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Erken [lac Hipersensitivite Reaksiyonlarinda Bazofil
Aktivasyonu ve Bazofil Aktivasyon Testi (BAT)

Basophil Activation in Immediate Drug Hypersensitivity Reactions and Basophil

Activation Test (BAT)

Oner Ozdemir

Bazofil aktivasyon testi (BAT) icin, degranulasyon markiri olan ve CD63
de denilen lizozom-iliskili membran glikoprotein-3 molekiilii ya da
(D203cln upregulasyonu (ekspresyonunda artma) tespit edilir. Degra-
niilasyon granuller denilen 6nceden olusmus medyatorlerle dolu spe-
sifik intraselltler vesikiillerin plazma membrani ile fiizyonu ve bunun
sonucunda CD63 molekilintin iceriden disariya gegisidir. Yiizey CD63
molekiliniin saptanmasina yarayan, floresan yogunlugunu gosteren
sinyalde ani ve bariz artis (sinyalde logaritmik kayma) ile sonuglanir. Es
zamanli olarak, CD203cnin upregulasyonu da gozlenir ve CD203¢ mo-
noklonal antikora ait ortalama floresan yogunlugunu gosteren sinyalde
anlamli derecede artis tespit edilir. En sik kullanilan bazofil tanimlama
stratejileri yiizey immunoglobulin E (IgE), eotaksin CC kemokin resep-
tor 3 (CCR3), interleukin-3 reseptor alfa zinciri CD123, prostaglandin
D2 reseptorti CRTH-2, veya bazofil-spesifik ektonukleaz CD203¢ dir. Ani
ilag hipersensitivite reaksiyonlarinda BAT'In faydasi ¢cok degiskendir. Bu
ilacin kendisinin yaninda serum proteinleriyle spontan olarak konjuge
olabilme kapasitesine baglidir. Testin duyarlik ve 6zglinlugiini ana ilag
ya da metabolitlerinin saf soltisyonlarina karsin ilag-protein konjugatlari
ile stimtlasyonu etkileyebilmektedir. Diger etkileyen faktorler arasinda
stimulan, tanimlama ve aktivasyon markirlarinin, stimiilasyon protokol,
kapilama stratejilerinin secimi ve cut-off tanimlamasi sayilabilir. BAT tes-
ti, beta-laktam antibiyotik, noromuskuler bloker ajanlar, radyokontrast
maddeler, platinum-iceren kemoterapatikler, analjezikler ve biyolojik
ilaclara veya kinolona karsi gelisen ani ila¢ hipersensitivite reaksiyonla-
rinin saptanmasinda yararl bulunmustur. Genelde, deri testi, ila¢ provo-
kasyon testi ve BAT arasinda iyi bir korelasyon olmakla beraber, BAT'in bu
invivo testlerin tamamlayicisi oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: ilac, hipersensitivite, bazofil, bazofil aktivasyon testi

Giris

In the basophil activation test (BAT), the expression of the degranulation
marker lysosomal-associated membrane glycoprotein-3, also termed
as (D63, or upregulation of CD203c is determined. Degranulation is
the fusion of specific intracellular vesicles filled with preformed me-
diators, which are the so-called granules, with the plasma membrane
and the transition of CD63 from inside out. The result is a sudden and
pronounced rise, i.e., log shift, of the fluorescence intensity signal in
the detection of surface CD63 molecule. Concomitantly, the upregula-
tion of CD203c has been observed; this can be detected as a significant
increase in the mean fluorescence intensity signal of the CD203c detec-
tion antibody. The most common identification strategies use surface
IgE, eotaxin CC chemokine receptor 3, the interleukin-3 receptor alpha
chain CD123, the prostaglandin D2 receptor CRTH-2, or the basophil-
specific ectonuclease CD203c.The usefulness of BAT in immediate drug
hypersensitivity reactions is highly variable and dependent on the drug
and its capacity to spontaneously conjugate to serum proteins. Stimula-
tion with pure solutions of the parent drug or metabolites thereof ver-
sus drug-protein conjugates may influence the sensitivity and specific-
ity of the BAT. Other influencing factors are as follows: the selection of
stimulants or of identification and activation markers, the protocol for
stimulation, strategies for gating, and the definition of the cut-off. The
BAT is helpful to detect immediate drug hypersensitivity reactions to
beta-lactam antibiotics, neuromuscular blocking agents, radiocontrast
media, platinum-containing chemotherapeutics, analgesics, and bio-
logicals or quinolone. In general, although there is a good correlation
among the skin test, drug provocation test, and BAT; BAT has proven to
be useful to complement in vivo tests.
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Penisilin gibi antibiyotikler ve aspirin, non-steroid anti-enflamatuvar ilag (NSAID) gibi ilaglara karsi
gelisen erken ilac asir duyarlik hipersensitivite reaksiyonlari (IHR)nin etyo-patogenezinde her gecen
giin yeni yolak ve asiri duyarlik / hipersensitivite hipotezler tarif edilmeye devam edilmektedir. En iyi
bilinen hipotezler hapten/pro-hapten ve farmakolojik interaksiyon (p-i) konseptidir (1).

