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Allergoldgia

Limfocita transzformacios teszt —
Gyogyszerallergiak diagnosztikaja
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Gyogyszer altal indukalt adverz reakciok

® Ismert mellékhatasok — megjosolhaté reakciok

- eléfordulas kb. 80 %-ban
- altalaban dézisfuggo
- a gyogyszer farmakolégiai reakcioja kovetkeztében jon létre

® Mellékhatasok egyéb okok kovetkeztében jonnek létre

(nem megjoésolhato, nem vart reakciok)
- nem fugg a szer farmakologiai hatasatol
- altalaban nem dézisfuggo
gyogyszer intolerancia — egyéni érzékenység
gyogyszer idioszinkrazia
gyogyszer tulérzékenységi reakcidk
(Drug Hypersensitivity Reaction)
(DHR)



Demoly P et al.
Position Paper — International consensus (ICON) on drug

allergy
Allergy, 69: 420-437 (2014)

A gyogyszer tulérzékenységi reakcidok (DHR) definicidja

Olyan gyogyszer mellékhatas, amely klinikailag allergias reakciora emlékeztet.

A gyogyszer allergia olyan DHR, amelynél az immunolégiai mechanizmus
(vagy gyogyszer-specifikus antitest vagy T sejt) kimutathaté.
- szenzibilizaciéo,melynek soran gyégyszer-specifikus T sejtek, ill.i
bizonyos reakciékban antitestek alakulnak ki
- specifikus immunoloégiai memoéria kialakulasa a gyogyszerrel
szemben

Pszeudoallergias reakcidk:
Az allergias reakcio effektor sejtjeit az IgE-n kivul mas is aktivalhatja:
citokinek, C3a, C5a, PAF, LTB4, opiatok, bazikus peptidek, kontraszt
anyagok, stb.



A gyogyszer érzékenység kialakulasanak immunmechanizmusai
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Pichler WJ. Immunol Allergy Clin North Am, 24: 373-397 (2004)



Gyogyszerallergias reakcidk

Korai tipusu reakcidk

Urticaria

Anaphylaxias shock

Angioedema

(rhinitis, conjunctivitis, bronchospasmus, gastrointestinalis tlinetek)



Gyogyszerallergias reakciok

Erythaema exsudativum multiforme

Stevens-Johnson syndroma

Késadi tipusu gyoégyszerérzékenység

Lyell syndroma/TEN

(késbi urticaria, fix gydégyszerexanthema, vasculitis, DRESS syndroma, bels6 szervek érintettsége

bértunetekkel vagy anélkul)



Azonnali tipusu gyogyszerérzékenység diagnosztikaja

In vivo tesztek

Bor prébak
prick teszt,
intrademalis

Provokacio

teszt

B-laktam antibiotikumok,
izom relaxansok,
platina sék, heparin

In vitro tesztek

T

Hisztamin
felszabadulas
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Késoi tipusu gyogyszerérzékenység diagnosztikaja

In vivo tesztek In vitro tesztek

7O\

Provokacio Bor prébak
Patch teszt
késoi leolvasasu
intradermalis teszt

A\ 4
Sejt felszini

aktivacios Citokinek  Citotoxicitas
markerek

IL-6 Immunhisztoldgia;
CD69 up- THI citokinek 2t e ® P
regulacio IFN-y CD107a, mint
Proliferacio IL-2 granulum marker
limfocita korai T sejt TH2 citokinek
Kevés gyogyszerre létezik. transzformacios ;guvzﬁ?; ;1: ;I.(er; IL-5
Nem validalt. teszt (LTT) ’ IL-13

A kutatasban van
jelentéségiik.
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1. The intensity of the periodic-acid/Schiff reaction reflects
the amouat of polysaccharide in the globulins synthesised by
the lymphocyte or the plasma-cell.

2. The increases of alkaline phosphatase and of adenosine
triphosphatase refiect cellular synthetic actvity.

3. The positive reaction of ceruain lymphocytes in Walden-
strdm’s disease with sudan black raises the question of their
relationship to the histiocyte lincage.

