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INTRODUCERE

Importanta temei de cercetare alese rezida din raspandirea ambroziei in Europa si
Roménia, asociata cu incarcatura crescutd de polen atmosferic in sezonul polinic si
manifestarile de severitate ale bolii alergice in populatia expusa.

Ambrozia (Ambrosia artemisiifolia) este o planta originara din SUA, unde la 1930 se
estima deja un numar de peste 3 milioane de bolnavi de febra fanului indusa de ambrozia. La
inceputul secolului XX au fost initiate primele programe de control ale plantei, peste cateva
decade fiind recunoscut si rolul important al acesteia in dezvoltarea alergiilor respiratorii (febra
fanului si astmul). Mai recent, in urma studiului NHANES 2005-2006, s-a concluzionat ca pana
la 15% din americani erau testati pozitiv pentru IgE specific la polenul de ambrozia.

in Europa cele mai vechi mentiuni ale ambroziei au fost gasite in ierbare ale gradinilor
botanice (Lyon 1763, Paris 1775), dar ipoteza raspandirii plantei din gradini botanice a fost
infirmata. Planta a colonizat cu succes Valea Loarei, unde se regaseste si la ora actuala,
alaturi de Valea Ronului, un focar important de infestare. Doar in Franta s-a estimat in 2020
ca exista intre 1 si 3,5 milioane de persoane alergice la polenul de ambrozia. In ltalia, la ora
actuala in regiunea Lombardia si Piemont alergia la polenul de ambrozia este proeminenta
intre alergiile respiratorii.

Primele raportari ale sensibilizarii alergice la ambrozia in Europa au fost publicate din
anii 1980. Ratele sensibilizarii la polenul de ambrozia sunt foarte diferite in functie de tara
(cele mai mari fiind raportate in Ungaria, Nordul Italiei si Franta). Astazi este recunoscut ca
alergia la polenul de ambrozia este o problema de sanatate publica, corelata cu nivelul Tnalt
de incarcatura polinica din sezonul ambroziei, alergenicitatea polenului si sensibilizarea
alergica tot mai frecventa in populatiile expuse. in Europa de Est, inclusiv in Romania,
Ambrozia este o sursa alergenica importanta, cu potential impact asupra sanatatii. Prin studii
de aerobiologie de la inceputul anilor 2000 s-a evaluat problema infestarii masive cu Ambrozia
a statelor din Campia Panonica si vecine acestei zone, prezenta plantei fiind asociata cu
fncarcatura polinica mare in timpul sezonului de inflorire.

in 2013, printr-un studiu adresat medicilor alergologi din Romania, s-a documentat c&
sunt recunoscute atat valorile mari de morbiditate asociate expunerii la polenul de ambrozia
cat si severitatea simptomelor respiratorii specifice bolii alergice induse de acest alergen de
exterior. Un total de aproximativ 6 milioane de romani sunt expusi la polenul de ambrozia, in
zona de Vest, dar si in Sud , restul regiunilor fiind mai putin afectate. Prevalenta alergiei la
ambrozia a fost estimata la 5,35% din populatia activa a Romaniei, din date europene.
Comisia Europeana estimeaza ca in Romania, din populatia activa (de 9.000.000 persoane),
482.000 persoane sunt alergice la polenul de ambrozia (Bullock J et al, Ragweed Final Report,
European Commission, 2012). Aceste date indica o prevalenta a alergiei la ambrozia de
5,35% in populatia activa din Romaénia, corespunzand unei morbiditati crescute (comparabila
cu cea pentru diabetul zaharat). De asemenea, studii recente au aratat ca pacientii cu un
istoric al bolii de peste 10 ani dezvolta astm sever in timpul sezonului polinic al ambroziei, cu
puternic impact negativ asupra calitatii vietii (Panaitescu et al, EAACI Online Repository 2015).

in Timisoara, intre anii 2007-2010, s-a desfasurat proiectul PREVALERG/PN I1 41-011
(http://prevalerg.umft.ro), coordonat de Prof. Dr. Carmen Panaitescu (Bunu). Proiectul a
reprezentat prima cercetare pe scara larga din Romania privind evaluarea impactului
aeroalergenelor asupra sanatatii. Scopul proiectului a fost evaluarea corelatiei dintre statusul
alergic al pacientilor cu astm si/sau rinita si tipul respectiv gradul de incarcare atmosferica de



aeroalergene. A fost evaluat impactul expunerii la alergene respiratorii asupra pacientilor
astmatici, subliniind importanta expunerilor la polenuri si la acarienii din praful de casa pentru
persistenta bolilor alergice. n cazul polenului de ambrozia, s-a demonstrat c& sensibilizarea
alergica este prezenta la peste 60% din populatia alergica, inclusiv la copii. De asemenea s-
a evidentiat ca polenul de ambrozia este cel mai important alergen de exterior.

