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OSSZEFOGLALAS

Az autoimmun krénikus urticaria (ACU) klinikai diagno-
zisa jelenleg az autoldg szérum borteszt elvégzésén alap-
szik, melyet hisztamin felszabadulds méréssel sziikséges
megerdsiteni. A szerzék egy médositott bazofil aktivdcios
teszt specificitdsat vizsgaltdk a hisztamin felszabadulds
mérés pdrhuzamos elvégzésével. 72 kronikus idiopdtids
urticariaban (CIU) szenvedd betegnél, a szérumokkal tor-
ténd inkubdcié utan mérték szenzitizalt atopids donor ill.
nem atopids, alig szenzitizdlt donor bazofil sejtjein a
CD63 aktivdaciés marker expresszidjat dramldsi citomé-
terrel. Ugyanezen stimuldlt sejtek feliiliiszojabdl a felsza-
badult hisztamin mennyiségét ELISA mddszerrel hataroz-
tak meg. A hisztamin felszabadulds eredményei mindkét
donor sejtjein nagyon jo korreldciot mutattak a CD63
expresszio eredményeivel. Eredményeik bizonyitjdk a ba-
zofil CD63 expresszié mérésen alapulé modszer alkal-
massdgar a CIU betegek autoimmun patomechanizmusi
csoportjanak diagnosztizaldsara.
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SUMMARY

Currently the clinical diagnosis of the autoimmune
chronic urticaria (ACU) is based on the autologous serum
skin test (ASST), which is confirmed by the histamine
release assay (HR). In their present study the authors
compared the specificity of a new, modified basophil
activation test to the HR test. Leukocytes from one highly
sensitized atopic donor (Dy) and one poorly sensitized
non-atopic donor (Dpy) were incubated with sera
obtained from 72 chronic idiopathic urticaria (CIU)
patients and the expression of the CDO63 activation
marker on the surface of basophils were detected by flow
cytometry. The histamine content of the supernatant of the
same cells was measured by ELISA method. There was a
good correlation between the HR and the CD63
expression test on cells from both donors. Their results
suggest that the CD63 expression assay is suitable for the
diagnosis of patients with ACU.
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Bevezetés

A krénikus urticaria (CU) olyan bérbetegség, melyben a
csaldnkiiitések hat héten tdl naponta vagy majdnem min-
den nap jelentkeznek (1, 2, 3, 4). Az egyes csaldnkiiitések
ideje a 24 6rat nem haladja meg, s az esetek koriilbeliil
50%-dban angioedema is kialakul (4). A betegség a popu-
14ci6 0,1-3%-at érinti és jelentSs problémat jelent a kival-
t6 tényezdk meghatdrozdsa szempontjabol, mert a gondos
anamnézis s szdmos vizsgdlat ellenére a kivalté ok sok
esetben felderitetlen marad (5, 6, 7). Amennyiben kizarjuk
a hattérben 4ll6 fizikdlis urticaria, gécfert6zés, gyogyszer
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vagy élelmiszer allergia és urticaria vasculitis lehet6ségét,
krénikus idiopatias urticariar6l (CIU) beszélhetiink.

Az utdbbi idében nyilvanvaléva valt, hogy a CIU-ban
szenvedd betegek egy csoportjdban a betegség autoimmun
okokra vezethet$ vissza. Az irodalmi adatok alapjan a be-
tegek 27-50%-dnak szérumdban funkciondlisan aktiv, IgG
tipust autoantitestek mutathatok ki, melyek a nagy affini-
tasu IgE receptor o lancaval (FceRI o), vagy az IgE mole-
kuldval szemben termel&dnek (8, 9). Az antitestek kétGdé-
se a hizosejtekhez €s a bazofil granulocitdkhoz a sejtek
lad4dsos medidtorok szabadulnak fel a sejtekbdl, s végiil a
szovetekben urtica alakul ki.

Az autoimmun krénikus urticaridban (ACU) szenvedd
betegeket nehéz megkiilonboztetni a CIU csoporttdl (10).
Az autoantitestekkel rendelkez6 betegek dltaldban silyo-
sabb urticaridban szenvednek, alacsonyabb az IgE szint-
juk, a periférias vérben.csokkent a bazofil granulocitdk
szama, ezeknek a kiilonbségeknek azonban nincs akkora
megkiilonboztets értékiik, hogy a diagnosztikaban is fel-
hasznalhat6ak legyenek (5).

