Test aktivace bazofilt
BAT

Teorie:

Bazofily a Zirné buriky jsou klicové efektorové buriky casné alergické reakce I. typu. Syntetizuji fadu aktivnich
medidtor( (histamin, heparin, leukotrieny), které jsou odpovédné za klinické priznaky alergické reakce
(dilatace kapilar — otok, svédéni, zvyseni motility stfeva ¢i podpora sekrecni ¢innosti nékterych bunék - ryma).

Bazofily na svém povrchu nesou vysokoafinitni FceR (receptor) pro Fc fragment IgE. Pokud dojde
k premosténi vice téchto receptorl antigenem (=alergenem), aktivuje se intracelularni kaskada, jejimz
disledkem je aktivace bunék (degranulace a exprese aktiva¢niho znaku CD63 na bunécéné membrané).

Principem BAT testu je inkubace pIné krve pacienta s roztokem podezielého alergenu. Soucasné je se
vzorkem pacienty VZDY zpracovana negativni a pozitivni kontrola (BAT test nema dany referenéni meze). Ke
vzorku se jesté pridava roztok IL-3, ktery zvySuje reaktivitu bazofilG. Kratkd preinkubace vysetfované krve s
IL-3 mUZe zvysit citlivost testu a to tak, Ze dochazi k prestimulaci bazofil( a nasledné ke zvysené expresi CD63
oproti expresi bez pouZiti IL-3. Tohoto se muZe vyuZzit pfedevsim u alergenu, které vyvolavaji relativné slabou
stimulaci (napf. léky).
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Zdroj: https://raphaels7.wordpress.com/2015/08/21/basophil-activation-test/

Material:

e Prestimulacni roztok IL-3 pripraveny dle navodu v pfibalovém letdku, kat. ¢. 554604, firma BD
Pharmigen
e PBS pro burst test
e Roztok fMLP = pozitivni kontrola
e Monoklonalni protilatky:
o Anti-IgE PE-Cy5, firma Exbio
o CD63 FITC, firma Beckman Coulter
o (CD203c PE, firma Beckman Coulter
e Alergeny: alergeny pouzivané v alergologii pro prick testy (Stallergen)
e Lyzacni roztok


https://raphaels7.wordpress.com/2015/08/21/basophil-activation-test/

Postup:

1) Oznacte vzorek na vysetifeni BAT pfislusSnym Cislem, napf 2BAT1 (prvni ¢islo udava den v tydnu
1=PO, 2=UT, 3=ST, 4=CT, 5=PA), BAT je oznaceni metody a druhé &islo je pofadové &islo pacienta
stanovaného v daném dni

2) Popiste zkumavky pridélenym vySetfovacim Cislem. Pozitivni kontrolu oznacte K+, negativni
kontrolu K-, vySetfovany alergen ndzvem alergenu a fedénim

3) Priprava alergenu — viz nasledujici tabulka. Pfi vysetteni alergie na léky, kdy je dodand Iékarem
pozadujicim vy$etieni pacienta tableta, se o Fedéni, které se bude testovat, poradte s VS nebo
lékafem poZadujicim vySetreni. Tablety rozdrtte a rozpustte v 1 ml PBS a prefiltrujte =
koncentrovany alergen

Zkumavka alergen PBS Redéni Nafedény alergen
1 20ul koncentrovaného alergenu 180ul 10x davejte po 100ul
2 20ul ze zkumavky 1 180ul 100x do reakce
3 20ul ze zkumavky 2 180ul 1000x

Pozndmka: Pti vySetieni alergie na léky, kdy je dodand lékafem poZadujicim vySetfeni pacienta tableta, se o
Fedéni, které se bude testovat, poradte s VS nebo Iékafem pozadujicim vy$etieni. Tablety rozdrtte a
rozpustte v 1 ml PBS a prefiltrujte = koncentrovany alergen

4) Do kazdé zkumavky napipetujte 20ul prestimulaéniho roztoku IL-3 (brat vidy zmraZzeny) a pfidejte
100ul pIné krve
5) Promichejte na vortexu, inkubace 10 min, 37 °C, vodni lazen
6) Pridejte do zkumavky:
e S pozitivni kontrolou 80ul PBS a 20ul fMLP
e S negativni kontrolou 100ul PBS
e Pro vysetfovany alergen 90ul PBS a 10ul koncentrovaného alergenu nebo 100ul
pfipraveného naredéného alergenu, viz bod 3 (tabulka) — dle poZadavku lékare
7) Promichejte na vortexu a nechte inkubovat 20 min ve vodni [azni pfi 37 °C
8) Poté zastavte reakci = degranulace bazofild - viozenim zkumavek na 5 min do ledové lazné
9) Do kazdé zkumavky pridejte 3 nasledujici monoklonalni protilatky:
e 5ul anti Igk PE-Cy5
e 10ul CD63 FITC
e 10ul CD203c PE
10) Promichejte na vortexu a nechte inkubovat 30 min ve tmé v lednici
11) Lyzujte na lyzatoru (Ucel - odstranéni erytrocytd) nasledné centrifugujte 5 min pfi 20000t/min
12) Slijte supernatant a sediment opatrné Spickou rozsuspendujte ve 400ul zfiltrovaného fixacniho
roztoku obsahujiciho paraformaldehyd, v laboratofi UKIA oznaéen jako roztok C.
13) Vzorky do zméreni uchovavejte v lednici (2-8 °C)
14) Mérte na pritokovém cytometru Navios EX nebo Navios pomoci worklistu BAT



Hodnoceni vysledkii - priklady:

1) Pacient alergicky na kocku (alergen Fel d1)
Pozn: Nomenklatura alergen vychazi z latinského nazvu biologického rodu, z néhoz alergen
pochazi. Uvadéji se prvni 3 pismena (prvni pismeno je velké), napf. Kocka = Felis = alergen Fel
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2) Uréeni alergie na véelu a vosu
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