PRACA POGLADOWA

14

Cytometria przeptywowa
w diagnostyce alergii — protokoty
identyfikacji bazofilow

Flow cytometry in allergy diagnosis — basophil identification
protocols

mgr inz. Anna Skotny', mgr inz. Barhara Kmiecik?, mgr inz. Ewa Zbrojewicz', mgr inz. Emilia Siwak’,

dr hab. n. med. Wojciech Medrala, prof. nadzw.'?

"Katedra i Klinika Chor6b Wewnetrznych, Geriatrii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu

Kierownik: prof. dr hab. n. med. Bernard Panaszek

27aktad Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriatow Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu

Kierownik: dr hab. n. med. Zbigniew Rybak, prof. nadzw.

$Zaktad Badan Klinicznych, Wyzsza Szkota Medyczna w Legnicy

Kierownik: dr hab. n. med. Wojciech Medrala, prof. nadzw.

Streszczenie: Choroby alergiczne, ich diagnostyka i leczenie to temat bardzo aktualny. Unowoczesnienie i poprawa istniejgcych metod diagno-
stycznych s3 kluczowe dla postepu medycyny. W obecny trend udoskonalania diagnostyki chordb alergicznych wpisuje sie cytometria przeptywowa.
Nalezy podkresli¢, ze jest to metoda umozliwiajgca badanie populacji komdrek stanowigcej nawet ponizej 1% prébki. Pozwala ona na identyfikacje
i-analize kilku parametrow jednoczesnie. W przypadku diagnostyki alergii badania in vitro sg bardzo korzystne ze wzgledu na bezpieczeristwo pacjenta.
Nie ma niebezpieczeristwa wywotania anafilaksji czy doprowadzenia do groznych powiktari, ktére moga wystapi¢ w przypadku obecnie stosowanej
diagnostyki alergii pokarmowych, na leki czy jady owadow btonkoskrzydtych. W artykule omdwiono zalety cytometrii przeptywowej w kontekscie
wykorzystania jej w diagnostyce chordb alergicznych. Przyblizono problematyke zwigzang z doktadng izolacja podstawowej puli bazofilow, ktdra jest
konsekwencja doboru odpowiednich protokot6w identyfikacii w testach aktywaciji bazofiléw (BAT).

Abstract: Diagnosis and treatment of allergic diseases are a very up to date topics. The modernization and improvement of existing diagnostic
methods are essential for the progress of medicine. Flow cytometry fits into this trend. It should be noted that this method allows one to study cell
populations constituting less than 1% of the sample size. During flow cytometry diagnostics, several parameters can be identified and analyzed at
the same time. There are few advantages (particularly in the case of safety) for patients in in vitro allergy diagnosis. There is no possibility to cause
anaphylaxis or other dangerous complications as in in vivo food, drug or insect venom allergy diagnosis. The article discusses the advantages of flow
cytometry in the context of using it in the diagnosis of allergic diseases. Problems associated with basophils identification and types of protocols used
in basophils activation tests (BAT) are widely discussed.
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zacuje sie, ze ponad 20% populacji krajow
wysoko rozwinigtych boryka si¢ z réznymi
formami nadwrazliwosci [1, 2]. Odsetek ten
stale si¢ zwigksza, a choroby alergiczne dotykaja coraz
wigkszej liczby osob. Ich pojawienie si¢ jest wypad-
kowa czynnikéw $rodowiskowych i genetycznych.
Obecnie diagnostyka chorob alergicznych sprowadza
si¢ do wywiadu klinicznego (ktory pozwala na po-
wigzanie bodzca wywotujacego alergie z wywiadem
klinicznym), testow skornych i wykrycia alergenowo
swoistego IgE w surowicy chorego. Niekiedy wyko-
nanie testow skornych lub testoéw prowokacyjnych jest
niemozliwe ze wzgledu na ryzyko wywotania zagraza-
jacej zyciu i zdrowiu pacjenta anafilaksji lub koniecz-
nos¢ statej terapii lekami negatywizujacymi odpowiedz
skorng na histaming. Oznaczanie swoistych alergeno-
wo IgE nie ma stuprocentowej czutoéci ani swoistosci.
Alternatywa, rozumiana jako uzupelnienie dotychcza-
sowej diagnostyki, staja sie metody diagnostyczne in
vitro, w tym m.in. cytometria przeptywowa.
Dynamiczny rozwdj cytometrii przeptywowej
obserwujemy od ponad 30 lat. Ta rewolucyjna metoda
poczatkowo umozliwiata tylko liczenie komorek,
obecnie za§ pozwala na wieloparametrowa ocene
biochemicznych 1 fizycznych wiasciwosci komorek.
Komorki sa odpowiednio znakowane i wprowadzane
pod cisnieniem do strefy pomiarowej (uproszczony
schemat budowy cytometru przeplywowego — ryc. 1).