Az ACU diagnozisdnak feldllitdsdban szirdvizsgalat-
ként a klinikai gyakorlatban segitséget jelent az autoldg
szérum borteszt (ASST) alkalmazasa (11). Husz és mun-
katdrsai kimutattdk, hogy tomény vagy feles higitdsd szé-
rummal végezve az ASST magas ardnyban vezet aspecifi-
kus reakciohoz, igy 1/10 higitasban torténd végzését java-
soljak (12). Véleményiink szerint az ASST eredményét
specifikus laboratériumi vizsgalattal sziikséges megerdsi-
teni, funkcionalis vagy kotddési tesztekkel (1. tdbldazat). A
funkciondlis tesztek segitségével detektalhatok a biolo-
giailag relevans szérum faktorok, azonban nehéz a stan-
dardizdldsuk és kevés informdaciot szolgaltatnak a kérdé-
ses molekulak szerkezetérdl (13). Koziiliik a bazofil hisz-
tamin felszabaduldsi teszt (BHR) jelenleg a legdltalano-
sabban elfogadott (,,gold standard”) eljaras ACU-ban az
autoantitestek kimutatdsara. A kot6dési tesztek koziil a
Western blot és ELISA moédszerek alkalmasak lennének
nagyobb mennyiségl szérum szlirésére, de nem valtottak
be a kordbban hozzdjuk f(izott reményeket, nem kaphatok
a kereskedelemben és haszndlatuk sordn dlnegativ és 4l-
pozitiv eredmények is adédhatnak (14, 15).

II. Ko6t6dési tesztek

1. Western blot
2. ELISA

I. Funkcionalis tesztek

o

. Autolég szérum bérteszt

2. Bazofil hisztamin felszabadulasi
teszt

3. Hizésejtekbdl torténd hisztamin
felszabadulds mérése

4. B-hex6zaminidaz felszabadulds
vizsgélata patkany bazofil
leukémia sejtvonalbdl

5. Bazofil CD63 felszini expresszid

vizsgdlata

1. tablazat
Az ACU diagnosztikdjdban alkalmazott laboratériumi
modszerek

A CD63 molekula egy tetraspan szerkezetli molekula-
csalddba tartoz6 glikoprotein, mely nyugvé bazofil gra-
nulocitdk membrdnjdnak felszinén nem expresszalédik,
aktivdciot kovetden azonban nagy mennyiségben meg-
jelenik a sejtek felszinén (16). Aktivaciés markerként
alapjat képezi a bazofil CD63 sejtfelszini expresszids
vizsgdlaton alapul6 bazofil aktivicids tesztnek (BAT),
melynek moédositott valtozatit alkalmaztuk kordbbi cik-
kiinkben az ACU diagnosztikdjiban (17). A médszer se-
gitségével kimutattuk, hogy az erésen szenzibilizdlt at6-

sz

pids donorok bazofil sejtjei IL-3-mal torténdé kezelés
nélkiil sikeresen haszndlhatdk in vitro az ACU dramlasi
citofluorimetrids vizsgalataban. Pozitiv korrelaciét mu-
tattunk ki a bazofil CD63 expresszids vizsgdlat és az
ASST kozott.

Jelen vizsgédlatunkban célunk volt, hogy a mddositott
bazofil CD63 expressziés vizsgalat diagnosztikai megbiz-
hat6sagat osszehasonlitsuk a ,,gold standard”-ként elfoga-
dott mdsik funkciondlis teszttel, a BHR vizsgélattal az
ACU diagnosztikdjaban. A tanulmany soran a médositott
bazofil CD63 expresszids vizsgalat és a BHR vizsgalat
0sszehasonlit6 elemzését végeztiik el.

Anyag és modszer

Betegek

Vizsgédlatunkban a Debreceni Egyetem Bérgyogyaszati Klinikdjan
kezelt 72 ICU-ban szenvedd beteg vett részt. A betegség atlagosan
8.4 hénapig tartott (3-32 hénap), és a tiinetek majdnem minden nap
jelentkeztek. A vizsgalt betegek koziil 16 férfi, 56 nd volt, atlagélet-
koruk 40.4 év (13-74 év).

