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TESEKKUR

Bu c¢alismanin gergeklesmesi igin degerli katkilarini esirgemeyen asagida ismi
gecen kisilere tiim igtenligimle tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik tezimin hazirlanmasinda bana bastan sona yol gosteren ve bilgi
birikimleri ile degerli katkilarin1 eksik etmeyen ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Mehmet
Kilig’a tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamin laboratuvar asamasinda yardimlarini esirgemeyen, degerli
katkilariyla tezimin son halini almasina yardimeir olan degerli hocam Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Dog. Dr. Ebru Onalan’a tesekkiir ederim.

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 bolimii uzmanlarina, asistanlarina, hemsirelerine ve tim yardimci saglik
hizmetleri personeline tesekkiir ederim.

Son olarak tiim yagsamim boyunca bana her tiirlii destek veren ve yanimda olan

sevgili aileme sonsuz tesekkiirler.



OZET

Immiinglobulin E (IgE) ve IgE bagimli olmayan besin alerjisi prevalansi son on
yilda dramatik bir sekilde artmis ve neredeyse bazi {ilkelerde popiilasyonun %10’una
yaklasan bir kismimi etkiler olmustur. Artan kanitlar erken immiinolojik gelisimin
saglanmasinda konakg1 mikrobiyal florasinin anahtar bir rol oynadigimi gostermekte
ve bu floranin besin alerjisi ve sensitizasyonu gibi alerjik hastalik risklerini modifiye
edebilecegini gostermektedir. Bu agidan degerlendirildiginde immiin sistem ve barsak
mikrobiyotasinin ortak diizenleme yolaklari, degisik hiicrelerden salinan toll-benzeri
reseptorler (TLR) gibi bazi mekanizmalari igermektedir. TLRler, 6zellikle TLR2 ve
TLR4 inflamatuar kaskadin aktivasyonunun baskilanmasinda hayati rol oynarlar ve
spesifik patojen mikro-organizmalara karsi gelisen inflamatuar cevabi diizenlerler.
Calismamuiz besin alerjisi, TLR gen polimorfizimi ve barsak mikrobiyotas: arasindaki
iliskiyi degerlendirme amaciyla yapilmistir.

Toll-benzeri reseptor polimorfizimleri 1,5-23 ay yas araligindaki 130 yumurta
velveya siit alerjili ¢cocuk ile 110 saglam kontrolde prospektif olarak olgiilerek
sonuglar kiyaslandi. Dort adet polimorfizim (TLR 2 Rs1898830/Rs5743708 ve TLR4
Rs4986790/ Rs4986791) allelik diskriminasyon polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile genotiplendi. Barsak mikrobiyota analizi high-throughput paralel dizi
analizi ile yapildi. Besin alerjili hasta grubunda TLR4 geni Rs4986790 (Asp299Gly)
single niikleotid polimorfizmi (SNP) i¢cin Major/Minér allel frekansi 0,788/0,212
kontrol grubunda 0,719/0,280 olarak saptandi (p=0,017). Her iki grup arasinda genotip
(AA, AG, GG) sayilar1 agisindan anlamli bir fark mevcuttu (p=0,016). Barsak
mikrobiyota analizinde besin alerjili grupta gaitada Firmicutes filum’u artmis
konsantrasyonlarda saptandi. Bu ¢alismada Rs4986791 (Thr399lle) allelli disindaki
diger TLR polimorfizimleri ile besin alerjisi arasinda herhangi bir iliski olmadigi
sonucuna varildi.

Sonu¢ olarak, bu calismada TLR4 gen polimorfizimlerinin ve barsak
mikrobiyota degisikliklerinin besin alerjisi gelisiminde kismi rol oynadiklar
gosterilmistir. Barsak mikrobiyotasi igerigini ve fonksiyonunu modiile eden degisik
mikrobiyal tiirleri inceleyen ve bunlarin TLR transkripsiyon yolaklari ile olan iligkisini

ortaya koyan daha genis kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.



