba paties IgE putliyju
lasteliy ir bazofily pavirSiuje. FceRI — tai molekulinis kompleksas, susidedantis i§
keturiy subvieniety: a-grandinés, B-grandinés ir y-grandiniy dimero. o-grandiné
prijungia IgE, o B- ir y-grandinés dalyvauja perduodant vidulastelini signala.

Citoplazminé FceRI dalis susideda i tirozino ir leucino liekany, kurios sudaro
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imuninio atpaZinimo receptoriy ITAM (angl. immunoreceptor tyrosine — based
activation motif). FceRI susijes su tirozinkinazémis (lyn, syk), dalyvaujan¢iomis
jo fosforilinimo procese. Sio receptoriaus aktyvinimas skatina antriniy imuninio
signalo perdavikliy gamyba dé¢l kuriy vyksta tolimesnis lasteliy aktyvinimas ir
degranuliacija [19] (1 paveikslas). FceRI tetrameras (afy2) ekspresuojamas
Zmogaus bazofily ir putliyjy lasteliy pavirSiuje, o trimerinis kompleksas (oy2) yra

ir kity lasteliy (monocity, Langerhanso, dentritiniy lasteliy) pavirSiuje [84].

IgG
Anti -FecR o
,L, FceRla
Yi 'I"?
/ TAM 1
f Lyn S';F.
( F‘I'{C ‘
\ f”ﬁ_o o J,"'l
CF 0\_/'{:, Cl 4
P DO{;_ fosforilinimas //
- -
~ =
degranuliacija o o

1 pav. IgG klasés autoantikiino prisijungimas prie FceRIa (pagal [36])
(PKC - proteinkinazé C)

Dabar Zinoma, kad IgG klasés antikiinai prie§ FceRI a-grandinés epitopus
randami 35-40% LD atveju [85, 80, 65, 86], nukreipti prie§ pati IgE — 5-10%
atveju [79, 78, 17]. Irodyta, kad egzistuoja ne viena antikiiny prisijungimo prie
receptoriy vieta, nes tik apie 30% autoantikiiny susijungia su epitopais, randamais
IgE prisijungimo vietoje. Like autoantikiinai reaguoja su Kkitais o-grandinés
epitopais ir veikia bazofily aktyvacija nepriklausomai ar yra IgE ar néra [80, 64].
Sis mechanzimas jrodytas pasalinus IgE nuo bazofily receptoriy (naudojant pieno
rugsti) arba jjautrinant juos IgE. Autoantikiinai, kurie susijungia su IgE
prisijungimo vietoje esanciais epitopais, vadinami konkuruojanciais su IgE

antiktinais.
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FunkciSkai aktyviis antikiinai daZniausiai priklauso IgG1 ir IgG3 klaséms,
reCiau — IgG4 klasei, funkcisSkai neaktyviis — IgG2 klasei [66, 17, 33, 87].

Kai autoantikiinai prisijungia prie lasteliy receptoriy, komplemento sistema
aktyvuojama klasikiniu budu. Komplemento sistemos aktyvacijos produktas —
C5a komponentas prisijungia prie putliyjy lasteliy receptoriy, padidindamas
histamino sekrecija [17]. Sis procesas pavaizduotas 2 paveiksle. Skirtingy
organizmo organy putliosios lastelés skiriasi komplemento sistemos receptoriy
ekspresija, pvz., odos putliosios lasteles ekspresuoja C5a receptoriy, o plauciy
putliosios lastelés — ne. Sie duomenys paaiskina kodél komplemento sistemos
dalyvavimas skatina biitent odos putliyjy lasteliy aktyvacija [88]. Komplemento
sistemos aktyvacija klasikiniu keliu ir C5a komponento susidarymas yra svarbiis
ne tik odos putliyjy lasteliy aktyvinimui, bet ir pritraukiant bei kaupiant kitas
lasteles paZeistoje odos srityje, kadangi C5a yra neutrofily ir eozinofily

chemoatraktantas [89].
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2 pav. Odos putliyju lasteliy aktyvacija per receptoriy antikiinus su tolimesniu
komplemento sistemos aktyvinimu, C5a susidarymu ir putliyjy lasteliy
mediatoriy atpalaidavimo sustiprinimu (pagal [90])

Kad anti-FceRlIa ir anti-IgE antikinai yra patogeniniai sergantiesiems LD,

patvirtina Sie duomenys [36]:

e autoantikiinai sukelia histamino atpalaidavima i§ odos putliyjuy lasteliy ir
bazofily;

e Siy histaming atpalaiduojaniy antikiiny nerandama sveiky Zmoniy
serume;

e sumazéjgs bazofily kiekis ir histamino atpalaidavimas per IgE
mechanizma Siems pacientams;

e taikant imunoterapini gydyma (plazmafereze ir IVIG) gaunamas geras
klinikinis efektas ir sumaZz¢ja autoantikiiny.

Histamino atpalaidavimo i§ bazofily nesukelian¢iy anti-FceRIa autoantikiiny

randama ir kai kuriy serganCiyju kitomis autoimuninés prigimties ligomis

kraujyje: paprastaja pusline, dermatomiozitu, sistemine raudongja vilklige,

pasliniu pemfigoidu. Sie antikiinai priklauso IgG4 ir IgG2 klaséms, kurios

daZniausia neaktyvina ar silpnai aktyvina komplemento sistemos [66]. PanaSiy
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funkciSkai neaktyviy anti-IgE antikiiny aptikta ir serganciyjy urtikariniu vaskulitu
bei Sal¢io provokuojama dilgeline [78], atopiniu dermatitu [91, 92] ir sveiky

asmeny kraujyje [93]. Siy autoantikiiny reik§mé yra neZinoma.

6.3 Galimi putliyjy Igsteliy bei bazofily aktyvacijos mechanizmai
(naujos koncepcijos)

Pastarojo deSimtmecio moksliniuose straipsniuose pateikiama duomenuy, jog
sveiky asmeny kraujo serume randami natidrallis, pirmiausia IgM klasés,
antikiinai prie§ IgE receptoriaus o-granding [94-97]. Sie antikiinai tampa
funkciSkai aktyvis in vitro tik paSalinus IgE nuo IgE receptoriy. Tokie antikiinai
dalyvauja jgimto imuninio atsako procesuose. Tam tikromis aplinkybémis
natiiralts autoantikiinai gali tapti patogeniniais ir tai priklauso nuo prisijungusiy
prie FceRla IgE molekuliy kiekio (receptoriy ,uZimtumo*) (M.P. Horn ir
bendraautoriai [95]). Autoriy nuomone LD iSsivysto del to, kad pakinta jau
anksCiau atsiradusiy nattraliy autoantikiiny prisijungimas prie audiniy lasteliy,
bet ne dé¢l naujy antikiiny susidarymo. Jie teigia, kad bet koks poveikis odai
(fiziniai veiksniai ir kiti dirgikliai) gali sukelti didesn¢ FceRla ekspresija,
skatinan¢ia putliyjy Iasteliy degranuliacija. Kiek anks¢iau M.P. Horn ir
bendraautoriai nustaté autoantikiinus prie§ FceRla ne tik serganciyjy LD, bet ir
sveiky asmeny kraujyje, taip pat jie buvo aptinkami gydymui naudojamo IVIG
preparatuose. IVIG rasti autoantikiinai nesukelé histamino atpalaidavimo, bet
kryZzmiSkai reagavo su stabligés toksoidu, atliekant imunoblot analizg. Autoriai
daro prielaida, kad anti-FceRIo gali priklausyti natiiraliy organizmo antikiiny
pries stabligés toksoida atsiradusiy dél imunizacijos, grupei [98]. T. Bobrzynski
ir bendraautoriy nuomone IVIG randami autoantikiinai — tai mutave natiiraliis
igimto imuninio atsako IgG klasés antikiinai, kurie pasizymi silpnesniu
afiniSkumu IgE receptoriui [94]. A.P. Kaplanui ir bendraautoriams nepavyko
pakartoti M.P. Horn ir bendraautoriy eksperimento ir absorbuoti serumo
antiktinais stabligés toksoida. Ju nuomone, jeigu tokie antikiinai yra miisy igimto
imuniteto dalis, tuomet jokie iSorés dirgikliai nereikSmingi [17]. A.P. Kaplan

nuomone, neZinomi dirgikliai arba sutrik¢ imuninés reguliacijos kontrolés
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mechanizmai gali sukelti patogeniniy IgG klasés autoantikiiny gamyba [17].
Reikalingi tolesni tyrimai, kurie patvirtinty,y ar natiiralis antikiinai gali tapti
patogeniniais, ar kiti veiksniai (epitopy specifiSkumas, imunoglobuliny poklasés,
komplemento fiksacija) yra svarbesni iSsivystant LAD.

Manoma, kad yra ir kiti serumo veiksniai, skatinantys atpalaiduoti histamina,
bet nepriklausantys autoantikiiny grupei. Nustatyta, kad 5-10% pacienty,
serganCiy LD, serumas sukelia histamino atpalaidavima tik i§ putliyju odos
lasteliy, o ne bazofily [99, 64]. Sis, tik putliosioms lasteléms bidingas, didesnis
nei 30 kDa histaming atpalaiduojantis specifinis veiksnys nepriklauso IgG klasei
ir yra tik dalinai iStirtas [100, 101, 45, 65].

Kitas, galimas histamino atpalaidavima skatinantis veiksnys — tai periferinio
kraujo mononukleariniy lasteliy sintezuojamas citokinas, kuris sustiprina
histamino atpalaidavima i§ bazofily ir veikia bazofily, eozinofily, T lasteliy
citokiny gamyba [102-104].

Pateikta hipoteze, kad Iastelinis ar net sublastelinis veiksnys labiau nei
humoralinis, atsakingas uz LD atsiradimg. R. Confino-Cohen ir bendraautoriai
pacienty, sergan¢iy LD periferinio kraujo mononuklearinése Iastelése nustate
sutrikusia p21 Ras veikla [105]. p21 Ras — tai protoonkogeninis produktas,o taip
pat pagrindinis reguliacinis baltymas, keiCiantis daugybe uZlasteliniy signaly,
aktyvuojantis membranos receptorius ir skatinantis lasteliy augima bei
diferenciacija. Sis baltymas atsakingas uz T lasteliy ir interleukino-2 (IL-2)
receptoriy aktyvacija. p21 Ras veiklos sutrikimas nustatomas tik LD sergantiems
pacientams, kuriems teigiamas ASST. PanaSiis pokyciai nustatomi pacientams,
sergantiems 1 tipo cukriniu diabetu bei sistemine raudonaja vilklige. Taigi,
autoriy iSvada, §is radinys dar kartg patvirtina autoimuning LD prigimti.

E. Toubi ir bendraautoriai serganciyju LD aktyvuoty T limfocity pavirSiuje
nustaté¢ didesng CD40L (T limfocity ligando) ekspresija, palyginus su sveikais
asmenims ir pacientais, serganciais kontaktiniu dermatitu [106]. Autoriai teigia,
kad sergant LD yra stipresni kostimuliaciniai signalai B limfocitams, skatinantys
ju aktyvacija, polikloning proliferacijg ir antikiiny gamyba. Taip pat pacientams,

kuriy LD eiga sunkesné T ir B lasteliy pavirSiuje nustatoma didesné Bcl-2
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baltymo ekspresija . Bcl baltymas apsaugo B lasteles nuo apoptozes, Sios lasteles
iSlieka ir proliferuoja. Sie duomenys taip pat patvirtina, jog LD priklauso
autoimuniniy ligy grupei.

Visiskai neseniai R. Asero ir bendraautoriy atlikty tyrimy déka pateikta
duomeny, kad LD gali buti susijusi su kraujo kre$¢jimo sistema. Serganciyju LD
yra spartesné trombino gamyba dél iSorinio kreSéjimo sistemos kelio aktyvacijos
ir fibrinolizés poZymiai — padidéjgs D-dimery kiekis kraujyje [107, 108].
Trombinas gali sukelti odos pabrinkima didindamas kraujagysliy pralaiduma,
skatindamas putliyjy lasteliy aktyvacija ir degranuliacija bei komplemento
sistemos komponento C5a anafilatoksino gamyba [109]. Iki Siol lieka neaiSku, ar
autoantikiiny sukelta putliyju lasteliy bazofily aktyvacija ir iSorinés kraujo
kreS¢jimo grandies aktyvacija yra skirtingi LD sukeliantys mechanizmai, ar

galimas jy sinergistinis poveikis.

6.4 Bazofilai ir putliosios lastelés — pagrindinés 1gstelés-taikiniai,
dalyvaujancios létinés autoimuninés dilgélinés mechanizme

1961 metais H. Rorsman ir bendraautoriai pirma kartg sergan¢iy LD kraujyje
nustaté mazesni cirkuliuojanciy bazofily kieki [110]. Jie nenustaté, kad kauly
Ciulpuose sumaze¢jo bazofily gamyba ar padidéjo bazofily sankaupos piikslese ir
padaré iSvada, kad bazofily degranuliacija ar ju irimas kraujyje ar pazeistoje
odoje gali buti bazopenijos priezastis. F. Kern ir bendraautoriai 1976 metais
iStyreé, kad serganciyju LD bazofilai silpniau reaguoja i anti-IgE stimuliacija [43].
Sie duomenys buvo patvirtinti ir kity autoriy [44]. Sergantiesiems LAD
nustatytas ligos rySys su bazopenija [111]. Pacienty, serganciy LD, bazofilai taip
pat silpniau reaguoja i monokloninius anti-FceRIo antikiinus ir standartinius
eksperimentinius imunologinius dirgiklius, bet ju reakcija { neimuning
degranuliacija  sukelian¢ia medziaga — FMLP (Formil-Met-Leu-Phe
chemotaktinis peptidas) nepakitusi [44]. Gauti rezultatai grindZiami bazofily
desensibilizacija cirkuliuojanciais autoantikiinais in vivo per FceRla. Neseniai
paskelbta nauja teorija, kuri bazofily histamino iSsiskyrimo per FceRI kelia

slopinima aiSkina sudétingais molekuliy, atsakingy uZ imuninio signalo
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perdavima po IgE receptoriaus aktyvacijos, ekspresijos mechanizmy sutrikimu
[112]. Nustatyti skirtingi bazofily degranuliacijos fenotipai, kurie susij¢ su FceRI
reguliuojanciy fosfataziy disbalansu [113].

Bazofilai randami paZeistoje ir nepaZeistoje serganciy LD odoje ir tai leidZia
daryti prielaida, jog bazofilai aktyviai migruoja i oda [40, 20]. C.E. Grattan ir
bendraautoriy nustatyta neigiama linijiné Kkoreliacija tarp kraujo bazofily
skaiCiaus ir ligos aktyvumo sutampa su hipoteze, kad ligos metu kraujo bazofilai
plusta lokaliai i bérimo elementus [114]. Patvirtinta, kad bazopenija sergant LD
koreliuoja su ligos aktyvumu [111, 44].

A.P. Kaplan ir bendraautoriai nustat¢, kad stimuliuojant serganiy LD
bazofilus savo paties serumu ar kito LD sergan¢io paciento serumu, histamino
atpalaidavimas padidéja, palyginti su sveikais kontrolinés grupés asmenimis, nors
sergan¢iy LD atsakas i anti-IgE yra silpnesnis [17, 115]. Tai budinga ir
pacientams, sergantiems idiopatine ir autoimunine LD. Didesnio histamino
atpalaidavimo priezastis bei ji sukeliantis serumo veiksnys yra neZinomi.

