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Sazetak

Laboratorijska dijagnostika alergija evoluirala je od pocCetnog odredivanja broja eozinofilnih
bilo je otkrivanje imunoglobulina E (IgE), ukljuCujuci odredivanje najprije koncentracije ukupnoga
IgE (ulgE), a potom i koncentracije specificnoga IgE (sIgE) te eozinofilnoga kationskog proteina
(ECP). Pocetkom 21. st. poCinju se primjenjivati naprednije metode kao Sto je komponentna
odnosno molekulska dijagnostika kojima se odreduje koncentracija slgE-a prema pojedina¢nim
alergenskim komponentama/molekulama, kao i ispitivanje aktivacije bazofilnih granulocita (BAT)
ex vivo. Svaka od spomenutih metoda ima svoje domete, odnosno specificne mogucnosti, ali i
ogranicenja. Odredivanje ulgE-a primjenjuje se za probir osoba s poveéanom koncentracijom IgE-a;
atopija se dokazuje temeljem specificne preosjetljivosti, tj. pozitivnim prick-testom i pove¢anom
koncentracijom slgE-a. Pri tome na opéenitom kliniCkom planu atopija podrazumijeva tri stanja
(atopijski dermatitis, astmu, alergijski rinitis) kod kojih se o¢ekuje povec¢ana koncetracija sIgE-a.
Komponentna dijagnostika otkriva prave i krizno-reaktivne alergenske molekule i omogucéuje
procjenu stupnja tezine bolesti. Odredivanjem ECP-a i BAT-a ispituje se funkcionalna sposobnost
eozinofilnih i bazofilnih granulocita. Opisane metode, osobito komponentna dijagnostika i
BAT, znacajno pridonose da lijeénik na temelju anamneze, klinicke slike i ostalih dijagnostickih
postupaka in vivo postavi dijagnozu i primijeni odgovarajuu terapiju. Danas je zapocela era
primjene tehnologija ,,omike“ (npr. genomike i proteomike) kao i metoda umjetne inteligencije koje,
uz umjetnu inteligenciju za analizu podataka, vode u personaliziranu alergolosku dijagnostiku.

Kljucne rijeci: laboratorijska dijagnostika, IgE, komponentna dijagnostika, tehnologije omike,
umjetna inteligencija

Advantages and Limitations of Laboratory Allergy Diagnostics

Summary

Laboratory diagnostics of allergies has evolved from the initial determination of eosinophil
granulocytes count in the blood to more sophisticated, sensitive and specific methods. Advances
in diagnostics was the discovery of immunoglobulin E (IgE), including the determination of the
concentration of total IgE (tIgE), and then the concentration of specific IgE (sIgE) and eosinophil
cationic protein (ECP). At the beginning of the 21t century, more advanced methods began to be used,
such as component resolved diagnostics, in which the concentration of sIgE to individual allergen
components/molecules is measured, as well as testing the activation of basophil granulocytes ex
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vivo. Each of the mentioned methods has its diagnostic scope, that is, specific advantages, but
also limitations as well. Determination of tIgE is used to screen people with atopy; sIgE indicates
the allergens that led to sensitization; component resolved diagnosis detects genuine and cross-
reactive allergen molecules. By determining ECP and BAT, the functional ability of eosinophilic
and basophilic granulocytes is examined. The described methods, especially component resolved
diagnosis and BAT, significantly help the physician, based on the history, clinical picture and other
diagnostic procedures in vivo, to make a diagnosis and apply appropriate therapy. Today, the era of
the application of “omics” technologies (e.g. genomics and proteomics) has begun, which, together
with artificial intelligence for data analysis, lead to personalized allergy diagnostics.

Keywords: laboratory diagnostics, IgE, component resolved diagnostics, omics technologies,
artificial intelligence

1. Uvod

specificnih IgE-a (sIgE) prema ekstraktima
lako bi se povijesno gledano pocetak alergena. S usavrSavanjem imunokemijskih
laboratorijske  dijagnostike alergija mogao metoda mijenjale su se i metode za odredivanje

pripisati Paulu Ehrlichu koji je 1879. godine IgE-a (ulgE-a i slgE-a), od radioizotopnih
uveo diferencijalno bojenje i mikroskopski (RIST, od engl. radioimmunosorbent test;
pregled eozinofilnih granulocita (1), pocetak RAST, od engl. radioallergosorbent test),
specificne laboratorijske dijagnostike ipak se  enzim-imunokemijskih (EIA, od engl.
povezuje s otkricem imunoglobulina E (IgE), enzyme-immunoassay), do fluoro-enzim-

koji su 1966. god. otkrili te opisali godinu imunokemijskih (FEIA, od engl. fluoroenzyme-

dana kasnije Kimishige i Teruko Ishizaka (2).
Najprije se odredivala koncentracija ukupnog
IgE-a (ulgE), a od 1974. god. i koncentracija

immunoassay) i kemiluminiscentnih (CLIA, od
engl. chemiluminescent immunoassay) metoda
(slika 1).

1966. 1989. 2022.
otkrice slgE individualni
IgE-a (FEIA) * genetski
profili
1967. 1997. 2023.
ulge sIgE 2005. 2019. prediktivni
(RIST) (CLIA) BAT proteomika modeli
4
1879. 1981. 1998. . 2021. =
eozinofilni sigE EShpanEniia nterpretacta
ranulociti (EIA) dijagnostika multiomskih
g (singlepleks) podataka
2009. 2023.
w7 1990. Komponentna analiza podataka
RSJ[AQSET ECP / dijagnostika urealnom
( ) triptaza (multipleks) vremenu

Slika 1. Vremeplov laboratorijske dijagnostike alergija. BAT - test aktivacije bazofilnih granulocita

