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Streszczenie: Testy oparte na ocenie aktywacji bazofila z wykorzystaniem metod cytometrii przeptywowej sg narzedziem coraz czgsciej wykorzy-
stywanym w diagnostyce alergologicznej. Stanowig alternatywe dla powszechnie stosowanych metod w przypadku ich nieskutecznosci lub braku
mozliwosci wykonania badari in vivo ze wzgledu na ryzyko zagrazajacych zyciu odpowiedzi ogdlnoustrojowych. Opracowanie optymalnej metody
diagnostyki BAT wymaga rozwazenia zalet i wad rozmaitych wariantow postepowania na kazdym etapie testu.

Abstract: During recent years detection of allergen-induced basophil activation by flow cytometry has been shown to be reliable tool for in vitro
diagnosis of immediate allergy. This method can provide additional information when another tests are risky or fail. The available technologies

need still be optimized and standardized.
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prawidlowo zebrany wywiad, wsparty wynika-
mi badan dodatkowych, takich jak punktowe
testy skorne, testy $rodskorne, i oznaczanie obecnosci
IgE alergenowo swoistych. W niejasnych sytuacjach

Podstawq diagnostyki alergii IgE-zaleznej jest

przeprowadza si¢ probg prowokacyjna z podejrza-
nym alergenem. Szczegdlny problem stanowi alergia
na leki. Czeg$¢ substancji, ze wzgledu na miejscowe
dziatanie drazniace, nie moze zostaé wykorzystana
w testach skornych, nie dysponujemy zestawami do
oznaczen IgE swoistych dla wigkszosci lekow, a takze
dla czesci innych alergendéw. Zagrazajace zyciu odpo-
wiedzi ogolnoustrojowe powoduja, ze u niektorych
chorych proby prowokacyjne, a nawet testy skorne, sa
niebezpieczne. Poszukuje si¢ wigc metod diagnostycz-
nych, ktore bytyby mozliwie najmniej obciazajace dla

pacjenta i odtwarzatyby mozliwie najwierniej procesy
zachodzace w uczulonym ustroju, korelowatyby z od-
powiedzig in vivo i dawaly mozliwie jednoznaczne
odpowiedzi na postawione pytania kliniczne. Testy
aktywacji bazofila (BAT) pod wpltywem stymulacji
swoistym alergenem z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej wydaja si¢ w znacznej mierze spetniaé
te wymagania. Podstawowymi komorkami efektoro-
wymi w zapaleniu alergicznym sg obecne w tkankach,
a wigc trudniej dostgpne badaniu, komorki tuczne
(mastocyty) oraz bazofile (granulocyty zasadochton-
ne), ktorych rola przez dtugi czas nie byta doceniana.
Stanowia one 0,2-1% leukocytéw krwi obwodowej
i poczatkowo uwazano je za form¢ mastocytow [1-3].
Cecha charakterystyczna mastocytow i bazofilow, od-
powiedzialng za ich rol¢ w odpowiedzi alergicznej,
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sa znajdujace si¢ na ich btonie komoérkowej recepto-
ry o wysokim powinowactwie do immunoglobulin E
(FceRI). Przytaczanie przez ten receptor fragmentu Fc
przeciwciata IgE i nastgpowe zwiazanie czasteczek
alergenu lub przeciwcial skierowanych przeciw IgE
albo FceRI powoduje aktywacje komorki i uwolnienie
prozapalnych mediatorow, zarowno preformowanych,
zgromadzonych w ziarnisto$ciach wydzielniczych
(amin biogennych, enzymo6w), jak i syntetyzowanych
de novo (prostaglandyn, leukotriendéw) oraz cytokin
i czynnikow wzrostu [1, 3, 4]. Degranulacja ziarnisto-
$ci moze zachodzi¢ gwattownie, w wyniku egzocy-
tozy, z duzymi zmianami morfologicznymi komorki,
lub stopniowo. Aktywacja zmienia réwniez ekspresj¢
szeregu bialek na powierzchni btony komodrkowej,
m.in. CD63 i CD203c [2, 4, 5].

Do aktywacji bazofilow dochodzi réwniez
w mechanizmach niezaleznych od receptora FceRI.
W ten sposob dziataja sktadniki uktadu dopetniacza —
C3a i C5a, peptydy bakteryjne takie jak fMLP (formy-
lo-metionylo-leucylo-fenyloalanina) i inne mate pepty-
dy, sktadniki kontrastow, promieniowanie rentgenow-
skie. Pod ich wptywem dochodzi do uwalniania hista-
miny i, w mniejszym stopniu, produkcji cytokin [5, 6].