A vizsgélatokbdl kizdrtuk azokat a betegeket, akiknél a bérelval-
tozds 24 6randl tovabb tartott és gyanidsak voltak az urticaria vascu-
litisre, illetve a gocfertdzésben, a fizikai urticaridban €s ételallergis-
ban szenveddket, tovabbd azokat, akik olyan gydgyszert szedtek,
amely silyosbitotta volna a CU-t. A betegeknél legaldbb 4 nappal a
szérum levételét megel6zGen ledllitottuk az antihisztamin kezelést,
két héttel kordbban a kortikoszteroidok vagy immunszuppressziv
gyogyszerek alkalmazdsit. Valamennyi betegnél elvégeztik az
ASST-t, a BHR tesztet és a BAT-et.

Kontrollként egészséges, nem atépids egyének szolgaltak (n=20).
Ezen kiviil 15 bértiinetekkel is rendelkezd szisztémds lupus erythe-
matosusban (SLE) szenvedd beteg és 11 dermatomyositises (DM)
beteg szérumat is vizsgaltuk.

Donorok:

Az atopids donor (D) allergids rhinitisben szenvedett, szérumédban
szezondlis inhalativ allergénekkel szemben termelddott specifikus
IgE antitestek voltak jelen, szérum 6ssz-IgE szintje pedig 1468 kU/1
volt. A kisérletek ideje alatt és azt megel6zGen legaldbb 72 éraval
nem szedett antihisztaminokat.

A nem atopids donor (Dyp) szérum 6ssz-IgE szintje 1 kU/1 volt.

A donor sejtek szepardldsa és stimuldldsa

Az atopids (Dp) és nem atopids (Dy,) donorbél szdarmazo, etiléndi-
amin-tetraecetsav (EDTA) dltal antikoagulalt, 24 ml teljes vért 6%
Macrodexen iilepitettiik 45 percig 37 °C-on. A fehérvérsejt frakciot
leszivtuk, majd hideg Hepes-EDTA pufferrel kétszer dtmostuk. Ezt
kovetSen Ca™ és Mg™ iont tartalmazé HEPES pufferben reszuszpen-
daltuk a sejtjeinket (10"/ml). Ezutdn 50 pl sejtet 50 ul CU szérum-
mal (1:1-es higitdsban) vagy pufferrel inkubéltuk 40 percen at 37
°C-on. A reakciét jégfiirdével és 900 pl jéghideg Ca™-, Mg”- és
BSA-mentes Hepes puffer hozzaadasaval allitottuk le. Ezt kovetSen
a sejteket 5 percig centrifugéltuk 500g-n 4 °C-on. A sejtszuszpnziot
monoklondlis antitestekkel festettiik a CD63 méréshez. A feliildszot
Osszegylijtottiik, -70 °C-on taroltuk, majd elemeztiik a hisztamin tar-
talmat.
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Az atopids és nem atopids donor sejtjeinek reaktivitdsat a kovet-
kez8 agensekkel torténé inkubdcidval vizsgdltuk, a bazofil CD63
expresszié meghatdrozasdval: anti-humédn IgE monoklondlis antitest
(0.5 pg/ml, Clone: De2, Immunotech, Marseille, Franciaorszdg),
FMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanin) (10° M, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Schnelldorf, Németorszdg), pozitiv CU szérum (1/2
végkoncentracio), anti-FceRIo antitest tartalmdt immunoblottoldssal
mdr el6z6leg megerdsitették (16).

A bazofil CD63 expresszié vizsgdlata dramldsi citofluoriméterrel —
bazofil aktivacios teszt (BAT)
A CU szérumokkal elSinkubalt sejteket kecske antihuman IgE-
FITC-cel és R-phycoeritrein (PE)-konjugalt anti-human CD63 mo-
noklondlis antitesttel festettiik 60 percen at 4 °C-on. A még jelen 1é-
vG vorosvértesteket lizald reagens hozzdadasaval lizdltuk. A sejteket
atmostuk, majd az IgE és CD63 kettésen pozitiv bazofil sejteket
Becton Dickinson FacsCalibur dramldsi citométerrel mértiik. A mé-
réshez bedllitottunk egy FL1 kiisz6bot a szdmunkra érdektelen sej-
tek nagy részének eltdvolitdsara, és ,.gate”-eltiik (kikapuztuk) a fluo-
reszkalo, anti-IgE FITC-cel festddott sejteket. Az IgE-FITC és
CD63 kettSs pozitiv sejteket az FL1-FL2 hisztogrammon hatdroztuk
meg a megfeleld izotipuskontroll alkalmazdsdval. Mintdnként
legaldbb 500-1000 bazofilt mértiink az dramlési citofluoriméterrel.
A stimulédci6 nélkiili alapérték megallapitidsdhoz egy kiilon csSbe
csak a puffert pipettaztuk be. Pozitivnak akkor tekintettiik az ered-
ményt, ha a 20 negativ, egészséges kontoll szérum dltal indukalt
CD63+ sejtszam 95 percentilisénél magasabb volt a kapott érték. (A
kiilonb6zd donor ,,cut off” értéke: Dp: 5.1%; Dyt 2.2%).

