TITOLO

Diagnostica avanzata nelle allergie: biochip per I allergene
specifiche (ISAC®).

CONTESTO

STATO ATTUALE

La prevalenza delle malattie allergiche nei paesi industrializzati e andata
aumentando negli ultimi vent’anni, ed e oggi vicina a una proporzione che in alcuni
paesi appare stabile, e prossima al 20%. La maggior parte delle reazioni allergiche
clinicamente rilevanti e correlata alla presenza, nei liquidi biologici dei soggetti
affetti, di anticorpi di isotipo IgE specifici per proteine riconosciute dal sistema
immune (antigeni), definite per il loro ruolo allergeni. La presenza di IgE allergene-
specifiche indica uno stato immunologico particolare, definito “sensibilizzazione”,
in forza del quale il soggetto reagisce agli allergeni come se si trattasse di agenti
infettivi (in particolare parassiti) nei riguardi dei quali debba sviluppare una
reattivita infiammatoria con finalita protettive. In realta gli allergeni sono
componenti proteiche o glicoproteiche di svariata origine (pollini, muffe, acari della
polvere domestica, proteine di animali) del tutto innocue per il nostro organismo e
I'allergia rappresenta una risposta inadeguata del sistema immune nei riguardi di
tali proteine.

La misurazione delle IgE allergene-specifiche e preliminare ad ogni intervento
terapeutico, sia puramente sintomatico sia finalizzato a modificare il decorso della
malattia. Occorre infatti accertare la natura allergica di disturbi come rinite,
congiuntivite, asma od orticaria, suggestivi per patogenesi allergica, prima di
curarli con farmaci anche solo sintomatici, adeguati a contrastare selettivamente
I'infiammazione IgE-mediata (ad esempio, antistaminici, anti-leucotrienici). A
maggior ragione occorre misurare le IgE allergene-specifiche per attuare le misure
fondamentali che possono influenzare il decorso stesso della malattia allergica,
ovvero la riduzione dell’esposizione all’allergene (quando possibile) e soprattutto
I'immunoterapia (o vaccinazione), che sulla somministrazione degli stessi allergeni
sensibilizzanti é basata.

La misurazione delle IgE allergene specifiche si deve confrontare con due problemi
biologici: il fatto che il titolo delle IgE nel siero (ove vengono abitualmente
misurate) & da diecimila a un milione di volte inferiore rispetto a quello di altri
isotipi (ad esempio, IgG) e il fatto che l'allergene presente nell’ambiente (fonte
allergenica) & una miscela antigenica complessa, composta da molteplici proteine
ciascuna delle quali variabilmente specifica di quella data fonte, variabilmente
immunogenica e variabilmente riconosciuta dalla popolazione (in termini di
proporzione di soggetti sensibilizzati). La combinazione di questi aspetti rende
ardua la standardizzazione dei test tradizionali disponibili. In particolare, si
rammentano le seguenti criticita.

1) L'utilizzo degli estratti utilizzati come antigeni genera problemi di
consistenza da lotto a lotto e di rappresentativita della sorgente allergica
cosi come essa si declina nelle diverse realta ambientali, ad esempio nord
versus sud Europa

2) La rappresentativita, all'interno dell’estratto, delle singole componenti
allergeniche, non consente di valutare tutta la popolazione con la stessa
performance. Infatti alcune componenti, in quanto presenti in un dato
estratto solo in minima proporzione, rendono quest’'ultimo ovviamente
inadeguato ad identificare soggetti che, per quanto infrequenti, hanno IgE
che per tale componente (detta “allergene minore”) sono specifiche.
D’altro canto e largamente dimostrato che esistono persone sensibilizzate
prevalentemente o esclusivamente ad allergeni minori

3) L’uso degli estratti allergenici nei test per la determinazione delle IgE
allergene specifiche non consente di discriminare, nei poli-sensibilizzati
(circa il 75% della popolazione allergica) le sensibilizzazioni multiple da
false positivita dovute alla presenza di IgE per componenti allergeniche




molto conservate (e quindi assai omogenee sul piano antigenico) presenti
in fonti allergeniche diverse. Sono queste ultime i cosiddetti pan-allergeni,
quali le profiline e le calcium binding proteins (CPB) delle graminacee e
delle betulacee, che causano cross-reattivita nella diagnostica basata sugli
estratti. A causa di tale cross-reattivita non si possono discriminare
soggetti veramente sensibilizzati a ciascuna delle due fonti allergeniche dai
soggetti che sono in realta sensibilizzati solo ad una di esse.

4) L'uso degli estratti non consente di discriminare, specie (ma non solo)
nelle allergie alimentari, le sensibilizzazioni potenzialmente associate e
sintomi clinici piu severi da quelle piu benigne. Ad esempio la presenza di
IgE per l'estratto di noce, a qualunque titolo, non discrimina soggetti che
non hanno alcun sintomo all’assunzione di questo frutto, o al piu disturbi
allergici localizzati alla mucosa della bocca (sindrome orale allergica) da
soggetti potenzialmente soggetti a reazioni allergiche sistemiche (orticaria,
shock anafilattico). Questo perché nell’estratto allergenico sono presenti
sia componenti termo- e acido-labili assai conservate tra noce e certi
pollini (tipicamente, betulacee), sia componenti termo- e acido-stabili, che
sono specifiche della sorgente allergenica in parola. A causa di questa
situazione, la maggior parte delle (assai frequenti) persone allergiche ad
alberi (betulaceee) hanno IgE per 'estratto di noce, e non possono essere
distinte su questa base dalle persone con “vera” allergia alimentare a noce

