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Vychodisko:

Pomoci senzibilujiciho alergenu je vyvolana aktivace bazofild a nasledné se méfi expozice jejich
aktivacniho znaku, ktery je na povrchu, pomoci monoklonalni protildtky. Méreni probiha na
pratokovém cytometru. Molekuly IgE, které jsou pfitomny ve vzorku, jsou navazany na povrchu
bazofild pomoci vysokoafinitniho receptoru FceRl. Pokud je molekul IgE dostatek, dochazi k
preklenuti receptort pomoci pfidaného alergenu, to vede k plné aktivaci bazofill a k naslednému
vyliti obsahu granul. Degranulaci také dochazi k expozici transmembranového proteinu — CD63 na
povrch. Tento znak je poté detekovdn pomoci monoklondini protildtky anti-CD63, kterd je
konjugovana s fluorescenénim barvivem (FITC). Bazofily jsou ve smési leukocyt identifikovany
monoklonalni protilatkou anti-CD203c. Aktivaci bazofil(l se pokusime zméfit i na 2DEP cytometru a
budeme tak chtit zjistit shodu mezi metodami.

Cil:

Cilem této prace je porovnani vysledk( ziskanych z aktivaéniho testu bazofill pomoci pritokové
cytometrie s vysledky, které jsme ziskali na 2DEP cytometrii. Bazofilni granulocyty byly testovany na
pyl bfizy. Hlavnim Ukolem je, zjistit zda by nova metoda 2DEP mohla byt alternativou pritokové
cytometrie.

Metodika:

Sledovany soubor zahrnuje 20 vzorkd, ztoho 10 vzorkd bylo pozitivnich a 10 negativnich. Pro
samotné stanoveni vSak bylo pouZito pouze 6 pozitivnich vzorkd a 4 vzorky negativni, z dlvodu
zavadéni nové metody — 2DEP cytometrie. Byla pouZita plnd krev, odebrand do zkumavky
s heparinem. Ze vzorku plné krve jsme separovali Cistou bunécnou populaci bazofilnich granulocytq,
kterd byla pouzita na méfeni v 2DEP cytometrii a ¢ast plné krve byla pouZita pro méreni aktivace
bazofild pomoci pratokové cytometrie.

Vysledky:

Pfi méfeni aktivace bazofilll na pritokovém cytometru a 2DEP cytometru byly nalezeny rozdily mezi
pozitivnimi pacienty a skupinou negativnich kontrol. Pfi méfeni na prltokovém cytometru jsme
vychazeli z hodnot AUC a CD-sens. Kdy u pozitivnich pacientd se nam tyto hodnoty zvysuji, ¢im vyssi
CD-sens, tim jsou bazofily vici alergenu senzitivnéjsi a ¢im vyssi AUC, tim je vyssi reaktivita bazofil(.
U negativnich kontrol nedochazi ke zvySovani téchto hodnot. V pfipadé 2DEP cytometrie se u
pozitivnich pacient( vysledky prenasi do graf(i. V grafu vznika pik, jehoz hodnota je nejvyssi pfi 13
MHz. U negativnich kontrol se tento pik nenachazi. Vysledky jsou zde ve formé procent aktivovanych
bazofild.
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Srovnani vysledkti z 2DEP a prdtokové cytometrie

Skupina pozitivnich pacient

Vzorek |AUC CD-sens | aktivované bazofily [%]
1 2027,462 0,428 8,0

2 2311,169 |0,502 9,1

3 2066,369 |0,468 7,6

4 3712,487 |1,000 51

5 2033,586 |0,562 23,1

6 1108,251 0,312 47,5

Skupina negativnich kontrol

Vzorek |AUC CD-sens | aktivované bazofily [%]
1 55,962 |0,011 -51,7

2 675,306 (0,114 30,0

3 134,028 |0,028 29,7

4 51,525 0,011 -12,5
Zaveér:

Vysledky z 2DEP cytometru a pritokové cytometrie se nedaji uznat za shodné. Pouze u pozitivnich
pacientld vidime jisté zmény, které se daji zaznamenat 2DEP cytometrii a u skupiny negativnich
kontrol jsou vysledky nejasné, zmény jsou rliznorodé.
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