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Basophil activation test (BAT): osnove, markerji, alergeni in analiza
Prof. dr. Peter Korosec, dipl. univ. biol. Laboratory for Clinical immunology and Molecular
Genetic, University Clinic of Pulmonary and Allergic disease Golnik. peter.korosec@klinika-

golnik.si

Introduction

Basophils and mast cells are key effector cells in immediate- type allergic reactions. The
clinical impact of basophil activation test (BAT) is due to the unique ability of these cells to
degranulate upon cross-linking of the specific IgE bound on membrane-bound high-affinity
IgE receptor (FceRI) by allergen exposure. Compared with the determination of IgE in serum,
the basophil activation test (BAT) offers a major advantage of being able to demonstrate
allergenic activity of IgE as positive test results will only occur after successful cross-linking
of the FceRI and not by monovalent binding as seen in IgE assays. Currently, BAT with
CD63 is the best clinically validated test but also the BAT based on CD203c has been shown
to be a reliable test. Some commercial BAT protocols are standardized; however different in
house protocols are still wildly used and in that case lab has to validate their own method.
Flow cytometric quantification of activated basophils can be used either on whole blood or on
PBMCs separated by buffy coat centrifugation or sedimentation over dextran. Nevertheless,
there is a clear preference for whole-blood assays, which preserve basophils to a greater
extent and can be performed more efficiently. Researches in Slovenia pioneering BAT
research (with first publication in 2005), and University Clinic Golnik is currently one of the
most recognized groups in the global field of BAT with publishing of more than 20 per-
reviewed articles and more than 1000 citations.

Importantly, basophils become sensitized three hours after introduction of IgE by plasma
transfusion, and persist in circulation with half-life ranging from four to ten days. Blood IgE
has a half-life of two days. The free IgE concentration determines the density of FceRI-IgE
complexes of both basophil and mast cells. Basophils have thus sampled the recent IgE
distribution in circulation, where mast cells take 3 months to adapt to a change in free
circulating IgE. Thus mast cells and basophils of a given individual will thus present similar,
but not necessarily identical, repertoires of IgE.

Selection of allergen preparations

Protein allergens are used in concentrations starting from the ng to pg/ml and are usually
diluted for 4 log concentrations before maximal reactivity is achieved. Drug allergens are
typically active in the mg/ml range, and can be diluted 2 to 3 fold. It is important to compare
data only when the allergen preparation and concentrations are comparable; failing this the
test can only give a limited result. Native allergen extracts or recombinant allergen can be
used; however due to inherent measurements of allergenic activity of IgE the extract are
preferable and recombinant allergens are rarely used.

Staining strategy and activation markers

In resting or activated basophils, cell surface expression of the CCR3 and CD123/HLA-DR
are the most consistent. IgE gating strategy is showing a high variation and up to 80% of non-
basophils in the selected gate in certain donors.

CD63 is a membrane protein localized to the same secretory lysosomal granule that contains
histamine. Following the discovery of the quantal upregulation of CD63 during basophil
activation the BAT was developed in early 2000s. Translocation of CD63 to the cell
membrane during degranulation can be measured by flow cytometry and CD63 is activation
marker of anaphylactic degranulation. Another activation marker is CD203c, which correlated
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with picomolar degranulation.

Expression of results

BAT full dose response curves is bell shaped dependent to a different degree on the used
markers, priming conditions and individual donor differences. If stimulations with a single
allergen dose is compared it is therefore important to ensure that the allergen dose used does
not exceed the optimal allergen dose for any of the individuals.
Usually the maximum percentage of activated basophils is determined. In order to evaluate
the appropriate cutoff points, receiver-operating characteristic (ROC) curves are used to find
the best balance between sensitivity and specificity. The clinical and diagnostic relevance of
addressing basophil maximal reactivity is depend on different allergens and protocols.
Basophil sensitivity EC50 can be calculated using four parameter logistic regression if the
maximal activating concentration has been determined and basophil activation data is
available at lest 4 log or half-log (factor 0.3) dilutions of the maximal activating
concentration. The clinical term CD-sens, 100 x the inverse of basophil sensitivity can be
calculated if the maximal activating allergen concentration is found. CD-sens is determined
by linear regression through the maximal activating allergen concentration and basophil
activation data covering from 2 dilutions of the maximal activating allergen concentration
(Figure 1). A combined evaluation of sensitivity and reactivity is used by calculating AUC
(Area Under Curve) by the trapezoid method using the formula log (concentration) X
percentages of activated basophils (or log (dilution) x percentages of activated basophils
(Figure 2). This method also takes the decreased reactivity with high allergen doses into
account in addition to sensitivity and reactivity.

Recently a novel approach of normalization of BAT allergen response emerges for better
comparison between individuals and follow-up, and for global validation of diagnostic and
prognostic BAT cut-offs. By this approach we are now calculating the ratio between allergen
CD63 and anti-FceRI mAb response and this variable is named CD63 ratio. Importantly, BAT
sensitivity, AUC and CD63 ratio are currently increasingly used for addressing changes
induced by allergen treatment and for clinically relevant diagnosis.

Major Resource

Position paper: Hoffmann HJ, Santos AF, Mayorga C, Nopp A, Eberlein B, Ferrer M,
Rouzaire P, Ebo DG, Sabato V, Sanz ML, Pecaric-Petkovic T, Patil SU, Hausmann OV,
Shreffler WG, Korosec P, Knol EF. The clinical utility of basophil activation testing in
diagnosis and monitoring of allergic disease. Allergy. 2015 Nov;70(11):1393-405
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Figure 1. Dose response curves can be evaluated regarding reactivity or sensitivity

AUC

-

o

o
]

[00]
o
1

60-

40+

20-

N

Degranulated % of Basophils

1
N

pl » > v N S 3 >
S{&‘ NS IS IS IS SR SAS
Phl p ng/mi

Figure 2. Combined values of reactivity and sensitivity is calculated as Area Under Curve
AUC (log concentration)



Uporabnost BAT pri preobcutljivosti za strup koZekrilcev: napoved teze

reakcije
Julij Selb, dr med. Klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Edini konsistentni napovedni dejavnik teze sistemske reakcije pri alergiji za strup kozekrilcev,
je bazalna triptaza (1). Vendar je limitacija tega testa, da je zgornja vrednost normale (11,4
mg/L) le redko (< 8 % (2) oz. < 15 % (3)) presezena. Nedavno objavljena raziskava (3) je
pokazala, da s pomocjo za alergen specifi¢nih imunoloskih faktorjev (merjenje serumskih IgE
protiteles proti strupu ose/Cebele, serumskih IgE protiteles proti rekombinantnim
komponentam strupa ose/Cebele, test aktivacije bazofilcev (BAT) s strupom ose/Cebele in
kozni testi s strupom ose/Cebele), ¢e jih interpretiramo v smislu pozitivnega/negativnega
rezultata, ne loCujejo med razliCnimi stopnjami alergijske reakcije (asimptomatska
senzibilizacija vs. velika lokalna reakcija vs. sistemska reakcija).

Po drugi strani je bilo pri alergiji za druge povzrocitelje (predvsem alergija za orescke (4,5) in
alergija za mleko(6) pri otrocih) pokazano, da kvantitativne vrednosti razli¢nih imunoloskih
faktorjev lahko locujejo med bolniki z asimptomatsko senzibilizacijo in sistemsko reakcijo;
nadalje je bilo za BAT pokazano da lahko locuje med razli¢nimi stopnjami sistemske reakcije
(vrednosti BAT-a so bile signifikantno vi§je pri bolnikih, ki so imeli po zauzitju alergena
sistemsko reakcijo (teZje oblike sistemske reakcije) v primerjavi z bolniki, ki so bili na
alergen le senzibilizirani (prisotnost IgE protiteles proti alergenu dokazana z razli¢nimi
imunoloskimi testi) in po zauzitju alergena klini¢no ocitne reakcije niso imeli (oz. so imeli
blazjo obliko sistemske reakcije)).

Z namenom razjasnitve vpliva razlicnih imunoloskih dejavnikov (predvsem testa aktivacije
bazofilcev), na napoved resnosti alergijske reakcije in na napoved same teze sistemske
reakcije po piku kozekrilcev, smo 107 bolnikom (51,6 % moskih, mediana starost = 41 let
(IQR = 27 let)), ki so po piku kozekrilca iz druzine Hymenoptera, doZiveli alergi¢no reakcijo
(28 je imelo alergijsko reakcijo po piku cebele, 79 je imelo alergijsko reakcijo po piku
ose/srSena) in so bili senzibilizirani le na enega izmed strupov obeh koZekrilcev (torej le na
strup Cebele oz. le na strup ose) ter bili t.i. 'na BAT odzivni bolniki' (> 15 % odziv po
stimulaciji z anti-FceRI protitelesi), naredili test aktivacije bazofilcev z odgovarjajo¢im
strupom in korelirali odziv na BAT-u s tezo reakcije. Test aktivacije bazofilcev smo naredili s
4-imi koncentracijami ustreznega (tistega na katerega je bil bolnik senzibiliziran) strupa. Z
namenom predstavitve odziva testa aktivacije bazofilcev z eno Stevilko smo izracunali
povrs$ino pod krivuljo vseh 4-ih logaritemsko transformiranih koncentracij. PovrSino pod
krivuljo smo izracunali s pomoc¢jo trapezoidnega pravila.