Svarbius tyrimo duomenis pateiké K. Vasagar ir véliau F.D. Lourenco ir
bendraautoriai [116, 117]. K. Vasagar ir bendraautoriai nustaté, kad pacienty,
serganCiy LD, bazofily aktyvacijos CD63 Zymens ekspresija yra didesné
palyginti su sveiky. PanaSi CD63 Zymens ekspresija biidinga pacientams,
sergantiems alerginémis ligomis. CD203c Zymens ekspresijos skirtumy tarp
tirtamyjy grupiy autoriai nerado. F.D. Lourenco ir kolegos, iStyr¢ didesng LD
serganCiy pacienty grupg, nustate, kad ir CD63 ir CD203c bazofily aktyvacijos
zymeny ekspresija, o taip pat FceRIa ekspresija yra didesné serganciyjy LD. Tai
suteikia pagrinda manyti, kad serganciy LD bazofilai yra stimuliuojami in vivo.
Idomu, jog pacienty, kuriems patvirtinta LAD diagnoz¢ (teigiamu ASST,
bazofily histamino iSsiskyrimo testu, imunoblot tyrimu) CD63 ir CD203c
Zymeny ekspresija nebuvo intensyvesn¢ nei pacienty, kuriems autoantikiiny
nenustatyta. Didesné IL-3 receptoriaus ekspresija bazofily pavirSiuje nustatyta tik
tiems pacientams, kuriems ASST buvo teigiamas. Pacienty, serganciy LD,
bazofilus stimuliuojant IL-3, palyginti su sveikyju grupe nustatyta didesné

CD203c zymens ekspresija taip pat greitas stipresnis atsakas i anti-IgE.
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Serganiyjy LD odoje nerandama didesnio putliyju lasteliy kiekio [118].
Sergan¢iyju LD putliyjy lasteliy tyrimy, kurie padéty nustatyti ju funkcinius
pokycius, yra atlikta maZzai (galbiit d¢l sudétingos didesnio kiekio putliyju lasteliy
izoliacijos). Visi tyréjai pastebi, kad putliosios lastelés labiau reaguoja 1
neimuning stimuliacija [5]. Neimuniniai dirgikliai — medziaga 48/80 ir kodeino
sulfatas, esant aktyviam ligos periodui, sukelia didesni histamino i$skyrima i$
odos putliyjy lasteliy. Ligos remisijos metu tai biidinga tik kodeino sulfatui [119,
120]. Imuniniy dirgikliy itaka nagrinéjo T. Zuberbier ir bendraautoriai,
paveikdami serganciy LD putligsias lasteles anti-IgE. Autoriai nenustaté
mazesnio histamino iSsiskyrimo palyginti su bazofilais [121]. Naujo, dar
neskelbto spaudoje tyrimo duomenys rodo, kad histamino iSsiskyrimas iS§
serganCiyjy LD putliyjy lasteliy padidéja sensibilizuojant jas IgE. Tai rodo, kad
IgE kiekis turi jtakos putliyjy lasteliy IgE receptoriy funkcijai ir patvirtina LD

serganCiy pacienty anti-IgE terapijos prasminguma [112].

6.5 Leétinés autoimuninés dilgélinés ir autoimuninio tiroidito bei kity
autoimuniniy ligy rySys

C. Monge ir bendraautoriy 2007 metais paskelbto tyrimo duomenimis, nuo 3
iki 6% bendros populiacijos asmeny kraujyje yra nustatomi antikiinai prie§
skydliaukés audinj [122]. Tai vienas i§ daZniausiy organui budingy autoimuniniy
procesu.

A. Leznoff ir bendraautoriai pirmieji padaré prielaida, kad LD gali biti
autoimuninés kilmés, kadangi serganciyju LD pacienty kraujyje rasdavo didesni
ATPO kieki, palyginti su didesniu ATPO kiekiu bendroje populiacijoje. Autoriy
duomenimis, 12% Siy pacienty (palyginti su 6% kontrolinéje grupgje) sirgo
autoimunine skydliaukeés liga [76]. Kito, ty paciy autoriy didelés apimties tyrimo
(624 pacientai) duomenimis, 14% serganc¢iyju LD buvo nustatyti
antimikrosominiai ir antitiroglobulininiai antikiinai. Moterims skydliaukés
antikiiny nustatyta dazniau nei vyrams (motery ir vyry santykis 7:1) [123].

Kity autoriy duomenimis serganCiyju LD  antimikrosominiy ir

antitiroglobulininiy antikiny daZnis svyruoja tarp 12 ir 33%, bei dazniau
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nustatomi skydliaukés antimikrosominiai antikiinai [124-128]. B.F. O‘ Donnell ir
bendraautoriai, tirdamas 182 LD sergancius pacientus, dazniau nustaté didesni
skydliaukés antikiiny kieki tiems pacientams, kuriems ASST buvo teigiamas
[125]. PanaSius rezultatus gavo N. Bakos ir bendraautoriai, iStyr¢ 48 pacientus
[28] bei A. Fusari ir bendraautoriai, iStyrg 82 pacientus [129].

Paskelbta hipotez¢, kad lastelinio imuniteto reakcijos, prasidéjusios
skydliauk¢je, gali paskatinti dilgéliniy odos bérimy atsiradimg. Serganciy LD
odos bioptatuose, ir pacienty, sergan¢iy HaSimoto tiroiditu, skydliaukes
bioptatuose buvo randamos mazos grupelées su V38 regionu susijusiy T limfocity.
Manoma, kad Sie limfocitai, iSskirdami chemokinus, gali dalyvauti LD
patogenezeje, bet galutinai tai néra patvirtinta [122].

Neirodyta, kad skydliaukés antikiinai patys savaime sukelia LD atsiradima.
Manoma, kad tai gali biiti atskiri, bet tarpusavyje susij¢ autoimuniniai susirgimai
[130, 131], o skydliaukés autoantikiinai atlieka tik autoimunizacijos Zymens
vaidmenj, ir uzdegiminiai citokinai, iSsiskiriantys dél autoimuninio skydliaukeés
uzdegimo, sumazina putliyju lasteliy ,slenksti ivairiems endogeniniams ir
egzogeniniams veiksniams [132].

Daugumai pacienty, sergan¢iy LD, kuriems padid¢jgs skydliaukes antikiiny
kiekis, skydliaukés hormony koncentracija yra normali. Daliai pacienty
(ankstyvoje skydliaukés uzdegimo fazeje) [17]. Literatiiros Saltiniy duomenimis,
apie 19% serganciy LD turi sutikusios skydliaukes funkcijos pozymiy [133, 82].

Kai kurie autoriai pacientams, kuriems iprastinis LD gydymas yra
neveiksmingas, siilo skirti L—tiroksing, net jei jiems nustatoma eutiroze. Tokio
gydymo tikslas — sumazinti bazini tirotropinio hormono (TTH) kieki, kadangi jis
turi daug citokinams biudingy savybiy ir gali dalyvauti reguliuojant imunini
atsaka, veikdamas T ir B limfocity bei dendritiniy lasteliy aktyvacija. Nors
daugumai L-tiroksinu gydyty pacienty pasiekiama pilna arba daliné LD remisija,
triksta klinikiniy tyrimy, patvirtinanciy Sio gydymo veiksminguma [134, 135,

122, 132]. Daugumos autoriy nuomone, Vvisi pacientai, sergantys LD, turéty buti
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tiriami del autoimuninio tiroidito ir skydliaukés funkcijos sutrikimo [89, 126, 8,
131, 128].

Moksliniuose  straipsniuose apraSomas LD ryS§ys ir su kitomis
autoimuninémis ligomis: vitiligo, reumatoidiniu artritu, megaloblastine anemija,
nuo insulino priklausanciu cukriniu diabetu, celiakija ir opiniu kolitu [136, 137,
55, 138, 139]. Sergant sistemine raudongja vilklige taip pat kartais pasireiSkia LD
[140-142]. Taciau tik maZos dalies LD serganciy pacienty ligos priezastis gali
biti sisteminé jungiamojo audinio liga [6]. Manoma, kad sisteminés jungiamojo
audinio ligos daZniausiai susijusios su urtikariniu vaskulitu, kuriam budingi
dilgéliniai arba purpuros tipo bérimai, iSliekantys odoje ilgiau nei 24 val. Jie
neretai biuna skausmingi ir palieka pigmentacija [143-146]. Sergantiems
sistemine raudonaja vilklige [147] ir Sjogreno sindromu kartais pasireikSdavo
urtikarinis vaskulitas [148]. Vaikams, recCiau nei suaugusiems pastebimas LD
rySys su autoimuniniu tireoiditu, juveniliniu reumatoidiniu artritu, sistemine
raudongja vilklige, nuo insulino priklausanciu cukriniu diabetu ir celiakija [149,
150]. LD gali atsirasti dar iki pasireiSkiant autoimuninei ligai, jai atsiradus, bei
pra¢jus kuriam laikui po autoimuninio susirgimo diagnozés nustatymo [90]. Kai
kurie autoriai sergantiems LD siillo periodiSkai kartoti autoimuniniy ligy
atrankinés patikros testus [90]. Kity autoriy nuomone, Siuos testus tikslinga atlikti

tik esant klinikiniams sisteminiy ligy poZymiams [8].
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6.6 Létinés autoimuninés dilgélinés ir padidéjusio jautrumo
nesteroidiniams vaistams nuo uzdegimo rysys

21-30% pacienty LD paliméja pradéjus vartoti aspiring ar kita NVNU [151,
152]. Tai aiSkinama vaisty nuo uzdegimo poveikiu arachidono riigsties apykaitai,
prostaglandiny sintezés slopinimu ir aktyvesne leukotrieny sinteze [30].
Kryzminés reakcijos ivairiems NVNU (t. y. reakcijos i kelis chemiSkai skirtingus
NVNU preparatus) biina vienam tre¢daliui pacienty, kuriems LD gerai
kontroliuojama ir dviem tre¢daliams pacienty, kuriems LD nekontroliuojama
[153]. Yra duomeny, kad kryZminés reakcijos i NVNU budingos pacientams,
kuriems teigiamas ASST arba odos testas su autologine plazma. Sie testai
teigiami daugiau nei 90% pacienty, serganciy LD, kuriems pasireiSké kryZmineés
reakcijos 1 NVNU [154, 151, 155]. R. Asero ir bendraautoriy duomenimis
padidéjusio jautrumo reakcijos { NVNU gali atsirasti anks¢iau nei LD [156]. Ju
tirtyjy pacienty jautrumas NVNU atsirado 10 mety laikotarpyje iki pasireiSkiant
LD (LD atsirado 30% pacienty, kuriems padidé¢jes jautrumas vienam NVNU ir
37% pacienty, kuriems padidéjes jautrumas keliems NVNU). Neéra visiSkai aisSku,
kodé¢l sergantiems LD pacientams kartais yra padidéjgs jautrumas NVNU.
Manoma, kad NVNU aktyvuoja arba sustiprina neZinomo cirkuliuojancio

histaming atpalaiduojancio faktoriaus poveiki, sukeldami LD patiméjima.

6.7 Autoantikiiny, dalyvaujanciy létinés autoimuninés dilgélinés
mechanizme, nustatymas

6.7.1 Odos testas naudojant autologinj serumg

Autoantikiiny buvima in vivo galima itarti esant teigiamam ASST [67, 129, 3,
89, 157]. Testas atlieckamas suleidZiant pacientui 1 oda 50 pl nucentrifuguoto jo
paties kraujo serumo. Neigiamai kontrolei naudojamas izotoninis 0,9% NaCl
tirpalas, teigiamai — histamino tirpalas. Serumo sukeltos ptikslés dydis vertinamas
po 30-60 min., jos padid¢jimas lyginamas su neigiama kontrole. Kol kas tai
vienintelis nespecifinis atrankinés patikros testas. R.A. Sabroe ir bendraautoriy

duomenimis palyginti su histamino atpalaidavimo testu, Sio testo jautrumas siekia
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71%, o specifiSkumas — 81% [157]. Teigiamas ASST nustatomas 30-60%
pacienty, serganciy LD [17, 64].

Teigiamas ASST rezultatas koreliuoja su ligos sunkumu, jos trukme ir
priepuoliy intensyvumu [158, 129, 159, 160]. Remiantis daugelio autoriy
patirtimi, ASST biina neigiamas sveikiems Zmonéms ir pacientams,
nesergantiems LD [151, 161, 100, 105, 162, 101, 77, 99, 157].

Pastaruoju metu paskelbti moksliniai duomenys, kad ASST yra teigiamas
30-50% suaugusiy Zmoniy, serganciy alerginiu rinitu, nealerginémis kvépavimo
taky ligomis ir 40-45% sveiky asmeny [163-167]. Pacientams, sergantiems LD
jie nustaté maza ASST jautruma ir specifiSkuma, todel ASST sitlo vertinti
kritiskiau. Siy priestaringy duomeny reik§meé yra neaiski.

Neseniai nustatyta, kad vietoj serumo naudojant autologing plazma padidéja
teigiamo jodinio testo atsako tikimybé [107, 168]. Manoma, kad kres¢jimo
proceso metu sunaudojamas plazmos veiksnys, galbiit atsakingas uZz teigiama
odos testa su autologine plazma. Tai patvirtina kreS¢jimo sistemos dalyvavima
LD procese. Néra nustatyta rySio, kad esant autoantikiiny gaunamas teigiamas
odos testo su autologine plazma rezultatas [112]. Sis testas dar néra siilomas
placiai taikyti LAD diagnozuoti.

2006 metais vykusio Europos alergology ir klinikiniy imunology draugijos
(angl. EAACI), Europos sajungos GAZLEN tinklo specialisty, Europos
dermatology forumo (angl. EDF) priimtose ir 2008 metais Berlyne vykusio
susitikimo dar karta perZiiirétose bei patvirtintose rekomendacijose dél dilgélinés
diagnostikos, klasifikacijos ir gydymo, ASST Siuo metu iSlieka vieninteliu
atrankinei pacienty patikrai siiilomu naudoti testu [1].

ASST daznai naudojamas kaip ,,auksinis standartas® laboratoriniy tyrimuy,
patvirtinan¢iy LAD diagnozg, jautrumui ir specifiSkumui {vertinti bei ju
standartizavimui, kadangi Sis testas irodo esant pacienty serume endogeniniy

histaming atpalaiduojanciy veiksniy (tarp jy ir autoantikiiny) [71, 69].
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6.7.2 Laboratoriniai autoantikiiny nustatymo metodai
6.7.2.1 Tyrimai, panaudojant suriSan¢iuosius antikiinus

In vitro antikiiny buvima galima patvirtinti Western blot (sin. imunoblot)
analizés, imunoprecipitacijos ir ELISA metodais [36]. Sie metodai leidZia
pacienty serume nustatyti funkciSkai aktyvius ir neaktyvius autoantikiinus. D¢l
mazo imunoblot‘o metodo specifiSkumo antikiiny tyrimai Siuo metodu klinikinéje
praktikoje naudojami nedaznai. Teigiami jo rezultatai gaunami esant ir kitiems
autoimuniniams susirgimams [66], kartais ir sveikiems asmenims [63]. Kai kuriy
autoriy tyrimy rezultatai rodo silpna koreliacija tarp imunoblot‘oc metodo ir
funkciniy histamino atpalaidavimo testy [63, 82, 87]. ki Siol néra sukurta ir
pakankamai specifinio ELISA, vis bandoma patobulinti §i metoda. Visiskai
neseniai (2008 metais) J.A. Eckman ir bendraautoriai antikiiny tyrimams
panaudojo jautresni IEMA (imunofermentini) metoda. Naudojant §i metoda
fermento  aktyvumui nustatyti naudojamos ir  fluorescentinés, ir
chemiliuminiscentinés medZiagos. TacCiau metodas taip pat néra specifinis, nes
tiriant pacientus, sergancius LD, ir sveikus kontrolinés grupés asmenis nustatyti
panasis IgG klasés anti-FceRlIa bei anti-IgE antikiiny titrai [113].

Taigi, imunoblot‘o ir ELISA metodai, kurie daZznai naudojami moksliniams
tyrimams, negali buti taikomi kasdieninei LAD diagnostikai, kadangi Siais
metodais negalime nustatyti, ar antikiinai yra patogeneziski. Sie metodai gali biti

naudingi autoantikiiny specifiSkumui nustatyti.

6.7.2.2 Histamino atpalaidavimo testas

Iki Siol histamino atpalaidavimo 1§ donoro bazofily testas dazniausiai
naudojamas ir laikomas ,,auksiniu standartu® patvirtinti ar yra funkciSkai aktyviy
autoantikiiny [67, 79, 68, 30, 69, 44, 157, 86].

Sis metodo esmé yra histamino kiekio, atsipalaidavusio i§ donoro bazofily,
paveikty paciento, sergan¢io LD, serumu, matavimu. Kai kurie autoriai kaip
lasteliy aktyvacijos rodikli naudoja Ziurkiy bazofilinés leukemijos lasteliy linija,

matuodami beta-heksaminidaze [65].
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Naudodami pirma karta $i testa, A.M. Marsland ir bendraautoriai in vitro
nustaté imuniteta slopinanciy preparaty blokuojanti poveiki histamino
atpalaidavimui, preinkubuodami bazofilus su kalcineurino inhibitoriais
(ciklosporinu ir askomicinu) [169]. Sis tyrimas patvirtino imunosupresinio
gydymo naudojimo galimybe sergantiems LD pacientams.

R. Asero ir bendraautoriy nuomone, histamino atpalaidavimo testas maZiau
jautrus nei ASST [67]. M.H. Platzer ir bendraautoriai nustatyteé, kad Sio testo
jautrumas ir specifiSkumas siekia 75% palyginti su ASST [69]. Kity autoriy
duomenimis, histamino atpalaidavimo i§ donoro bazofily testas silpnai koreliuoja
su imunoblot‘o autoantikiiny nustatymo metodu [82]. Ivairiy tyrimy duomenimis,
teigiamas histamino atpalaidavimo testas nustatomas 25-50% pacienty, serganciy
LD [5, 17].

