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Serologickeé testy - pokracovani




ALEX (allergy explorer)

-Cipova technologie — multiplex metoda

*Stanoveni az 280 alergen( v jediném kroku (Cip obsahuje jak alergenové
extrakty, tak vybrané rekombinantni alergeny)

*Klinik v ordinaci indikuje pacienty pro vysetreni ALEX pouze na zdkladé klinickych projev( —
pacienti, kteri udavaji mnohocetné alergie (inhala¢ni, potravinové)

*Hodi se pro pacienty kde je podezreni na zkfizené alergie

*Hladina celkového IgE nehraje pfri indikaci roli
*Hodnoceni vysledk( probiha pomoci pocitace — specialni ¢tecka Cipl, software
*Vysledky — kUA/I, 4 semikvantitativni tfidy

*Video — pracovni postup:
https://www.youtube.com/watch?v=kIET1jLVmp4&ab channel=DasitGroupS.p.A.



https://www.youtube.com/watch?v=klET1jLVmp4&ab_channel=DasitGroupS.p.A

ALEX (allergy explorer)

4. Pridavek anti-Igk znacené enzymem
- promyti =2 pridavek substratu

2. Pridavek diluentu O
a 100ul pacientova séra O

3. Vazba IgE na alergen L ) )
5. Pfeména substratu na barevny

produkt = tvorba barevného spotu na

ALEX — Cipy obsahuji az 280 Cipu

alergen, v pribéhu inkubace
pacientova séra se pridava
také specialni diluent, ktery
obsahuje blokator, ktery
eliminuje vazbu anti-CCD IgE —

6. Zastaveni reakce stop Cinidlem,
ususeni ¢ipu = odecet

nanocastice

1. Na Cipu jsou ve formé spotu imobilizovany nanocastice potazené
alergenem - je dana presna poloha spotu na Cipu pro konkrétni alergen




ALEX (allergy explorer)

oVyuziti:
o Indikace pro specifickou imunoterapii
o Vyhodnoceni rizik pro pacienta s cilem zabranit zavaznym alergickym reakcim

o Ziskavame molekularni informace o zkrizené reaktivité mm
PROTEINS

MUXF3* Bet v 2** Ara hs Arah9 e :g
Napfiklad zasobni proteiny jako jsou Ara h 1,2,3 nebo 6 mohou =
vyvolat alergické symptomy vedouci az k anafylaktickemu Soku. & Cora 1 Cora 8 Gora®
Naopak, Ara h 8, protein PR-10 obvykle nevyvolava zavaznéjsi e
problém, pritom ale vede k tomu, Ze vysledky testu extraktu jsou &= Jugr 3 Jugr 1
pozitivni, coZ vede k urcité nejistoté na strané Iékare i pacienta. Walnut
Podobné konstelace se objevuji i u dalSich potravinovych alergent, & Ber o

Brazil Nut

napf. soji, liskovych ofech Ci vlasskych ofechd.

y Anao3
Zdroj: file:///C:/Users/Julie/Desktop/ALEX-Alergy%20explorer_letak A4.pdf Cashew




ImmunoCap ISAC

oTaktéz bioCipova technologie
oNa rozdil od ALEXe se zde pouziva k detekci anti-IgE znacena fluorochromem

oVysledkem tedy neni barevna reakce, ale odecita se fluorescence pomoci specialniho

laserového snimace «.  ISAC ALEX
(Thermaofisher) Allergy Explorer
(MADx)
) 112 komponent 125 komponent + 157 extrakt(
Slazeni 51 alergenowych zdrajl 160 alergenovych zdrajl
Biologicky material plasma, serum plasma, sérum
minoEstvi 30 pl 100 pl
Daba trvani testu cca 4 hodiny cca 4 hodiny
Doba odezvy delii doba odezvy kritkd doba odezvy
3-4 pacientiftest 1 pacient/test
stanoveni celkového IgE
Inhibice CCD




Bunécne testy v alergologii

1. Stanoveni poctu eozinofill (l.typ precitlivélosti)

2. Test aktivace bazofil( (BAT) (I.typ precitlivélosti)

3. Test proliferace lymfocytu na pozdni alergickou reakci (IV. typ precitlivélosti)




Stanoveni poctu eozinofild

oPrincip — hematologicky analyzator [Ungated] CD45-FITC / SS/

o Hydrodynamicka fokusace vzorku 1000+ e ;}’ﬂ{

o Impedancni vlastnosti bunék - pocet ﬂm_' B '

o Prlichod svételnym paprskem — vlastnosti o velikosti a granularité |

Mono : 6,61%

oKrevni diferencial dospélého ¢lovéka: 2 - :

o Lymfocyty: 20-45 % e n

o Monocyty 2-12 % ' |

o Neutrofily 50-70 % 1

o Eosinofily 1-3% o AGADY : 28}46%

o Bazofily <1% "

oZvyseni eozinofil( — alergickd, parazitarni onemocnéni...
oPouziti — monitoring eozinofilniho astmatu

oPfFi znalosti absolutniho poctu leukocytu lze absolutni pocty bunék dopocitat
o Leukocyty 4-10*10%/I