Ce smo bolnike s sistemsko reakcijo primerjali z bolniki z veliko lokalno reakcijo, so imeli
prvi statisti¢éno znacilno ( p < 0.05 ) vi§ji BAT-AUC, kot drugi. Ta razlika je izvirala iz
statisticno znacilno visjih vrednosti BAT-AUC-ja, med skoraj vsemi skupinami sistemske
reakcije, Ce je bila le-ta ocenjena z lestvico po Muellerju in med skupino bolnikov z veliko
lokalno reakcijo. Le bolniki, ki so po piku doziveli sistemsko reakcijo Mueller I, niso imeli
statisti¢cno znacilno visjih vrednosti BAT-AUC-ja v primerjavi z bolniki, ki so po piku
doziveli veliko lokalno reakcijo. Nadalje, ¢e smo vrednosti teze alergijske reakcije Stevilsko
spremenili (velika lokalna reakcija = 1, sistemska reakcija Mueller I = 2, ..., sistemska
reakcija Mueller IV = 5) in korelirali te Stevilsko spremenjene vrednosti teze alergijske
reakcije z vrednostmi BAT-AUC-ja smo dobili statisticno znaéilno ( p = 0.002 ) korelacijo.

V trenutni raziskavi smo pokazali, da BAT-AUC lahko loc¢uje med bolniki s sistemsko in
lokalno reakcijo po piku kozekrilca ter da visSina BAT-AUC-ja korelira s tezo alergijske
reakcije po piku kozekrilca. Do podobnih zaklju¢kov so prisli raziskovalci tudi pri drugih
oblikah alergijskih bolezni (alergija za orescke in alergija na mleko (4,5,6)). Odkrito dejstvo
bi znalo biti uporabno pri bolnikih, ki so doziveli anafilakticno reakcijo po piku kozekrilca,

8



le-tega niso prepoznali, ter so senzibilizirani tako na strup ose, kot tudi na strup cebele. V
takih primerih, ki v veéini ( 90 % ) predstavljajo sistemsko reakcijo za strup enega in
asimptomatsko senzibilizaicjo za strup drugega kozekrilca, bi lahko z uporabo razmerja med
BAT-AUC-ja dobljenega s strupi obeh kozekrilcev, dolocili na katerega je bolnik dejansko
alergien in s strupom katerega bo potekala imunoterapija.
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Uporabnost BAT pri preobcutljivosti za strup koZekrilcev: napoved

zapletov imunoterapije
Asist. Peter Kopac, dr med. Klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Uvod

3% populacije razvije sistemsko alergijsko reakcijo po piku kozekrilca (¢mrlj, Eebele, osa,
srSen). Zaenkrat je edini vzro¢ni nacin zdravljenja specificna imunoterapija s strupom
kozekrilca (ang: venom immunotherapy — VIT). Stranski u¢inki VIT so lahko velika lokalna
reakcija in sistemska alergijska reakcija (SAR). Po podatkih iz literature se SAR pojavi pri
16-40% pacientih zdravljenih s strupom ¢ebele in 4-19% pacientih zdravljenih s strupom ose.
Glavni rizi¢ni faktorji sta poviSana bazalna triptaza in vi§ja specificna senzitivnost bazofilcev.
V vecini primerov lahko z VIT nadaljujemo z dodatno premedikacijo z antihistaminiki in
prilagoditvijo protokola VIT. Skrajsamo intervale aplikacije VIT in postopno zvisamo
odmerek strupa iz 100 mcg na 200 mcg. Obstaja pa dolo¢ena podskupina pacientov, pri
katerih so SAE med VIT tako pogosti in tezki, da jim kljub prilagoditvi protokola ne uspemo
uvesti zdravljenja. Ti pacienti so Se dodatno bolj ogrozeni za tezko sistemsko alergijsko
reakcijo po piku kozekrilca na terenu.

Omalizumab je monoklonsko anti IgE protitelo ki se uporablja v zdravljenju tezke alergijske
astme in kroni¢ne urtikarije. Omalizumab znizuje koncentracijo celokupnih IgE v plazmi, s
tem pa se posredno zmanjsa tudi izrazenost FCRI receptorja na povrsini bazofilcev in le —ti
postanejo manj senzibilni.

V Studijah so dokazali u€inkovitost zdravljenja z omalizumabom pri pacientih z idiopatsko
anafilakso, pri premagovanju stranskih u¢inkov med imunoterapijo pacientov alergi¢nih za
hrano, prav tako je opisana ucinkovitost zdravljenja z omalizumabom pri pacientih z
mastocitozo in SAE med VIT.

Metode:

Analizirali smo potek vseh VIT ki smo jih uvedli v ¢asu maj 2005 — junij 2016. Primerjali
smo kateri klini€ni parametri (spol, starost, teZa reakcije, uporaba zdravil beta blokatorjev,
ACE zaviralcev) in imunoloski parametri (bazalna triptaza, specifi¢ne IgE strup, Cebele, ose,
rekombinantni IgE rApi m1, m10, test aktivacije bazofilcev) so povezani z SAE med VIT.
Paciente ki jim nismo mogli uvesti VIT smo zdravili z omalizumabom in ponovno poskusili
uvesti VIT.

Rezultati

V ¢asu maj 2005 — junij 2016 smo uvedli 1952 VIT (752 strup ¢ebele, 1200 strup ose). VIT s
strupom Cebele se je zapletla s SAR v 20,1%, VIT s strupom ose pa v 1,8%. VIT s strupom
cebele se je v 3,1 % tako zapletal da kljub prilagoditvi protokola nismo mogli nadaljevati,
VIT s strupom ose pa smo lahko vedno nadaljevali.

Pacienti z SAR med VIT s strupom cebele so imeli statisticno vi§jo povpre¢no bazalno
triptazo, vendar razlika ni tako velika da bi bila uporabna v klini¢ni praksi. Pomembno pa je
bil vi§ji odgovor bazofilcev po stimulaciji z ¢ebeljim strupom (Fig 1). Pri pacienti z SAR med
VIT s strupom ose teh razlik nismo opazovali.

Pri 23 pacientih nismo uspeli uvesti VIT s strupom cebele zaradi ponavljajocih se SAR. 11/23
pacientov smo zdravili z omalizumabom v uvodni in nadaljevalni fazi VIT. Senzitivnost
bazofilcev smo ocenjevali z aktivacijo pri koncentraciji ¢ebeljega strupa 0,1 mcg/ml. Pri
pacientih ki so prejeli omalizumab v odmerku 300 mg / 2 tedna 3x pred uvodno fazo VIT smo
lahko uvedli VIT po standardni hitri »ultra rush« shemi brez zapletov. Imunolosko smo
opazali upad senzitivnosti bazofilcev med zdravljenjem z omalizumabom, kar je koreliralo s
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kliniénim uspehom — uvedbo VIT brez SAR. Samo pri 1/11 pacientu smo na lastno zeljo
prekinili zdravljenje

Pri 10 pacientih smo nadaljevali z zdravljenjem z omalizumabom tudi v nadaljevalni fazi
VIT. V nasprotju z pricakovanju pa v nadaljevalni fazi VIT pojavljali pri doloc¢enih pacientih
SAR Kkljub zdravljenju z omalizumabom. Pojav SAR ni dobro koreliral z senzitivnostjo
bazofilcev. So pa bile SAR blage in Zivljenje ne-ogrozajoce. Zaradi pogostih SAR smo
ukinili VIT pri 4/10 pacientih, 4/10 nadaljujejo VIT brez omalizumaba, pri 2/10 pa
nadaljujemo VIT z omalizumabom.

Zakljucek

Pri 3,1% pacientov VIT s strupom Cebele ne moremo uvesti zaradi SAR. Pomembni rizi¢ni
faktor za SAR med VIT so: zdravljenje s strupom cebele, vi$ja bazalna triptaza, visoka
specificna senzitivnost bazofilcev. Zdravljenje z omalizumabom zniza odzivnost bazofilcev
ter omogoca varno uvodno fazo VIT, nadaljevaljno fazo VIT pa smo lahko nadaljevali pri
60% pacientov.

A

100+

80
® VIT without SAEs

WVIT with manageable SAEs
A VIT failure due to SAEs

60+

40+

20

%CD63+basophils (median)

0.001 0.01 0.1 1
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Fig 1: Senzitivnost bazofilcev je pomembno vi§ja pri pacientih, Kjer je imunoterapija potekala
z zapleti, v primerjavi s pacienti kjer je imunoterapija potekala brez zapletov.
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Uporabnost testa aktivacije bazofilcev pri diagnostiki alergije za zdravila
asist. Tina Vesel TajnSek, dr. med., spec. pediatr. Sluzba za alergologijo, klini¢no
imunologijo, revmatologijo, Univerzitetna pediatricna klinika, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana

Stevilne so obravnave zaradi suma na alergijske reakcije na zdravila tako pri otrocih kot pri
odraslih. TakojS$nje alergijske reakcije na zdravila, posredovane s sIgE ali pa z drugimi
mehanizmi, se pojavijo v 1 do 6 urah po zadnjem odmerku zdravila (najbolj tipi¢no znotraj
prve ure po prvem odmerku ponovnega prejemanja istega zdravila) in se pri najpogosteje
pokaZzejo kot generalizirane urtikarije, angioedem, lahko pa tudi kot anafilaksija ali izolirana
prizadetost dihal ali prebavil (1). Pozne reakcije na zdravilo so pogostejSe kot takojSnje,
pojavijo pa se kasneje, Vvsaj eno uro po prvem odmerku zdravila. Najpogosteje gre za z
limfociti T posredovane preobcutljivostne reakcije, ki se obifajno izrazijo =z
makulopapuloznim izpuscajem (MPE) ali pozno urtikarijo (2). Diagnosti¢ni postopek ob
sumu na takoj$njo alergijo za zdravila sloni na kliniéni anamnezi, koznih testih (KT) in
dolo&anju specifi¢nih IgE protiteles (SIgE). Zal pa se pogosto ti testi izkaZejo za nezadostne
tako v primeru takoj$njih, Se bolj pa poznih alergi¢nih reakcij na zdravilo. Provokacijski test
(PT) je sicer opredeljen kot zlati standard diagnostike ob sumu na alergijo za zdravila, ni pa
vedno mozna njegova izvedba (2, 3). Prednosti in omejitve diagnosticnih metod ob sumu na
alergijo za zdravila so tudi v Tabeli 1.