Kai kurie autoriai teigia, kad, vietoj donoro bazofily naudojant paciento
putliasias lasteles daZzniau gaunamas teigiamas histamino atpalaidavimo testo
rezultatas [67], nors kiti panaSus tyrimai Sio fakto nepatvirtina [64].

M. Ferrer ir bendraautoriai rado stipry rysi tarp histamino atpalaidavimo testy
tiek naudojant donoro bazofilus, tiek ir donoro putliasias lasteles [63]. Sie
autoriai pastebéjo, kad papildomai naudojant interleuking-3 (IL-3), padidéja
histamino atpalaidavimo testo jautrumas, bet IL-3 nepadidina teigiamy tyrimy
rezultaty kiekio [170].

R.A. Sabroe ir bendraautoriai nustaté, kad histamino atpalaidavimas per anti-
FceRlo mechanizma tampriai susijgs su IgE tankiu bazofily pavirSiuje [64].
Skirtinguy donory bazofilai gali skirtingai reaguoti { imuinius stimulus: atopinio
donoro bazofilai gali reaguoti { anti-IgE ir nekonkuruojancius anti-FceRI
antikiinus, tac¢iau konkuruojantys su IgE autoantikiinai prie§ FceRIa gali likti
neprisijungg¢ prie receptoriy ir atvirkS¢iai — bazofilai, kuriems nuo pavirSiaus
pasalinti IgE, prijungia konkuruojancius ir nekonkuruojancius anti-FceRla
antikiinus, bet ne anti-IgE antikinus [5]. Taigi, tyrimui naudojami donoro
bazofilai turéty biiti paveikti pieno riigStimi, siekiant paSalinti IgE (nustatyti anti-

FceRla autoantikiinus) ir biiti jjautrinti IgE (nustatyti anti-IgE ) [45].
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Dauguma tyréjy, atlikdami histamino atpalaidavimo testa, naudoja paciento
seruma, o ne iSvalyta IgG, tod¢l negalima atmesti neimuninés bazofily
stimuliacijos arba saveikos su natiiraliais IgM klasés autoantikiinais bei Siy
faktoriy jtakos testo rezultatui [5].

K. Vasagar ir bendraautoriai keliems pacientams, nesergantiems atopin€émis
ligomis ir dilgéline, stipriai iSreikita teigiama histamino atpalaidavimo testa. Sio
fakto autoriai nepaaiSkino [117].

Kadangi histamino atpalaidavimo testas turi nemazai trikumy, daZnai
naudojamos skirtingos S§io testo metodikos, todél eksperty nuomone LAD
diagnostikai reikalingas patogesnis, jautresnis ir specifiSkesnis atrankinés
patikros laboratorinis metodas funkciSkai aktyviems autoantikiinams nustatyti

[89, 45, 33].
6.8 Bazofily aktyvacijos testai

Bazofily aktyvacijos Zymens CD63 atradimas paskatino mokslininkus sukurti
nauja bazofily aktyvacijos, veikiant alergenu, metoda naudojant tékmes
citometrija. J. Sainte-Laudy ir bendraautoriai [171, 172], o véliau A. Sabbah ir
bendraautoriai [173, 174] sukiiré bazofily aktyvacijos testa, kuri atliekant
naudojami anti-IgE ir anti-CD63 antikinai. Nuo to laiko S§is testas placiai
naudojamas klinikiniuose ir moksliniuose tyrimuose.

Tékmeés citometrijos metodas, padedantis vertinti periferinio kraujo bazofily
aktyvacija in vitro, pagristas bazofily aktyvacijos Zymenuy ekspresijos poky¢iais,
paveikus juos specifiniu alergenu. Tiriant elektroniniu mikroskopu nustatyta, kad
bazofily aktyvacija vyksta dviem keliais: (a) anafilaksine degranuliacija, kuriai
budingi greiti morfologiniai pokyciai, vidulasteliniy granuliy egzocitozeé ir
granulése esanCiy mediatoriy iSsiskyrimas ir (b) palaipsniui vykstancia
degranuliacija, kuriai buidingi 1éti morfologiniai pokyciai be granuliy egzocitozeés.
Po stimuliacijos specifiniu alergenu, kuris prisijungia prie IgE, sujungto su
FceRI, bazofilai ne tik pradeda iSskirti ir gaminti gausybg bioaktyviy mediatoriy,

bet pasikei¢ia ir ju aktyvacijos Zymenu ekspresija. Sie poky¢iai gali biiti
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nustatomi jvairiaspalvés tékmés citometrijos metodu, naudojant specifinius
monokloninius antikiinus.

Siuo metu taikant tékmés citometrijos metoda bazofily aktyvacijos tyrimams
daZniausiai naudojami CD63 ir CD203c antigenai [175]. 3 paveiksle pavaizduota
CD63 ir CD203c zZymeny ekspresija bazofily pavirSiuje esant jiems ramybe¢je ir

po stimuliacijos alergenu.
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3 pav. CD63 ir CD203c ekspresija esant bazofilams ramybé¢je ir po ju aktyvacijos
alergenu (pagal [175])

Lasteliy pavirSiaus Zymuo CD63 (glikoproteinas 53 arba su lizosomomis
susij¢s membranos baltymas (LAMP)-3) priklauso tetraspany superSeimai. Jo
funkcija néra visiSkai aiSki. Esant ramybés bisenai Sis Zymuo silpnai
ekspresuojamas bazofily membranos pavirSiuje (didesné jo dalis bina
prisitvirtinusi prie citoplazmos viduje esanciy granuliy). Po stimuliacijos per IgE

mechanizma CD63 bazofily pavirSiuje atsiranda 10 min. bégyje, susiliejus
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granuléms su iSorine membrana. Po aktyvacijos CD63 ekspresija buna rySki
(pikas atsiranda po 20—40 min.). CD63 ekspresuojamas ne tik bazofily, bet ir kity
lasteliy pavirSiuje (audiniy putliyjy lasteliy, makrofagy ir trombocity) [175, 71-
75].

CD203c (neuraliniy lasteliy pavirSiaus diferenciacijos antigenas E-NPP3 arba
PD-13, B10, gpl130RB13-6) priklauso II transmembraniniy baltymuy,
daugiafunkciniy ektoenzimy, vadinamyjy ektonukleotidy, pirofosfatazés/
fosfodiesterazés (E-NPP) multigeny, kurie katalizuoja kai kuriy molekuliy
skilima, Seimai. CD203c randamas iSskirtinai tik bazofily/putliyju lasteliy
pavirSiuje. Jis nustatomas ir lasteliy ramybés biisenoje. Sis Zymuo labai greitai
(per 5 min.) atsiranda kaip atsakas i alergeno — anti-IgE ir anti-FceRI -
stimuliacija. Jo aktyvacijos pikas stebimas po 5—-15 min. CD203c ekspresijos
tankis bazofily pavirSiuje yra Zymiai mazesnis palyginti su CD63 [175, 176, 75].

Nustatyta, kad apie 5-10% tirty Zmoniy bazofilai neekspresuoja CD63 ir
CD203c 7ymeny per IgE tipo bazofily aktyvacija. Sie ypatumai daZnai
pamirStami vertinant bazofily aktyvacijos testy rezultatus. Tai aiSkinama, kad
Zmonéms, kuriy bazofilai neekspresuoja CD63 ir CD203c, néra tirozin kinaziy
(lyn ir syk) arba ju sumaz¢ja [175, 17]. Taciau, preinkubuojant bazofilus IL-3, Sia
problema pavyksta iSspresti [177].

Aktyvuoty bazofily tyrimai tékmés citometrijos budu gali buti taikomi
naudojant ne paties paciento, o alergiSko arba nealergiSko donoro bazofilus. Tai
buvo pavadinta pasyvaus ijautrinimo (sensibilizacijos) procediira. Iki paveikiant
juos alergenu, nealerginio donoro bazofilai inkubuojami su paciento serumu [178,
179]. Specifiniy IgE pries ivairius alergenus nustatymas pasyvios sensibilizacijos
bidu yra sudétingas metodas. Ji sunku standartizuoti ir jo rezultatai labai
priklauso nuo individualaus donoro bazofily gebéjimo iSskirti histamina [175].

Bazofily aktyvacijos testai naudojami ne tik nuo IgE priklausancio
padidéjusiam jautrumui jvairiems alergenams patikslinti, bet ir autoantikiinams
prie§ IgE molekulg¢ arba prie§ o grandi didelio afininiSkumo FceRI bazofily
pavirSiuje nustatyti [175, 180]. Pastarojo atveju naudojami ne paties paciento, bet

donoro (atopinio arba neatopinio) bazofilai, kurie yra stimuliuojami paciento,
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serganio LD, serumu. Ateityje LAD diagnostikai taikant t€kmés citometrijos
metoda galvojama panaudoti chimeriniy lasteliy linijas, ekspresuojancias FceRla,
[5, 30].

Siuo metu yra paskelbti 6 moksliniai darbai, kuriuose nagrinéjamas bazofily
zymeny ekspresijos tyrimy taikymas diagnozuojant léting autoimuning dilgéling.

Pirmas B. Wedi ir bendraautoriy [74] straipsnis paskelbtas spaudoje 2000
metais. Autoriai tyré vaisty nuo uzdegimo poveiki histamino atpalaidavimui,
CD63 ekspresijai donory bazofily pavirSiuje ir leukotrieny produkcijai. Buvo
iStirta 40 pacienty, serganc¢iy LD (20, kuriems ASST teigiamas bei 20, kuriems
ASST neigiamas) ir 20 kontrolinés grupés asmeny (10 sveiky bei 10 serganciy
atopinémis ligomis). Naudojant atopinio donoro bazofilus, nustatyta padidéjusi
CD63 ekspresija 70% pacienty, kuriems ASST buvo teigiamas, 45% — kuriems
neigiamas ir 35% kontrolinés grupés asmeny. Gautas reikSmingas skirtumas tarp
pacienty, kuriems ASST buvo teigiamas ir pacienty, kuriems jis buvo neigiamas
(p<0,001). Irodyta, kad atopinio donoro bazofilai Zymiai geriau ekspresuoja
CD63, palyginti su neatopinio donoro bazofilais.

2004 metais E. Gyimesi ir bendraautoriai [72] paskelbé tyrimo rezultatus,
irodancius bazofily CD63 Zymens ekspresijos tyrimo nauda Iétinés autoimuninés
dilgelinés diagnostikai, kai naudojami atopinio donoro bazofilai. Autoriai iStyré
30 pacienty, sergan¢iy LD. Kontroling grupg sudar¢ 12 sveiky asmenuy.
Eksperimente buvo naudojami 2 atopiniy ir 1 neatopinio donoro bazofilai.
Tyrimo ribine verte buvo pasirinkta kontrolinés grupés CD63 teigiamy rezultaty
vidurkis + 2 SD (angl. standart deviation). 46% pacienty nustatyta padidéjusi
CD63 zymens ekspresija. 40% pacienty ASST buvo teigiamas. Buvo nustatyta
stipri koreliacija tarp Siy tyrimo metody. Inkubavus atopinio donoro bazofilus su
neskiestu pacienty, sergan¢iy LD serumu, gauta Zymiai didesné CD63 Zymens
ekspresija ASST teigiamy pacienty grupéje palyginus su ASST neigiama grupe
(p<0,001).

A. De Swert ir bendraautoriai 2005 metais [70] iStyré 61 LD serganti
pacienta ir 23 sveikus asmenis. Tyrime taip pat buvo naudojami atopinio donoro

bazofilai. Sio tyrimo ribine verte pasirinkta sveikujy kontrolinés grupés CD63
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teigiamy rezultaty vidurkis + 3 SD. 51% pacienty buvo teigiamas bazofily
aktyvacijos testas, 36% pacienty — teigiamas ASST. Pacienty, kuriy ASST
teigiamas, bazofily CD63 Zymens ekspresija buvo nustatoma daZniau nei
pacienty, kuriy ASST neigiamas (atitinkamai 68% ir 41%, p=0,0416).

A. Fezzolini ir bendraautoriai [71], naudodami trispalvés tékmés citometrijos
metoda, ivertino pacienty, sergan¢iy LD CD63 Zymens ekspresija. Jie iStyré 64
pacientus (22 ASST buvo teigiamas, 42 — neigiamas) ir 10 sveikyjy. Tyrimui
naudoti atopinio ir neatopinio donory bazofilai. 15% ribiné verté pasirinkta,
remiantis ROC (angl. receiver operating characteristic) kreivés analize ir esant
geriausiems jautrumo (95%) ir specifiSkumo (91%) rodikliams. Irodyta, kad
atopinio donoro bazofilai Zymiai geriau ekspresuoja CD63 palyginti su
neatopinio donoro bazofilais. 21% pacienty, kuriems ASST buvo teigiamas ir 4%
pacienty, kuriems ASST buvo neigiamas, nustatyta padidéjusi bazofily CD63
Zymens ekspresija (gautas statistiSkai patikimas skirtumas tarp Siy pacienty
grupiy, p<0,001).

A. Szegedi ir bendraautoriai [73] paskelbé duomenis apie CD63 Zymens
ekspresijos ir histamino atpalaidavimo testy, naudojamy pacientams, sergantiems
LD, koreliacija. Autoriai iStyr¢ 72 LD serganlius pacientus ir 20 sveiky
kontrolinés grupés asmeny. Tyrimui naudoti atopinio ir neatopinio donoro
bazofilai. Ribine verte Siame tyrime buvo pasirinkta 95-as procentilis nuo
kontrolinés grupés CD63 Zymens ekspresijos tyrimy rezultaty. Nustatyta, kad
naudojant atopinio donoro bazofilus, gaunama didesn¢ CD63 Zymens ekspresija,
nei naudojant neatopinio donoro bazofilus (atitinkamai 57% ir 28%). Siame
tyrime jrodyta koreliacija tarp CD63 Zymens ekspresijos ir histamino
atpalaidavimo testo (p<0,001), o taip pat ir ASST rezultaty (p< 0,05) .

K.M. Yasnovsky su bendraautoriai (2006) [75] pirma karta donoro bazofily
pavirSiaus CD203c Zymens ekspresijos tyrimui panaudojo ju stimuliavimui
pacienty, sergan¢iy LD, kraujo seruma. IStirti 32 pacientai ir 11 sveiky
kontrolinés grupés asmeny. Siam tyrimui buvo naudoti atopinio donoro bazofilai.
Tyrimo vertinimui buvo pasirinkta 5% ribiné verté. Pacientams, kuriy ASST

buvo teigiamas, nustatyta gerokai didesné CD203c Zymens ekspresija (77%) nei
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pacienty, kuriy ASST buvo neigiamas (20%), p=0,006. Kaip ,,auksini standarta*
naudojant histamino i$siskyrimo testa buvo nustatytas tyrimo jautrumas 77% ir
specifiSkumas — 82%.

Visuose minétuose tyrimuose LD serganciy tiriamyjy skai¢ius buvo
nedidelis (nuo 30 iki 72 pacienty) ir visi autoriai naudojo skirtingas ribines
tyrimy vertes. Taip pat skyrési tyrimy metodika — vieni autoriai naudojo
izoliuotus donoro leukocitus, o ne visa krauja, ne visi bazofily stimuliacijai
naudojo IL-3. Todél vienareik§miSkai lyginti Siy tyrimy rezultaty negalima.

Iki Siol néra palyginamyjuy tyrimy, irodan¢iy CD63 ir CD203c bazofily
aktyvacijos Zymeny tyrimo reikSme¢ diagnozuojant léting autoimuning dilgéling.
Tokie tyrimai jau yra atlikti alergijos lateksui, vabzdZziy nuodams,
medikamentams jvertinti, taCiau ju rezultatai yra prieStaringi. 2003 metais tiriant
alergija lateksui [181], buvo nustatytas didesnis CD203c Zymens ekspresijos
tyrimo jautrumas (75%), palyginti su CD63 Zymens ekspresijos tyrimu (50%),
bei nustatytas 100% abiejy tyrimy specifiSkumas. Kiek véliau, 2006 metais,
tiriant alergija vabzdZiy nuodams [182], taip pat gautas neZymiai didesnis
CD203c Zymens ekspresijos tyrimo jautrumas, palyginti su CD63 tyrimu (97%
versus 89%). CD63 Zymens ekspresijos tyrimo specifiSkumas buvo didesnis,
palyginti su CD203c (100% versus 89%). Tuo tarpu, tiriant alergija raumeny
relaksantams [183], nustatytas didesnis CD63 Zymens ekspresijos tyrimo
jautrumas (79%), palyginti su CD203c (36%). Abieju tyrimy specifiSkumas buvo
100%.

