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Flow cytometric basophils activation test as a method of allergy diagnosis

Abstract

For several years the incidences of allergic diseases and anaphylactic reactions have been increasing dramatically. Classical
method of allergy diagnosis — skin prick test in some situations can provoke life-threatening reactions. Detection of allergen-
-induced basophil activation by flow cytometry has been shown to be a useful tool for allergy diagnosis in those patients. CD 63
and CD203c have recently been demonstrated as a specific activation markers of basophils that are rapidly up-regulated after
allergen challenge in sensitized patients. Although flow-cytometry methods are quite sophisticated and expensive, it could be
a good alternative in patients at risk of severe anaphylactic reactions or with contradictory test results.
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Streszczenie

W ciagu ostatnich lat znacznie wzrosta zapadalno$¢ na choroby alergiczne. , Ztotym standardem” w diagnostyce tych choréb
sg testy skorne, jednak podczas ich wykonywania zdarzajg sie przypadki zagrazajgcych zyciu odczynéw anafilaktycznych.
W niektdrych wiec sytuacjach alternatywa dla badan tradycyjnych sg metody diagnostyki alergii in vitro, w tym cytometria
przeptywowa. U osoby z atopig po kontakcie z alergenem dochodzi do aktywacji bazofildw i wzrostu ekspresji na ich
powierzchni antygenéw CD63 i CD203c. Markery te mozna oznacza¢ metodg cytometrii przeptywowej za pomocg skierowa-
nych przeciwko nim przeciwciat monoklonalnych sprzezonych z fluorochromami po stymulacji in vitro komérek krwi obwodo-
wej. Chociaz metoda ta jest kosztowna i wymaga uzycia specjalistycznego sprzetu, to jest jednak dobrym narzedziem
diagnostycznym w przypadku tych chorych, u ktérych wykonanie testéw skdrnych wiaze sie z duzym ryzykiem wystapienia
powiktan.

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, bazofile, CD63, CD203c, alergia
Pneumonol. Alergol. Pol. 2009; 77: 152-158

W ciggu ostatnich kilkunastu lat czestosé¢ wy-
stepowania reakcji alergicznych i ich najgrozniej-
szych form — reakcji anafilaktycznych znaczaco
wzrosta. Tendencje te zaobserwowano zaréwno
w populacji Europy Zachodniej, jak i Ameryki P61-
nocnej oraz Australii [1]. Szacuje sie, ze okolo 20—
-30% populacji krajéw rozwinietych cierpi z po-
wodu reakcji IgE-zaleznych w odpowiedzi na po-

wszechne alergeny. Choroby wywolywane przez te
reakcje to astma, katar sienny, alergiczne zapale-
nie spojéwek i atopowe zapalenie skory [2]. Reak-
cja anafilaktyczna polega na natychmiastowej IgE-
-zaleznej odpowiedzi na alergen. Polaczenie sie IgE
z receptorem FceRI (receptor o wysokim powino-
wactwie dla immunoglobuliny E) na powierzchni
bazofila lub mastocyta i zwiazanie krzyzowe aler-
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genu przez fragmenty Fab tych przeciwcial prowa-
dzi do degranulacji komérek i uwolnienia z ich
ziarnistosci mediator6w reakcji alergicznej, takich
jak histamina, sulfidoleukotrieny (LTs) i liczne
cytokiny [1, 2]. Uwalniane czynniki moga wywo-
tywaé¢ reakcje anafilaktyczne prowadzace do
wstrzasu. Do alergendéw, ktére najczesciej je wy-
woluja, naleza miedzy innymi: jad owadéw bton-
koskrzydtych (pszczoly, osy, szerszenie), orzechy,
ryby, leki i lateks [1]. Kliniczne reakcje wywoly-
wane przez jad owadéw blonkoskrzydlych sa przy-
czyng $mierci 0,09-0,45 os6b na milion ogdlnej
Swiatowej populacji. Znacznie czesciej po uzadle-
niach obserwuje sie reakcje miejscowe (2-19%
populacji) lub systemowe (0,8-3,9%) [3].