Anahtar Kkelimeler: Besin alerjisi, Toll-benzeri reseptor 2, Toll-benzeri

reseptor 4, genetik polimorfizim, barsak mikrobiyotasi



ABSTRACT

EVALUATION OF TOLL-LIKE RECEPTORS 2 AND 4 POLYMORPHISM
AND INTESTINAL MICROBIOTA IN CHILDREN WITH FOOD ALLERGY

The prevalence of Immunglobulin E (IgE) and non-IgE mediated food allergy
has increased dramatically in recent decades affecting nearly 10% of the population in
some countries. Acumulating evidence suggests that resident microbial communities
play a key role in early host immunologic development and can modify risk for allergic
disorders including food allergy and sensitization. In this context, mutual regulation
between immune system and gut microbiota is achieved through several mechanisms
including the engagement of toll-like receptors (TLRs) which is expressed on
numerous cell types. TLRs, specisifically TLR2 and TLR4 play a pivotal role in
suppressing the activation of the inflammatory cascade in order to maintain the balance
of intestinal homeostasis and in promoting inflammatory responses to specific
pathogenic microorganisms. In this study we aimed to explore association between
food allergy and TLR gene polymorphisms in association with gut microbiota.

Toll-Like Receptors polymorphism frequencies in 130 infants aged 1,5-23
months with egg and/or milk allergy in a prospective cohort were compared
110 non-food allergic controls. Four candidate polymorhpsims (TLR 2
Rs1898830/Rs5743708 and TLR4 Rs4986790/ Rs4986791) were genotyped by allelic
discrimination polymerase chain rection (PCR) method. Gut microbiota analysis was
achieved by using high-throughput sequencing. The mutant TLR4 Rs4986790
(Asp299Gly) single nucleotide polymorphism (SNP) major/minor allel frequency was
0.788/0.212 in food allergy patients and 0.719/0.280 in controls (p=0.017). There was
a statistically significant differece between groups in terms of genotype frequencies
(AA, AG, GG). Gut microbiota analysis revealed increased Firmicutes phylum in gaita
of the patients with food allergy. Except for mutant Rs4986791 (Thr399lle) allelle, the
other TLR polymorphisms were not associated with food allergy in children.

In conclusion, this study demonstrated a partial role of TLR4 gene
polymorphism and gut microbiota in the development of food allergy. Future work in

this area will be required to clarify the roles of different microbial strains that

Vi



modulates gut microbiota composition and function in conjunction with TLR
transcription pathways.
Key Words: Food allergy, Toll-like receptor 2, Toll-like receptor 4, genetic

polymorphism, gut microbiota
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1. GIRIS

Besin alerjileri besin proteinlerine karsi gelisen immiin reaksiyonlardir. Besin
alerjileri immiinglobulin E (IgE) aracil1 ve non IgE aracili olmak iizere ikiye ayrilir ve
hayat1 tehdit edebilen ciddi reaksiyonlara yol agabilmektedir (1). Yapilan aragtirmalara
gore, {i¢ yasina kadar olan ¢ocuklarda besin alerjisi prevalans1 %6-8 olup, yedi yas
tizerinde ve erigkinlerde bu oran %2’den azdir (2). Besin alerjisinin prevalansinin
artmasimin muhtemel nedenleri ise annenin diyeti ve bebegin beslenmesi, obezite,
tamamlayict besinlere gecis zamani gibi modifiye edilebilir faktorlerle iliskili gibi
goziikmektedir (3). Cocuklarda, besin alerjilerinde %90 civarinda sorumlu olan
besinler; inek siitii, yumurta, findik, fistik tiirii kuruyemisler, soya, balik ve bugdaydir.
Geri kalan %10’dan sorumlu olan besinler ise; tohumlar, susam, baklagiller, kabuklu
deniz triinleri, meyve ve sebzelerdir. Atopik dermatitli ¢ocuklarda %35, astimli
cocuklarda ise %6-10 oraninda besin alerjisi goriilmektedir (4).

