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(57) Изобретение относится к способу детекции и/или количественного анализа аллерген-
специфических IgE и/или IgG в образце крови или сыворотки млекопитающего, включающему
стадии a) переноса образца крови или сыворотки на абсорбирующий материал, b) сушки
абсорбирующего материала, содержащего образец крови или сыворотки со стадии а), c)
элюирования IgE и/или IgG из высушенного абсорбирующего материала или его части,
содержащего высушенный образец крови или сыворотки, посредством нанесения буфера на
указанный абсорбирующий материал или его часть, d) выделения элюата со стадии с) и e)
нанесения выделенного элюата со стадии d) на тест-систему для одновременной детекции и/или
количественного анализа IgE и/или IgG, связывающихся по меньшей мере с двумя аллергенами,
где тест-система содержит твердую подложку, содержащую по меньшей мере два аллергена и/или
их функциональные фрагменты, связанные с ней, в количестве менее 1 нг каждый.
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Область техники 

Настоящее изобретение относится к способам детекции и/или количественного анализа аллерген-

специфических IgE и/или IgG в образцах крови или сыворотки. 

Уровень техники 

Определение аллерген-специфического иммуноглобулина Е (IgE) было внедрено в диагностику ал-

лергии более 50 лет назад. В дополнение к клиническому анамнезу и провокационным пробам, оно пред-

ставляет собой один из краеугольных камней в диагностике IgE-ассоциированной аллергии. Подробная 

характеризация вызывающих заболевание молекул аллергенов с помощью технологий молекулярного 

клонирования обеспечивает новые формы молекулярной диагностики аллергии, позволяющие измерять 

IgE, специфические для большого количества собранных в микропанель молекул аллергенов, содержа-

щих наиболее важные источники аллергенов, с помощью технологии чипов. Молекулярная диагностика 

аллергии очень полезна для разрешения сложных профилей сенсибилизации, особенно у детей, и позво-

ляет выбирать персонализированные формы лечения, такие как избегание аллергена, диета и/или аллер-

ген-специфическая иммунотерапия (AIT). Важное преимущество относительно общепринятых форм ко-

личественного тестирования IgE на основе аллергенных экстрактов, состоит в том, что микропанели ал-

лергенов позволяют одновременно определять уровни IgE и IgG, специфические для множества аллерге-

нов, с использованием небольших объемов сыворотки, и можно точно определять молекулы аллергенов, 

вызывающие заболевание. 

Однако не все аллергологи обладают прямым доступом к новым формам молекулярной диагности-

ки аллергии, и, таким образом, им необходимо отправлять образцы крови в специализированные лабора-

тории. Для транспортировки образцов сыворотки или крови в лаборатории, проводящие молекулярный 

анализ, необходимы тщательная упаковка и охлаждение, она часто ограничена общими правилами безо-

пасности и транспортировки (например, правилами безопасности авиаперевозок) и, таким образом, явля-

ется дорогостоящей или даже невозможной. 

Также было бы предпочтительно предоставлять систему, делающую возможным сбор образцов 

крови или сыворотки самим пациентом, при этом собранные образцы затем доставляют в лабораторию 

для дальнейшего анализа. 

Целью настоящего изобретения является разработка способов и средств для сбора и транспорти-

ровки образцов крови и сыворотки в лабораторию без необходимости охлаждения и тщательной упаков-

ки для детекции и/или количественного анализа аллерген-специфических IgE и IgG. 

Сущность изобретения 

Таким образом, настоящее изобретение относится к способу детекции и/или количественного ана-

лиза аллерген-специфических IgE и/или IgG в образце крови или сыворотки млекопитающего, вклю-

чающему стадии 

a) переноса образца крови или сыворотки на абсорбирующий материал, 

b) сушки абсорбирующего материала, содержащего образец крови или сыворотки со стадии а), 

c) элюирования IgE и/или IgG из высушенного абсорбирующего материала или его части, содержа-

щего высушенный образец крови или сыворотки, посредством нанесения буфера на указанный абсорби-

рующий материал или его часть, 

d) выделения элюата со стадии с) и 

e) нанесения выделенного элюата со стадии d) на тест-систему для одновременной детекции и/или 

количественного анализа IgE и/или IgG, связывающихся по меньшей мере с двумя аллергенами, где тест-

система содержит твердую подложку, содержащую по меньшей мере два аллергена и/или их функцио-

нальные фрагменты, связанных с ней, в количестве менее 1 нг каждый. 

Неожиданно оказалось, что целей по настоящему изобретению можно достигать с использованием 

абсорбирующих материалов, способных нести на себе высушенный образец крови или сыворотки, из 

которого можно элюировать аллерген-специфические IgE и IgG и анализировать их на предмет специ-

фичностей. Одним из основных преимуществ способа по настоящему изобретению является возмож-

ность детекции и/или количественного анализа с использованием одного образца множественности IgE и 

IgG, способных специфически связываться по меньшей мере с 50, предпочтительно - по меньшей мере 

100 разными аллергенами или их функциональными фрагментами, присутствующими в тест-системе в 

указанных выше количествах или менее. 

Неожиданно, количество аллерген-специфических IgE и/или IgG, элюированных из высушенных 

образцов крови или сыворотки, является достаточным для определения их аллергенной специфичности и 

количества с использованием твердой подложки, содержащей менее 1 нг различных аллергенов. Для из-

вестных в этой области способов, используемых для определения и/или количественного анализа аллер-

ген-специфических антител, как правило, необходимы гораздо более высокие количества аллергена (т.е. 

более 1 мкг; например, Eysink, Pediatr Allergy Immunol 2001; Aalberse et al., J Allergy Clin Immunol 1981). 

Специалист в этой области будет ожидать, что детекция и количественный анализ аллерген-

специфических антител в образце, элюированном из абсорбирующего материала, содержащего высу-

шенную кровь или сыворотку, является слишком низкой для захвата менее 1 нг аллергена, связанного на 

твердой подложке. 
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Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 показано сравнение уровней аллерген-специфических IgE, выделенных из образцов сыво-

ротки (фиг. 1А) или крови (фиг. 1В) после хранения в течение одной недели в разных условиях с исполь-

зованием фильтровальной бумаги или нитроцеллюлозы для иммобилизации и PBS или дилюента образца 

(SD) для элюирования. Уровни IgE (ось у: ISU-IgE), специфических в отношении аллергенов (ось х), по-

казаны в соответствии с условиями (внизу фигуры). 

На фиг. 2 показаны уровни специфических IgE (оси у: ISU-IgE), определяемых в элюатах из высу-

шенной сыворотки пациента с аллергией (#18, табл. I), выделенной сразу или после хранения в течение 1 

недели при разных температурах (нижняя линия) к (оси х) А, аллергенам пыльцы трав, В, аллергенам 

пыльцы деревьев и родственных продуктов питания, и С, аллергенам клещей домашней пыли, домашних 

питомцев и плесени. Приведены средние значения для трех параллелей ± SD. 