Test aktivace bazofilu (BAT)

oBazofily v neaktivovaném stavu exprimuji v nizké mire znak CD203c, jsou CD63 negativni

oP¥i aktivaci a degranulaci se zvysuji znaky CD63 a CD203c = méreni pomoci pritokové
cytometrie

oProvedeni testu — prestimulace plné krve s IL-3 = nasleduje pridavek alergenu = inkubace 2>
promyti = znaceni protilatkami (anti-CD63, anti-CD203c, anti-IgE) = promyti = lyza erytrocytd

! / CD63 |
antigen

histamine-
containing
secretory
vesicle

IgE-specific IgE BINDS TO 4 MULTIVALENT 5 HISTAMINE

Fc receptor Fc RECEPTORS ANTIGEN CROSS- RELEASE BY
LINKS ADJACENT EXOCYTOSIS
IgE MOLECULES

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



BAT — alergeny

oVétsinou se pouzivaji alergeny z prick test(

oU podezreni na |ékové alergie doktor spolu s krvi zasila do laboratore podezrely |ék = v laboratofi
rozdrcen, prefiltrovan a naredén

o Pozn. v minulosti se pozivaly k provedeni BAT i potraviny = v laboratofi se potravina rozdrtila, naredila a
vysledny roztok se prefiltroval

oU kazdého BAT testu se poziva redéni alergenu v poradi 10krat, 100krat a 1000krat = proc?

l

oNékdy mulze byt koncentrace alergenu natolik velka, Ze bazofily se vyrazné naaktivuji a béhem
inkubace podlehnou nekréze = vysledkem méreni je faleSna negativita

oProto se muze stat, Zze napf. pri redéni 10krat je reakce negativni, ale pozitivni v fredéni 100krat!!



BAT

funkéni test umozniujici vySetfeni aktivace bazofill po setkani se s urcitym alergenem in vitro

Na povrchu bazofilli - FceRI (receptor pro IgE) - .
P03 Zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na

----- povrchu perifernich bazofilt po jejich expozici
alergenem in vitro

Vysetreni periferni
heparinizované krve,

stimulace alergenem » Reakce precitlivélosti jsou podstatou alergickych onemocnéni.
pfi 37 °Cve vodni lazni, Z) o mAb\j\f' § Reakct:ve gr(ecitliv’élostllll.’ttzpu 'n|el|)50" IgE mediovana alergie - je
1 / IgE > anti-ige zprostredkovana protilatkami .
zastaveni oreakcve B ly%a Sn%?c*‘s‘;.'; = """HF“R' g@ An-GRTYZP? I;E se navaze napbazofily ve fgzi senzibilizace.
erytrocytu a mereni na cm% %um \GRTH2IDP2 PFi dalsim setkani s alergenem — alergen pfemosti IgE, to vede k
pritokovém cytometru ,,;E 7 n\ ) aktivaci bazofilt - masivnimu uvolnéni produktt degranulace
cD203¢ 8¢ $ -K . bazofill a mastocytt ——> zvySena exprese CD63 a CD203c
i /" cpes  antCDe3 na aktivovanych bazofilech.
hv seRaRe HlslamI'M hv

release

ohranic¢ime subpopulaci bazofilu (IgE pozitivnl!
- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofild




BAT — gatovaci strategie

(Pacient alergicky na kocku — alergen Fel d)

Negativni kontrola Pozitivni pacient —vidime
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Negativni kontrola

negativ ah 00012554 963
[B] 55 INT / IgE AS4T FL4

negativ ah 00012554 963
[H]
IgE As4T FL-I § CD6E3 FITC

negativ ah 00012554 963
[H]
IgE A647 FL4 / CD203c PE
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Pri vySetreni BAT u pacienta je soucasti testu

vzdy:

Negativni kontrola (PBS)
Pozitivni kontrola (stimulace fMLP)

Vosa
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oPacienti se zavaznymi reakcemi na léky =2 IV. Typ precitlivélosti dle Coombse a Gella

oPrincip: inkubace lymfocytl pacienta s podezielym |ékem 7 dni v médiu = poté méreni
proliferace

o Soucasti testu téz negativni kontrola (PBS), pozitivni kontrola (PHA, ConA) a zdrava kontrolni osoba!

oPokud lymfocyty proliferuji, je dany |ék povazovan za spoustéc pozdni alergické reakce

oUskali:

o Testovan je primo lék, ale ne jeho metabolity (nékteré Iéky se biotransformuji na metabolity které maji
dany ucinek)

o Nékteré léky pfimo pUsobi jako inhibitory proliferace (napf. prostaglandin E2 = utlum produkce IL-2)

o Moznost falesné pozitivity bez klinickych priznak( pacienta = nutno vzidy hodnotit vysledky spolu s
klinickymi daty