Gastrointestinal mukozal immiinite gelisimi intrauterin baslar, dogumdan
sonra genetik ve ¢evresel etkenlerle diizenlenir. Barsak epitelyum hiicrelerinin apikal
bolgelerinde ozellikle peptidlerin, proteinlerin ve molekiiler agirligit 600 Dalton
Agirligindan (DA) biiyiik makromolekiilerin paraseliiler yoldan serbest difiizyonunu
onleyen siki baglantilar mevcuttur. Yenidogan doneminde, barsak epitelyal hiicreleri
ve aralarindaki siki baglantilar tam islev goremezler, eriskinlere gore barsak
gecirgenligi daha fazladir. Yenidoganlarda mukozal immiin sistemi besinsel
proteinlere ve zararsiz bakterilere karsi tolerans olustururken, ayn1 zamanda enterik
patojenleri taniyarak cevap olusturmalidir. Bu gorev viicuttaki en biiyiik lenfoid organ
olan mukoza iliskili lenfoid doku (Gut Associated Lymphoid Tissue; GALT)
tarafindan gegeklestirilir. Dogal immiin sistemin, adaptif immiin sistem tarafindan
besin proteinlerine kars1 gelistirdigi immiin cevabi kontrol etme yetenegi vardir. Bu
islemde dendritik hiicreler ve Toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptors; TLR)
onemli bir rol oynar (5). Bu noktada alerjik yanit tizerinde etkili olan bir diger faktoriin
intestinal mikrobiyota oldugu rapor edilmistir. Insan viicudunda kommensal ve mutual
sekilde yasayan mikroorganizmalarin tamamina mikrobiyota denmekte ve bu
mikroorganizmalarin genomuna da mikrobiyom denmektedir. Her ne kadar

mikrobiyota dendiginde ilk olarak gastrointestinal sistem (GIS) 6zellikle de kolon



floras1 aklimiza gelse de, GIS disinda genitotiriner sistem, deri ve solunum sisteminde
de mikroorganizmalar bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile intestinal
mikrobiyotanin aslinda birgok metabolik olayda, sistemik ve mukozal immiin sistem
fonksiyonlarinda 6nemli islevleri olan bir "organ™ gibi davrandigi anlagilmistir (6).
Gram negatif bakteriler peptidoglikanlar ve lipopolisakkaritler {izerinden sekretuar
immiinglobulin (1g) A ve intestinal alkalen fosfataz iiretimini arttirarak immiin sistem
gelisimine katkida bulunurlar. Diger yandan, Bacteroides fragilis polisakkarit A
sayesinde, Bacteroides thetaiotaomicron ise Niikleer Faktor Kappa B (NF-kappa B)
inaktivasyonu ile hiicresel immiinite, lenfoid organogenez ve mukozal immiinite
tizerinde etkili olur. Bunlarin disinda Lactobaciller ve Escherichia coli (E. coli) ise
hem mukozal bariyerin olusumuna katkida bulunurken, hem de dendritik hiicrelerin
immiin toleransimi artirarak ozellikle inflamatuar bagirsak hastaliginda 6nemli rol
oynayan immiin toleransin olugsmasini saglarlar (7).

Insanlarda en az 10 farkli TLR oldugu bilinmektedir. Her biri farkl: mikrobiyal
komponentleri tanir. Toll like reseptér 2’nin peptidoglikan ve bakteriyel
lipopeptidlerle, TLR4’iin gram negatif lipopolisakkaritler (LPS) ile iliskileri iyi
bilinmektedir. Bu reseptorler, basta makrofajlar olmak tizere epitel hiicreleri, mast
hiicreleri, dendritik hiicreler, eozinofiller, nétrofiller, dogal 6ldiirticii hiicreler, T ve B
hiicrelerinde bulunurlar. Toll like reseptorler mikroorganizmalara kars: innate immiin
cevapta, mikrobiyal triinleri tanima reseptorleri olarak ve onlarin primer sensorleri
olarak gorev alirlar. Dogal immiinite ile edinsel immiinite arasinda iligki Saglayan en
onemli transmembran proteinleridir. Immiin ve inflamatuar genlerin indiiksiyonunu
saglayan sinyal yollarin1 aktive ederler. Toll benzeri reseptorler, mikrobiyal tiriinlerin
primer sensorleri gibi davranir, immiin ve inflamatuar genlerin sentezini baslatacak
mekanizmalar1 devreye sokarak, T ve B lenfositlerden olusan kazanilmis (adaptif)
immiin yaniti baslatirlar (8). Ancak TLR’nin gida intoleransi ve alerjisi ile iliskisi
halen net olarak gosterilmemistir. Konu ile alakali yapilan tek ¢alisma Galli ve ark. (9)
tarafindan 2010 yilinda yaymlanmistir. Bu calismada TLR2 ve TLR4 genetik
polimorfizimlerinin besin alerjisi ve egzema ile iliskisi 159 c¢ocuk iizerinde
incelenmistir. Yazarlar TLR2 ve 4 genetik polimorfizimi ve besin alerjisi arasinda