На фиг. 3 показана корреляция аллерген-специфических уровней IgE, измеренных в свежей сыво-

ротке пациента с аллергией (#18, табл. I), с уровнями IgE, измеренными в образцах сыворотки, выделен-

ных сразу и после 1 недели хранения при +37°С, +22°С, +4°С и -20°С. Корреляция приведена для 21 рас-

познаваемого аллергена на диаграммах рассеяния со значениями r и р. 

На фиг. 4А и В показана корреляция аллерген-специфических уровней IgE, измеренных в свежей 

крови 9 пациентов с аллергией, с уровнями IgE, измеренными в выделенных сразу образцах крови. Кор-

реляция приведена для 8 чаще всего распознаваемых аллергенов на диаграммах рассеяния со значениями 

r и р. 

На фиг. 5 показана корреляция уровней аллерген-специфических IgE, измеренных в свежих сыво-

ротках 17 пациентов с аллергией (#1-17, табл. I), с уровнями IgE, измеренными в образцах сыворотки, 

выделенных сразу или после 2 недель хранения при +37°С. Корреляция приведена для 8 чаще всего рас-

познаваемых аллергенов на диаграммах рассеяния со значениями r и р. 

На фиг. 6 показаны аллерген-специфические IgE, выделенные из высушенной сыворотки и сохра-

няющие биологическую активность. IgE из образцов сыворотки от пациентов 13 и 15 (табл. I) выделяли 

из бумаги через 1 и 7 недель хранения при 37°С и нагружали на клетки RBL, экспрессирующие FcεRI 

человека, а затем подвергали воздействию разных концентраций Phl p 5, буфера или антител против IgE 

(оси х). Индуцированное высвобождение бета-гексозаминидазы выражают как процентную долю общего 

высвобождения, достигнутого посредством лизиса клеток (оси у), в виде средних значений для двух па-

раллелей с ошибкой <5%. 

На фиг. 7 показано сравнение специфической реактивности IgG в отношении собранных в микро-

панель аллергенов в свежем, разведенном 1:50 образце сыворотки и в трех идентично сразу выделенных 

элюатах, которые были в 15 раз менее разведенными для компенсации потери белка, происходящей при 

иммобилизации и элюирования. Снимки экрана для реактивности IgG в отношении собранных в микро-

панель аллергенов приведены для образца свежей сыворотки (А) и выделенных сразу элюатов из трех 

идентично полученных высушенных пятен крови на бумаги (B-D). На Е показана диаграмма рассеяния 

для корреляции уровней аллерген-специфических IgG со значениями r и р для 48 распознаваемых аллер-

генов (табл. IV). 

Подробное описание вариантов осуществления 

Способ по настоящему изобретению делает возможным качественное, а также количественное оп-

ределение аллерген-специфических IgE и/или IgG в высушенных образцах крови или сыворотки спосо-

бами тестирования, осуществляемыми с использованием количеств аллергенов менее 1 нг. Обнаружено, 

что IgE и/или IgG, присутствующие в образцах крови и сыворотки, высушенных на абсорбирующем ма-

териале, в значительной степени сохраняют свою способность связываться с аллергенами. Количество 

аллерген-специфических IgE и IgG, элюированных из таких высушенных образцов крови и сыворотки, 

является достаточным для детекции на твердой подложке, содержащей менее 1 нг аллергена, используе-

мого для захвата антител на указанной твердой подложке. Способы связывания аллергенов на твердой 

подложке описаны, например, в Hiller R, et al. FASEB J. 2002 Mar; 16(3):414-6. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения твердая подложка может со-

держать менее 0,1 или 0,05 нг, предпочтительно - менее 0,01 нг, более предпочтительно - менее 0,005 нг, 

более предпочтительно - менее 1000 фг, более предпочтительно - менее 500 фг, более предпочтительно - 

менее 250 фг, более предпочтительно - менее 200 фг каждого аллергена. 

Минимальное количество каждого аллергена, связанного с указанной твердой подложкой, состав-

ляет, предпочтительно, по меньшей мере 5 фг, более предпочтительно - по меньшей мере 10 фг, более 

предпочтительно - по меньшей мере 15 фг, более предпочтительно - по меньшей мере 20 фг, более пред-

почтительно - по меньшей мере 25 фг, более предпочтительно - по меньшей мере 30 фг, более предпоч-

тительно - по меньшей мере 40 фг, более предпочтительно - по меньшей мере 50 фг. 

В дополнительном предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения указанная 

твердая подложка содержит от 5 фг до 0,1 нг, предпочтительно - от 10 фг до 0,05 нг, более предпочти-

тельно - от 15 фг до 0,01 нг, более предпочтительно - от 20 фг до 0,005 нг, более предпочтительно - от 25 

до 1000 фг, более предпочтительно - от 30 до 500 фг, более предпочтительно - от 40 до 250 фг, наиболее 
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предпочтительно - от 50 до 200 фг каждого аллергена, связанного с ней. 

Для способа по настоящему изобретению необходимо лишь небольшое количество крови или сы-

воротки. Это полезно, т.к. позволяет получать образцы способами, подобными проколу пальца. Забор 

крови из вены не является необходимым, и, таким образом, способ по настоящему изобретению также 

можно использовать для детекции и/или количественного анализа аллерген-специфических IgE и/или 

IgG в образцах новорожденных млекопитающих (например, новорожденных людей). 

Способ по настоящему изобретению имеет преимущество, состоящее в том, что IgE и/или IgG мож-

но подвергать детекции и/или количественному анализу при одновременном связывании с более чем од-

ним аллергеном. Это позволяет определять наличие и количественно анализировать IgE и/или IgG, при-

сутствующие в образце крови или сыворотки и специфические в отношении по меньшей мере двух ал-

лергенов. Кроме того, способ по настоящему изобретению позволяет определять биологически активные 

антитела, которые при связывании с аллергеном могут активировать эффекторные клетки. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения абсорбирующий материал 

содержит целлюлозу или ее производное. 

Особенно предпочтительно использовать абсорбирующий материал, содержащий или состоящий из 

целлюлозы, ее производных или смесей. Целлюлоза и ее производные демонстрируют исключительные 

свойства абсорбции и десорбции компонентов крови и сыворотки, таких как белки, подобные антителам. 

В особенно предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения производным цел-

люлозы является нитроцеллюлоза. 