(od engl. basophil actvation test); CLIA - kemiluminiscentni imunokemijski test (od engl. chemiluminescent

immunoassay); ECP - eozinofilni kationski protein (od engl. eosinophil cationic protein); EIA - enzim-imunokemijski

test (od engl. enzyme-immunoassay); FEIA - fluoro-enzim-imunokemijski test (od engl. fluorescent enzyme

immunoassay); RIST - radioimunosorbent test (od engl. radioimmunosorbent test); RAST - radioalergosorbent test
(od engl. radioallergosorbent test); sIgE - specificni ISE. * = zlatni standard.
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U specijaliziranim Kklinickim laboratorijima se
od 1999. godine primjenjuje komponentna
(molekulska) dijagnostika za odredivanje kon-
centracije slgE-a prema pojedinacnim aler-
genskim molekulama, a od 2009. kao
multiparametrijska metoda istodobnog odredi-
vanja slgE-a prema veéem broju alergenskih
molekula (3). Testom BAT, koji se u laboratorijskoj
praksi poCeo primjenjivati 2005. godine, prati se
aktivacija i degranulacija bazofilnih granulocita
u uvjetima ex vivo (4). Parametri laboratorijske
dijagnostike alergija mogu se upotrijebiti kao
dijagnosticki, prognosticki, prediktivni i/ili
farmakodinamski biomarkeri.

U vrijeme brzog razvoja laboratorijske medicine
zadnjih su se godina pocele primjenjivati meto-
de iz podrucCja omike (genomike, proteomike,
epigenomike, transkriptomike, metabolomike)?
kao i modeli umjetne inteligencije (npr. strojno
ucenje, dubinsko ucenje, neuronske mreze, sta-
tistiCko grupiranje i dr.).> Zajednicko svojstvo
spomenutih metoda je analiza ogromne kolici-
ne laboratorijskih i klinickih podataka. U alergo-
logiji u kojoj se preklapaju genetika, imunologi-
ja, biokemija, klinicka i laboratorijska medicina,
vazno je poznavati domete laboratorijske aler-
goloske dijagnostike, kako bi se dobiveni rezul-
tati mogli racionalno primijeniti u dijagnostici i
terapiji svakoga pojedinog pacijenta.

2. Eozinofilni granulociti i eozinofilni

kationski protein

U osoba s alergijom prisutna je eozinofilija
manjeg ili veCeg stupnja, kao pokazatelj
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migracije eozinofilnih granulocita iz kosStane
srzi u cirkulaciju, a potom u tkiva zahvaéena
alergijskom upalom. U zahvaéenim se tkivima
nakupljaju unutar 24 sata nakon izlozenosti
uzrocnome alergenu. Stoga prvih nekoliko sati
od pocetka akutne alergijske reakcije njihov broj
u cirkulaciji moze biti normalan, sve dok novi
eozinofilni granulociti ne dospiju iz koStane srzi.
Povecan broj eozinofilnih granulocita u obrisku
nosne sluznice, iskasljaju ili induciranom
iskasljaju je biomarker kako alergijske upale
tako i stupnja tezine alergijske upale (5).
Odredivanje broja eozinofilnih granulocita je
jednostavno, dostupno, jeftino i ne zahtijeva
dodatnu opremu. Nedostatci postupka odnose
se na nisku specificnost, Cinjenicu da ne
pokazuje stupanj aktivacije ili degranulacije te
da ima veliku intraindividualnu varijabilnost.

Osim broja eozinofilnih granulocita u cirkulaciji
danas se odredivanjem koncentracije eozino-
filnoga kationskog proteina, ECP-a, citotoksi¢nog
produkta velikih granula eozinofilnih granuloci-
ta, prati njihova funkcionalna aktivnost.
ECP bolje od periferne eozinofiije ukazuje
na intenzitet alergijske upale. Pri tome valja
znati da su najviSe koncentracije zabiljezene
kod metazoarnih parazitoza. Najkorisniji je u
prilagodavanju kortikosteroidne terapije kod
astme i stjecanju uvida u intenzitet alergijske
upale kod atopijskog dermatitisa (6). Za
razliku od broja eozinofilnih granulocita, ECP
odrazava aktivaciju eozinofilnin granulocita.
Svakodnevna je praksa pokazala da zbog intra-
individulnih cirkadijalnih i sezonskih varijacija
koncentracije ECP-a postoje ogranicenja/

1 DijagnostiCki biomarkeri ukazuju na prisutnost bolesti. Prognostic¢ki biomarkeri predvidaju progresiju ili ishod bolesti

bez obzira na primijenjenu terapiju. Prediktivni biomarkeri ozna¢avaju vjerojatnost ucinkovitosti odredene terapije.
Farmakodinamski biomarkeri pokazuju farmakolosku aktivnost lijeka, je li doSlo do ucinka lijeka i omogucuju
prilagodavanje doze lijeka u stvarnom vremenu.

Genomika je interdisciplinarno podrucje molekularne biologije usmjereno na strukturu, funkciju, evoluciju, mapiranje
i uredivanje genoma; Transkriptomika podrazumijeva proucavanje transkriptoma organizma, tj. zbroja svih njegovih
RNA transkripata. Proteomika je interdisciplinarna znanost koja proucava proteine, posebno proteom, koji obuhvaca
cijeli skup proteina koje proizvodi organizam ili stanica. Metabolomika proucava male molekule ili metabolite unutar
bioloskih sustava poput stanica, tkiva ili bioloskih tekucina. Epigenomika ispituje utjecaj okoliSnih faktora na regulaciju
gena.

