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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Wystepowanie chordb alergicznych w Polsce i na §wiecie ro$nie w ostatnich latach. W aler-
giach IgE-zaleznych najczedciej stosowanymi metodami diagnostycznymi sa testy skérne
punktowe (SPT, Skin Prick Test) oraz oznaczenie stezenia swoistego IgE (sIgE), skierowanego
przeciwko konkretnemu alergenowi. Obie metody majg jednak pewne wady, a uzyskiwane
wyniki mogg by¢ niejednoznaczne. Rutynowe testy diagnostyczne nie zawsze sg wiarygodne,
szczegblnie w przypadku niektérych lekéw i pokarméw. W zwigzku z tym nalezy postugi-
wa¢ sie dodatkowymi narzedziami laboratoryjnymi. Obiecujaca metoda diagnostyczna jest
test aktywacji bazofiléw (BAT, Basophil Activation Test), wykorzystujacy technike cytometrii
przeptywowej. W artykule omdéwiono przydatnos$é i skuteczno$¢ BAT w rozpoznawaniu aler-
gii do celéw naukowych. W poréwnaniu z powszechnie stosowanymi metodami diagnostycz-
nymi BAT jest kosztownym i skomplikowanym narzedziem laboratoryjnym, ale umozliwia
sprawne i skuteczne rozpoznawanie alergii. Podstawowym problemem zwigzanym z wpro-
wadzaniem BAT do rutynowej diagnostyki alergologicznej jest brak standaryzacji i walidacji
tej metody. Dlatego istnieje uzasadniona potrzeba kontynuowania badan w tej dziedzinie.
BAT moze w przyszto$ci zapewnié poprawng diagnostyke alergii, jesli zostanie zwalidowany
i wystandaryzowany.
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Summary:

Keywords:

The prevalence of allergic diseases in Poland and in the world continues to rise in recent
years. The most commonly used methods for diagnosing IgE - dependent allergies are skin
prick testing (SPT) and assessment of specific IgE (sIgE) directed against specific allergens.
However, both methods have some disadvantages and the obtained results may be inconsist-
ent. In particular, routine diagnostic tests are not always effective for some drugs and foods.
Consequently, additional laboratory tools should be used. Basophil activation test (BAT)
based on flow cytometry is a promising diagnostic method. The present paper demonstrates
the usefulness and effectiveness of BAT protocols in allergy diagnosis in scientific research.
In comparison to routinely used diagnostic methods, BAT is an expensive and complicat-
ed laboratory tool. However, it offers the possibility to efficiently and effectively recognize
allergies. Introducing BAT into routine diagnostics in allergology is problematic because this
method has not yet been standardized and validated. Therefore, there is a justified need to
continue research in this field. If standardized and validated, BAT may offer a reasonable
improvement in allergy diagnostics in the future.
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WSTEP

W ostatnich latach w Polsce i na catym $wiecie obserwuje
sie szybki wzrost wystepowania alergii, zwlaszcza alergicz-
nego niezytu nosa i astmy alergicznej. Program ECAP (Epi-
demiologia Choréb Alergicznych w Polsce) zrealizowany
w latach 2006-2008 miat na celu ocene czestosci wystepo-
wania choréb alergicznych w Polsce oraz ukazanie skali
problemu. Sposréd 4783 zbadanych oséb ponad 40% miato
dodatnie testy na powszechnie wystepujace alergeny,
a u prawie 50% wystapita co najmniej jedna cecha aler-
gii. Najczesciej rozpoznawanymi chorobami alergicznymi
byly: astma, alergiczne zapalenie $luzéwki nosa, alergie na
leki, pokarmy, lateks, jad owadéw, atopowe zapalenie skry,
pokrzywka oraz obrzek naczynioruchowy [48]. W tabeli 1
zamieszczono informacje dotyczace odsetka poszczegdl-
nych rozpoznan w programie ECAP.