A bazofil hisztamin felszabadulds mérése ELISA modszerrel (BHR)
A CU szérumokkal elGinkubalt sejtek feliiliszéjabol ELISA mészer-
rel végeztiik el a hisztamin tartalom meghatdrozdst a kitben (Immu-
notech, Marseille, France) szerepld dtmutat6 alapjan, duplikdtumok-
ban. A totédl hisztamin meghatdrozashoz 50 pl sejtszuszpenzidhoz
950 pl desztillalt vizet pipettaztunk azért, hogy lizdljuk Sket. A fa-
gyasztas és olvasztds folyamatit kétszer megismételtiik, igy a sejtek
lizdlasdval kinyertiik a sejt teljes hisztamin tartalmat.

Az eljards menete:
. Acilezés: miianyag csovekbe 25 pl acilezd puffert, 100 pl mintat,
standardot vagy kontrollt és 25 pl acilezd reagenst mériink.

—

ba 50 pl acilezett mintat, standardot vagy kontrollt mériink és
mindegyikhez 200 pl alkalikus foszfatdzzal jelzett hisztamin kon-
jugédtumot adunk. A mikrolemezt 2 6rdt inkubdltuk 4 °C-on enyhe
razatas mellett, majd mosopuferrel haromszor mostuk.
Enzimreakcié: a reakcihelyekre 200 pl para-nitrofenil foszfat
szubsztrét oldatot adunk és a lemezt sotétben, razds mellett 30 percig
inkubaltuk. A reakciét S0 pl IN NaOH hozzdadasaval allitottuk le.

4. Fotometralas: az abszorbanciit 405 nm-en ELISA reader-en (Lab-

systems Multiscan MS, Helsinki, Finnorszag) olvastuk le.

[SN]

A vizsgalat kiértékelése:

Ertékeléskor a spontdn hisztamin felszabaduldst levontuk. Az ered-
ményeket a totdl hisztamin tartalom szdzalékaként fejeztiik ki. A
spontan hisztamin felszabadulds kevesebb volt a totdl hisztamin tar-
talom 5%-énal. A kiilonb6z6 donorok ,.cut-oft” értékeit a 20 egész-
séges kontroll széruma dltal indukdlt hisztamin felszabadulds 95
percentiliseként hatdroztuk meg (Dp: 11.6% és Dy: 7.3%).

Statisztikai analizis:
A normdlis eloszldst adatok eredményeit atlag + SD értékben fejez-
tiik ki, és a két csoport dsszehasonlitdsara a Student-féle kétmintas t
probat alkalmaztuk.

A nem-normalis eloszlasd csoportok adatainak eredményét medi-
anban, és un. interkvartilis tartomdnyban (IQ) fejeztiik ki, megadva
a valtozok 25 és 75 percentilis értékeit. Két nem-normadlis eloszldsd
csoport 6sszehasonlitdsandl Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk,
mig tobb csoport osszehasonlitdsandl a ,,One way ANOVA” eljdrdst
alkalmaztuk, mivel matematikai transzformdcié segitségével sem si-
keriilt normélis eloszldsi adatokat kapnunk. Az adatcsoportok pa-
ronkénti 6sszehasonlitasat Dunn teszttel végeztiik.

Az dsszefiiggéseket Sperman korrelacids koefficiens segitségével
fejeztiik ki. A P<0.05-6s értéket tekintettiik szignifikdnsnak.

Adataink elemzését SIGMAStat, 2.03-as verzidju szoftverrel vé-
geztiik.

Eredmények

A donor sejtek jellemzése

Az atopids donorb6l (D) szdrmazé bazofilek memb-
ranjanak felszinén mindhdrom stimuldcids dgens hatdsa-
ra nagy mennyiségben expresszalédott a CD63 moleku-
la, s a hisztamin felszabadulds is nagyfokua volt (2. tdb-
lazat).

