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Alergie

= hypersenzitivni reakce zprostredkovand imunitnimi
mechanismy (humordlnimi a bunécnymi)

= skupina chorob, u nichz dochdzi k opakované expozici
skodlivymi antigeny z vnéjsiho prostiedi (alergenim)

* navozeni zdnétlivych zmén > porucha struktury a funkce

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




Lécba alergii

profylace

farmaka

e antihistaminika — blokuji receptory pro histamin

* kortikoidy — inhibice syntézy histaminu, protizdnétlivé

* kromoglykat — inhibice degranulace ovlivnénim vlastnosti
membrdny mastocyti

tzv. alergenovd imunoterapie — postupné zvysovdni

ddvky alergenu

Hofejsi a kol., 2009
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Diagnostika alergickych onemocnéni

anamnéza — mozné priciny vzniku alergie

kozni testy — rychlost, spolehlivost, jednoduchost

* prick testy, intradermalni testy — k prukazu casné precitlivélosti
® epikutdnni testy — k prUkazu pozdni precitlivélosti

provokacni testy — klinické projevy po kontaktu s alergenem
* diagnostika alergickych onemocnéni z povoldni

stanoveni celkového mnozstvi IgE

® zvysend koncentrace nemusi doprovdzet IgE zprostredkovanou
alergickou reakci

stanoveni koncentrace specifickych IgE (slgE)
e RAST, FAST, Immulite, CAP — princip ELISA techniky

épié’ék a kol. 2004; Krejsek a kol. 2004; Honzovd a kol., 2003; Honzovd, 2009 /




Bazofily a zirné bunky

primdarni efektorové bunky v IgE zprostfredkované
reakci |. Typu

syntéza medidtoru alergické reakce — zejm. histamin
exprimuji vysokoafinitni receptor pro IgE (FceRl)

IgE zprostredkovand reakce — premosténi sousednich
sIgE alergenem =2 splynuti granul = uvolnéni granul
vdzaijicich histamin a heparin

* = degranulace

Honzovd, 2009; Pichler, 2007/




Testy sledujici aktivaci bazofilu




Test uvolnovani histaminu

® zdvislé na povaze nemoci, prijem |ékU, hormondl, pritomnost
cytoking,..

* 5% jedincU nereaguje

CAST - cellular allergen stimulation test

* test zalozeny na uvoliovani sulfidoleukotrien(

Nevyhody

* Nutnost izolace =2 riziko nespecifické stimulace
® PInd krev — medidtory z monocyts, eosinofil

BAT — test aktivace bazofill

* komercni kity — Bazotest, FAST
® s vyuzitim priUtokové cytometrie
¢ sledovdni membrdnovych znaku

\ Honzovd, 2009; Valent a kol., 2009; De Weck a kol., 2008; Ebo a kol., 2008; Boumiza a kol., 2007 /




Test aktivace bazofilu (BAT)




prulom 1994 — objev CD63 znaku bazofilni aktivace
1999 — objeveni znaku CD203c

* jednoznacdnd identifikace bazofild
e znak aktivace — exprese se zvysuje béhem aktivace bazofild

CDé63

® proteinovd molekula (53 kDa) - glykoprotein

® exprimovand na cytoplazmatickych granulich klidovych bb
* na aktivovanych bazofilech

® monocyty, makrofdgy, trombocyty

CD203c¢

® enzym

® exprese se zvysuje béhem aktivace
e pritomen u klidovych bazofild

Sainte-Laudy a kol. 1994; Ebo a kol., 2006; Wolanczyk-Medrala a kol. 2009; Havranova a kol., 2006; Ebo a kol.,
2008; Pichler, 2007; Boumiza a kol., 2007




e

Synonyms Gpb53, LAMP-3 (lysosyme-
associated membrane
protein)

(Super) family  Transmembrane-4 super
family (tetraspanins)

Resting Barely detectable
basophils

IgE —activated  Upregulation starts within
basophils 10 min
Expressed with a high
density (at least 1 log scale)

Hlavni vlastnosti aktivacnich markeru

Neural cell surface
differentiation antigen E-

NPP3

Pyrophosphatase /phospho
diesterase

Consitutively present

Upregulation starts within
5 min and peaks within 10
— 15 min

Upregulation less
prominent when compared

with CD63

Ebo a kol., 2006




Pouziti

citliva a specifickd metoda
v diagnostice IgE-zprostredkované alergické reakce (i non-
IgE reakce)

* inhalaéni alergeny, prirodni alergie na latex, alergie na jidlo,
|éky, autoprotildtky u chronické kopfivky, alergie na vosi, véeli
jed,..