A limfocita transzformacios teszt (LTT

bevezetése a gydgyszerérzékenység
vizsgalatara a szegedi Borklinikan

(1970-es évek)

o~ INSERM (U 100), J. GroZDEA
£ Toulouse, France. J. CorsERAND.
)
3% LYMPHOCYTE-TRANSFORMATION TEST IN
KN L_DETECTION OF DRUG HYPERSENSITIVITY
S SIR,—Many methods are used for demonstrating drug
h itivity, but opinions have diverged on their
& pecificity, sensitivity, and ibility. Identificati
w12 of the drug allergen by the lymphocyte-transformation test
N was first reported by Hirschhorn et al.! and Holland and
ECIR Mauer,* and later also by others, but several authors failed to
23 confirm these findings.?
Se ¢ In this clinic 438 lymphocyte-transformation tests were
NS o performed in 229 cases of suspected drug hypersensitivity,
o M=ot using 44 different drug preparations. The lymphocyte

20 40 60 80 0O 20 40 60 80 100
HOURS AFTER CHLORAMBUCIL ADDITION
Measurements of the effects of chlorambucil treatment in vitro
on the D.N.A. content of C.L.L. lymphocytes and their incor-
poration of *H-thymidi
o O chlorambucil-treated lymphocytes.
® - - @ control non-drug-treated lymphocytes.

ing figure. Following chlorambucil treatment for 48 hours,

response was by adding *H-thymidine to the
culture. Each drug had previously been tested for optimum
stimulating concentration and lowest toxic concentration
(by means of ph inin-sti: lymp.
cultures).  Lymphocyte-transformation tests had been
performed only with drugs having the lowest toxic concen-
tration rather than the optimum stimulating one.

The antigen which caused the hypersensitivity reaction
could be identi in 110 of the 229 cases. 17 patients

the D.N.A. level per cell had i

170% of control values, and the amount of *H-thymidine
incorporated both into whole cells and into isofated D.N.A.
was increased by a factor of 3-5 times control levels, After
72 hours these values had returned to those of normal
untreated control cells.

These studies illustrate that chlorambucil is capable of
stimulating lymphocytes isolated from the peripheral blood
of C.L.L. patients to undergo D.N.A. synthesis in terms of an
is rate of i ion of *H-thymidine into D.N.A.
This primary effect of the drug may be relevant in designing
optimal dosage schemes and may be an important factor in

showed a positive reaction to several drugs. The results
were:

Drug No.of tests  Positive  Negative
Penicillin 87 30 57
Other antibiotics 64 15 49
Antipyretics 13 34 79
Analgesics 27 8 19
Chemotherapeurics 30 9 21
Other preparations 107 29 78
Proteins and peptides 10 T 3

In an earlier series we demonstrated with the help of the

the of drugs in i

which are now becoming widely used in the of
malignant disease.

Chester Bearry Research Institute,
ndon S.W.3. Brmeer T. Hrwr,

LYMPHOCYTE CYTOCHEMISTRY
Sr,—Cytochemical studies in our laboratory have
d ic di in 1 of

patients with chronic lymphocytic leuk@mia (c.r.r),
Waldenstrém’s disease, and Kahler's disease. None of
these patients had been treated with cytostatic drugs or
corticoids before the cytochemical studies.

Our results suggest that -variations in enzyme activity
are of particular di; ic i in H

Walden-

strom's Kahler's

disease  CLL.  disease
Periodic-acid/Schiff reaction 4 ++ +
Alkaline phosphatase .. e % +
Adenosine triphosphatase + - +
Esterases .. .. ++ + +
Sudan black + - -
Immunoglobulins . . IsM  IgA,M  IgG,A

* 10-36% +ve.

Cytochemistry also provides the following information:

ymphocy mation test * hy y in 70%
of undoubrtedly drug-hypersensitive patients.

It is concluded that whereas a positive result reliably
indicates that a drug has caused the allergic reaction,
negative results do not fully exclude hypersensidvity, since
this is often caused in vivo by a metabolite or conjugate of

PR 2

the deyo oohy
Deparument of Dermatology ADBEATE
and Venereology,
University Medical School, J. Honvant
Szeged, Hungary, N. Stmon.