Rycina 1. Schemat budowy cytometru przeplywowego.
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W trakcie pomiaru komorki o§wietlane sg od-
powiednio zogniskowang wigzka promieniowania lase-
rowego. W sktad cytometru przeptywowego wchodza
uktady optyczny, elektroniczny, powietrzny oraz uktad
transportu cieczy (ryc. 2). W trakcie pomiaru znaczenie
ma wiele zjawisk, takich jak absorpcja, emisja czy roz-
proszenie.
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Rycina 2. Schemat budowy ukladu powietrznego

i uktadu transportu cieczy (a). Uklady wytwarzajq
podcisnienie w zbiorniku z cieczq ostaniajgcg i w pro-
bowce z zawiesing badanych komorek. Komorki
oznakowane odpowiednio dobranymi fluorochromami
formowane sq w cienki strumien i przesuwane do stre-
fy pomiarowej, gdzie naswietlane sq laserem (b).
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Wspolczesne cytometry umozliwiaja pomiar
kilku parametréw réwnoczesnie. Odpowiednio dobrane
dwa detektory rejestrujg promienie rozpraszane na
komorce. Pierwszy detektor rejestruje rozpraszanie do
przodu (FS, forward scatter) — zgodne z kierunkiem
padania wiazki promieniowania. Rozpraszanie to re-
jestrowane jest pod niewielkim katem nieprzekracza-
jacym 10° Drugi detektor rejestruje promieniowanie
rozproszone prostopadle do wiazki laserowej (SS, side
scatter) (rozpraszanie na komodrce — bieg promieni

—ryc. 3) [3].

Rycina 3. Bieg promieni po interakcji z badang
komorkg.
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Natezenie promieniowania rozproszonego do
przodu (FS) nie zalezy od ksztaltu komorki ani od
wspotczynnika zatamania $wiatta. Niesie natomiast
informacje o wielko$ci komorki — silnie rosnie wraz
ze wzrostem rozmiaréw czasteczki. Cze$¢ promienio-
wania rozproszona na strukturach wewnatrzkomorko-
wych jest zbierana detektorem ustawionym pod katem
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90° do wigzki padajacej (SS). Natezenie tej fali silnie
zalezy od ksztattu komorek oraz ich wspotczynni-
kéw zatamania i odbicia §wiatta. Im wiecej niewiel-
kich struktur wewnatrzkomérkowych, tym silniejszy
sygnat rozproszony pod katem prostym. Zatem sygnal
zebrany pod katem 90° pozwala na wstepng oceng
ksztaltu 1 wewnetrznych ziarnisto$ci komorek. Dzigki
opisanym powyzej zalezno$ciom mozliwe jest r6zni-
cowanie komorek w dwuwymiarowym uktadzie FS vs
SS (zréznicowane populacji komoérek — ryc. 4) [4]. Za-
znaczony obszar bazofiléw (ryc. 4) to region, w ktérym
moga wystepowacd, jest ich jednak niewiele i aby je zi-
dentyfikowa¢ (przy uzyciu cytometrii przeptywowej),
konieczne jest oznakowanie ich odpowiednimi prze-
ciwcialami z przytaczonymi fluorochromami.

