Basofilaktiveringstestet CD-sens
— den allergiska patienten I ett provror

SAMMANFATTNING

De basofila granulocyterna i blodet
har specifika Fc-receptorer pa cellytan
som binder till sig IgE. Hos allergiska
personer ar en del av dessa IgE-mole-
kyler antikroppar riktade mot ett eller
fler olika allergen. Om ett bivalent
allergen tréffar pa tva IgE-antikroppar
pa basofilens cellyta korsbinds dessa
och om c:a 1000 sddana bryggor bildas
kommer basofilen att aktiveras och
frisatta en mangd olika substanser,
daribland histamin, som ger en
inflammation. Vid samma process expo-
neras dven CD63 pa cellytan och kan
matas med t.ex. en flodescytometer.

CD-sens anvands som ett matt pa
basofilens allergenkanslighet och
anger hur mycket allergen som gar at
for att aktivera basofilen. Ju mindre
allergen som behdvs desto kansligare
ar personens basofiler for allergenet
och risken okar att patienten kommer
att reagera med kliniska besvar vid
kontakt med allergenet.

CD-sens ar ett enkelt, ofarligt och
forhallandevis billigt sitt att reprodu-
cerbart mata allergenkansligheten hos
en individ. Analysen stammer val
overens med resultaten fran andra mer
traditionella metoder som IgE-anti-
kroppsmatningar, hudpricktester och
provokationer och ar hittills det enda
reproducerbara sattet for att objektivt
mata t.ex. effekten av en behandling
riktad mot en IgE-sensibilisering.
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en basofila granulocyten ar den

ovanligaste leukocyten i cirkula-

tionen, ca 0,5% i normalfallet,
men kan snabbt oka i antal efter
inflammatoriska signaler. Basofilerna
genereras i benmargen och vandrar
vidare till blodet som fullt mogna
celler (1), dar de p.g.a. sin korta
livscykel enbart overlever 1-2 dagar
(2). Basofilen &r en slékting till
mastcellen men finns, till skillnad
frdn den vavnadsbundna mastcellen,
latt tillganglig i cirkulationen.

Basofilens allergenkanslighet

Vad galler allergenkanslighet ar
basofiler och mastceller mycket lika.

B&da cellsorterna har IgE-receptorer
pa cellytan och det finns en relation
mellan koncentrationen IgE i plasma
och antalet IgE-receptorer, och alltsa
IgE-molekyler, pa cellytan. Den
procentuella fordelningen IgE-anti-
kroppar av IgE i plasma och pa
cellytan &r ocksd densamma. Nar
IgE-antikroppar mot ett bivalent
allergen, bundna till sina receptorer,
binder sig till sitt allergen bildas
bryggor (ricur1). Det krévs c:a 1 000
allergen-IgE-antikroppsbryggor for
att stimulera basofilen eller mastcel-
len att frisatta de inflammatoriska
mediatorerna, t.ex. histamin och
cytokiner (3). Dessa 1000 bryggor kan
besta av IgE-antikroppar mot ett eller

FIGUR 1. P& basofilens yta finns IgE-receptorer och basofilen aktiveras genom korsbind-
ning av tva IgE-antikroppar med aktuellt allergen eller med anti-IgE eller anti-FceRI.

De tva senaste varianterna goérs enbart in vitro pa lab. Nar basofilen aktiveras kommer
granula i cellen att smalta samman med cellytan och frisatta en mangd olika mediatorer
daribland histamin och cytokiner. | denna process kommer dven CD63 att exponeras pa
cellytan och den kan anvindas for att mata basofilaktivitet. Pa cellytan uttrycks kontinuer-
ligt CD203c och denna basofilspecifika markor majliggor identifiering av basofilerna t.ex.