monitoring imunoterapie

indikace — kozni testy a vysetfeni specifickych IgE protildtek —
NELZE

* vysledky neodpovidajici klinické anamnéze

* problematické alergeny — jed blanokridlého hmyzu, |ékové
alergie

Ebo a kol., 2006, Wolanczyk-Medrala a kol., 2009, De Weck a kol., 2008, Pichler, 2007; Valent a kol., 2004; Bidad a
K kol., 2014; Havranova a kol., 2006; Eberlein-Konig a kol., 2006; Boumiza a kol., 2007; Sainte-Laudy
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Provedent:

heparinizovand krev + IL-3

stimulace vodnymi roztoky alergend - inkubace 10 min pfi 37°C na
vodni |dzni

do zkumavky:

® pozitivni kontrola

* negativni kontrola

inkubace 20 min pfi 37°C
zastaveni reakce na ledu

pridavek dvou druhU fluorescenéné znacenych protilatek

e protildtka k identifikaci bazofild — anti-CD203c¢, anti-IgE
(anti IgE-PE-Cy5, 203cPE)

e protildtka, kterd se vaze na aktivaéni znaky — anti-CD63
CD63 FITC

inkubace 30 min ve tmé& pfi 2 - 8°C
lyza erytrocytd =2 centrifugace
sliti supernatantu

FACS

Valent a kol., 2004; Havranovad a kol., 2003/




Zpracovani vzorku |

preanalyticka faze
* odbér do antikoagulaéniho ¢inidla — heparin, EDTA
* skladovdni s EDTA — 24 hodin p¥i 4°C

interference
* |léky (vynechat pred odbérem)

alergicka reakce pred odbérem — falesné negativni

vysledky

test s plnou krvi X s izolovanymi bazofily
* jednodussi * Easové ndro&n&isi
* rych|e|5| _ ] o * vétsi mnozstvi krve
* aktivace v pfirozeném prostiedi * nespecifickd& aktivace buné&k
* interference se slozkami krevni

plazmy?

Valent a kol., 2004; Ebo a kol., 2008; De Weck a kol., 2008; Pichler, 2007/
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Zpracovani vzorku i

preinkubace — krev s IL-3 (stimulace bazofild)

aktivace alergenem
® prirodni alergenové extrakty — heterogenni
* rekombinantni

se vzorkem — pozitivni i negativni kontrola
* pozitivni kontrola — anti-IgE protildtka, fMLP
* negativni kontrola — rfedici roztok
identifikacni znaky
* protildtka proti IgE
IgE i na jinych bunkdch (pf. na monocytech) — odliseni anti-HLA-DR protilatka
rozné mnozstvi IgE a receptor(
e CD203c — specifictéjsi
i zhodnoceni stavu aktivace
* CCR2 (eotaxin CC chemokin receptor-3) — nespecificky
e CRTH2 (DP2)

Pichler, 2007; De Weck a kol., 2008; Honzovd, 2003; Valent a kol., 2004; Havranova a kol., 2006; Ebo a kol., 2008;
Boumiza a kol., 200
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Basophil phenotype at rest:
lgE+
CDe3- -
A d Anti-CD63 PE

Basophil phenotype after activation:
IgE+
CD63+

Anti-CD63 PE

CD63}+
Gp53+

Fig. 1. Basophil phenotype at rest.

Fig. 2. Basophil phenotype after activation.

Pichler, 2007/
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Interpretace

vysledek
* % aktivovanych bazofil{
® u nékterych alergenl — tzv. stimulacni index

® absolutni pocet hodnocenych bazofild (>150)

% bazofild po stimulaci alergenem

N
% bazofild bez stimulace nebo negativni kontrola

Ebo a kol., 2006; Ebo a kol., 2008; De Weck a kol., 2008; Pichler, 2007; Havranova a kol., 2006; Honzové a
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Alternativy

modifikace
* kombinace protildtek CRTH2/CD203¢c/CD3/CCR3

anti-CD203c — pouze k méreni aktivace
anti-CRTH2 a anti-CD3 — detekce bazofild
neprinosné
znaky nové generace — CD13, CD164, CD107a «
CD107b
* spojené s degranulaci
* vyuziti jako aktivaéni znaky pomoci pritokové cytometrie?

* odlisné doby aktivace

!Ebo a kol., 2008; Havranovd a kol., 2006; Boumiza a kol., 2005; Hennersdorf a kol., 2005; Pichler, 2007; De Weck, 2(@




Senzitivita a specifita BAT

na inhalacni alergeny
potravinové alergie
alergie na latex
alergie na hmyzi jedy
lékové alergie

Q1 - 93
80 -90
80 - 90
témér 100
50 - 64

28 - 100
80 - 90
témér 100
100
100

Honzovd a kol., 2003; Eberlein-Kénig a kol., 2006/




Shrnuti

spolehlivd metoda k diagnostice ruznych alergii

* inhalaéni alergeny

® potravinové alergeny

* alergie na latex

* alergie na hmyzi jed

e |ékové alergie

doplikové vysetreni ke koznim testOm a stanoveni specifickych
IgE protilatek

pfi stanoveni problematickych alergeni

aktivacni znaky CD63 a CD203c

* CD63 — na aktivovanych bazofilech

e CD203c — pritomen u klidovych bazofild, zvyseni exprese béhem
aktivace

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