Ugyanakkor a nem atopids donor (Dy,) bazofil granu-
locitainak felszinén az anti-human-IgE hatdsdra kevés
CD63 molekula expresszalddott, s a hisztamin felszaba-
dulds is kis mértékd volt. FMLP-vel vagy anti-FceRlIo an-
titestet tartalmaz6é CU szérummal stimuldlva a sejteket a
Dya bazofil sejteken nagyobb mértéki CD63 expressziot
és hisztamin felszabadulést lehetett kimutatni, ez azonban
kisebb mértékd maradt, mint az atopids donor sejtjei ese-
tében (2. tabldzat).

Hisztamin felszabadulds mérése (BHR)

Az atopids donor bazofil sejtjeib6l a CU szérumok
51.4%-a (37/72) szabaditott fel nagy mennyiségi hiszta-
mint, mig a nem atopids donor sejtjeibl a szérumoknak
csupan 32%-a (23/72) viltotta ki ezt a hatdst (3. tdbld-
zat). Az atopids donor sejtjeit haszndlva a krénikus urti-
carias betegek széruma szignifikdnsan magasabb hiszta-
min felszabadulast eredményezett (P<0.01), 6sszehason-
litva a nem at6pids donor bazofiljeivel kapott eredmé-
nyekkel.

Az atopids és nem atopids bazofilekbdl hisztamint nagy
mennyiségben felszabadité szérumok 92%-a (34/37) és
96%-a (22/23) adott pozitiv eredményt az autolég szérum
bortesztben is. Az ASST + csoportban a CU szérumok
85%-a (34/40) indukalt hisztamin felszabaduldst az atopids,
és 55%-a (22/40) a nem atopids donor sejtjein.

CD63 (%) [4tlag+SD] P érték HR (%) [4tlag+SD] P érték
Da Dna Da Dna
algE 40.26+5.71 3.30+0.83 <0.001 s. 42.5243.19 5.80+1.43 <0.001 s.
FMLP 42.90+4.35 35.64+5.90 0.057 n.s. 52.95+4.09 47.18+6.82 0.143 n.s.
IB+CU se 67.86£7.09 20.04+4.35 <0.001 s. 87.44+6.57 61.64+5.33 0.169 n.s.
IB+CU se - immunoblottoldssal bizonyitott anti-FceRIo: antitest pozitiv CU szérum

2. tablazat
Kiilénb6z4 stimulalé szerek dltal kivéltott CD63 expresszi6 és hisztamin felszabadulds (HR) az atopids és a nem atopids
donor bazofil sejtjein
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DA DNA DA VS. DNA
HR HR (%) HR+ HR- | HR HR (%) HR+ HR- HR
n median; (IQ) n n n median; (IQ) n n P érték
Osszes CU 72 14.83 ( 3.54-66.90) 37 35 72 5.76 ( 3.15-18.11) 23 49 0.01 s.
ASST+CU 40 57.59 (19.48-86.11) 34 6 40 10.89 (4.93-48.43) 22 18 <0.001 s.
ASST-CU 32 3.49 (1.30-9.64) 3 29 32 3.75 (2.23-5.44) 1 31 0.74 n.s.
CD63+CU 41 63.29 (20.34-86.63) 36 5 20  47.94 (26.83-78.41) 19 1 0.32 n.s.
CD63-CU 31 3.14 (1.27-7.16) 1 30 52 4.01 (2.33-6.38) 4 48 0.44 n.s.

1Q — Interkvartilis tartomany (25%-75%); s. — szignifikéns;

n.s. —nem szignifikdns

3. tabldzat
A DA és DNA bazofil sejtjeinek hisztamin felszabaditdsa a CU szérummal valé inkubdciot kovetéen
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1. dbra
Hisztamin felszabadulds az atopids és nem atopids donor bazofil sejtjeib6l a CU, kontroll,
SLE és DM betegek szérumainak hatdsara

Az ASST+ CU szérumok mindkét donor esetében szig-
nifikdnsan magasabb hisztamin felszabaduldst véltottak ki
(P<0.05), osszehasonlitva az ASST- CU betegek széru-
maival (/. dbra). Az SLE-s és DM-es betegek széruma
nem szabaditott fel hisztamint sem az atopids, sem a nem
atopids donorbdl.

Bazofil CD63 expresszio vizsgdlata (BAT)

Az atopias donor bazofiljainak felszinén a CU széru-
mok 57%-a (41/72) indukalta a bazofil aktivaciés marker
(CD63) expresszidjat, mig a nem atépias donor sejtjein a
szérumok 28%-a (20/72) véltott ki CD63 expressziot (3.
tabldzat). Az atopids donor bazofil sejtjein joval nagyobb
mértékli CD63 felszini expressziét tudtunk kimutatni a
CU betegek szérumdval torténd inkubdcié utan, mint a
nem atopids donor bazofiljein (P<0.001) (2. dbra).