Prin proiectul INSPIRED (Strategii inovative pentru preventia, diagnosticul si terapia
afectiunilor respiratorii induse de polenul de ambrozia), din cadrul caruia face parte si
cercetarea descrisa in lucrarea de fata, s-a propus continuarea liniei deschise de studiile
anterioare in domeniu din Timisoara. Proiectul a fost implementat in perioada 2016-2019 la
Centrul Oncogen, din structura Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Timisoara, in cadrul
caruia s-a desfasurat partea experimentala. Obiectivul principal al proiectului il reprezinta
determinarea patternurilor de sensibilizare ale pacientilor alergici la polenul de ambrozia,
pentru a sustine dezvoltarea ulterioara de strategii inovatoare pentru preventia, diagnosticul
si terapia alergiei la ambrozia. Prin caracterizarea in detaliu a alergenelor din ambrozia si a
raspunsului imun al pacientilor alergici, se poate dezvolta un kit diagnostic bazat pe alergene
recombinate. Acest kit, bazat pe tehnologie multiplex, permite diagnosticul molecular al
alergiei si orientarea mai buna a terapiei bolii. In kit poate fi inclus alergenul major Amb a 11,
recent descoperit si dificil de produs in forma recombinata, in conditiile in care sunt dovedite
un grad semnificativ de sensibilizare IgE, precum si relevanta clinica a acestei sensibilizari.
De asemenea, prin model animal de imunoterapie cu alergenele recombinate, se poate evalua
raspunsul imun la acestea, cu generare de anticorpi tip IgG. Acestia la randul lor pot fi folositi
pentru detectia in mediu a alergenelor provenite din polenul de ambrozia.

in decursul unei colaborari cu o companie privata (Biomay AG, Viena, Austria), initiate
in 2013, s-a evidentiat ca nu toti pacientii cu simptome severe si test cutanat prick pozitiv la
extractul de ambrozia prezinta si niveluri serice crescute de IgE specific la Amb a 1, 10% fiind
Amb a 1-negativi in pofida simptomatologiei caracteristice si a testelor cutanate pozitive la
extractul din polen de ambrozia. Astfel se justifica necesitatea de a identifica intregul panel de
fragmente cu potential alergenic din polenul de ambrozia (Panaitescu et al, Allergy 2014), de
aici rezultand si nota de originalitate a tezei de doctorat si utilitatea ei in cercetarea de tip
fundamental, precum si posibilitatile de aplicare ulterioare. Rezultatele preconizate pentru
studiul doctoral au inclus producerea alergenului Amb a 11 sub forma recombinata, ca
proteina stabila in solutie apoasa, si care prezinta un caracter imunogen. Acest studiu ar putea
avea impact pozitiv in diagnosticul alergiei la ambrozia prin caracterizarea imunologica a
alergenului major Amb a 11 din polenul de ambrozia si a determinarii relevantei clinice a
acestuia, mai ales din perspectiva asocierii cu astmul. In urma acestui studiu se va determina
si prevalenta sensibilizarii IgE-mediate fatd de Amb a 11, in populatia studiata. Datele obtinute
pot avea un rol pe viitor in terapia personalizata a alergiei la ambrozia, prin imunoterapie
alergen-specifica utilizadnd produse hipoalergenice.

PARTEA GENERALA

Partea generala include trei capitole care aprofundeaza problematica alergiilor ca
patologie hiperimuna cu mecanismele fiziopatologice implicate, polenul de ambrozia ca sursa
de alergene cu descrierea succinta a alergenelor majore si minore, precum si utilitatea
alergenelor recombinate in diagnosticul si terapia bolii alergice.



Primul capitol situeaza alergia in contextul mai larg al afectiunilor IgE mediate, precum
si in cadrul clinic creionat de asocierea bolii alergice cu anafilaxia, sindroamele hiperlgE si
statusul atopic. Urmeaza o descriere a mecanismelor fiziopatologice ale hipersensibilitatii de
tip | sau imediate, cu elementul sau caracteristic - prezenta anticorpilor IgE alergen-specifici
fixati pe suprafata celulelor efectoare - mastocite si bazofile. Sunt descrise etapele
sensibilizarii alergice, cu traversarea alergenului prin bariera cutaneo-mucoasa, agresarea
epiteliului, captarea alergenului si prezentarea antigenica de catre celulele prezentatoare de
antigen, dezvoltarea memoriei imune. Raspunsul alergic imediat si tardiv sunt ulterior
dezvoltate, fiind descrise mecanismele acestora. Inflamatia cronicad de tip alergic cu
modificarile asociate sunt de asemenea prezentate. Imunotoleranta este descrisa atat ca un
mecanism fiziologic prin care se limiteaza uneori cu succes dezvoltarea unui raspuns imun de
tip alergic, cat si ca imunotoleranta indusa prin imunoterapie, cu geneza unui mediu tolerogen,
cu IgG alergen-specifice si proliferarea unor clone de limfocite B si T reglatoare.

Al doilea capitol adreseaza problematica ambroziei si alergenelor din polenul de
ambrozia. In sezonul polinic, polenul de ambrozia este bine reprezentat intre particulele
aeropurtate, poluanti biologici. Modelele de dispersie a polenului ajuta la predictia distributiei
acestuia in atmosfera, dar pentru a fi cat mai precise, necesita introducere de date cu
masuratori ale nivelului de polen in cat mai multe statii, insa statiile de monitorizare a polenului
sunt aproape absente in Romania . Este descrisa apoi pe scurt structura graunciorului de
polen, cu componentele alergenice, de natura proteica. Acestea au fost identificate ihcepand
cu anii 1960, prin tehnici de proteomica. Alergenele majore sunt reprezentate de Amb a 1, cel
mai bine caracterizat, respectiv Amb a 11, descoperit in anul 2013 si caracterizat incepand cu
2015. Printre alergenele minore se numara membri ai unor familii de proteine numite
panalergene, care includ proteine cu un grad inalt de omologie a secventei de AA, avand
astfel structura si functii similare. Astfel, unele alergene minore din polenul de ambrozia fac
parte din familia profilinelor (Amb a 8), polcalcinelor (Amb a 9 si Amb a 10) respectiv a
proteinelor de transfer (transport) nespecific al lipidelor nsLTP (Amb a 6). Celelalte alergene
au fost mai putin studiate si caracterizate, cu exceptia Amb a 4 - defensina, cu structura
omoloaga cu Art v 1.