Абсорбирующий материал может иметь различные формы, при этом абсорбирующий материал, 

предпочтительно, представляет собой лист, тампон или т.п. и, необязательно, может являться тканным 

или нетканным. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения абсорбирующий материал 

имеет скорость абсорбции от 0,04 до 0,30 г/с/см
2
, предпочтительно - от 0,10 и 0,18 г/с/см

2
, более пред-

почтительно - от 0,12 до 0,15 г/с/см
2
 в случае воды. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения абсорбирующий материал может абсор-

бировать от 20 до 80%, предпочтительно - от 30 до 60%, более предпочтительно - от 40 до 50% от мак-

симальной емкости для воды за приблизительно 1 минуту. 

Абсорбирующий материал по настоящему изобретению в предпочтительном варианте осуществле-

ния имеет абсорбционную емкость для воды по меньшей мере 0,5 г/см
2
, такую как по меньшей мере 1,0 

г/см
2
, например, по меньшей мере 1,50 г/см

2
, такую как по меньшей мере 2,0 г/см

2
, например, по мень-

шей мере 4,0 г/см
2
, такую как по меньшей мере 6,0 г/см

2
, например, по меньшей мере 8,0 г/см

2
, такую как 

по меньшей мере 10 г/см
2
. 

В более предпочтительном варианте осуществления изобретения абсорбционная емкость составля-

ет от 3,5 до 5,0 г/см
2
, например, от 4,0 до 4,5 г/см

2
. 

В дополнительном предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения абсорби-

рующий материал имеет абсорбционную емкость для воды по меньшей мере 10 г воды/г материала, та-

кую как, по меньшей мере 30 г воды/г материала, например, по меньшей мере 50 г воды/г материала, та-

кую как по меньшей мере 70 г воды/г материала, например, по меньшей мере 90 г воды/г материала, та-

кую как по меньшей мере 110 г воды/г материала, например, по меньшей мере 130 г воды/г материала. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения абсорбирующий материал 

имеет абсорбционную емкость для воды от 45 до 60 г воды/г материала, такую как от 50 до 55 г воды/г 

материала. 

В рамках изобретения "скорость абсорбции" определяют как скорость абсорбции/площадь в случае 

воды, вычисленную как среднюю абсорбцию воды в течение 20 секунд после приведения абсорбирую-

щего материала в контакт с водой. Скорость абсорбции снижается с абсорбцией воды материалом. В 

рамках изобретения термин "абсорбционная емкость" относится к количеству жидкости, которое матери-

ал может абсорбировать, на грамм материала (г/г). 

На стадии а) до 500 мкл, предпочтительно - до 400 мкл, более предпочтительно - до 300 мкл, более 

предпочтительно - до 200 мкл, более предпочтительно - до 100 мкл крови или сыворотки, предпочти-

тельно, переносят на абсорбирующий материал. 

Оказалось, что кровь или сыворотка в объеме до 500 мкл содержит достаточно молекул IgE и IgG 

для идентификации посредством флуоресцентного иммунологического анализа после элюирования. В 

конкретном предпочтительном варианте осуществления до 100 мкл крови или сыворотки достаточно для 

использования в способе по настоящему изобретению. 

В другом предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения от 10 до 500 мкл, 

предпочтительно - от 20 до 400 мкл, более предпочтительно - от 30 до 300 мкл, более предпочтительно - 

от 40 до 200 мкл, более предпочтительно - от 50 до 250 мкл, более предпочтительно - от 60 до 200 мкл, 

более предпочтительно - от 70 до 150 мкл, более предпочтительно - от 80 до 120 мкл, в частности, 100 

мкл крови или сыворотки на стадии а) переносят на абсорбирующий материал. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения абсорбирующий материал 

на стадии b) сушат в течение по меньшей мере 1 мин, предпочтительно - в течение по меньшей мере 2 
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мин, более предпочтительно - в течение по меньшей мере 5 мин при температуре от 5 до 40°С, предпоч-

тительно - от 10 до 30°С, более предпочтительно - от 15 до 25°С, в частности, при комнатной температу-

ре. Стадию сушки осуществляют при температурах, в идеале невлияющих или, по существу, невлияю-

щих на молекулы IgE и IgG, присутствующие в образце. Таким образом, особенно предпочтительно су-

шить образец крови или сыворотки, находящийся на абсорбирующем материале, при комнатной темпе-

ратуре (от 20 до 25°С). 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения образец крови или сыворот-

ки, составляющий часть высушенного абсорбирующего материала со стадии b), получают посредством 

выштамповки указанной области из указанного высушенного абсорбирующего материала. 

Для элюирования из абсорбирующего материала буфер наносят на абсорбирующий материал, со-

держащий высушенный образец крови или сыворотки. Буфер, предпочтительно, является буфером PBS 

или буфером PBS Дульбекко, предпочтительно, содержащим детергент, предпочтительно - полисорбат 

20 или сывороточный альбумин, предпочтительно, бычий сывороточный альбумин. В особенно предпоч-

тительном варианте осуществления настоящего изобретения буфер является буфером PBS или буфером 

PBS Дульбекко. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения IgE и/или IgG, абсорбиро-

ванные абсорбирующим материалом, элюируют посредством нанесения от 10 до 800 мкл, предпочти-

тельно - от 10 до 700 мкл, более предпочтительно - от 10 до 600 мкл, более предпочтительно - от 10 до 

500 мкл, более предпочтительно - от 10 до 400 мкл, более предпочтительно - от 10 до 300 мкл, более 

предпочтительно - от 10 до 200 мкл, более предпочтительно - от 20 до 200 мкл, более предпочтительно - 

от 20 до 150 мкл, более предпочтительно - от 20 до 100 мкл, более предпочтительно - от 20 до 90 мкл, 

более предпочтительно - от 30 до 70 мкл, более предпочтительно - от 40 до 60 мкл, в частности, 50 мкл 

буфера на указанный абсорбирующий материал или его часть. 

Одним значительным преимуществом настоящего изобретения является возможность элюирования 

достаточного количества молекул антител IgE и IgG, что делает возможным надежное определение их 

специфичности и количества с использованием ограниченного количества элюента (т.е. буфера). 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения высушенный абсорбирую-

щий материал или его часть, содержащий высушенный образец крови или сыворотки, инкубируют с бу-

фером в течение по меньшей мере 10 мин, предпочтительно - в течение по меньшей мере 30 мин, более 

предпочтительно - в течение по меньшей мере 60 мин, более предпочтительно - в течение по меньшей 

мере 120 мин, более предпочтительно - в течение по меньшей мере 150 мин. 

В альтернативном варианте осуществления настоящего изобретения высушенный абсорбирующий 

материал или его часть, содержащий высушенный образец крови или сыворотки, инкубируют с буфером 

максимум в течение 24 ч, предпочтительно - максимум в течение 18 ч, более предпочтительно - макси-

мум в течение 12 ч, более предпочтительно - максимум в течение 6 ч. 