Waznym aspektem poruszonym w badaniach ECAP jest
wiarygodno$¢ diagnostyki alergii i nadwrazliwosci. Spo-
$réd wszystkich chorych na astme, tylko 30% byto zdia-
gnozowanych przed wigczeniem ich do programu [48].
W takiej sytuacji duze znaczenie ma rozwdj i wprowadza-
nie do praktyki klinicznej skutecznych metod diagnozo-
wania chordb alergicznych. W diagnostyce alergologicznej
dostepne sg zaréwno metody in vitro, jak i in vivo. Cecha-
korzystna in vitro jest brak ryzyka dla pacjenta. Metody in
vivo polegaja na podaniu alergenu w celu wywotania reakcji
uktadu immunologicznego.

Reakcje wywotane przez testy in vivo powoduja u pacjenta
np. $wiad i obrzek skéry po testach skérnych punktowych
(SPT). Testy punktowe nie zawsze sg mozliwe do wykona-
nia u pacjentéw cierpigcych na: atopowe zapalenie skéry
(AZS), dermografizm lub stale przyjmujgcych niektére
leki, np. antyhistaminowe, ale réwniez glikokortykostero-
idy, benzodiazepiny, anksjolityki, a takze tréjpierscieniowe
antydepresanty [7, 25, 30]. W przypadku testéw skérnych
pacjent musi odstawié¢ leki przeciwalergiczne, co cze-
sto jest niemozliwe. Testy skérne punktowe s3 obarczone
ryzykiem wystgpienia miejscowej niepozadanej reakcji,
uogdlnionej reakcji systemowej, a nawet wstrzgsem ana-
filaktycznym. Na wynik testu skérnego moga mie¢ réw-
niez wplyw choroby niezwigzane z alergig, np. choroby
zakazne lub zaburzenia neurologiczne [7]. Leki zazywane
w chorobach psychicznych mogg dawa¢ fatszywie ujemne
testy skdrne. Niemniej jednak SPT sg czesto uzywane ze
wzgledu na: duzg skuteczno$¢ diagnostycznag, tatwosé
i szybko$¢ wykonania oraz stosunkowo niewielkie koszty.
W Polsce diagnostyka alergii wziewnych opiera sie gtéw-
nie na testach skérnych. SPT wykazuja natychmiastowa

reakcje alergiczna IgE-zalezng i sa pierwsza sugerowang
metodg diagnostyczng u pacjentéw z alergicznym niezy-
tem nosa i/lub astmg w kazdym wieku [7]. Nalezy podkre-
§li¢, ze SPT moga by¢ wykonywane tylko na zdrowej skérze.
Na wiarygodno$¢ testéw duzy wpltyw ma jako$¢ ekstrak-
téw alergenowych - testy moga by¢ natywne, tzn. otrzy-
mywane z naturalnych alergenéw i rekombinowane, czyli
uzyskane z zastosowaniem metod inzynierii genetycznej.
Waznym czynnikiem, majacym wplyw na wiarygodnosé
testéw punktowych, jest odpowiedni dobdr alergenéw,
charakterystycznych dla danego regionu [7].

Testy $rédskérne (IDST, Intradermal Skin Test) nie sg stoso-
wane w rutynowej diagnostyce alergii wziewnych i pokar-
mowych, ale sg bardzo warto$ciowe w sytuacjach, gdy
potrzebna jest wysoka czuto$¢ testu, jak np. w diagnostyce
alergii na leki lub jady owadéw [8].

Pomiar stezenia swoistej alergenowo immunoglobuliny
klasy E w surowicy krwi jest najcze$ciej mierzony testem
in vitro w diagnostyce alergii IgE-zaleznych. Jest prostym
i bezpiecznym dla pacjenta badaniem, polecanym matym
dzieciom oraz osobom, ktére z réznych wzgledéw nie
moga odstawié np. lekéw przeciwhistaminowych. Wedlug
Goswami i wsp. [25] pomiar stezenia sIgE skierowanych
przeciwko alergenom wziewnym jest lepszym narzedziem
do wykrywania swoistosci alergendéw, ale SPT wydaja sie
bardziej czute.