- Hapten / Pro-hapten konsepti: Kiiciik molekiiler agirhkli ilaglar (hapten) ve ilacin metabolizma-
si sonrasi olusan reaktif ara Griinler/ metabolitleri (pro-hapten) kendi baslarina Fc&-RI ile capraz
baglanma yapamazlar (2). Hapten ve pro-hapten konseptine gore gelisen erken iHR’ larinda bazo-
fillerin rol oynadigi diistintilmektedir.

- P-i konsepti: ilaclarin (lidokain, sulfametoksazol, lamotrigin vb.) immiin reseptorler tizerinden
T-hiicrelerle enteraksiyonu sonucunda T-lenfositler gecikmis tip immiin reaksiyonlar gelistirir ve
burada bazofillerin rolti yoktur (3).

Bu ii¢ hipotezden de anlasildig gibi, bazofillerin ve aktivasyonunun erken IHR'nin gelisiminde
rolii oldugu anlasilmaktadir. Erken IHR' nin teshisi genellikle hikaye/6ykii alma, prik ya da intra-
dermal deri testleri ve ilaca karsi olusan spesifik immunoglobulin E (IgE) antikorlarinin miktarinin
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belirlenmesine baglidir (4). Bu metotlar IgE-aracili reaksiyonlarda
cogu zaman vyetersiz ve IgE-aracili olmayanlarda ise faydasizdir.
ilag provokasyon testleri de altin standart olarak kabul edilmesine
ragmen, etik ve pratik nedenlerden otiirii de her zaman yapilamaz
(5). Dolayistyla bu tur alerjik reaksiyonlarda rol oynayan hiicrelerin
(bazofil ve mast hiicresi) incelenmesine dayali bazofil aktivasyon
testi (BAT) gibi in vitro testlerin gelistirilmesine ihtiyac vardir (6).

BAT, IgE-aracili ve IgE-aracili olmayan mast ve bazofil hiicre degrant-
lasyonunu gosteren bir testtir. Sorumlu ilag ya da metaboliti ile stimu-
lasyon sonucu akim sitometri ile bazofillerin taninip (anti- IgE, CCR3,
CRTH2 ve CD203c ekspresyonu vh.) onlarin aktivasyon diizeyinin (CD63
ve CD203c ekspresyonu ile) dlctilmesine dayanir (7).

BAT yirmi bes yil kadar 6nce tanimlanmasina ragmen, alerjide
gereken yerini bulamamistir. Zamanla gelisen in vitro testlerle be-
raber, 2016 ENDA/ EAACI (European Network on Drug Allergy and
Drug Allergy Interest Group of the European Academy of Allergy
and Clinical Immunology) pozisyon paper (goris belgesi)'inda de-
nildigi tzere, kiside IgE-araciliferken iHR'den siiphelenirse; kisi
yiiksek riskli grupta ise, anafilaktik reaksiyon gecirmisse ya da in
vivo deri testleri yapilamiyorsa bu kiside in vitro testlerin (ilaca
spesifik IgE ya da BAT testi vb.) yapiimasi 6ncelenebilinir (8). Bu
derlemede; BAT metodu, onemi, ilag alerjilerinde kullanim potan-
siyeli ve limitleri izerinde duracagiz.

Bazofil Aktivasyon Testi: in Vitro Bazofillerin Aktivasyonu Nasil
Saglanir?