in capitolul al treilea este tratatd abordarea diagnostica si terapeutica a bolii
alergice din perspectiva utilizarii alergenelor recombinate. Ultilitatea extractelor alergenice in
diagnostic si terapie este limitata de factori care tin de sursa din care sunt prelucrate, de
metodele de extractie si compozitia incerta in molecule cu potential alergenic. ,Extractele
moleculare”, compuse din alergene recombinate, ar oferi avantaje care combina avantajele
utilizarii extractelor din surse naturale (diversitate de molecule alergenice, aplicabilitate
usoara, posibilitatea utilizarii duale — in diagnostic dar si ca produs imunoterapic) cu cele ale
utilizarii alergenelor moleculare (caracterizare precisa a alergenelor, stabilitate, identificarea
consecintelor clinice ale sensibilizarii la molecule individuale). Este descrisa apoi obtinerea
alergenelor recombinate pe etape, in sisteme de expresie procariote sau eucariote, Si
posibilitatile de utilizare a acestor alergene. Diagnosticul molecular al alergiei beneficiaza mult
in urma utilizarii alergenelor recombinate, prin detectia IgE alergen-specific din serul
pacientilor. Testarea ImmunoCAP™ singleplex este Gold standardul pentru diagnosticul in
vitro, avand la dispozitie teste pentru mai mult de 100 de componente moleculare, respectiv
peste 400 de surse alergenice. In cazul diagnosticului multiplex gold-standardul este tehnica
ISAC. Tn varianta actual& aceasta dispune de 112 alergene moleculare masurate in triplicat
pe un cip, dintre care 45 de alergene naturale si 67 recombinate. Imunoterapia alergen-
specifica este singurul tratament etiologic Tn boala alergica, prin mecanisme asociate asociate
cu inducerea imunotolerantei: productie de |gG1/IgG4 alergen-specifice, inducerea si



stimularea limfocitelor T si B reglatoare, promovarea unui mediu tolerogen in detrimentul
citokinelor de tip 2. Preparatul imunoterapic propriu-zis trebuie sa fie imunogen dar sa lege
cat mai slab IgE preformate la pacientul alergic, dar si sa induca o sinteza cat mai redusa de
IgE de novo. De asemenea trebuie evitata aparitia reactiilor celulare tardive, o potentiala
complicatie a stimularii limfocitelor T. Pentru a evita legarea IgE s-au propus: utilizarea de
proteine de fuziune, modificarea secventei de aminoacizi cu crearea de proteine
hipoalergenice (cu modificarea situsurilor recunoscute de IgE), utilizarea de fragmente din
moleculele alergenice care nu leaga IgE (nu sunt parte a epitopilor recunoscuti prin IgE),
utilizarea de alergene native sau recombinate in forma “desfasurata” cu structura tertiara
perturbata, polimerizarea moleculelor alergenice sau utilizarea de peptide scurte — epitopi
pentru limfocite T. Toate aceste proteine hipoalergenice pot fi produse ca alergene
recombinate, cu structura modificata.

PARTEA SPECIALA

Grupul de studiu a fost reprezentat de 279 de pacienti, recrutati prospectiv in perioada
2017-2020. Criterii de includere: varsta adulta (peste 18 ani), alergie la polen de ambrozia
certificata prin testare cutanata (SPT) pozitiva si/sau IgE seric specific ambrozia pozitiv, fara
AIT in antecedente sau corticoterapie oralda in ultima luna. Procedurile medicale (SPT,
recoltarea de sénge venos periferic) au fost efectuate dupa obtinerea consimtamantului
informat. Anterior demararii studiului s-a obtinut avizul nr. 24/2017 al Comisiei de Etica a
Cercetarii Stiintifice, Universitatea de Medicina si Farmacie Victor Babes din Timisoara
(UMFVBT), avizul nr. 102/2017 al Comisiei Locale de Etica pentru Cercetare Stiintifica a
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Timisoara. Pentru studiul experimental pe animale au
fost utilizati cate 2 iepuri rasa Neozeelandez Alb pentru imunizare cu fiecare alergen
recombinat. Animalele au fost gazduite pe durata studiului experimental (2018/2019) in
Complexul de Laboratoare de Cercetare “Horia Cernescu” al Universitatii de Stiinte Agricole
a Banatului Regele Mihai | Al Romaniei, Timisoara si ulterior au fost date in adoptie. Anterior
demararii studiului s-a obtinut avizul nr. 24/2017 al Comisiei de Etica a Cercetarii Stiintifice,
UMFVBT, Autorizatie de Proiect nr. 001/2017 a Directiei Sanitar-Veterinare si pentru
Siguranta Alimentelor Timis.

