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A gyogyszerallergia napjaink egyik legnagyobb problemajava kezd valni és ez a jévében csak
fokozodni fog. Joformén alig van betegség, amelyet ne kezelnének gyogyszeresen, igy a
gyogyszer okozta nem vart reakciok igen fontos orvosi teendét igényelnek. A gyogyszer
mellékhatasok kb. 5-15%-a allergias mechanizmus kdvetkeztében alakul ki. Klinikankon
évente 200-300 beteget kezeliink sulyos, gyogyszer okozta bortiinetek, ritkabban anafilaxias
reakcio miatt. Az ambulans betegforgalomban is meglehetésen gyakoriak a gydgyszer okozta
bortlinetek, amelyeket jarobeteg rendelés keretei kozott oldunk meg. Mindezek alapjan
érthet6 az igény az egyes egyéneknél allergiat kivaltd gyogyszerek pontos érzékeny meghata-
rozasara.

Gyogyszerallergian csak az immunologiai mechanizmusok kdvetkeztében kialakuld tiineteket
értjuk. Jol ismert, hogy a gyogyszerallergiat kivalté immunpatologiai mechanizmusok nem
egységesek, egyarant el6fordulnak 1. korai tipusd (IgE medialt), Il. cytotoxikus reakcio Ill.
immunkomplex medialt vasculitis, 1V. sejtkozvetitett reakciok. Annak ellenére, hogy a
gyogyszererzékenység patomechanizmusa ennyire heterogén, feltételezheté, hogy minden
esetben a beteg szervezetében erzékenyitett limfocitak vannak. Ezért a gyogyszerérzékenyseg
kimutatasara alkalmazhatd in vitro eljards lehet az antigén hatasara jelentkez6 limfocita
proliferacio meérése.

A gyogyszerallergidk laboratoriumi diagnozisara klinikankon kialakult hosszi évek
tapasztalata alapjan legmegbizhatobb a limfocita transzformacios teszt (LTT). A modszer
Iényege, hogy a beteg periférias vérébol szeparalt limfocitak tenyészetében az érzékenységet
okoz0 gydgyszer jelenlétében a sejtek blasztos atalakuldsa kovetkezik be, és a DNS szintézis
fokozddasa mérhets a *H-timidin beépiilésével, vagy Gjabban a sejt proliferacié mértékét jelzs
MTT kolorimetrikus mddszerrel. A teszt érzékenysége 70 % koril van. A pozitiv eredmény
kétségtelendl jelzi, hogy az adott gyogyszer okozta az allergias reakciot, a negativ eredmény
viszont nem zarhatja teljesen a gydgyszerérzékenységet, mivel el6fordul, hogy a gydgyszer
metabolitja okozza az allergiés tulérzékenységet. Klinikank munkatéarsai az eltelt 30 év alatt

0sszesen 10 024 betegnel 24 644 gyogyszerrel vegeztek LTT tesztet.



Korabbi vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy gyogyszer okozta Lyell-syndromas esetekben
szérum-prealbumin hiény, illetve igen alacsony szérum prealbumin szint figyelheté meg. Azt
is megfigyeltik, hogy gydgyszerallergias és allergids kontakt dermatitiszes betegekben
jelentésen csokken a szérum-prealbumin szintje. Egyéb lehetéségek mellett (méajkarosodas,
negativ akut fazis reaktans, stb.) felvetédott a prealoumin esetleges hapten hordozo szerepe is.
Tovabbi vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a fenti betegségekben emelkedett a prealbumint
hordoz6 limfocitak szama (antigénhordozo limfociték); a prealoumin és a feltételezett antigén
elualhato volt a limfocitdk membranjarol, és az eluatummal a betegek limfocitai specifikusan
transzformalhatéak voltak. Ezek az adatok arra utaltak, hogy a szervezetben egy fontos
karrierhordoz6 fehérje nagy valdsziniiséggel a prealbumin.

Ezért korabbi OTKA témankban célul tiiztik ki az LTT vizsgalat specificitdsanak ndvelését
oly modon, hogy gydgyszereket kapcsoltunk huméan prealbuminhoz (OTKA 1991-1994).
Sajnos a beszerezhet6 tiszta human prealbumin rendkiviil draga volt, igy csak nagyon kevés
esetben tudtuk elvégezni az LTT-t, dsszehasonlitva prealouminhoz kapcsolt gydgyszerrel és
csak a gyogyszerrel. Megéllapitottuk, hogy bizonyos gyakori gyogyszerallergiat okozo6 szerek
(penicillin, sulfonamid, amidazophenum, novamidazophenum) esetében ezen gyogyszerekhez
kotott prealbuminnal végzett vizsgalatokban olyan egyeneknel is ki tudtuk mutatni a
gybgyszerérzékenységet, amikor csak a gyogyszerrel ez nem sikerdlt.