BAT icin genellikle heparinize, sitrat- veya Etilendiamin tetraase-
tik asit (EDTA)-ile antikoagule tam kan kullanihr. Yeterli degranu-
lasyonu saglamak icin, kan EDTA’l tiipe konuldugunda kalsiyum
ilavesi yapilmalidir. Genellikle alinan 200 L heparinize tam kan
37°C‘de 20 dakika boyunca, negatif kontrol tiiptinde 200uL buffer
(tampon), pozitif kontrol tiiptinde ise 200uL anti-IgE ile karsilasti-
rilir. (Bazen anti-IgE antikorlari yerine anti-Fc€-RI antikorlari veya
formyl-methionine-leucine-phenylalanine (fMLF) kullanilir. fMLF
alternatif degranulasyon /aktivasyon stimulusu olup, in vitro IgE-
aracili yolak stimulasyonuna cevap vermeyen (non-responder: ce-
vapsiz) bazofiller icin kullanilir). Test tiiptinde ise 200uL voliimdeki
kan degisik (minimum, maksimum ve optimal) konsantrasyonda
test edilecek allerjen (6rnegin rokuronyum gibi genel anestezi aja-
ni) ile karsilastirihr. Allerjen en az iki spesifik IgE/FcERI ile komp-
leks olusturdugunda, bazal (sakin) haldeki bazofil aktive olur. Bu
aktivasyon sonrasi CD203c ekspresyonu kismen artsa (upgrade) da,
(D63 ekspresyonu ise anafilaktik degraniilasyon ile logaritmik bir
artis sonucu zirve yapar. Reaksiyon 1 mL buzla sogutulmus tam-
pon soltisyon (10 mmol/L EDTA iceren) phosphate buffer solution
(PBS) ile 20 dakika sonra sonlandirilir. Daha sonra test ttipleri 5
dakika boyunca 4°Cve 200G’ de cevrilir. Tipler hazirlandiktan son-
ra, akim sitometri'de calismaya baslamadan once bazofili secmek
ve aktivasyonunu 6l¢mek icin; hiicreler 20uL monoklonal anti-hu-
man IgE, 10uL monoklonal CD63, 10uL CD203c antikorlari ile 20
dakika stiresince buz tstiinde boyanir (9-14). Tipler daha sonra
akim sitometride ¢alisiimaya baslanir.

Sitometri’ de bazofil tanimlama stratejisi olarak en sik ve yaygin kul-
lanilan yuzey IgE molekilleridir (side scatter ((SSC) 'ow/dusukt|g poiti
granilasyonu distk ve IgE pozitif hiicre). Yine tanimlama stratejile-
rinin icinde, eotaxin CC chemokine receptor 3 (CCR3), IL-3 receptor
a-chain (CD123), prostaglandin D2 reseptorii (CRTH-2) ve bazofil-spe-
sifik ektontikleaz CD203c gibi molekiil ekspresyonlari kullanilir (10).

Capraz ilac- (D203c (D63  Hapten- Bazofil ~ FceRI
baglanma  spesifik taslyia medyatori

sinyal IgE kompleksi

kaskati

Resim 1. Bazofilde degraniilasyonun sematik anlatimi. Hapten-tastyici
kompleks ilaca spesifik IgE ile capraz baglanma ile olusan sinyal sonucu
vezikiillerdeki medyatorler membrandan salinir. Bu sirada CD63
ekspresyonunda logaritmik ve CD203c ekspresyonunda ise kismi bir artis
(upregiilasyon) olmaktadir (3)
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Resim 2.a.h. Akim sitometride bazofil degraniilasyonunun gosterilmesi;
(@) Degraniilasyon sirasinda bazal halde stimile olmamis bazofile gore,
aktive olmus hticrelerde CD63 ekspresyonunda logaritmik ve (b) CD203c
ekspresyonunda ise kismi bir artis (upregtilasyon) histogramlarda
gortilmektedir (3)

Sitometri’ de bazofillerin aktivasyon belirtecleri olarak CD63 ve
(CD203c ekspresyonlarina bakilir. Bunlarin bazen degerlendirmede
beraber kullanildigi da olur. Beraber kullanildiklarinda BAT" in du-
yarlik ve 6zguinltigtintin arttigi bilinmektedir (9-14).