i en flodescytometer.
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CD-sens har under de senaste aren vidareutvecklats pa Karolinska Institutet och testats i manga olika sammanhang.
Analysen utfors i dagslaget pad Karolinska Universitetssjukhuset i Solna. FoT0: MEDICINSK BILD/ PA KAROLINSKA UNIVERSITETSSJUKHUSET

mot flera olika allergen som patien-
ten samtidigt exponeras for och vid
klinisk utvardering bor man darfor
addera dessa icke-korsreagerande
IgE-antikroppars koncentrationer (4).
Under manga ar var basofilen en
gatfull immuncell som forutom

det laga antalet och den korta dver-
levnaden ocksa var tekniskt svar att
identifiera i blodet. Tack vare utveck-
landet av bra flodescytometrar och
markarer t.ex. CD203c (5) har baso-
filen de senaste 10 dren blivit allt
mer intressant och viktig vid allergi-
diagnostik och behandlingsuppfolj-
ning. Basofilens korta dverlevnad,
som tidigare ansags vara ett problem,

FIGUR 2. Basofilens reaktionsmonster kan
skilja sig mellan olika allergen och olika
individer men det som anger basofilens
allergenkanslighet ar den lagsta allergen-
koncentration vid vilken de aktiveras.
Basofilens reaktivitet (héjden pa kurvan)
har &nnu inte pavisats ha nagon klinisk
relevans.

Allergenkoncentration

kan nu istallet ses som en fordel
da den avspeglar det aktuella laget
i kroppen.

Basofilens reaktionsmonster

Nar basofilen stimuleras med allergen
kommer cellen att degranulera och
frisatta bl.a. histamin och cytokiner. |
samband med histamin-frisattningen
exponeras pa cellens yta en struktur,
CDé3, som kan sparas med flédescyt-
ometri (6). CD63-exponeringen &r
alltsd ett alternativ till att pavisa att
IgE-antikroppar stimulerat cellerna att
initiera en allergisk inflammation med
histaminfrisattning som foljd (Ficur 1.

Basofilens reaktionsmonster kan
variera frén person till person och
fran allergen till allergen. Basofilens
allergenkanslighet bedoms av den
minsta allergenkoncentration cellen
reagerar pa, och det &r den som
avgor hur kanslig en individ ar for
allergenet (7-8). Basofilens reaktivi-
tet, dvs. hur stor andelen basofiler
som aktiveras och hgjden pa kurvan,
har hittills inte visats ha nédgon
relation till patientens allergenkans-
lighet (risur2) (7-9).

CD-sens-metoden

Till denna analys anvands blod med
heparin som antikoagulantia efter-
som basofilens degranulering ar

beroende av en intakt calciumniva.
Blodet stimuleras med RPMI (negativ
kontroll), anti-FceRI (positiv kontroll)
eller allergen i minskande doser vid
+37°C i 20 minuter. Aktiveringen
avslutas genom att satta réren pa

is. Darefter tillsatts antikropparna
CD203c¢ (basofilspecifik markar) och
CD63 (aktivitetsmarkar) och inkube-
ras till sammans med cellerna i 25
min. Testen avslutas med hemolyse-
ring av erytrocyterna och tvatt av
leukocyterna innan de slutligen
analyseras i en flodescytometer (8,10).

Definition av CD-sens

Om basofiler med t.ex. IgE-anti-
kroppar mot katt stimuleras med
sjunkande doser kattextrakt far man
en dos-respons kurva for antalet
CDé3-positiva celler (FIGUR 3, SE SIDAN 32).
Ju lagre allergendos som behdvs

for att stimulera basofilerna desto
kansligare ar de, och i férlangningen
patienten, for detta allergen. Vi har
valt att uttrycka denna allergenkans-
lighet som det inverterade vardet for
den lagsta allergendos som ger 50%
(LC50) av maximal uppreglering av
CD63 och har dopt vardet till CD-
sens d.v.s. (1/LC50) x 100 (= 100/
LC50] (10-11). Som en konsekvens
av inverteringen far vi att hogre
CD-sens innebar hogre allergen-
kanslighet.
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FIGUR 3. CD-sens ar ett satt att ange allergenkansligheten

och berdknas (1/LC50) x 100 (= 100/LC50).