Az elmalt években a molekuléris bioldgiai és a bioinformatikai modszerek robbanasszeri
fejlédese lehetvé tette, hogy megismerjik a human fehérjék tébbségének szerkezetét és
biotechnoldgiai eljarasokkal ezen fehérjék, ill. biologiai szempontbol fontos epitdpjai
eléallithatok. Ezen eredmények birtokaban célul tiztik ki, hogy korabbi munkankat folytatva
megvizsgaljuk a prealbumin egyes szerkezeti elemeinek haptén hordozd szerepét és
kilénb6zé gydgyszerekhez kapcsolva nagyszadmu betegben meghatarozzuk azokat a

kombinéacidkat, melyek segitsegével az LTT teszt hatékonysaga ndvelheto.

A SZERZODESBEN VALLALTAKTOL VALO ELTERES OKAI

A szerzédesben vallaltak mellett a munkahipotézisiinket nem igazan alatdmaszté eredmények
hatdsara a kutatasi szakasz masodik fazisaban nagyobb hangsulyt fektettink a gyogyszer
érzékeny betegek gyogyszer jelenlétében osztodo limfocitak szubpopulécidinak és aktivacios

markereinek jellemzésére.



A TARGYKORBEN KIDOLGOZOTT ELMELETEK, MODSZEREK, ELJARASOK ES

AZ ELERT EREDMENYEK

Célkitiizés 1.

A prealbumin feltételezett haptén hordozé szerepéhez alkalmas peptid szakasz kivalasztasa,

szintézise, gyogyszerekhez valo kapcsolasa és a konjugatumok tesztelése gyogyszer-

allergidban szenvedé betegeknél.

Modszerek

1. A huméan prealbumin fehérje szamitdgépes analizise €és potencialisan immunogen
hosszabb fragmensének kivalasztasa.

A human prealbumin szekvencidjanak analizisével kivalasztottunk egy 31 aminosavbol allo

immunogén szakaszt (CPLMVKVLDAVRGSPAINVAVHVFRKAADDT), a tovabbiakban

CPDT, majd szilard fazisu peptidszintézissel eléallitottuk azt. Ennek soran optimalizaltuk a

szintézis modszert a fenti szekvencia nagyobb mennyiségben torténé eléallitasara. A termeéket

HPLC-vel izolaltuk és szerkezetét spektroszkdpiai mddszerrel bizonyitottuk.

2. A hapténként felhasznaland6 gydgyszermolekulak kivalasztasa és kapcsolasuk a CPDT
prealbumin peptidhez.

Haptéenkeént részben klinikai tapasztalatok, részben kémiai ismeretek alapjan négy, viszonylag

gyakran allergénként szereplé hatdanyagot valasztottunk ki. Ezek az Acetil-szalicilsav

(Aspirin), a Penicillin, az Antipirin és a Superseptyl.

Elsének két, szabad karboxil csoporttal rendelkezé gydgyszermolekula kapcsolasara kertilt

sor (acetil-szalicilsav, azaz aszpirin. ill. penicillin). A kapcsolas DMF és pH 7 puffer

elegyében, vizoldhat6 karbodiiimiddel (EDACXHCI) tortént, majd dializissel és liofilizalassal

izolaltuk a terméket. A konjugacié minket esetben sikeres volt, a kapott termékekkel

megkezddédtek a bioldgiai vizsgalatok. A kdvetkezékben a két, szabad aminocsoporttal

rendelkez6 gyogyszermolekula (Superseptyl vagy Sulfamidinium, 4-amino-N-(4,6-

dimethylpyrimidin-2-yl)-benzenesulfonamide ill 4-amino antipyrine) kapcsolésa tértént meg a

peptidhez mas kapcsolasi stratégiakkal.

Klinikai vizsgalatok

JOol meghatarozott klinikai tiinetekkel rendelkezé gydgyszerallergiaban szenvedo betegek és

egészséges személyek periferias vérébol limfocitakat szeparaltunk, majd LTT vizsgéalatot

vegeztiink a peptid-gyogyszer konjugadtumokkal és egyenként teszteltilk azok hatékonysagat a

hagyomanyos, csak gydgyszer alapu vizsgalatokhoz képest. Az LTT vizsgalatot a klinikankon

modositott MTT assay alapjan végeztiik. Pozitiv kontrollkent minden esetben

fitohemagglutinin (PHA) stimulaciot alkalmaztunk (10 pg/ml) és a gydgyszer altal okozott



proliferacio novekedést a gyogyszermentes kultirdkhoz viszonyitottuk. Pozitivnak itéltink
egy LTT vizsgalatot, ha gyogyszer-indukalt és a negativ limfocita kultdrak proliferacidjanak
hényadosa >1,5. A hatéanyagok alkalmazott optimalis koncentrdcidjat citotoxikus assay
segitségevel hataroztuk meg. Ennek alapjan az Acetil-szalicilsavat 38 ug/ml és 3,8 um/ml
vegkoncentracidban, a Penicillint 57 ug/ml és 5,7 ug/ml, az Antipirint 200 pug/ml és 10 ug/ml,
a Superseptylt pedig 65 pg/ml és 6,5 upg/ml végkoncentracioban alkalmaztuk.
Eredményeinket az 1. tdblazatban foglaltuk dssze.