(D63 (LAMP-3) ekspresyonu, hiicrede degrantilasyonu gosteren be-
lirtectir. Graniiller, medyatorle dolu intraselliiler vesikiilerin Gstiin-
deki CD63, plazma membrantile birleserek degrantiile olur (Resim 1)
ve (D63 eksprese olunur. Bu hiicre ylizeyi CD63 ekspresyonunda,
ortalama floresan yogunluk mean floresan intensity (MFI) sinyalin-
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Tablo 1. Bazofil aktivasyon testinin duyarlik ve ozgiinliigu

Test Sik kullanilan ilag gruplan
Antibiyotikler NMBA RKM
BAT Beta-laktam Kinolon Rokuronyum, vbh. Radyokontrast madde
Duyarlik %22-55 %0-100 %36-92 %46-100
Ozgiinliik %79-100 %90-100 %90-100 %89-100
BAT Nadir kullanilan ilag gruplar
Kemoterapotikler Biyolojik ajanlar Analjezik / NSAID
-Platin iceren- Pirazolon ASA
Duyarhk %67-100 %67-100 %42-55 %17-78
Ozgiinliik % 82-100 % 82-100 %86-100 %40-100

ASA: asetil salisilik asit; BAT: bazofil aktivasyon testi; NMBA: néromuskuler bloker ajan; RKM: radyokontrast madde; NSAID: non-steroid anti-enflamatuar ilag

Sik kullanilan ilaglardan olan antibiyotik, noromuskuler bloker ajan, radyokontrast madde ve nadir kullanilan kemoterapétik, biyolojik ajan ve analjezik / non-steroid anti-enflamatuar ilag gruplarina

bagli reaksiyonlarda uygulanan testin duyarlik ve 6zgiinliik oranlari goriilmektedir.

de ani ve bariz bir yukselise, log-shift (logaritmik kayma)’'e yol acar.
CD203c ekspresyonu, normal /bazal durumda hiicre yiizeyinde
belli oranda zaten eksprese edilmekle beraber, aktivasyon sonra-
sinda ise CD203c ekspresyonunu yansitan MFI sinyalinde onemli
derecede artisla (upgrade) kendini gosterir (9-14; Resim 2).

BAT’in Degerlendirilmesinde Teknik Meseleler

Akim sitometride calisma yaparken; minimum 200, optimal 500-
1,000 bazofilde aktivasyon markirlarina bakilmalidir. BAT deger-
lendirmesinde; spontan olarak (kendiliginden) aktif olan bazo-
filleri ayirt etmek icin, cut-off degeri %5 olarak kabul edilmistir.
Bu bazal oranin alerjenle temas sonrasi aktive olan bazofillerin
oranindan cikarilmasi gerekmektedir. Yine aktivasyonun siddeti
de stimulasyon indeksi (SI) (%) ile olctlir. Negatif kontrole gore
allerjenle % CD63- / CD203c- pozitif hale gelen bazofil hticreleri SI
(%), veya aktivasyon markirlarinin MFI sinyali ile olgltr (10, 15).
Yine doz kiirvii alti alani alani/under the dose curve (AUC) denilen
olctim de, bazofil reaktivite (maksimal aktivasyon) ve sensitivitesi-
nin (maksimal aktivasyonun yarisi) kombine degerlendirilmesine
baglidir. Bu daha cok, allerjen-spesifik immunoterapinin monito-
rizasyonunda yararhdir (16-18).

BAT'in duyarlik, 6zgiinliigii ve erken iHR'da kullanilabilirligi sti-
mulasyonun ana ilag veya metabolitlerinin piir soltisyonlariyla mi,
yoksa ilac-protein konjugatlari ile mi yapildigina bagldir. Testi et-
kileyen diger faktorler olarak; stimulanin secimi, stimulasyon pro-
tokolii, bakilan aktivasyon markirlari, gating (kapitlama) stratejisi
ve cut-off oraninin tanimlanmasi olarak sayilabilir (10, 15).

Erken iHR’n1 Saptamada Bazofil Aktivasyon Testi

Literattirde BAT ile en ¢cok calisma yapilan alan ilag alerjileri olup,
bunlardan da en sik beta-laktam antibiyotik allerjileri arastiriimis-
tir. Burada literatiirden degisik ilag gruplari ile yapilmis calismalar
kisaca ozetlenecektir (Tablo 1).