Umjetna inteligencija - simulacija procesa ljudske inteligencije pomocu strojeva ili racunalnih sustava; strojno uc¢enje
(machine learning) - poddomena umjetne inteligencije koja usmjerena na razvoj algoritama i modela koji pomazu
strojevima da uce iz podataka i predvidaju trendove i ponasanja bez ljudske pomoci; dubinsko ucenje (deep learning)
- poddomena strojnog ucenja primjenjuje umjetne neuronske mreZe za obradu i analizu znac¢ajne koliine podataka;
neuronske mreze (neural network) - tehnika dubinskog ucenja dizajnirana da nalikuje strukturi ljudskog mozga;
statisticko grupiranje (clustering) - metoda strojnog ucenja koja automatski dijeli skup podataka na grupe (klastere)
na temelju slicnosti izmedu uzoraka.
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nedostatci odredivanja ECP-a (7). Da bi se
izbjegle predanaliticke interferencije, bilo
klinicke (eozinofilja uzrokovana parazitima,
virusne infekcije, terapija kortikosteroidima,
poCetak alergen-specificne  imunoterapije,
AIT) ili laboratorijske (temperatura i duljina
zgruSavanja uzorka krvi, vrsta uzorka, tj. serum
a ne plazma, hemoliza, lipemija), potrebno je
standardizirati uzorkovanje krvii obradu uzorka.
Pod tim uvjetima ECP se moze primijeniti kao

prognosticki, prediktivni i farmakodinamski
biomarker.
3. Ukupni IgE

Odredivanje koncentracije ulgE-a u serumu
primjenjuje se kao priblizna metoda probira
osoba s atopijom (8). Prednost metode je
Sto je kvantitativna i standardizirana prema
standardu Svjetske zdravstvene organizacije.
Pri odredivanju koncentracije u serumu mjeri se
slobodni IgE, a ne onaj vezan na FceRl receptore
na bazofilnim granulocitima ili mastocitima.
Serumska koncentracija ulgE-a zdravih osoba
mijenja se od veoma niskih vrijednosti u
dojenackoj dobi (< 20 kIU/L) do visestruko
veéih vrijednosti poslije desete godine Zivota
(< 105 KkIU/L) te u odrasloj dobi (< 120 kIU/L).
Koncentracija ulgE-a u oko 5% osoba bez
atopije ve€a je od gornjih referentnih granica,
a u oko 10% osoba s atopijom koncentracija
ulgE-a je unutar referentnih intervala (9). Indeks
poveéanja koncentracije IgE-a podjednak
je u osoba s atopijom i u osoba bez atopije.
Vrijednosti ulgE-a unutar referentnih intervala
moraju se oprezno tumaciti i zbog varijacija
uzrokovanih sezonskoj izloZzenosti pojedinim
alergenima. Referentni intervali za ulgE osim
0 dobi (8, 9) i geografskom porijeklu ispitanika
ovise i 0 metodama odredivanja, kao Sto su
npr. turbidimetrijska metoda, FEIA (referentna
metoda za ulgE) i CLIA (10). Zbog toga je za
longitudinalno pracenje vrijednosti ulgE u
iste osobe njegovu koncentraciju potrebno
odredivati istom metodom.

Ako postoji opravdana klinicka sumnja na
alergiju potrebno je odrediti koncentracije sIgE-a
na moguée uzroCne alergene na koje ukazuju
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anamneza, klinicka slika i rezultati koznoga
ubodnog testa. Prednosti odredivanje ulgE-a
podrazumijevaju probir pacijenata s atopijom,
procjenu rizika za alergiju i stupanj tezine
simptoma alergije. Potrebno je imati u vidu
¢injenicu da se kod preosjetljivosti na sezonske
inhalacijske alergene vrSna koncentracija
ulgE-a dostize 4 do 6 tjedana nakon vrhunca
peludacije; najmanje vrijednosti postoje prije
sezone peludacije. Nakon 50. godine zivota
koncentracija IgE-a postupno se smanjuje.
Buduéi da ulgE moze biti nespecificno povecan
i u raznim drugim stanjima (niska specificnost
kod npr. parazitoze, maligne bolesti) njegova
dijagnosticka vrijednost ovisi o ukupnom
klinickom i laboratorijskom kontekstu.

4. Specificni IEE

Odredivanje koncentracije slgE-a provodi se
na temelju anamneze, klinicke slike pacijenta,
povecanog ulgE-a i rezultata koznih testova. Cilj
je otkriti alergen na koji je pacijent senzibiliziran,
pa se sIgE moze smatrati dijagnostickim
biomarkerom senzibilizacije i dokazom atopije.
U tu se svrhu odreduju koncentracije slgE-a
prema alergenima (ekstraktima alergena)
grinja (npr. Dermatophagoides pteronyssinus,
Der p; Dermatophagoides farinae, Der f), raznih
peluda stabala (npr. breza - Betula verrucosa,
Bet v; lijeska - Corylus avellana, Cor a), korova
(npr. limundzik - Ambrosia artemisifolia,
Amb a; crni pelin - Artemisia vulgaris, Art v),
trava (npr. oStrik - Dactylis glomerata, Dac
g; livadarka - Poa pratensis, Poa p), epitela
Zivotinja (npr. macka - Felix, Fel d; pas - Canis,
Can f), plijesni (npr. Aspergillus fumigatus, Asp
f), hrane (npr. Kikirki - Arachis hypogaea, Ara h,
losos - Salmon, Sal s), itd. Pozitivan nalaz znak
je senzibilizacije, ali ne nuzno i uzrok alergijske
reakcije (11). Ako se povecana koncentracija
slgE-a moZe povezati sa simptomima alergije
i rezultatima koznoga prick testa, vjerojatno je
otkriveni alergen uzrok alergijskih simptoma.
Pritom rezultat koznog testiranja i slgE-a ne
moraju uvijek biti sukladni. Razlika proizlazi
iz ¢injenice da je kozni test rezultat lokalne
aktivacije mastocita odnosno trenutne kozne
reaktivnost, a sIgE odrazava sistemsku reakciju,
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pri c¢emu koncentracija slgE-a ovisi o vremenu
proteklom od kontakta pacijenta s uzro¢nim
alergenom, primjerice sezonskim alergenima,
lijekovima (npr. penicilin) ili alergenima otrova
opnokrilaca (pCela, osa, strsljen). Stoga
kod odredvanja koncentracije slgE-a prema
sezonskim alergenima iliIgE-a prema nutritivnim
alergenima krv treba uzorkovati od 2 - 3
tjedna do 6 mjeseci nakon pocetka peludacije
odnosno konzumacije namirnice za koju se
pretpostavlja da je uzrokovala alergiju, jer su
tada vrijednosti najvece (5). Veéina istrazivanja
pokazala je da kozni test ima veéu osjetljivost
(postotak pozitivnih medu stvarno pozitivhim
rezultatima) u odnosu na slgE. Dijagnosticka
specificnost (postotak negativnih medu stvarno
negativnim rezultatima) je podjednaka kod oba
testa (12). Metodu odredivanja slgE-a ne ometa
primjena antihistaminika. Analiticke metode
mogu pouzdano odrediti koncentraciju slgE-a
u rasponu od 0,35 do 100,0 kU,/L. Umjereno
povecCanje koncentracije sIge > 3,51 kU,/L
(razred 3), za veéinu alergena zahtijeva dodatnu
analizu klinickih podataka i koznih testova.
Znacajnim povecanjem smatraju se vrijednosti
> 17,5 kU,/L (razredi 4, 5, 6). Odredivanje
slgE-a omogucilo je klasifikaciju alergena u dvije
skupine: i) glavne (major) alergene, koji mogu
inducirati kozni ubodni test u > 90 % alergicnih
osoba i ii) sporedne (minor) alergene koji daju
pozitivni prick test u < 20 % osoba alergicnih
na isti alergenski izvor, npr. pelud breze ili
jaje. Cjelogodisnja izloZzenost manjim dozama
alergena (npr. grinje iz kuéne prasine) inducira
veCu sintezu slgE-a nego sezonska izloZenost
vecem broju peludnih alergena.