Eredmenyek és megbeszélés

1. tblazat
Gyogyszer Vizsgalt | Mindkettére | Csak az adott | Csak a prealbumin
betegek pozitiv gyogyszerre peptid + gyogyszer
szama betegek pozitiv konjugatumra
szdma betegek pozitiv betegek
szama szama
Acetilszalicilsav 38 25 3 2
Penicillin 32 24 4 4
Aminoantipirin 28 19 5 2
Superseptyl 21 14 4 2

Az eredeti gydgyszer és a gyogyszer-prealbumin peptid konjugadtumok alkalmazhatdséaga

gyogyszerérzékenyseg kimutatasara LTT vizsgalattal gyogyszerallergiés betegekben.
Korai eredményeink azt mutattdk, hogy a prealbuminhoz koétott, allergénként gyanuba
keveredett hatéanyagok esetében, néhany esetben pozitiv eredményt tudtunk kimutatni a csak
gyégyszerbdl kivont hatéanyaggal szemben. Kezdeti vizsgalatainkban 17 betegnél, akiknél az
anamnézisben Penicillin allergia lehetésége felmertilt, elvégeztik a vizsgalatot Penicillinnel
és Penicillin-CPDT-vel. A Penicillin injekciobol kioldott hatéanyaggal szemben két betegnél
kaptunk pozitiv eredményt, mig a Penicillin CPDT-t alkalmazva harom betegnél sikertlt
igazolni az érzékenységet. Acetil-szalicilsavval és acetilszlicilsav-CPDT-vel 15 beteget
vizsgaltunk, ezek koziil egy betegnél sikeril igazolni a gyogyszer érzékenységet mind a két
alkalmazott hatdéanyaggal. Nagyobb betegszdammal és korabban mar bizonyitottan
gyogyszerallergias betegeknél elvégzett vizsgalataink azonban sajnos nem igazoltak
munkahipotézisiunket. Esetenként el6fordult, hogy a gyogyszer-peptid konjugatummal végzett
vizsgalat eredménye pozitiv lett a csak a gyogyszerrel végzettel vizsgélattal szemben, de

konzekvens kilonbséget nem talaltunk a gyogyszer-prealbumin peptid (CPDT) javara.



Celkitiizés I1.

Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy gyogyszer érzékeny betegeknél a hatdanyag hogyan
befolyasolja a limfocita szubpopuléaciok alakulasat és a B limfocitak felszini immunglobulin
(IgD, IgM, IgG) kifejez6dését.

Betegek

A betegek klinikai adatait a 2. tblazatban tlintettiik fel. A vizsgalat idépontjaban a betegek

tinetmentesek voltak. Az egészséges kontrollok nem mutattak érzékenysegi reakciot az adott

gyogyszerekre.
2. tablazat

Beteg 1 Beteg 2 Beteg 3 Beteg 4

AA. Cs.l. Sz.l. K.J.
Nem/életkor N6/40 N6/65 N6/63 N6/74
Erzékenyité Sulfamethoxazole | Penicillin Famotidine Trimetazidine
gyogyszer
Klinikai tinetek | Quincke oedema Nem ismertek | Dermatitis Testszerte vOros
a gyogyszer viszket6
szedesekor papulak,plakkok
LTT vizsgélat + + + +
Gyogyszer be- 25 év 5 év 2 hénap 2 év
vétel oOta eltelt
id6é
Modszerek

A betegektdl vett vérbol fehérvérsejteket izolaltunk (Ficoll-Paque, AmershamBiosciences,
Uppsala, Sweden) majd PBS pufferben torténé mosas utan a frissen izolalt sejtek egy részét
az alabbi fluoresceinnel jel6lt monoklonalis ellenanyagokkal inkubaltuk (30 perc, 4°C): anti-
human CD19-PE (Dako Cytomation, Denmark), anti-human IgD-FITC, anti-human 1gG-
APC, anti-human IgM-APC, egér 1gG2ak-FITC, egér 1gG1l-APC, patkany IgG1l-PE
(valamennyi BD Pharmingen, CA, USA). A sejtek mésik részét 72 éraig aktivaltuk 100ug/ul
koncentracidban azzal az adott gyogyszerrel, amelyre az adott beteg érzékeny volt. Az
aktivalas utan a sejteket az elézéekben felsorolt jel6lt antitestekkel aramlési citometriai
vizsgalatokhoz megfestettiik. A kontrol egyénektdl szarmazo sejteket specifikus allergénnel
nem aktivaltuk. A vizsgalni kivant B limfocitakat a sejtfelszini CD19 expressziojuk alapjan
aramlasi citometria segitsegével azonositottuk, majd a CD19+ B limfocitdk felszinén

kifejez6d6 1gD, IgG és IgM molekulak expressziojat hataroztuk meg.