Non- och low-responders

Det finns individer (<5%) som trots att
de har IgE-antikroppar pa basofilens
yta inte kan aktivera sina celler med
aktuellt allergen. Dessa individer
kallas non-responders (11-13).
Ytterligare en grupp av individer ar
s.k. low-responders och dessa svarar
mycket svagt pa stimulering (11).
Bada dessa grupper ar svara att
utvardera med en basofiltest och bor
darfor aven utredas med andra
metoder. Vad som paverkar en basofil
att bli en non- eller low-responder
arinte kant och inte heller om detta
ar ett overgdende eller bestaende
fenomen. Det &r heller inte kdnt om
detta fenomen dven paverkar perso-
nens mastceller.

Reproducerbarhet
och stabilitet

Reproducerbarheten av CD-sens-
metoden har testats och visats vara
mycket bra och dar intra assay
variationen var c:a 13% och inter
assay variationen var 5,5% (8). Vid
upprepad provtagning med en veckas

tetssjukhuset i Solna, Sverige, for klinisk bedomning av CD-sens.
CD-sens-siffrorna ar direkt beroende av styrkan pa allergenex-
trakten. Det gar darfor inte att jamfor CD-sens-siffran mellan olika

allergen, daremot gar det alldeles utmirkt att jamfora CD-sens-

siffran mellan olika individer for ett och samma allergen.

mellanrum okade variationen till 25%
men i detta ingar ocksa den biologis-
ka variationen (9).

Basofilerna ar stabila i ett blodprov
och forvaring i kylskap over natten
mojliggor transport av ett blodprov
fran en del av landet till en annan.
Det bor observeras att vid rutinmas-
sig anvandning av CD-sens-analysen
maste blodprovet analyseras inom
24-48 timmar, och att patienten
nagra dagar fére provtagningen bor
avsta perorala steroider eller hoga
doser antihistamin.

Allergen

Vi har utfort CD-sens mot ett 25-tal
olika allergen inom grupperna pollen,
djurepitel, fcdoamnen, allergenkom-
ponenter och ldkemedel (tageLL 1).

Vid denna analys, precis som vid alla
analyser som innefattar allergenex-
trakt, ar det viktigt att komma ihag att
det svar man far i analysen ar direkt
beroende av styrkan pa allergenex-
traktet. Det &r mycket svart, eller till
och med omojligt, att i dagslaget fa
tag pa bra allergenpreparationer och
tyvarr ar aven de kommersiella

allergenextrakten sa daligt standardi-
serade att det inte gar att jamfora
CD-sens-siffran mellan olika allergen
(raseLL 2). Det gar daremot alldeles
utmarkt att jamfora CD-sens-siffran
mellan olika individer for ett och
samma allergenextrakt. Det gor det
mojligt for att oss att berakna ett
referensomrade for de vanligaste
forekommande allergenen och att
anvanda det kliniskt for bedémning
av prover (FIGUR 4).

Ett satt att komma runt problemet
med daligt standardiserade allergen-
extrakt skulle kunna vara att anvanda
rekombinanta proteiner i stallet. | en
del fall t.ex. for Bet v 1 (bjork] eller
Ara h 2 (jordnot) kan det fungera bra,
men i manga fall finns ett flertal
svarigheter. Det kan vara svart att fa
tillgang till sddana proteiner, de ar
dyra, manga olika rekombinanta
proteiner méaste kombineras, men
framfor allt kan de vara tekniskt
svara att hantera. D& proteinkoncen-
trationen ar mycket &g finns en risk
att proteinet kan bindas till plasten
i provroren, vilket d& gor det svart
att ha kontroll pa den exakta aller-
genmangden. Ett annat problem