Metodele utilizate au fost:

o studii bibliografice: studiul referintelor privind sezonul polinic in tari invecinate

Campiei Panonice, harti ale distributiei polenului

e metode in silico: predictia parametrilor fizico-chimici, analiza omologiei Amb a 11,
modelarea structurii proteice

e metode statistice pentru prelucrarea datelor (statistica primara, comparatie
statistica, analiza riscului, incidenta si prevalenta)

o metode experimentale in vitro: expresia alergenelor recombinate in sistem de
expresie procariot (E. coli) respectiv eucariot (linie celulara Sf9 de Spodoptera
frugiperda), purificarea alergenelor prin cromatografie de afinitate, detectia prin
electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), caracterizarea fizico-chimica
prin spectrometrie de masa MALDI-TOF si analiza de dicroism circular, Western
blot pentru detectia markerului hexahistidinic si detectia legarii IgE din serul
pacientilor alergici de catre alergenele recombinate, metoda imunoenzimatica
(ELISA) pentru masurarea frecventei de legare IgE a alergenelor recombinate,



testul de degranulare a bazofilelor de sobolan umanizate (hRBL), testarea
ImmunoCAP personalizata cu alergene recombinate

o metode experimentale in vivo: imunizarea animalelor experimentale (iepuri) cu
alergenele recombinate urmata de evaluarea imunogenitatii acestor alergene

REZULTATE SI DISCUTII

Modelarea distributiei polenului in Europa a indicat o expunere semnificativa si
continu& a locuitorilor Campiei Panonice la polen de ambrozia. incepand cu a doua jumatate
a lunii iulie si pana spre sfarsitul lunii octombrie, polenul a fost detectabil in aer, cu incarcéatura
de polen Tnalta spre foarte inhaltd pe o mare parte a sezonului. Se observa din modelarea
distributiei spatiale a polenului in atmosfera o suprapunere remarcabila cu conturul Campiei
Panonice, pe tot intervalul de timp corespunzator sezonului polinic.

Polenul de ambrozia a fost recunoscut de la inceputul anilor 2000 ca un poluant
biologic major al atmosferei in Campia de Vest. Studii roméanesti din perioada respectiva
descriu deja polenul de ambrozia ca fiind o componenta importanta a tipurilor de polen
atmosferic, acesta fiind prezent in cantitatea absolutd cea mai mare (3600 de grauncioare/m3,
valoare cumulata pentru anul 2003), cu sezonul polinic descris pentru lunile iulie-septembrie
(dupa septembrie nu s-au mai prezentat date). in 2004 polenul a fost din nou identificat,
sporadic chiar in cateva zile de la sfarsitul lunii iunie, apoi relativ frecvent in iulie si in cantitati
maxime la sfarsitul lunii august-inceputul lui septembrie.

Pe baza datelor disponibile din modelarea incarcaturii de polen pentru Campia
Panonica, coroborat cu datele de incidenta a cazurilor pentru grupul de studiu, se propune ca
pentru anumite zone ale Campiei Panonice, inclusiv ZMT, sezonul polinic al ambroziei se
extinde pe cel putin 3 luni, incepand de la mijlocul lunii iulie pana spre sfarsitul lunii octombrie.

Studiul de omologie, prin care se evidentiaza un grad redus de omologie intre Amb a
11 si alte alergene din familia cistein-proteazelor, a indicat valoarea maxima a omologiei
structurale de 40,49% fata de poligalacturonaza din palmierul de ulei. Doar la un grad de
omologie peste 70% sunt create premisele pentru reactivitate incrucisata, astfel ca nu este de
asteptat ca Amb a 11 sa prezinte reactivitate incrucisata cu alte alergene din familia cistein-
proteazelor.

In prezentul studiu imunoreactivitatea IgE a celor doua forme de alergene recombinate
(eAmb a 11 obtinuta in E. coli, iAmb a 11 obtinuta in celule de insecte) este de 50% respectiv
60%, iar valorile descrise n literatura sunt comparabile. Prin tehnica ELISA s-a determinat o
imunoreactivitate IgE globala de 63,44%, fata de cel putin unul din alergenele recombinate
(rAmb a 11). S-a calculat un grad foarte inalt de corelatie statistica dintre valorile OD obtinute
prin tehnica ELISA (r=0,9, p<0,05), folosind cele doua alergene eAmb a 11 si iAmb a 11
imobilizate pe placi, si aceeasi serie de seruri. Acesta este un indiciu ca si epitopii IgE specifici
sunt similari in cazul celor doua molecule, sau cel putin cei imunodominanti, deoarece
probabilitatea ca 279 de pacienti sa aiba un pattern policlonal similar al raspunsului imun IgE
este infima, daca epitopii IgE specifici nu corespund intre cele doud molecule alergenice. in
plus, prin modelare moleculara s-a evidentiat dispunerea excentrica a markerului
hexahistidinic faté de zona centrala a proteinei, cu o minima influenta sterica asupra accesului
anticorpilor la aceasta, atat in situatia monomerului, cat si in cazul homodimerului modelat.