lako smanjenje koncentracije slgE-a nakon AlT-a
nije linearno, sIgE je vazan pokazatelj imunosne
promjene (13, 14). Zbog stimulacija imunosnog
sustava prolazno se povecava koncentracija
slgE-a unutar prvih tri do Sest mjeseci (15). Od
6. do 12. mjeseca koncentracija se stabilizira
te se zbog supresije Th2-odgovora, sinteza
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slgE-a smanjuje, pa se i koncentracija u serumu
postupno smanjuje i zamjenjuje IgG4 blokadnim
protutijelima. Dvije do tri godine od pocetka
AlT-a koncentracije sIgE se smanje za 30 - 50
%. Nastavkom AlT-a koncentracije sIgE se i dalje
lagano smanjuju, ali se nikad sasvim ne izgube.
Kod veéine pacijenata se dvije do pet godina od
poCetka AlT-a prati znaCajno smanjenje slgE-a
u odnosu na pocetne vrijednosti (16). Prema
tome, slgE je i farmakodinamski biomarker.

Buduéi da vrijednosti parametara koji se
odreduju imunokemijskim metodama ovise
0 primijenjenoj metodi, pri longitudinalnom
pracenju koncentracije slgE-a potrebno je
primijeniti istu metodu (npr. FEIA ili CLIA).
Medutim, bolji pokazatelj uspjeha AlT-a je
odredivanje 1gG4 i BAT-a. Klinicko poboljSanje
uocava se veé u prvih 3 - 6 mjeseci, a nerijetko
i prije toga (2 mjeseca). Brze reagiraju simptomi
alergijskog rinokonjunktivitisa (2 mjeseca),
nego astme (6 - 12 mjeseci), i poboljSanje prije
nastupa kod alergije na pelud i grinje, nego
plijesni i zivotinjske dlake. UCinak obi¢no potraje
nekoliko godina nakon prekida AlT-a, ali se
zatim slIgE ponovno povecava (17). Ogranicenja
odredivanja slgE-a odnose se na Cinjenicu da
se upotrebljavaju ekstrakti alergena, pa se ne
mogu razlikovati pravi i krizno-reaktivni alergeni.

5. Komponentna dijagnostika

Znacajan napredak u laboratorijskoj dijagnostici
alergija predstavlja komponentna (CRD, od
engl. Component Resolved Diagnostics) ili
molekulska dijagnostika, kod koje se odreduje
koncentracija slgE-a prema pojedinacnim aler-
genskim molekulama, Sto znaci da omogucuje
procjenu obrasca alergijske senzibilizacije
na molekulskoj razini (11, 18). Do sada je
izoliran ili proizveden veéi broj prirodnih*
odnosno rekombinantnih® molekula pojedinih
alergenskih proteina koje se primjenjuju u
testu, kao Sto su npr. molekule breze Betula

4 Molekule prirodnih (natural, n) alergena dobivaju se prociSéavajnjem alergenskih ekstrakata kemijskim, kromatograf-
skim, elektroforetskim i/ili imunoafinitetnim metodama. Tako se dobivaju npr. alergenske molekule proteina breze (Bet
v1), ambrozije (nAmb al), kikirikija (Ara h 8), mlijeka (nBos d 4, nBos d 5, nBos d 6, nBos d 8), itd.

5 Rekombinantne alergenske komponente proizvode se metodama genetskog inZenjerstva. Sluze za dobivanje npr.
rekombinantnih (r) alergenskih molekula, npr breze (rBet v1, rBet v2, rBet v4, itd.), ose (rVes v 1, rVes v 3, rVes v 5),
lateksa (rHev b 5) pCelinjeg otrova (rApi m1, rApi m2, rApi m10).
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verrucosa (8 molekula, npr. Bet v 1, Bet v 2,
Bet v 4), livadne madice Phleum pratense (12
molekula, npr. Phl p 1, Phl p 4, ), masline Olea
europea (15 molekula, npr Ole e 1, Ole e 7, Ole
e 9), grinje Dermatophagoides pteronyssinus
(> 20 molekula, npr. Der p 1, Der p 2, Der p
10). Alergenske molekule su prema kemijskoj
strukturi proteini odnosno peptidi i pripadaju
razlicitim vrstama/porodicama (19), od kojih su
neke prikazane u tablici 1.