IMMUNOCOMPETENCE OF MATERNAL

LYMPHOCYTES
Sm,—The survival of the *fetal allograft” even in
mothers pre itised to paternal hi: i antigens

remains a fascinating enigma of

biology. The incontestable fact that the mother does not
reject the histoincompatible semi-allogeneic F, hybrid fetus
raises the possibility that pregnancy renders the maternal

1. Hirschhorn, K., Bach, F., Kolodny, R. L., Firschein, I. L., Hashem,
N. Science, London, 1963, 142, 1185.
2. Holland, P. H., Mauer, A. M. Lancer, 1964, i, 1368.
3. Arbesman, C. E. in New Concepts in Allergy and Clinical Immuno-
logy; p. 201. Amsterdam, 1971.
4. Simon, N., Dobozy, A., Hunyadi, J. Z. Haut- u. GeschiKrank. 1971,
, 713,




A gyogyszer tulérzékenység kivizsgalasanak menete az
SZTE Borgyogyaszati és Allergologiai Klinikajan

[ Tiimetek, anamnézis

41 erdsen valdszini

Gydgyszerallergia
diggniozis?

[ Sziikséges a gydgyszer! ‘ Ll A gvigyszer nem helyettesithet ! ]

In virro vizsgalawok: LTT
(limfocita
transzformedcios eszn)
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Onodi K, Bata-Csérgé Zs: Bérgyégy Vener Szle 90: 133 (2014)



Centrifugalas el6tt

Blood

Ficoll

Az LTT technikal aspektusai

Véralvadas-gatolt vér szukséges
(heparin, EDTA, citrat)

-4 ml vér + 4 ml PBS — O0sszekeverés
- rarétegezés 4 ml Ficoll-Paque reagensre
- centrifugalas 400g, 20 perc

- Mononuklearis sejtek évatos kinyerése
mosas PBS-ben, centrifugalas;

sejtek szuszpendalasa a tenyészté6-
médiumban;

sejtek szamolasa, a sejt koncentracio
beallitasa: 1 x 10%/ml|

Centrifugalas utan

Plasma Tenyészté médium osszetétele:

| PBMCs (interphase) RPMI 1640
10% FBS*

Ficoll 1% L-glutamin
1% vitamin oldat
1% antibiotikum/antimyc.

Granulocytes

RBCs i .
*Mas csoportok FBS helyett AB szérumot vagy

sajat savét hasznalnak.




Az LTT technikal aspektusai

Gyogyszer higitasok:

Idealis: 3-5 gyogyszer koncentracio;
leggyakoribb 0,1 -1 - 10 - 100 pg/ml
(de figyelembe vesszik a terapias és a toxikus koncentraciot);
tiszta hatéanyag;
uj gyoégyszer esetén elészor toxicitasi teszt

Praktikus: 2-3 gyégyszer koncentracio;
leggyakoribb 10 — 100 pg/ml;
gyari készitmények (torzsoldat készités, higitas)

Pozitiv kontroll: 10 ug/ml phytohemagglutininnel (PHA) stimulalt sejtek
Negativ kontroll: gyégyszert nem tartalmaz

Sejtek tenyésztése:
37°C, 72 h, 5% CO,
(2-3 parhuzamos)

Sejtproliferacié mérése
3H-thymidin inkorporacié mérése
CFSE assay
BrdU inkorporacié (nem radioaktiv)
EdU inkorporacio
MTT teszt



A sejtproliferacio méresére hasznalatos modszerek
DNS szintézis mérésén alapulé eljarasok

3H-thymidin inkorporacié mérése
tradicionalisan leggyakrabban hasznalt eljaras;
radioaktiv médszer — specialis koriulmények

BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) inkorporacié mérése
nem radioaktiv vizsgalat;
DNS-be beépulése utan antitestekkel kimutathatd, mérheto;
aramlasi citometria és enzim immunoassay

EdU (5-ethyl-2’-deoxyuridine) inkorporacié
aramlasi citometria

CFSE (carboxyfluorescein succiminidyl ester) vizsgalat

1200 { izvi?, A sejteket el6zetesen jelolni kell CFSE-vel.
' r
Q oz O L |1 Elénye: A sejtek életben maradnak,
PR O | tovabb vizsgalhatok;
Q—’ @ 0 | i | szubpopulaciok, citokin termelés
~@-0 7 ~
\\\i (::::> )m]? c‘ {
umt:'ueo B B e : ~ | .-*
c Lioeae Jmean "7 o ; -y

o 1w 10? 10
CFSE

A CFSE vizsgalatok szerint a gyoégyszer-specifikus proliferacios valaszban effektor és
regulatoros T sejtek is részt vesznek (Hanafusa T et al. J Dermatol Sci, 65:213 (2012)