herhangi bir iliski bulamadiklarini belirtmislerdir. Ancak bu ¢alismanin en biiyiik



kisitliligr 159 ¢ocuk hastanin sadece 57 tanesinde besin alerjisi bulunmasidir. Genetik
polimorfizimin incelendigi bir ¢alismada kesin bir yargiya varmak i¢in daha fazla
sayida orneklem incelemesi yapilmasi gerektigi ¢alismanin yazarlari tarafindan da
belirtilmistir.

Biz bu ¢alismamizda klinigimizde besin alerjisi tanis1 almis 1,5-23 (ay) yas
araligindaki hastalarin demografik 6zelliklerini belirlemeyi ve bu hasta grubunda besin
alerjisi ile TLR2 ve TLR4 genetik polimorfizimlerinin iliskisini saptamay1 amagladik.
Bununla birlikte TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimleri ile intestinal mikrobiyota
arasinda herhangi bir iliskinin var olup olmadig: da arastirdigimiz bir diger parametre
idi.

1.1. Besin Alerjileri

1.1.1. Tarihce

Besin alerjisinin tarihgesi giiniimiizden olduk¢a eski donemlere, Hipokrat
zamanina kadar uzanmaktadir (10). Hipokrat bundan yaklasik 2500 yil kadar once
‘Besinler ilaciniz, ilaciniz besininiz olsun’ sozleriyle, besinlerin saglikli olmamiz igin
onemine deginmis, gida ile olusabilecek reaksiyonlar1 ilk kez bu dénemde
tanimlamistir. Milattan sonra 1. ve 2. yiizyillarda Yunan bilginler inek siitii ile olusan
reaksiyonlardan bahsetmislerdir. Eski Roma dénemlerinden elde edilen belgelerde
bazi kisilerde emniyetle ve sikint1 olmadan yenilen yiyeceklerin bazi insanlarda ters
besin reaksiyonlarina neden olabilecegini gostermektedir (11). Marcello Donati
yumurta ile olusan anaflaktik reaksiyonu ilk defa 16. yiizyilda, Philipp Sach ise balik
ile olusan anafilaktik reaksiyonu 17. yiizyilda tanmimlanustir (12). Insanlarda besin
alerjisine neden olan faktorlerin etki mekanizmalar1 1921 yilinda Carl Prausnitz ve
Heinz Kustner’in yaptiklar1 bir ¢alisma ile ortaya konmustur (13). iki arastiricinin
1921 yilinda yayinladiklari bu ¢alisma balik alerjisi ile ilgili ¢igir agan bir ¢alismadir.
Calismada baliga alerjik bir kisi olan Kustner’in kan serumunun alerjik olmayan
saglikli bir kisiye nakledilmesi ile balik alerjisinden sorumlu maddelerin bagka bir
kisiye gecirilebildigi gézlenmistir. Praustnitz’in balik etini yedikten ¢ok kisa bir siire
sonra 6n kol kisminda deri degisiklikleri gézlenmis ve bu bolgeye Kustner serumu

olarak adlandirilan serum enjekte edilmistir. Bu test daha sonralar1 Prausnitz-Kustner



testi olarak adlandirilmis ve ¢ok 6zel alerjenlere karsi bir hastanin reaksiyon gosterip
gostermedigini belirlemek i¢in immiinolojik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir
(14). Bu tarihten 1950 yillarina kadar konu ile alakali giivenilir ¢alismalar mevcut
olmamakla birlikte 1950 yilinda Loveless siit alerjisi hakkinda yaptigi plasebo
kontrollii kor bir ¢alismada hasta hikayesinin besin alerjisinin tanisinda tek basina
yeterli olmadigin1 rapor etmistir (15). immiinglobulin E (IgE) 1967 yilinda bulunmus
ve alerji tanisinda devrim yaratacak gelismelerin 6niinii agmistir. 1976 da Charles
May’in besin alerjisi tanisi i¢in Onerdigi ¢ift kor, plasebo kontrollii oral besin
provokasyon testi su anda besin ile olusan alerjik hastaliklarin tanisinda altin standart

olmustur (16).