TEST AKTYWACJI BAZOFILOW (BAT)

W 1994 r. Sainte-Laudy i wsp. jako pierwsi przeprowa-
dzili test aktywacji bazofiléw (Basophil Activation Test,
BAT) [46]. Technika pomiarowg, wykorzystywang w BAT,
jest cytometria przeptywowa, ktéra umozliwia nie tylko
zliczanie komérek krwi, ale réwniez ich immunofenoty-
powanie. Test wykorzystuje czasteczki wystepujace na
powierzchni komérek (antygeny réznicowania; CD, Cluster
of Differentiation). Markerem aktywacji jest wykazanie na
powierzchni bazofila albo zwiekszenia ekspresji oznaczanej
czasteczki, ktdra wystepuje juz w spoczynku, albo pojawie-
nia sie czgsteczki niewystepujacej na powierzchni nieakty-
wowanej komérki.

Do degranulacji bazofiléw dochodzi w wyniku dwéch
rodzajéw reakcji - IgE-zaleznej oraz IgE-niezaleznej.
Pierwsza z nich jest skutkiem aktywacji i agregacji FceRI;
receptora o wysokim powinowactwie do czasteczek
IgE. W wyniku pobudzenia FceRI uruchomiona zostaje
kaskada reakcji, prowadzacych do uwolnienia uformowa-
nych wczesniej de novo mediatordw reakcji. Degranulacja
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Tabela 1. Odsetek poszczegéInych rozpoznar wg wieku w badaniach lekarskich programu ECAP (n = 4783) [48]

ROZPOZNANIE

Odsetek osob Odsetek osob ) Atopowe ’ .

) . . Mergiczny . Alergia na Uczulenie Obrzek
Wiek zrozpoznanymi  z dodatnimi nieavt nosa Astma zapalenie okarm na owad Pokrzywka 2 vokizywk
wlatach  schorzeniami testami W]y [%] skory (AZS) [)(y] y (%] y [%] [of ! ywia

alergicznymi [%]  skornymi [%] ’ ’ i ’
67 40 39 24 1 13 2 5 0
13-14 43 49 30 1 1 2 5 0
20-44 39 48 30 9 5 3 8 1
Tabela 2. Zestawienie wynikow BAT w wybranych badaniach w diagnostyce alergii wziewnej
Autor Kraj Alergen sprawcz Marker Lizba :;‘;IQ cia Caulos¢ Swoistos¢ Literatura
) gensp y aktywacji  badanych [%] ¢ [%] [%]
Oguluriwsp. i Ekstrakt alergendw roztocza
2017) Turcja kurzu domowego (D63 62 12,5 90,0 73,0 [42]
Oguluriwsp. , Ekstrakt alergenéw
2017) Turcja oyfkow traw (D63 62 11,0 9,0 93,0 [42]
Wolanczyk- )
Medralaiwsp.  Polska  LouaKtalergendw D64 49 40 100 100 (58]
pytkow traw
(2011)
GomezE. iws Roztocze kurzu domowego
013) WS- Hiszpania  (Dermatophagoides (D63 24 N/A 85,0 93,0 [24]
pteronyssinus)
Ozdemir i wsp. ) Tymotka takowa
o1) Turcja (Phleu pratense) (D203¢ 40 14,05 100 100 [44]

N/A —niedostepne

zachodzi szybko, a tgczenie sie struktur wewnatrzkomér-
kowych prowadzi do $§mierci komérki. Bazofile moga by¢
aktywowane réwniez bez wykorzystania FceRl, przez cza-
steczki 1gG, 1gD, IL-3, substancje endogenne, np. sktadniki
uktadu dopelniacza lub egzogenne, jak niektére peptydy.
Ten typ degranulacji powoduje niewielkie zmiany morfo-
logiczne, ale ziarnistosci pozostaja w komdrce [5]. Przed-
stawione dwa sposoby aktywacji bazofiléw pozwalaja na
szerokie zastosowanie BAT nie tylko w alergii IgE-zaleznej,
ale réwniez w nadwrazliwosci na NLPZ, czy na zastosowa-
nie §rodkéw kontrastowych.