Tabela 1. Prednosti in omejitve diagnosti¢nih metod pri sumu na alergijo na zdravila (2, 3)

Diagnosti¢na | Prednosti Omejitve

metoda

sIgE Ne povzro¢imo alergijske reakcije. Na razpolago le za redka zdravila. Nizka senzitivnost, lahko

vprasljiva specifi¢nost. Priporo¢eno le pri takojs$njih alergijskih
reakcijah.

KT Enostavnost izvedbe (pri odraslih), | Vprasljiv je prenos enake izvedbe KT kot je uporabljen pri
takojsen rezultat, visoka | odraslih na otroke, npr. uporaba enake koncentracije ali
specifi¢nost. Kozni testi z BL so | vbrizganja enake koli¢ine zdravila ob izvedbi intradermalnega
najveckrat v pomo¢ pri potrjevanju | KT. Za otroke so KT boleci. Pozni tip alergije potrdijo redkeje.
takojsnjih reakcij. Redko moznost povzrocanja sistemske reakcije ob nanosu KT.

Alergogenost zdravil, za katera vemo, da so imunogeni njihovi
metaboliti, ne moremo preverjati s KT. Vecurno testiranje, ¢e
upoStevamo  protokol npr. glede BL. Ob prejemanju
antihistaminikov in drugih imunusupresivnih zdravil lahko lazno
negativni rezultati. Dermografizem moti testiranje. Mozen
nejasen rezultat. Za veliko zdravil ni znana diagnosti¢na
vrednosti.

PT Negativha napovedna vrednost PT | Potreben je sprejem v bolni$nico. Obstaja moznost anafilaksije.
je za nekatera zdravila zelo visoka | Kontraindiciran pri Zivljenje ogrozajo¢ih reakcijah oziroma
(npr. za BL je med 94 in 98%, za | reakcijah s tezkim in nepredvidljivim potekom kot so tezke
NSAR preko 96%). kozne reakcije ter sistemske reakcije s prizadetostjo notranjih

organov oziroma hematoloskimi manifestacijami ter ob
prejemanju nekaterih zdravil (ACE inhibitorji, betablokatorji).
Pri sumu na anafilaksijo je potrebno presojanje tveganja in koristi
testiranja za vsakega posebej. Z nekaterimi anestetiki
neizvedljiv.

BAT Le odvzem krvi. Mozna izvedbe z | Odvzem krvi v ¢asu, da mogoca kmalu transport v imunoloski
razli¢nimi zdravili. Ne povzro¢imo | laboratorij. Redko problem neodzivnosti bazofilcev na pozitivno
alergi¢ne reakcije. Lahko boljSa | kontrolo. Razliéne metode, razlina uporabnost razliénih
senzitivnost in specificnost kot pri | markerjev pri razli¢nih zdravilih, razli¢na opredelitev pozitivnega
SIgE. rezultata. Moznost lazno pozitivnega rezultata.

Legenda: sIgE- specifiéni IgE; KT- kozni test; PT- provokacijski test; BAT- test aktivacije bazofilcev; BL- betalaktamski
antibiotiki, NSAR- nesteroidni antirevmatiki.

V Zelji po testih, s katerimi bi brez tveganja (le z odvzemom krvi) lahko potrdili ali ovrgli
sum, da je doloceno zdravilo sprozilo dolo¢eno reakcijo, je v razvoju vec razli¢nih in vitro
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testov, med njimi je tudi test aktivacije bazofilcev. Test aktivacije bazofilcev (BAT) je glede
na literaturo uporaben diagnosti¢ni test pri takojSnjih alergijskih reakcijah na zdravila,
predvsem v primeru suma na alergijo za zivéno misi¢ne relaksante (NMBAs- neuro muscular
blocking agents) (4, 5), antibiotike (6, 7, 8), pa tudi nesteroidne antirevmatike (NSAR) (9),
jodna kontrastna sredstva (10) in druga zdravila. Senzitivnost BAT za peniciline je bila med
22 % in 55 %, za klavulansko kislino do 52,7 %, specificnost pa dobra, med 79 % to 96 %.
Senzitivnost BATa za NMBA je bila med 64 in 85, 7 % s specifi¢nostjo med 93 % in 100 %,
vi§ja za rokuronij. Nizja senzitivnost je bila zabelezena pri kinolonih ter NSAR (4-11).
Opisane studije so vkljucevale odrasle bolnike in ne otrok. Nekatere Studije so vkljucile
majhne skupine bolnikov in/ali ne kontrolnih skupin. Diagnosti¢na uporabnost BATa je lahko
variirala tudi zaradi razlicnih mehanizmov takojsnjih reakcij po zdravilih in tudi ob razli¢nih
uporabljenih markerjev aktivacije bazofilcev, npr. po anafilaksijah po cefazolinu se je bolje
izkazal marker CD203c v primerjavi s CD63 (11). Kljub temu, da obstaja komercialno
dostopen test, protokoli izvajanja preiskave niso standardizirani med razlicnimi laboratoriji
glede markerjev, postopka in koncentracij zdravil. Podobno kot velja za druge diagnosti¢ne
metode iskanja takojSnje alergije za zdravila se s ¢asom zniza sIgE za zdravila in je moZnost
lazno negativnega rezultata vecja, ¢e se izvede oddaljeno od casa reakcije (12).

BAT se izvede glede na priporocila pri diagnostiki alergijskih reakcij na BL in NMBAs in se
dopolnjuje z drugimi in vitro testi (12). Izvedba BAT je priporoCena tudi pri diagnostiki
alergijskih reakcij na pirazolone, florokinolone in rentgenska kontrastna sredstva. Pri
zivljenje ogrozajocih rekcijah ali pri osebah, ki osebah, opredeljene kot rizi¢ne, je priporo¢ena
izvedba BATa pred in vivo testi (2, 12). BAT je priporocen pred koznim testom v primeru, ¢e
izvedba koznih testov ni mozna ali jih otrok zavrne. Pozitiven rezultat potrdi alergijo za
zdravilo le v primeru prepricljive anamneze ali/in drugih rezultatov testiranj (2).

Za dolocanje BAT pri otrocih smo se na Univerzitetni pediatricni kliniki v Ljubljani obracali
na Imunoloski laboratorij Univerzitetne klinike za pljucne bolezni in alergologijo, Golnik ali
na InStitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. V obeh
ustanovah so opredeljevali aktivacijo bazofilcev preko CD63 z racunanjem stimulacijskega
indeksa (SI), v prvi po lastni metodi, v drugi pa z metodo po Buhlmannu.

Najstevil¢nejSe izkusnje pri dolo€anju aktivacije bazofilcev razvijamo pri otrocih z alergijo za
BL. V skupini 57 otrok z takoj$njo alergijo za BL so otroci z alergijo za BL imeli vis§jo
aktivacijo bazofilcev kot tolerantni nanje in sicer za amoksicilin (AX), penicilin V (PENV) in
cefuroksim (CU). Celo otroci z pozno alergijo za BL so imeli visjo aktivacijo bazofilcev z AX
in AX z klavulansko kislino (AX-cl) kot tolerantni nanje (13). Na preplet takojs$nje in pozne
alergijske reakcije na zdravilo smo sicer pri otrocih vajeni ze zaradi manj jasne anamneze,
lahko pa jo dokaZemo tudi z diagnostiénimi preiskavami (npr. otroci z jasnimi poznimi
alergijskimi reakcijami imajo pozitivne teste metod znacilne za takojs$nje reakcije) (14, 15). V
nasi raziskavi otrok za alergijo za BL je ob SI > 1,7 za AX, > 1,8 za AX-cl in>19 za
PENV diagnosti¢na senzitivnost izratunana z ROC analizo dosegla 62 % za AX, 63 % za
AX-cl, 31 % za PENV, diagnosti¢na specifi¢nost pa 93 % za AX in AX-cl ter 95 % za
PENV (13). V zadnjih letih pa smo ugotovili, da lahko nekateri otroci tudi ob SI> 2 tolerirajo
PENV, AX in CU (podatki (podatki Sluzbe za alergologijo, klinicno imunologijo,
revmatologijo- SARKI).

Ce je bila uporabljena komercialno dostopna metoda BAT, je bil pozitiven rezultat BAT z

amoksiclin v skupini 112 otrok s sumom na alergijo za amoksicilin le pri Stirih otrocih, s tem,
da je eden od njih prestal PT z amoksicilinom brez tezav (podatki SARKI). BAT se ni izkazal
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tudi v lo¢evanju otrok za alergijo ali toleranco na ceftriakson, ne glede na uporabljeno metodo
(16).

