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BAZOFIL SEJTEK AKTIVACIOJA
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A klasszikus allergia diagndzis hatranyai

A klinikai diagnozis megbizhatatlan lehet

Bizonyos esetekben a bérteszt adverz reakciokat
okozhat és egyes blrbetegségben szenvedbknél nem
vegezheto el

Az IgE szint nem mindig korrelal az allergias reakcid
sulyossagaval, és egyeseknél, akik ,kin6tték” az
allergiat, pozitiv IgE lehet évekkel késébb

Ezekben az esetekben, tovabba a funkcionalis

allergén epitopok megéertésében hasznos lehet egy
funkcionalis in vitro modszer



BAZOFIL AKTIVACIOS TESZTEK

MEDIATOROK FELSZABADULASA  gEJTFELSZINI MARKEREK
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MacGlashan D.W. Basophil activation testing. Clin.Rev. Allergy Immunol.2013; 132: 777-87



Stimuli

Substance P

Basophils Mast cells
fMLP / Allergens c 48/80
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IL-3
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IL-4 TNFa
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B.F. Gibbs. Basophils as key regulators of allergic inflammation and Th2-type immunity. WAO Journal 2008, 123-128



Bazofil mediator felszabadulas méreés
HISTAMIN RELEASE ASSAY

A legaltalanosabban mért mediator a hisztamin (1961-t6l), de mérik a
leukotriéneket és az IL-4, IL-13-t is.

Alkalmazas: teljes vérben, leukocita preparatumoknal, szeparalt bazofileknél, IL-3
priming, majd stimulalas allergénnel

A szenzitivitasa és specificitasa széles skalan mozog, amennyiben a gold
standardhez pl. bérteszhez, nazalis provokacids teszthez viszonyitjak.

RAST és HR bioassay jol korrelalt, egyes esetekben a bioassay érzékenyebb volt
(felt.: kevés spec. IgE, vagy minor komponens elleni IgE, amit a RAST nem detektalt)

BAT és HR teszt jol korrelalt: latex, rovarméreg, pollen, taplalék és
gyogyszerallergiakban

Ha eltavolitjuk az IgE-t a szérumbdl, akkor az allergének kozti keresztreaktivitast
tudjuk vizsgalni

MODSZEREK:

Enzyme immunoassay

Fluorimetrias teszt

Intracellularis diamino oxidaz teszt (aramlasi citometria)



IgE disszociaciot koveto (,,Stripped”) bazofil hisztamin
felszabadulas mérés (k. Budde)
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Alkalmazas: a klinikai kép és spec.IgE kozt ellentmondas

Cél: hisztamin releasing faktor detektalasa (b6érteszt nem mindig alkalmazhato)

- Nem ,releaseld , bazofilu betegeknél is mérhetiink HR-t

- Keresztereakcio vizsgalhato, ha a spec. IgE-t eltavolitjuk

- Ha a spec.IgE negativ eredményt ad hisztamin releasel6 extraktum esetén

Hatrany: bazofil donor szikséges

- Ha a HR egy IgE-deficiens szérummal szenzitizalt bazofilbdl van felszabaditva, akkor a
reakcio IgE-tdl fuggetlen (pl kemokin fliggo)

Az IgE-fuggés a szérum hdinaktivalasaval is vizsgalhato, ha szenzitizalas elbtt vegezzuk
vagy el6inkubaljuk a szérumot blokkolo antitesttel

agy specifikusan eltavolitjuk a spec.IgE-t



what does

stand for?