W BAT stosowane sg rézne markery identyfikacji i aktywa-
¢ji bazofila. Jako pierwsza zastosowano czasteczke anty-IgE,
ale badania z jej wykorzystaniem nie okazaly sie wystarcza-
jaco skuteczne i wiarygodne [17]. Najczesciej stosowanym
markerem do identyfikacji bazofila jest CD203c. Poniewaz
w stanie spoczynku CD203c wykazuje jedynie stabg ekspre-
sje, istnieje ryzyko kontaminacji innymi komérkami [34].
Obecnie stosowanymi markerami identyfikacji bazofila sa:
CRTH2, CD123 i CCR3 (znany pod wcze$niejsza nazwa jako
CD193) [11, 17, 28].

BAT pozwala monitorowa¢ reakcje bazofila na kontakt
z alergenem w réznych stezeniach. Najczesciej stosowa-
nym markerem aktywacji bazofila, o udowodnionej czu-
tosci i swoistosci, jest obecnie CD63 uznawany za ,,ztoty

standard BAT” [35]. Do oznaczenia aktywacji bazofiléw
moze by¢ réwniez uzyty CD203c; za miare aktywacji przyj-
muje sie wzrost ekspresji czgsteczki na powierzchni bazofila
w poréwnaniu do ekspresji w stanie spoczynku [35].
Ponadto za pomocnicze lub opisane w nielicznych bada-
niach antygeny aktywacji bazofila uznaje sie: CD11b, CD11c,
CD13, CD45, CD69, CD107a i CD164 [38, 58]. Obecnie bada-
nych jest jednak coraz wiecej réznych markerdéw, wykazu-
jacych nowe wiasciwosci.

Duzg niedogodnoscia BAT jest konieczno$¢ przeprowadze-
nia testu w krétkim czasie po pobraniu krwi; zazwyczaj 4-24
h [34]. Przedtuzenie procedury o kolejne godziny zwieksza
ryzyko spadku zywotnosci bazofiléw w warunkach in vitro.

Odczyt cytometryczny prébek konieczny jest zaraz po
ich przygotowaniu, ze wzgledu na krétki czas fluorescen-
¢ji znacznikéw uzywanych do detekcji aktywacji bazofi-
16w. Analiza i interpretacja wynikéw BAT, w poréwnaniu
z testami skérnymi, jest o wiele bardziej czasochtonna
i wymaga specjalistycznej wiedzy i do§wiadczenia.

Warto réwniez zwrécié uwage na tzw. anergie bazofila
- prawie 10% pacjentéw posiada bazofile nieodpowiadajace
na stymulacje. Istnieje jednak mozliwo$¢ wykluczenia tych
0s6b zbadania dzigki zastosowaniu kontroli pozytywnej, np.
anty-IgE [1].
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Tabela 3. Zestawienie wynikéw BAT w wybranych badaniach w diagnostyce alergii pokarmowej

Autor Kraj Alergen sprawcz Marker Lizba ::l(:llg cia Caulod¢ Swoistos¢ Literatura
J gen sp y aktywacji  badanych [%] ¢ [%] [%]
DengiYin (2019)  Chiny Brzoskwinie (D63 38 19,4 100 86,3 [15]
Ruinemans-Koerts o dia  Mieko krowie (063 86 N/A 100 100 [45]
iwsp. (2019)
Santos i wsp. Wielka L
(2014) Brytania Orzeszki ziemne (D203c 65 1,88 95,2 96,0 [49]
Tokuda i wsp. . .
Japonia Pszenica (D203c 58 14,4 85,0 77,0 [55]
(2009)
Eboiwsp. (2008)  Belgia Krewetki (D63 20 6,0 100 100 [20]
N/A —niedostepne
Tabela 4. Zestawienie wynikow BAT w wybranych badaniach w diagnostyce alergii na jad owadéw btonkoskrzydtych
Autor Kraj Alergen sprawcz Marker Lizba :«riz? cia Caulose Swoistos¢ Literatura
) gen sprawczy aktywagi  badanych 1, ¢ %] %]
Balzer i wsp. . Ekstrakt alergendw jadu osy: ~
2014) Niemcy Ves V1, Ves v2, Ves v3, Ves VS (D63 60 15,7 53,3-82,6 100 [4]
(legi;g)l Wsp- Holandia Ekstrakt alergenow jaduosy (D63 17 N/A 87 100 [6]
Koroieciws Ekstrakt alergenéw jadu
P Stowenia osy:Vesv1,Vesv5i jadu (D63 21 15,0 81 85 [36]
(2013) .
pszczoty: Api m1
Zitnik i wsp. Stowenia Ekstrakt ;.1Iergenow1adu 063 3 150 100 7 (601
(2012) pszczoty i osy
Schereriwsp Ekstrakt alergenéw jadu 063 37 100 89,5 949
(2008) ' Szwajcaria _ PSZ20ly [51]
Ekstrakt alergenéw jaduosy (D63 37 10,0 86,7 97,2

