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Využití průtokové cytometrie v 

diagnostice alergických onemocnění 



Alergie 

 = hypersenzitivní reakce zprostředkovaná imunitními 

mechanismy (humorálními a buněčnými) 

 = skupina chorob, u nichž dochází k opakované expozici 

škodlivými antigeny z vnějšího prostředí (alergenům) 

 navození zánětlivých změn  porucha struktury a funkce 

Krejsek a kol., 2004; Hořejší a kol., 2009 



Léčba alergií 

 profylace 

 farmaka  

 antihistaminika – blokují receptory pro histamin 

 kortikoidy – inhibice syntézy histaminu, protizánětlivé 

 kromoglykát – inhibice degranulace ovlivněním vlastností 

membrány mastocytů 

 tzv. alergenová imunoterapie – postupné zvyšování 

dávky alergenu 

Hořejší a kol., 2009 



Diagnostika alergických onemocnění 

 anamnéza – možné příčiny vzniku alergie 

 kožní testy – rychlost, spolehlivost, jednoduchost 

 prick testy, intradermální testy – k průkazu časné přecitlivělosti 

 epikutánní testy – k průkazu pozdní přecitlivělosti 

 provokační testy – klinické projevy po kontaktu s alergenem 

 diagnostika alergických onemocnění z povolání 

 stanovení celkového množství IgE  

 zvýšená koncentrace nemusí doprovázet IgE zprostředkovanou 
alergickou reakci 

 stanovení koncentrace specifických IgE (sIgE) 

 RAST, FAST, Immulite, CAP – princip ELISA techniky 

Špičák a kol. 2004; Krejsek a kol. 2004; Honzová a kol., 2003; Honzová, 2009 



Bazofily a žírné buňky 

Honzová, 2009; Pichler, 2007 

 primární efektorové buňky v IgE zprostředkované 

reakci I. Typu 

 syntéza mediátorů alergické reakce – zejm. histamin 

 exprimují vysokoafinitní receptor pro IgE (FceRI) 

 IgE zprostředkovaná reakce – přemostění sousedních 

sIgE alergenem  splynutí granul  uvolnění granul 

vázajících histamin a heparin 

 = degranulace 



Testy sledující aktivaci bazofilů 



Honzová, 2009; Valent a kol., 2009; De Weck a kol., 2008;  Ebo a kol., 2008; Boumiza a kol., 2007 

 Test uvolňování histaminu 

 závislé na povaze nemoci, příjem léků, hormonů, přítomnost 
cytokinů,.. 

 5% jedinců nereaguje  

 

 CAST - cellular allergen stimulation test 

 test založený na uvolňování sulfidoleukotrienů 

 Nevýhody 

 Nutnost izolace  riziko nespecifické stimulace 

 Plná krev – mediátory z monocytů, eosinofilů 

 

 BAT – test aktivace bazofilů 

 komerční kity – Bazotest, FAST 

 s využitím průtokové cytometrie 

 sledování membránových znaků 



Test aktivace bazofilů (BAT) 



 průlom 1994 – objev CD63 znaku bazofilní aktivace 

 1999 – objevení znaku CD203c 
 jednoznačná identifikace bazofilů 

 znak aktivace – exprese se zvyšuje během aktivace bazofilů 

 

 CD63 
 proteinová molekula (53 kDa) - glykoprotein 

 exprimovaná na cytoplazmatických granulích klidových bb 

 na aktivovaných bazofilech 

 monocyty, makrofágy, trombocyty 

 

 CD203c 
 enzym 

 exprese se zvyšuje během aktivace 

 přítomen u klidových bazofilů 
 

Sainte-Laudy a kol. 1994;  Ebo a kol., 2006; Wolanczyk-Medrala a kol. 2009; Havranová a kol., 2006; Ebo a kol., 

2008; Pichler, 2007; Boumiza a kol., 2007 



Hlavní vlastnosti aktivačních markerů 

Ebo a kol., 2006 

CD63 CD203c 

Synonyms Gp53, LAMP-3 (lysosyme-

associated membrane 

protein) 

Neural cell surface 

differentiation antigen E-

NPP3 

(Super) family Transmembrane-4 super 

family (tetraspanins) 

Pyrophosphatase/phospho

diesterase 

Resting 

basophils 

Barely detectable Consitutively present 

IgE –activated 

basophils 

Upregulation starts within 

10 min 

Expressed with a high 

density (at least 1 log scale) 

Upregulation starts within 

5 min and peaks within 10 

– 15 min 

Upregulation less 

prominent when compared 

with CD63 



 citlivá a specifická metoda 

 v diagnostice IgE-zprostředkované alergické reakce (i non-
IgE reakce) 

 inhalační alergeny, přírodní alergie na latex, alergie na jídlo, 
léky, autoprotilátky u chronické kopřivky, alergie na vosí, včelí 
jed,.. 

 monitoring imunoterapie 

 indikace – kožní testy a vyšetření specifických IgE protilátek – 
NELZE 

 výsledky neodpovídající klinické anamnéze 

 problematické alergeny – jed blanokřídlého hmyzu, lékové 
alergie 

 