A szérumokat két csoportba osztottuk a hisztamin fel-
szabaduldsi vizsgdlatban (HR) megfigyelt reaktivitisuk
alapjan (HR+, HR-). A HR+ szérumok 97%-a (36/37)
eredményezett CD63 indukcidt az atopids donor bazofil

sejtjein, mig ugyanezen szérumok 83%-a (19/23) indukalt
CD63 expressziot a nem atopids donor sejtjeit hasznalva
(3. tabldzart).

Mindkét donor bazofil sejtjeit HR+ CU szérumokkal in-
dukdlva jelent6sen nagyobb mértéki (P<0.05) CD63
expressziot tapasztaltunk a sejtek membrdnjdnak felszi-
nén, mint a HR- CU szérumokkal torténd inkubdciét ko-
vetden. A szérumok azon csoportjanak, mely pozitiv ered-
ményeket adott az ASST vizsgélat sordn, 92.5%-a (37/40)
szintén pozitiv lett a CD63 vizsgdlatban az atopids donor
bazofiljein tesztelve a szérumokat. Az ASST+ szérumok
50%-a (20/40) adott pozitiv CD63 teszt eredményeket ab-
ban az esetben, amikor a szérumokat a nem atopids donor
sejtjeivel stimuldltuk. Mindkét donor bazofiljeinek felszi-
nén az ASST+ CU szérumokkal torténd stimulacié joval
nagyobb mértékid bazofil aktivaciés marker (CD63) exp-
ressziét eredményezett (P<0.05), 0Osszehasonlitva az
ASST- CU szérumokkal végzett stimuldcié eredményeivel
(2. dbra). SLE-ben és DM-ben szenvedd betegek széruma
nem indukdlt CD63 expressziot a donor sejteken.

122



c c
2 100 £ 50
E * * * * 8
.?g‘ 80 1 *x i okl kel fald g‘ 40 h *%k *k *k k¥
= 8 8 R =
o 60 g 30 o« e
3 L. 8
« 40 I e < 20 A
[a) Lo &£ ¢ 0
o 20 | | IJ s 10 I j *
95’_ n=72 n=40 n=32 n=20 n=15 n=11 3 n=72 n=40 n=32 n=20 n=15 n=11
E .
e S ST g0 Ty w =
o 14 = o O K
2 3 3 3 £ 4 8 ¢ 3 33 E 4 3
o N + ! pos e} N + g P-4
8 B b3 g BB b 8
O ] 2] © 8 17, 17,
< < Pe <
2. dbra

A CD63 expresszio az atopids (DA) és nem atopias (DNA) donor bazofil sejtjein

Osszefiiggés az ASST, a BAT és a BHR kozétt

A BHR vizsgélat és a BAT eredményei kozott szignifi-
kans korrelaciot tapasztaltunk (D: r=0.91, Dy, 1=0.70,
P<0.001 mindketté esetén) az egyes betegek esetén ka-
pott értékek vizsgdlata sordn (3. dbra). A BHR és az
ASST eredményeit 6sszehasonlitva csak abban az esetben
tapasztaltunk korrelaciot, amikor az atopids donor sejtjein
végeztik a vizsgélatot.

Megbeszélés

Az ACU laboratériumi diagnézisa nehéz, de nem csupdn
a rendelkezésre 4ll6 laboratériumi médszerek hidnyossa-
gai miatt, hanem azért is mivel az ACU betegcsoport hete-
rogén. Sabroe és mtsai. 5 csoportot kiilonitettek el a szé-
rumok reaktivitdsa és a kimutathaté antitestek alapjan
(18). Jelenleg a BHR standard médszernek szamit a be-

tegség diagnosztizalasakor az autoantite-

stekkel rendelkez6 betegek azonositdsdban.
Ebben a tanulmanyban kimutattuk, hogy
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CD63 (%)

egy funkciondlis teszt, a bazofil CD63 fel-
szini expresszids vizsgalat szignifikdns
korreldciét mutat a BHR méréssel. A két
vizsgdlati médszer kozott pozitiv korreld-
ciot talaltunk mind az atopids, mind a nem
atopids donor bazofil sejtjeit hasznalva.
Elséként Wedi és munkatdrsai alkalmaz-
tak a bazofil CD63 felszini expresszids
tesztet 40 beteg esetén az ACU diagnoszti-
kdjaban (19). A kapott eredményeket
Osszehasonlitottdk a BHR vizsgdlat, és a
szulfidoleukotrién (SLT) termelés eredmé-
nyeivel. A kisérlet sordn nem tapasztaltak