Rycina 4. Schematyczny obraz petnej krwi hemolizo-
wanej analizowanej w cytometrze przeptywowymni.
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Promieniowanie padajace, ktore nie ulegto roz-
proszeniu, moze zosta¢ pochtonigte przez przylaczone
do badanych komoérek barwniki fluorescencyjne — flu-
orochromy. Molekuta, ktora zaabsorbowala energig,
dazy do oddania jej, a tym samym do powrotu do stanu
podstawowego. Powrotowi do stanu podstawowego
towarzyszy krotkotrwata emisja kwantow promienio-
wania — fluorescencja. Jest to przejscie promieniste
o czasie trwania rzedu 1078 s po zaniku czynnika wzbu-
dzajacego (w tym przypadku promieniowania lasero-
wego). Do pomiaru natezenia fluorescencji przy wzbu-
dzaniu jednowigzkowym wykorzystuje si¢ minimum
dwa detektory (najczesciej trzy — FL1, FL2, FL3).

Zachowanie promieniowania po interakcji
z komorka (rozproszenie czy wzbudzenie emisji flu-
orochromoéw) niesie ze soba informacje o badanym
obiekcie. Aby informacja ta mogta by¢ wykorzystana,
musi ulec przetworzeniu na posta¢ cyfrowa i zostac
wprowadzona do komputera umozliwiajacego dalsza
prace z pozyskanymi danymi. Caty pomiar jest bardzo
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szybki — jego predkosé¢ sigga od kilkuset do kilku
tysigcy komorek na sekunde [4].

Znaczaca role w patogenezie chordb alergicz-
nych odgrywaja bazofile i mastocyty. Mastocyty wyste-
puja w tkankach, ich analiza jest bardziej skomplikowa-
na niz obecnych we krwi obwodowej bazofilow. Na po-
wierzchni granulocytow zasadochtonnych (bazofilow)
znajduje si¢ receptor FceRI (o wysokim powinowactwie
do IgE). IgE wiaze alergen, co wywotuje degranulacije
bazofilow i1 wydzielenie przez nie trzech klas media-
torow zapalnych: amin (np. histamina), metabolitow
lipidowych (np. leukotrien C4) i cytokin (m.in. IL-3,
IL-4 i IL-5) [5, 6]. Procesowi temu towarzyszy wzrost
ekspresji czastek na powierzchni bazofilow (schema-
tycznie przedstawiony na rycinie 5), ktorej pomiar jest
podstawg testow aktywacji bazofilow (BAT).

W roku 1994 Sainte-Laudy i wsp. jako pierwsi
opisali test BAT [7]. Obecnie pracuje si¢ nad udo-
skonaleniem tej metody, szczegélne zainteresowanie
skupia si¢ wokot protokotéw identyfikacji bazofilow
oraz markeréw ich aktywacji. Wiele badan dotycza-
cych szczegotow procesu, takich jak rodzaje antyko-
agulantow wykorzystywanych przy pobieraniu krwi
czy dobor buforu lub sposob izolacji leukocytow
i dobor przeciwciat barwigcych, opisali de Weck i wsp.
[8]. Parametry te sa istotne z punktu widzenia optyma-
lizacji pracy laboratoryjnej, kluczowy jednak wydaje
si¢ dobor protokotu identyfikacji podstawowej puli ba-
zofilow. Nalezy podkresli¢ zalety cytometrii przepty-
wowej w testach diagnostycznych in vitro. Metoda ta
idealnie nadaje si¢ do testow BAT ze wzgledu na to, ze
umozliwia identyfikacje nawet bardzo niewielkich po-
pulacji (bazofile stanowig 0,2—1% leukocytow). Wcigz
jednak istnieje konieczno$¢ doskonalenia tej metody,
pozyskania bardziej precyzyjnych metod identyfika-
cji badz odnalezienia optymalnego markera aktywa-
cji. W niniejszej pracy skupiono si¢ na identyfikacji,
nalezy jednak podkresli¢ znaczenie markeréw aktywa-
cji. Obecnie uwage naukowcoéw przyciaga kilka mar-
kerow, takich jak: CD63, CD203c oraz p6zniej opisane
CD13, CD164, CD107a czy CD107b [9]. Dotychczas
nie przeprowadzono jednak obiektywnych badan po-
rownujacych wlasciwosci wigkszosci z wymienionych
markeréw aktywacji [10].