IgE-zalezna aktywacja bazofila cechuje si¢
duzymi r6znicami osobniczymi, a nawet migdzy bazo-
filami jednej osoby. Roznice wynikaja z odmiennych
gestosécei receptorow FceRI na powierzchni komorek,
stezenia sIgE oraz catkowitej IgE, wrazliwosci i reak-
tywnosci bazofila, obecnosci swoistej dla alergenu IgG,
stanu hormonalnego pacjenta i przyjmowanych lekow.
Nawet do 25% osob moze nie uwalnia¢ histaminy po
stymulacji anty-IgE (mniej przy stymulacji monoklo-
nalnymi przeciwciatami anty-FceRI), a okoto 10% nie
wykazywaé markerow aktywacji [2, 4]. Czg$¢ bazofi-
16w wystegpuje w stanie pobudzenia na skutek dziata-
nia mechanizméw niezaleznych od wiazania alergenu
przez blonowe IgE. Niedawny kontakt z alergenem
przewaznie zwigksza ich odsetek. Innymi przyczynami
wysokiego podstawowego poziomu aktywacji sa zanie-
czyszczenia odczynnikdéw pirogenami, endotoksynami,
substancjami, z jakich wykonany jest sprzet laborato-
ryjny, a nawet heparyna [4].

Jednym z pierwszych testow komorkowych jest
opracowany w latach 60. ubieglego wieku test uwal-
niania histaminy z bazofilow. Polega on na oznaczaniu
metoda ELISA z odczytem spektrofotometrycznym
ilo$ci histaminy uwolnionej po inkubacji leukocytow
z alergenami, po inkubacji bez alergendéw oraz catkowi-
tej ilosci histaminy w komoérkach. Wynik przedstawia-
ny jest jako procent uwolnionej histaminy (z uwzgled-
nieniem spontanicznego uwalniania tego mediatora).
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Zaletami tej metody sa brak konieczno$ci izolacji
komorek (oznaczenie w krwi pelnej) i prostota oznacze-
nia stezenia histaminy. Niestety, nie jest ona wystarcza-
jaco czula i specyficzna dla alergenéw pokarmowych,
lekow i jadow owadow. Ponadto z powodu znacznych
roznic osobniczych uzyskanie wiarygodnego wyniku
wymaga zastosowania kilku st¢zen alergenu.

Nowszym testem jest CAST-ELISA opierajacy
si¢ na oznaczaniu ilosci uwolnionego leukotrienu C4
[6]. Technika wykonania tego testu jest zblizona do
wykonania testu uwalniania histaminy, a uwolnione
leukotrieny sa iloéciowo mierzone technika ELISA.

Testy aktywacji bazofilow BAT oparte na
pomiarach cytometrycznych polegaja na inkubacji
komoérek (z krwi petnej heparynizowanej lub pobra-
nej na EDTA) z alergenem, a nast¢pnie na ocenie ich
aktywacji na podstawie zmiany odsetka komorek wy-
kazujacych ekspresj¢ wybranych biatek btonowych
identyfikowanych za pomoca przeciwcial sprz¢zonych
z fluorochromem w poréwnaniu z komoérkami inkubo-
wanymi bez alergenu (kontrola ujemna) i przy udziale
substancji aktywujacej bazofile w sposdb nieswoisty
(np. przeciwciata anty-IgE, fMLP). Ustalenie odpo-
wiedniego punktu odcigcia pozwala na odpowiednio
czuly i specyficzng identyfikacje osob uczulonych na
dany alergen [7].