N/A — niedostepne

Skutecznos¢ BAT w diagnostyce alergii wziewnej

Obecnie BAT w alergii inhalacyjnej wykorzystywany jest
tylko w badaniach naukowych. Jednak potwierdzono jego
bardzo duzg skuteczno$¢ w diagnozowaniu alergicznego
niezytu nosa, np. przy alergii na roztocze kurzu domo-
wego (Dermatophagoides pteronyssinus) [16]. Skuteczno$é
BAT zostata udowodniona réwniez w uczuleniu na pytek
tymotki takowej (Phleum pratense). Wykazano, ze BAT
dobrze koreluje z testem prowokacji donosowe;j (r = 0,54,
p < 0,05) [40]. BAT uzyto takze w diagnostyce innych cho-
réb alergicznych, np. przewleklej pokrzywki [13]. W tabeli
2 przedstawiono wyniki BAT uzyskane w wybranych bada-
niach z alergenami inhalacyjnymi.

Skutecznos¢ BAT w diagnostyce alergii pokarmowej

Test aktywacji bazofiléw jest przydatny w diagnozowaniu
alergii pokarmowej, np. w alergii na mleko krowie [59] lub
nawet mleko o$le [23]. Wykorzystano go réwniez w bada-
niach alergii na: orzeszki ziemne [9, 29] i laskowe, psze-
nice i biatko jaja kurzego [50], a takze brzoskwinie [56] lub

sezam, chociaz w przypadku sezamu najwieksza wartos¢
diagnostyczna mialo potaczenie BAT oraz SPT [2]. W tabeli
3 zebrano wyniki BAT z wybranymi alergenami pokarmo-

wymi.

Zastosowanie BAT w diagnostyce alergii na jad

owadow blonkoskrzydlych

Obraz kliniczny w polgczeniu z pomiarami stezenia sIgE
oraz testami skérnymi moze wystarczy¢ do zdiagnozo-
wania alergii na jad owadéw btonkoskrzydtych, ale do
60% pacjentéw uczulonych na jad owadéw moze reago-
waé w testach z wiecej niz jednym jadem owadéw nale-
zacych do rzedu Hymenoptera [54]. To komplikuje podjecie
decyzji o rozpoczeciu immunoterapii swoistej wlasciwym
alergenem. Wprowadzenie na rynek rekombinowanych
alergenéw molekularnych, zwtlaszcza jadu osy, umozli-
wito rozwigzanie wielu watpliwych przypadkéw. W sytu-
acji, gdy BAT jest pozytywny zaréwno z alergenami jadu
osy, jak 1 pszczoly, najcze$ciej mozliwe jest zidentyfiko-
wanie alergenu dominujacego [18, 31, 54]. Czuto$¢ i swo-
isto$¢ BAT z wyciggami jadéw owadéw blonkoskrzydtych
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Tabela 5. Zestawienie wynikéw BAT w wybranych badaniach w diagnostyce alergii na leki