Yra nustatytos bazofily aktyvacijos tyrimy ribinés vertés (atitinkancios
geriausig metody jautruma ir specifiSkuma pagal ROC kreiviy analizg), naudojant
stimuliacija ivairiais alergenais: inhaliaciniams ir maisto alergenams >15%;
latekso ir vabzdziy nuody alergenams >10%; B-laktaminiams antibiotikams >5%
ir SI >2; metamizoliui >5% ir SI >5; aspirinui ir NVNU >5% ir SI >2 (S
stimuliacijos indeksas = stimuliacija alergenu/baziné stimuliacija arba neigiama
kontrol¢) [184]. Diagnozuoti LAD tik A. Fezzolini ir bendraautoriai [71],

remdamiesi trispalvés tékmés citometrijos tyrimo rezultatais, kaip ,,auksini
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standarta™ bazofily aktyvacijos metodo ivertinimui naudodami ASST, nustaté
bazofily CD63 Zymens ekspresijos testo ribing verte.

Ateityje biitina standartizuoti tyrimy atlikimo metodikas ir nustatyti
vieningus jy vertinimo kriterijus. Taip pat reikéty palyginti bazofily aktyvacijos
zymeny CD63 ir CD203c ekspresijos tyrimus, siekiant nustatyti, kuris i§ Siy
tyrimy turi didesni jautruma bei specifiSkuma ir gali biiti naudingesnis

diagnozuoti LAD.

33



7 Tiriamieji ir tyrimo metodika
7.1 Tiriamieji

Vilniaus Universiteto ligoninés SantariSkiy kliniky Pulmonologijos ir
alergologijos centre 2006-2008 metais buvo iStirti 128 pacientai, sergantys létine
dilgéline: 26 vyrai ir 102 moterys. Pacienty amziaus vidurkis buvo 43+13 metai
(nuo 20 iki 78 mety). Pacientai vien tik su fiziniy veiksniy sukeliama dilgeliné
nebuvo itraukiami i tyrima.

Kontroling grupe¢ sudaré¢ 30 salygisSkai sveiky asmeny: 15 vyry ir 15 motery,
amziaus vidurkis 30+7 metai (nuo 22 iki 51 mety).

Dalyviai prie§ itraukiant juos i tyrima pasirasé¢ Lietuvos Bioetikos komiteto

patvirtinta sutikimo forma.

7.2 Tyrimai

Laboratoriniai tyrimai atlikti Vilniaus universiteto ligoninés SantariSkiy

kliniky Laboratorinés diagnostikos centre.
7.2.1 Tyrimai, patvirtinantys létinés autoimuninés dilgélinés diagnoze

LD sergantiems pacientams ir 10 kontrolinés grupés tiriamyjy buvo atliktas
ASST. Visiems tiriamiesiems atlikti bazofily CD203c ir CD63 Zymeny

ekspresijos testai.
7.2.2 Kity autoimunizacijos rodikliy tyrimai

e Tiriamiesiems, sergantiems LD, ATPO kiekis buvo nustatytas
imunochemiliuminescentiniu metodu (reagentai ABBOTT Diagnostics,
JAV). Siekiant {vertinti skydliaukes funkcija
imunochemiliuminescentiniu metodu (reagentai ABBOTT Diagnostics,
JAV) buvo nustatyta tirotropinio hormono koncentracija kraujyje (TTH)
pacientams, kuriy ATPO koncentracija buvo padidéjusi ir 48 pacientams,

kuriy ATPO koncentracija buvo normali.
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e 83 pacientams netiesioginés imunifluorescentinés analizés metodu

(reagentai IMMCO Diagnostics, JAV) istirti ANA ir ANCA.

7.3 Klausimynas

116 pacienty atsaké {1 anketa (21 klausimas), sudaryta pagal
EAACI/GAZ2LEN/EDF klausimyna sergantiesiems LD, apie liga provokuojancius
veiksnius ir svarbius ligos aspektus bei jvertino bérimy ir niezulio intensyvuma
pagal rekomenduojama 3 baly sistema (7r. 1, 2 priedus). Siame darbe pateikiame
tik LD aktyvumo, trukmés ir angioedemos ry$i su LAD rodikliais (ASST ir
bazofily CD203c ir CD63 Zymeny ekspresijos testais)

Pacientai buvo papildomai apklausti dél jautrumo NVNU ir iprastinio
gydymo II kartos antihistamininiais preparatais veiksmingumo. Gydymo
veiksmingumas buvo vertintas pavartojus ne trumpiau nei 1 ménesi paskirta

antihistaminini preparata.
7.4 Darbo metodika

7.4.1 Odos testo su autologiniu serumu metodika

Atliekant ASST, pagal iprastinius kraujo émimo reikalavimus buvo paimama
5 ml paciento veninio kraujo ir leidZiama jam nusistovéti 30 min. kambario
temperatiiroje. Po to kraujas buvo centrifuguojamas 500xg 15 min. 50 ul gauto
autologinio serumo ir toks pat kiekis 0,9% sterilaus izotoninio NaCl tirpalo
injekuojami 1 oda vidiniame dilbio pavirSiuje 3—5 cm atstumu vienas nuo kito.

Likusi serumo dalis buvo tuoj pat uzSaldoma ir laikoma Saldiklyje (-80°
temperatiiroje) iki atliekant bazofily aktyvacijos testa.

Teigiamai kontrolei (odos reaktyvumui ivertininti) buvo naudojamas odos
diirio méginys su histaminu 10 mg/ml (Stallergens, Pranciizija). Vengta injekuoti
1 odos plota, kuriame per pastarasias 24 val. matomas dilgélinis bérimas.

Meéginys vertintas po 30 ir, jei reikia, po 60 min. Injekcijy vietose buvo

atuojami 2 skersiniai diametrai ir apskaiciuotas ju vidurkis.
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Meéginys vertintas kaip teigiamas, jeigu serumo sukelta papulé buvo ne
maziau kaip 1,5 mm didesné uz izotoninio tirpalo sukelta papul¢ (neigiama
kontrolg). Vieno i§ misy tirtyju pacienty teigiamas testas pavaizduotas 4
paveiksle.

Jeigu negaudavome atsako i histaming (teigiama kontrolé¢), méginys laikytas
neinformatyviu ir buvo kartojamas po 24 val. ar véliau.

Pries atliekant odos mégini su autologiniu serumu antihistamininiy preparaty

ir Doxepino vartojimas buvo nutraukiamas véliausiai prie§ 5 dienas iki atliekant

megini.

4 pav. Teigiamas ASST (serumo suleidimo vietoje piikSlé didesne nei neigiamos
kontrolés suleidimo vietoje)

7.4.2 Bazofily aktyvacijos testy metodika

Bazofily aktyvacijos testai buvo atlieckami naudojant heparinizuota donoro
krauja 3—4 val. laikotarpyje paémus kraujo. Donoré: 38 mety moteris, serganti
atopiniu dermatitu, alergine bronchy astma ir alerginiu rinitu, bei vartojanti tik

inhaliacinius preparatus (Seretide 50/250 pg du kartus per diena) bronchy astmai
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gydyti. Bendras jos IgE kiekis — 1350 U/ml, nustatytas jautrumas namy dulkiy

erkiy, medzZiy, Zoliy ir piktZoliy Ziedadulkiy alergenams. Donoré¢ pasirasé

Bioetikos komiteto patvirtinta sutikimo dalyvauti tyrime forma. Kraujas (8 ml)

tyrimams buvo imamas ne dazniau kaip 1 karta per savaitg.

Vieno bazofily aktyvacijos tyrimo metu iStirdavome 8—10 LD serganciy

pacienty serumus.

7.4.2.1 CD203c pavirsiaus ekspresijos tyrimas

Aktyvacija

Testui naudota 40 ul paciento, sergan¢io LD, arba sveiko kontrolinés
grupés tiriamojo kraujo serumo. [ meégintuveli su serumu buvo pilama 40
ul bazofily stimuliacinio buferio (BSB) (Becton Dickinson, JAV).
Neigiamai kontrolei naudota 40 pl fosfatinio buferio (PBS) (angl.
phosphate buffered saline), teigiamai kontrolei — 40 ul 1 uM fMLP
(Sigma, JAV) ir 40 pl 1:50 praskiedimu anti-FceRlIo receptoriaus
antikiino (Upstade, JAV), skiesto PBS be Ca®" ir Mg”* jony PBS tirpale.
200 pl heparinizuoto donoro kraujo buvo pilama i visus stimuliuojamus
meégintuvelius, supurtoma purtykle ir inkubuojama 37°C vandens vonioje
20 min.

Reakcija sustabdoma 5 min. laikant mégintuvélius ant ledo.

Zyméjimas ir fiksacija

I kiekviena mégintuveli buvo pilama 20 pl monokloniniy antikiiny
kokteilio: prie§ Zmogaus CD45 PE (fikoeritrino fluorochromas) (Becton
Dickinson, JAV), prie§ Zmogaus CD203c PerCP (peridin-
chlorofilproteinas) (Immunotech, JAV) ir prie§ Zmogaus IgE FITC
(fluoresceino-izotiocianatas) (Invitrogen, JAV), supurtoma purtykle ir
inkubuojama 30 minuciy tamsoje kambario temperatiiroje.

Eritrocitai lizuojami 10 min. kambario temperatiiroje tamsoje, naudojant

2 ml FACS™ lizuojangio skyséio (Becton Dickinson, JAV).

37



e Meéginiai buvo centrifuguojami 250xg 5 min. ir aspiruojamas
virSnuosédinis skystis. Po to plaunami 2 ml PBS, juos centrifuguojant
250xg 5 min.

e Fiksacijai { kiekviena mégintuvéli buvo pridedama 0,3 ml 0,5%
paraformaldehido.

Meéginiai analizuoti FACSCalibur tékmeés citometru (Becton Dickinson,

JAV), naudojant CellQuest programing iranga. Bazofily aktyvacija vertinta
surenkant 1000 bazofily.

Paciento histogramy pavyzdZziai pateikti 5 paveiksle.
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5 pav. Aktyvuoty bazofily nustatymas ir CD203c ekspresija, paveikus juos
paciento, sergancio LD, serumu

A: CD45 ekspresuojancios lastelés. ApibréZtame taskinés diagramos
lauke bazofilai pasiskirstg tarp monocity ir limfocity debeséliy.

B: Apibréztame taSkinés diagramos lauke bazofilai atpaZinti pagal
didelg IgE ir CD203c ekspresija.

C: bazofilai, savo membranose neturintys CD203c Zymens, paveikus
juos neigiama kontrole (uZtuSuotas pikas) ir aktyvinti bazofilai paciento
serumu (bespalvis pikas), ekspresuojantys CD203¢c molekules.

7.4.2.2 CD63 pavirsiaus ekspresijos tyrimas

Tyrimas atliktas naudojant standartini Becton Dickinson, JAV Fastlmmune
rinkinj.

Aktyvacija

e Testui naudota 100 pl paciento, sergancio LD, arba sveiko kontrolinés

grupés tiriamojo kraujo serumo. [ mégintuvéli su serumu buvo pilama 20
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ul BSB. Neigiamai kontrolei naudota 100 ul PBS tirpalo, teigiamai — 100
ul 1 uM koncentracijos fMLP.

e 100 pl heparinizuoto donoro kraujo buvo pilama i visus stimuliuojamus
meégintuvelius, supurtoma purtykle ir inkubuojama 37°C vandens vonioje
20 min.

e Degranuliacija sustabdoma perkeliant mégintuvélius 5 min. ant ledo.

Zyméjimas ir fiksacija

e [ kiekviena mégintuvéli buvo pilama 20 pul CD63 FITS/ CD123 PE/ Anti-
HLA DR PerCP monokloniniy antikiiny kokteilio, supurtoma purtykle ir
inkubuojama 30 min. tamsoje kambario temperatiiroje.

e Eritrocitai buvo lizuojami 10 min. kambario temperatiiroje, naudojant 2
ml FACS™ lizuojanéio skyséio.

e PavyzdZziai buvo centrifuguojami 250xg 5 min. ir aspiruojamas
virSnuoseédinis skystis. Po to meéginiai plauti su 2 mL PBS, juos
centrifuguojant 250xg 5 min.

o Fiksacijai {1 kiekviena pavyzdi buvo pilama 0,3 ml 0,5%
paraformaldehido.

Meéginiai analizuoti FACSCalibur tékmeés citometru (Becton Dickinson,

JAV), naudojant CellQuest programing iranga. Bazofily aktyvacija vertinta
surenkant 1000 bazofily.

Paciento histogramy pavyzdZziai pateikti 6 paveiksle.
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6 pav. Aktyvuoty bazofily atpazinimas naudojant CD63 monokloninj antikiing

(A) ir (B) bazofilai (apibréZtame lauke) nustatomi kaip CD123 teigiamos ir HLA-
DR neigiamos lastelés. Bazofilai, membranose neturintys CD63, paveikus juos
neigiama kontrole (C); bazofilai, ekspresuojantys CD63 molekules, paveikus juos
teigiama kontrole (D); bazofilai, negausiai ekspresuojantys CD63 molekules,
pavekus juos paciento, sergancio LD, serumu (E).
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7.5 Duomeny statistiné analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant ,,MS Excel for Windows* bei
SPSS 15.0 for Windows programy paketus.

Kiekybiniam duomeny vertinimui (pvz., amZius, ligos trukmé) pateiktas
bendras stebéjimy skaiCius (n), vidurkis, standartinis nuokrypis, mediana ir
minimali (Min) bei maksimali (Max) reikSmés. Kategoriniams kintamiesiems
(pvz., lytis, kraujo tyrimo rezultatas) pateiktas kintamojo tam tikros kategorijos
pasirodymo daznis ir to daznio pasirodymo procentinés reikSmeés (n, %).

Duomeny skirstinio tipui jvertinti naudojome Kolmogorovo-Smirnovo
kriterijy. Abiejy naudoty testy (CD63 ir CD203¢c Zymeny ekspresijos) atveju p
buvo lygus 0.00. Tai reiskia, kad testy duomenys néra pasiskirstg pagal normalyji
skirstinj. Taip pat viename grafike nubrézéme CD63 ir CD203c kintamyjuy
histogramas ir teorines normaligsias kreives (3 priedas, 21 paveikslas). Grafike
matyti, kad abiejy parametry duomenys neatitinka normaliojo skirstinio. Tod¢l
Siy parametry priklausomybés nuo kity rodikliy tyrimui, tolimesnei analizei
taikéme neparametrini Mann-Whitney testa.

Vidurkiy lygybés hipotezei tikrinti buvo naudojamas Wilcoxon-Mann-
Whitney testas. Kiekybiniy kintamyjy koreliacijai vertinti buvo skai¢iuojamas
Spearmano koreliacijos koeficientas. Lyginant skirtingas nominaliyjy kintamyju
arba ranginiy kintamyjy reikSmiy grupes buvo sudaromos poZymiy daZniy
lentelés (angl. crosstabs). Neparametrinis kriterijus — Chi-kvadrato testas ( 7°,

angl. Chi-Square) buvo naudojamas dviejy kintamyjy nepriklausomumui tikrinti.

StatistiSkai reikSmingais laikyti skirtumai, jei p<o, reikSmingumo lygmenimi
pasirenkant a=0,05.

Bazofily CD63 ir CD203c Zymenuy ekspresijos testy jautrumui ir
specifiSkumui apskaic¢iuoti naudojome Galen-Gambino formulg. Jautrumas: TP/
(TP+FN); specifiSkumas: TN/(FP+TN). TP (angl. true positive) — tikrai teigiami
testai, TN (angl. true negative) — tikrai neigiami testai, FP (angl. false positive) -

klaidingai teigiami, FN (angl. false negative) — klaidingai neigiami testai. ASST
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testas buvo naudojamas kaip ,,auksinis standartas®, pagal kurj vertinome CD63 ir
CD203c Zymenuy ekspresijos tyrimy rezultatus. Tyrimu klasifikacijos tikslumui
vertinti buvo naudojamas Youden‘o indeksas ir bendras tikslumo rodiklis. Testo
paklaidai vertinti buvo naudojami TME rodikliai (angl. total misclassification
error, t. y. bendros klasifikacijos paklaidos): TMEO — “atvirkStinis* Youden‘o
indeksas ir TMEl - “atvirkStinis* bendras tikslumas. Youden‘o indeksas:
jautrumas+specifiSkumas—1. Bendras tikslumo rodiklis: (TP+TN)/N. N — bendras

tyrimy skaicius. TMEO=FN/(TP+FN)+FP/(FP+TN). TME1=(FN+FP)/N.
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8 Tyrimy rezultatai

8.1 CD63 ir DC203c Zymeny ekspresijos tyrimy rezultatai

Buvo istirti 128 pacientai, sergantys LD. Pacienty ir kontrolinés grupés

bazofily aktyvacijos tyrimy, naudojant CD63 ir CD203c Zymenuy ekspresija,

rezultatai (procentais) pateikti 1 lentel¢je.