Liczne badania pozwolily ustali¢ strukture
wielu alergenéw. Przewaznie sa one glikoproteina-
mi. Wiele z nich zostalo opisanych, sklonowanych
i wyprodukowanych w rekombinowanej formie.
Takie rekombinowane alergeny moga by¢ wykorzy-
stane w diagnostyce alergii. Zaobserwowano, ze
sita reakcji zalezy od stanu glikozylacji alergenu
i jego struktury, dlatego podjeto préby analizy re-
akcji IgE-zaleznych na konkretne alergeny w okre-
slonych typach alergii [2].

Diagnostyka alergii jest gf6wnie oparta na
wywiadzie klinicznym (powigzanie objawéw
z bodZcem je wywolujacym), pozytywnym wyniku
testow skérnych, ktére ciagle stanowia ,,zloty stan-
dard”, oraz wykrywaniu swoistych IgE w surowi-
cy pacjenta. U wiekszosci pacjentéw te badania po-
zwalajg wykry¢ czynnik uczulajacy, jednak w nie-
licznych przypadkach niezbedne sg dodatkowe
czynno$ciowe badania in vitro [1, 4].

Wykonanie testow skérnych czy prowokacji
donosowej nie zawsze jest mozliwe, gdyz w nie-
ktérych przypadkach moze wywolywaé niebez-
pieczng dla zycia reakcje anafilaktyczng. Dlatego
poszukuje sie testow in vitro, wiarygodnie potwier-
dzajacych diagnoze alergii [5].

Bazofile i mastocyty — komérki odpowiedzialne
za objawy alergii

Komorki odpowiedzialne za reakcje alergicz-
ne to bazofile i mastocyty. Poniewaz mastocyty
wystepujg w tkankach, ich analiza jest trudna.
Bazofile znajdujgce sie we krwi obwodowej sa
gléwnymi komérkami efektorowymi w reakcjach
alergicznych, ktére mozna badac in vitro [6]. Gra-
nulocyty zasadochlonne (bazofile) wywodza sie ze
szpikowej linii mieloidalnej, a ich pierwotnymi
prekursorami sg komoérki CD34+. We krwi obwo-
dowej bazofile stanowig 0,2-1% granulocytéw. Na
ich powierzchni wystepuje receptor FceRI, ktére-

go pobudzenie jest gtléwnym sposobem aktywacji
tych komoérek [7]. Podjednostka « tego receptora
wigze wolne IgE, podczas gdy tancuchy g iy sa
zaangazowane w przekazywanie sygnatéw do ko-
morki dzieki domenom aktywacyjnym z kinaza
tyrozynowa [8].

~Mostkowanie” FceRI wywolane zwiazaniem
alergenu przez IgE powierzchniowe powoduje de-
granulacje bazofiléw i uwolnienie z ziarnistosci
takich mediatoréw, jak: histamina, cysteinylowe
leukotrieny C4 (LTC4), LTD4, LTE4 i cytokiny,
w tym gltéwnie IL-4 i IL-13 [7].

Badania z wykorzystaniem mikroskopii elek-
tronowej wykazaly, ze aktywacja bazofilow moze
przebiega¢ dwiema drogami: degranulacjg anafi-
laktyczna, charakteryzujaca sie szybkimi morfolo-
gicznymi zmianami, egzocytoza wewnatrzkomor-
kowych ziarnistosci i uwalnianiem mediatoréw
reakcji, oraz degranulacjg stopniowa — charakte-
ryzujaca sie niewielkimi zmianami morfologiczny-
mi bez egzocytozy ziarnistosci [9].