Prég

Autor Kraj Alergen sprawcz Marker Lizba odciecia Cautos¢ Swoistos¢ Literatura
) gensp y aktywacji  badanych [%] ¢ [%] [%]
; (D63 33 9%
Uyttebroekiwsp. gyt piaktamy 3 55,0 [57]
(2016) (D203¢ 67 94
s dasi (D63 9,1 778
Ferndndeziwsp. - \vania  Chinolony 1 5,0 22]
(2016) (D203c¢ 36,4 94,4
Hagau i wsp. h Srodki zwiotczajace
2013) Rumunia (NMBA) (D63 56 51 68,18 100 [27]
Ariza i wsp. - Niesteroidowe leki N
(2014) Hiszpania przeciwzapalne (NLPZ) (D63 91 SI>3 100 31,1 [3]
Salas i wsp. ) . Jodowe $rodki
2013) Hiszpania Kontrastowe (JSK) (D63 28 N/A 63 100 [47]
*SI— wartos¢ graniczna wskaznika stymulagji; N/A — niedostepne
Tabela 6. Zestawienie wynikéw BAT z An-V i alergenami wziewnymi
Ekstrakt Czutos¢ Czutos¢ Ekstrakt Czutos¢
L, Ekstrakt alergenowy, . ., L,
Autor alergenowy, i swoistos¢ stezenie i swoistos¢ alergenowy, i swoistos¢
stezenie %] & %] Stezenie %]
Barg (2015) D.pteronyssinus, 100,0 D.pteronyssinus, 80,0 D.pteronyssinus, N/A
[5] 225ng/ml 100,0 22.5ng/ml 100,0 2.25ng/ml
Barg (2015) B.verrucosa, 75,0 B.verrucosa, 714 B.verrucosa, N/A
[5] 22.5ng/ml 96,2 2.25ng/ml 100,0 0.225ng/ml
Skotny (2016) S.cereale, 97,0 S.cereale, 95,0 S.cereale, 75,0
[52] 500 SBU/ml 100,0 50 SBU/ml 100,0 55BU/ml 100,0
Krélewicz i wsp. A.alternata, 100,0 A.alternata, 93,8 A.alternata, 90,6
(2018) [37] 100 SBU/ml 100,0 10 SBU/ml 100,0 1SBU/ml 100,0

N/A —niedostepne

przewaznie jest zadowalajgca i siega 80-100% [19, 32, 36].
W tabeli 4 przedstawiono wybrane wyniki BAT z alerge-
nami jadéw owaddéw btonkoskrzydtych.

Zastosowanie BAT w diagnostyce alergii na leki

Test aktywacji bazofiléw jest przydatny w diagnostyce
reakgji na leki, jego czuto$¢ waha sie w granicach 50-60%,
natomiast swoisto$¢ wynosi 80-90% [21]. BAT wykorzy-
stywano m.in. w diagnostyce uczuleri na antybiotyki
p-laktamowe, swoisto$¢ tego testu byta wysoka i wynosita
90%, natomiast czuto$¢ byta o wiele nizsza - 36,6% [39].
W innych badaniach BAT nad B-laktamami czuto$¢ siegata
50% [21]. Duzg swoisto$¢ wykazano réwniez w nadwrazli-
wosci na niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) - 95,1%,
choé niestety czuto$¢ wynosita zaledwie 22,4% [39]. BAT jest
uzyteczny takze w nadwrazliwo$ci na cytostatyki. W bada-
niach nad oksaliplatyng wykorzystano CD203¢ oraz CD63
jako markery aktywacji bazofila. W przypadku tego ekspe-
rymentu, lepsze wyniki uzyskano z CD203c w poréwnaniu
ze ,,ztotym standardem” - CD63 [43]. Test znalazt réwniez
zastosowanie w badaniach nad nadwrazliwo$cig na alem-
tuzumab, przeciwcialo monoklonalne, wykorzystywane

jako lek w stwardnieniu rozsianym [26], a takze przy dia-
gnozowaniu anafilaksji na Etoricoxib, lek uzywany m.in.
w reumatoidalnym zapaleniu stawdw [12]. Mozna wiec
stwierdzi¢, ze BAT nadaje si¢ do diagnozowania nadwraz-
liwoéci na leki, réwniez wtedy, gdy inne metody diagno-
styczne sa zawodne [32].