Pri opredeljevanju alergije za glukokortikoide (metilprednizolon (MP), hidrokortizon (HC),
deksametazon (DX), flutikazon (FL)) pri otrocih je tudi BAT locil med alergi¢nimi in
tolerantnimi, vendar smo zaznali tudi nekaj pozitivnih rezultatov glede BAT z DX in FL brez
klini¢éne pomembnosti (17). Izvedbo BAT naro¢imo tudi ob obravnavi otrok po perioperativni
anafilaksiji, posebej ¢e so otroci prejeli NMBAs. Tako je 78% otrok z pozitivnimi koZnimi
testi na NMBAs imelo SI> 2 za NMBAs, BAT pa je prikazal manj$i obseg navzkrizne
alergije, o ¢emer porocajo tudi drugod (18). Pozitivni rezultati BAT na NMBAs menim da
nam je bila v pomo¢ opredelitvi alergije za zdravila pri otrocih z dermografizmom. Otroke kar
obremeni tudi obseznost diagnosti¢en postopek po perioperativni anafilaksiji, zato smo BAT
omogocili tudi za druga zdravila, npr. za propofol, benzodiazepini in opioide s posami¢nimi
pozitivnimi rezultati- npr. za midazolam (19). Redko smo zaznali pozitiven rezultat BAT-a pri
otrocih z alergijo za NSAR (med leti 2014 in 2017 pri 9 otrocih) (podatki SARKI), ponovno
pa je bilo nekaj lazno pozitivnih rezultatov.

Kot zakljucek- BAT je torej dodatno diagnosticno orodje pri diagnostiki ob sumu predvsem
na resno takojsnjo alergijsko reakcijo na nekatera zdravila. Pri otrocih imamo zaenkrat
spodbudne izkus$nje ob diagnostiki alergije za NMBAs in glukokortikoide (MP, HC, DX).
Drzi tudi, da je mozna alergija za zdravilo ob negativni aktivaciji bazofilcev in tudi da je
mozna toleranca otroka na zdravilo kljub vi§ji aktivaciji bazofilcev. Zazeleno pa je
nadaljevanje raziskav s tega podroc¢ja v smislu optimiziranja testnih protokolov, interpretacije
rezultata testa in dolocitve kje natan¢éno je mesto BATa v diagnosti¢nem postopku ob sumu na
alergijo za zdravila. Pri otrocih z enostavnimi poznimi koznimi reakcijami po BL ostaja
glavni diagnosti¢ni test provokacijski test, v primeru takojS$njih reakcij po zdravilih pa
poskuSamo z koznimi pred provokacijskimi testi.
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Novi metodoloski BAT pristopi: fluorescen¢no oznacevanje alergenov in

multiparametri¢cna BAT analiza
dr. Ana Koren, univ. dipl. bioteh. Laboratorij za klini¢éno imunologijo in molekularno
genetiko, Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Uvod

Test aktivacije bazofilcev (angl. Basophil Activation Test, BAT) je in vitro celi¢ni test za
ugotavljanje alergogene reaktivnosti na specifi¢ni alergen. Aktivacijo bazofilcev diagnosti¢no
merimo s preto¢no citometrijo, kjer bazofilce oznac¢imo s fluorescencno oznacenimi
protitelesi. V naSem laboratoriju za detekcijo bazofilcev uporabljamo kombinacijo
oznacevalcev CD123+ in HLA-DR-, za ugotavljanje degranulacije (aktivacije) bazofilcev pa
lizosomski membranski glikoprotein CD63. BAT predstavlja uporabno orodje za detekcijo
takoj$njih preobcutljivostnih reakcij, vkljuéno z alergijo za strupe kozekrilcev. Pomembno
omejitev pri uporabi testa BAT v diagnostiki alergijskih bolezni predstavlja hkratno testiranje
razli¢nih alergenov, ki zvisa ceno, podalj$a izvedbo in poveca delovno intenzivnost metode.
Oznacevanje alergenov s fluorescentnimi delci bi lahko predstavljalo povsem nov pristop za
multiparametri¢no preverjanje alergogene aktivnosti s pretocno citometrijo, ki bi omogocal
analizo aktivacije bazofilcev z razlicnimi alergeni v manjSem Stevilu testnih epruvet. V
predstavljeni raziskavi smo poglavitna alergena ¢ebeljega strupa fosfolipazo A2 (Api m 1) in
hialuronidazo (Api m 2) oznadili s Qdot nanokristali, ki po ekscitaciji emitirajo fluorescenco
razlicnih valovnih dolzin. Valovna dolzina fluorescence je odvisna od velikosti Qdot
nanokristala. Za vezavo Qdota na protein sta na voljo dve razli¢ni povrsinski kemiji: vezava
lahko poteka preko karboksilne skupine ali preko amino skupine. Glavna razlika med obema
nacinoma vezave je ta, da amino Qdot nanokristal vsebuje vezni protein (PEG), medtem ko
karboksil Qdot nanokristal ne vsebuje veznega proteina in se na taréni protein veze direktno.
Namen raziskave je bil preveriti moZnost uporabe oznacenih alergenov v multiparametri¢ni
(multipleks) BAT analizi.

Metode

nApi m 1 (Latoxan, Francija) in rApi m 2 (Medicinska fakulteta Dunaj) smo konjugirali s
Qdot® 705 ali 800 ITK™ amino (PEG) ali Qdot® 705 ali 800 ITK™ karboksil nanokristali.
IgE reaktivnost Qdot-oznacenih alergenov smo preverili s testom imunskega odtisa
(imunoblot), kjer smo kot primarno protitelo uporabili serumske vzorce bolnikov
preobcutljivih za strup Cebele, ki imajo prisotna protitelesa IgE proti Api m 1 in Api m 2.
Alergogeno aktivnost smo preverili s testom BAT, kjer smo za oznaCevanje bazofilcev in
spremljanje  aktivacije  uporabili  protitelesa CD123-PE/HLA-DR-APC/CD63-FITC.
Fluorescenco Qdot705 smo merili s kombinacijo filtrov 670LP (eks. 488nm), Qdot800 pa s
780/60 (eks. 488nm) (Slika 1). Vzorce smo analizirali s preto¢nim citometrom FACS Canto
[1. V zadnjem delu raziskave smo uporabnost Qdot-oznacenih alergenov za multiparametri¢éno
BAT analizo preverili pri 12 bolnikih s preobcutljivostno reakcijo za strup ¢ebele in pri 3
kontrolah, kjer je stimulacija krvi z amino Qdot 705-Api m 1 ter amino Qdot 800-Api m 2
potekala v loCenih epruvetah, nato pa smo vzorce pred dodatkom protiteles zdruzili in
analizirali kot multipleks.

Rezultati

Rezultati analize imunskega odtisa so pokazali, da imajo Qdot-oznaceni alergeni IgE
reaktivnost, le-ta je ohranjena tako v primeru konjugacije alergena na Qdot preko karboksilne
kot tudi preko amino skupine. Vezava IgE na Qdot-oznacen alergen je alergen-specifi¢na, saj
Qdot nanokristali sami po sebi niso vezali serumskih IgE. V nadaljevanju smo preverili ali
lahko Qdot-oznaceni alergeni prekrizajo povrsinske IgE in sprozijo degranulacijo bazofilcev
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pri bolnikih s preobcutljivostno reakcijo za strup cebele. Ugotovili smo, da je alergogena
aktivnost (sposobnost degranulacije) ohranjena samo v primeru vezave alergena na Qdot
preko amino skupine, ne pa tudi preko karboksilne skupine. Amino Qdot vezan alergen smo
nato uporabili v multipleks testu aktivacije bazofilcev, kjer smo rezultat obi¢ajne BAT analize
primerjali z rezultatom multipleks BAT analize: V BAT analizi je bilo 4/12 bolnikov
pozitivnih za Api m 1 (enojno pozitivni), 8/12 bolnikov je bilo pozitivnih za Api m 1 in Api
m 2 (dvojno pozitivni). Vse 3 kontrole so bile negativne za oba testirana alergena. V
multipleks BAT analizi smo uspes$no potrdili ujemanje z rezultatom BAT pri 13/14 bolnikih
in 3/3 kontrolah s primerljivimi krivuljami odziva na alergen (Slika 2).

Zakljucki

Oznacevanje alergenov Api m 1 in Api m 2 s Qdot nanokristali ne vpliva na njihovo IgE
reaktivnost. V nasprotju s tem je sposobnost prekrizanja IgE in alergogena aktivnost
ohranjena samo v primeru oznafevanja z amino (PEG) Qdot nanokristali. Fluorescen¢no
oznacevanje alergenov predstavlja povsem nov pristop, ki omogoc¢a so¢asno BAT analizo z
vecimi alergeni.
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Stimulation with Qdot-labelled alergens
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Slika 1: Prikaz analize podatkov pri multipleks testu aktivacije bazofilcev (BAT). Prikazan je primer bolnika s pozitivnim odzivon
na Api m 1 in negativnim odzivom na Api m 2.
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Slika 2: Krivulje odziva pri navadni in multipleks BAT analizi pri (A) enojno pozitivnhem (Api m 1+) in (B)
dvojno pozitivnem (Api m 1+ Api m 2 +) bolniku.
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Mast cell activation test (MAT): a novel approach in the diagnosis of
allergic disease and anaphylaxis
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Imunofenotipizacija v BAL: metodologija, markerji in analiza
Doc.dr. Matija Rijavec, univ.dipl.mikr. Laboratorij za klini¢no imunologijo in molekularno
genetiko, Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Imunofenotipizacija s preto¢nim citometrom je metoda, s pomocjo katere dolo¢amo deleze
razli¢nih levkocitnih populacij, najpogosteje limfocitne podvrste. Bronhoalveolarni izpirek oz.
lavaza (BAL) je minimalno invaziven postopek, ki nam omogoca vpogled na imunolosko
dogajanje v pljucih in osnovno patofiziologijo veliko kroni¢nih in akutnih bolezni [1,2]. Velik
del naSega razumevanja o vlogi imunskih celic v pljucih, kjer poleg anatomskih ovir
predstavljajo pomemben obrambni mehanizem, izhaja ravno iz preucevanja imunskih celic v
BAL-u [1-4]. Dolocitev deleza razlicnih limfocitnih podvrst v BAL-u je v pomo¢ pri
postavitvi diagnoze razli¢nih plju¢nih bolezni, kot so intersticijske pljuc¢ne bolezni, okuzbe in
malignosti. Za razli¢ne bolezni je znacilna specificna imunska celi¢na sestava BAL-a, zato se
je uporaba pretocne citometrije izkazala za zelo informativno pri dolo¢anju celi¢nih podvrst,
kjer z uporabo specificnih protiteles proti markerjem celicne povrSine (angl. cluster of
differentiation, CD), dolocamo specificne limfocitne podvrste [1-3]. Kot raziskovalno orodje
se je imunofenotipizacija v BAL-u izkazala kot koristna za ugotavljanje celi¢nega in
humoralnega dogajanja v pljucih, ter na ta nacin pripomogla k razjasnitvi patogenez razli¢nih
plju¢nih boleznih [1-4].