Высушенный абсорбирующий материал или его часть, содержащий высушенный образец крови или 

сыворотки, предпочтительно, инкубируют с буфером при температуре от 5 до 40°С, предпочтительно - 

от 10 до 30°С, более предпочтительно -от 15 до 25°С, в частности, при комнатной температуре. 

Аллерген-специфические IgE и IgG подвергают детекции и количественному анализу с использова-

нием иммунологического анализа, в котором используют количества аллергена менее 1 нг. Предпочти-

тельный анализ, подлежащий использованию, основан на микрочипах, где аллергены или их фрагменты 

связаны на твердой подложке. Элюированный образец крови или сыворотки, содержащий молекулы IgE 

и IgG, подлежащие определению и количественному анализу, наносят на такую подложку. Аллерген-

специфические IgE и IgG связываются с соответствующим партнером по связыванию (т.е. аллергеном 

или его фрагментом), связанным на указанной подложке. После стадии промывки для удаления несвя-

занных белков и других молекул с поверхности твердой подложки, указанную твердую подложку инку-

бируют по меньшей мере с одним вторым, предпочтительно, флуоресцентно меченым антителом, специ-

фически связывающимся с молекулами IgE и IgG млекопитающего, из которого получен образец крови 

или сыворотки. По меньшей мере одно второе антитело связывается с молекулами IgE или IgG. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения иммунологический анализ, 

предпочтительно, флуоресцентный иммунологический анализ, представляет собой чип, содержащий со-

бранные в виде микропанели аллергены, такой как чип ImmunoCAP ISAC или MeDALL (см. Lupinek С et 

al., Methods 2014; 66, 106-19; Van Hage et al., J Allergy Clin Immunol 2017; 140:974-7), или клеточные ана-

лизы, осуществляемые с использованием нанограммовых количеств аллергена, такие как анализ актива-

ции базофилов. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения млекопитающее является 

человеком, домашним питомцем, предпочтительно, кошкой или собакой, или лошадью. 

В другом предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения одновременно под-

вергают детекции и/или количественному анализу IgE и/или IgG, связывающиеся с по меньшей мере пя-

тью, предпочтительно - по меньшей мере десятью, более предпочтительно - по меньшей мере 20, более 

предпочтительно - по меньшей мере 50, более предпочтительно - по меньшей мере 100, более предпоч-
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тительно - по меньшей мере 120, более предпочтительно - по меньшей мере 150 аллергенами. Особенно 

предпочтительно иммобилизовать эти аллергены или их фрагменты, содержащие эпитопы, распознавае-

мые аллерген-специфическими IgE и/или IgG, на твердой подложке. Такую твердую подложку можно 

использовать в известных в этой области способах. 

В другом предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения одновременно под-

вергают детекции и/или количественному анализу IgE и/или IgG, связывающиеся максимум с 300, пред-

почтительно - максимум с 250, более предпочтительно - максимум с 200, более предпочтительно - мак-

симум с 180, более предпочтительно - максимум с 170, более предпочтительно - максимум с 160, более 

предпочтительно - максимум с 150 аллергенами. 

В дополнительном предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения по мень-

шей мере два аллергена, связанные с твердой подложкой, выбраны из группы, состоящей из 
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В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения твердая подложка, исполь-

зуемая в способе по настоящему изобретению, содержит все упомянутые выше аллергены, связанные с 

ней. 

Пример 

Элюция крови и сыворотки из высушенной бумаги, измерения IgE и IgG, статистический анализ и 

эксперименты по активации базофилов. 

Образцы крови и сыворотки получали от пациентов с аллергией (n=18) с разными профилями сен-

сибилизации IgE и клинической документацией симптомов (табл. I). 

Таблица I 

Демографические данные и клиническая характеристика пациентов 
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Сокращения: ж, женский; м, мужской; R: ринит; С: конъюнктивит; AS: астма; AD: атопический 

дерматит; HDM: клещ домашней пыли. 

Кровь пациентов для получения сыворотки собирали в пробирки VACUETTE Z Serum Separator 

Clot Activator и цельную кровь собирали в пробирки VACUETTEK3EDTA (Greiner Bio-one 

International, Austria). 

Аликвоты 100 мкл цельной крови или сыворотки переносили на фильтровальную типа ватман 903 

(GE Healthcare EuropeGmbH, Austria) или нитроцеллюлозу Amersham Protran (GE Healthcare Europe). Бу-

магу, содержащую образцы, сушили на воздухе при комнатной температуре. Образцы для элюирования 

получали с использованием перфоратора ручного типа диаметром 3 мм от Wallac OY, Finland. Один, два 

или три из образцов раздельно помещали в пробирки Eppendorf (2 мл) (Fisher Scientific, USA). 

Для определения воспроизводимости тестирования и проверки разных условий хранения осуществ-

ляли следующий набор экспериментов. После сушки фильтры помещали в обычные конверты и хранили 

при разных температурах (+37°С (t+37), при комнатной температуре +22°С (t+22), +4°C (t+4),-20°C (t-20) 

в течение 1-7 недель в инкубаторах, холодильных камерах и морозильный аппарат для глубокого замо-

раживания, соответственно. 

Выделение высушенных образцов осуществляли посредством пропитывания образцов в 50 мкл 

фосфатно-солевого буфера (PBS) Дульбекко от Gibco-Thermofisher Scientific (USA) или дилюента для 

образцов (SD) (дилюент для образцов ImmunoCAP IgE/ECP/триптаза; кат. № 10-9256-01, Phadia-

Thermofisher, Sweden) с последующей инкубацией в шейкере Eppendorf (300 об./мин) в течение 2,5 ч при 

комнатной температуре. После центрифугирования с помощью настольной центрифуги (10000 об./мин, 

комнатная температура, 10 мин) супернатанты выбрасывали и использовали для дальнейшего анализа. С 

целью контроля анализировали свежие образцы сыворотки или образцы сыворотки, замороженные при -

20°С, от одних и тех же пациентов. Для определения концентрации белка в пробах использовали набор 

для анализа белка ВСА (Thermo Scientific) на микропланшетах по инструкции производителя. 