Molekule alergena mogu biti prave i krizno-
reaktivne. Krizna reaktivnost definira se
kao sposobnost slgE-a da se osim na prave
alergenske molekule veze na druge homologne
alergenske molekule. Dok ¢e prave alergenske
molekule u osoba s atopijom pokrenuti klinicki

Pregledni znanstveni rad

znacajne simptome alergije (npr. anafilaksiju ili
angioedem, urtikariju), krizno-reaktivne moleku-
le potaknut ¢e slabi imunosni odgovor, odnosno
blaze klinicke simptome, npr. oralni alergijski
sindrom (OAS). OAS je sindrom Kkoji nastaje
u kriznim reakcijama izmedu inhalacijskih
alergenskih molekula peluda stabala, korova i
trava i nutritivnih alergenskih molekula sirovog
voca i povréa. Primjerice, osobe s dokazanom
preosjetljivoSéu na molekule Amb a 8 i Bet v
2 mogu imati kriznu reakciju s alergenskim
molekulama lubenice, dinje, krastavaca, tikve
(20). Slicno, alergenska molekula breze Betv 1
(uzroCnik alergije diSnih putova), uzrokuje OAS
zbog krizne reaktivnosti s molekulama sirovih
plodova jabuke, tresSnje, kruske, kikirikija (Mal d
1, Pru ar 1, Pyr ¢ 1, Ara h 8). TermiCka obrada i

Tablica 1. Pripadnost pojedinih alergenskih molekula razli¢itim proteinskim porodicama.*

Vrsta proteina Inhalacijske molekule

Nutritivhe molekule

Skladisni proteini sjemena

lijeska: Cora 9, Cora 11, Cora 14

kikiriki: Ara h 1, Ara h 2, Ara h3, Ara h
4,Ara h 6, Ara h 7; orah: Jugr 1, Jugr
2,Jugr6

Nespecificni lipidni
transportni proteini

limundzik: Amb a 6; crni pelin: Art v 3;
maslina: Ole e 7; crkvina: Parj 1

breskva: Pru p 3; Kkikiriki: Ara h 9;
jabuka: Mal d 3, orah: Jugr 3

PR -10 (Pathogenesis

breza: Bet v 1; lijeska: Cor a 1; hrast:

Kikiriki: Ara h 8; jabuka: Mal d 1,

Que a 2; livadna madica: Phl p 1;
limundzik: Amb a 8; ceni pelin: Art v 4

Related) - proteini koje Queal marelica: Pru ar 1, mrkva: Dau ¢ 1,
bijka sintetizira u obrani od soja: Glym 4

patogena

Profilini breza: Bet v 2; lijeska: Cor a 2; hrast: jabuka: Mal d 4; breskva: Pru p 4;

kikiriki Ara h 5

Lipidni vezni proteini

grinja: Der p 2, Der p 13; limundzik: Amb
ab

Lipokalini

govedo: Bos d 2; pas: Canf 1, Canf 2,
Canf 4, Canf6 macka: Feld 4, Feld 7

govedina: Bos d 5, Bos d 6

Polkalcini

livadna macica: Phl p 7, Cyn d7;
limundzik: Amb a 9, Amb a 10; crni pelin:
Art v 5; breza: Bet v 3, Bet v 4; maslina
Olee 3,0lee 8

Enzimi

limundzik: Amb a 1, Amb a 2, Amb a 11,
Amb a 12; breza: Betv 6, Betv 7

Proteini sli¢ni defenzinu

limundzik: Amb a 4; crni pelin: Art v 1

Serumski albumini

pas: Can f 3; macka: Fel d 2; kokoS: Gal

d5
grinje: Der p 10, Der f 10

Tropomiozini

* Upravo je poznavanje pripadnosti pojedinim vrstama proteina vazno, jer o vrsti alergenske molekule i posljedi¢noj
alergeniénosti ovisi teZina simptoma alergije. Preosjetljivost uzrokovana stabilnim proteinima (skladiSnim proteinima
sjemena i nespecificnim transportnim proteinima) predstavlja rizik za pojavu tezih simptoma. Ako je preosjetljivost

uzrokovana labilnim proteinima (npr. proteinima-10 koji se odnose na patogene i profilinima) pacijent ¢e imati blaze,
lokalne simptome.
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zakiseljavanje sirovog vocéa i povréa (svjezi gusti
napitak) sprijecit ¢e pojavu OAS-a.

U praksi se primjenjuju dva oblika kompo-
nentne dijagnostike, kao singlepleks- i
multipleks-metoda.  Metodom  singlepleks
odreduje se koncentracija slgE-a prema po-
jedinaénim  alergenskim  molekulama, a
multiparametrijskom multipleks-metodom isto-
dobno se odreduje koncentracija slgE-a prema
vecem broju komponenti. Dijagnosticki testovi
u multiparametrijskom formatu, primjerice
ImmunoCAP Immuno-Solid phase Allergen Chip
(ISAC™), Allergy Explorer (ALEX™) i EUROLINE
omogucuju istovremenu detekciju velikog broja
slgE-a prema alergenskim komponentama.
ISAC™M metodom FEIA detektira ~ 112
komponenti; ALEX2™ odreduje vise od 170
parametara, kombinira ekstrakte i komponente
te detektira ugljikohidratne determinante
alergena (engl. cross-reactive carbohydrate
determinants, CCD); EUROLINE metodom
CLIA odreduje specificne panele te kombinira
ekstrakte i pojedinacne komponente (20,
21, 22). Rezultati dobiveni metodom ISAC
izrazavaju se u polukvantitativnim jedinicama
ISU (ISAC Standardized Units) u Cetiri kategorije:
i) < 0,3 ISU (nemijerljiva koncentracija sIgE-a;
nema senzibilizacije); ii) 0,3 - 0,9 ISU (mala
koncentracija slgE-a); iii) 1,0 - 1,9 I1SU (umjereno
poveéana koncentracija slgE-a); iv) 215 ISU
(znaCajno poveCana koncentracija slgE-a)
(20). Rezultati metode ALEX2™ izrazavaju se
kvantitativno u jedinicama kU,/L u pet razreda,
a rezultati dobiveni metodom EUROLINE
izrazavaju se polukvantitativno u arbitrarnim
jedinicama u pet razreda. Metoda ISAC (FEIA) je
zlatni standard za komponentnu dijagnostiku.