Celi¢na sestava BAL-a je mnogo bolj heterogena kot celi¢na sestava periferne krvi. Glavne
celiéne populacije BAL-a predstavljajo makrofagi, nevtrofilci, eozinofilci, eritrociti in
limfociti, v manjSem delezu so prisotni Se mastociti, epitelne celice, plazmatke,
Langerhansove celice, megakariociti, eritroidni prekurzorji, endotelijske celice, in druge. Med
vnetjem se Stevilo epitelnih celic lahko zelo poveca. V BAL-u so pogosto prisotne tudi ne-
pljune snovi (material, ki ne izhaja iz plju¢) kot so nepatogene glive, smukec, ogljikovi
pigmenti, Zelezovci, dlake, mineralna vlakna, granule s cvetnim prahom, zrnca Skroba in
rastlinske celice. Velika heterogenost celic in prisotnost razli¢nih snovi lahko vpliva na
razprSitev svetlobe pri analizi specifi¢nih populacij (npr. limfocitnih podvrst), kar Se dodatno
otezuje analizo s preto¢nim citometrom [1-2].

V BAL-u pri normalni, zdravi osebi predstavljajo alveolarni makrofagi ve¢ kot 85 % vseh
celic, 10 do 15 % je limfocitov, tem sledijo nevtrofilci (< 4 %) in eozinofilci (<3 %), medtem
ko je delez ostalih imunskih celic Se nizji. Delez limfocitov T pri odrasli zdravi osebi so v
BAL-u podobne kot v periferni krvi, torej priblizno 70 do 95 % limfocitov T, 35 do 65 %
limfociti T CD4, 20 do 40 % limfociti T CD8. Medtem, ko je limfocitov B in celic NK v
BAL-u manj kot v krvi, obi¢ajno manj ko 5% [1-3].

Za izvedbo imunofenotipizacije je potrebno vzorce BAL-a ustrezno obdelati oz. pripraviti.
Dolocitev limfocitnih podvrst v BAL-u izvajamo samo v BAL-ih, kjer je v vzorcu zadostno
Stevilo limfocitov (> 15 % vseh celic). V diagnosticne namene, kot pomo€ pri postavitvi
diagnoze, izvajamo v laboratoriju dolocitev osnovnih limfocitnih podvrst s pomocjo dolocanja
razliénih povrSinskih celiénih markerjev: limfociti T (CD3+), limfociti B (CD19+), limfociti
T CD4 (celice T pomagalke, CD3+CD4+), limfociti T CD8 (celice T zaviralke, CD3+CD8+),
celice NK (celice naravne ubijalke, CD3-CD16/56+), celice NKT (celice T naravne ubijalke,
CD3+CD16/56+), pri ¢emer je zelo pomembno tudi razmerje med limfociti T CD4 in
limfociti T CD8 (CD4/CD8). Imunofenotipizacijo v BAL-u izvajamo vse od leta 2002. Do
aprila 2018 smo za dolocitev limfocitnih podvrst uporabljali naslednja protitelesa oznacena z
razli¢nimi fluorokromi, ki pri analizi s preto¢nim citometrom oddajajo svetlobo specificne
valovne dolzine: A) CD45-FITC/CD14-PE, B) 19gG1-FITC, 1gG2a-PE, C) CD3-FITC/CD19-
PE, D) CD3-FITC/CD4-PE, E) CD3-FITC/CD8-PE, F) CD3-FITC/CD16-PE/CD56-PE. Od
aprila 2018 doloc¢itev limfocitnih podvrst v BAL-u izvajamo z naslednjo kombinacijo
oznaCenih  protiteles: A) CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC, B) CD3-
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FITC/CD16+56-PE/CD45-PerCP/CD19-APC. Imunofenotipizacijo izvajamo s pomocjo
preto¢nih citometrov FACS Calibur in FACS Canto II in ustrezne programske opreme
(SimulSET, FACS Diva, CellQuest Pro). Doloc¢itev limfocitnih podvrst z razlinima
kombinacijama oznaenih protiteles ter na razli¢nih pretocnih citometrih daje primerljive

rezultate.
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Slika 3: Prikaz analize limfocitnih podvrst v BAL-u s pomo¢jo oznacenih protiteles: A) CD3-
FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC in B) CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-PerCP/CD19-APC.

Za preucevanje imunskega stanja in ugotavljanje patogenetskih mehanizmov pri razlicnih
bolezenskih stanjih poleg doloanja osnovnih limfocitnih podvrst, izvajamo tudi
kompleksnejso imunofenotipizacijo razli¢nih limfocitnih podvrst v BAL-u in v drugih vzorcih
[3-6]. S pomogjo razli¢no oznacenih protiteles in pretocne citometrije dolo¢amo prisotnost in
delez celic Th1/Tcl (CXCR3), Th2/Tc2 (CCR4), Th17/Tcl7 (CCR6), regulatornih T-celic
(Treq), invariantnih (V024-Vp11) celic NKT; dolo¢amo pa tudi markerje aktivacije in zrelosti
limfocitov (CD25, CD69, CD27, CD28).

Imunofenotipizacija limfocitnih podvrst v BAL-u je v pomo¢ pri postavitvi diagnoze pri
razlicnih pljuénih boleznih, poleg tega pa se je dolocCitev razliénih limfocitnih podvrst v
plju¢ih in drugih tkivih izkazala kot neprecenljivo orodje za preucevanje mehanizmov oz.
imunskega dogajanja. Velika heterogenost celic, ostanki razpadlih celic in prisotnost razli¢nih
snovi (ne-plju¢nega materiala) dodatno otezuje analizo BAL-a s preto¢nim citometrom, zaradi
Cesar je le-ta Se zahtevnejSa.
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KLINICNA UPORABNOST IMUNOFENOTIPIZACIJE V
BRONHOALVEOLARNEM LAVATU (BAL)

Katarina Osolnik, dr. med. Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

uvoD

BAL je indiciran pri diagnostiki intersticijskih sprememb v pljucih ali zgostitev neznane
etiologije. To velja tudi v primerih, ko anamnesti¢ni podatki, klinicne ugotovitve, radioloski
in funkcionalni izvidi govorijo za imunsko, infektivno ali maligno etiologijo sprememb.
Pazljiva analiza celicnega profila BAL, skupaj z obsirno evaluacijo klini¢nih, radioloskih in
funkcionalnih izvidov, omogoca visoko senzitivnost in specifi¢nost v diagnostiki posameznih
difuznih intersticijskih plju¢nih bolezni (DIPB) (1).

V posameznih primerih BAL omogoca postavitev ali izkljucitev dolo¢ene diagnoze z nizkim
tveganjem napake. Prav v teh primerih je njegova prednost najvecja, ker omogoca izognitev
dodatnim invazivnim posegom npr. kirurski plju¢ni biopsiji.

V primerih, ko BAL ni diagnosti¢en, njegov izvid, ¢e ni v skladu s pri¢akovanji, usmerja
pozornost v druge, bolj verjetne diagnoze.

BAL v posameznih primerih omogoca tudi spremljanje aktivnosti bolezni, u¢inka zdravljenja
in ima tudi prognosti¢no vrednost.

Imunofenotipizacija limfocitov v . BAL z ve¢ kot 15% limfocitov, je v pomo¢ pri
opredeljevanju in spremljanju vnetnega dogajanja v perifernih dihalnih poteh in v plju¢nem
parenhimu.

Najpomembnejsi kazalci, ki kazejo na spremembe v limfocitni homeostazi v pljucih so
razmerje med podtipoma limfocitov T, pomagalkami in zaviralkami (CD4/CD8 razmerje),
delezi limfocitov T, B in celic NK, nivo aktivacije in apoptoze ter razmerje med celicami
Th(c)1 in Th(c)2.

Preto¢na citometrija omogoca hitro in hkrati veCparametersko analizo velikega Stevila celic in
opredelitev tudi zelo majhnih celi¢nih populacij.

Delez limfocitov B v BAL je vecinoma zelo majhen (<6%). Povecan delez B limfocitov pa
kaZe na moznost limfoproliferativnega obolenja.

Preto¢na citometrija BAL, v sicer redkih primerih ekstramedularnega multiplega mieloma, ki
je prizadel tudi pljuca, omogoca identifikacijo za to bolezen znacilnih celic (2).

Pri sumu na metastaze v pljucih in difuzno rastocem adenokarcinomu, pljuénem limfomu ali
levkemicni infiltraciji plju¢, lahko pri€akujemo od BAL pomembno korist, vkljuéno s
pretocno citometrijo.

TEHNICNA IZVEDBA BAL

Bronhoalveolarni izpirek (BAL) je varna in neinvazivna metoda odvzemanja vzorcev med
bronhoskopijo z upogljivim bronhoskopom, ki jo bolniki ve¢inoma dobro prenasajo.