In questo scenario, I'era dell’allergia molecolare, iniziata nei primi anni novanta con
il clonaggio dei geni codificanti per gli allergeni pit comuni, ha rivoluzionato la
diagnostica allergologica. Infatti, la disponibilita, all'interno di ciascuna sorgente
allergenica, delle sue componenti, singolarmente clonate o comunque isolate
dall’estratto di partenza, consente di dissezionare la reattivita IgE di ogni paziente,
ovviando a tutte e a ciascuna delle criticita sopra elencate. La disponibilita della
diagnostica molecolare si e realizzata inizialmente (circa 10 anni orsono) nel
contesto metodologico tradizionale (test immunoenzimatico fluorimetrico con
allergene adsorbito su fase solida ad elevata efficienza di coating), con le
caratteristiche di un evento in qualche modo sperimentale, e additivo rispetto alla
diagnostica con estratti. Negli ultimi 5 anni si & affacciato nel panorama della
diagnostica allergologica molecolare un nuovo test basato sulla metodica
microarray applicata agli allergeni, e si e reso disponibile un prodotto per la
routine (ImmunoCAP ISAC, Phadia). 11 microarray rappresenta un’evoluzione
rilevante della diagnostica molecolare con test immunoenzimatico fluorimetrico, i
cui obiettivi, finalita e vantaggi sono trattati di seguito.

OBIETTIVI, FINALITA’
E VANTAGGI
OTTENIBILI

PUNTI DI FORZA DEL TEST ISAC®

A differenza dei test convenzionali con estratirglenici, il test ISAC®
consente di interpretare false positivita multigdsrute a cross-reattivita

di distinguere positivita potenzialmente correlaten gravi reazionj

allergiche da altre abitualmente associate a simanori.

In particolare, I'esecuzione del test ISAC® consent

> Di discriminare con la maggiore accurates
oggi disponibile I'allergene che causa la sintortuajia

> Di allestire vaccini estremamente mirati

> Di aumentare significativamente ['efficacia d
vaccino

> Di fornire consigli adeguati a soggetti ¢

allergie alimentari
In sintesi questo test offre la possibilita di rMoghre in modo
significativo la QUALITA’ DELLA VITA del paziente Hergico.
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L’APPROCCIO AL PROBLEMA




STRATEGIA-
METODOLOGIA

Nel complesso le indicazioni cliniche all’esecuzomel test son
riassumibili nei seguenti punti:

1) check up allergologico completan vitro (come un RAST® per 10
allergeni, nessun rischio di omettere valutazidavanti)

2) adeguato inquadramento degli allergici sensibilizzazioni multiple
da avviare allimmunoterapia (previene errori doautalsi positivi tipici
degli estratti)

3) per gquanto riguarda lallergie alimentari, distingue quelle ch
generalmente danno sintomi minori (sindrome orfégica), in quantg
dovute ad allergeni termo- e acido-labili) da gaglbtenzialmente seve
(dovute ad allergeni termo- e acido-stabili), evita restrizioni dietetich
ingiustificate o viceversa in alcuni casi indicandm piu elevatg
potenziale rischio di reazioni sistemiche
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STRUMENTI

ISAC® €& [lacronimo per "Immuno Sorbent Allergo Chiy
Questo test determina simultaneamente, in una ssmlata analitica, |
presenza di IgE per un pannello di 103 allergeairsspiratori che
alimentari, che copre la quasi totalita dellergjie di interesse clinicg
incluse quelle meno frequenti.
Con ISAC® non occorre scegliere per quali allergastiiedere la ricercs
delle IgE specifiche. Analoghe al RAST® Phadia fxarmacia, ch
produce e commercializza ISAC®) sono anche la béingi e la
specificita di questo test.

ISAC® ha inoltre un vantaggio qualitativo rispetio test tradizionali
utilizzando non estratti, ma singole componenti ergikniche
(ricombinanti o native) consente di distinguereifpata multiple dovute
a cross-reattivita rispetto ad autentiche poli-B®iizazioni a piu fonti
allergeniche.

Inoltre, identifica e distingue positivita IgE peaillergeni alimentar
potenzialmente correlate con reazioni sistemichehargravi, da altr
abitualmente associate a sintomi locali minori.
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PROCESSO DI
LABORATORIO

MODALITA’ DI ESECUZIONE DEI TEST

Per I'esecuzione di questo test viene impiegatofesticata ed avanza
tecnologia dei biochip.

Le componenti allergeniche purificate vengono imilzdate sul
biochip. In un dosaggio a due fasi, gli anticorpyenienti dal siero de
paziente si legano alle componenti allergeniche olntizzate. Dopo ung

breve fase di lavaggio, gli anticorpi di isotipcEldegati agli allergeni

vengono rilevati da un anticorpo marcato medialoi@éscenza.

| risultati dell'esame sono misurati con uno scardeslicato e valutat
utilizzando il software Phadia MIA. ImmunoCAP ISAE un esam¢
semiquantitativo e i risultati vengono riportatil®U (acronimo di ISAGC
Standardised Units, Unita Standardizzate ISAC).
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Tipo campione: siero
Tappo provetta/contenitore: Blu elettrico con separatore
MODALITA DI Volume provetta/contenitore: 4 mL
RACCOLTA, INVIO E Giorni di dosaggio: Ogni 15 giorni
CONSERVAZIONE . . ]
DE| CAMPIONI Templ per la risposta: 10
(in giorni lavorativi)
Modalita di conservazione e trasportg(solo per enti esterni):
Se il campione e inviato entro 24 ore dal preliesanservare
trasportare a temperatura di +2 - +8°C. Per temqi
conservazione/trasporto superiori centrifugareassep e conservare
+2 - +8°C.
1: Cretich M, Breda D, Damin F, Borghi M, Sola Lnlud SM,
Burastero SE, Chiari
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