1 lentelé. Pacienty ir kontrolinés grupés bazofily aktyvacijos tyrimy rezultatai

(%)

Pacientai Kontrolin¢ grupe

(N=128) (N=30)
CD203c¢ CD63 | CD203c | CD63
Vidurkis 11,8 10,8 1,8 3,1
Standartinis nuokrypis (angl., SD) 12,4 10,9 0,5 1,5
Mediana 8,2 8,1 1,7 3,0
MaZiausia reikSmé 0,6 0,1 1,0 0,7
DidZiausia reikSmé 65,8 60,5 2,7 6,9

Pacienty CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai (vidurkis

+ SD):

10,8%+10,9%, CD203c: 11,8%=%12,4%, kontrolinés grupés — CD63: 3,1%=+1,5%,

CD203c: 1,8%+0,5%.

Pacienty ir kontrolinés grupés CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy

rezultaty palyginimas pateiktas 2 lenteléje.
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2 lentelé. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy palyginimas pacienty ir

kontrolinése grupése (Mann-Whitney testas)

CD203c CD63
Mann-Whitney U 777,500 883,500
Wilcoxon W 1242,50 1348,50
Z statistika -5,066 —4,595
ReikSmingumo lygmuo (p reik§mé) 0,000 0,000

Mann-Whitney testas parode, kad bazofily aktyvacijos tyrimas, vertinant tiek
CD203c, tieck CD63 Zymens ekspresija, reikSmingai skiriasi pacienty ir
kontrolinés grupés asmeny (p<0,001) ( 2 lentele).

Apskai¢iavome teigiamos ir neigiamos kontrolés bazofily aktyvacijos

zymeny ekspresijos vidurkius (3 lentele).

3 lentelé. Teigiamos ir neigiamos kontrolés bazofily aktyvacijos testy vertinimo
duomenys (%).

CD63 CD203c
(N=16) (N=16)
Teigiama | Neigiama | Teigiama Neigiama
kontrolé kontrolé kontrolé kontrolé
Vidurkis 40,0 4,4 35,6 4,6
Standartinis nuokrypis (angl., SD) 4,3 0,6 5,7 0,8
Mediana 38,1 4,2 38,4 4,0
Maziausia reikSmé 11,8 1,4 9,3 1,1
DidZiausia reikSmé 70,8 8.5 84,7 9,2

Bendras bazofily aktyvacijos tyrimy, vertinant CD203c ir CD63 Zymeny
ekspresija, rezultaty vaizdas (vidurkis, iSsibarstymas, simetriSkumas,
iSsiskiriancios, maksimalios ir minimalios reikSmés) pacienty ir kontrolinése
grupése, o taip pat teigiamos ir neigiamos kontrolés reikSmeés yra matomas

staCiakampése diagramose (angl., Box-whisker plot) (7 ir 8 paveikslai).
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7 pav. CD203c Zymens ekspresija (%) ligoniy ir kontrolinéje grupéje, bei
teigiama ir neigiama kontrolé
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8 pav. CD63 Zymens ekspresija (%) ligoniy ir kontrolinéje grupéje, bei teigiama

ir neigiama kontrolé

8.2 Ribinés vertés pasirinkimas

Apskai¢iavome septynias literattiros duomenimis dazniausiai naudojamas ribines

vertes:

e kontrolinés grupés vidutiné reikSmé +2 standartiniai nuokrypiai

e kontrolinés grupés vidutiné reikSmé +3 standartiniai nuokrypiai

e 5%

e 10%
e 15%

e 2x neigiama kontrolé

¢ 95 kontrolinés grupés procentilis

Ribinés vertes ir juy skaitiné iSraiSka pateikti 4 lentel¢je.
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4 lentelé. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy rezultaty ribinés vertés ir

ju skaitiné iSraiSka

Nr. Ribiné verté CD203c¢ CD63
1 Kontrolinés grupés vidurkis +2 SD 2,88 6,04
2 Kontrolinés grupés vidurkis +3 SD 3,40 7,52
3 15% 15 15
4 10% 10 10
5 5% 5 5
6 2x neigiama kontrolé NA NA
7 95 procentilis 2,700 6,262

NA: negalima isreiksti skaitine iSraiska.

CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy jautrumo ir specifiSkumo

duomenys ir teigiamy tyrimy rezultaty skai¢iaus procenting¢ iSraiSka, priklausomai

nuo ribinés vertes, pateikti 5 ir 6 lentelese.

5 lentelé. CD63 Zymens ekspresijos tyrimo jautrumo ir specifiSkumo duomenys

Nr. Ribiné verté . C.D63 jautrumas specifiSkumas
(teigiamy, %)
1 Kontrolinés grupés vidurkis+2 SD 61,7 74,42 44,71
2 Kontrolinés grupés vidurkis+3 SD 56,3 74,42 52,94
3 15% 21,9 37,21 85,88
4 10% 36,7 55,81 72,94
5 5% 63,6 79,07 41,18
6 2x neigiama kontrolé 49,2 67,44 60,00
7 95 procentilis 60,9 74,42 45,88

6 lentelé. CD203c Zymens ekspresijos tyrimo jautrumo ir specifiSkumo

duomenys
Nr. Ribiné verté CD203c . ey
.. jautrumas specifiSkumas
(teigiamy, %)

1 Kontrolinés grupés vidurkis

+2 SD 64,1 67,4 37,6
2 Kontrolinés grupés vidurkis

+3 SD 63,3 67,4 38,8
3 15% 33,6 41,9 70,6
4 10% 45,3 55,8 60,0
5 5% 59.4 65,1 43,5
6 2x neigiama kontrolé 39,1 44,2 63,5
7 95 procentilis 64,8 67,4 36,4
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Optimali ribiné verté papildomai buvo ivertinta, naudojant gauty duomeny
efektyvuma charakterizuojancias kreives (ROC) (9 paveikslas) bei apskaiciuojant
po jomis esanti plota (7 lentele).

ROC kreives koordinatés pateiktos 4 priede.

ROC kreivés
1.0 ] 2
— CD63
~ CD203c
08 — Orientaciné tiesg,
po Sia tiese plotas
lygus 0,5
g
E 06
St
3
2]
H
04
02
0.0 T T T T T T
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0
1-Specifiskumas
9 pav. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos ROC kreives
7 lentelé. Plotas, apskai¢iuotas po ROC kreive
Plot Standartiné | ReikSmingumo 95% pasikliautinis intervalas
otas _
paklaida lygmuo VirSutiné riba Apatiné riba
CD63 0,691 0,051 0,000 0,591 0,791
CD203c 0,552 0,056 0,339 0,442 0,662

Kadangi CD203c Zymens tyrimo plotas po kreive yra artimas 0,5 ir p reikSme
>0,05, galima daryti iSvada, kad Sis tyrimas nepasiZymi geromis prognostinémis

savybémis.
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Ribin¢ verté turéty biity parenkama taip, kad testo klasifikacijos tikslumas
buty didZiausias, o paklaida maZiausia. Youden‘o indekso ir TME rodikliy

rezultatai bazofily CD63 Zymens tyrimui pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé. Yodeno indekso ir TME rodikliy rezultatai (%)

CD63 . . .
Nr. | Ribineverte | (teigia- | 20U | SpecifiS- | Youden bendrasis |y | py g,
mas kumas | indeksas | tikslumas
my %)
1 Kontrolinés
grupés
vidurkis+2 SD 61,7 | 74,42 4471 19,13 54,68 80,9 45,3
2 Kontrolinés
grupés
vidurkis+3 SD 56,3 74,42 52,94 27,36 60,2 72,6 39,8
3 15% 21,9 37,21 85,88 23,09 69,5 76,9 30,5
4 10% 36,7 | 55,81 72,94 28,75 67,2 71,2 32,8
5 5% 65,6 | 79,07 41,18 20,25 53,9 79,8 46,1
6 2X neigiama
kontrolé 49,2 | 67,44 60,00 27,44 62,5 72,6 37,5
7 95 procentilis 60,9 | 74,42 45,88 20,3 55,5 79,7 44.5

Youden‘o indeksas igijo maksimalia reik§me, esant 10% ribinei vertei (29%),
o bendro tikslumo rodiklio maksimali reikSmé buvo esant 15% ribinei reikSmei.
Maziausia TME, rodiklio reikSmé (71%) buvo pasiekiama esant 10% ribinei
reikSmei, o maziausia TME,; (30,5%) rodiklio reikSmé buvo esant 15% ribinei
reikSmei.

Remiantis gautais duomenimis (jautrumo ir specifiSkumo skaiCiavimais,
esant aukSciausiam Youden‘o indeksui, maziausiam TMEO rodikliui),
pasirinkome 10% CD63 tyrimo ribing verte. Si 10% ribos pasirinkima patvirtino
ir ROC kreives analize (Zr. 4 prieda). IS Sio tyrimo matyti, kad didZiausias CD63
tyrimo jautrumas ir specifiSkumas pasiekiamas, kai ribiné CD63 verté didesné nei
8,95%. Kadangi 8,95% ribin¢ verté¢ nepatogi naudojimui, buvo pasirinkta
artimiausia, daZniausiai naudojama 10% ribiné verte.

Kaip parodé anksciau atliktas ROC kreivés tyrimas, CD203c néra tinkamas

rodiklis, taCiau eksperimentiniams tikslams jis ir toliau buvo naudojamas
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analiz¢je. Visiems skaifiavimams toliau naudojome 10% CD63 ir CD203c

Zymeny ekspresijos tyrimy ribing verte.
8.3 Odos testo naudojant autologinj serumg tyrimy rezultatai
IS iStirty 128 ligoniy, serganciy LD, 43 (33,6%) ASST buvo teigiamas, 85

(66,4%) — neigiamas (rezultatai pavaizduoti 10 paveiksle). Visiems kontrolinés

grupés (n=10) asmenims ASST buvo neigiamas.

ETeigiamas W Neigiamas

66.4

60
50
40
30
20
10

ASST

10 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal ASST

8.4 Tyrimy koreliacija

Odos testo su autologiniu serumu ir bazofily aktyvacijos testy koreliacija
Pateiktoje 9 lenteléje parodyta CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimo ir
ASST rezultatai bei juy tarpusavio rySys.
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9 lentelé. CD63 ir CD203c Zymenuy ekspresijos ir ASST tyrimy rezultatai

ASST
Teigiamas Neigiamas IS viso

N % N % N %
CD203c: slenkstis 10%
Teigiamas 24 55,8% 34 40,0% 58 45,3%
Neigiamas 19 44.2% 51 60,0% 70 54,7%
IS viso 43 100,0% 85 100,0% 128 100,0%
CD63: slenkstis 10%
Teigiamas 24 55,8% 23 27,1% 47 36,7%
Neigiamas 19 44.2% 62 72,9% 81 63,3%
IS viso 43 100,0% 85 100,0% 128 100,0%

11 ir 12 paveiksluose grafisSkai pavaizduotas ASST ir bazofily Zymeny
ekspresijos rezultaty rySys

m Teigiamas CD63 testas W Neigiamas CD63 testas

72,9

Teigiamas ASST Neigiamas ASST

11 pav. ASST ir CD63 Zymens ekspresijos rySys
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m Teigiamas CD203c¢ testas M Neigiamas CD203c¢ testas

55.8 60.0

Teigiamas ASST Neigiamas ASST

12 pav. ASST ir CD203c Zymens ekspresijos rysys

CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy ir ASST rezultaty koreliacijos

ivertinimui apskaiciuotas Spearmano koreliacijos koeficientas (10 lentelée).

10 lentelé. CD63, CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy ir ASST koreliacija
(Spearmano koeficientas)

ASST

CD63: slenkstis (10%) Koreliacijos koeficientas 0,282(*%)
ReikSmingumo lygmuo (p reikSme) 0,001

Skaicius 128

CD203c: slenkstis 10%) Koreliacijos koeficientas 0,150
Reik§Smingumo lygmuo (p reikSme) 0,091

Skaicius 128

**Koreliacija yra reik§minga, kai p < 0,01

Ivertinus CD63 ekspresijos ir ASST rySi, nustatyta patikima koreliacija
(r=0,282, p=0,001), taCiau jvertinus CD203c ekspresijos ir ASST rysi
(r=0,150, p=0,091) gautas prieSingas rezultatas. Taigi, CD203c ekspresijos ir

ASST tyrimai nekoreliuoja tarpusavyje.

Lygindami CD63 ir CD203c ekspresijos tyrimy negrupuotus duomenis,
priklausomai nuo ASST rezultato, taikéme Mann-Whitney testa (11 lentele).
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11 lentelé. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy palyginimas ASST
teigiamoje ir neigiamoje grupése (Mann-Whitney testas)

CD63 CD203c
Mann-Whitney U 1130,000 1638,000
Wilcoxon W 4785,000 5293,000
Z -3,519 -0,956
Reik§mingumo lygmuo (p reikSme) 0,000 0,339

Gavome, kad CD63 Zymens ekspresija reikSmingai skiriasi ASST teigiamoje
ir neigiamoje tiriamyjy grupése, tuo tarpu CD203c Zymens ekspresijos rezultatas
abiejose ASST grupése reikSmingai nesiskiria.

Patikrinome CD63 ir CD203c ekspresijos testy ir ASST nepriklausomuma
pagal Chi-kvadrato kriterijy. Lyginami rodikliai pateikti 12 lenteléje. Chi-
kvadrato testo rezultatai — 13 lenteléje.

12 lentelé. CD63 Zymens ekspresijos ir ASST tyrimy rezultatai

ASST o
— — IS viso
Teigiamas ‘ Neigiamas
CD63: slenkstis 10%
Teigiamas 24 23 47
Neigiamas 19 62 81
IS viso 43 85 128

13 lentelé. CD63 Zymens ekspresijos tyrimo ir ASST koreliacija (Chi-kvadrato
testai)

DF Reik§mingumo
X ?Reik§me (laisvés laipsniu lygmuo
skaicius) (p reikSme)
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus 10,161 1 0,001
Tikétinumo santykio kriterijus 10,024 1 0,002

ReikSmingumo lygmens p-reikSmeé ir pagal Pearsono formulg, ir pagal
tikétinumo santykio formule (angl. likelihood ratio) yra panaSi ir nevirSija
reikSmingumo lygmens (0,05). Vadinasi, hipotezg, kad ASST nepriklauso nuo

CD63, galima atmesti, pasirinkus reikSmingumo lygmeni a=0,05. Tai dar karta
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patvirtina ry$i tarp CD63 Zymens ekspresijos testo ir abieju ASST grupiuy
(teigiamos ir neigiamos).
Tie patys skai¢iavimai taikyti CD203c Zymens tyrimui. Jie pateikti

14 ir 15 lentelése.

14 lentelé. CD203c Zymens ekspresijos tyrimo ir ASST rezultatai

ASST )
— — IS viso
CD203c: slenkstis Teigiamas Neigiamas
10%: N % N % N %
Teigiamas 24 55,8 34 40,0 58 45,3
Neigiamas 19 44,2 51 60,0 70 54,7
IS viso 43 100,0 85 100,0 128 100,0

15 lentelé. CD203c Zymens ekspresijos tyrimo ir ASST koreliacija (Chi-kvadrato
testai)

DF Reik§mingumo
X ?Reik§me (laisvés laipsniy lygmuo
skaiCius) (p reikSme)
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus 2,882 1 0,09
Tikétinumo santykio kriterijus 2,879 1 0,09

Vertinant CD203c Zymens ekspresijos ir ASST rezultaty rysi, nustatyta, kad
reikia priimti hipoteze apie Siu testy nepriklausomybe ( y*=2,882, p=0,09).
Vadinasi, tarp ASST rezultato (neigiamas, teigiamas) ir CD203c rezultato néra

sarysio.

CD63 ir CD203c testy koreliacija

Palyginome tarpusavyje CD63 ir CD203c Zymenuy ekspresijos tyrimy

rezultatus (duomenys pateikti 16 lenteléje ir 13 paveiksle).
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16 lentelé. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy rezultatai

CD203c: slenkstis (10%) _
— — IS viso
CD63: slenkstis Teigiamas Neigiamas
10% N % N % N %
Teigiamas 32 55,2 15 21,4 47 36,7
Neigiamas 26 44,8 55 78,6 81 63,3
IS viso 58 100,0 70 100,0 128 100,0

H Teigiamas CD203c testas MNeigiamas CD203c testas

% 90.0
80.0

79,0

70.0
60.0

50.0
40.0

30.0

20.0
10.0
0.0

Teigiamas CD63

Neigiamas CDG3

13 pav. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos rySys

Patikrinome CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos testy nepriklausomuma

pagal Chi-kvadrato kriteriju (17 lentele).

17 lentelé. CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy koreliacija (Chi-kvadrato

testai)
DF Reik§mingumo
X ?Reik§me (laisvés laipsniu lygmuo
skaicius) (p reikSmé)
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus 15,543 1 0,000
Tikétinumo santykio kriterijus 15,781 1 0,000

Siuo atveju (17 lentelé) reik§mingumo lygmuo p labai maZas (p=0,000), tod¢l

hipotezeg, kad CD63 Zymens ekspresijos testo rezultatas nepriklauso nuo CD203c¢

Zymens ekspresijos testo rezultato, esant reik§Smingumo lygmeniui «a=0,05,

galima atmesti. Vadinasi, iy dviejy matavimy testy rezultatai yra priklausomi.