LUFTVAGSALLERGEN | FGDOAMNEN | LAKEMEDEL KOMPONENTER | GVRIGT TAB.ELL 2.CD-sens |'tre grup.!'Jer'av
: — patienter. CD-sens-siffrorna ar direkt
Bjork Mjdlk Penicillin Betv SAE beroende av styrkan p3 allergenextrakten.
Timotej Agg Patent Bl& Ara h 1-9 Aspergillus
ANTAL GEOM.
Katt Vete Fluorescein Hevb 1-11 Bi ALLERGEN | p\riENTER | MEDELVARDE +/-25D
Hund Soja NMBA Tria 19 Geting TABELL 1. Bjork 37 1 0,03-34
Hast Jordnst Gly m 4 Exempel pa Katt 16 5 0,1-244
. allergen anvanda - -
Kvalster Hasselnot i CD-sens Timotej 27 16 1-325
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ar att manga rekombinanta proteiner
maste befinna sig i en miljo, t.ex.

pH eller losningsmedel, som inte
fungerar tillsammans med levande
celler.

Jamforelse mellan
CD-sens och andra metoder

Vid jamférelse mellan CD-sens och
allergenkanslighet matt som hud-
pricktesttitrering (8], nasal provoka-
tion (8) och bronkial inhalation med
allergen titrering far man en mycket
god korrelation (9). Studier med
jamfdrelser av fodoamnesprovokatio-
ner med jordnét har ocksa utférts
med mycket goda resultat for positivt/
negativt utfall i de bada testerna (11).

Anvandningsomraden

CD-sens har under de senaste 10
aren vidareutvecklats pd Karolinska
Institutet/Universitetssjukhuset och
testats i manga olika sammanhang.
Analysen utférs i dagsldget pa
Karolinska Universitetssjukhuset i
Solna, Sverige, men diskussioner
pagar angdende majlighet till
CD-sens-analys aven i Lund, Gote-
borg och Uppsala, samt i Norge och
Danmark. Har beskrivs nagra av de
omraden dar CD-sens kan anvandas.

Ldkemedelsreaktioner:

Vid diagnostik av ldkemedelsreaktio-
ner kan CD-sens vara ett bra komple-
ment da andra lampliga alternativ
helt enkelt saknas t.ex. d& patientens
reaktion var sa kraftig vid exponering-
en att det vore oetiskt att testa igen
eller da serologiska analyser inte

ar mojliga (14-15). Diagnostik av
lakemedel &r dock svart av méanga
olika anledningar. Det ar inte alltid
ursprungslakemedlet som ar allerge-
net utan det kan vara en nedbryt-
ningsprodukt. En annan svarighet &r
att en del ldkemedel bestar av en s
liten molekyl (hapten) att den méaste
bindas till en b&rare (carrier] for

att tillsammans med denna bli ett
fungerande allergen. Det kan d& vara
svart att veta vad som verkligen &r
allergenet; haptenet eller kombina-
tionen hapten-carrier. Ytterligare en
svarighet ar att en del lakemdel t.ex.
NMBA (Neuro Muscular Blocking
Agents, muskelrelaxantia) paverkar

CD-sens ar ett enkelt och ofarligt satt att mata allergenkansligheten hos en individ.

Analysen stammer val 6verens med resultaten fran andra mer traditionella metoder som
IgE-antikroppsmatningar, hudpricktester och fododmnesprovokationer med till exempel
jordnot. FoTo: cOLOURBOX.COM

basofilen kemiskt utan att involvera
IgE-antikroppar. For att utesluta
sadana reaktioner ar det mycket
viktigt att noggrant stimulera cellerna
med flera olika koncentrationer av
allergenet for att fa en dos-respons
kurva. CD-sens-analys ar dock helt
riskfri for patienten da ett blodprov &r
det enda som behdvs och vid de
tillfallen en positiv basofilstimulering
erhalls tillfor det mycket viktig
information for den fortsatta behand-
lingsstrategin av patienten.

Provokationer:

Vid diagnostik och utredning av
allergier anses provokationer t.ex.
bronkial-, nasal- och fodoamnes-
provokationer, vara «gold standard».
Dessa undersékningar anses visa
hur patienten verkligen reagerar
nar den kommer i kontakt med

ett allergen. Det finns dock ett fler-
tal problem med dessa metoder.