Eredmenyek és megbeszélés

Az aramlési citometriai vizsgalatok eredményeit a 3. tablazatban részletezzilk. A CD19+ B
limfocitakat kikapuztuk, majd meghataroztuk az IgD, IgM és IgG pozitiv sejtek %-o0s aranyat.
Az 1. adbra a gyogyszerallergias betegek eseten az IgD, IgM és IgG pozitiv sejtek %-0s
aranyat mutatja a CD19+ B limfocita populacidban frissen szeparalt sejteken, valamint
gyogyszeraktivalast kovetéen. Eredményeink azt mutatjak, hogy a frissen izolalt B limfocitak
felszinén mindharom immunglobulin expresszidja nagyfokd variabilitdist mutat a
gyogyszerallergias betegek es a kontroll egyének esetén is. Aktivalast kdvetéen a kilonb6z6
immunglobulinok sejtfelszini kifejezédése szintén individualisan valtozik minden vizsgalt
egyén esetén. Mivel a betegek egy részénél csokkent, masoknal emelkedett a killénb6zé

immunglobulinokat expresszalo sejtek aranya, igy az esetszdm tovabbi ndvelését tervezziik.

3. tablazat
Felszini immunglobulint (IgD, IgM, IgD) hordozé CD19+ sejtek aranyanak valtozasa

gyogyszererzékeny betegek limfocita tenyészeteiben az érzékenyit6é gyogyszer hatasara

Kontroll csoport

1. kontroll | Nem aktivalt | Aktivalt 2. kontroll | Nem aktivalt | Aktivalt
IgD+ (%) 59,90 70,2 IgD+ (%) 62,19 58,68
IgM+ (%) 59,08 74,2 IgM+ (%) 43,82 30,26
1gG+ (%) 19,30 13,10 19G+ (%) 19,83 37,50
Allergiés betegek

1. beteg Nem aktivalt | Aktivalt 2. beteg Nem aktivalt | Aktivalt
IgD+ (%) 78,58 81,75 IgD+ (%) 64,14 76,59
IgM+ (%) 55,20 83,61 IgM+ (%) 54,77 82,25
1gG+ (%) 7,70 6,53 1gG+ (%) 24,35 11,86
3. beteg Nem aktivalt | Aktivalt 4. beteg Nem aktivalt | Aktivalt
IgD+ (%) 89,77 77,9 IgD+ (%) 50,08 74,21
IgM+ (%) 61,63 49,15 IgM+ (%) 29,44 33,7
1gG+ (%) 6,7 6,48 1gG+ (%) 16,96 12,65




Ezen eredményeinkbél messzemené kovetkeztetést nem kivanunk még levonni az alacsony
esetszam miatt, de a valtozdsok konzekvensen megjelentek, igy érdemesnek tartjuk a
vizsgalatok folytatasat.
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A gyogyszerallergias betegeknél (egyenként killon szinnel jeldlve) az IgD, IgM és IgG pozitiv
sejtek %-os aranyanak valtozasa a CD19+ B limfocita populécidban frissen szeparalt sejteken,

valamint a gydgyszeraktivalast kbvetoen.



Celkitizés 111.
Gydgyszer-specifikus limfocitdk gén expressziés mintazatanak és citokin produkcioja-

nak vizsgalata

Gyogyszer-specifikus T sejtek a legtobb gydgyszer-indukalta talérzékenységi reakcidkban
eléfordulnak. Ezen sejtek részt vehetnek a gyulladasos reakciok kialakitasaban, illetve
kozvetlenll bérreakciok kivaltasaban. A gyogyszerek a limfocitakat vagy haptén-protein
komplex formajaban vagy kozvetlen a T sejt receptorhoz vald direkt kotédéssel aktivaljak.
Kozismert tény, hogy az adott gyogyszerre érzékeny egyéneknél a gydgyszer minimalis
bevitele sulyos reakciot valt ki még évekkel a kezdeti hiperszenzitivitasi reakcié utan is. Ez
azt jelzi, hogy a gydgyszer érzékeny egyénekben egy allando repertoarja van a gyogyszer-
specifikus limfocitdknak, amelyeket az adott szer aktivalni képes.

Végs6 soron minden allergias reakcio az allergén-specifikus T limfocitdk jelenlétén mualik.
Mivel a gyogyszerérzékenységben szenvedé betegek esetében kevéssé ismertek a gyogyszer-
specifikus limfocitdk fenotipus sajatsagai, felszini tulajdonsagaik és a gyogyszerre
bekOvetkez6 gén-expresszids mintazat valtozasaik, ezért célul tiztuk ki ezen jellemzok
vizsgalatat 4 Kklinikailag jol definialt, ismert gyogyszerre érzékeny beteginknél 2 egészséges
egyénhez viszonyitva. A human TH1-TH2-TH3 RT? Profiler'™ PCR Array segitségével 84
gén expresszidjat vizsgaltuk, amelyek a CD4+ helper T limfocitdk TH1-TH2-TH3 tipusaival
vannak kapcsolatban. Szerepelnek benne TH1, TH2 és TH3 reprezentativ citokinek és
receptoraik génjei, emellett ezen citokinek kifejez6désének regulaciojaban szerepet jatszd
transzkripcids faktorok és a CD4+ limfocitdk egyéb markerei. Megtalalhatok tovabba
immunaktivacioban, az antimikrobialis humoralis valaszban szerepet jatszo gének.

A tanulmanyozott gének komplex listajat a 4. tablazat tartalmazza (12. oldal).