Za vrednotenje BAL je bistvenega pomena, da je le-te izveden po standardiziranem postopku,
ki je znotraj doloCenega centra, ki se s to preiskavo ukvarja, splo$no sprejet in uporabljan.
Glavni cilj BAL je, da z injicirano tekoc¢ino dosezemo mesto patoloSkega procesa, da je
izpirek reprezentativen vzorec, ki vsebuje celice in necelitne komponente, ki odrazajo
patofizioloski proces na doloéenem mestu npr.vnetje. Ce je proces difuzen je vzorec z enega
mesta reprezentativen za celotna pljuca (kot npr. pri sarkoidozi). Pri boleznih, ki celotnih
plju¢ ne prizadanejo difuzno, porocajo o razlikah v celi¢nih in necelicnih komponentah BAL
(kot npr. pri idiopatski pljucni fibrozi).

INDIKACIJE ZA BAL
BALl je indiciran pri intersticijskih infiltratih s sumom na: sarkoidozo, ekstrinzi¢ni alergijski
bronhioloalveolitis, z zdravili povzroc¢eni pnevmonitis, idiopatske intersticijske pljucnice,
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sistemske vezivnotkivne bolezni, granulomatozo Langerhansovih celic in karcinomsko
limfangiozo.

BAL je lahko diagnosticen pri: granulomatozi Langerhansovih celic (CD1 pozitivne
Langerhansove celice), malignih infiltratih (karcinomi, limfomi, levkemije), eozinofilnih
pljucnicah (>25% eozinofilcev), alveolarni proteinozi (PAS-pozitivni delci, penasti
makrofagi), oportunisti¢nih infekcijah (Pneumocystis carinii, glive, CMV) in lipidni pljucnici.
Pomebne informacije od BAL lahko pricakujemo pri: sindromu alveolarne krvavitve, azbestni
ekspoziciji, sarkoidozi in ekstrinzi¢nem alergijskem alveolitisu.

Tudi normalen BAL, ¢eprav ni diagnosticen, lahko sluzi za izkljucitev posameznih diagnoz:
EABA, eozinofilna plju¢nica, alveolarna hemoragija.

Kje je mesto BAL v diagnostiki DIPB?

1) iz¢rpna anamneza s poudarkom na izpostavljenosti vplivom okolja na delovnem mestu
in doma

2) natanCen klini¢ni pregled, s posebnim poudarkom na ugotovitvi ali je bolezen
vecorganska (kozne spremembe, sklepne bolecine, vnetja oci...)

3) izmera plju¢ne funkcije in po potrebi analiza plinov v arterijski krvi

4) rentgenogram prsnih organov in visokolo¢ljivostni CT

5) usmerjeno izbrane seroloske preiskave (npr. ANCA, ANA, ACE, precipitini...)

6) BAL

7) bronhoskopska plju¢na biopsija

8) kirurska pljuéna biopsija

SARKOIDOZA

Sarkoidoza je granulomatoza za katero je znacilna limfocitoza v BAI Znacilna je prevlada
CD4 limfocitov. Indeks CD4/CDS vecji od 5 ima 54% senzitivnost in 92% specificnost (3,4).
Ob nizki senzitivnosti poveCanega CD4/CDS8 indeksa tudi normalen ali zmanjSan indeks ne
izkljucuje sarkoidoze. Za postavitev diagnoze je potrebna histoloska potrditev.

Ob pregledu 361 BAI bolnikov z na novo odkrito sarkoidozo ugotavljamo limfocitozo v BAI
(povprecje 29,7%) z zviSanim indeksom CD4/CD8 (povprecje 6,12).

Primerjava BAI iz dveh razli¢nih mest ni pokazala statistiéno pomembnih razlik.

Pri bolnikih s sarkoidozo smo Studijsko spremljali podvrste limfocitov v BAL in krvi:

v prospektivni $tudiji novoodkritih bolnikov s sarkoidozo smo ugotovili pomembno
deficienco iNKT celic v krvi in BAL in zmanjSano ekspresijo SLAM signalnih faktorjev pri
bolnikih z novo odkrito sarkoidozo. Tekom 4 letnega spremljanja smo ugotavljali pomemben
porast iINKT celic v krvi in ekspresije SLAM signalnih faktorjev (SLAMF1, SLAMF®, in
FYN). Ta porast jasno korelira z izboljSanjem klini¢ne slike. Po 4 letih smo ugotavljali
remisijo bolezni pri vecini bolnikov, ki jo je spremljalo tudi izginotje iNKT deficience.

Po 4 letih je nivo INKT celic bolnikov v remisiji dosegel nivo kontrolne skupine.
Longitudinalna Studija je pokazala upad deficience invariantnih NKT celic v krvi vzporedno s
porastom ekspresije SLAM signalnih faktorjev pri bolnikih, ki so dosegli remisijo plju¢ne
sarkoidoze. (5)

EKSTRINZICNI ALERGIJSKI BRONHIOLO ALVEOLITIS (EABA)

Za EABA je znacilna najintenzivnejSa limfocitoza v BAL med vsemi intersticijskimi
pljucnimi boleznimi (6). Obicajno ugotavljamo relativno prevlado limfocitov CD 8 ob sicer
tudi absolutno ve¢jem Stevilu CD 4 limfocitov. Za akutne epizode EABA je znalilna
prisotnost nevtrofilnih granulocitov, pomembno vlogo ima tudi TNF-a. Pri 77 opravljenih
BAI pri bolnikih z EABA ugotavljamo limfocitozo (povprecje 28,6 % limfocitov), kar je v
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primerjavi z limfocitozo pri bolnikih s sarkoidozo nizja vrednost, in znizan indeks CD4/CDS8
(povprecje 1,09). Ob primerjavi BAI iz dveh razli¢nih mest pri bolnikih z EABA nismo nasli
statisticno pomembnih razlik.

ZAKLJUCEK

K diagnostiki DIPB moramo vedno pristopati stopenjsko, na vsaki stopnji upostevati, da je
klini¢na ocena glavni del diagnosticnega postopka. Posamezne laboratorijske ugotovitve,
vkljuéno s preto¢no citometrijo, so le kamencki v mozaiku, ki ga v teku diagnostike
sestavljamo.

BAL je tehnika, ki je omogocila potrditev domneve, da je za DIPB znacilno vnetje
alveolarnih struktur-alveolitis. 1z analize celic BAL, ki ji v primeru limfocitoze (>15%
limfocitov) (7) sledi imunofenotipizacija, lahko sklepamo na vrsto in intenzivnost vnetja.

S klini¢nige stalis¢a lahko BAL pri DIPB igra vlogo v diagnostiki, oceni napredovalosti
bolezni in oceni ucinka zdravljenja oziroma napredovanja bolezni le pri posameznih entitetah:
sarkoidozi, ekstrinzicnem alergijskem alveolitisu, prizadetosti plju¢ pri limfoproliferatisvnih
obolenjih. Prav pri slednjih s klini¢nega stalis¢a tezke diagnostike ob sumu na prizadetost
pljuc¢ lahko pricakujemo verjetno Se dodaten napredek tudi ob pomoci pretocne citometrije

(8).
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IMUNOFENOTIPIZACIJA PLJUCNIH TKIVNIH LIMFOCITOV PRI
BOLNIKIH S TERMINALNIM KOPB

Assist. mag. Irena Sarc, dr. med., prof. Peter Korosec, univ. dipl. biol. Univerzitetna klinika
za pljucne bolezni in alergijo Golnik

uvoD

Vloga pridobljenega imunskega sistema v SirSem smislu in limfocitov T ozjem smislu v
patogenezi kroni¢ne obstruktivne plju¢ne bolezni (KOPB) in idiopatske plju¢ne fibroze (IPF)
je Se vedno nepojasnjena. Pri obeh boleznih je vzro¢ni dejavnik bolezni cigaretni dim. Vecina
raziskav imunofenotipizacije limfocitov je bilo opravljenih iz vzorcev periferne krvi in
dihalnih poti oz. induciranega sputuma. Raziskave, ki bi primerjale tkivne limfocite v
plju¢nem tkivu bolnikov in zdravih posameznikov so zaradi tehni¢ne zahtevnosti zelo redke.
Ve raziskav je pokazalo povecano Stevilo CD8+ limfocitov v osrednjih in perifernih dihalnih
poteh z obratno sorazmerno povezavo s stopnjo obstrukcije, kar sugerira viogo limfocitov
CD8+ v patogenezi KOPB. Z nasimi lastnimi raziskavami v preteklosti nismo dokazali
bistvenih razlik med razli¢nimi spirometricnimi stopnjami KOPB v delezih subpupulacij
limfocitov T; razlik nismo nasli niti v njihovem izrazanju aktivacijskih ali diferenciacijskih
markerjev.

Kajenje samo povzro¢a lokalno vnetje v plju¢ih in vpliva na distribucijo subpopulacij
limfocitov T v BAL-u bolnikov z blago in zmerno KOPB; povisan je delez CD8+ limfocitov,
Ki je bolj kot od stopnje obstrukcije odvisen od aktivnega kajenja. Kadilci imajo podobno kot
bolniki s KOPB povisan delez CD8+ limfocitov v primerjavi z nekadilci. Prepricljivih
dokazov, da limfociti CD8+, ki se v stabilni bolezni nahajajo v plju¢nem tkivu, prispevajo k
patologiji KOPB, zaenkrat ni, saj je veliko prekrivanja znacilnosti limfocitov CD8+ v pljucih
bolnikov s KOPB in kadilcev, ki nimajo KOPB.

Raziskave kazejo tudi poviSan delez CD4+ limfocitov in prevlado Thl polariziranih
limfocitov v perifernih dihalnih poteh in krvi bolnikov s KOPB.