Cytometria przeplywowa jest metoda umoz-
liwiajaca identyfikacje i liczenie komorek, pomiar
ich wielkoSci, ziarnistosci i fluorescencji nawet przy
ich niewielkiej liczebnosci. Komorki zawieszone
w buforze przeptywaja pojedynczo (dzigki ognisko-
waniu hydrodynamicznemu) przez stref¢ pomiaru,
gdzie o$wietlane sa wiazka laserowa. Swiatlo jest roz-
praszane, odbijane, zalamywane 1 absorbowane przez
komorki, zaleznie od ich wielkosci i budowy we-
wnetrznej (np. ziarnisto$ci). Jego pomiar przez detek-
tor przedni (FSC, forward scatter channel) oraz usta-
wiony prostopadle do niego detektor boczny (SSC, side
scatter channel) pozwala oceni¢ wielkos¢ (FSC) oraz
budowe¢ wewngtrzng komorek (SSC). Cytometry maja
dodatkowe uklady rejestrujace ustawione pod réznymi
katami w stosunku do wiazki §wiatla. Mozliwy jest
rowniez pomiar fluorescencji komoérek znakowanych
fluorochromami (najczegsciej fikoerytryna PE) Iub izo-
tiocyjanianem (FITC), zwiazanych z przeciwciatami
identyfikujacymi odpowiednie markery blonowe. Za-
leznie od rodzaju aparatu mozna mierzy¢ (po odpo-
wiednim filtrowaniu wzbudzonego §wiatta) w oddziel-
nych kanatach kilka rodzajow fluorescencji. Proces
pomiaru zachodzi z predkoscia od kilkuset do kilku
tysigcy komorek na sekundg. Cytometria przeptywo-
wa eliminuje konieczno$¢ petnej izolacji komorek, co
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w przypadku bazofilow jest procesem trudnym i cza-
sochtonnym [2, 4-6, §].

Opracowujac optymalna metode diagnostyki
BAT, nalezy rozpatrzy¢ kilka metod postgpowania na
kazdym etapie testu, poczawszy od sposobu pobrania
krwi do oznaczen.

Obecnie powszechnie stosowane sa dwa pod-
stawowe testy: Basotest i FLOW-CAST oraz jego
modyfikacja, ktérych wyniki, mimo odmiennosci pro-
cedur, sa zblizone. Basotest wykonywany jest na krwi
peinej, heparynizowanej. Jest to metoda nieco szybsza
i prostsza, a bazofile aktywowane sa w $rodowisku
najbardziej zblizonym do naturalnego. Wada jest nieco
mniejsza czuto$¢ od FLOW-CAST przy aktywacji aler-
genowej i1 przeciwciatami anty-IgE, co nie ma wpltywu
na rozpoznanie w przypadku alergendéw dajacych duzy
wzrost odsetka komorek aktywnych, ale moze mie
wplyw na wyniki w diagnostyce alergii na leki (np.
antybiotyki beta-laktamowe). FLOW-CAST wymaga
uzyskania przez odwirowanie osocza bogatokomorko-
wego, ktore odwirowuje si¢ ponownie i odlewa gorna
warstwe. Tak wyizolowane komorki, stanowiace masg
leukocytarna, zawiesza si¢ w buforze stymulacyjnym
i inkubuje z: roztworem badanego alergenu, buforem
stymulacyjnym w celu okre$lenia stopnia spontanicz-
nej aktywacji i przeciwcialami anty-FceRI lub inna
substancja aktywujaca nieswoiscie bazofile, dla okre-
$lenia ich reaktywnosci [4, 5, 7-9]. Modyfikacja tego
testu (FLOW2 CAST), polegajaca na dodaniu prze-
ciwciat znakujacych juz na poczatku stymulacji oraz
skroceniu czasu stymulacji z 30 do 15 minut, pozwala
na uzyskanie wyniku juz w ciagu jednej godziny, bez
zmniejszenia stopnia czulosci i specyficznosci ozna-
czen. Waznym i nowym elementem tego testu jest
wprowadzenie przeciwciala identyfikujacego bazofile
skierowanego przeciwko czastce CCR3 [9].

Bazofile we krwi pobranej na EDTA, przecho-
wywanej w temperaturze 4°C, zachowuja petna zywot-
nos¢ do 24 godzin, a dla krwi heparynizowanej czas ten
jest krotszy. Dhuzszy czas przechowywania zwigksza
liczbg wynikow falszywie ujemnych [4].