Na poczatku lat 90. udoskonalono technike
izolacji 1 oczyszczania bazofiléw z krwi obwodo-
wej. Opierala sie ona na immunomagnetycznym
rozdzielaniu leukocytéw za pomoca opitkéw zela-
za oplaszczonych przeciwcialami przeciwko anty-
genom wystepujacym na powierzchni bazofilow.
Opracowano réwniez testy, ktére pozwolily na
oznaczanie stezen mediatoréw wydzielanych przez
bazofile podczas degranulacji, na przyktad Enzy-
me Linked Immunosorbent Assay Test (ELISA) do
oceny stezen histaminy i cytokin [7].

Podobnie jak w przypadku mastocytéw, akty-
wacja bazofilé6w moze by¢ mierzona stopniem
zmian morfologicznych lub pomiarem stezen sub-
stancji przez nie uwolnionych [10].

Testy in vitro

Zasada testow czynno$ciowych in vitro pole-
ga na ocenie zmian stezen mediatorow reakcji aler-
gicznych uwalnianych z ziarnistosci bazofiléw pod
wplywem swoistych alergenéw wywoltujacych de-
granulacje. Pierwszym tego typu testem byt test
uwalniania histaminy (HRT, histamine release
test), jednak jego czulos¢ i swoistos¢ jest niezado-
walajaca [6].

Test uwalniania histaminy daje posredni ob-
raz degranulacji bazofiléw optaszczonych swoisty-
mi IgE w odpowiedzi na alergen. Uwalnianie hi-
staminy indukowane alergenem jest reakcja za-
lezna od dawki alergenu. Wydzielanie histaminy
zachodzi w 37°C i tylko w obecnosci wapnia ze-
wnatrzkomorkowego. Zdolnosé bazofiléw do uwal-
niania histaminy zalezy od kilku czynnikéw, mie-
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dzy innymi: natury choroby (w ostrych chorobach
atopowych obserwuje sie spontaniczne uwalnianie
duzych stezen histaminy); lekow, ktére pacjent
weczeséniej przyjmowal; obecnosci cytokin i hormo-
noéw lub procesu wczesniejszego odczulania. Na-
lezy réwniez zaznaczy¢, ze okolo 5% populacji to
~hiewydzielacze” — osoby, ktérych bazofile nie
reaguja uwalnianiem histaminy na kontakt z uczu-
lajacym je alergenem. Test uwalniania histaminy
przeprowadza sie na bazofilach wyizolowanych
z krwi pobranej do prob6éwki zawierajacej heparyne.
Stezenie alergenu wywolujace degranulacje musi
by¢ dobrane eksperymentalnie. Pomiaru stezen
uwolnionej histaminy dokonuje sie za pomoca te-
stow ELISA, RIA (Radio Immuno Assai) lub fluoro-
metrycznie. Przy ocenie wynikéw nalezy wzia¢ pod
uwage tak zwane samoistne uwalnianie histaminy
(ok. 5%) i ustali¢ odpowiedni prég odciecia [2].

Kolejnym testem uzywanym do diagnostyki
czynnosciowej byt test komérkowego stymulowa-
nia alergenami (CAST, cellular antigen-stimulation
test), w ktéorym mierzono stezenie sulfidoleukotrie-
néw (LTC4, LTD4, LTE4) uwalnianych pod wpty-
wem stymulacji alergenowej z wyizolowanych
wczesniej bazofiléw. Test CAST nie pozwala jed-
nak na odréznienie alergenéw wywolujgcych re-
akcje miejscowe od wywolujacych reakcje syste-
mowe [5].

Oceneg stezen uwalnianych leukotrienéw
LTC4 przeprowadza sie w supernatancie po stymu-
lacji bazofilow. Odczyt wynikéw jest wykonywa-
ny metoda ELISA z uzyciem przeciwciala krzyzo-
wo reagujacego z L'TD4 i LTE4 [3].