Реактивность IgE и IgG в отношении собранных в виде микропанели аллергенов определяли с ис-

пользованием чипов с аллергенами MeDALL, полученных по технологии ImmunoCAP ISAC (Ther-

mofisher, Phadia) как описано в Lupinek С et al. (Methods 2014; 66, 106-19). Для измерений IgE использо-

вали неразведенные образцы, в то время как для измерений IgG образцы разводили 1:50, учитывая коэф-

фициент разведения белка. Микропанели сканировали с использованием сканера LuxScan 10K (Capi-

talBio Technology, China) и анализировали с помощью программного обеспечения для анализа микропа-

нелей версии 3.1.2 (адаптированного для чипов MeDALL). Уровни IgE, измеряемые с помощью чипа 

MeDALL, точно соответствовали измеренному с помощью ImmunoCAP ISAC 112, и их стандартизиро-

вали с использованием референсной сыворотки с известными количественными уровнями IgE, опреде-

ляемыми с помощью технологии ImmunoCAP. Определенные уровни IgE являлись следующими: низкий: 
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0,3-3 ISU-IgE; умеренно-высокий: 3-15 ISU-IgE; очень высокий: >15 ISU-IgE (van Hage M et al. Clin Chem 

Lab Med. 2017; 55, 571-577). Для сравнительного анализа уровней аллерген-специфических антител ис-

пользуют коэффициент корреляции Пирсона (РСС). 

Анализы huRBL осуществляли посредством нанесения разведенных 1:10 сывороток Phl р 5-

сенсибидлизированных пациентов на клетки базофильного лейкоза крысы (RBL), экспрессирующих 

субъединицы α/β/γ FcεRI человека, посредством инкубации в течение ночи (Nakamura R et al. Allergy 

2010; 65:1266-1273). Дегрануляцию индуцировали посредством добавления Phl р 5 в концентрации 100, 

10, 1 или 0,1 нг/мл и вычисляли процентные доли высвобождения бета-гексозаминидазы. Для контроля 

клетки, обработанные Triton-X, служили в качестве 100% высвобождения (Eckl-Dorna J, et al. Allergy. 

2018; 73, 1003-1012). 

Результаты. 

Образцы цельной крови с антикоагулянтом или образцы сыворотки от пациентов с аллергией им-

мобилизовали на разных типах бумаги (т.е. фильтровальной бумаге, нитроцеллюлозе), сушили на возду-

хе и полученные элюаты с разными буферами (т.е. PBS, дилюента для образцов) тестировали на реак-

тивность IgE в отношении 175 собранных в виде микропанели молекул аллергенов с использованием 

технологии ImmunoCAP ISAC (см. табл. II). 
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Таблица II 

Список молекул аллергенов на чипе. 
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ON MYO (лошадь) и 2N MYO (лошадь) можно использовать на чипе в качестве отрицательного 

контроля и CCD-маркера, соответственно. 

Элюция с использованием PBS и дилюента для образцов позволяла выделять аллерген-

специфические IgE из высушенных пятен крови на бумаге (см. фиг. 1). Высушенные пятна сыворотки и 

крови на бумаге можно хранить при разных температурах (т.е. +37°С, +22°С, +4°С, -20°С), получая схо-

жие результаты в отношении уровней аллерген-специфических IgE по сравнению с незамедлительным 

выделением после сушки (фиг. 2). На фиг. 3 показано, что имеет место исключительная корреляция 

(r>0,83; р<0,000001) между уровнями IgE, измеренными в свежей сыворотке одного пациента, к 21 рас-

познаваемому аллергену и результатами, полученными после незамедлительного выделения или после 

хранения в течение 1 недели при +37°С, +22°С, +4°С и -20°С. 

В следующей группе экспериментов было показано, что имеет место исключительная корреляция 

(r>0,87; р<0,001) между уровнями аллерген-специфических IgE, измеренных в свежей крови, и выделен-

ных сразу образцов крови от 9 пациентов к 8 из чаще всего распознаваемых аллергенов (фиг. 4). Для 

дальнейшего исследования надежности и воспроизводимости результатов осуществляли подробный ана-

лиз сывороток 17 пациентов посредством сравнения незамедлительного выделения и выделения высу-

шенных на бумаге образцов сыворотки, хранящихся в течение 2 недель при 37°С, для 8 чаще всего опре-

деляемых аллергенов. Демографическая и клиническая характеристика 17 пациентов (т.е. #1 -#17) приве-

дена в табл. I. Таким образом, осуществляли 136 анализов в трех параллелях для каждых условий (т.е. 

незамедлительное выделение и выделение через 2 недель хранения при 37°С) (фиг. 5). Статистический 

анализ снова показал наличие исключительной корреляции между результатами, полученными с исполь-

зованием свежих сывороток, по сравнению с незамедлительным выделением, а также в случае свежих 

сывороток по сравнению с выделенными образцами, полученными после 2 недель при 37°С (фиг. 5). 

Для анализа потенциальной потери чувствительности исследовали все аллергены, распознаваемые 

образцами свежей сыворотки от 17 тестируемых пациентов на фиг. 5. Пациенты демонстрировали поло-

жительную реактивность 0,3 ISU-IgE или более в отношении 182 молекул аллергенов. 

В пилотном эксперименте было показано, что IgE, выделенные из высушенной сыворотки через 1 и 

7 недель хранения при +37°С, все еще являлись функциональными и при нагрузке на базофилы запуска-

ли дозозависимое высвобождение медиаторов (фиг. 6). Эти результаты свидетельствуют о том, что 

транспортировку высушенных пятен крови и сыворотки на бумаге можно осуществлять просто по почте 

без необходимости охлаждения или с помощью экспресс-доставки и без тщательной упаковки, позво-

ляющей избегать протечки жидкости в разные времена года и в разных климатических зонах, и это дела-

ет возможной надежную и воспроизводимую детекцию даже низких уровней аллерген-специфических 

IgE. Примечательно, что, по-видимому, имеет место более значительная потеря сигналов IgE в случае 

высоких уровней аллерген-специфических IgE по сравнению с более низкими (например, Bet v 1 и Phl р 

5: фиг. 1). Таким образом, анализировали общую потерю белка во время выделения. В табл. III для сыво-

роток девяти пациентов с аллергией показано содержание белка и выделение белка после хранения в те-

чение двух недель при +37°С, +22°С, +4°С, -20°С. Диапазон выделения в случае девяти сывороток в че-

тырех тестируемых условиях составлял 9-18% при осуществлении элюирования в экспериментах (т.е. 

высушенная сыворотка, фильтровальная бумага, 3 выштампованных фрагмента, 50 мкл PBS). 
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Таблица III 

Концентрации белка, измеренные в образцах свежей сыворотки от 9 пациентов  

и в образцах, выделенных сразу и после 2 недель сравнения при +37°С, +22°С, +4°С  

и -20°С. Также приведены процентные доли выделенных белков (средние значения) 

 
Т.к. измерение аллерген-специфических IgG против собранных в виде микропанели аллергенов 

также важно для изучения клинически значимых вопросов, таких как индуцирование аллерген-

специфических IgG в течение аллерген-специфической иммунотерапии (AIT) или возникновение аллер-

ген-специфических IgG как признака воздействия природного аллергена, проводили исследование того, 

можно ли также выделять аллерген-специфические IgG из высушенных пятен сыворотки на бумаге. На-

блюдали исключительную корреляцию уровней аллерген-специфических IgG, измеренных в свежей сы-

воротке и выделенных образцах (r=0,99; р<0,000001), против распознаваемых аллергенов (фиг. 7; табл. 