Modszerek

A gybgyszerek és az alkalmazott koncentraciok:

A gyogyszerek nem toxikus koncentracioit alkalmaztuk az in vitro indukciés vizsgélatokhoz.
Az alkalmazott gyogyszereket az alabbi koncentraciokban hasznaltuk:

Sulfamethoxazole: 30 ug/ml és 3 ug/ml; Aceclofenac. 100 ug/ml és 10 pg/ml; Penicillin: 50
ug/ml és 5 ug/ml; Famotidine: 100 pug/ml és 10 ug/ml; Trimetazidine: 100 pug/ml és 10 ug/ml.



Betegek
A betegek klinikai adatai a 2. tablazatban szerepelnek. A vizsgalat idépontjaban a betegek
tlinetmentesek voltak. Az egeszséges kontrollok nem mutattak érzékenységi reakciot az adott

gyogyszerekre.

Limfocita transzformacios teszt (LTT)

96 lyuku plate-ken dolgoztunk. 100 ul limfocita tenyészté6 médiumban felvett mononukleéaris sejt
szuszpenzi6t hasznaltunk, amelyet Ficoll gradiensen szeparaltunk és a sejtszam 2x10°%/ml-re lett
bedllitva. 4-6 parallelt készitettiink minden mintabol. A negativ kontroll csak sejteket tartalmazott,
limfocita tenyészt6 mediumban. A pozitiv kontrollhoz a tenyészté folyadék fitohemagglutinint
(PHA) is tartalmazott 10ug/ml koncentracioban. A gyogyszerhigitasokat a fentebb leirt higitasi
séma szerint a limfocita tenyészt6 médiumban készitettik el. A negativ kontrollhoz 100 pl
médiumot mértiink, a pozitiv kontrollhoz 100 ul PHA-t tartalmaz6 médiumot, a tébbi lyukhoz pedig
a kért gyogyszerhigitasokat, szintén 100 pl térfogatban. 72 6raig inkubaltuk a plate-ket 37°C-0s 5%
CO,-t tartalmazo termosztatban, majd leallitottuk a kultrékat. A sejt proliferacié mérésére az MTT

vizsgalatot alkalmaztuk.

Mintagyiijtés génexpresszios és citokin szekrécids vizsgalatokhoz

A génexpressziés vizsgalatokhoz a szeparalt limfocitakat (2x10° sejt/ml) 24-lyukd plate-ben
inkubaltuk a gydgyszert tartalmazoé, ill. nem tartalmaz6 tapfolyadékban. 72 h eltelte utan a
sejtfelliluszokbol mintét vettink citokin vizsgélatokhoz, majd a sejteket PBS-el mostuk és a
sejtiledékhez adtunk 1 ml RNS-stabilizald Trizol reagenst. Felhasznalasig a sejtfeliliszokat és az
RNS izolalashoz vett mintakat -70 C°-on taroltuk.

Mivel a gén expresszids array 12 vizsgalatot tett lehet6vé szamunkra, a kovetkezé mintakat
valogattuk ki: 2 egészséges kontroll frissen szeparalt limfocitai (C1 ésC2) és Sulphamethoxazole-lal
indukalt limfocitai (C1A és C2A), a négy kivalasztott beteg frissen szeparélt limfocitai (B1, B2, B3
és B4), valamint az adott érzékenyit6 gydgyszerrel indukalt limfocitak (B1A, B2A, B3A, B4A).

RNS izolalas és RT-PCR array

Az RNS izolalas Trizol reagenssel tortént a gyari protokoll alapjan (Invitrogen). Az izolalt
RNS-t tovabb tisztitottuk SV Total RNA Isolation System (Promega) felhasznaldsaval. Az
RNS koncentraciét BioRad fotometerrel mértik és az egyes mintakbdl kinyert RNS

6sszmennyisége 0,5-2 pg kozétt valtozott. Mintanként 100 ng RNS-t irtunk 4t cDNS-é az RT?
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PCR Array First Strand kit (SuperArray Bioscience Corporation) segitségevel. A TH1-TH2-
TH3 génexpressziés vizsgalatokhoz Human RT? RNA QC PCR Array-t (SuperArray
Bioscience Corporation) hasznéltunk az ajanlott SuperArray RT? Real-Time'™ SYBR Green
PCR Master Mix-szel. A kit 12 minta vizsgalatara adott lehet6séget. Minden minta esetében
sor kerult a kérdéses 84 gén mellett 5 haztartasi gén vizsgalatara, az RT hatékonysaganak, az
esetleges genomi DNS szennyezédésnek és a PCR mingségének tesztelésére. A Real-Time
PCR futtatdsokat iCycler (BioRad) készulékkel végeztuk. Az eredmények értékelése a
SupperArray Bioscience Corporation honlapjan ajanlott és letdltheté RT? Profiler PCR Array
Data Analysis software segitségével tortént.

A fehérvérsejt aktivalast kdvetéen Osszegyujtott és lefagyasztott felliliszokbdl kilonbdzo
TH1 és TH2 citokinek ELISA modszerrel torténé vizsgalatat tervezzik elvégezni. Az ehhez
szilkséges ELISA kiteket beszereztilk, a vizsgalati protokollokat beallitottuk. A késébbiekben
vizsgalni kivant citokinek a kovetkezok: IL-4, IL-5, IL-10, GM-CSF, IFN-y. (mindegyik BD

Pharmingen).