Antibiyotik Hipersensitivite Reaksiyonlar

Beta-laktam Hipersensitivitesi

Tanida en sik kullanilan deri testlerinin (prik ve intradermal) du-
yarligi %50-70 arasindadir. BAT duyarhigi da ¢cok degisken olup, me-
dian %50 (22-55) civarinda ve 6zgtinligl %79-100 arasindadir. BAT
ve deri testi sonuglari her zaman ortlismez. Pozitif deri testi BAT

tarafindan %50-60 vakada dogrulanir. Deri testinin negatif bulun-
dugu 1/3 allerjik hasta da BAT tarafindan yakalanabilir. BAT deri
testlerinden olmasa bile, ilag-spesifik IgE immunoassay testlerin-
den iHR'niI saptamada ustiin kabul edilmektedir (8, 11). BAT, ilag-
spesifik IgE'nin gosterilemedigi vakalari (beta-laktamaz inhibitori
klavulanik asid reaksiyonlarinda oldugu gibi) da saptar. Bunlardan
dolayi, BAT giintimtizde deri testlerine komplementer bir test ola-
rak kabul edilmektedir (8, 11, 19).

Kinolon Hipersensitivitesi

Kinolonlara karsi gelisen [HRlarin saptanmasinda deri testleri
kullanilabilmesine ragmen, test dozlarindaki meydana gelen cilt
irritasyonundan dolayi yanlis pozitif reaksiyonlar olusmakta, cilt
testinin pozitif prediktif degerini iyice distirtip tesadiff sonuclara
kadar yaklastirmaktadir. Yine bu ilaclarda meydana gelen fotodeg-
radasyon da yalanc negatif sonuglara yol acar. Ornegin, floroki-
nolon moksifloksasin reaksiyonlarini saptamak icin yapilan BAT
karanlikta yapildiginda pozitif sonuglar ikiye katlanir (8, 11). Li-
teratiirde bildirilen az sayida calismada, kinolon alerjilerinde BAT
duyarhigr yine cok degisken olup, calismalarin ortalamasi %43 (0-
100) ve 6zgiinlugun ortalamasi ise %95 (90-100) saptanmistir (11).

Noromuskuler Bloker Ajan (NMBA) Hipersensitivitesi
Rokuronyum, vekuronyum, atrakuryum, cis-atrakuryum ve suk-
sametonyum alerjileri %60 ‘ni olusturur. Bunlar arasinda ¢apraz
reaksiyonlar da yaygindir. Deri testleri en giivenilir olarak kabul
edilir ve diger testler negatif ise, BAT kullanilir. Literatiirde NMBA
ile yapilan calismalarda, BAT duyarligi yine cok degisken olup, ¢a-
lismalarin kabaca ortalamasi %62 (36-92) civarinda ve ozgtinlugu
ortalama %97 (81-100) arasindadir (11). Leysen ve ark. (20) ytizdort
hastalik buyuk bir gruptaki calismasinda deri testi, BAT ve ilac-spe-
sifik IgE (ImmunoCAP) testlerinin hepsi kullanilarak rokuronyum
icin pozitif prediktif deger %98 olarak bulunmustur.

Radyokontrast Madde (RKM) Hipersensitivitesi

Radyokontrast Madde (RKM) hipersensitivitesini saptamada deri
testleri, provokasyon testi ve BAT teshis yontemleridir. Literatr-
de bildirilen calismalarda, BAT duyarligi yine ¢ok degisken olup,
medyani %60 (46-100) ve 6zglinlugi %95 (89-100) civarindadir.
Deri testleri ve ilac provokasyon testi arasinda iyi bir korelasyon
tespit edilmistir. BAT bu yontemlere komplementer bir test olarak
kabul edilir (11).

M



112

istanbul Med ) 2017; 18: 109-13

Diger ilaclar (Platin- iceren Kemoterapétik) ve Biyolojik Ajanla-
ra Hipersensitivite

Bu tir ilag alerjilerinde az sayida hastada ilac-spesifik IgE rol oy-
namasina ragmen, BAT ciddi erken IHR'larinda reaksiyon farmako-
lojik (IgE-aracili olmayan) mekanizma ile bile olsa faydalidir (11).
Kemoterapotik ve biyolojik ajan hipersensitivitesi ile ilgili litera-
turde bildirilen calismalarda, BAT duyarligi yine cok degisken olup
medyan %75 (67-100) ve 6zglnligi %90 (82-100) civarindadir (11).