Identyfikacja bazofilow przy uzyciu
przeciwciat monoklonalnych

Cytometria przeptywowa jest doskonatym na-
rzedziem do identyfikacji okre§lonych typéw ko-
morek, nawet jezeli stanowia one bardzo malg po-
pulacje. W tym badaniu wykorzystuje sie ekspre-
sje antygenéw charakterystycznych dla okreslo-
nych komorek. Identyfikacje bazofiléw zapoczat-
kowano poprzez zastosowanie przeciwcial prze-
ciwko powszechnemu dla leukocytéw antygenowi
CD45 oraz przeciw IgE, ktére wystepuja na po-
wierzchni komoérek w poltaczeniu z ich receptorem
FceRI [11]. W tak wyodrebnionej populacji iden-
tyfikowano komérki CD63 dodatnie. Jak wykaza-
no, antygen CD63 jest zakotwiczony w blonie ziar-
nistosci bazofilow i ulega ekspresji powierzchnio-
wej dopiero po degranulacji komérki. Z kolei stale
na powierzchni granulocyta zasadochtonnego wy-
stepuje antygen CD203c, ktérego ekspresja ulega
zwiekszeniu po degranulacji komérki. Antygen ten
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Rycina 1. Identyfikacja bazofiléw na podstawie reakcji przeciwciat
z antygenami CD45, CD203c i rozktadu SS (Side Scatter, analiza
rozproszenia $wiatta na ziarnisto$ciach komdrki). Bazofile wykazujg
silng ekspresje CD45 i niewielkg CD203c. Na osi SS sg wykrywane
jako komarki o niewielkiej granularno$ci. Znalez¢ je mozna w bram-
kach N2 i Q2

Figure 1. The identification of basophils based on reaction of mo-
noclonal antibodies with CD45, CD203c markers and Side Scatter
parameter. Basophils are characterized by high expression of CD45
and low expression of CD203c as well as low granularity at Side
Scatter (see gates N2 and Q2)

stuzyt do wstepnej identyfikacji granulocytéw za-
sadochtonnych, jednak niska ekspresja w formach
spoczynkowych uniemozliwiata wiarygodna ana-
lize (ryc. 1).

Na btonie komérkowej bazofila wykazano tak-
ze ekspresje czastki CRTH2, wystepujacej réwniez
na eozynofilach i limfocytach Th2. Wyseparowa-
nie bazofilé6w na podstawie ekspresji CRTH2 od-
bywa sie przez wykluczenie eozynofiléw za po-
moca analizy SS (ocena rozproszenia §wiatla lase-
ra na ziarnistoéciach wewnatrzkomoérkowych —
Side Scatter) i limfocytow T przez znakowanie
przeciwcialem anty-CD3 [6] (ryc. 2).

Innym protokotem, pierwotnie przeznaczo-
nym gtéwnie do identyfikacji komérek dendrytycz-
nych (populacja CD123+HLA-DR+), jest protokét
z uzyciem przeciwcial anty-CD123 i HLA-DR. Ba-
zofile maja na swojej powierzchni antygen CD123
i nie wykazuja ekspresji HLA-DR. CD123 jest pod-
jednostka a receptora dla IL-3. Poziom ekspresji
tego antygenu na bazofilach nie zalezy od stopnia
ich aktywacji i jest stosunkowo staly [6].

CD63 jako marker aktywacji bazofilow

Antygen CD63 (gp53) zwany jest inaczej biat-
kiem btonowym zwiazanym z lizozymem (LAMP-3,
lysosyme-associated membrane protein). Nalezy do
nadrodziny bialek transbtonowych (tetraspanin —
biatek z 4 domenami transbtonowymi [1, 14])
i pojawia sie na r6znych typach komérek: bazofi-
lach, mastocytach, makrofagach i na plytkach krwi
[12]. W stanie spoczynku biatko to jest zakotwiczo-
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Rycina 2. Wyseparowanie (bramkowanie) bazofilow w protokole CD3/CD203c/CRTH2. W rozkiadzie FS/SS bazofile uktadajg sie miedzy limfocytami
i monocytami. Nie wykazujg ekspresji antygenu CD3; mozna je rozpozna¢ przez bramkowanie populacji CRTH2+CD203c+ po wykluczeniu z analizy

limfocytéw Th2 i eozynofilow (bramka C)