Eredmenyek és megbeszélés

A vizsgalatban jol dokumentalt gydgyszerérzékenységben szenvedd betegek vettek részt.
Mind a négy beteg esetében a gyogyszerérzékenységet bizonyitotta pozitiv és specifikus in
vitro T sejt reaktivitds a kérdéses gyogyszerre LTT modszerrel. A betegek a vizsgalat
idépontjaban tiinetmentesek voltak és a gyogyszer bevétele, valamint a klinikai tiinetek 6ta 2
honap - 25 év telt el.

A SuperArray vizsgalat szigor( validitasi feltételeinek sajnos a C2 és C2A mintak nem tettek
eleget, igy az értékeléshol kizarasra keriltek, igy csak a C1 és C1A mintak szolgalhattak
kontrollként. A részletes eredményeket az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. Minden egyes minta
génexpreszios vizsgalati eredményei elészor 5 haztartasi génre lettek normalizalva a letdlthet6
RT? Profiler PCR Array Data Analysis software segitségével. Ezutdn péronkeénti
Osszehasonlitds tortent, az aktivalt mintdk génkifejezédési mintazatait vetettik egybe
ugyanazon szemelyek nem indukalt mintaival. Az 5. tablazatban szereplé értekek az
indukalt/nem indukalt limfocita kultardk un. ,kiszob ciklus” értékeinek hanyadosat
tartalmazzak génenként bemutatva. Amennyiben ez az érték 2-nél nagyobb, az adott gén
kifejezodésének fokozodasat, ha 1-nél kisebb a kifejezé6dés csdokkenését jelentheti. Az 5.
tablazatban kulén megjeldltik a TH1 citokinek és rokon gének, a TH2 citokinek és rokon

gének valamint a CD4+ T sejt markerek csoportjait.
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Az eredmenyekbdl lathatd, hogy az egeszseéges kontroll limfocitaihoz képest mind a 4 beteg
esetében az érzékenyitd gydgyszer hatasara sokkal tobb vizsgalt gén kifejezédésének
valtozasa kovetkezett be, elsgsorban pozitiv iranyban. Az is megallapithatd, hogy a TH1 és
TH2 tipust valaszok egyarant indukalodnak a gyogyszerallergias betegeknél, bar egyénenként
kilénbozo kifejezédesi mintazatot mutattak. Eredményeinket kiegeszitik majd a limfocita
tenyészetek fellilisz6jabdl végzett citokin ELISA vizsgélatok (IL-4, IL-5, IL-10, GM-CSF,
IFN-y).

Vizsgalataink megerésitik azt a vélekedést, hogy a gydgyszerallergia mind Klinikai
megjeleneseben és lefolyasaban, mind immunologiai mechanizmusaiban heterogén korkep, a
TH1 és TH2 tipusu valaszok keverednek. Sajat gén expresszios adatainkat szeretnénk
részletesebben tovabb elemezni.

KOMMENTAR

A gyogyszerallergia diagnosztikaja, annak megbizhatdsdga az utdbbi 30 évben lényegesen
nem valtozott, nem fejlédott. Ezert Kivantuk a prealbumin antigenikus epitdpjaval jelolt
gyogyszerek szerepet megvizsgalni, hogy fokozza-e az LTT vizsgalat szenzitivitasat. Sajnos
eredményeink ezt nem igazoltdk, bar nagyobb szam( betegeken végzett vizsgalat
nehézségekbe Uitkozott a vizitdij bevezeteése miatt. (Nem tudtunk biztosan gydgyszer érzékeny
betegeket visszarendelni és Ujra tesztelni.) Ezért a fennmaradd idében és az anyagi
lehetéségeinktél fliggéen a patomechanizmus iranyaban torténtek vizsgalatok biztosan
gyogyszer érzékeny egyének eseteben.

Ezek az eredmények megerésitik a gyogyszerallergia immunoldgiai heterogenitasat. A
modern modszerekkel nyert adatok a citokin markerek és a megvaltozott expresszidju gének a
gyogyszerallergia patomechanizmusanak Gjabb iranyait jelolik ki. A vizsgalatok
komplettalasa utan eredményeinket k6zlemény formajaban kivanjuk kdzreadni.

Osszefoglalva megéllapithatd, hogy az elé6zé eredményeink és feltételezéseink alapjan
elvégzett kisérleti sorozat nem igazolta, hogy a prealbumin antigenikus peptidjéhez kapcsolt
gyogyszer ndvelné az LTT eredményességet. Csak néhany olyan eset volt, ahol az antigenikus
epitophoz kapcsolt gyogyszer adott pozitivitast ellentétben a csak gyogyszerrel végzett LTT-
vel.

A patomechanizmus irdnydban modern moddszerekkel végzett kutatdsok sok Uj eredményt
hoztak és ezek a késébbiekben folytatasra alkalmasak.
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4. tablazat

A TH1-TH2-TH3 SuperArray segitsegével vizsgalhatd gének (a tablazatban a gének ismert roviditései szerepelnek).