Sk1fidoleukotrien

Antigén-specifikus
Cysteinyl-Leukotriene Teszt (CAST)
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Leukotriének (LTs) gyulladasos mediatorok, melyek az arachidonsavbél az 5-lipoxygenase
(5-LO) utvonalon képzédnek. LTC,, LTD,, és LTE, —t egyiitt cysteinyl leukotrienek

LTC, and LTD,repotens mediatorai az asztmanak és hiperszenzitivitasnak.
Mérés: CysLT EIA Kit (competitive assay, nagy affinitadsu monoklonalis antitestet tartalmaz)

Alkalmazas:
Aspirin intolerancia asztmasokban

Gaber F et al. Increased levels of cysteinyl-leukotrienes in saliva, induced sputum, urine and
blood from patients with aspirin-intolerant asthma Thorax;Dec2008; 63:1076

A teljes és spec. CysLT ptermelés aspirin-intolerans asthma. Specifikusnak bizonyult, a nyalbol
torténd mérés nem invaziv markere lehet az aspirin intolerans aszmanak

Azonnali gyogyszerreakciok
Cys-LT, HR assay és BAT
3 teszt egylttes alkalmazasaval jelent6sen megndvelhetd a secificitasa a teszteknek.



TRIPTAZ meghatarozas

ANAFILAXIAS reakcio soran nagy
mennyiségu triptaz szabadul fel

> 13.5 ug/l

» 3 — 6 Ora az anafilaxias reakcio utan

» Meghatarozas: Pharmacia UNICAP
FEIA- fluoreszcencias modszer
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Klinikai relevancia:

1. Anafilaxias esemény
igazolasa

2. Allergias rhinitis

megkulonboztetése sulyos
gyulladasos nazalis
betegsegektdl (triptazmeérés
nazalis folyadékbal)

3. Allergén expozici6 utan

allergias rhinitis markere



BAZOFIL SEJTEK AKTIVACIOJA ES FENOTIPUSA
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CD63 és CD203c bazofil aktivacios markerek
osszehasonlitasa

CD63

gp53 lizoszdma aszzocialt
protein (LAMP-3)

nyugvo bazofileken gyengén
expresszalodik

vvt lizis: normal
inkubacids id6: 30-40 perc
értékelés: %

Mechanizmus:
,anaphylactic degranulation”

CD203c

97A6/NPP3 transzmembran

ectoenzim (ectonukleotide
pyrophosphatasephosphodiesterase 3)

nyugvo bazofileken is jelen
van, nem szukséges kulon
bazofil sejt jelolés

vvt lizis: enyhe

inkubacios id6: 10-20 perc
értékelés: MFI vagy %
Mechanizmus:

,piecemeal degranulation”



A BAZOFIL SEJTEK AKTIVALHATOSAGA
FceRI-on- receptor aggregacio

Antigén-antitest precipitacios reakcio, haranggorbe.

Non-Ideal

Az antigének komplexitasa és a kul. epitopok rel. affinitasa
valtozatos dozis-valasz gorbeket eredmeényezhetnek dea

Az antigén IgE-hez val6 affinitasa meghatarozza az |
optimalis aktivacios pontot — személyenkent valtozo

Aetesne
\

Fontos: széles dozis valasz vizsgalat P
veérvétel és vizsgalat kozt eltelt id6 meghatarozasa @ ™ e,

(Endogén IgE eltavolitasa)

Bazofil aktivacio szenzitivitasanak novelése

MacGlashan D.W. Basophil activation testing.
Clin.Rev. Allergy Immunol.2013; 132: 777-87
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Eredmények interpretalasa
Szenzitivitas jellemzése (sens)

Bor teszt (Skin Prick Test, SPT)

SPTsens - Allergén titralas végpontja

CD63 méreés

CDmax - egy adott allergén
koncentracional kapott maximalis CD63
érték (%)

CDsens - = (1 /LC50) x 100

LC50 - a CDmax 50%-t ado allergén
koncentracio

AUC — ROC gorbe alatti teriilet
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Bazofil allergén ,treshold” szenzitivitas (CDsens)
alkalmazasa

Pollen allergiasok vizsgalata
(Nopp et al. (Allergy 2006; 61:298-302)
Allergén titralasi gorbe:
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2 beteg: eltér6 CDmax, azonos CDsens

-positive basophils

Korrelacio:

CDsens <> SPTsens

CDsens <> Relative IgE (speclgE/IgEtot)
Nincs korrelacio:

SPTsens / CDmax

CDsens / CDmax

Anti-IgE (Omalizumab)
terapia monitorozasa
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CDsens alkalmas,
CDmax nem alkalmas
az anti-IgE terapia monitorozasara



Allergének additiv hatasa a tobbszorosen szenzitizalt
bazofil sejtekre

* NoppA.etal (Allergy 2006; 61:1366-1368)
* Beteg: pazsitfli: spec.Igk: 3,9 kU/I; CDsens: 3,1

. hazipor: spec.Igk 7,4 KU/l ; CDsens: 0,2
A s
2 751 Pazsitfi+ hazipor c3
§ oot Pazsitfli+ hazipor c2
: . Pazsitfi+ hazipor c1
g | Pazsitfi  csokk. higitasban
&
# 15+

CDsens nd

_ Hazipor konc n6, gorbe balra tolodik

Multiszenzitizalt egyéneknél alacsonyabb egyedi allergénszint
klinikai tineteket valt ki az additiv hatas kovetkeztében



Preanalitika

EDTA-s vér tarolasa hiitében 24 6
(max.48 6) — nem fagyaszthato!

Vérvétel: a bortesztill. az in vivo
provokacio el6tt

EDTA-s csovet >75%-ban
megtolteni, mert az EDTA gatolja
a CD63ill. CD203c expressziot

Vérvétel el6tt legalabb 24 oraval a
kortikoszteroidok ill.
kromoglikansav terapiat fel kell
fuggeszteni!

Technikai szempontok

Sejtek (teljes vér, buffy coat, izolalt
leukocitak)

Stimulalast el6segité anyagok (IL-3,
C5a)

Allergének (standardizaltak,
endotoxin és konzervalészer mentes)

Pozitiv kontroll (anti-IgE, anti-FceRl,
FMLP)

A stimuldlas leallitdsanak modszere
Aramldsi citometrids mérés és
értékelés

A mintavétel utan eltelt id6 (<48 6)

Az utolso allergén expozicio 6ta eltelt
id6



A CD63 és allergén spec.IgE mérés
szenzitivitasa és specificitasa

Szenzitivitas Specificitas Szenzitivitas Specificitas
Taplalék 80-82% 63-100% 69-79% 78%
Latex 90-93% 100% 70-88% 100%
Ciprus pollen 91% 100% 76% 100%
Myelorelaxans  54% 100% 62% 100%
B-laktam 42-50% 93% 25-39% 86%

antibiotikumok



Eltéres a HR, BAT és LTC4 meérésben

[ Discordant
100
L ] . ™
:. a® .
L
s ;'
- 75 o .
& -'a .:- L L]
= .o .
k= ’
g * T
£ 50
= .
= .
2
&
25
[ ]
0 T . T 1
50 75
a HET (%)

Basophil activation (%)

100
L] - - L] .
»
- s B
. > * . .
" e, e a®
75 1 .u'q - . -
L. e ¢ . .
b LI ‘t
[ ] L ]
- -' .I‘- . L ] .
50 . *
- [ ] I- . | I ] L]
% . *
- s ™ |
25 -
-~ .
L]
L ] L ]
.
J | L I
0 T T T T T - 1
0 1,000 2,000 3000 4000 5000 6,000 7,000
sLT (pg/ml)

Fig. 2. Dissociation between CD63 expression, histamine release and LTC, production. Despite strong overall
correlation between CD63 expression, histamine release and sLT production (CAST), a sizeable number of pa-
tients show total dissociation between these outcomes. Data from patients allergic to aeroallergens (house dust
mite d 1 and Lolium perenne) [data from ref. 26]. HRT = Histamine release test. a r = 0.79, p< 0.001, n = 144.

br=0.7 p<0.001, n = 180.