Figure 2. Basophil gating using CD45/CD203¢c/CRTH2 protocol. In FS/SS cytogram basophils can be found between lymphocytes and

monocytes. Basophils have phenotype CD3-/CRTH2+/CD203c+

ne w blonie wewnatrzcytoplazmatycznych ziarni-
stoéci. Funkcja CD63 pozostaje jeszcze nieznana,
jednak wykazano, ze przeciwciala anty-CD63 moga
hamowa¢ adhezje mastocytéw do biatek macierzy
pozakomérkowej, fibronektyny i witronektyny,
oraz moga hamowac IgE-zalezna aktywacje adhe-
rentnych mastocytéw [9].

CD63 jest antygenem, ktory podczas aktywa-
cji bazofila ulega ekspresji de novo na powierzch-
ni badanych komérek. Podczas aktywacji z granu-
locytéw zasadochlonnych uwalniane sg mediato-
ry, a CD63 — po fuzji blon ziarnistosci z blona
komérkowa — pojawia sie na powierzchni komoér-
ki. Dzieki swoistym przeciwcialom sprzezonym
z fluorochromem ekspresja tych czastek moze by¢
analizowana cytometrycznie (ryc. 3).

Ekspresja CD63 silnie koreluje z degranulacja
komérki, czyniac ten antygen doskonatym narze-
dziem do oceny reakcji bazofil6w na alergen.
W badaniach nad alergia na roztocza kurzu domowe-
go test z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
anty-CD63 wykazywal 91% czulosci i 100% swo-
istosci [5]. Przy zastosowaniu testu oceniajacego
ekspresje CD63 nalezy pamietaé, ze ten antygen
mozna znalez¢ réwniez na trombocytach. Dlatego
przydatnym byloby znakowanie dodatkowo marke-
ra swoistego dla ptytek krwi (np. CD41) w celu
wykluczenia z analizy leukocytéw nimi oplaszczo-
nych [5]. Ekspresja CD63 na powierzchni bazofilow
wzrasta nie tylko pod wpltywem alergenéw, ale row-
niez takich czynnikéw, jak fMLP (formylometiony-
loleucynofenyloalanina) czy jonomycyna [13].

Czulosc¢ testu z zastosowaniem przeciwcial
skierowanych przeciw antygenowi CD63 w diagno-
styce alergii na jad owadéw wyniosta 100% [4],
osiagajac warto$¢ o okoto 15-20% wyzszg niz czu-
fosé¢ testu uwalniania histaminy czy czuto$c¢ testow
skérnych. Swoistosé testu réwniez wyniosta 100%.

Nie wykazano korelacji miedzy stezeniem kraza-
cych swoistych IgE a testem aktywacji bazofila, co
przemawia za faktem, ze nie ma zwiazku miedzy
sitg degranulacji bazofiléw (liczba bazofili, ktére
ulegaja degranulacji) a stezeniem IgE w surowicy
[3]. W badaniach alergii na sier§¢ kota wykazano
100-procentowa czulosé i 95-procentowa swoistosé
testu z przeciwcialami monoklonalnymi anty-
CD63 [16]. Z kolei w badaniach nad opiatami i le-
kami rozluzniajgcymi mieénie wykazano czulo$é
tego samego testu na poziomie 79% [13].