IL17A CCL11 CCL5 CCL7 CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CD28 CD4 CD40LG IL23A
AO01 A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 A10 Al1l Al2
CD80 CD86 CEBPB CREBBP CSF2 CTLA4 CXCR3 FASLG GATA3 GFI1 GLMN GPR44
BO1 B02 BO3 BO4 BO5 BO6 BO7 BO8 BO9 B10 B11 B12
HAVCR2 ICOS IFNG IGSF6 IL10 IL12B IL12RB2 IL13 IL13RA1 IL15 IL18 IL18R1
Co1 C02 Co3 Co4 C05 C06 Co7 Co8 C09 C10 C11 C12
IL1R1 IL1IR2 IL2 IL2RA IL4 IL4R ILS IL6 IL6R IL7 ILS INHA
D01 D02 D03 D04 D05 D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12
INHBA IRF1 IRF4 JAK1 JAK2 LAG3 LAT MAF MAP2K7 MAPK8 NFATC1 NFATC2
EO1 E02 EO3 E04 EO5 E06 EO7 EO8 E09 E10 El1l E12
NFATC2IP PCGF2 PTPRC SFTPD SOCs1 SOCSs2 SOCS5 SPP1 STAT1 STAT4 STAT6 TBX21
FO1 FO2 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9 F10 F11 F12
TFCP2 TGFB3 TLR4 TLR6 TMED1 TNF CDh27 TNFRSF8 TNFRSF9 TNFSF4 TYK2 YY1
GO1 G02 GO03 G04 GO05 GO06 GO07 GO08 G09 G10 G1l1 G12
B2M HPRT1 RPL13A GAPDH ACTB HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
HO1 HO02 HO3 HO04 HO5 HO6 HO7 HO8 HO09 H10 H11 H12

HO1 - HO5 haztartasi gének

HO1- Beta-2-microglobulin

HO02 - Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome)
HO03 - Ribosomal protein L13a

HO04 - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HOS5 - Actin, beta

HO6 - Human Genomic DNA Contamination

HO07-H08-HO9 - Reverse Transcription Control

H10-H11-H12 - Positive PCR Control



Symbol Well
IL17A A01
CCL11
(eotaxin) AQ02
CCL5
(RANTES) A03
CCL7 (MCP-3) | AD4
CCR2 (MCP R) | AD5
CCR3 (eotaxin
R) A06
CCR4 A07
CCR5 A08
CD28 A09
CD4 A10
CD40LG All
CD69 Al12
CD80 BO1
CD86 B02
CEBPB BO3
CREBBP B0O4
CSF2 (GM-

CSF) BO5
CTLA4 B0O6
CXCR3 BO7
FASLG BO8
GATA3 B09
GFI1 B10
GLMN B11
GPR44 B12
HAVCR2 Cco1
ICOS C02

Kontroll Beteg 1
Fold
Fold diff.  diff.
1,58 2,43
0,49 0,43
1,58 0,02
0,91 0,86
1,47 0,33
0,52 0,33
1,82 0,49
0,52 0,33
0,52 0,33
1,95 1,60
0,91 0,33
1,20 1,84
0,52 0,33
1,20 1,06
1,95 1,84
0,91 0,46
0,52 0,33
0,49 0,75
1,28 0,65
0,52 0,33
0,52 0,43
2,75 1,30
1,82 0,57
0,52 0,33
1,28 1,13
1,28 0,65

Beteg 2 Beteg3 Beteg4
Fold

diff.

1,16
1,01

0,77
4,35
2,17

1,01
1,01
1,01
1,01
0,72
0,44
0,88
2,17
0,22
1,16
1,89

1,43
1,16
0,33
0,58
0,33
0,82
0,77
0,95
1,43
1,43

Fold
diff.

0,86
2,99

0,80
178,53
1,49

2,11
0,57
2,11
2,11
0,40
0,57
0,57
2,43
0,99
2,11
0,80

3,94
0,57
0,75
1,13
1,06
1,21
1,13
0,61
0,37
0,99

Fold
diff.

0,95
1,01

0,72
10,70
0,62

0,88
0,58
0,82
0,82
0,54
1,01
1,77
0,82
0,82
2,17
0,95

0,82
1,01
0,58
0,41
0,58
0,88
0,88
0,82
0,51
1,65
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A megvaltozott expresszioju gén funkcidja

eosinofil sejtek migracioja, allergias folyamatok beinditasa

kemoattraktans a monocitak, memoaria T sejtek szamara
kemoattraktans a monocitak, aktivalt T sejtek szamara
MCP-1 receptora

eosinofil sejtek aktivacioja

T sejteken costimulator molekula, aktivaciéhoz sziikséges
CD4 felszini marker
B sejtek mikodését szabalyz6 T sejt faktor

Costimulator molekula, aktivaciéhoz sziikséges (CD28-CD80)