56




8.5 Kity autoimunizacijos rodikliy tyrimy rezultatai ir juy koreliacija
su létinés autoimuninés dilgélinés testais

8.5.1 Antikainai pries skydliaukés mikrosomy peroksidaze ir
tirotropinis hormonas

ATPO buvo istirti visiems (128) LD sergantiems pacientams, 32 pacientams

(25,0%) jis buvo padidejes (10 paveikslas).

ATPO

14 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal ATPO

TTH tyrimo rezultatai, priklausomai nuo ATPO rezultato, pateikti 18
lenteléje ir 15 paveiksle.

18 lentelé. TTH ir ATPO tyrimy rezultatai

ATPO .
- IS viso
Norma Padidéjes
TTH: N % N % N %
Norma 44 91,7% 23 71,9% 67 83,8%
Padidéjes 0 0,0% 4 12,5% 4 5,0%
Sumazéjes 4 8,3% 5 15,6% 9 11,3%
IS viso 48 100,0% 32 100,0% 80 100,0%

Didesn¢ TTH koncentracija, rodanti skydliaukés hipofunkcija, nustatyta tik
tiems pacientams, kuriems ATPO kiekis buvo padidéjes — 12,5%. Skydliaukes

hiperfunkcija (sumazéjgs TTH) nustatyta abiejose (padidéjusiy ir normaliy
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ATPO) tiriamyjy grupése — 15,6% ir 8,3% pacienty atitinkamai. Tai grafiSkai

pavaizduota 15 paveiksle.

ETTHNorma BTTHPadidéjes = TTH Sumazéjes

% 100 5T
90
80
70
60
50
40
30
20 83

10
0 0.0 uy

ATPO Norma ATPO Padidéje

15 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal ATPO ir TTH

Ivertinome ATPO ir ASST, CD63 bei CD203c¢ Zymenuy ekspresijos rezultaty
koreliacija. Naudojome CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos vertinima, taikant
10% ribing vert¢. Duomenys pateikti 19-22 lentelése.

19 lentelé. ATPO ir ASST rezultatai

ATPO .
— IS viso
Norma Padidéjes

ASST: N % N % N %

Neigiamas 65 67,7% 20 62,5% 85 66,4%

Teigiamas 31 32,3% 12 37,5% 43 33,6%
IS viso 96 100,0% 32 100,0% 128 100,0%
20 lentelé. ATPO ir CD203c Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

ATPO .
— IS viso

CD203c: Slenkstis Norma Padidéjes
(10%): N % N % N %

Neigiamas 49 51,0% 21 65,6% 70 54.,7%

Teigiamas 47 49,0% 11 34,4% 58 45,3%
IS viso 96 100,0% 32 100,0% 128 100,0%
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21 lentelé. ATPO ir CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

ATPO )
— IS viso
CD63: slenkstis Norma Padidéjes
(10%): N % N % N %
Neigiamas 64 66,7% 17 53,1% 81 63.,3%
Teigiamas 32 33,3% 15 46,9% 47 36,7%
IS viso 96 100,0% 32 100,0% 128 100,0%

22 lentelé. ATPO ir ASST, ATPO ir CD63, CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy
koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
;(2 ReikSmé (laisvés laipsniy lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaicius) (p reikSme)
ATPO ir ASST 0,292 1 0,589
ATPO ir CD63 1,894 1 0,169
ATPO ir CD203c 2,060 1 0,151

Kadangi reikSmingumo lygmuo p visais atvejais buvo didesnis nei 0,05 (22
lentele), statistiSkai reikSmingo rySio tarp ATPO ir LAD rodikliy (ASST, CD63,
CD203c) negavome.
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8.5.2 Antikiinai prieS branduoliy antigenus ir antikiinai pries
neutrofily citoplazmos antigenus

Zemiau esandioje 23 lenteléje ir 16 paveiksle pateikti 83 pacienty ANA,
ANCA tyrimy rezultatai.

23 lentelé. ANA, ANCA tyrimy rezultatai

ANA, ANCA
ANA ir ANCA
ANA teig. teig. ANCA teig. Norma IS viso
N % N % N % N % N %
7 8,4% 1 1,2% 2 2,4% 73 | 88,0% 83 | 100,0%

Pacientams, sergantiems LD, daZniau buvo nustatomi ANA (o ne ANCA).
Keliems pacientams steb¢jome tik laikinai esant ANA (pakartojus, tyrimas buvo
normalus). Vienas i§ pacienty, kuriam nustatyti teigiami ANA, sirgo sistemine
raudonaja vilklige, vienam buvo itariama kolagenoze, dviem pacientams
nustatytas padidéjgs ATPO kiekis, o trys tur¢jo létinés infekcijos Zzidinius.

Pacientai, kuriems buvo teigiamas ANCA, kity susirgimy neturg¢jo.

ANA ANA,
ANCA teigiamas, ~\NC~\
8.4% teigiami,

teigiamas,
24%

1.2%

16 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal ANA, ANCA
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Ivertinome ANA, ANCA ir ASST, CD63 bei CD203c Zymeny ekspresijos

rezultaty koreliacija.

Duomenys pateikti 24-27 lentelése.

24 lentelé. ANA, ANCA ir ASST rezultatai

ASST v
Teigiamas Neigiamas 5 viso
ANA, ANCA: N % N % N %
ANA teig. 6 12,0 1 3,0 7 8,4
ANA teig. ,
ANCA teig. 0 0,0 3,0 1 1,2
ANCA teig. 0 0,0 2 6,1 2 24
Norma 44 88,0 29 87,9 73 88,0
IS viso 50 100,0 33 100,0 83 100,0
25 lentelé. ANA, ANCA ir CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai
CD63: slenkstis (10%) L.
Teigiamas Neigiamas I§ viso
ANA, ANCA: N % N % N %
ANA teig. 5 9.3 2 6.9 7 8,4
ANA teig., 0 | |
ANCA teig. 0,0 34 1,2
ANCA teig. 2 3,7 0 0,0 2 24
Norma 47 87,0 26 89,7 73 88,0
IS viso 54 100,0 29 100,0 83 100,0
26 lentelé. ANA, ANCA ir CD203c Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai
CD203c: slenkstis (10%) L.
Teigiamas Neigiamas I§ viso
ANA, ANCA: N % N % N %
ANA teig. 4 8,2 3 8,8 7 8,4
ANA teig. ,
ANCA teig. 0 0,0 1 2,9 1 1,2
ANCA teig. 2,0 1 2,9 2 2,4
Norma 44 89,8 29 85,3 73 88,0
IS viso 49 100,0 34 100,0 83 100,0
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27 lentelé. ANA, ANCA ir ASST, ANA, ANCA ir CD63, CD203c Zymeny
ekspresijos tyrimy koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
X ?Reik§me (laisvés laipsniy lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaicCius) (p reikSme)
ANA, ANCA ir ASST 6,442 3 0,092
ANA, ANCA ir CD63 3,076 3 0,380
ANA, ANCA ir CD203c 1, 565 3 0,667

Pagal visus apskaiCiuotus rodiklius statistiSkai patikimo rySio tarp ANA,
ANCA rezultaty ir LAD rodikliy (ASST, bazofily Zymenu ekspresijos testy)
negavome, kadangi reikSmingumo lygmuo p visais atvejais buvo didesnis nei

0,05 (27 lentelé).

8.6 Klausimynas

8.6.1 Ligos aktyvumas

Ligos aktyvumo ivertinimas (bérimy ir nieZulio jvertinimo pagal 3 baly
sistemg suma) pateiktas 17 paveiksle.

Tik 3 (2,6%) pacientai ivertino ligos aktyvumo laipsni “1” (kaip labai Zema);
4 (3,4%) pacientai ivetino “2”; 13 (11,2%) — “3”; 26 (22,4%) — “4’’. Dauguma
pacienty jvertino ligos aktyvuma “5” — 30 (25,9%) arba “6” — 40 (34,5%).

Ligos aktyvumas
2,6% 3,4%

ml

m2

m3

m4

m5

m6

17 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal ligos aktyvumo vertinima
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Ligos aktyvumo ir LAD rodikliy (ASST, bazofily Zymeny ekspresijos testy)

koreliacijos duomenys pateikti 28-31 lentelese.

28 lentelé. Ligos aktyvumo ir ASST rezultatai

ASST

Teigiamas Neigiamas 5 viso

Ligos aktyvumas N % N % N %

1 3 3.8% 0 0,0% 3 2,6%

2 5.1% 0 0,0% 4 3,4%

3 10,3% 5 13,2% 13 11,2%

4 14 17,9% 12 31,6% 26 22,4%

5 21 26,9% 9 23,7% 30 25,9%

6 28 35,9% 12 31,6% 40 34,5%
IS viso 78 100,0% 38 100,0% 116 100,0%
29 lentelé. Ligos aktyvumo ir CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

CD63: slenkstis (10%) L.
Teigiamas Neigiamas [ viso

Ligos aktyvumas N % N % N %

1 4,2% 0 0,0% 3 2,6%

2 4,2% 1 2,3% 4 3,4%

3 8,3% 7 15,9% 13 11,2%

4 17 23,6% 9 20,5% 26 22,4%

5 17 23,6% 13 29,5% 30 25,9%

6 26 36,1% 14 31.8% 40 34,5%
I$ viso 72 100,0% 44 100,0% 116 100,0%
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30 lentelé. Ligos aktyvumo ir CD203c Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

CD203c: slenkstis (10%) Lo
Teigiamas Neigiamas 5 viso

Ligos aktyvumas N % N % N %

1 1 1,6% 2 3,8% 3 2,6%

2 6,3% 0 0,0% 4 3.,4%

3 7 11,1% 6 11,3% 13 11,2%

4 11 17,5% 15 28,3% 26 22,4%

5 18 28,6% 12 22,6% 30 25,9%

6 22 34,9% 18 34,0% 40 34,5%
IS viso 63 100,0% 53 100,0% 116 100,0%

31 lentelé. Ligos aktyvumo ir ASST, ligos aktyvumo ir CD63, CD203c¢ Zymeny
ekspresijos tyrimy koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
V4 *Reik¥mé (laisvés laipsniu lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaiCius) (p reikSme)
Ligos aktyvumas ir ASST 5,962 5 0,310
Ligos aktyvumas ir CD63 4,155 5 0,527
Ligos aktyvumas ir CD203c 5,807 5 0,325

Pagal visus apskaiCiuotus rodiklius statistiSkai patikimo rySio tarp ligos
aktyvumo ir LAD rodikliy (ASST, bazofily Zymenuy ekspresijos testy) negavome,
kadangi reikSmingumo lygmuo p visais atvejais buvo didesnis nei 0,05 (31

lentelé).
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8.6.2 Ligos trukmé

Ligos trukmés duomenys pateikti 32 lentel¢je.

32 lentelé. Ligos trukme

Ligos trukmé (ménesiais) Statistiné reikSmé
N 116
Vidurkis 38
Standartinis nuokrypis 70
Mediana 8
Minimali reik§mé 2
Maksimali reikSmé 480

Ligos trukmés vidurkis — 38 mén. + 70 mén. (nuo 2 mén. iki 40 mety). Ligos
trukmeés ir LAD (ASST, bazofily Zymeny ekspresijos testy) rodikliy koreliacijos
duomenys pateikti 33-36 lentelése.

33 lentelé. Ligos trukmés ir ASST tyrimo rezultatai

ASST _
Neigiamas (N=78) | Teigiamas (N=38) 5 viso
Ligos trukmé (ménesiais) Statistiné reikSmé | Statistiné reikSm¢e | Statistiné reikSmé
Vidurkis 41 33 38
Standartinis nuokrypis 78 52 70
Mediana 9 6 8
Maksimali reikSmé 480 240 480
Minimali reik§mé 2 3 2
34 lentelé. Ligos trukmes ir CD63 Zymens ekspresijos testo rezultatai
CD63: slenkstis (10%) L.
Neigiamas (N=72) | Teigiamas (N=44) I viso
Ligos trukmé (ménesiais) Statistiné reikSmé | Statistin€ reikSm¢e | Statistiné reikSmé
Vidurkis 34 45 38
Standartinis nuokrypis 58 87 70
Mediana 8 7 8
Maksimali reikSmé 240 480 480
Minimali reik§mé 2 2 2

65




35 lentelé. Ligos trukmeés ir CD203c ekspresijos testo rezultai

CD203c: slenkstis (10%)

Neigiamas (N=63) | Teigiamas (N=53) [ viso

Ligos trukmé (ménesiais) Statistiné reikSmé | Statistin€ reikSm¢e | Statistiné reikSmé
Vidurkis 42 34 38
Standartinis nuokrypis 80 57 70
Mediana 12 6 8
Maksimali reikSmé 480 240 480
Minimali reik§mé 2 3 2

36 lentelé. Ligos trukmeés palyginimas LAD rodikliy grupése (Mann-Whitney

testas)
Ligos trukmé (mén.) ir

D63: :

ASST C .63 CD.203C
slenkstis (10%) | slenkstis (10%)
Mann-Whitney U 1359,500 1536,500 1412,500
Wilcoxon W 2100,500 2526,500 2843,500
Z statistika -0,723 -0,271 -1,429
Reik§mingumo lygmuo (p reikSme) 0,470 0,786 0,153

StatistiSkai patikimo rySio tarp ligos trukmés ir LAD rodikliy (ASST,

bazofily Zymenuy ekspresijos testy) negavome, kadangi reikSmingumo lygmuo p

visais atvejais buvo didesnis nei 0,05 (36 lentele).
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8.6.3 Angioedema

Angioedemos epizodus tur¢jo net 89 (76,7% ) 1§ 116 pacienty (18 pav.).

Angioedema

18 pav. Angioedemos daZnis

Angioedemos ir LAD rodikliy (ASST, bazofily Zymenu ekspresijos testy)
duomenys pateikti 37 — 40 lentelese.

37 lentelé. Angioedemos ir ASST rezultatai

ASST .
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Angioedema N % N % N %
Ne 20 25,6% 7 18,4% 27 23,3%
Taip 58 74,4% 31 81,6% 89 76,7%
IS viso 78 100,0% 38 100,0% 116 100,0%
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38 lentelé. Angioedemos ir CD63c Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

CD63: slenkstis (10%) )
- — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Angioedema N % N % N %
Ne 20 27,8% 7 15,9% 27 23,3%
Taip 52 72,2% 37 84,1% 89 76,7%
IS viso 72 100,0% 44 100,0% 116 100,0%

39 lentelé. Angioedemos ir CD203c Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai

CD203c: slenkstis (10%) )
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Angioedema N % N % N %
Ne 17 27,0% 10 18,9% 27 23,3%
Taip 46 73,0% 43 81,1% 89 76,7%
IS viso 63 100,0% 53 100,0% 116 100,0%

40 lentelé. Angioedemos ir ASST, angioedemos ir CD63, CD203c Zymeny
ekspresijos tyrimy koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
V4 *Reik¥me (laisvés laipsniu lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaicius) (p reikSme)
Angioedema ir ASST 0,746 1 0,388
Angioedema ir CD63 2,154 1 0,142
Angioedema ir CD203c 1,062 1 0,303

Kadangi reikSmingumo lygmuo p visais atvejais buvo didesnis nei 0,05 ( 40

lentele), statistiSkai reikSmingo rysio tarp angioedemos ir LAD rodikliy (ASST,

CD63, CD203c Zymeny ekspresijos) negavome.

8.6.4 Jautrumo nesteroidiniams vaistams nuo uzdegimo vertinimas

Jautruma NVNU nurodé 12 (9,4%) 18 128 iStirty pacienty (19 paveikslas).

Visi pacientai, kuriy anamnezéje buvo pazymétas padidejes jautrumas

NVNU, nurodé greito tipo reakcijas i Siuos vaistus (visiems patiméjo dilgéliné

ir/arba angioedema, vienam kartu atsirado bronchospazmo ir rinito simptomai).
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Dauguma pacienty nurodé jautruma vienam NVNU preparatui, tik 2 pacientai

buvo jautriis keliems NVNU.

Jautrumas NVNU

19 pav. Pacienty pasiskirstymas pagal jautruma NVNU

Pacienty jautrumo NVNU su LAD rodikliais koreliacijos (ASST, bazofily

zymeny ekspresijos testy) duomenys pateikti 41-44 lentelése.