IV). 



046449 

- 17 - 

Таблица IV 

Средние уровни IgG в сыворотке, специфические для каждого из аллергенов,  

распознаваемых сывороткой, тестируемой на фиг. 2, определяемые для  

образца свежей сыворотки (левый столбец) и после незамедлительного выделения 
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Коэффициент выделения специфических IgG являлся сравнимым, когда элюаты получали непо-

средственно после сушки или после хранения при разных температурах (-20°С - +37°С). 

Эти данные свидетельствуют о том, что можно не только выделять из высушенного пятна крови 

или сыворотки на бумаге достаточно IgE и IgG для тестирования на реактивность в отношении более чем 

170 разных аллергенов с помощью технологии микрочипов, но это также будет надежным и воспроизво-

димым. Т.к. высушенные пятна крови на бумаге можно хранить при разных температурах (-20°С - 

+37°С) без потери активности, должна быть возможной отправка их запаянными в пластике с помощью 

конвертов посредством простой почты из любой точки мира в лаборатории, осуществляющие анализ 

микрочипов. Затем результаты тестирования можно отправлять по почте или электронной почте обратно 

аллергологу для помощи в лечении сложных случаев. Таким образом, настоящее изобретение относится 

к надежному способу молекулярной диагностики аллергий из высушенных образцов крови на бумаге, 

доступному по всему миру. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ детекции и/или количественного анализа аллерген-специфических IgE и/или IgG в образ-

це крови или сыворотки субъекта, представляющего собой человека, включающий стадии 

a) переноса от 10 до 500 мкл образца крови или сыворотки на абсорбирующий материал, 

b) сушки абсорбирующего материала, содержащего образец крови или сыворотки со стадии а), 

c) элюирования IgE и/или IgG из высушенного абсорбирующего материала или его части, содержа-

щего высушенный образец крови или сыворотки, посредством нанесения буфера на указанный абсорби-

рующий материал или его часть, 

d) выделения элюата со стадии с) и 

e) нанесения выделенного элюата со стадии d) на тест-систему для одновременной детекции и/или 

количественного анализа IgE и/или IgG, связывающихся по меньшей мере с двумя аллергенами, где тест-

система содержит твердую подложку, содержащую по меньшей мере два аллергена и/или их функцио-
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нальных фрагментов, связанных с ней, в количестве по меньшей мере 5 фг и менее 1 нг каждый. 

2. Способ по п.1, где абсорбирующий материал содержит целлюлозу или его производное. 

3. Способ по п.2, где производным целлюлозы является нитроцеллюлоза. 

4. Способ по любому из пп.1-3, где на стадии а) на абсорбирующий материал переносят от 20 до 

400 мкл, предпочтительно от 30 до 300 мкл, более предпочтительно от 40 до 200 мкл, более предпочти-

тельно от 50 до 250 мкл, более предпочтительно от 60 до 200 мкл, более предпочтительно от 70 до 150 

мкл, более предпочтительно от 80 до 120 мкл, в частности 100 мкл крови или сыворотки. 

5. Способ по любому из пп.1-4, где абсорбирующий материал со стадии b) сушат в течение по 

меньшей мере 1 мин, предпочтительно в течение по меньшей мере 2 мин, более предпочтительно в тече-

ние по меньшей мере 5 мин при температуре от 5 до 40°С, предпочтительно от 10 до 30°С, более пред-

почтительно от 15 до 25°С, в частности при комнатной температуре. 

6. Способ по любому из пп.1-5, где образец крови или сыворотки, содержащий часть высушенного 

абсорбирующего материала, получают посредством выштамповки указанной области из указанного вы-

сушенного абсорбирующего материала. 

7. Способ по любому из пп.1-6, где буфер является буфером PBS или буфером PBS Дульбекко, 

предпочтительно содержащим детергент, предпочтительно полисорбат 20. 

8. Способ по любому из пп.1-7, где IgE и/или IgG элюируют посредством нанесения от 10 до 800 

мкл, предпочтительно от 10 до 700 мкл, более предпочтительно от 10 до 600 мкл, более предпочтительно 

от 10 до 500 мкл, более предпочтительно от 10 до 400 мкл, более предпочтительно от 10 до 300 мкл, бо-

лее предпочтительно от 10 до 200 мкл, более предпочтительно от 20 до 200 мкл, более предпочтительно 

от 20 до 150 мкл, более предпочтительно от 20 до 100 мкл, более предпочтительно от 20 до 90 мкл, более 

предпочтительно от 30 до 70 мкл, более предпочтительно от 40 до 60 мкл, в частности 50 мкл буфера на 

указанный абсорбирующий материал или его часть. 

9. Способ по любому из пп.1-8, где высушенный абсорбирующий материал или его часть, содержа-

щий высушенный образец крови или сыворотки, инкубируют с буфером в течение по меньшей мере 10 

мин, предпочтительно в течение по меньшей мере 30 мин, более предпочтительно в течение по меньшей 

мере 60 мин, более предпочтительно в течение по меньшей мере 120 мин, более предпочтительно в тече-

ние по меньшей мере 150 мин. 

10. Способ по любому из пп.1-9, где высушенный абсорбирующий материал или его часть, содер-

жащий высушенный образец крови или сыворотки, инкубируют с буфером максимум в течение 24 ч, 

предпочтительно максимум в течение 18 ч, более предпочтительно максимум в течение 12 ч, более пред-

почтительно максимум в течение 6 ч. 

11. Способ по любому из пп.1-10, где высушенный абсорбирующий материал или его часть, содер-

жащий высушенный образец крови или сыворотки, инкубируют с буфером при температуре от 5 до 

40°С, предпочтительно от 10 до 30°С, более предпочтительно от 15 до 25°С, в частности при комнатной 

температуре. 

12. Способ по любому из пп.1-11, где одновременно осуществляют детекцию и/или количествен-

ный анализ IgE и/или IgG, связывающиеся по меньшей мере с пятью, предпочтительно по меньшей мере 

десятью, более предпочтительно по меньшей мере 20, более предпочтительно по меньшей мере 50, более 

предпочтительно по меньшей мере 100 аллергенами. 