Transzkripciés faktor IIL-6 gén responziv elemje

novekedési faktor

kemokin receptor



Symbol Well
IFNG co3
IGSF6 Co4
IL10 C05
IL12B C06
IL12RB2 cov
IL13 Cco8
IL13RA1 Cco09
IL15 C10
IL18 Ci11
IL18R1 Ci12
ILIR1 D01
ILIR2 D02
IL2 D03
IL2RA D04
IL4 D05
ILAR D06
IL5 D07
IL6 D08
IL6R D09
IL7 D10
IL9 D11
INHA D12
INHBA EO1
IRF1 EO2
IRF4 EO3
JAK1 EO4
JAK2 EO5
LAG3 EO06
LAT EO7
MAF EO8
MAP2K7 E09

Kontroll

Fold diff.
0,56
1,12
0,52
0,52
0,52
0,49
1,38
0,52
0,52
1,20
0,52
0,52
0,52
0,34
0,52
0,91
0,52
1,95
0,91
1,69
0,52
0,52
0,60
1,20
2,39
1,28
0,52
0,64
1,58
1,20
0,52

Beteg 1
Fold

1,06
2,11
0,33
0,33
0,33
0,33
1,39
0,33
0,33
0,57
0,33
0,33
0,40
0,53
0,33
2,60
0,33
3,20
1,21
1,72
0,33
0,33
1,49
1,49
1,72
1,39
0,33
0,75
1,13
0,86
0,40

Beteg 2 Beteg3 Beteg4
Fold

diff.

7,06
0,88
1,01
1,01
1,01
0,77
1,34
1,01
0,58
0,67
1,43
1,01
1,43
0,67
1,01
1,01
1,01
3,07
1,09
0,95
1,01
1,01
0,33
0,77
0,88
0,95
1,34
1,01
0,02
1,01
1,01

Fold
diff.

2,11
0,80
0,30
2,11
2,11
5,58
0,49
2,11
0,53
0,92
1,39
2,43
1,13
1,13
2,11
0,99
2,11
4,23
0,65
0,37
2,11
2,11
11,96
0,53
1,13
0,80
0,61
0,75
1,21
0,70
0,70

Fold

0,82
3,07
0,88
0,82
0,82
0,62
1,01
0,82
0,95
0,88
1,43
1,65
0,82
1,34
0,82
0,82
0,82
1,77
0,54
1,01
0,82
0,82
0,95
0,67
0,62
1,54
0,88
0,44
0,95
0,82
0,82

A megvaltozott expresszioju gén funkcidja

Interferon-gamma
immunglobulin superfamily member 6; antigénkotés

Interleukin 12
Interleukin 12 receptor része; IFN-gamma upregulalja
Interleukin 13

Interleukin 15

Interleukin 1 receptor

Interleukin 4
Interleukin 4 receptor
Interleukin 5
Interleukin 6

Interleukin 7
Interleukin 9
Inhibin o
Inhibin B

T sejtek aktivacios faktora
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Symbol Well
MAPKS8 E10
NFATC1 E1ll
NFATC2 E12
NFATC2IP FO1
PCGF2 F02
PTPRC FO03
SFTPD FO4
SOCs1 F05
SOCS2 F06
SOCS5 FO7
SPP1 FO08
STAT1 F09
STAT4 F10
STAT6 F11
TBX21 F12
TFCP2 GO01
TGFB3 G02
TLR4 GO03
TLR6 G04
TMED1 G05
TNF G06
TNFRSF7 GO07
TNFRSF8 G038

I
I

Kontroll

Fold diff.
0,40
0,74
1,95
2,57
0,56
1,12
0,52
1,12
0,52
0,52
0,69
1,20
0,69
0,04
1,95
0,52
0,40
0,52
0,42
0,52
1,28
0,52
0,52

Beteg 1

Fold Fold

diff. diff.
0,86 2,33
1,13 0,82
0,92 0,67
0,99 1,01
0,25 6,15
1,30 1,25
0,33 1,01
1,21 0,58
0,33 1,01
0,33 0,95
0,33 0,01
1,06 0,77
0,33 0,88
0,99 0,77
1,60 0,88
0,75 1,01
0,30 1,43
0,33 1,01
0,40 1,34
0,80 2,87
1,72 0,82
0,33 1,01
0,49 1,25

Fold
diff.

0,92
0,80
0,75
1,21
2,79
1,13
2,11
1,13
2,11
0,99
0,92
0,25
0,57
0,65
1,06
0,75
1,72
1,13
0,99
0,92
0,43
1,13
0,75

A génexpressziod névekedése

A gén downreqgulacidja

THA1 citokinek és rokon gének

TH2 citokinek és rokon gének

CD4+ T sejt markerek

Beteg 2 Beteg3 Beteg4
Fold

0,88
1,01
0,82
1,43
2,50
1,25
0,82
0,54
1,09
1,77
0,38
0,72
0,88
1,16
0,77
0,77
0,82
0,72
1,01
1,01
0,62
0,82
0,82

A megvaltozott expresszioju gén funkcidja

MAP kinaz; szignalizacios folyamatok

transzkripcios repressor; citokinek negativ regulatora
Surfactant, tid6-asszocialt protein D
Citokin szignalizacios szuppresszor

Korai T limfocita aktivaciés marker
Transzkripcids faktor

IL-4 medialta valaszokba kdzponti szerepet jatszik

Aktivalt Th2 sejteken fejezédik ki
tumor nekrozis faktor
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