Analjezik / NSAID Hipersensitivitesi

Pirazolon’a IgE-aracili alerjiyi saptamada kullanilan BAT'in duyarligi
%42-55 ve 6zguinlugi %86-100 arasinda bulunmustur. Aspirin’e kars
alerjiye CD63 ekspresyonu ile bakildiginda: duyarligi %30-78 ve 6z-
glinliigi %40-100; CD203c ekspresyonu ile bakildiginda ise %17-70
ve %45-100 arasinda idi. NSAID hipersensitivitesine bagl respiratu-
var semtomlarin olustugu vakalarda (NERD) BAT duyarligi %30-78,
cilt semptomlu /urtiker-anjioodemli vakalarda (NECD ve NIUA) %37-
100 bulunmustur. BAT 6zgiinltigii NERD icin %40-83, cilt semptomu
olanlarda (NECD ve NIUA) %31-90 arasinda saptanmistir (8).

NSAID reaksiyonlarinda kullaniimasina ragmen bazofil aktivasyo-
nunun nasil meydana geldigi ile ilgili belirsizlik vardir. Nonspesifik
cevaba yol acabilen bu ilaclarin toksik konsantrasyonlari testlerde
kullaniilmamalidir (21). Yiiksek konsantrasyonda (5 mg/mL) NSAID
ile bazofil aktivasyonu belli derecede ilaci tolere edenlerde bile
olusabilir (8). EAACI position paperina gore, NSAID hipersensiti-
vitesinde reaksiyon zamani ve test arasinda 18 aydan daha kisa
zaman olmalidir (8). NSAID hipersensitivitesini saptamada, akti-
vasyon markiri olarak ne CD203c'nin CD63 ila, ne de CAST ile kom-
binasyonu testin duyarlik ve 6zgiinlGgu artirmamistir. Bazofillerin
CCR3 ve CD203c kombinasyonunun sitometride tanimlayici olarak
secilmesi BAT duyarligini artirir (8).

Erken iHR’dan ilaca Bagh Anafilakside Kullanimi

Kim ve ark. (22) tarafindan bildirilen calismada, ilaca-bagli gelisen
anafilakside kullanimi yararli ve giivenilir bulunmustur. Bu ¢alis-
mada 48 yas ortalamasinda, 19 hasta (9 erkek+10 kadin), orta-
siddetli (besi siddetli) ilaca bagli anafilaksi oykisi ile calismaya
alinmistir. Anafilaksi gelistiren ilaglar sefalosporin, kas gevsetici
ve H2 blokerleri idi. Deri testlerine (prik: %42, intradermal: %58 )
benzer sekilde BAT hastalarin %58’inde pozitif sonuc verdi. Bazo-
fillerde her iki (CD63 ve CD203c) aktivasyon markirina bakildiginda
pozitiflik %74’e ulasmistir. Calisma sonucuna gore, hizh-giivenilir
bir test yontemi olarak bulunmustur.

Erken iHR’de BAT Kullanimi Konusundaki Derleme

Mangodt ve ark. (11, 12) 2015 yilindaki derlemesinde; NMBA, anti-
biyotikler, NSAID ve iyotlu RKM’ye karsi gelisene allerjilerde yararl
bir teshis araci olarak goriilmistir. Kinolon ve NSAID disindaki ilag
alerjilerinde; genelde duyarligi %50-60, 6zglinligunin ise %80’lere
ulastigi belirtilmistir. Test protokollerini optimize etmek ve ilag
alerjilerinde gecerliligini gostermek icin, genis capta ishirligine ih-
tiya¢ duyuldugu da vurgulanmistir.

BAT Kullanimi Konusundaki ENDA/EAACI Pozisyon Paper’
(Goriis Belgesi)

ENDA / EAACI ilag alerjisi interest (merakli) grubunun iHR'da in vit-
ro testlerin onemi tzerine olan 2016 yilindaki goriis belgesinde,
literatuirdeki degisik calismalardan ornekler verilerek bu konudaki
literattir irdelenmistir. BAT i¢in kanit ve oneri diizeyi: “2B” olarak
verilmistir (8).