Proteina recombinata a fost de asemenea caracterizata prin masurarea spectrului de
dicroism circular. Valorile obtinute in studiul de fata au indicat un procentaj mai redus de alfa-
helix - 14% conform modelului utilizat pentru deconvolutie - in situatia eAmb a 11 (atribuibila



impaturirii mai dificile a proteinei, cu 3 punti disulfurice, in celula procariota). in situatia iAmb
a 11 a fost determinat un continut al structurii secundare cu peste 50% alfa helix, posibil
datorat productiei in celule de insecte cu un echipament celular mai adecvat pentru
impaturirea proteinelor complexe, dar si statusului de glicozilare care ar putea avea un efect
de stabilizare a structurii secundare a proteinei.

Prin SDS-PAGE au fost identificate si benzi slabe care indica prezenta unor proteine
cu greutate moleculara mica. Acestea pot aparea ca rezultat al proteolizei partiale,
autocatalizate, a alergenului (care in forma sa matura a fost identificat ca si cistein-proteaza).
Coreland aspectul benzilor din SDS-PAGE cu detectia markerului hexahistidinic, se observa
ca in aceasta din urma lipsea banda imediat deasupra 10 kDa, ceea ce sugereaza ca aceasta
proteina este din capatul N-terminal, in timp ce proteinele aflate la aproximativ 28 si 17 kDa
sunt cele care contin markerul C-terminal hexahistidinic al alergenului recombinat. Totusi,
acesti produsi de degradare proteolitica nu apareau IgE-reactivi pe imunoblot ceea ce indica
o pierdere a structurii secundare comparativ cu alergenul original, cu lipsa epitopilor care ar
putea fi recunoscuti de IgE specific. Pe imunoblot au fost detectate benzi la aproximativ 36 si
72 kDa ceea ce indica imunoreactivitatea serului pacientilor fata de alergenul recombinat
intact, cat si fata de dimerii s&i. In plus, produsii de proteoliza apar mai frecvent, in SDS PAGE
si detectia markerului hexahistidinic, in cazul eAmb a 11, cantitatea si numarul lor fiind mai
reduse in cazul iAmb a 11. Acest fenomen poate fi explicat prin faptul ca glicozilarea reduce
gradul de proteoliza in cazul iAmb a 11 precum a fost raportat in cazul altor alergene cu
activitate proteazica.

Efectul biologic exercitat de rAmb a 11 asupra bazofilelor umanizate de sobolan se
traduce prin eliberarea mediatorului inflamator -hexozaminidaza, corelatd cu degranularea
celulelor. Eliberarea mediatorului descrisa in prezentul studiu a fost in general mai slaba decéat
cea indusa de nAmb a 1, masurata pe un domeniu larg de concentratii ale alergenelor utilizate
(de la 10 Cig/mL la 1 pg/mL, respectiv O control negativ). Totusi alergenele au indus
degranulare, in unele cazuri (pacientii A, C), de aproape aceeasi magnitudine ca si alergenul
natural Amb a 1 folosit drept comparator. in consecinta Amb a 11 prezinta alergenicitate,
tradusa in vivo prin degranulare (urmata de aparitia simptomelor), cel putin pentru o parte din
pacientii alergici la polenul de ambrozia. Degranularea celulelor efectoare este responsabila
de o importantd componenta a simptomatologiei bolii alergice. Fenomenul poate fi si una din
cauzele alterarii indicatorilor de calitate a vietii la pacientii din subgrupul Amb a 11 pozitiv,
chiar daca diferentele intre acestia si cei din grupul Amb a 11 negativ nu au atins pragul de
semnificatie statistica.

Prin modelul animal utilizat in prezentul studiu, care poate fi descris ca model de
imunoterapie, alergenele rAmb a 11 au fost inoculate pentru a obtine anticorpi policlonali de
iepure de tip IgG. Utilitatea imediata este demonstrarea imunogenitatii alergenului recombinat.
Ulterior, anticorpii pot fi caracterizati si utilizati intr-un panel pentru determinarea alergenelor
din mediu. De asemenea pot fi concepute variante hipoalergenice ale proteinei recombinate,
care sunt utilizate Tn dezvoltarea imunoterapiei alergen-specifice, pe baze moleculare. Toti
patru iepurii, cate doi pentru fiecare din forrmele recombinate de Amb a 11, au produs IgG in
titru detectabil prin ELISA chiar la dilutie de 1:10000 a serului. Titrul anticorpilor, echivalat cu
OD in detectia prin ELISA, a fost mai mare in cazul iAmb a 11, ceea ce poate indica o
imunogenitate mai mare a formei glicozilate de alergen recombinat. Daca in cazul curbelor
pentru anticorpii indusi de eAmb a 11, acestea au fost similare, in cazul celor pentru iAmb a
11 se remarca un raspuns diferit pentru fiecare din cei doi iepuri.

Privind datele clinice, marea majoritate a pacientilor (peste 70%), atat barbati, cat si
femei, au fost adulli tineri, cu varsta sub 40 de ani. Barbatii au fost suprareprezentati in grupa
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de varsta 18-39 de ani (p<0,05). Durata medie a bolii alergice, recunoscuta de pacienti
(n=279), a fost de 5,17 ani, cu o mare heterogenitate (inclusiv 22 de cazuri nou diagnosticate,
7,9% din total). Varsta medie a pacientilor alergici la polenul de ambrozia a fost de 35 de ani.
Este recunoscut cvasiunanim ca boala alergica este apanajul persoanelor tinere, cu atat mai
mult atunci cand se suprapune cu atopia, iar marsul atopic incepe din copilaria mica. Tn SUA,
studiul NHANES Il (The Third National Health and Nutrition Examination Survey) a fost
desfasurat in perioada 1988-1994. Acesta este un studiu pe o cohorta de 12585 persoane, la
care s-a evaluat si statusul alergic prin SPT. Rezultatele indica prevalenta diferita a alergiilor
in functie de varsta, sexul, rasa/etnia precum si zona geografica de unde provin subiectii.
Studiul NHANES 2005-2006 a fost realizat cu 10.348 de participanti. S-a raportat ca
seroprevalenta IgE fata de aeroalergene a fost mai mare la barbati (p<0,05).