41 lentelé. Jautrumo NVNU ir ASST rezultatai

ASST .
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Jautrumas NVNU N % N % N %
Yra 6 14,0% 6 7,1% 12 9,4%
Néra 37 86,0% 79 92,9% 116 90,6%
IS viso 43 100,0% 85 100,0% 128 100,0%
42 lentelé. Jautrumo NVNU ir CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultai
CD63: slenkstis (10%) Lo
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Jautrumas NVNU N % N % N %
Yra 6 12,8% 6 7,4% 12 9,4%
Néra 41 87,2% 75 92,6% 116 90,6%
IS viso 47 100,0% 81 100,0% 128 100,0%
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43 lentelé. Jautrumo NVNU ir CD203c Zymens ekspresijos tyrimo rezultai

CD203c: slenkstis (10%) )
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Jautrumas NVNU N % N % N %
Yra 7 12,1% 5 7,1% 12 9,4%
Neéra 51 87,9% 65 92,9% 116 90,6%
IS viso 58 100,0% 70 100,0% 128 100,0%

44 lentelé. Jautrumo NVNU ir ASST, jautrumo NVNU ir CD63, CD203c
zymeny ekspresijos tyrimy koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
X ?Reik§me (laisvés laipsniy lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaicius) (p reikSme)
jautrumas NVNU ir ASST 1,598 1 0,206
jautrumas NVNU ir CD63 1,005 1 0,316
jautrumas NVNU ir CD203c 0,906 1 0,341

Pagal visus apskaiCiuotus rodiklius statistiSkai patikimo rySio tarp jautrumo
NVNU ir LAD rodikliy (ASST, bazofily Zymeny ekspresijos testy) negavome,
kadangi reikSmingumo lygmuo p visais atvejais buvo didesnis nei 0,05 (44

lentelé).
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8.6.5 Gydymo veiksmingumas

IS 128 tirtyju 57 pacientams (44,5%) iprastinis gydymas II kartos

antihistamininiais vaistais buvo neveiksmingas (20 paveikslas).

Gydymo veiksmingumas

20 pav. Gydymo antihistamininiais preparatais (AH) veiksmingumas

Gydymo veiksmingumo ir LAD rodikliy koreliacijos duomenys pateikti

45-48 lentelése.

45 lentelé. Gydymo antihistamininiais preparatais veiksmingumo ir ASST
rezultatai

ASST .
— — IS viso
Teigiamas Neigiamas
Gydymas N % N % N %
Veiksmingas 18 41,9% 53 62,4% 71 55,5%
Neveiksmingas 25 58,1% 32 37,6% 57 44,5%
IS viso 43 100,0% 85 100,0% 128 100,0%
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46 lentelé. Gydymo antihistamininiais preparatais veiksmingumo ir CD63
Zymens ekspresijos testo rezultatai

CD63: slenkstis (10%)

Teigiamas Neigiamas [§ viso
Gydymas N % N % N %
Veiksmingas 46 56,8% 25 53,2% 71 55,5%
Neveiksmingas 35 43.2% 22 46,8% 57 44,5%
IS viso 81 100,0% 47 100,0% 128 100,0%

47 lentelé. Gydymo antihistamininiais preparatais veiksmingumo ir CD203c
Zymens ekspresijos testo rezultatai

CD203c: slenkstis (10%)

Teigiamas Neigiamas I§ viso
Gydymas N % N % N %
Veiksmingas 41 58,6% 30 51,7% 71 55,5%
Neveiksmingas 29 41,4% 28 48,3% 57 44,5%
IS viso 70 100,0% 58 100,0% 128 100,0%

48 lentelé. Gydymo veiksmingumo ir ASST, gydymo veiksmingumo ir CD63,
CD203c zZymeny ekspresijos tyrimy koreliacijos (Chi-kvadrato testas)

DF Reik§mingumo
V4 *Reik¥me (laisvés laipsniy lygmuo
Pearsono Chi-kvadrato kriterijus skaicius) (p reikSme)
Gydymo veiksmingumas ir ASST 4,855 1 0,028
Gydymo veiksmingumas ir CD63 0,156 1 0,693
Gydymo veiksmingumas ir CD203c 0,602 1 0,438

Gavome statistiSkai reikSminga gydymo antihistamininiais preparatais

veiksmingumo skirtuma ASST teigiamoje ir neigiamoje tiriamyjy grupéje
(*=4,855, df=1, p=0,028). Gydymo veiksmingumas antihistamininiais
preparatais ASST teigiamoje tiriamyjy grupéje dazniau buvo nepakankamas,
palyginus su ASST neigiama grupe. Tai reiSkia, kad pacientams, kuriems ASST
dazniau teko skirti gydyma alternatyviais preparatais,

teigiamas, taikyti

imunoterapija.
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9 Rezultaty aptarimas

Tyrimas buvo atliktas siekiant nustatyti autoreaktyvumo rodikliy diagnosting
reikSme sergantiesiems LD. FunkciSkai aktyvius autoantikiinus sergantiems LD
patvirtinome tik nesenai Siam tikslui pradétais naudoti bazofily aktyvacijos
tyrimais. Musy Ziniomis, PubMed duomeny bazéje iki Siol nebuvo skelbta
duomeny apie serganciyjyu LD CD63 ir CD203c Zymenu ekspresijos tyrimy
palyginimg LAD diagnostikai. Dauguma tyréjy naudojo CD63 Zymens ekspresija
ir tik viena tyr¢jyu grupe [75] — CD203c Zymens ekspresija donoro bazofily
pavirSiuje. Jie iStyré negausia 32 pacienty grupg. Mes pirma karta palyginome
CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy rezultatus atopinio donoro bazofily
pavirSiuje, paveike juos serumu, gautu i$ ligoniy, serganc¢iy LD. IStyréme didelg —
128 LD serganciy pacienty, grupg ir 30 sveiky kontrolinés grupés tiriamyjy.

Bazofily aktyvacijos tyrimams pasirinkome atopinémis ligomis serganti
donora, kurio kraujyje buvo nustatytas padidéjes IgE kiekis. Toki donoro
pasirinkimg lémé musy atlikty eksperimenty serija. Palyging keliy neatopiniy ir
atopiniy donory CD63 ir CD203c Zymeny ekspresija nustatéme, kad atopinio
donoro bazofilai geriau ekspresuoja CD63 ir CD203c Zymenis kai jie aktyvinami
LD serganciy pacienty serumu, nei neatopinio donoro. Tokius pat duomenis yra
pateike ir kiti tyréjai [71, 73, 74].

Nustatéeme, kad miisy pacienty, serganciy LD, CD63 ir CD203c Zymeny
ekspresijos tyrimo rezultatai reikSmingai skyrési nuo kontrolinés sveikyju
asmeny grupés. Serganciy LD pacienty grupéje CD63 Zymens ekspresija
(vidurkis£SD) buvo: 10,8%%10,9%, CD203c: 11,8%%12,4%, Kkontrolinéje
grupéje — CD63: 3,10%=1,5%, CD203c: 1,84%+0,5% (p<0,001). Sis faktas leido
itarti esant serganciy LD pacienty serume autoantikiiny, kurie aktyvuoja donoro
bazofilus.

Pagal ROC kreives, Yoden‘o indekso ir TME rodikliy skai¢iavimus LAD
diagnostikai pasirinkome optimaliausia bazofily aktyvacijos tyrimy ribing vertg —

10%.
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Iki Siol ROC kreivés rodikliy vertinima naudojo tik A. Frezzolini ir
bendraautoriai, iStyr¢ CD63 Zymens ekspresija trispalvés citometrijos metodu
[71]. Pritaikg ROC kreives analizg¢ ir panaudoj¢ ASST kaip vertinimo standarta,
autoriai pasirinko 15% ribing vertg. Pagal ja ju tyrimo jautrumo (95,5%) ir
specifiSkumo (90,5%) rodikliai buvo didesni nei musy: CD63 Zymens tyrimo
testo jautrumas — 55,8% ir specifiSkumas — 72,9%, CD203c testo jautrumas —
55,8%, specifiSkumas — 60,0%. A. Frezzolini ir bendraautoriy gauti didesni
jautrumo ir specifiSkumo rodikliai gali biiti susij¢ su trispalvés, o ne dvispalvés
(naudotos miisy tyrime) citometrijos metodo naudojimu. K.M. Yasnowsky su
bendraautoriais [75], atlikg sergan¢iy LD CD203c Zymens ekspresijos tyrimus,
nustat¢ 77% tyrimo jautruma ir 82% specifiSkuma. Jie naudojo histamino
iSsiskyrimo testa i§ bazofily kaip ,,auksini standarta* ir pritaiké 5% ribing vertg.
Siy autoriy gauti didesni jautrumo ir specifiskumo rodikliai gali bati susije su kity
vertinimo kriterijy pasirinkimu.

Panaudoj¢ 10% ribing vertg, nustatéme, kad serganciy LD CD63 Zymens
ekspresijos tyrimas buvo teigiamas 36,7% pacienty, CD203c — 45,3%. 32%
pacienty buvo teigiami abu — CD63 ir CD203c Zymenuy ekspresijos tyrimai.

24 (55,8%) pacientams, kuriems ASST buvo teigiamas, ir net 23 (27,1%),
kuriems jis buvo neigiamas, gauta padidéjusi CD63 Zymens ekspresija. 24
(55,8%) pacienty, kuriems ASST buvo teigiamas ir net 34 (40%), kuriems Sis
testas buvo neigiamas, radome padidéjusia CD203c Zymens ekspresija. Siuos
rezultatus buity galima paaiSkinti didesniu bazofily aktyvacijos testy jautrumu,
palyginus su ASST arba klaidingai neigiamu ASST dél serganciyju LD odos
putliyjuy lasteliy “desensibilizacijos” serumo injekcijos vietoje [70]. Taip pat
neatmetamas ir kito, neZinomo veiksnio, sukelian¢io bazofily aktyvacija ir CD63
arba CD203c Zymeny ekspresija, egzistavimas paciento serume [75].

Neigiama CD63 ir CD203c Zymeny ekspresija, gauta 19 (44,2%) pacienty,
kuriems ASST buvo teigiamas, gali biti paaiSkinta tik putliosioms lasteléms
budingo histaming atpalaiduojancio faktoriaus egzistavimu [64] arba klaidingai
teigiamu ASST dél bradikinino ar C5a atsiradimo kre$¢jimo proceso metu [70].

Taip pat galimas PE (fikoeritrino fluorochromo), naudojamo anti-IgE Zymeéjimui
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atliekant bazofily aktyvacijos tyrimus, poveikis anti-IgE antikiinams (galbiit PE
neleidZia susijungti antikiinams su IgE) [70]. Sis faktorius gali turéti itakos
klaidingai neigiamiems bazofily aktyvacijos testy rezultatams.

Misy tyrime teigiamas ASST nustatytas 43 (33,6%) pacientams, sergantiems
LD. Tai atitinka kity autoriy duomenis, kai ASST buvo teigiamas 30-60% LD
serganCiy pacienty [17, 64]. Kontrolinés grupés atstovams visais atvejais ASST
buvo neigiamas.

Tarp CD63 Zymens ekspresijos tyrimo ir ASST gavome statistiSkai patikima
koreliacija (r=0,285, p=0,001). CD63 rezultatas reikSmingai skyrési ASST
teigiamoje ir neigiamoje grupése. PanaSius rezultatus skirtingose ASST grupése
pateikia ir kiti autoriai, tyr¢ sergan¢iyjy LD donoro bazofily pavirSiuje CD63 ir
CD203c zymenuy ekspresija [70-75]. CD203c Zymens ekspresijos tyrimo
rezultatai nekoreliavo su ASST (r=0,150, p=0,091). Skirtingas ASST ir CD63 bei
ASST ir CD203c koreliacijas galima paaiSkinti skirtingais CD203c¢ ir CD63
Zymens aktyvacijos mechanizmais bei skirtingu Siy Zymeny tankiu bazofily
paviriuje. Siems rezultatams galéjo turéti jtakos ir tyrimy atlikimo metodiky
skirtumai (CD63 Zymens ekspresijos tyrima atlikome pagal standarting BD
Fastimmune rinkinio tyrimo metodika, o CD203c Zymens tyrimui pritaikéme
K.M. Yasnowsky ir bendraautoriy naudota metodika [75]).

Geresni CD63 Zymens ekspresijos tyrimo jautrumo rezultata, lygindami
CD63 ir CD203c Zymeny tyrimus, gavo P.S. Sudheer ir bendraautoriai, tyre
padidéjusi jautruma raumeny relaksantams [183].

Nustatyta patikima koreliacija tarp CD63 ir CD203c Zymeny ekspresijos
tyrimy (p<0,001). Tac¢iau CD203c Zymens ekspresijos testo plotas po ROC kreive
buvo artimas 0,5 ir p reikSme¢ >0,05, todel padaréme iSvada, kad Sis tyrimas
nepasiZymi geromis prognostinémis savybémis. Tokio rezultato nesitikéjome, nes
zinoma, kad CD203c yra tik bazofilams ir putliosioms lasteléms biidingas Zymuo.
Taigi, jis turéty geriau rodyti bazofily aktyvacija nei CD63 Zymens, kuris
randamas ir kity lasteliy pavirSiuje, nustatymas. Manome, kad ateityje
sergantiems LD CD203c Zymens ekspresijos tyrimus reikéty pratesti, padidinant

tirtamyjy pacienty skai¢iy ir patobulinant CD203c Zymens ekspresijos tyrimo
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atlikimo metodika, siekiant gauti geresnius jautrumo ir specifiSkumo rodikliy
rezultatus. Vertety palyginti bazofily aktyvacijos testy ir histamino atpalaidavimo
testy rezultatus. Butina pacientams, sergantiems LD, standartizuoti naudojamus
bazofily aktyvacijos donoro bazofily pavirSiuje testy atlikimo ir vertinimo
metodikas. Testy standartizacija apsunkina tai, kad LAD diagnostikai naudojamy
testy (ASST, histamino atpalaidavimo testo) jautrumas ir specifiSkumas yra
nedidelis, o jie naudojami kaip atskaitos taskas kity testy jvertinimui.

Padidéjusi ATPO kieki radome 32 (25,0%) pacientams i§ 128 tiriamyjuy,
sirgusiy LD. Tai Zymiai didesnis skai¢ius nei nurodomas bendroje populiacijoje
(6%) [122] ir sutampa sy kity autoriy duomenimiss, rodanciai, kad skydliaukés
antikiinai randami 12-33% pacienty, serganc¢iy LD [124-128]. 9 (28,1%)
pacientams kuriems buvo padidéje ATPO, nustatéme skydliaukés funkcijos
sutrikima: hipotiroz¢ — 4 (12,5%), hipertiroze — 5 (15,6%) pacientams. [domu,
jog hipertirozé nustatyta ir 4 (8,3%) pacientams, kuriems ATPO kiekis buvo
normalus. Tai rodo, kad pacientams, sergantiems LD, reikia tirti ne tik
skydliaukés antikiinus, bet ir skydliaukés funkcija, nepriklausomai ar rasta
antikiiny ar ne. Kitaip nei kai kurie autoriai [28, 129, 125], mes neradome
statistiSkai reikSmingo rySio tarp ATPO ir ASST, o taip pat tarp ATPO ir bazofily
aktyvacijos rodikliy (CD63, CD203c ZzZymeny ekspresijos). E. Nettis ir
bendraautoriai taip pat nenustaté statistiSkai patikimo skirtumo tarp skydliaukés
antikiiny ASST teigiamoje ir neigiamoje grupése [185].

83 pacientams iStyréme ANA ir ANCA. 7 (8,4%) pacientams nustatéme
ANA, 2 (2,4%) — ANCA ir 1 pacientui buvo aptikti abu antikiinai. ANA buvo
nustatyti pacientams, kuriems be LD diagnozuotos sisteminés jungiamojo audinio
ligos, létiniai infekciniai susirgimai ar autoimuninis tiroiditas. Vienas 1§ Siy
pacienty sirgo sistemine raudongja vilklige, vienam buvo jtariama kolagenozg,
dviem pacientams nustatytas padidéjes ATPO kiekis, trims — létinés infekcijos
Zidiniai. Keliems pacientams ANA buvo atsirad¢ laikinai, o tai gal¢jo biiti susije
su infekciniu procesu. ANCA buvo nustatomi reciau ir nebuvo susij¢ su kitomis
ligomis. Y.A. Buss ir bendraautoriai, iStyr¢ 339 pacientus, ANA nustat¢ Zymiai

maziau - 3,5% ir nerado su Siais antikiinais susijusiy lydin¢iy autoimuniniy
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susirgimy [186]. PanaSy ANA dazni — (4%) tarp tirtyju pacienty nurodo E. Toubi
ir bendraautoriai [160]. Misy pacienty grupéje nenustateéme patikimo rysio tarp
ANA ir ANCA bei LAD rodikliy (ASST, CD63, CD203c Zymenu ekspresijos).
A. De Swerdt ir bendraautoriai [70] tyr¢ pacientus, kuriems buvo teigiamas
ASST arba CD63 ekspresijos testas, Zymiai daZniau rasdavo vieng ar daugiau
kity autoantikiiny (jie tyré ANA, ATPO, antitiroglobuling ir antiparietalinius
antikiinus), palyginus su pacientais, kuriems LAD diagnostiniai testai buvo
neigiami.