Teknik dneriler boliimiinde; kite dayali testlerin ticari olarak yapilabil-
mesine ragmen, ‘standardize edilemedigi’ soylenmektedir (8). Labo-
ratuarlar arasinda kullanilan test protokolleri, belirtecler, prosediirler
ve ilag konsantrasyonlari agisindan farkliliklar vardir. Yine ilag-spesifik
IgE zamanla azalacagindan in vitro BAT testinin reaksiyon olustuktan
sonraki en gec (¢ yil icinde yapilmasi gereklidir. Vakalarin %10’nunda
normal test prosedirlerine cevapsizlik (non-responder vaka) oldugu
da bilinmekte olup, BAT sonuglari yorumlanamaz (8).

Klinik éneriler kisminda; ‘beta-laktam antibiyotik ve NMBA reaksi-
yonlarinin teshisinde BAT onerilir ve diger invitro testlere komple-
menter olabilir denilmektedir. IgE- aracili pirazolon, florokinolon
ve RKM'lere allerjik reaksiyonlarinin teshisinde BAT dnerilebilir de-
nilmektedir. Non-allerjik NSAID hipersensitivitesi teshisinde dsiik
ozgtnluginden dolayi sinirl degerinin oldugu bildirilmektedir (8).

BAT’a Alternatif Metot: HistaFlow

Teknik olarak bazofilden histamin salinimini tek hiicre diizeyinde
enzim histaminaz diamin oxidaz (DAO) affinite metodu ile multi-
kolor akim sitometrik ol¢tilmesi olarak tarif edilmektedir (23, 24).
HistaFlow ayni zamanda aktivasyon markirina ilaveten ve histamin
saliniminin analizine dayanan bir metottur. Tek hiicre diizeyinde,
bazofillerde farkli aktivasyon ve degranulasyon durumunun varhg-
ni dogrulayabilir. Histaflow metodu son dekatta gelistirilmesine rag-
men, alerjide kullanimi ginimiizde BAT gibi sinirli olarak kalmistir.

HistaFlow Tekniginin In vitro Ortamda Hazirlanmasi

Yukarida anlatilan BAT metoduna ilaveten, intraselliler histami-
ni boyamak icin: monoklonal antikorlar konulduktan sonra, 2 mL
Phosflow Lyse / Fix buffer ile 20 dakikada (37°C) hticrelerin permea-
bilizasyon ve fiksasyonu saglanir. Hiicreler 0,1% Triton-X-100 icerikli
PBS (PBS-TX) ile yikanir ve yeniden stispansiyon haline getirilir. Daha
sonra 10uL PE-etiketli DAO ilave edilir, 37°C'de, 45 dakikada inkube
edilir. Hucreler 0,1% sodyum azid iceren PBS ile yikanir, yeniden siis-
pansiyon haline getirilir ve 6lgtim yapilir (22). Boylece, florokromla
konjuge DAO ile histamin boyanir. Aktivasyon oncesi ve sonrasinda
hiicre icinde histamin salinimi goriilmis olur (23-25).

Cop ve ark. (9) rokuronyum gibi bir ilaca karsi gelisen IgE-aracili
bazofil hicresinin reaksiyonlarinda guvenilirligini gostermisler-
dir.10 hasta ve 3 kontrolii olan bu calismada; her kiside 2 degisik
dozla HistaFlow testi uygulandi. Hastalar optimal konsantrasyon-
daki rokuronyuma maruz kaldiktan sonra, kontrolde aktivasyon
gorilmemesine ragmen, %11-86 arasinda CD63 ekspresyonu ve
%68-100 arasinda histamin salinimi gosterdi. Tek hiicre diizeyinde
bazofilden histamin saliniminin Histaflow metodunun kullanimi
ile akim sitometrik olctilmesi giivenli bulunmustur.

Sonug

HistaFlow metot olarak literatiirdeki cahismalarda erken iHR sapta-
mada BAT’tan kismen daha Usttin goziikmektedir. Yakin gelecekte
birbirini tamamlayan bu testlerin ila¢ ve diger alerjik hastaliklarin
teshis ve tedavisinde yeni gelistirilen tekniklerle gerektigi yeri ve
onemini kazanacagini disinmekteyiz.
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