Poczatkowo do identyfikacji podstawowe;j
puli bazofilow stosowano protoko6t anty-IgE/CD63.
Umozliwia on diagnostyke in vitro wielu choréb aler-
gicznych. Opiera si¢ on na fakcie, ze antygen CD63
zakotwiczony jest w blonie i jego ekspresja spoczyn-
kowa jest niska, natomiast po aktywacji bazofila silnie
wzrasta. Poniewaz zaobserwowano pewne niepowo-
dzenia w przypadku alergii na leki [11], zdecydowano
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Rycina 5. Proces wydzielenia mediatorow zapalnych przez bazofile. Na powierzchni bazofilow w stanie spoczyn-
ku znajduje si¢ receptor FceRI, ktory wykazuje wysokie powinowactwo do IgE (A). IgE to przeciwcialo, ktore
wigze alergen (B), co prowadzi do degranulacji bazofila i uwolnienia mediatorow zapalnych i wzrostu ekspresji

czgstki CD63 na powierzchni bazofila.
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si¢ na ulepszenie technik identyfikacji. Bardzo obiecu-
jacy wydawat sie CD203c, ktory wykazywal wybitng
ekspresj¢ po aktywacji bazofila [12]. Poczatkowo
CD203c z sukcesami wykorzystywano jako marker
aktywacji [13]. Udowodniono réwniez jego przydat-
nos¢ jako markera identyfikacji [9]. Pewna niedosko-
natosciag markera okazalo si¢ wystepowanie niskiej
ekspresji na bazofilach spoczynkowych. Problem ten
rozwiazali Boumiza i wsp. przez wykorzystanie trzech
barwnikow w protokole CRTH2%/CD37/CD203c*
[9]. W pierwszym etapie identyfikacji wybierano
komorki wykazujace ekspresj¢ czastki CRTH2 (wy-
stepuje ona réwniez na eozynofilach i limfocytach
Th2). Oddzielenie eozynofilow opiera si¢ na ocenie
rozproszen S$wiatla na ziarnisto$ciach wewnatrzko-
morkowych SS. Limfocyty T odrzuca si¢ przez znako-
wanie przeciwcialem anty-CD3. Bazofile wybiera sig¢
jako komérki CD203¢*/CD3". Protok6t ten pozwala
uzyskaé wysoka czystos¢ identyfikacji bazofilow, jego
glowna wada jest jednak konieczno$¢ zastosowania
trzech barwnikow.

Inng, bardzo dobra metoda identyfikacji bazofi-
16w jest wykorzystanie przeciwciat anty-CD123. Pro-
tokot CDI123"/HLA-DR" poczatkowo przeznaczony
byt do identyfikacji komoérek dendrytycznych. Zaob-
serwowano jednak na powierzchni bazofila obecno$é¢
antygenu CD123, komorki te nie wykazuja jednak
ekspresji czastki HLA-DR. Poziom ekspresji antygenu
CD123 nie zalezy od stopnia aktywacji bazofilow, lecz
jest w zasadzie staly [6]. Protokot ten umozliwia wigc
identyfikacj¢ bazofilow z duza czystosciag. Wada jest
konieczno$¢ wykorzystania dwoch barwnikow.
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Wykazano, ze przeciwcialo anty-CCR3 jest
bardzo dobrym narzedziem do identyfikacji bazofilow.
Receptor CCR3 jest obecny na bazofilach, eozynofi-
lach i aktywowanych limfocytach Th2 [14]. Ogromna
zaleta protokolu z anty-CCR3 jest mozliwo$¢ zasto-
sowania tylko jednego barwnika. Bazofile oznacza si¢
jako CCR3*/SSCP¥. Wykluczenie eozynofilow jest sto-
sunkowo tatwe, gdyz maja one duze ziarnistosci (sa to
komérki z CCR3*/SSChieh). Pewng wada protokotu jest
mozliwo$¢ wystepowania aktywowanych limfocytow
Th2, nie stanowity one jednak duzego odsetka zidenty-
fikowanych komorek (zwykle mniej niz 4%, mediana
—1%) [14].