CD203c jako marker aktywacji bazofilow

Antygen CD203c (neuronalny powierzchniowy
antygen réznicowania neuronéw, E-NPP3, PD-Ig,
B10, gp130%°***°) nalezy do wielogenowej rodziny
pirofosfataz/fosfodiesteraz. Te transblonowe meta-
loenzymy typu II wykazuja szerokie spektrum sub-
stratowe i katalizujg pekanie wiagzan fosfodiestro-
wych i fosfosiarczanowych w licznych czastecz-
kach sktadajacych sie z deoksynukleotydéw i cu-
kréow nukleotydowych [9]. Dodatkowo, E-NPP3
zawiera domene somatyno B-podobng i komérko-
wy motyw adherentny, ale jego potencjalna funk-
cja w odniesieniu do fizjologii bazofila pozostaje
nieznana [14]. Jak dotad nie wykazano ekspresji
tego antygenu na zadnych innych komoérkach poza
bazofilami i mastocytami, wywodzacymi sie z tej
samej komérki prekursorowej. Jego ekspresja wzra-
sta natychmiast po stymulacji alergenem powodu-
jacym degranulacje lub po aktywacji przeciwcia-
fami anty-IgE. Sugeruje to, ze aktywacja CD203c
ujawnia sie po aktywacji receptoréw dla fragmen-
tu Fc immunoglobuliny IgE [6] (ryc. 4).

W formie spoczynkowej bazofile wykazuja
bardzo stabg ekspresje czasteczki CD203c, co po-
woduje, ze nie moze by¢ ona ich markerem rozpo-
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* *Alergen

CD 63 zakotwiczone
w btonie ziarnisto$ci

Aktywowany bazofil

Aktywacja bazofila
alergenem

Detekcja CD 63 swoistym
przeciwciatem skoniugowanym z FITC

Rycina 3. Ocena aktywacji bazofila z uzyciem przeciwciata rozpoznajgcego antygen CD63. Po pofaczeniu sie alergenu z fragmentem Fab IgE na
powierzchni bazofila dochodzi do degranulacji i ujawnienia ekspresji CD63 na powierzchni komérki. Antygen ten moze by¢ wykrywany cytometrycznie

przez przeciwciato sprzezone z fluorochromem

Figure 3. Basophil activation scheme using CD63 antigen as activation marker. Secondary to IgE binding to its receptor, can be observed basophil
degranulation and increased CD63 antigen expression. This antigen is detectable using specific monoclonal antibody conjugated with fluorescent dye

znajagcym. W badaniach nad alergia na lateks wy-
kazano, ze test aktywacji bazofiléw z zastosowa-
niem przeciwcial skierowanych przeciw antygeno-
wi CD203c ma o 50% wyzsza czuloé¢ niz test oce-
niajacy ekspresje CD63 [15]. Nadekspersja CD203c
jest wynikiem krzyzowej aktywacji receptoréow
FceRI i dziatania na komérke chemoatraktantow,
takich jak fMLP, dziatajacych na drodze recepto-
rowej. Nagly wzrost ekspresji CD203c na po-
wierzchni blony w kilka minut po aktywacji wska-
zuje na to, ze w cytoplazmie komoérki musza sie
znajdowac rezerwy tego biatka. W konsekwencji
mozna zalozy¢, ze antygen CD203¢c odgrywa zasad-
nicza role w IgE-zaleznej aktywacji bazofila [1].

Zar6wno naturalne, jak i rekombinowane alerge-
ny moga promowac wzrost ekspresji CD203c na po-
wierzchni granulocytéw zasadochtonnych [2] (ryc. 5).

Spoczynkowa ekspresja CD203¢c moze sie 16z-
ni¢, co zalezy od wlasciwosci osobniczych. Na
wzrost ekspresji CD203¢ moze wplywac IL-3, dla-
tego u oséb, u ktérych tocza sie procesy zapalne,
podstawowy poziom CD203c moze by¢ znacznie
podwyzszony. Wydaje sie, ze antygen CD203c jest
najbardziej czulym markerem aktywacji bazofilow
na drodze IgE-zaleznej [2].

Wstepne badania z zastosowaniem tego anty-
genu do diagnozowania alergii wskazujg na
wieksza czulosé niz czasteczki CD63 [13].

Inne markery aktywacji bazofila

Obecnie zidentyfikowano jeszcze inne marke-
ry aktywacji bazofiléw. Naleza do nich: CD13,
CD164 (zachowujacy sie podobnie do CD203c)
i CD107a (odpowiada ekspresji CD63). Ich poten-
cjalne zastosowanie w diagnostyce choréb alergicz-
nych wymaga jednak dalszych badan [6, 8].