13. Способ по любому из пп.1-12, где по меньшей мере два аллергена выбраны из группы, состоя-

щей из Alpha Gal, Act d 1, Act d 2, Act d 3, Act d 4, Act d 5, Act d 6, Act d 7, Act d 8, Act d 9, Act d 10, Act d 

11, Act d 12, Act d 13, Aed 1, Aed 2, Aed 3, Aed 4, Aed 5, Aed 6, Aed 7, Aed 8, Aed a 10, Aed a 11, Aln g 1, 

Aln g 2, Aln g 4, Alt 1, Alt 2, Alt 3, Alt 4, Alt 5, Alt 6, Alt 7, Alt 8, Alt 9, Alt a 10, Alt a 12, Alt a 13, Alt a 14, 

Alt a 15, Amb 1, Amb 1.0101, Amb 1.0201, Amb 1.0202, Amb 1.0301, Amb 1.0302, Amb 1.0303, Amb 1.0304, 

Amb 1.0305, Amb 1.0401, Amb 1.0402, Amb 1.0501, Amb 1.0502, Amb 3, Amb 4, Amb 5, Amb 6, Amb 7, 

Amb 8, Amb 9, Amb a 10, Amb a 11, Amb a 12, Ana о 1, Ana о 2, Ana о 3, Ani s 1, Ani s 2, Ani s 3, Ani s 4, 

Ani s 5, Ani s 6, Ani s 7, Ani s 8, Ani s 9, Ani s 10, Ani s 11, Ani s 12, Ani s 13, Ani s 14, Api g 1, Api g 2, Api 

g 3, Api g 4, Api g 5, Api g 6, Api m 1, Api m 2, Api m 3, Api m 4, Api m 5, Api m 6, Api m 7, Api m 8, Api m 

9, Api m 10, Api m 11, Api m 12, Api m 13 кДа, Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 5, Ara h 6, Ara h 7, Ara h 8, 

Ara h 9, Ara h 10, Ara h 11, Ara h 12, Ara h 13, Ara h 14, Ara h 15, Ara h 16, Ara h 17, Art v 1, Art v 2, Art v 3, 

Art v 4, Art v 5, Art v 6, Asp f 1, Asp f 2, Asp f 3, Asp f 4, Asp f 5, Asp f 6, Asp f 7, Asp f 8, Asp f 9, Asp f 10, 

Asp f 11, Asp f 12, Asp f 13, Asp f 14, Asp f 15, Asp f 16, Asp f 17, Asp f 18, Asp f 22, Asp f 23, Asp f 26, Asp 

f 27, Asp f 28, Asp f 29, Asp f 34, Ber e 1, Bet v 1, Bet v 2, Bet v 3, Bet v 4, Bet v 6, Bet v 7, Bet v 8, Bla g 1, 

Bla g 2, Bla g 3, Bla g 4, Bla g 5, Bla g 6, Bla g 7, Bla g 8, Bla g 9, Bla g 10, Bla g 11, Blo t 1, Blo t 2, Blo t 3, 

Blo t 4, Blo t 5, Blo t 6, Blo t 7, Blo t 8, Blo t 9, Blo t 10, Blo t 11, Blo t 12, Blo t 13, Blo t 14, Blo t 15, Blo t 18, 

Blo t 19, Blo t 20, Blo t 21, Bos d 1, Bos d 2, Bos d 3, Bos d 4, Bos d 5, Bos d 6, Bos d 7, Bos d Lf, Bos d 8, Bos 

d 9, Bos d 11, Bos d 12, aS1, aS2, b-казеина, k-казеина, трансферрина, BSA, Bos d 6, Bra n 1, Bra n 4, Bra n 

7, Bra n 8, Can f 1, Can f 2, Can f 3, Can f 4, Can f 5, Can f 6, Can f 7, Can f 8, Cas s 1, Cas s 2, Cas s 5, Cas s 8, 

Cas s 9, Cha о 1, Cha о 2, Cha о 3, Che 1, Cla h 1, Cla h 2, Cla h 5, Cla h 6, Cla h 7, Cla h 8, Cla h 9, Cla h 10, 

Cla h 12, Cla h 13, Cor 1, Cor 1.0401, Cor 2, Cor 6, Cor 8, Cor 9, Cor a 10, Cor a 11, Cor a 12, Cor a 13, Cor a 
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14, Cry j 1, Cry j 2, Cry j 3, Cry j 4, Cyn d 1, Cup 1, Cup 2, Cup 3, Cup 4, Cup s 1, Cup s2, Cup s3, Cyn d , Cyn 

d 2, Cyn d 4, Cyn d 5, Cyn d 6, Cyn d 7, Cyn d 11, Cyn d 12, Cyn d 13, Cyn d 15, Cyn d 22, Cyn d 23, Cyn d 24, 

Сур с 1, Dau с 1, Dau с 3, Dau с 4, Dau с 5, Der p 1, Der f 1, Der p 2, Der f 2, Der p 3, Der p 4, Der p 5, Der p 

6, Der p 7, Der p 8, Der p 9, Der p 10, Der p 11, Der p 13, Der p 14, Der p 15, Der p 18, Der p 20, Der p 21, Der 

p 23, Clone 16, Der p 24, Der p 36, Der p 37, Lep d 2, Equ с 1, Equ с 2, Equ с 3, Equ с 4, Equ с 6, Equ с 8, Equ 

с 9, Equ с 10, Equ с 11, Fag e 1, Fag e 2, Fag e 3, Fag e 4, Fag e 5, Fag s 1, Fag s 2, Fag s 4, Fel d 1, Fel d 2, Fel 

d 3, Fel d 4, Fel d 5, Fel d 6, Fel d 7, Fel d 8, Fra 1, Fra 3, Fra 4, Fra e 1, Fra e 2, Fra e 3, Fra e 6, Fra e 7, Fra e 9, 

Fra e 10, Fra e 11, Fra e 12, Gad с 1, Gad m 1, Gad m2, Gad m3, Gad m4, Gal d 1, Gal d 2, Gal d 3, Gal d 4, Gal 

d 5, Gal d 6, Gal d 7, Gal d 8, Gal d 9, Gal d 10, Gly m 1, Gly m 2, Gly m 3, Gly m 4, Gly m 5, Gly m 6, Gly m 

7, Gly m 8, Hel 1, Hel 2, Hel 3, Hel 4, Hel 6, Hev b 1, Hev b 2, Hev b 3, Hev b 4, Hev b 5, Hev b 6, Hev b 6,01, 

Hev b 7, Hev b 8, Hev b 9, Hev b 10, Hev b 11, Hev b 12, Hev b 13, Hev b 14, Hev b 15, Hom 1, Hom 3, Hom 

4, Hom 6, Hum j 1, Hum j 2, Hum j 3, Jug n 1, Jug n 2, Jug n 4, Jug r 1, Jug r 2, Jug r 3, Jug r 4, Jug r 5, Jug r 6, 

Jug r 7, Jug r 8, Jun 1, Jun 2, Jun 3, Len с 1, Len с 2, Len с 3, Lep d 2, Lep d 3, Lep d 5, Lep d 7, Lep d 8, Lep d 