A sejtproliferacio mérése — MTT assay

Indirekt moédszer az é16 sejtszam megbecsulésére, a sejtpopulacio
metabolikus aktivitasanak meghatarozasara.
MTT (dimethylthiazol—diphenyl—tetrazolium—bromide)
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Viable cell HODE HADEH .

l Dehydrogenase
MAD, NADP

www.bio-connect.nl

Az MTT teszt Iépései:

MTT reagens hozzaadasa a kulturakhoz;
Inkubacié 37°C, 4-6 h, 5% CO,,

Feluliszo ovatos eltavolitasa;

A formazan kristalyok feloldasa sésavas izopropil
alkoholban és SDS-ben;

OD mérés 540 nm-en




Az LTT eredmények interpretalasa — Stimulacios Index (Sl)

proliferacioé a gyoégyszer jelenlétében
proliferacioé a gyogyszer hianyaban
Az értékelés elofeltételei:

* a spontan proliferacié alacsony

* a parhuzamosok kozotti eltérés < 30%
* mitogén (PHA) jelenlétében S| 2 2

Sl =

Ertékelés

SI<2 negativ
SI<2-3 pozitiv (gyengén?)
SI>3 pozitiv

Vegyuk figyelembe:

® vancomycin, paracetamol, bizonyos radiokontraszt anyagok — nem specifikus proliferacié
* egyes NSAID gyogyszerek — szintén okozhatnak nem gyégyszer-specifikus proliferaciot

B-laktam antibiotikumok esetén altalaban csak az SI>3 értéket vessziik pozitivnak.
Hapténként gyenge T sejt proliferaciot okozhatnak nem érzékeny egyéneknél is.

Az Sl érték tukrozi a T sejt proliferacio intenzitasat, DE
* Nem korrelal a klinikai tinetek sulyossagaval

* Sl lehet marginalis sulyos SJS/TEN szindromakban,
de nagyon magas veszélytelen reakciok esetén (MPE)

* A gydégyszer tipusa, a stimulacié modja szintén befolyasolja a proliferaciot



Reprodukalhatéosag kérdéese

A teszt komplexitasa miatt (cellularis teszt) nem varhaté olyan mértéki
reprodukalhatésag, mint egy szérum teszttol.

Ha erds a pozitivitas, akkor a reprodukalhatésag jobb.

Az LTT vizsgalat idozitese

Megoszlanak a vélemények.

Akut fazisbhan nem érdemes — a T sejtek er6sen aktivaltak,
az effektor sejtek nagy szama miatt

Az ajanlott id6zités: 4-8 héttel az aktiv szakasz utan
Mindenképpen ajanlott 2-3 éven belul elvégezni.



Sensitivity & Specificity of the
lymphocyte transformation test (LTT)
Author n sensitivity |specificity |disease
Nyfeler & 100 |74 85* All
Pichler,1997
Luque Eet |50 62 03 Penicillins
al. 2001 (imm. & non-

’ immediate
Hari Y et al, |21 67 08 MPE &
2001 bullous E.
Naisbitt D |36 94 100 DRESS/
et al, 2003 DIHS
The sensitivity of LTT is dependent of the type of reaction !!

Az LTT specificitasa elfogadhaté

A szenzitivitas 60-70%

Werner J. Pichler

ADR-AC GmbH

Adverse Drug reactions —

Analysis and Consulting
Bern

A negativ eredmény nem zarja ki a gyogyszer tulérzékenységet!