Hisztamin felszabadulas (%)

Atopids donoron mért eredmények: sotét karika
Nem atopids donoron mért eredmények: vildgos karika

pozitiv korreldciét a BHR, CD63 exp-
resszié és az SLT termelés kozott. Végiil
arra a megallapitdsra jutottak, hogy a
CD63 felszini expresszid és SLT termelés
vizsgdlata nem haszndlhat6 diagnosztikai
markerként az ACU diagnosztikdjaban.
Ezzel szemben munkacsoportunk elsé-

100

3. dbra

Osszefiiggés a bazofil aktivacids teszt és a hisztamin felszabadulds

mérés kozott

ként alkalmazta sikeresen a CD63 exp-
resszids vizsgélat egy modositott formdjat
az ACU diagnosztikdjaban. Kordbbi kozle-
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ményiinkben beszamoltunk arrél, hogy a mddositott
CD63 expresszios vizsgdlat, erGsen szenzitizalt atopids
donor bazofil sejtek alkalmazasdval el6zetes IL-3 stimuld-
ci6 nélkiil j6 korreldciét mutatott az ASST-tel (17). Jelen-
legi eredményeink pedig a ,,gold standardnak” szdmité
BHR teszt és a CD63 expresszids vizsgalat eredményei-
nek szignifikdns korrelaciojat bizonyitjak. A mi eredmé-
nyeink illetve Wedi és kutatocsoportja éltal kapott ered-
mények kozotti kiilonbség a laboratériumi eljardsok kozti
kiilonboz6ségekbdl szarmazhat. Wedi és munkatdrsai a ki-
sérletekben teljes vért hasznaltak, a bazofil granulocitdkat
pedig IL-3-mal stimulaltak. Mi a teljes vér helyett leuko-
citdkat teszteltiink, melynek kovetkeztében feltehetSleg
elkeriiltik egyéb szérum faktorok hatdsat, az IL-3-at pe-
dig nem hasznaltuk a kisérleteink sordn.

Rendszeriink nagyobb mértéki specificitdsat az is alata-
masztotta, hogy kisérleteinkben a DM-ben és SLE-ben
szenvedd betegek, tovabba az egészséges kontrollok szé-
ruma nem indukdlt CD63 expresszidt a bazofil sejtek fel-
szinén, mig Wedi és munkatdrsai nagyobb mértékii CD63
expressziot mutattak ki a bazofil sejtek és a kontroll szé-
rumok inkubacidjat kovetden.

Egy kozelmdltban megjelent kozleményben De Swerdt
szintén jo6 korrelaciot talalt az ASST és a CD63 expresszi-
6s vizsgélat kozott CU-s betegekben, annak ellenére,
hogy nem az dltalunk alkalmazott mddositott mddszert
hasznalta (20). Kimutatta, hogy a szérumok IgG frakcidja
felels a CD63 expresszioban megnyilvanul6 aktivacioért
€s javasolta az ASST és a CD63 expresszios teszt egyiittes
alkalmazésat az ACU diagnosztikdjaban.

A CDG63 expresszion alapulé bazofil aktivacios teszt
nem csupan az ACU diagnosztikdjaban haszndlhat6 ered-
ményesen. Azonnali tipusu hiperszenzitivitdsi reakciok
vizsgélatdban is kezd elterjedni az alkalmazdsa, tobbek
kozott méh és dardzscsipés, gyogyszer, latex, pollen és
élelmiszer allergidkban (21, 22, 23). Ezen vizsgdlati rend-
szerekben azonban fontos tudni, hogy nem alkalmaznak
donor sejteket, hanem a betegt6l szarmazé bazofil sejteket
kell 6sszehozni egy rendszeren beliil az adott allergénnel
és mérni a sejtfelszini CD63 expressziot. Basotest néven
forgalomban is kaphatdk ezen tesztek. Egy ilyen rendszer-
ben, ahol fiipollenre allergids betegeket vizsgaltak, Sainte-
Laudy és munkatarsai j6 korrelaciot taldltak a BHR és a
CD63 expresszids vizsgalat kozott (24).