De Weck et al. Diagnostic tests based on Human baophils: More potentials and perspectives than pitfalls. Int.Arch. Allergy Immunol. 2008;146::177-189



BAT ALKALMAZASA

,INHALATIV” ALLERGIABAN

* Allergia szezonban és azon
kival is hasznalhaté

* Pollen szezonban csdkken a
bazofilok in vitro aktivacioja

* Pl. cypress pollen
allergiaban BAT 91,2%
szenzitivitas (CAP speclgkE
76%)

ETELALLERGIABAN

Pollen asszocialt ételallergia

Oralis provokacios tesztet nehéz végrehajtani —
instabil allergén

J6 kiegészit6 egyéb tesztek mellett
Mogyordallergia (Javaollines 2012) —Arah9
speclgE (FEIA) és BAT hasonlé szenz és spec.

Oralis tolerancia tojasallergénre: BAT és pec.IgE

hasonlé csokk.(Vita et aI.2013)

Tehéntej tolerancia (Ford et al. 2013)
CD63(bright)CD203¢(+)CD123(+)HLA-DR(dim/-)CD41a-

A tej egyes formai toleralhatdk voltak. Bazalis CD203c nagyobb
volt a sulyosabb klin. kép esetén

Funkcionalisan aktiv élelmiszernyomok kimutatasa—
biztonsagos élelmiszerek allergiasoknak (Sabato 2011)
(mogyordallergének)

Elelmiszer adalékok kimutatasa CU betegekben (Kang
et al.2014)



BAT - Irritabilis bél szindroma-szerii betegekben
(Carozzio et al. Clin Chem Lab Med 2012 DOI 10.1515/cclm-2012-0609)

Etel hiperszenzitivitas detektaldsa gyakran bonyolult felnéttekben

US guideline: spec.IgE + tlinetek

Gyakran nem IgE-kozvetitett reakcid

Double blind placebo kontrollalt provokacio a gold standard a
diagnozisban

BAT: buza és tehéntej: leukocitakon sokkal szenzitivebb volt, mint teljes
vérrel



BAT ALKALMAZASA

LATEX ALLERGIABAN ROVARMEREG ALLERGIABAN

Hemery et.al.2005, Basotest Prick e Erdmann etal.
test allergénekkel kil. higitasban . Sens.% Spec.%

Sens. 79,3%
S 96 7% Intrakutan bérteszt 100
pPec. 35,77 speclgE 76 85

(Cutoff ROC gorbe alapjan) *  BAT 92 80




BAT ALKALMAZASA ROVARMEREG ALLERGIABAN

Kosnik et al. Allergy (2005, 60:1401-1405)
Venom immunterapia (VIT) mellékhatasanak megitéléseére:

Allergén dozisfugg6d aktivacid — bazofil szenzitivitas
poz. korr. a mellékhatas klinikai sulyossagaval

50

O LT, n=12
M S/T, n=5

Gober et al .(JACI 2007, 119:1181-1188)
Anaphilaxis modell:

CDG69 és CD203c expr. VIT elbtt és utan
Betegek: szisztémas v. nagy helyi reakcio ‘
Szisztémasokban: terapia el6tt sign >CD63 expr
Terapia utan sign. nagyobb CD69 és CD203c expr.
Bazofil akt. marker expr. in vitro venom stim. utan > in vivo beadas utan
Kovetkeztetés:

A bazofil aktivacios markerek az anafilaxis potencialis biomarkerei lehetnek

Net Mean Flu
=

ACD63 ACD69 ACD203c




Gyogyszerallergiak kimutatasa

Gold standard: drog provokaciods teszt (DPT)

Szisztémas reakcio veszélye

Drog bdlrteszt: standardizalt és megbizhato — alacsony szenzitivitas
és specificitas

Spec.Igk mérés: beta-laktam antibotikumokra

BAT: gyogyszer konjugatumok sziikségesek az aktivaciohoz

BAT: parhuzamosan és biztonsagosan tobb gyogyszer vizsgalhato
Direkten méri a bazofil valaszt az Igk szenzitizacio helyett
Nem olcso és technikailag kihivast jelent

a BAT eredmeénye feltételezhet6en mas gyogyszerekre is
extrapolalhato

BAT szenzitivitasa novelhetd, ha mas modszerekkel kombinaltan
alkalmazzak (pl. BAT+ bGrteszt+ spec.IgE)