Az LTT vizsgalati értéke kulonbozo betegségekben

Gyakran pozitiv (> 50%):
DRESS szindroma (Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms)
generalizalt maculopapulosus exanthema
bullosus exanthema
akut generalizalt exanthematosus pustulosis (AGEP)
anaphylaxis (IgE-medialt, sulyos tlunetek)

Alkalmanként pozitiv:
hepatitis (gyogyszerfiiggo)
pancreatitis
nephritis (gyogyszerfiiggo)
urticaria, angioedema
Stevens-Johnson szindroma (SJS)
Toxikus epidermalis necrolysis (TEN)

Nagyon ritkan pozitiv (< 10%):
vasculitis
macular exanthema
hemolitikus anaemia
fix gyoégyszer exanthema

Pichler nyoman



Bata-Cso6rgo Zs. et al. Bérgyogy. Vener. Szle , 85:36-38 (2009)

3251 beteg (2005-2008)

12119 gyogyszer

618 beteg — pozitiv LTT (betegek 19%-a)

775 gyoégyszer — pozitiv LTT (gyogyszerek 6,4%-a)

Diagnozis

LTT vizsgalattal pozitiv gyogyszer

sulyos anaphylaxia

szalicilsav, NeoCitran, Venoruton, Aflamin, ASS-C, Etomidat-lipuro

urticaria, angioddema

Cardilopin, Marcain, Bucain, Digimerck, Uregyt, Aleve, Aspirin, Zinnat, Controloc,
Motilium, Tetran, Renitec, Plavix, Dona por., Concor, szalicilsav, ciprofloxacin,
Cardura, Mebucain, ,,nativ varazs teakeverék™, Mycosyst, Algoflex forte, Algopyrin,
Humapronol, Uregyt, Lidocain, Cefzil, Rubophen, Nootropil, Etomidat-lipuro

immunkomplex vasculitis

Astrix, Amilorid, Brinaldix, Dona por

maculopapulosus reakcid

Algopyrin, Mixtura pectoralis, Alfetim, Ceclor, penicillin, Klacid, Rudotel, Aclotin,
Omeprazol, Vasilip, Nurofen, heparin, Béres calcium, Curam Duo, Betaserc,
Nitromint, Aktil Duo, Clexane, Fragmin, heparin, Colfarit, Coverex

AGEP Terbisil, Lamisil, Apranax
erythaema nodosum Algopyrin
fix gyogyszerexanthema Algopyrin

erythaema multiforme

Ednyt. Normodipin, Cardilopin, Xanax, Amilorid, penicillin, Quamatel, Medazepam.,
Co-Renitec, Norvasc, Augmentin

Stevens-Johnson syndroma | Dalacin, Medazepam, Mexalen

Lyell syndroma

Salazopyrin

Pozitiv LTT eredményt adé gyégyszerek




Az LTT modszer

elonyei:

In vitro moédszer
® Nem veszélyes a betegekre

®* Tobb gyoégyszer egyidejiileg
vizsgalhaté

A magas specificitas miatt a
pozitiv eredmény relevans

Szenzitivitas +/-?

¢ Jo kutatasi eszkoz a gyogyszer-
érzékenység tanulmanyozasara

hatranyai:

® Munka- és idéigényes

® Specialis felszereltséget
igényel (sejttenyésztés, steril
korulmények)

® Logisztika, friss vérbol
torténik a vizsgalat

® Szenzitivitas +/-?

® Nem kelléen standardizalt

® (Szakképzett személyzet,
jol bejaratott korulmények,
sok vizsgalat szukseéges)



Kozremukodok
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Az LTT vizsgalat finanszirozasa

pontérték
Vérvétel 47
Sejtizolalas 271
LTT 4 964/gyogyszer

Egy gyogyszer esetén fizetosen 24 820.- Ft



Altalanos problémak a gyogyszerérzékenység
diagnosztikajaban

. Tobb gyoégyszer az innate immunrendszert befolyasolja
(basophil sejtekbdl hisztamin felszabadulas, stb.)
nincs T sejt 0sszefliggés

. Azonos klinikai tunetek — mas immunmechanizmusok
kulonbozo tesztek alkalmasak

. A gyogyszer metabolitja okozhatja az érzékenységet,
vagy valamilyen vivéanyag

. A beteg egyszerre tobb gyogyszert szed

. A provokacio, mint ,,gold standard” veszélyessége miatt ritkan
alkalmazhaté

. A gyogyszerérzékenység gyakori — de egyes gyogyszerekre ritka
az egyes diagnosztikai moédszerek validalasa nehézkes
(kivéve a B-laktam antibiotikumok)

. A biolégiai terapiak uj kihivast jelentenek