 Ebo a kol., 2006, Wolanczyk-Medrala a kol., 2009, De Weck a kol., 2008, Pichler, 2007; Valent a kol., 2004; Bidad a 

kol., 2014; Havranová a kol., 2006; Eberlein-König a kol., 2006; Boumiza a kol., 2007; Sainte-Laudy 

Použití  



Provedení: 

Valent a kol., 2004; Havranová a kol., 2003 

 heparinizovaná krev + IL-3 

 stimulace vodnými roztoky alergenů - inkubace 10 min při 37°C na 
vodní lázni 

 do zkumavky: 
 pozitivní kontrola 

 negativní kontrola 

 inkubace 20 min při 37°C 

 zastavení reakce na ledu 

 přídavek dvou druhů fluorescenčně značených protilátek 
 protilátka k identifikaci bazofilů – anti-CD203c, anti-IgE  

 (anti IgE-PE-Cy5, 203cPE) 

 protilátka, která se váže na aktivační znaky – anti-CD63 
 CD63 FITC 

 inkubace 30 min ve tmě při 2 - 8°C 

 lýza erytrocytů  centrifugace 

 slití supernatantu 

 FACS 



 preanalytická fáze 

 odběr do antikoagulačního činidla – heparin, EDTA 

 skladování s EDTA – 24 hodin při 4°C  

 interference 

 léky (vynechat před odběrem) 

 alergická reakce před odběrem – falešně negativní 

výsledky 

 test s plnou krví            x           s izolovanými bazofily 

• jednodušší 
• rychlejší 
• aktivace v přirozeném prostředí 
• interference se složkami krevní        
   plazmy? 

• časově náročnější 

• větší množství krve 
• nespecifická aktivace buněk 

Valent a kol., 2004; Ebo a kol., 2008; De Weck a kol., 2008; Pichler, 2007 

Zpracování vzorku I 



 preinkubace – krev s IL-3 (stimulace bazofilů) 

 aktivace alergenem  
 přírodní alergenové extrakty – heterogenní 

 rekombinantní 

 se vzorkem – pozitivní i negativní kontrola 
 pozitivní kontrola – anti-IgE protilátka, fMLP 

 negativní kontrola – ředící roztok 

 identifikační znaky 
 protilátka proti IgE 
 IgE i na jiných buňkách (př. na monocytech) – odlišení anti-HLA-DR protilátka 

 různé množství IgE a receptorů 

 CD203c – specifičtější 
 i zhodnocení stavu aktivace 

 CCR2 (eotaxin CC chemokin receptor-3) – nespecifický 

 CRTH2 (DP2) 

 

 
Pichler, 2007; De Weck a kol., 2008;  Honzová, 2003; Valent a kol., 2004; Havranová a kol., 2006; Ebo a kol., 2008; 

Boumiza a kol., 2005 

Zpracování vzorku II 



Ebo a kol., 2006 



Pichler, 2007 



 výsledek  

 % aktivovaných bazofilů 

 u některých alergenů – tzv. stimulační index 

 absolutní počet hodnocených bazofilů (>150) 

 

 

Ebo a kol., 2006; Ebo a kol., 2008; De Weck a kol., 2008; Pichler, 2007; Havranová a kol., 2006; Honzová a 

kol., 2003; Hagau a kol., 2013; Valent a kol., 2004 

SI =  
% bazofilů po stimulaci alergenem 

% bazofilů bez stimulace nebo negativní kontrola 

Interpretace 



Alternativy 

 modifikace 

 kombinace protilátek CRTH2/CD203c/CD3/CCR3 

 anti-CD203c – pouze k měření aktivace 

 anti-CRTH2 a anti-CD3 – detekce bazofilů 

 nepřínosné 

  znaky nové generace – CD13, CD164, CD107a a 

CD107b  

 spojené s degranulací 

 využití jako aktivační znaky pomocí průtokové cytometrie? 

 odlišné doby aktivace 

 

Ebo a kol., 2008; Havranová a kol., 2006; Boumiza a kol., 2005; Hennersdorf a kol., 2005; Pichler, 2007; De Weck, 2008 



Senzitivita a specifita BAT 

Honzová a kol., 2003; Eberlein-König a kol., 2006 

alergie senzitivita (%) specifita (%) 

na inhalační alergeny 91 - 93 98 - 100 

potravinové alergie 80 -90  80 - 90 

alergie na latex 80 - 90 téměř 100 

alergie na hmyzí jedy téměř 100 100 

lékové alergie 50 - 64 100 



Shrnutí 
 spolehlivá metoda k diagnostice různých alergií 

 inhalační alergeny 

 potravinové alergeny 

 alergie na latex 

 alergie na hmyzí jed 

 lékové alergie 

 doplňkové vyšetření ke kožním testům a stanovení specifických 
IgE protilátek 

 při stanovení problematických alergenů 

 aktivační znaky CD63 a CD203c 

 CD63 – na aktivovaných bazofilech 

 CD203c – přítomen u klidových bazofilů, zvýšení exprese během 
aktivace 

Ebo a kol., 2006; Ebo a kol., 2008, Wolanczyk-Medrala a kol., 2009 
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