Scorul mediu al simptomelor nazale, in valoare de 7,83 (mediana 8) pe o scara de la
0 la 12, indica faptul ca majoritatea pacientilor au avut simptome severe. Acestea au fost:
obstructia nazala, rinoreea, stranutul si pruritul nazal, recunoscute ca simptome cardinale ale
rinitei alergic si prezente in numeroase scoruri de evaluare a pacientilor ca TNSS, RQLQ.
Sistemul de scor adoptat in prezentul studiu este similar cu TNSS, fiecare simptom fiind
cuantificat pe o scara de la 0 la 3. In studiul romanesc (Bocsan si colab.) s-a determinat TNSS
mediu de 5,76 respectiv 9,21 pentru pacientii alergici la polen de ambrozia din cele doua
centre. Scorul mediu al simptomelor conjunctivale are valoarea de 4,7 (mediana 5), pe o scara
de la0la 9, indicand ca majoritatea pacientilor au avut simptome moderat-severe. Acest scor
adoptat in prezentul studiu este asemanator scorului TOSS, cu simptome cuantificate pe o
scara de la 0 la 3: lacrimare, prurit ocular, inflamatie conjunctivala (total 0-9 puncte). intr-un
studiu publicat in 2021 s-a investigat expunerea in camera de polen a pacientilor prezumat
alergici, la polen de mesteacan, respectiv provocarea conjunctivala cu acest polen. S-a luat
in considerare ca prag pentru raspunsul pozitiv valoarea TOSS = 5. La a doua expunere au
raspuns pozitiv 75% dintre pacienti, un procentaj remarcabil de similar cu prevalenta
conjunctivitei alergice in studiile romanesti.

in studiul prezent, majoritatea pacientilor au fost polisensibilizati alergic (198 de cazuri,
70,96%). Cele mai frecvente asocieri descrise: sensibilizarea alergica la polen de
cereale/graminee (51%), apoi la acarienii din praful de casa (47%) si la polenul de artemisia -
pelinarita (37%). Prevalenta rezultatelor pozitive la SPT in studiul populational NHANES Il a
fost evaluata la 54,3% pentru cel putin un test pozitiv, fiind identificatd o prevalenta aproape
egala (26-27%) pentru testarea pozitiva la acarienii din praful de casa, polen de secara,
ambrozia si gandac de bucatarie (Blatella), apoi 17% pentru pisica, 12,9% pentru Alternaria
dintre fungi. Ca factori de risc pentru un test pozitiv au fost identificati: varsta intre 20 si 29 de
ani, sexul masculin, rasa minoritara, locuitor al regiunii de Vest a SUA, traiul in locuinta veche
si nivelul seric redus al cotininei.

Parametrii de calitate a vietii urmariti in cercetarea de fata sunt tulburarile somnului,
prezenta spitalizarilor (inclusiv urgente) datorate alergiei si scorul global de afectare a
activitatilor. Aproape jumatate din femei au raportat tulburari ale somnului de intensitate
medie, in timp ce mai mult de o treime din barbati nu acuza tulburari de somn. De asemenea
spitalizarile datorate alergiei sunt de doua ori mai frecvente in cazul femeilor, iar scorul global
mediu de afectare a activitatii este cu o unitate mai mare. Toate aceste diferente privind
afectarea calitatii vietii la femei fata de barbati sunt semnificative statistic (p<0,05 S). Un studiu
din 2022 a explorat datele obtinute in NHANES 2005-2006 din perspectiva afectarii calitatii
vietii in alergie, prin modele de regresie logistica. Au fost selectati 2648 de pacienti bine
caracterizati din perspectiva alergiilor, tulburarilor de somn si covariatelor incluse in modelele
de regresie (obezitate, diabet zaharat, boala cardiovasculara, consum de alcool, fumat etc).
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S-a demonstrat o asociere puternica a tulburarilor de somn cu bolile alergice: durata redusa
a somnului, apneea obstructiva in somn, somnolenta diurna. Durata insuficienta a somnului a
fost asociata cu aparitia sensibilizarii alergice. De asemenea, pentru femei s-au raportat mai
frecvent si semnificativ statistic tulburari de somn, apnee obstructiva in somn si somnolenta
diurna.