Prednosti CRD-a temelje se na Cinjenici da
omogucuje otkrivanje senzibilizacije na poje-
dinaCne alergenske molekule, da razlikuje
prave od krizno-reaktivnih molekula i samim
time predvida stupanj tezine bolesti, da
pomaze u procjeni rizika za anafilaksiju,
npr. odredivanje molekula kikirikija (jaka

6 ImmunoCAP ISAC
7 ALEX, EUROLINE
8 Klaster diferencijacije, CD (engl. claster of diferentiation)
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reakcija na Ara h 2 naspram slabe reakcije
na Ara h 8) (23). Osim toga CRD je koristan
u anamnesticki nejasnim situacijama i kod
polisenzibilizacije. Koncentracija sIgE-a prema
pojedinacnim alergenskim molekulama moze
se smatrati dijagnostickim, prognostickim i
prediktivnim biomarkerom. Multiparametrijska
metoda istodobno daje: i) Siroki profil alergena
koji se dobiva i uobiCajenim odredivanjem
slgE-a prema ekstraktu; ii) profil pojedinacnih
alergeni¢nih  molekula (pravih i krizno-
reaktivnih); iii) negativan nalaz slgE-a prema
Sirokom profilu nealergenicnih  molekula.
Time se laboratorijska dijagnostika alergija
pribliZzava personaliziranoj, preciznoj medicini
(24). Racionalna primjena CRD-a moze biti vrlo
korisna za pacijenta ukoliko dobije ispravno
tumacenje cjelovitog nalaza. U suprotnom, ta
metoda moze biti samo nepotrebno koristenje
skupih testova. U ograniCenja CRD-a mogu
se ubrojiti sloZzena interpretacija za koju je
potrebno odgovarajuce znanje i iskustvo, manja
osjetljivost multipleks-testova u odnosu nha
singlepleks-testove i cijena (oko 250 - 300 €)
koja ogranicava Siroku dostupnost metodologije.
lako se u svakodnevnoj praksi pojavljuju razliciti
oblici CRD-a, temeljem primjene razlicitih
imunokemijskih metoda stanovitu prednost
FEIA® naspram metoda koje primjenjuju
spektrofotometrijsku (kolorimetrijsku) metodu’
(24).

6. Test aktivacije bazofilnih granulocita

BAT je funkcionalni test koji procjenjuje moze
li ispitivani alergen koji se veze uz IgE na
bazofiinom granulocitu potaknuti njegovu
aktivaciju i degranulaciju (24). Aktivacijskim
billegom smatra se oslobodeni CD203c8 a
degranulacijskim biljegom se smatra je CD63
osloboden iz lizosoma.

U testu za stimulaciju mogu se upotrebljavati
ekstrakti alergena i pojedinacne alergenske
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molekule razlicitih izvora - npr. lijekova
(cefalosporini, H2 blokatori i miSiéni relaksansi),
otrova opnokrilaca, hrane (kikiriki) (25).
Test ima veéu specificnost kod stimulacije s
pojedinacnim  alergenskim komponentama
(4). Uvodenjem metode protoéne citometrije
znacajno se poboljSala stani¢na dijagnostika ex
vivo, tako da se u svakodnevnoj praksi nakon
aktivacije bazofilnih granulocita metodom
protocne citometrije odreduju upravo CD203c
i CD63. Interpretacija rezultata BAT-a temelji
se na postotku bazofilnih granulocita koji
pokazuju ekspresiju biljega CD63 i CD203c
nakon stimulacije specificnim alergenom.
Referentne vrijednosti ovise o vrsti alergena i
nisu medunarodno standardizirane. Granic¢na
vrijednost CD63+  bazofilnih  granulocita
moze varirati ovisno o specificnom alergenu,
ponekad u rasponu od 4 do 15%. U okviru
testa obraduju se negativna (fizioloSka otopina
s fosfatnim puferom) i pozitivna (anti-F RI-
protutijela) kontrola te izraCunava stimulacijski
indeks (omjer aktivacije s alergenom i
negativne kontrole) koji treba biti > 2. BAT ima
dijagnosticko, prediktivno i farmakodinamsko
znacenje (25). Prednost BAT-a odnosi se na
¢injenicu da se tim kvantitativnim testom mjeri
funkcionalna aktivacija bazofilnih granulocita
in vitro te da test ima visoku dijagnosticku
specificnost (i varijabilnu osjetljivost) za klinicki
relevantne alergene. Test je siguran za pacijenta
jer ne zahtijeva izloZenost alergenu in vivo. BAT
omogucuje procjenu rizika od anafilaksije kod
primjene lijekova, kod uboda opnokrilaca ili
kod primjene nekih lijekova. Tjedan dana prije
uzorkovanja krvi za BAT potrebno prekinuti
terapiju kortikosteroidima, anti-IgE antitijelima
i imunosupresivnim lijekovima. Nedostatak
BAT-a odnosi se na potrebu analize svjeze krvi;
preporucuje se da se krv obradi unutar Cetiri
do 24 sata od uzorkovanja krvi. Ako bi krv dulje
stajala (npr. 24 sata) dobit ¢e se lazno negativni
rezultati (26, 27).

Za pouzdan nalaz vazno je vrijeme uzorkovanja
Krvi u odnosu na pojavu simptoma. U akutnoj
alergijskoj reakciji (neposredno nakon pojave
simptoma) bazofilni granulociti mogu biti

cu X

»degranulirani“ sto ima za posljedicu lazno
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negativan nalaz BAT-a Sedam dana od pojave
simptoma u cirkulaciji su prisutni funkcionalni
bazofilni granulociti, tako da se BAT moze
uciniti u to vrijeme. Da bi se kod pacijenata s
anafilaksijom uzrokovanom antibioticima dobio
pouzdan nalaz BAT-a treba uciniti nekoliko
tjedana nakon primjene antibiotika, idealno
nakon 3 do 4 tjedna (28).