Przyjmuje sie, ze BAT jest uzyteczny w diagnostyce uczulefi
na $rodki zwiotczajace [21], jednak w najnowszych bada-
niach wykazano, ze BAT pozwala na identyfikacje aler-
genu sprawczego u 78,9% uczulonych, podczas gdy wyniki
SPT byly pozytywne u 100% oséb z grupy badanej [16].
W tabeli 5 przedstawiono wyniki BAT wiasciwe dla wybra-
nych badati z poszczegdlnymi grupami lekéw.

Zastosowanie BAT w ocenie skutecznosci
immunoterapii alergenowe]'

Okreslenie odpowiedzi bazofila na alergen jest skutecz-
nym narzedziem w monitorowaniu skutkéw immunote-
rapii swoistej (SIT, Specific Immunotherapy). Odczulanie
jest powszechnie stosowang metoda leczenia pacjentéw
z chorobami alergicznymi o mechanizmie z udziatem
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przeciwcial IgE. Celem SIT jest wytworzenie tolerancji
immunologicznej na alergen sprawczy. Mechanizm tego
procesu nadal nie zostat catkowicie poznany [53]. Istnieja
pojedyncze doniesienia, ze BAT moze by¢ wykorzystany do
monitorowania skutecznosci immunoterapii w przypadku
alergenéw wziewnych i jadu owadéw btonkoskrzydtych [14,
33]. W przeciwienistwie do pomiaru stezenia sIgE, BAT moze
by¢é pomocny w ocenie nie tylko reakcji IgE-zaleznych,
lecz takze IgE-niezaleznych. W zwiazku z tym, BAT jest
pomocny przy potwierdzaniu alergii na jad owadéw bton-
koskrzydtych przed wiaczeniem immunoterapii, zwtasz-
cza u pacjentéw z ujemnym wynikiem stezenia sIgE [1].
Z tego powodu w BAT upatruje sie potencjalnego narze-
dzia, dzieki ktéremu mozliwe bedzie poszerzanie wiedzy na
temat molekularnego mechanizmu odpowiedzi bazofila na
alergeny [10], jednak nie jest to jeszcze doktadnie poznane
i wymaga dalszych badan.

BAT z ancksyng V

Aneksyna V (An-V) jest powszechnie wykorzystywana
jako marker w wykrywaniu wczesnej apoptozy komérek,
ale nie jest stosowana jako marker aktywacji bazofila. Kie-
rowany przez Prof, W. Medrale zesp6t z naszego o$rodka
jako pierwszy zastosowat An-V w charakterze marker
aktywacji bazofila.

W 2015 r. Barg przedstawit pierwszy eksperyment wyko-
rzystujacy An-V w celu wykazania aktywacji bazofila
i zaproponowat nazwanie tego protokotu aktywacji bazofila
jako: test wigzania aneksyny na powierzchni btony bazo-
fila (A-BBA, Annexin-Basophil Binding Assay) [5]. Badanie
przeprowadzono u 28 pacjentéw uczulonych na roztocze
kurzu domowego (Dermatophagoides pteronyssinus) i u 34
uczulonych na pytek brzozy (Betula verrucosa). Wszyscy
pacjenci mieli objawy kliniczne po ekspozycji na alergen
sprawczy i dodatnie testy skérne na przyjete do badania
alergeny wziewne. W eksperymencie z wyciagiem alerge-
nowym roztocza oszacowana suma czutosci i swoisto$ci
wynosita 200% przy stezeniu ekstraktu 225 ng/ml i 180%
przy stezeniu 22,5 ng/ml. Nieco mniejszg skuteczno$é testu
uzyskano w BAT z ekstraktem alergenowym brzozy. Suma
czutosci i swoisto$ci metody wyniosta prawie 171% dla obu
stezen: 22,5 ng/mli 2,25 ng/ml przyjetych do eksperymen-
téw. Szczegbtowe wyniki przedstawiono w tabeli 6.