BAT alkalmazasa a nem-szteroid gyulladasgatiok (NSAIDs)

IgE-kozvetitette hiperszenzitivitas kimutatasara

(Steiner M. et al. Basophil activation test for IgE-mediated mechanism in Drug hipersensitivity. J. Vis. Exp. 2011

NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs)
pl. diclophenac (DP), propyphenazone (PP)

Karrier: HSA (human serum albumin)

HSA - DP

HSA - PP konjugatumok el6allitasa

Kovalens kotés a HSA karboxyl csop. és a lizin
részek elsédleges aminocsoportja kozt

DF- van sajat karboxyl csoportja

PP — szerveskémiai szintézissel modositottak
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SSC-Height

1000

BAT — Radiocontrast media
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A. Basophil selection B. Negative BAT C. Positive BAT

Pinnobhum et al. The diagnostic value of basophil activation test in patients with immediate
hypersensitivity reaction to contrast media Ann Allergy Asthma Immunol. 2011,106:387-393.



Kivizsgalas

BAT

Szenzitivitas
(fligg a
cutoff-tol)

specificitas

indokolt

Beta-
laktam
antibiotiku
mok

Klinikai
torténet,
poz.bort-
teszt sp.Igk

9 tanulmany

28,6-55%
BAT >
speclgE
(kb.10%)

>90%

Feltételezhet6
gyogyszeraller
giaknal, ha
blrtezt v.
snecloF neg.

Neuro-
muszkularis
szerek

7 tanulmany

36,1-91,7%
Anaphylaxis és
BAT kozti id6
befolyasolja

93-100%

Keresztrektivita
sok és
alternativ

szerek
kimuitatasara

Aspirin
/nem-
szteroid
gyulladas-
gatlok
IgE-koOzvetitett
allergias és
nem
immunolégiai
intolerancia

Ellentmondéaso
k

Aszpirin:
33,3%

diclofenac,
naproxen erésebb
farmakologiai
akt., szenz.jobb

Dipyrone:
42,3-70%

Szelektiv
diclophenac
allergiara nem,
Propyphenazo

ne alergiara

Fluoro-
quinolonok

BOrteszt
limitalt
irritacio
miatt (88%
falspoz)

7 tanulmany

36-83%

Kitiund NpPv

Feltételezett
fluoroquinolo
n

szenzitivitasb
an

Radio-
kontraszt
media

46,2-62,5%

Nem korrelal
a borteszttel

BOrteszt nem
mutatja a
nem IgE

kbzvetitett rea
latkecidt

Anti-
neoplasztikus
és egyéb

biloogiai

Asparagindz: 75%
(NPV:96%)
Cisplatin,Ritux.
Infliximab
Metilprednisolone
Szukcindlt
kortokszteroidok
Anti-hisztaminok

BGrteszt nem
mindig
kivitelezhetd



BAT modszerek standardizalasa

 . EUROBAT .

A A/ "
EAAC' 12 - 13 December 2014, Munich, Germany

|
European Consortium on Application of Flow Cytometry in Allergy
T e i;—"/'

- Kulonboz6b allergének

- Szamos faktor befolyasolja a BAT prediktivitasat és analitikai jellemzéit
-Pl..pollen szezonban a bazofilek kevésbé reagalnak a pollen allergénekre, mert a
CDG63 felregulalodik a flpollen monoszenzitizalt egyenekben, és igy nagyon
megvaltoztatjia a CDG63-alapu BAT tesztek szenzitivitasat

- Az EUROBAT munkacsoport célja a kulonbozo tesztek és
parameétereik harmonizalasa

13
’
i
f




Osszefoglalas

* A bazofil aktivacios tesztek az allergia

diagnosztikaban megfeleld koriltekintéssel
alkalmazva alkalmasak:

l. tipusu allergiak kimutatasara

Il. Segit az allergénspecifikus terapia
monitorozasaban

I1l. Alkalmas lehet nem IgE-kozvetitette
hiperszenzitivitas kimutatasara is.