7. Triptaza

Beta-triptaza je proteaza koja se oslobada iz
sekretornih granula mastocita. Vrijednosti se
u serumu/plazmi poveéavaju unutar 30 do 60
minuta nakon pocCetka anafilakticke epizode.
Vrjednosti se vra¢aju na referentne vrijednosi
nakon 24 sata (29). Kod sumnje na anafilaksiju,
krv se uzorkuje trokratno: i) unutar 15 do 180
minuta kod akutnog dogadaja; ii) nhakon 3 do
6 sati za otkrivanje mogucéih komplikacija;
i) 1 - 2 tjedna nakon anafilaksije, kada bi
koncentracija trebala biti unutar normalnih
granica. Odredivanje aktivnosti triptaze ima
dijagnosticku i prognosticku vrijednost.

Triptaza je korisna i kod provokacijskih pokusa
kao dodatni objektivni kriterij, osobito kod
alergije na lijekove. To je elektivha situacija u
kojoj je moguce usporediti povecanje aktivnosti
triptaze u odnosu na bazalnu vrijednost.
Vrijednost triptaze mjeri se prije pocCetka
provokacije i nakon njega s koracima podizanja
provokacijske doze. ZnacCajnim porastom
smatra se koncentracija koja premasi 1,2 x
bazalna koncentracija (ug/L) + 2 - primjerice
ako je bazalna koncetracija bila 7,0 pg/L, tada
je znacajno povecanje 1,2 x 7,0 + 2 = 10,4 ug/L
(30), Sto predstavlja relevantni nalaz koji ukazuje
na degranulaciju mastocita, iako se referentne
rijednosti razlikuju medu laboratorijima (< 11,0
odnosno < 13,5 yg/L). Naime, oko 95 % zdravih
osoba ima koncentraciju triptaze < 13,5 pg/L
(kod oko 90 % zdravih koncentracija je < 9,8
Hg/L).

U tablici 2 prikazani su skupni podatci o
dometu, snazi i ograni¢enjima laboratorijskih
alergoloskih parametara koji se odreduju u
specijalistickim klinickim laboratorijima.
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Tablica 2. Dometi i ogranicenja parametara iz podrucja laboratorijske alergoloSke dijagnostike.

mastocita

prognosticki

(unutar 30-120 min
nakon alergijske
reakcije), pomaze

u potvrdi akutne
reakcije; razlikuje IgE-
posredovanu anafilaksiju
od drugih epizoda Soka
ili urtikarije

Metoda Sto se Vrsta Prednosti Ogranicenja/nedostatci
odreduje? biomarkera

Eozinofilni broj eozinofilnih | prognosticki jednostavno, dostupno, | niska specificnost,

granulociti granulocita jeftino i ne zahtijeva ne pokazuje stupanj

dodatnu opremu. aktivacije ili degranulacije,
intraindividualna varijabilnost

Eozinofilni aktivacija, prognosticki, odraz aktivacije predanalitiCke interferencije:

kationski degranulacija farmakodinamski | eozinofilnih granulocita, | kliniCke (intraindividulne

protein odnosno ne samo njihovog broja; | varijacije, parazitoze, viroze,
funkcionalna korelacija s upalom terapija kortikosteroidima,
sposobnost u diSnim putevima; pocetak alergen-specificne
eozinofilnih omogucuje pracenje imunoterapije) i analitiCke
granulocita terapije (temperatura i duljina
zgruSavanja uzorka krvi,
vrsta uzorka, tj. serum a ne
plazma, hemoliza, lipemija)

Ukupni IgE slobodni IgE u dijagnosticki standardiziran prema nije specifican, moze
serumu standardu Svjetske biti normalan u osoba s

organizacije alergijom ili poveéan u osoba
bez alergije; vrijednosti mogu
varirati ovisno o metodi;
izraZzena intra- i inter-
individualna varijabilnost; ne
moze zamijeniti kozni test ni
sIgE;

Specifi¢ni IgE IgE prema dijagnosticki, identificira senzitizaciju ne razlikuje senzibilizaciju od
pojedinim farmakodinamski | na alergene (ekstrakte); | kliniCke alergije; vrijednosti
alergenima; omogucuje pracenje mogu varirati ovisno o metodi
identifikacija uspjeha imunoterapije
senzibilizacije

Komponentna | IgE prema dijagnosticki, precizna analiza cijena, sloZzena interpretacija

dijagnostika alergenskim prognosticki, alergenskih komponenti; | - potrebno odgovarajuce
molekulama; prediktivni identifikacija rizicnih znanje i iskustvo; manja
predvidanje proteina; bolje odluke o | osjetljivost multipleks-testova
tezine reakcije, imunoterapiji; razlikuje u odnosu na singlepleks-
razlikovanje prave od krizno- testove
pravih i krizno- reaktivnih molekula;
reaktivnih predvida stupanj tezine
molekula bolesti, procjenjuje rizik

za anafilaksiju

Test aktivacije | aktivacija i dijagnosticki, mjeri funkcionalnu sloZzena metoda (ex vivo);

bazofilnih degranulacija prediktivan aktivaciju basofilnih potrebna skupa oprema,;

granulocita bazofilnih granulocita in vitro; ograni¢ena dostupnost;
granulocita visoka specificnost zahtijeva svjezu krv,
u prisutnosti za klinicki relevantne nije rutinski dostupan;
alergena ex alergene standardizacija varira medu
vivo (osobito laboratorijima; za vecinu
lijekova i alergena interpretacija nije
hrane); koristan standardizirana
kada je sIgE
negativan

Triptaza degranulacija dijagnosticki, zbog brze dinamike nije specificna za alergiju

(povecana kod mastocitoze);
predanaliticke interferencije
- vazno je vrijeme
uzorkovanja krvi (1-4 sata
nakon reakcije); u suprotnom
vrijednosti mogu biti
normalne — kriva dijagnoza)
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8. Buducnost laboratorijske dijagnostike
alergija

Osnovno polaziste napredne umjetne inteligen-
cije je informatiCka tehnologija, koja objedinju-
je racunalne sustave (hardver, softver, perifernu
opremu), programske jezike, obradu i pohranu
podataka te ujedno zahtijeva odgovarajuce
strucnjake informaticke tehnologijje (31).