Podsumowanie

Niewatpliwa zaleta cytometrii przeplywowej
w badaniach czynnoéci bazofiléw jest mozliwosé
identyfikowania i analizowania niewielkiej popu-
lacji komorek (stanowiacej ok. 1% probki) oraz kil-
ku parametréw (tzn. antygenéw powierzchnio-
wych) jednoczeénie [7]. Zastosowanie testu akty-
wacji bazofiléw in vitro pozwala unikna¢ powiktan
podczas badan diagnostycznych, takich jak reak-
cja anafilaktyczna czy pseudoanafilaktyczna po
podaniu alergenu. Test ten moze by¢ szczegélne
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przeciwciatem skoniugowanym z PE

Rycina 4. Schemat oceny aktywacii bazofiléw na podstawie oceny ekspresji antygenu CD203c. Po potaczeniu sig alergenu z fragmentem Fab
IgE na powierzchni bazofila dochodzi do degranulacji i wzrostu ekspresji CD203c na powierzchni komérki. Antygen ten moze by¢ wykrywany
cytometrycznie przez przeciwciato sprzezone z fluorochromem

Figure 4. Basophil activation scheme using CD203c antigen as activation marker. Secondary to IgE binding to its receptor, can be observed basophil
degranulation and increased CD203c antigen expression. This antigen is detectable using specific monoclonal antibody conjugated with fluorescent dye
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Rycina 5. Aktywacja bazofilow pod wptywem pytkéw traw u osoby uczulonej. Bramkowanie wykonano, stosujac protokét CD3/CRTH2/CD203c.
Pierwszy cytogram przedstawia bazofile spoczynkowe, drugi — bazofile aktywowane przeciwciatami anty-IgE, trzeci za$ przedstawia aktywacje
bazofiléw po inkubacji z antygenami pytkéw traw

Figure 5. Basophil activation after grass pollen stimulation in atopic patient. Gating was set with the use of CD3/CRTH2/CD203c protocol.

At the first cytogram unstimulated basophils, at the second — basophils stimulated with anti-IgE and at the third — basophils stimulated with
grass pollen antigens are presented

przydatny w takich sytuacjach klinicznych, jak dia-
gnostyka alergii na jady owad6w btonkoskrzydtych
czy alergii pokarmowych. W tym ostatnim przypad-
ku testy skérne majg niewielka wartosé, wiec dia-
gnostyka in vitro bylaby jak najbardziej wskazana.
Jak kazda metoda, tak i ten test ma pewne ograni-
czenia. Przede wszystkim jest stosunkowo drogi

www.pneumonologia.viamedica.pl

i wymaga zastosowania sprzetu niedostepnego
w wiekszo$ci laboratoriéw. Poza tym w przypadku
kazdego badanego alergenu okresla¢ optymalne ste-
zenie wywolujace aktywacje komérek. Niezbedne
jest rowniez okreslenie poziomu odciecia, to zna-
czy takiego wzrostu ekspresji badanych czastek,
powyzej ktérego rozpoznamy aktywacje [6].
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Technika ta zostata opracowana dla wielu aler-
gen6éw, miedzy innymi alergenéw inhalacyjnych,
lateksu, jadéw owad6w btonkoskrzydlych czy lekéw,
wywolujacych IgE-zalezna reakcje alergiczna [9].

Badania wykazuja, ze testy cytometryczne sg
uzytecznym dodatkowym narzedziem w diagno-
styce alergii. Uwaza sie, a chyba niestusznie, ze ich
koszty i wymagania aparaturowe wykluczajg moz-
liwo$¢ stosowania w rutynowej diagnostyce. Ta-
kie testy moga by¢ uzyteczne w badaniach ekspe-
rymentalnych i szczegélnie w takich sytuacjach,
kiedy badania in vivo moga wywola¢ silng zagra-
zajaca zyciu reakcje u pacjenta [16].
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