Nie da si¢ jednoznacznie okresli¢, ktory z opisa-
nych protokotéw identyfikacji jest najlepszy. Uwzgled-
niwszy parametry takie jak czysto$¢, oddzielenie ba-
zofilow 1 trudno$¢ wykonania procedury (np. liczba
wykorzystanych barwnikéw), najlepsze wydaja si¢
protokoty: CDI123*/HLA-DR- i CCR3%/SSC"". Sta-
bilno$¢ markera po stymulacji alergenem zdaje si¢
mie¢ kluczowe znaczenie. Hausmann i wsp. udowod-
nili w swojej pracy z 40 pacjentami stabilno§¢ CCR3.
Stwierdzili, ze nie ma znaczacych strat bazofilow po
stymulacji alergenem w przypadku CCR3, natomiast
CD123 wykazuje mniejsza stabilnos¢ [14]. Podobne
wyniki opisat nasz zesp6t — odnotowano pewien spadek
ekspresji CCR3 po stymulacji pytkami traw i roztoczem
kurzu domowego (Dermatophagoides pteronyssinus),
ale populacja bazofiléw wcigz mogta by¢ doskonale
oddzielona [15]. Odmienne stanowisko przedstawili
natomiast Chirumbolo i wsp. Sg oni zdania, ze CD123
jest bardziej stabilnym markerem niz CCR3 [16].
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W przypadku wykorzystania cytometrii przepty-
wowej do diagnostyki czg¢sto wymienianym ogranicze-
niem metody jest konieczno$¢ uzycia zaawansowanych
technologii, niedostgpnych niestety w wigkszosci labo-
ratoriow. Nie nalezy zapominac o kosztach, ktore nie sa
niskie, aczkolwiek postep technologiczny sprawia, ze
badania te staja si¢ coraz bardziej dostgpne. Trudnosé
stanowi brak standaryzacji testow aktywacji. Nalezy
okresla¢ optymalne stezenia alergenu wywotujacego
aktywacj¢ komorek oraz poziom odcigcia — wzrostu
ekspresji — powyzej ktorego uznajemy aktywacje za
proces swoisty.

Podsumowujac, mozemy stwierdzi¢, ze cytome-
tria przeptywowa jest obiecujaca, dodatkowa metoda
diagnostyczng. Znajduje zastosowanie szczegélnie
w przypadku istnienia niebezpieczenstwa wywotania
anafilaksji. Doskonale nadaje si¢ do badan eksperymen-
talnych i naukowych. Istnieje jednak koniecznos¢ wy-
standaryzowania tej metody diagnostycznej. Potrzebe
te podkreslano juz na pierwszych migdzynarodowych
warsztatach cytometrii przeptywowej w alergii, ktore
odbyly sie¢ w Hiszpanii w 2007 roku. Specjalisci uznali,
ze wedtug nich nie ma powodu, dla ktorego testy BAT
nie miatyby znalez¢ si¢ wérod metod diagnostycznych
choréb alergicznych wykorzystywanych klinicznie.
Z roku na rok obserwuje si¢ wzrost zainteresowania
testami BAT, cho¢ wcigz niestusznie uznaje si¢ je za
metode niedostosowang do rutynowej diagnostyki.

~
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