Na zivalskih modelih emfizema so raziskave dale nasprotujoc¢e rezultate glede vloge
limfocitov T v patogenezi nastanka emfizema. Nekatere raziskave so ugotovile, da so
limfociti T CD8+ nujno potrebni za razvoj emfizema, spet druge pa so ugotavljale, da se je
emfizem razvil tudi na mi§jem modelu v odsotnosti pridobljenega imunskega sistema.

Namen naSe raziskave je bil dolociti subpopulacije tkivnih plju¢nih limfocitov T v pljucih
bolnikov z napredovalo KOPB in jih primerjati z IPF in pljuci zdravih oseb.

METODE

Pljucno tkivo smo pridobili pri bolnikih, pri katerih je bila opravljena presaditev plju¢ zaradi
napredovale KOPB in IPF v bolni$nici AKH na Dunaju, kontrolno zdravo plju¢no tkivo smo
pridobili od zdravih donorjev plju¢. Analizirali smo tkivo, pridobljeno od 9 bolnikov s KOPB
in pri 9 bolnikov z IPF ter 7 donorjev plju¢. Tkivne limfocite smo analizirali s pretocnim
citometrom za izrazanje markerjev Thl, Th2, Thl7, Treg ter markerjev aktivacije in
diferenciacijskih markerjev CD8+ celic ter oznaCevalcev invariantnih naravnih celic ubijalk.
Izrazanje transkripcijskih faktorjev subpopulacij CD4+ limfocitov smo analizirali s
kvantitativnim PCR.

REZULTATI

Najbolj pomembna ugotovitev nase raziskave je vec kot 20-kratna razlika v delezu limfocitov
Thl v pljuénem tkivu KOPB in IPF v primerjavi s plju¢nim tkivom zdravih kontrol (mediana
6,8% (IQR 2,7-15,5) in 6,9% (4,2-10,2) v primerjavi z 0,28% ( 0,12-1,06) limfocitov, p
0,001). Pretocne citometricne razlike pri Thl smo potrdili z razlikami v izrazanju
transkripcijskega faktorja TBET1. Poleg tega so bili pri bolnikih s KOPB in IPF pomnoZzeni
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CD8+ limfociti v primerjavi s kontrolami (p = 0,042); CD8+ limfociti so bili skoraj izkljuéno
diferencirani citotoksi¢ni fenotip CD27-CD28- (ve¢ kot 98,7%). Delez tega fenotipa CD8+
limfocitov je bil signifikantno povecan pri KOPB in IPF (mediana 12,6% (8,9-22,6) in 15,2%
(9,6-27,6) v primerjavi z 2,3% (1,0-10,8) limfocitov, p = 0,013). V izrazanju aktivacijskih
oznacevalcev med skupinami nismo ugotovili nobene razlike, prav tako ni bilo med
skupinami razlik v delezu invariantnih naravnih celic ubijalk.

ZAKLJUCKI

Imunofenotipizacija pljucnih tkivnih limfocitov pri bolnikih z napredovalim KOPB kaze zelo
podobne vzorce vnetja pridobljenega imunskega odziva kot pri napredovali IPF, ki vkljucuje
predvsem Th1 limfocite in CD8+ limfocite z najvecjim citotoksi¢nim potencialom. To je prva
raziskava, ki direktno primerja subpopulacije plju¢nih tkivnih limfocitov KOPB in IPF z
zdravim pljuénim tkivom. KakSen je pomen podobnosti med napredovalo KOPB in IPF bo
predmet bodocih raziskav.
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1. UvOD

Kroni¢ni rinosinuzitis (Chronic rhinosinusitis, CRS) je kroni¢no vnetje sluznice nosu in
obnosnih votlin, ki traja ve¢ kot 12 tednov z obcasnimi poslabsanji. Prevalenco CRS v
evropski odrasli populaciji ocenjujejo na 10,9% *. CRS razdelimo na kroniéni rinosinuzitis z
nosnimi polipi (Chronic rhinosinusitis with nasal polyps, CRSWNP) z obojestranskimi polipi
v srednjih nosnih hodnikih in kroni¢ni rinosinuzitis brez nosnih polipov (Chronic
rhinosinusitis without nasal polyps, CRSsNP) z obojestransko prisotnim edemom sluznice ali
izcedkom v srednjih nosnih hodnikih in / ali z zadebeljeno sluznico obnosnih votlin na
ra¢unalnisko tomografskih (CT) slikah?. Kar do 20% bolnikov ima kljub ustreznemu
medikamentoznemu in kirurSkemu zdravljenju tezko obvladljiv CRS s pogostimi akutnimi
poslabsanji in stalnimi mote¢imi simptomi, ki jih opredelijo na vizualni analogni lestvici
(VAS) kot 5 ali ve¢ 3. V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti razlike v podtipih tkivnih T
limfocitov med CRSWNP in CRSsNP ter identificirati podtip T limfocitov, odgovoren za
tezko obvladljiv CRS.

2. METODE

Vkljuéili smo 33 novodiagnosticiranih bolnikov z anamnezo dolgoletnih simptomov CRS (19
CRSwNP in 14 CRSsNP), ki Se niso bili zdravljeni in niso Se nikoli prejemali nosnih ali
sistemskih kortikosteroidov. Diagnozo smo postavili na podlagi simptomov, endoskopije nosu
in CT obnosnih votlin. Po podpisu informiranega soglasja smo ob prvem pregledu odvzeli
biopsijo sluznice iz srednjega nosnega hodnika (koScek polipa ali sluznico s procesus
uncinatusa). HistopatoloSka analiza je zajemala Stevilo tkivnih eozinofilcev v polju visoke
povecave (high power field, HPF), nevtrofilno infiltracijo, debelino bazalne membrane,
podsluzni¢ni edem, hiperplasti¢ne in papilarne spremembe, ploS€atocelicno metaplazijo ter
fibrozo). Pri 31 bolnikih (18 CRSwWNP, 13 CRSsNP) smo s preto¢no citometrijo analizirali
vezavo Vvrstno-specifi¢nih protiteles (CD3, CD4, CD8, CCR4, CCR6, CXCR3) in protiteles za
membranske markerje aktivacije (CD28, CD27, CD25, CD69, HLA-DR). Bolnike smo nato
zdravili medikamentozno in v primeru vztrajanja simptomov ter znakov tudi kirurSko (z
endoskopsko operacijo sinusov). Povpre¢no smo bolnike redno spremljali 24 do 36 mesecev
od biopsije. Bolniki s perzistentnimi simptomi na VAS >5 in endoskopskimi znaki so bili
uvrsceni v skupini tezko obvladljivega CRSwWNP ali CRSsNP, ostali pa v skupini urejenega
CRSwNP ali CRSsNP. Podatke smo obdelali in analizirali s statisticnim programom
GraphPad Prism 6.0. Raziskavo je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko.

3. REZULTATI IN RAZPRAVA
Bolniki v CRSWNP in CRSsNP skupini so bili primerljivi po starosti, spolu, kajenju, alergiji,
astmi, KOPB, trajanju simptomov CRS in oceni simptomov na VAS. Kot smo pricakovali, so
bolniki s CRSwWNP imeli signifikantno ve¢ endoskopskih znakov in CT znakov. Tkivna
eozinofilija >10 / HPF je bila znacilno pogostejsa pri CRSWNP (68%) kot pri CRSSNP
(14%), prav tako je bil pri CRSwWNP pogostejSi zmeren do hud podsluzni¢ni edem; obe
histopatologki razliki so ugotavljali tudi v drugih raziskavah 2. V ostalih histopatologkih
lastnostih  (nevtrofilna infiltracija, debelina bazalne membrane, podsluzni¢ni edem,
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hiperplasticne in papilarne spremembe, plosCatoceliéna metaplazija in fibroza) se skupini
CRSWNP in CRSsNP nista razlikovali.
Pri CRSWNP smo nasli ve¢ CD4+ T limfocitov (slika 1A) in ve¢ aktiviranih CD4+CD25+
celic (slika 1C), kar kaze na Th-posredovano vnetje, ugotovljeno tudi v predhodnih
raziskavah*®. Pri CRSWNP je bilo ve¢ Thl celic kot pri CRSsNP (slika 1B), skupini pa se
nista razlikovali v Stevilu Th2 in Th17 celic (slika 1B). Pri CRSsNP je bilo v sluznici visje
stevilo CD8+ in efektorsko-citotoksicnih CD8+CD28-CD27- celic, hkrati pa nizje Stevilo
centralnih  spominskih CD8+CD28+CD27+ celic (sliki 1A in 1D), kar so znaki
prevladujocega citotoksi¢nega vnetja. V obeh skupinah je nosna sluznica vsebovala
presenetljivo visok delez (10-20%) dvojno negativnih (DN) T celic CD4-CD8- (slika 1A), ki
obi¢ajno v tkivu dosegajo le 1-5% °. Glede na nase podatke smo prvi¢ prikazali tako visoko
Stevilo DN T celic v CRS sluznici, poleg tega smo prikazali vi§ji delez efektorsko
citotoksi¢cnih (CD28-CD27-) DN T celic in le nizji delez centralno spominskih
(CD28+CD27+) DN T celic (slika 2D).
Tezko obvladljivi CRS je bil prisoten pri 5 od 18 bolnikov s CRSWNP in pri 5 od 13 bolnikov
S CRSsNP. Pri tezko obvladljivem CRSwWNP smo v nosni sluznici nasli 3-krat vi§je Stevilo
vnetnih DN T celic kot pri urejenem CRSwWNP (slika 2A). Primerljivi rezultati so opisani pri
bolnikih s Sjogrenovim sindromom in sistemskim lupus eritematozusom, pri katerih so bile
DN T celice zvisane in rezistentne na kortikosteroide’. Trenutno $e ni znan izvor DN T celic;
novejSe raziskave porocajo, da bi lahko nastale iz CD8+ celic preko epigenetskega
remodeliranja CD8 ko-receptorjev 8. DN T celice bi lahko izlocale velike koli¢ine vnetnega
mediatorja IL-5, ki posreduje vnetje tipa 2 %°. V $tevili Th1 in Th2 celic nismo nasli razlik
med urejenim in tezko obvladljivim CRSwNP (slika 2B). Pri urejenem CRSwWNP smo nasli
ve¢ Th17 celic (slika 2B), kar je skladno z nedavnimi ugotovitvami, da so Th17 celice del
normalnega homeostatskega imunskega odgovora v zdravi nosni sluznici °. Pri tezko
obvladljivem CRSwNP je bil med sluzni¢nimi CD8+ in DN T celicami prisoten nizji delez
delno diferenciranih, efektorsko-spominskih CD28-CD27+ celic kot pri urejenem CRSwWNP
(sliki 2C in 2D).
Pri tezko obvladljivem CRSsNP smo opazovali ve¢ CD8+ citotoksi¢nih celic in manj DN T
celic kot pri urejenem CRSsNP (slika 2E), kar kaze, da bi bile lahko CD8+ glavne patogene
celice pri CRSsNP. Fenotipsko in endotipsko je CRSsNP zelo heterogena bolezen, vrnitev
simptomov po zdravljenju je pogosta, zdravljenje pa e posebej tezko odpravi glavobol?.
Potrebne bodo Se dodatne raziskave CD8+ celic in efektorsko citotoksicnith CD8+ CD28-
CD27- celic pri CRSsNP, da bi bolje razumeli patogenezo in zdravljenje.
NaSa raziskava ima tudi nekaj pomanjkljivosti. Vklju€enih je bilo relativno nizko Stevilo
bolnikov, vendar so bili izbrani le bolniki z dolgoletnimi, tezkimi simptomi CRS, ki do
vkljucitve Se nikoli niso prejemali nosnih ali sistemskih kortikosteroidov. Nismo analizirali
potencialno pomembnih tkivnih yd T celic. Zanimivo je, da smo nasli znacilno ve¢ DN T
celic pri tezko obvladljivem CRSwNP, a manj pri tezko obvladljivem CRSsNP. Vloga teh
celic v CRS sluznici ni znana; predhodne raziskave na tkivih bolnikov z drugimi kroni¢nimi
vnetji kazejo, da so lahko mocno efektorske in izlogajo citokine’, lahko pa so supresorske in
zavirajo §kodljivo citotoksi¢no delovanje CD8+ celic ter z njimi povezane poskodbe tkiva®.
Nasli smo vi§je Stevilo Thl celic pri CRSwNP, a niso vplivale na kontrolo bolezni; podobno
so v pretocno-citometricni raziskavi pri CRSWNP poleg prisotnosti Th2 celic nasli
prevladujoce celice, ki v bazalnih pogojih niso izlocale citokinov in so jim avtorji pripisali
omejen patogenetski potencial v CRSWNP*,