Modelul de regresie logistica din prezentul studiu a fost realizat pentru a explora
discriminarea, pe baza unor variabile covariate, intre simptome severe astm-like (scor de
simptome>3) si simptome mai putin severe. Avand in vedere posibila subdiagnosticare a
astmului in populatie, precum si accesibilitatea redusa la servicii de spirometrie, diagnosticul
formal de astm nu a fost un criteriu strict. In urma rul&rii modelului, au fost identificate cateva
variabile care discrimineaza cu succes intre simptomatologia respiratorie mai severa si cea
mai putin severa : sensibilitatea IgE fatda de Amb a 11 (OR = 4,82, 95% CI = 1,81-12,81),
rezultat SPT pozitiv la scuame de céine, expunerea domestica la pisica. Diferenta dintre cele
doua surse alergenice - animale de companie pare sa indice ca expunerea la caine nu ar fi
factor de risc cu simptome severe respiratorii decat daca imunoreactivitatea IgE este
manifesta (asociere demonstrata prin OR = 7.48, 95% CI = 2.29 - 24.46 pentru rezultat SPT
pozitiv la scuame de caine), adicd imunotoleranta naturald a fost depasita. in contrast,
expunerea la pisica (cel putin in ultimele 12 luni) ar fi suficienta pentru a fi asociata cu riscul
de simptome respiratorii mai severe (OR = 3,3427, 95% Cl = 1,29 - 8,65, pentru expunerea la
pisica in mediul interior).

Asocierea dintre expunerea la pisica si simptome astm-like a fost descrisa de
asemenea intr-un studiu anterior, cu copii alergici la pisica, expunerea fiind suficienta pentru
a exista riscul de simptome alergice ca wheezing sau simptome nazale. intr-un alt studiu
pediatric (n=300) a fost investigata influenta concentratiei Der p 1 in mediu (cistein-proteaza
specifica acarienilor din praful de casa), asupra severitatii simptomelor astmatice. Alte
variabile (incarcatura de mediu a Der f 1, Fel d 1, Can f 1 si Bla g 1) au fost de asemenea
incluse Tn modelul de regresie. A fost utilizat un scor de severitate a astmului cu 5 nivele, bazat
pe ghidul GINA 2002 (gradat de la 0, 1 - intermitent, pana la 4 - sever persistent). S-a
demonstrat un risc de nivel de severitate mai mare a astmului pentru copiii expusi la
concentratii ale Der p 1 peste 2 ug/g de praf de casa. De asemenea, combinatia dintre
sensibilizare (prezenta IgE seric alergen-specific) cu expunerea la nivel detectabil in mediu a
Canf 1 si Fel d 1 a fost asociata cu un grad de severitate mai mare a astmului (OR = 2,06,
95% CI 1,01, 4,22 pentru primul alergen, respectiv OR = 2,41 95%CI 1,19, 4,89 pentru al
doilea).

Toate celelalte variabile incluse ih modelul de regresie logistica din prezentul studiu
au fost eliminate de algoritmul de regresie cand atingeau pragul predeterminat al p>0,25.
Valoarea obtinuta pentru AUC=0,743 este considerata de nivel acceptabil (0,7-0,8) pentru
capacitatea testului (utilizadnd variabilele identificate) de a discrimina intre rezultatele pozitive
(scorul simptomelor astm-like mai mare sau egal cu 3) si cele negative.
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CONCLUzIl

Studiul descris in lucrarea doctorala este primul prin care s-a realizat productia Si
caracterizarea alergenului major Amb a 11 ca proteina matura, pe plan mondial. Am obtinut
alergenul in forma recombinata, in doua sisteme de expresie diferite si in paralel. Scopul pe
care l-am urmarit a fost din punct de vedere experimental - caracterizarea alergenului in forma
recombinata cu determinarea activitatii sale alergenice si imunogenice, epidemiologic -
evaluarea prevalentei sensibilizarii fata de acest alergen intr-o populatie definita si analiza
riscului, precum si clinic - investigarea semnificatiei clinice a imunoreactivitatii IgE fata de Amb
a 11, caracterizarea pacientilor alergici. Astfel, cercetarea are o componenta experimentala
(realizata prin metode de alergologie moleculara, experiment pe model animal) si o
componenta clinica (realizata prin studiu cu pacienti recrutati prospectiv si parametri clinici
analizati transversal). In lumina datelor prezentate, pot fi exprimate urmatoarele concluzii:

1) in conditii climatice favorabile, sezonul polinic pentru ambrozia in Campia de Vest
se poate extinde peste 3 luni, de la mijlocul lunii iulie pana spre sfarsitul lunii octombrie.

2) Incidenta cazurilor recrutate de pacienti alergici la polenul de ambrozia a crescut in
timpul sezonului polinic, cu varf de incidenta la sfarsitul lunii august - inceputul lunii septembrie
(6/100.000 in esantionul studiat, respectiv de 6 ori incidenta bazala).

3) Prevalenta sensibilizarii alergice fata de rAmb a 11, determinata prin tehnica ELISA,
in randul pacientilor alergici la polenul de ambrozia a fost de 63,44%, confirmand definirea
Amb a 11 ca alergen major in populatia studiata.

4) Atat alergenul recombinat, cat si dimerii sai, au fost IgE reactivi fata de serul
pacientilor alergici la polenul de ambrozia, ceea ce atesta alergenicitatea rAmb a 11 obtinut
in ambele sisteme de expresie (eéAmb a 11 in Escherichia coli, respectiviAmb a 11 in celule
de insecte). Mai mult, la unii pacienti alergenicitatea Amb a 11 a fost echivalenta cu cea a
Amb a 1 natural

5) Diferentele structurale dintre cele doua forme recombinate ale Amb a 11 produse in
sisteme de expresie diferite pot fi responsabile de diferente in alergenicitatea si
imunogenitatea celor doua alergene.