Granulocyty zasadochtonne identyfikuje si¢
w badaniu cytometrycznym na podstawie wielkosci,
obecnosci ziarnistosci i biatek btonowych charakte-
rystycznych dla tej grupy leukocytéw, wykrywanych
przez znakowanie swoistymi dla bialek btonowych
przeciwciatami zwiazanymi z czasteczka fluorochro-
mu. Polega to na bramkowaniu na wykresie sygnatu
rejestrowanego przez detektor boczny SSC wobec
sygnatu pochodzacego ze znacznika fluorescencyj-
nego (np. FL1) populacji komorek znakowanych
fluorochromem zwigzanym np. z przeciwciatem anty-
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-IgE 1 o niskim sygnale SSC charakterystycznym dla
limfocytow i1 bazofilow. W nastgpnym etapie analizy
zabramkowane bazofile ocenia si¢ pod wzglgdem eks-
presji wybranego markera aktywacji, np. CD63, wy-
korzystujac wykres sygnatu z pierwszego znacznika
wobec sygnatu z drugiego znacznika (FL1 wobec FL2).
W celu odroznienia bazofiloéw od innych komorek naj-
czesciej stosowano przeciwciala anty-IgE. Inne mozli-
wosci to: anty-IgE/CD203c, anty-CD45 (powszechny
antygen leukocytow) + anty-FceRI, anty-CCR3, anty-
-CD45 + anty-CCR3, anty-CD123 (receptor IL3 obecny
na powierzchni bazofilow 1 innych leukocytow) + anty-
-HLA-DR (wykluczenie monocytow i komorek prezen-
tujacych antygen) lub anty-CRTH2 (receptor chemo-
atraktantow/receptor prostaglandyny D2) + anty-CD3
(wylaczenie limfocytéw T) [1, 2, 9-13]. Liczba ziden-
tyfikowanych bazofilow wpltywa na czulo$¢ badania,
cho¢ dla od 100 do 1000 zarejestrowanych bazofilow
odsetek aktywowanych komorek ulega na og6t matym
zmianom, jednak wigksza liczba bazofilow przyczy-
nia si¢ do zmniejszenia wspolczynnika zmiennosci,
czyli podwyzszenia powtarzalno$ci wyniku. Wybor
optymalnej metody identyfikacji granulocytéw zasado-
chionnych wymaga dalszych badan.

Kolejnym problemem jest wybor odpowiednie-
go alergenu do testu komoérkowego. Uzyta czastecz-
ka alergenu musi nie tylko by¢ rozpoznawana przez
swoiste przeciwciala, lecz takze spetnia¢ szereg innych
wymogow. Aktywacja komorek efektorowych wymaga
przewaznie obecno$ci co najmniej dwoch epitopow
w czasteczce alergenu, ich budowa i odlegto$¢ moga
wplywaé na stopien odpowiedzi komorkowej. Na ak-
tywacje komorek efektorowych wptywa wigc budowa
i struktura alergenu, liczba epitopow, co determinuje
rodzaj kompleksu tworzonego z przeciwcialami IgE.
Wigkszos¢ lekow jest haptenami, wymagajacymi dla
wywotania odpowiedzi immunologicznej zwiazania
z biatkiem nos$nikowym. Alergen nie moze wywoly-
wac nieswoistej stymulacji komorek, niezaleznej od
IgE (np. endotoksyny), ani mie¢ dziatania cytotoksycz-
nego (jady owadow blonkoskrzydlych). Ze wzgledu
na roznice osobnicze niemozliwe jest uzyskanie wia-
rygodnego wyniku przy uzyciu jednego rozcienczenia
alergenu, cho¢ zwykle wystarczaja 2-3 rozcienczenia,
dla objecia wigkszosci przypadkow [4].