1.1.2. Tamim

Besin alerjileri viicudumuzun bagisiklik sistemi araciligi ile besinlere karsi
gosterdigi asir1 duyarlilik reaksiyonlaridir (17). Bu reaksiyonlar immiinolojik olarak
ortaya c¢ikan reaksiyonlar oldugu igin altta yatan mekanizmalar ii¢ ana grupta
toplanmigtir. Bu mekanizmalar IgE’ye bagli, IgE’ye bagli olmayan ve her ikisinin
karisik olarak rol aldig: reaksiyonlar olarak siniflandirilabilir (18).

Besin alerjilerine bagli klinik belirtiler solunum sisteminde, dolasim
sisteminde veya ciltte farkli sekillerde ortaya ¢ikabilmekte, bazen anafilaksi gibi ¢ok
ciddi olabilen farkl: klinik bulgular ortaya ¢ikarabilmektedirler. Inek siitii, yumurta,
bugday, soya, fistik, balik ve kabuklu deniz triinleri alerjisi besin alerjilerinin biiyiik
bir kismimi olusturmaktadir. Sekil 1°de besinlere karsi gelisen reaksiyonlar

gosterilmistir.
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Sekil 1. Besinlere bagli istenmeyen reaksiyonlarin sematik 6zeti
1.1.3. Epidemiyoloji

Hayatin ilk yillarinda daha fazla olmakla birlikte besin alerjisi siklig1 kisinin yas1
ve tiikettigi gida olmak iizere temelde 2 faktorle iliskilidir (19). Bu farkliliklarin
calismalarda ¢ogunlukla goz ardi edilmesi sebebiyle besin alerjisinin tam olarak
sikhigin1 ortaya koymak son derece giic olmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezinin 2013 yilinda yayinladiklar1 bir bildiride
1997-2011 yillar1 arasinda besin alerjisi prevalansinin 0-17 yas grubunda belirgin bir
sekilde arttigini istatistiklerle ortaya koymustur. Bu rapora gore 1997-1999 yillar
arasinda besin alerjisinin toplumdaki prevalansi %3,4 iken, 2009-2011 yillar1 arasinda
prevalans %5,1°e yiikselmistir (20). Bu rapordaki bir diger ilging nokta ise besin

alerjisi sikliginin gelir durumu artik¢a yiikseldigidir. Yoksulluk sinirinin altinda geliri



olan ailelerdeki besin alerjisi siklig1 %4,4 iken, yoksulluk sinirinin 2 katina kadar geliri
olan ailelerde bu oran %5 ve 2 kat1 tizerinde geliri olan ailelerde besin alerjisi siklig1
%b5,4 olarak rapor edilmistir (20). Ulkemizde her ne kadar besin alerjisinin sikligim
net belirten genis kapsamli bir ¢alisma olmasa da Orhan ve ark. (21) yaptiklar: bir
calismada Karadeniz bolgesinde 6-9 yas grubunda IgE iliskili besin alerjisi sikligi
%b5,7 iken, cift kor plasebo kontrollii besin yilikleme testinde %0,8 olarak saptanmustir.
Gelincik ve ark. (22) 2008 yilinda Istanbul ilinde 11816 katilimciyr igeren
calismalarinda her ne kadar katilimcilar tarafindan raporlanan besin alerji prevalansi
%9,5 olarak belirlense de, besin yiikleme testi sonucunda katilimcilarin sadece
%0,1’inde besin alerjisi oldugu rapor edilmistir. Cocukluk c¢aginda birgok
besin alerji sebebi olabilirken, besin alerjisi yaptigi siklikla gosterilen besinler siit,
yumurta, bugday, soya, yer fistigi, diger kuruyemisler, balik ve deniz tirtinleridir (23).
Hastanin yas1, yasadigi toplumun 6zellikleri ve hastanin beslenme aliskanliklar1 besin
alerjisine neden olan besin maddelerindeki farkliliklara sebep olmaktadir. Siit ve
yumurta alerjisi kiigiik ¢ocuklarda etiyolojide st siralarda yer alirken, kuruyemis, yer
fist1g1, balik ve deniz iiriinleri daha biiyiik ¢ocuklarda etiyolojide suglanmaktadir (19).
Amerika Birlesik Devletlerinde 3 yas alti ¢ocuklarda en sik goriilen besin alerjileri
sirasiyla inek siitii (%2,5), yumurta (%1,3), yer fistig1 (%0,8), bugday (%0,4), soya
(%0,4), agag¢ findiklar1 (%0,2) ve balik (%0,1) alerjileri seklinde siralanmustir (24).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda benzer gida maddelerinin  besin alerjisi
etiyolojisinden sorumlu oldugunu gostermekte, Yavuz ve ark.’larmin yakin zamanl
bir ¢alisgmasinda IgE aracili besin alerjisi tanis1 almis ¢ocuklarda en sik yumurta ve
stit; sonrasinda sirasiyla findik, yer fistigi, ceviz, mercimek, bugday ve kirmizi et
alerjisi saptanmustir. Bir yas alti ¢ocuklarda ise siklikla yumurta ve siit alerjisi
goriliirken bir yag tstii cocuklarda findik ve yer fistig: alerjileri daha sik saptanmigtir
(25).