A kiilonboz6 tanulmanyokban a CU szérumok 27-52%-
ban bizonyultak pozitivnak a hisztamin felszabaduldsi
vizsgélatokban, a kivdlasztott beteg populdcié és a donor
bazofilok fiiggvényében (18). A mi kisérleti munkdnkban
az atopids donor (D p ) bazofiljaibél a CU szérumok 51%-
a valtott ki nagy mennyiségli hisztamin felszabaduldst,
mig a nem atopids donor (Dnjp) bazofiljait a szérumok
32%-a aktivélta. Az atopids és a nem atopids donor bazo-
fil sejtjeinek reaktivitisdban megfigyelhetd kiilonbséget
Wedi és munkacsoportja szintén megfigyelte (19). A nem
atopids donor IgE-vel gyengén szenzitizdlt sejtjei a szé-
rum IgE-vel kompetitiv és nem-kompetitiv anti-FceRIo
antitestjeivel reagdlnak, mig az atopids donor (D,) IgE-
vel erésen szenzitizalt sejtjei mind az anti-IgE, mind a

nem kompetitiv anti-FceRI antitestekkel kapcsolatba 1ép-
nek. Ezt alapul véve az dltalunk alkalmazott két donoron
kapott BHR eredmények kozotti kiilonbségek két dolog-
gal magyardzhatok. Az egyik lehetséges magyardzat az
lenne, hogy CU betegeink széruma nagy mennyiségl anti-
IgE antitestet tartalmaz. Ez azonban nem valészin{i, mert
kiilonboz6 tanulmanyok azt irtak le, hogy a CU betegek-
nek csupdn 9%-a rendelkezik funkciondlis anti-IgE anti-
testekkel, és a legtobb autoantitest a nagy affinitdsu IgE
receptorhoz kotddik (18). A madsik, sokkal valésziniibb
magyardzat, hogy az atopids donor bazofil sejtei erdsen
aktivdlt dllapotban vannak, ezért a sejtek fokozottabb
mértékben szabaditanak fel hisztamint €s egyéb medidto-
rokat (25).

A jelen tanulmanyunkban az ASST csak akkor mutatott
jo korrelaciot a BHR vizsgalattal, ha szenzitizalt, atopids
donor bazofil sejteket hasznaltunk. A BHR teszt és az
ASST kozotti korrelaciét vizsgalé tanulmédnyok eredmé-
nyei ellentmondésosak. Egyes szerzok egyetértenek ab-
ban, hogy az ASST pozitiv betegek szérumdnak csupdn
egy része képes hisztamin felszabaduldst kivaltani, ami az
esetleges dlpozitiv ASST eredményekbdl ered (3, 4, 18).
Egy masik magyarazat az lehet, hogy a funkciondlis tesz-
tek szenzitivitisa nem megfelels. Kisérleteink sordn a
BHR mérés és az ASST jol korreldlt egymadssal, ha az in
vitro teszt szenzitivitdsat egy erdsen szenzitizalt atopids
donor alkalmazasaval noveltiik. Asero és kollégdi szintén
fokoztak a BHR vizsgalat érzékenységét egy masik meg-
kozelités segitségével. Hat kiilonboz6 nem-atopids donor
sejtet (harom bazofil granulocitit és hdrom hizdsejtet)
haszndlva 94%-os pozitivitdst kaptak az ASST és a BHR
kozotti osszefiiggés vizsgalatakor (26).

Végeredményben az dltalunk alkalmazott mdodositott
CD63 expresszids vizsgalat megbizhaté funkciondlis
tesztnek tlnik az ACU diagnosztikdjaban, mely j6 Ossze-
fliggést mutat a BHR vizsgalattal. A két funkciondlis teszt
kozotti korreldcio erésebb, amennyiben mindkét teszthez
ersen szenzibilizalt atopids donor bazofil sejtjeit hasznal-
juk. Az ASST és a két funkcionélis mdédszer dsszehasonli-
tasa soran akkor kaptunk j6 egybeesést, ha a funkciondlis
teszteket atopids donortdl szdrmazé sejteken végeztiik.
Eredményeink alapjan a sziirGvizsgalatként végzett ASST
kiegészitd eljarasaként javasoljuk a bazofil CD63 exp-
ressziés vizsgalat alkalmazdsat az ACU diagnosztikdja-
ban, mely alternativaként szolgdlhat a BHR mellett, azon
laboratériumok szamara, ahol az dramlasi citometria mod-
szere rendelkezésre all.
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