De utfors pa fa platser i landet,

ar alla mycket resurskrévande bade
i form av tid och pengar, resultaten
kan paverkas mycket av patientens
forvantningar och radsla och de ar
heller inte ofarliga for patienten da
det finns risk for allvarliga reaktioner.
Ett annat problem &r att reproducer-
barheten for dessa metoder hittills
ar daligt undersokta. Vi har vid jam-
forelser mellan CD-sens och bronkial-
provokationer funnit en mycket bra
korrelation mellan allergenkanslig-

heten hos de tv8 metoderna (9).
Daremot korrelerar inte CD-sens
med den ospecifika bronkiella
hyperreaktiviteten matt t.ex. med
metakolin. CD-sens skulle darfor
kunna anvandas som ett komplement
eller ersatta denna typ av analyser
t.ex. vid studier av nya lakemedel.

Vid jamforelser mellan CD-sens och
DBPCFC (Double Blind Placebo
Controlled Food Challenge, fédo-
amnesprovokation) mot jordnét

har mycket god 6verensstammelse
erhallits vad géller positiv och nega-
tiv provokation (11). Daremot var
reproducerbarheten av DBPCFC for
dalig for att méjliggéra en bedomning
av graden av allergenkanslighet (16).
Fortsatta studier inom detta omrade
pagar.

Folja ett forlopp over tid:

Det omrade dar CD-sens troligt-
vis kommer att har storst varde ar
da man vill folja ett forlopp over tid
t.ex. for att utvardera behandlings-
start eller behandlingsutsattning,
eller for att folja naturlig tolerans-
utveckling t.ex. hos barn. Allergen-
specifik immunterapi (ASIT) &r i
dagslaget den enda sjukdomsmodi-
fierande behandlingen som finns.
Vid denna behandling gar det mycket
bra att folja effekten med CD-sens
(17). Det ar dock viktigt att papeka
att vi inte vid nagot tillfalle har

sett att basofilens reaktionen helt
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slacks ut, men den kan minskas
kraftigt (Ficur 5).

Vid studier med Xolair (omalizu-
mab) finns det, till skillnad frédn vad vi
sett vid ASIT-behandling, en mycket
god mdjlighet att helt slacka ut den
allergiska reaktionen under forutsatt-
ning att den ar medierad av IgE-anti-
kroppar (Ficur sal (18). Xolair, som &r en
humaniserad monoklonal antikropp
mot IgE, binder upp fritt cirkulerande
IgE vilket medfor att antalet IgE-re-
ceptorer pa basofilens och mastcel-
lens yta minskar, da det alltid ar en
balans mellan dessa tva. Om méng-
den IgE-receptorer minskar pa
cellytan minskas ocksa andelen
platser for IgE-antikropparna att
binda och risken for att en allergisk
reaktion kan starta (3). | de fall
doseringen efter doseringstabellen
inte ger full verkan kan man dvervdaga
att hoja dosen for battre effekt (Ficur
¢8) (19). Detta &r dock ndgot som varje
enskild kliniker maste ta stallning till.

Summering

CD-sens ar ett enkelt, ofarligt och
forhallandevis billigt satt att reprodu-

FIGUR 6A. Forandring i katt-CD-sens fore (M) och efter
(®)16 veckors behandling med Xolair enligt doseringsschema.
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cerbart mata allergenkansligheten
hos en individ. Analysen stammer val
dverens med resultaten fran andra
mer traditionella metoder som
IgE-antikroppsmatningar, hudprick-
tester och provokationer och ar
hittills det enda reproducerbara sattet
for att objektivt mata t.ex. effekten av
en behandling riktad mot en IgE-sen-
sibilisering.
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FIGUR 6B. Férandring i katt-CD-sens hos tva olika patienter
efter behandling med Xolair i olika doser. Xolair-dosen maste

dubbleras fér att nd optimal effekt.
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