W innym eksperymencie Skotny i wsp. [52] wykazali, ze
A-BBA moze skutecznie odréznié¢ pacjentéw uczulonych
na zyto (Secale cereale) od zdrowych oséb. Badana grupa
obejmowata 37 0séb z uczuleniem na zyto i 32 zdrowych
ochotnikéw. W celu potwierdzenia lub wykluczenia nadre-
aktywnosci, u wszystkich uczestnikéw badania wykonano
SPT oraz oznaczenie stezenia sIgE przeciwko alergenowi

zyta. SzczegStowe wyniki BAT z An-V i wyciaggiem alerge-
nowym zyta przedstawiono w tabeli 6.

Test wigzania aneksyny przeprowadzili réwniez Krélewicz
i wsp. z uzyciem wyciagu alergenéw Alternaria alternata
[37]. Badanie przeprowadzono u 65 oséb, z ktérych 32 byty
uczulone na Alternaria, tj. wykazywaly objawy kliniczne
w przypadku narazenia na alergen pleéni i mialy pozy-
tywny test skdrny z tym antygenem, a 33 zdrowych uczest-
nikéw badania tworzyto grupe kontrolna. Szczegétowe
wyniki dla BAT z An-V i wyciggiem alergenowym ple$ni
Alternaria alternata przedstawiono w tabeli 6.

Nowakowska i wsp. [41] rozpoczeli badanie pilotazowe,
ktére ma na celu poréwnanie skuteczno$ci BAT z CD63
oraz A-BBA w alergii na roztocze kurzu domowego.
Eksperyment przeprowadzono dotychczas u 12 pacjentéw
z alergig na Dermathophagoides pteronyssinus (pacjenci
z objawami klinicznymi po ekspozycji na alergeny spraw-
cze i dodatnie testy skérne) oraz 5 0séb bez objawdw aler-
gii i z negatywnymi wynikami SPT. W przypadku BAT z
CD63 $rednia aktywno$¢ bazofila po stymulacji trzema
stezeniami alergenu roztoczy wynosita 84-92%. W proto-
kole BAT z An-V $rednia aktywno$¢ bazofila po stymulacji
ekstraktem D. pteronyssinus u pacjentéw uczulonych byta
nizsza (52-55%). Badanie zmierzajace ku walidacji metody
bedzie kontynuowane w wiekszej grupie pacjentéw z zasto-
sowaniem protokotéw BAT z réznymi markerami aktywacji
bazofila.

PODSUMOWANIE

Test aktywacji bazofiléw jest skutecznym narzedziem dia-
gnostycznym, zapewniajacym pacjentowi bezpieczeti-
stwo i komfort. Mimo ze procedura przeprowadzenia BAT
jest bardzo pracochtonna, sam test daje duze mozliwosci.
Przede wszystkim cecha przemawiajaca na korzys¢ testu
komérkowego tego typu jest minimalizacja ryzyka zwigza-
nego z wystapieniem reakcji niepozadanych u badanego,
a takze bez odstawiania lekéw potencjalnie zaburzajacych
wyniki testéw in vivo. Warto réwniez zauwazy¢, ze BAT
umozliwia réznicowanie reakcji krzyzowych i rzeczywi-
stego poliwalentnego uczulenia. Wcigz opracowywane sa
protokoty, ktére wykorzystuja nowe markery aktywacji
tak, aby dawaly jak najlepsze wyniki i byty mozliwie tanie.
Liczne badania wskazuja, ze BAT mozna wykorzystywa¢
do diagnozowania alergii na wiele réznych alergendw,
a sam test charakteryzuje sie duzg czuloscia i swoistoscig.
Pomimo licznych zalet, test aktywacji bazofiléw wciaz
wymaga walidacji i standaryzacji, aby mégt by¢ rutynowo
stosowany w diagnostyce klinicznej. Niemniej jednak BAT
jako narzedzie uzupetniajace diagnostyke wybranych
uczulen juz teraz moze by¢ wykorzystywany.
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