Proliferacni test a jeho role
v pozdni alergickeé reakci
(precitlivélost na léky) - doporuceni

Vysetreni DHR v laborator
klinické imunologie



DHR — delayed hypersenzitivity reaction
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Mechanismus pusobeni DHR
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Klinické dusledky DHR
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SIS — Stevens-Johnson syndrome TEN — Toxic epidermal rnecrolysis
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* Stevensuiv-Johnsonuv
syndrom o
imunopatologicka reakce
kuze

* edém, nekroza epidermis a
zanétliva infiltrace cév

* muzZe postihnout i spojivky,
dutinu Ustni, genitalie,
konecnik...

* TEN - toxicka epidermalni
nekrolyza nebo téz Lyellav
syndrom

 zznik puchyru a vyraznym
carovitym olupovanim
velkych ploch klze a sliznic

* vysoka mortalita



Vysetrovani pacienti

* Pacienti vhodni pro test:

* S pozitivni reakci na podavany lek

 \VySetreni idealné mezi 2- 5 tydnem od vzniku reakce
* Nejdéle vSak 6 meésicu po podani [éku a vzniku DHR



/pracovavany material

* |[dealné plnou heparinizovanou krev

* Naredit médiem

* |zolovat PBMC — 200 000bb/ jamka+ 5% autologni sérum + médium
* Nékolik redéeni Iéku v injekcni podobé — rfedit fyziologickym roztokem
* Inkubace 5-7 dni

* VVzdy pozitivni kontrola — stimulace PHA, Con A, CD3+CD28+

 \Vzdy negativni kontrola

* + kontrolni ,,zdravy“ pacient



Laboratorni testy vhodné pro vysetreni DHR

* Proliferace
* Inkorporace thymidinu
* BrDU
e Ki-67

 ELISPOT
e Méreni produkce cytokint
* nejcastéji IFN-y, TNF-a
* IFN-y muze byt ovlivnéno CMV, EBV a influenza viry

e Cytometrické méreni produkce cytokinu
* IFN-y, TNF-a

e Stanoveni granulolysinu
e Cytometrické nebo mikroskopickeé stanoveni poctu apoptotickych bunék

* Imunochromatografické stanoveni sérové hladiny granulolysinu v ¢asném stadiu
SJS/TEN (2-4 dm%



Vyhodnoceni proliferacnich testt pro DHR

* NejCasteji jako stimulacni index (SI) — pomer namerenych hodnot mezi
nestimulovanym a stimulovanym vzorkem, pricemz hodnota nad hodnotu 2
se bere jako pozitivni

e Omezeni testu:

. Sel?zmwta testu se lisi v jednotlivych studiich v zavislosti na lécich a typu klinické
rekace

Nejsou testovany ri)rlpadne metabolity [éku — nékteré ucinné latky jsou oxidovany v
jatrech enzymatickym systémem cytochromu P450

Néktere léky samy o sobé pusoblfJako stimulancia Ci inhibitory proliferace lymfocytu
— Prostaglandin E2 — supresivni efekt na IL-2 — je produkovan makrofagy v bunecnych
kulturach — moznost vyuZziti PGE2 inhibitor

MozZnost pritomnosti faleSné pozitivnich vysledka, tj. pozitivni vysledek
proliferacniho testu bez klinickych pfiznaku u pacienta

Vysledek vzdy davat do souvislosti s klinickym nalezem
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Kontrola nestimulovany vzorek
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CD3 APC

Kontrola nestimulovany vzorek
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FS INT

Pacientka nestimulovany vzorek
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FS INT

Pacientka stimulace PHA
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FS INT

Pacientka penicilin 5000
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FS INT

Kontrola penicilin 5000j
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Vyhodnoceni

Nestimulované
Concanavalin 1ug/ml
Concanavalin 2,5ug/ml
Phytohemaglutinin 2ug/ml
Phytohemaglutinin 5ug/ml
Penicilin 5000 jednotek
Penicilin 500 jednotek
Penicilin 50 jednotek
Ampicilin 10mg

Ampicilin Img

Ampicilin 0,1mg

Amoksiklav 10mg

Amoksiklav 1mg

Amoksiklav 0,1mg

Kontrola

% Ki67z CD3+

18,4
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95,5
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Pacientka stimulace PHA bez Live gatu
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FS INT

Kontrola pe
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Doporuceni

* Pouzit plnou krev nebo PBMC a sérum

* Pouzit vice koncentraci daného léku

* Pouzivat oznaceni zivych a mrtvych bunék
* Vzdy mit pozitivni a negativni kontrolu
 \Vzdy srovnavat se zdravou kontrolou



Dékuji za pozornost

e Podékovani :
e MUDr. Lenka Sedlackova
* Magr. Peter Slanina