U buduénosti ¢e se unaprjedivati i automatizirati
postupci istodobnog otkrivanja veéeg broja
alergenskih molekula (multipleks BAT), Sto ¢e
skratiti vrijeme dobivanja standardiziranih i
reproducibilnih rezultata BAT-a, omoguciti raz-
luGivanje pozitivnih i negativnih rezultata,
optimizaciju grani¢nih vrijednosti pragova
aktivacije bazofilnih granulocita, a bioinfor-
maticki algoritmi pridonijet ¢e identificiranju
dominantnih alergena unutar multipleks-skupa.
Sve Ce to pridonijeti Siroj klinickoj primjeni BAT-a
i unaprijediti personaliziranu alergologijsku
medicinu (32).

8.1. Tehnologije omike

U buduénosti ¢e tehnologije omike omogucditi
sveobuhvatan pogled na molekularne
mehanizme koji su ugradeni u oshove
alergijskin  bolesti, ukljuCujuéi  genomiku
(monogenske i poligenske osnove bolesti,
predispoziciju i terapijski odgovor), epigenomiku

(utjecaj okolisSnih ¢imbenika na regulaciju
gena), proteomiku (profil ekspresije gena,
biomarkere upale, strukturne modifikacije

alergena, interakcije izmedu proteine i IgE-a),
transkriptomiku (ekspresiju upalnih gena i gena
koji reguliraju imunost kod razlicitih fenotipova
pacijenta i endotipova® bolesti), metabolomiku
(profiliranje malih molekula, ukljucujuéi one
koje reguliraju upalu i oksidativni stres) (33).

Zahvaljujuéi novo stecenim spoznajama bit ¢e
moguce otkrivati i validirati nove biomarkere
pomocu kojih ¢e se definirati obrasci svojstveni
endotipovima alergijske upale. Ti ¢e obrasci
pridonijeti predvidanju odgovora na lijeCenje,

‘ Pregledni znanstveni rad

potencijalnom pristupu personaliziranoj terapiji
i predvidanju ishoda terapije. Integrirani
pristup rezultata tehnologije vise omika
ukljuCuje naprednu bioinformaticku obradu
Sto u konacnici vodi uspjesnoj personaliziranoj
medicini i razvoju novih terapija (34, 35).

8.2. Napredna umjetna inteligencija

Napredna umjetna inteligencija postupno ce
se integrirati nakon uskladivanja, validacije i
standardizacije pojedinacnih algoritama, koji
e se stvarati na temelju znanja specijalista
laboratorijske i klinicke medicine te strucnjaka
za informacijsku tehnologiju, kao i na temelju
medicine utemeljene na dokazima (36). Klju¢nu
ulogu u integraciji naprednih algoritama umjetne
inteligencije imat ¢e stru¢njaci za informacijsku
tehnologiju, ukljucujuci programere potrebnog
softvera.

Objedinjavanjem modela umjetne inteligencije
(strojnog ucenja, dubinskog ucenja, neuronske
mreze, statistiCkog grupiranja) s golemim brojem
podataka dobivenih procesom laboratorijske
dijagnostike alergija (postojeéih i buduéih
metoda), klini¢ki laboratoriji postaju ,pametni“
laboratoriji sposobni za sofisticiranu obradu
relevantnih rezultata analiza in vitro i testova
ex vivo, kao i identifikaciju kosenzibilizacije,
polisenzibilizacije i krizne reaktivnosti na
molekularnoj razini.

Kad se podatci laboratorijskoga informatickog
sustava integriraju s klinickim podatcima
(simptomi, kozni testovi, rezultati ispitivanja
pluéne funkcijeisl.) svakoga pojedinog pacijenta
specijalist alergolog ¢e moci suvereno predvidati
razvoj alergijske bolesti, ishod bolesti, primijeniti
AIT i predvidjeti ishod terapije, jednom rijeCju
mocéi Ce pristupiti personaliziranoj dijagnostici
alergija kao i personaliziranoj primjeni lijekova
(37, 38). Zahvaljujuéi svome medicinskom
znanju, kompetentan alergolog ¢e nadvladati
nedostatke napredne umjetne inteligencije.
U konacnici ¢e pacijent iskusiti brojne dobiti,

9 Fenotip je vanjski izgled nekog organizma, kakav se razvio pod utjecajem vanjskih ¢imbenika zajedno s genotipom (na-
sljednim osobinama). Endotip je podtip zdravstvenog stanja koji je definiran posebnim funkcionalnim ili patobioloSkim
mehanizmom. Definira se na osnovi specificnog patofizioloSkog mehanizma, a ne samo klinickih simptoma.
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primjerice brzu i

precizniju dijagnostiku,

personalizirano lijeCenje, a pomocu aplikacija
na mobilnim uredajima podsjecanje kada uzeti
propisati lijek i moguce predvidanje pogorsanja
bolesti koje zahtijeva intervenciju alergologa.

Integracija postojeCih metoda laboratorijske
alergoloske dijagnostike kao i onih nadolazecih
(omike) i umjetne inteligencije oznacava novu
izazovnu eru medicine oznacenu poboljSanom

dijagnostickom

to¢noSéu, personaliziranom

pristupu i novom razumijevanju slozenih, jos
neotkrivenih patomehanizama. Istodobno se
otvaraju eticka (privatnost podataka) i pravna
pitanja (uskladenost s pravnim propisima) (39).
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