6) Alergenele rAmb a 11 au fost imunogene, ambele forme inducénd productie de IgG
seric alergen-specific la iepurii imunizati. Titrul IgG a fost semnificativ, detectat prin ELISA
pana la dilutia 1:100.000 a serului in cazul iAmb a 11, respectiv 1:10.000 in cazul eAmb a 11.
Alergenul recombinat iAmb a 11 a demonstrat un caracter imunogen mai puternic decat eAmb
a11.

7) In grupul studiat (n=279) a existat o prezenta disproportionatéd a pacientilor de sex
masculin, tineri (in grupa de varsta 18-39 de ani), raportat la ponderea femeilor (p <0,05 S).

8) Majoritatea pacientilor (70,96%) au fost polisensibilizati alergic (p<0,05 S), in cazul
acestora asocierile frecvente fiind sensibilizarea la polen de cereale/graminee - alergen de
mediu exterior (51,52%), respectiv la acarienii din praful de casa - alergen de mediu interior
(47,98%).

9) Scorul median al simptomelor nazale a fost 8 (din 12 puncte posibile) indicand ca
majoritatea pacientilor alergici la polen de ambrozia prezentau simptome nazale severe,
atribuite rinitei alergice.

10) Femeile alergice la polen de ambrozia au acuzat afectarea mai severa a calitatii
vietii (p<0,05 S), din perspectiva tulburarilor de somn, a spitalizarilor datorate alergiei si a
scorului global de afectare a activitatilor.
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11) Intr-un subgrup (n=150) bine caracterizat din punct de vedere molecular, pacientii
clasificati pozitiv prin ELISA pentru sensibilizare IgE la Amb a 11 au asociat risc de simptome
mai severe astm-like (scor 3+), comparativ cu pacientii nonreactivi fatd de Amb a 11 (OR =
4,82, 95%CI: 1,81-12,82).

12) Alte asocieri de risc pentru simptome astm-like severe au fost testarea cutanata
pozitiva la scuame de céaine (OR = 7,49, 95%Cl: 2,29-24,46), respectiv expunerea domestica
la pisica (OR = 3,34, 95%Cl: 1,29-8,65).

CONTRIBUTII ORIGINALE

Contributiile originale din componenta cercetarii doctorale prezentate se inscriu pe trei
linii:

o studiul de alergologie moleculara aplicata pentru obtinerea si caracterizarea formelor
recombinate de Amb a 11 (rAmb a 11)

¢ modelul experimental de imunoterapie realizat pe iepuri

o studiul transversal de prevalenta si caracterizare a pacientilor alergici

1) In prima componenta a cercetarii am realizat:

e productia alergenului Amb a 11 matur in forma recombinata prin ambele sisteme de
expresie, in cantitati adecvate pentru aplicatii ulterioare de alergologie moleculara
(criteriul cantitativ pentru utilizarea alergenelor recombinate)

¢ evidentierea imunoreactivitatii rAmb a 11 fata de serul pacientilor alergici la ambrozia
(criteriul calitativ)

e caracterizarea alergenelor recombinate prin modelare moleculara si analize de
laborator, necesara pentru optimizarea tehnicilor de alergologie moleculara

e evaluarea alergenicitatii rAmb a 11 prin testul de degranulare a bazofilelor RBL, gradul
de alergenicitate fiind un predictor al fezabilitatii aplicatiilor centrate pe pacient

2) Prin studiul pe animale de laborator am demonstrat imunogenitatea rAmb a 11, atestata
de prezenta IgG in serul iepurilor imunizati cu alergenele recombinate, in titru suficient
pentru aplicatii ulterioare de alergologie moleculara.

Rezultatele studiului de alergie moleculara si a modelului experimental de
imunoterapie aratd ca rAmb a 11 pot fi utilizate intr-un panel de alergene din polenul de
ambrozia cu aplicabilitate in diagnosticul molecular al alergiei, dar si ca punct de pornire
pentru dezvoltarea de molecule noi (peptide, hipoalergene) pentru inducerea tolerantei prin
imunoterapie. De asemenea, anticorpii IgG obtinuti prin imunizarea iepurilor pot sta la baza
unor biosenzori pentru detectarea alergenelor din mediu. Astfel aceste contributii au caracter
aplicativ.

3) Prin componenta clinica a cercetarii am obtinut urmatoarele contributii teoretice:
e Confirmarea rolului Amb a 11 ca alergen major, cu seroprevalenta peste 50% a
anticorpilor IgE alergen-specifici in randul pacientilor alergici la polen de ambrozia
e Caracterizarea grupului de pacienti alergici, cu particularitatile urmatoare:
predominanta pacientilor tineri de sex masculin, afectarea mai severa a calitatii vietii
in cazul femeilor alergice la polen de ambrozia, asocierea sensibilizarii alergice la Amb
a 11 cu riscul de simptome mai severe astm-like
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Probleme de cercetare fundamentald ramase nerezolvate in domeniu, care pot
constitui directii pentru cercetari ulterioare: determinarea stabilitatii pe termen lung si in conditii
de mediu diverse a alergenelor recombinate, identificarea epitopilor IgE-specifici si IgG-
specifici, design de peptide bazate pe alergenele recombinate - pentru diagnostic si terapie,
design de molecule hipoalergenice pentru imunoterapie alergen-specifica.
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