4. ZAKLJUCEK
Ugotovili smo razliko v podtipih T celic med CRSwNP in CRSsNP: ve¢ CD4+ pri CRSwNP
ter ve¢ CD8+ z visjim efektorsko citotoksicnim CD8+CD28-CD27- delezem pri CRSsNP.
Prvi¢ smo prikazali zvisano Stevilo DN T celic pri CRS. Prav tako je bila to prva raziskava, ki
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je analizirala podtipe T celic glede na kontrolo CRS bolezni. Pri tezko obvladljivem CRSwNP
smo nasli vi§ji delez vnetnih efektorskih DN T celic. Nasi rezultati kazejo, da DN T celice
igrajo pomembno vlogo v patofiziologiji tezko obvladljivega CRSWNP in bi lahko
predstavljale novo tarco za zdravljenje.
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Slika 1: Razli¢ni sluzni¢ni podtipi T celic pri kroni¢nem rinosinuzitisu z nosnimi polipi
(CRSWNP) in brez nosnih polipov (CRSsNP). (A) CD4+, CD8+ in dvojno negativne (DN) T
celice. (B) Th1 CXCR3+, Th2 CCR4+ in Th17 CCR6+ celice. (C) Ekspresija markerjev
aktivacije CD69+, CD25+ in HLA-DR+ na CD4+ celicah. (D) Centralne spominske CD8+
CD28+CD27+, spominsko efektorske CD8+CD28-CD27+ in efektorsko citotoksi¢ne
CD8+CD28-CD27- celice. * P<0.05, ** P<0.001, in *** P<0.0001 pri Mann—Whitney testu.
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Slika 2. (A), (B), (C) in (D): Primerjava urejenega in teZzko obvladljivega CRSwNP. (A)
CD4+, CD8+in DN T celice. (B) Th1 CXCR3+, Th2 CCR4+ in Th17 CCR6+ celice. (C)
Centralno spominske CD8+ CD28+CD27+, spominsko efektorske CD8+CD28-CD27+ in
efektorsko citotoksi¢cne CD8+CD28-CD27- celice. (D) Centralno spominske CD4-CD8-
CD28+CD27+, spominsko efektorske CD4-CD8-CD28-CD27+ in efektorsko citotoksi¢ne

CD4-CD8-CD28-CD27- celice. (E) Primerjava urejenega in tezko obvladljivega CRSsNP v

Stevilu CD4+, CD8+ in DN T celic. * P<0.05, ** P<0.001, in *** P<0.0001 pri Mann—
Whitney testu.
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Vpliv imunoloskih in psiholoskih dejavnikov na oceno tezZe alergijskega
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Ana Koren?, Peter Korosec?, doc. Mihaela Zidarn*?, dr. med. 1. Medicinska fakulteta
Ljubljana; 2 Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Uvod

Alergijski rinitis (AR) je alergijska bolezen, ki pomembno vpliva na kakovost zivljenja. Tezo
AR posledi¢no ocenjujemo glede na vpliv na kakovost zivljenja. Ocena teze AR je pomembna
za izbiro in oceno uspeSnosti zdravljenja. Tezo AR ocenimo s pomocjo anamneze in
vprasalnikov. Imunoloski kazalniki nimajo dobre korelacije s tezo bolezni. Predvidevamo, da
na oceno teze AR z vprasalniki lahko vplivajo tudi psiholoSki dejavniki. V dosedanjih
Studijah je bila ze potrjena korelacijo med oceno teze AR in hipohondriazo. Dokazana je bila
tudi vecja izrazenost simptomov AR pri pacientih s slabsim splo$nim dusevnim stanjem in z
negativnimi afektivnimi stanji (nevroticizem, depresija, anksioznost). V literaturi zaenkrat ni
podatkov o tem kateri psiholoski dejavniki imajo najvecji vpliv na izrazeno tezo AR.

Z raziskavo smo zeleli ugotoviti kateri od imunoloskih kazalcev (premer odziva pri koznih
vbodnih testih, titrirani kozni testi, specificna protitelesa IgE, test aktivacije bazofilcev-BAT)
najbolje korelira s tezo bolezni ter ugotoviti, ali kateri psiholoski dejavnik(i) pomembno
vpliva(jo) na oceno teze AR.

Metode

Studija je potekala v Pnevmolosko-alergoloski ambulanti Klinike Golnik v Ljubljani. Bolniki,
ki so imeli pozitiven standardni kozni vbodni test za pelod trav, brezo ali lesko in negativen
test za celoletne alergene, so ob prvem obisku izpolnili vprasalnike za oceno teZze AR in 5
vprasalnikov, s katerimi smo ocenjevali razli¢ne psiholoske znacilnosti. 1zvedli smo titriran
kozni test, odvzeli serum za doloc€itev sIgE in kri za BAT-test. V €asu cvetenja trav so bolniki
tedensko izpolnjevali skrajSan vpraSalnik o kakovosti Zivljenja, po koncani sezoni pa so
izpolnili vprasalnik za oceno jakosti simptomov ter porabo zdravil v celotni sezoni cvetenja
trav.

Rezultati

Rezultati so pokazali, da ni statisticno pomembne korelacije med parametri ocene teZze AR in
imunoloskimi parametri (tako med standardnimi imunoloSkimi testi, kot so velikost odziva pri
koznih vbodnih testih, titrirani koZni testi, sIgE, kot tudi med novejSimi imunoloskimi testi —
BAT-test). Vidna pa je bila statisticno pomembna korelacija med psiholoskimi dejavniki
(pozornost na privatne vidike telesa, nevroticizem, opazovanje, delno tudi pri prepoznavanju
in razumevanju Custev ter mejno pri dejavniku socialno blagostanje) in oceno teze AR.

Zakljucek

Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da je subjektivno zaznavanje teze AR mocno povezano z
dolo¢enimi psiholoskimi znacilnostmi, ne pa z rezultati imunoloskih testov. Ljudje, ki so
obcutljivej$i na stanje in spremembe v svojem telesu, bodo z vecjo verjetnostjo dozivljali
vecje tezave zaradi alergijske bolezni. Podobno velja za ljudi z bolj izrazenim nevroticizmom
ter delno za ljudi, ki so pozornejsi na spremembe v svoji okolici, in mejno za tiste, ki so v
trenutnem slabSem splosnem psihi¢nem stanju. Glede na ugotovljeno bi bilo smotrno
dosedanjim vprasalnikom za ocenjevanje vpliva AR na zivljenje pacientov, ki se v klinicni
praksi Ze uporabljajo, dodati S¢ oceno posameznih osebnostnih in psiholoskih parametrov.
Tako bi namre¢ z vecjo verjetnostjo napovedali ter ocenili pricakovano tezo alergijske bolezni
ter ustrezneje prilagodili zdravljenje.
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