Dauguma miisy pacienty jvertino ligos aktyvuma “5” arba “6” balais — pagal
6 baly skalg. Kitaip nei kiti tyréjai [158, 159], neradome statistiSkai patikimo
rySio tarp ligos aktyvumo ir ASST, o taip pat ir bazofily aktyvacijos rodikliy
(CD63, CD203c Zymenuy ekspresijos). E. Nettis ir bendraautoriai taip pat nerado
rysio tarp ligos aktyvumo ir ASST [185].

Misy tiriamyjy pacienty labai skyrési ligos trukmé (nuo 2 mén. iki 40 mety).
StatistiSkai patikimo rySio tarp ligos trukmes ir autoreaktyvumo rodikliy (ASST,
CD63, CD203c zymeny ekspresijos) negavome. E. Toubi ir bendraautoriai
nustaté ry$i tarp ligos trukmés ir teigiamo ASST [160], tuo tarpu R. A. Sabroe ir
bendraautoriai tokio rySio nerado [64, 38].

Angioedema misy tirtiesiems pacientams buvo gana daZna. Ji pasireiSke
daugiau nei pusei visy tirty pacienty (76,7%). Angioedema nebuvo daZnesné
LAD sergantiems pacientams, lyginant su kitais, kuriems ASST ir bazofily
aktyvacijos testai buvo neigiami. Daug tyréju nurodo, jog apie pus¢ LD atveju
lydi angioedema [2, 3, 187]. R.A. Sabroe ir bendraautoriai nustat¢ LD ir
angioedemos derini net 85% istirty pacienty [38]. E. Nettis ir bendraautoriai
pacientams, kuriems ASST buvo teigiamas nustaté Zymiai didesni angioedemos
daznj [185].

9,4% miisy apklausty pacienty nurodé padidéjusi jautruma NVNU. Tai
perpus mazesnis skaiCius, nei paprastai pateikiama mokslo darbuose [151, 152].
Panasy jautrumo NVNU dazni (10%) nustaté E. Nettis ir bendraautoriai, tyrg 562
pacientus, sergancius dilgeline [4]. Mes neatlikome provokaciniy testy su NVNU,

0 jautrumg Siems preparatams nustatéme remiantis anamneze. Visiems misy
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pacientams jautrumas NVNU pasireiSkeé greito tipo reakcijomis (dazniausiai tik
dilgélinés/angioedemos paiiméjimu). Dauguma pacienty (83,3%) buvo jautris tik
vienam NVNU preparatui. Mokslo darbuose nurodoma, kad kryZminés reakcijos
NVNU biudingos pacientams, kuriems ASST yra teigiamas [154, 151, 155]. Mes
neradome statistiSkai patikimo skirtumo tarp jautrumo NVNU pacientams,
kuriems buvo teigiami arba neigiami ASST, CD63 ir CD203c Zymenuy
ekspresijos tyrimai.

Netgi 44,5% miusy tirty pacienty iprastinis gydymas vien Il-os kartos
antihistamininiais preparatais nebuvo veiksmingas. B. Wedi nurodo, jog gydant
LD serganCius ligonius antihistamininiais preparatais, trec¢daliui ju nebuvo
pasiektas geras gydymo efektas [25]. Sis nedidelis skirtumas su misy tyrimo
rezultatais gali buti paaiSkinamas tuo, kad savo pacientams skyréme iprastines
arba, nesant efekto, dvigubas antihistamininiy preparaty dozes, bet nedidinome ju
iki 4 karty (kaip rekomenduoja Europos alergology ir klinikiniy imunology
akademijos ekspertai). Mes nustatéme reikSminga gydymo antihistamininiais
preparatais veiksmingumo skirtuma (p=0,028) tarp ty pacienty, kuriems ASST
buvo teigiamas ir kuriems jis buvo neigiamas. Teigiamo ASST grupés pacienty
gydymo veiksmingumas antihistamininiais preparatais daZniau buvo
nepakankamas palyginti su neigiamo ASST grupe. Tai irodo, kad pacientams,
kuriy serume yra histaming atpalaiduojanciy faktoriy, LD eiga agresyvesné ir

jiems dazniau tenka skirti gydyma alternatyviais preparatais.
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10 ISvados

1. Bazofily aktyvacijos Zymeny ekspresija (CD203c ir CD63) reikSmingai
didesn¢ sergantiesiems létine dilgeline, palyginti su sveikais asmenimis. Tai
leidzia itarti, kad serganCiyjuy létine dilgéline kraujo serume yra histaming
atpalaiduojanciy faktoriy (galbiit funkcisSkai aktyviy autoantikiiny).

2. Optimali bazofily CD63 ir CD203¢c Zymenuy ekspresijos tyrimy ribiné
verté yra 10%.

3. Naudojant 10% ribing vert¢ autoimuninei létinés dilgelinés kilmei
nustatyti, bazofily CD63 Zymens ekspresijos tyrimo jautrumas buvo 55,8%,
specifiSkumas — 72,9%, o CD203c tyrimo jautrumas — 55,8%, specifiSkumas —
60,0%.

4. Bazofily CD63 Zymens ekspresijos tyrimo rezultatai patikimai koreliuoja
su odos testu naudojant autologini seruma ir su CD203c Zymens ekspresijos testo
rezultatais. Patikimos CD203c Zymens koreliacijos su odos testu naudojant
autologini seruma neradome.

5. Bazofily CD63 Zymens ekspresijos tyrimas, nustatant autoimuning
dilgélinés kilme, pasiZymi geresnémis prognostinémis savybémis, palyginti su
CD203c zymens ekspresijos tyrimu, todél gali buti naudojamas létinei
autoimuninei dilgélinei diagnozuoti.

6. Patikimos koreliacijos tarp odos testo naudojant autologini seruma,
bazofily CD63 bei CD203c Zymeny ekspresijos tyrimy ir kity autoimunizacijos
rodikliy (ATPO, ANA, ANCA) nenustatyta.

7. ReikSmingos sasajos tarp odos testo naudojant autologini seruma, bazofily
CD63 bei CD203c Zymenuy ekspresijos tyrimy ir ligos aktyvumo, jos trukmes,
angioedemos pasireiSkimo, padidéjusio jautrumo nesteroidiniams vaistams nuo
uzdegimo nerasta.

8. Nustatéme, kad iprastinis gydymas antihistamininiais preparatais yra
maziau veiksmingas pacientams, kuriems odos testas naudojant autologini

seruma teigiamas.
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11 Rekomendacijos

Pacientams, sergantiems létine  dilgeline, rekomenduojama tirti
autoreaktyvumo rodiklius, nes létine dilgeliné daZznai susijusi su autoimuniniu
ligos i§sivystymo mechanizmu. Tai svarbu ligos prognozei ivertininti ir gydymui
parinkti. Pacientams, sergantiems létine dilgéline, nenustacCius tiesioginés ligos
priezasties, rekomenduojame atlikti odos testa su autologiniu serumu.

CD63 Zymens ekspresijos atopinio donoro bazofily pavir§iuje tyrima
sitlome naudoti létinei autoimuninei dilgélinei diagnozuoti. Tyrimo vertinimui
siilome taikyti 10% ribing verte. Sis tyrimas neinvazinis, o rezultatas suZinomas
per kelias valandas. Paruosta paciento seruma galima uZSaldyti ir tyrimg atlikti
patogiu laiku. Tyrimas ypa¢ naudingas tais atvejais, kai jodinio testo atlikti
neimanoma, pavyzdZiui, nesant galimybés nutraukti gydymo antihistamininiais
preparatais; esant rySkiam dermografizmui; maziems vaikams.

Visiems pacientams, sergantiems létine dilgéline, sitilome tirti antikiinus
prie§ skydliaukés mikrosomy peroksidaz¢ (ATPO) dél autoimuninio tiroidito.
Taip pat visiems pacientams rekomenduojame tirti TTH, nes skydliaukés
funkcijos sutrikimas gana daZnas sergant létine dilgéline, netgi esant normaliam
ATPO kiekiui ir gali turéti itakos ligos eigai.

poZymiai.
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12 Priedai

1 Priedas. Dilg¢linés aktyvumo vertinimas [188]

Balai Piksliy pobiudis NieZzulys
0 Néra Néra
1 Lengvos eigos (<20 puksliu/24 val.) Nedidelis
2 Vidutinio sunkumo (21—50 piiksliy/ 24 val.) Vidutinis
3 Intensyvus (>50 puksliw/ 24 val. ar didelés susiliejan¢ios) | Stiprus
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2 Priedas. Serganciojo dilgéline klausimynas [188]

AR S A O S

[S—
e

1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Ligos pradzia.

Piiksliy daZnis, trukmé.

Beérimy pokytis per para.

Piiksliy forma, dydis, iSsidéstymas.

Angioedema.

Subjektyvis gretutiniai simptomai (nieZéjimas, skausmas, kiti).
Seiminé anamnezé: dilgéling, atopinés ligos.

Anksciau persirgtos ar esamos ligos: alergija, infekcija, vidaus ligos, kitos.
Fizinio veiksnio ar kriivio jtaka.

Vartojami vaistai: NVNU, injekcijos, imunizacija, hormonai, viduriy
laisvinamieji, Zvakutés, lasai i akis, ausis, alternatyvis.

Maisto itaka, ypatybés.

Rikymas.

Darbo pobiudis.

Hobis.

RySys su savaitgaliais, Svenciy ar iSvyky dienomis.
Chirurginiai implantantai.

Reakcija { vabzdziy igélima.

RySys su menstruacijomis.

Atsakas i gydyma.

Stresas.

Dilgélinés nulemti gyvenimo kokybés pokyciai.
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3 Priedas. CD203c ir CD63 tyrimy histogramos ir normaliojo skirstinio kreiveés
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4 Priedas. ROC kreivés koordinatés

CD63 CD203c
Testas Testas
teigiamas jeigu teigiamas jeigu
>uz Jautrumas 1 —Specifiskumas >uz Jautrumas 1 — SpecifiSkumas
-0,860 1,000 1,000 -0,420 1,000 1,000
0,170 0,977 1,000 0,860 1,000 0,988
0,300 0,977 0,988 1,170 1,000 0,976
0,435 0,977 0,976 1,215 1,000 0,965
0,515 0,977 0,965 1,235 1,000 0,953
0,650 0,977 0,953 1,245 1,000 0,941
0,765 0,977 0,941 1,275 0,977 0,941
0,795 0,977 0,929 1,320 0,953 0,929
0,835 0,977 0,918 1,370 0,930 0,929
0,875 0,977 0,906 1,415 0,930 0,906
0,885 0,977 0,894 1,440 0,930 0,882
0,975 0,977 0,882 1,470 0,907 0,882
1,065 0,977 0,871 1,495 0,884 0,882
1,085 0,977 0,859 1,510 0,814 0,871
1,165 0,953 0,859 1,525 0,814 0,859
1,240 0,930 0,859 1,540 0,814 0,847
1,275 0,930 0,847 1,575 0,814 0,835
1,400 0,930 0,824 1,605 0,814 0,824
1,565 0,930 0,812 1,630 0,791 0,824
1,765 0,930 0,800 1,675 0,791 0,812
1,925 0,930 0,788 1,705 0,721 0,788
2,045 0,907 0,788 1,720 0,721 0,776
2,220 0,907 0,776 1,765 0,721 0,765
2,400 0,884 0,776 1,850 0,721 0,753
2,600 0,884 0,765 1,950 0,674 0,753
2,800 0,884 0,753 2,035 0,674 0,741
2,950 0,884 0,741 2,135 0,674 0,729
3,050 0,884 0,729 2,300 0,674 0,706
3,150 0,860 0,729 2,450 0,674 0,671
3,215 0,837 0,718 2,550 0,674 0,659
3,270 0,837 0,706 2,665 0,674 0,635
3,455 0,837 0,694 2,815 0,674 0,624
3,700 0,814 0,659 3,150 0,674 0,612
3,850 0,814 0,647 3,730 0,674 0,588
3,925 0,814 0,635 4,380 0,651 0,588
3,985 0,814 0,624 4,750 0,651 0,576
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CD63 CD203c
Testas Testas
teigiamas jeigu teigiamas jeigu
>uz Jautrumas 1 —Specifiskumas >uz Jautrumas 1 — SpecifiSkumas
4,260 0,791 0,624 5,050 0,651 0,565
4,510 0,791 0,612 5,600 0,651 0,553
4,560 0,791 0,600 6,000 0,628 0,553
5,050 0,791 0,588 6,200 0,628 0,529
5,650 0,767 0,588 6,400 0,605 0,529
5,880 0,744 0,576 6,650 0,605 0,518
5,985 0,744 0,565 7,000 0,605 0,506
6,120 0,744 0,553 7,300 0,581 0,506
6,315 0,744 0,541 7,550 0,581 0,494
6,500 0,744 0,529 7,750 0,558 0,494
6,625 0,744 0,506 7,930 0,558 0,482
6,775 0,744 0,494 8,180 0,558 0,471
7,200 0,744 0,482 8,450 0,558 0,459
7,550 0,744 0,471 8,650 0,558 0,447
7,675 0,744 0,435 8,950 0,558 0,435
7,775 0,721 0,435 9,550 0,558 0,424
7,850 0,721 0,412 10,200 0,558 0,400
7,960 0,698 0,412 10,550 0,558 0,388
8,060 0,698 0,400 10,650 0,558 0,376
8,150 0,698 0,388 10,950 0,558 0,365
8,300 0,698 0,376 11,450 0,535 0,365
8,500 0,698 0,365 11,900 0,512 0,365
8,645 0,674 0,353 12,200 0,488 0,365
8,695 0,674 0,341 12,450 0,488 0,353
8,750 0,674 0,329 13,000 0,488 0,341
8,850 0,674 0,318 13,600 0,488 0,329
8,955 0,674 0,306 13,850 0,442 0,329
9,080 0,651 0,306 14,000 0,442 0,318
9,275 0,628 0,306 14,250 0,419 0,318
9,450 0,628 0,294 14,550 0,419 0,306
9,650 0,605 0,294 14,950 0,419 0,294
9,850 0,581 0,271 15,250 0,395 0,294
10,250 0,558 0,271 15,800 0,372 0,271
10,750 0,558 0,259 16,400 0,349 0,259
10,950 0,535 0,247 16,600 0,326 0,259
11,200 0,512 0,247 16,800 0,326 0,247
11,500 0,512 0,235 17,050 0,302 0,235
11,700 0,465 0,235 17,350 0,302 0,224
11,900 0,442 0,235 17,550 0,302 0,212
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CD63 CD203c
Testas Testas
teigiamas jeigu teigiamas jeigu
>uz Jautrumas 1 —Specifiskumas >uz Jautrumas 1 — SpecifiSkumas
12,100 0,442 0,224 17,800 0,279 0,200
12,300 0,442 0,212 18,150 0,256 0,200
12,450 0,442 0,200 18,550 0,256 0,176
12,850 0,442 0,188 18,850 0,233 0,176
13,250 0,442 0,176 19,000 0,233 0,165
13,600 0,419 0,176 19,500 0,233 0,153
14,000 0,395 0,176 20,000 0,233 0,141
14,200 0,395 0,165 20,150 0,209 0,129
14,450 0,395 0,153 20,450 0,186 0,129
14,650 0,395 0,141 20,750 0,186 0,118
15,050 0,372 0,141 21,000 0,186 0,094
15,750 0,349 0,129 22,200 0,163 0,094
16,200 0,326 0,129 24,550 0,140 0,094
16,350 0,302 0,129 26,350 0,140 0,082
16,900 0,302 0,118 27,975 0,116 0,082
17,750 0,302 0,106 29,925 0,116 0,071
18,200 0,302 0,094 31,300 0,093 0,071
18,500 0,302 0,082 32,750 0,093 0,059
18,900 0,302 0,071 33,650 0,093 0,047
19,400 0,279 0,071 34,830 0,070 0,047
20,150 0,279 0,059 37,280 0,070 0,035
20,850 0,279 0,047 38,900 0,070 0,024
21,150 0,256 0,047 44,150 0,070 0,012
21,850 0,256 0,035 51,550 0,047 0,012
22,800 0,233 0,035 56,350 0,023 0,012
23,900 0,209 0,035 62,250 0,023 0,000
25,150 0,186 0,035 66,800 0,000 0,000
26,750 0,186 0,024
27,950 0,163 0,024
29,150 0,163 0,012
32,135 0,140 0,012
35,935 0,116 0,012
38,950 0,093 0,012
40,350 0,070 0,012
42,200 0,047 0,012
51,650 0,023 0,012
60,050 0,000 0,012
61,500 0,000 0,000
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