Bialka blonowe, ze wzgledu na tatwa dostep-
no$¢ obserwacji, staty si¢ przedmiotem licznych badan
aktywacji granulocytow zasadochlonnych. Sposrod
powierzchniowych bialek bazofilow wytypowano
te, ktore nie wystepuja lub ich ekspresja jest niska na
komorkach w stanie spoczynku, a w stanie aktywa-
cji ujawniajg si¢ lub rosnie ich ekspresja. Kolejnym
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etapem bylo wyselekcjonowanie tych czasteczek, ktore
sa swoiste dla bazofilow lub wystgpuja na powierzchni
komorek tatwych do odréznienia w cytometrii przepty-
wowej od populacji bazofilow. W zakresie ekspres;ji
biatek blonowych zaobserwowano dwa gtéwne profile
aktywacji. Do jednej grupy mozna zaliczy¢ biatka,
ktorych ekspresja zwigksza si¢ gwattownie po stymu-
lacji i osiagga maksimum po 5-15 min (grupa szyb-
kiej odpowiedzi: CD203c, CD13, CD164), do drugiej
grupy biatka o ekspresji osiagajacej maksimum po
20—40 min (grupa wolnej odpowiedzi: CD63, CD107a)
[14]. Biatko CD63 w bazofilach spoczynkowych wy-
stegpuje w blonie ziarnistosci wydzielniczych [1, 15].
Wraz z degranulacja komorki jest eksponowane na po-
wierzchni btony komdrkowej, a jego ekspresja korelu-
je z wydzielaniem histaminy, zaréwno pod wplywem
stymulacji anty-IgE, jak i fMLP, a przy supraoptymal-
nej stymulacji z anty-IgE ekspresja tego markera moze
jeszcze wzrastaé, w przeciwienstwie do wydzielania
histaminy. Ze wzgledu na wyst¢gpowanie CD63 takze
na ptytkach krwi istnialty obawy, ze czg$¢ komodrek
identyfikowanych jako bazofile CD63+ stanowig bazo-
file oplaszczone przez ptytki. Zjawisko to nie zachodzi
w znaczacej skali oraz dotyczy w takim samym stopniu
zarowno probek aktywowanych, jak i kontroli ujemne;j,
wigc nie powinno istotnie wpltywac na czuto$¢ metody,
a pobranie krwi na EDTA redukuje zanieczyszczenie
ptytkami. Ekspresja CD63 koreluje zaréwno z degra-
nulacja komorek, jak i z ekspresja CD107c. Bialka te
zlokalizowane sa prawdopodobnie w tych samych ziar-
nisto$ciach wydzielniczych [2, 11, 14, 16].

CD203c jest swoisty dla bazofilow i ich
komorek progenitorowych. Na nieaktywnych komor-
kach odznacza si¢ niska ekspresja, ktora znacznie
wzrasta po aktywacji, niezaleznie od przebiegu procesu
degranulacji komorki. Sposrod trzech zidentyfikowa-
nych epitopow CD164, epitop klasy trzeciej (gliko-
zydazoopornej) wystepuje na wszystkich bazofilach,
a jego ekspresja znaczaco ro$nie w wyniku aktywacji,
natomiast epitop klasy drugiej (N-glikozydazo-wrazli-
wej) obserwowany jest jedynie na komdrkach aktywo-
wanych. Ekspresja BSP-1 (basophil specific protein)
po aktywacji niemal zupetnie znika, prawdopodobnie
dochodzi do jego redystrybucji w procesie endocyto-
zy, a nastgpnie jego ekspresja ponownie wzrasta po
kilkudziesieciu minutach. Sprawa otwarta pozostaje
zwigkszenie czulosci oznaczen przez dodanie IL3 do
buforu stymulujacego. Cytokina ta wzmaga ekspresje
CD63 indukowang alergenem i anty-IgE oraz spoczyn-
kowa ekspresje CD203c, co ostabia ekspresje CD203¢c
w komorkach stymulowanych lub nie wplywa na
nia [2, 16].
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BAT wykorzystywany moze by¢ rowniez w ba-
daniach nadwrazliwosci na niesteroidowe leki przeciw-
zapalne. Aktywacja bazofilow w tym przypadku nie
przebiega w mechanizmie IgE-zaleznym, ale jest wyni-
kiem inhibicji cyklooksygenazy typu 1 (COX-1), pro-
wadzacej do zmniejszenia wytwarzania PGE2, ktora
hamuje aktywacj¢ bazofilow [4, 17].

Testy aktywacji bazofila, niezaleznie od uzytego
protokotu, wnosza uzyteczne informacje o odpowiedzi
immunologicznej na swoisty alergen i staja si¢ narzg-
dziem coraz szerzej wykorzystywanym w diagnostyce
alergologicznej wybranych pacjentow. BAT zwigksza
odsetek prawidlowych rozpoznan w sytuacjach, gdy
inne testy daja niejednoznaczne wyniki. Jest cennym
testem in vitro i w zwiazku z tym pozwala na uniknig-
cie narazenia osoby uczulonej na kontakt z alergenem,
mogacy skutkowaé wystgpowaniem cigzkich reakcji
ogolnoustrojowych. Dalsza optymalizacja i standary-
zacja stosowanych metod wydaje si¢ jedynie kwestia

nieodleglego czasu [2, 4, 18, 19].
‘/’-'_.-——T
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