10, Lep d 12, Lep d 13, Lep d 33, Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3, Mal d 4, Mala s 1, Mala s 4, Mala s 5, Mala s 6, 

Mala s 7, Mala s 8, Mala s 9, Mala s 10, Mala s 11, Mala s 12, Mala s 13, Mer 1, Mus m 1, Mus m 2, Mus m 4, 

Mus m 7, MUXF3, Ole e 1, Ole e 2, Ole e 3, Ole e 4, Ole e 5, Ole e 6, Ole e 7, Ole e 8, Ole e 9, Ole e 10, Ole e 

11, Ole e 12, Ole e 13, Ole e 14, Ole e 15, Ory с 1, Ory с 3, Ory с 4, Ory с 6, Ory с 8, Ory s 1, Ory s 2, Ory s 3, 

Ory s 7, Ory s 11, Ory s 12, Ory s 13, Ory s 14, Par j 1, Par j 2, Par j 3, Par j 4, Pen с 1, Pen c2, Pen c3, Pen с6, 

Pen с 13, Pen с 18, Pen с 19, Pen c22, Pen c24, Pen c30, Pen c32, Pen m 1, Pen m 2, Pen m 3, Pen m 4, Pen m 6, 

Pen m 8, Per 1, Per 2, Per 3, Per 4, Per 5, Per 6, Per 7, Per 8, Per 9, Per a 10, Per a 11, Per a 12, Phl p 1, Phl p 2, 

Phl p 3, Phl p 4, Phl p 5, Phl p 5b, Phl p 6, Phl p 7, Phl p 11, Phl p 12, Phl p 13, Pis s 1, Pis s 2, Pis s 3, Pis s 5, 

Pis s 6, Pis v 3, Pla 1, Pla 2, Pla 3, Pla 8, Pla 1 1, Pol d 5, Pru av 1, Pru av 2, Pru av 3, Pru av 4, Pru du 1, Pru du 

2, Pru du 3, Pru du 4, Pru du 5, Pru du 6, Pru du 6.01, Pru du 6.02, Pru p 1, Pru p 2, Pru p 3, Pru p 4, Pru p 7, 

Que 1, Que 2, Que 4, Rat n 1, Rat n 4, Rat n 7, Rat n 8, Sal k 1, Sal k 2, Sal k 3, Sal k 4, Sal k 5, Sal k 6, Sal k 7, 

Ses i 1, Ses i 2, Ses i 3, Ses i 4, Ses i 5, Ses i 6, Ses i 7, Ses i 8, Sin 1, Sin 2, Sin 3, Sin 4, Sol i 1, Sol i 2, Sol i 3, 

Sol i 4, Sola l 1, Sola l 2, Sola l 3, Sola l 4, Sola l 5, Sola l 6, Sola l 7, Sola t 1, Sola t 2, Sola t 3, Sola t 4, Sola t 

8, Tri 1, Tri 2, Tri 3, Tri 4, Tri 5, Tri 7, Tri a 12, Tri a 13, Tri a 14, Tri a 15, Tri a 17, Tri a 18, Tri a 19, Tri a 

19.0101, Tri a 20, Tri a 21, Tri a 25, Tri a 26, Tri a 27, Tri a 28, Tri a 29, Tri a 30, Tri a 31, Tri a 32, Tri a 33, Tri 

a 34, Tri a 35, Tri a 36, Tri a 37, Tri a 39, Tri a 40, Tri a 41, Tri a 42, Tri a 43, Tri a 44, Tri a 45, Tri а глиадина, 

Tri a aA_TI, Tri a 191_369, Tri a 36, m43, m82, 10/серина, 37/Thiore, 38/GTT, 112/1-Cys, 126/Dehy, пуро-

тионина, Ves v 1, Ves v 2, Ves v 3, Ves v 5, Ves v 6, Zea m 1, Zea m 2, Zea m 3, Zea m 4, Zea m 5, Zea m 6, 

Zea m 7, Zea m 8, Zea m 11, Zea m 12, Zea m 13, Zea m 14, Zea m 22, Zea m 25, Zea m 32, бета-амилазы, 

авенина и GG1, предпочтительно, из группы, состоящей из Alpha Gal, Act d 1, Act d 2, Act d 5, Act d 8, 

Aln g 1, Alt 1, Alt 6, Amb 1, Amb 4, Amb 5, Amb 6, Amb 9, Amb a 10, Ana о 1, Ana о 2, Ana о 3, Ani s 1, Ani 

s 3, Api g 1, Api m 1, Api m 2, Api m 4, Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 6, Ara h 8, Ara h 9, Art v 1, Art v 3, 

Asp f 1, Asp f 3, Asp f 6, Ber e 1, Bet v 1, Bet v 2, Bet v 4, Bla g 1, Bla g 2, Bla g 5, Bla g 7, Blo t 5, Bos d 4, 

Bos d 5, Bos d Lf, Bos d 8, aS1, aS2, b-казеина, k-казеина, трансферрина, BSA, Bos d 6, Can f 1, Can f 2, Can 

f 3, Can f 4, Can f 5, Can f 6, Che 1, Cla h 8, Cor 1.0401, Cor 8, Cor 9, Cor a 14, Cry j 1, Cyn d 1, Cup 1, Der p 

1, Der f 1, Der p 2, Der f 2, Der p 4, Der p 5, Der p 7, Der p 10, Der p 11, Der p 14, Der p 15, Der p 18, Der p 

21, Der p 23, Clone 16, Lep d 2, Equ с 1, Equ с 3, Fag e 2, Fel d 1, Fel d 2, Fel d 4, Gad с 1, Gal d 1, Gal d 2, 

Gal d 3, Gal d 5, Gly m 4, Gly m 5, Gly m 6, Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5, Hev b 6,01, Jug r 1, Jug r 2, Jug r 3, 

Mal d 1, Mer 1, Mus m 1, MUXF3, Ole e 1, Ole e 5, Ole e 6, Ole e 7, Ole e 8, Ole e 9, Ole e 10, Par j 2, Pen m 1, 

Pen m 2, Pen m 4, Phl p 1, Phl p 2, Phl p 4, Phl p 5b, Phl p 6, Phl p 7, Phl p 11, Phl p 12, Pis v 3, Pla 1, Pla 2, Pla 

3, Pla l 1, Pol d 5, Pru du 3, Pru du 4, Pru du 6, Pru du 6.01, Pru du 6.02, Pru p 1, Pru p 3, Sal k 1, Ses i 1, Tri a 

14, Tri a 19.0101, Tri a aA_TI, Tri a 191_369, Tri a 36, m43, m82, 10/серина, 37/Thiore, 38/GTT, 112/1-Cys, 

126/Dehy, пуротионина, Ves v 1, Ves v 5, бета-амилазы, авенина и GG1. 
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