1.1.4. Patofizyolojik Mekanizmalar

Besin antijenlerine kars1 viicudun verdigi dogal yanit oOncelikle sistemik
duyarsizlastirma ve oral toleranstir (26). Bu cevabi etkileyen degisik faktorler

bulunmaktadir. Besinin verilme zamani, besinin alerjenitesi, hastanin genetik yapisi



ve GIS bariyeri besin antijenine viicudun verdigi cevabi etkilemektedir (27).

Patofizyolojide etkili bir diger faktor ise besin alerjenleri ile karsilagma yeridir.
Hayvan modellerinde fistik veya ovalbumine deri yolu ile karsilagsma sonucu da besin
spesifik IgE (sIgE) yapimminin arttigi, oysa oral alimla tolerans gelistigi gosterilmistir
(26).

1.1.4.1. Barsak Mukozal Defans Sistemleri

Gastrointestinal sistem viicuttaki immiin hiicrelerin en fazla bulundugu alandir
ve buradaki mukozal immiin sistem, kommensal mikrobiyotayr dis patojenlerin
invazyonundan koruma fonksiyonunu tstlenmektedir (28). Barsak mukozal immiin
sistemi barsak liimeninden tek sirali kolumnar epitelyal hiicrelerle ayrilir. Epitelyal
hiicreler bariyer fonksiyona katkida bulunan miisin, antimikrobiyal peptidler ve trefoil
peptidleri gibi baz1 faktorleri salgilar (29). Gastrointestinal
sistem’deki mukozal bariyer fiziksel ve immiinolojik mekanizmalari igeren kompleks
bir yapiya sahiptir. Fiziksel mekanizmalar kalin mukus tabakasi, sik1 epitelyal hiicre
araliklari, asitler ve enzimlerden olusmakta ve oncelikle bakteri, viriisler ve
partikiillerin girisini engellemektedirler. Epitelyal hiicre araliklarinin siki karakterde
olmast 6zellikle peptid yapidaki molekiillerin, proteinlerin ve molekiiler agirligi 600
DA’dan biiyiik makromolekiiler maddelerin paraseliiler yoldan serbest diffiizyonunu
onlemektedir. Bu sayede gastrointestinal liimendeki proteinlerin en fazla %1°lik kismi1
barsak mukozasina geger ve bunlarin da %90’lik kism1 endolizozomal sistem ile yikilir
(30). Sonug olarak barsak mukozasina gegen proteinlerin ¢ok az bir miktari transelliiler

yol ile enterositin serozal yiizeyine ulasir ve smirl oranda sistemik dolasima katilir.

1.1.4.2. Oral Tolerans

Diyetle alinan yiiksek miktardaki antijenik yiike ragmen sinirli sayidaki insanda
besin alerjisi goriilmektedir. Bunu saglayan temel faktor ise diyetle alinan proteinlere
kars1 sistemik cevapsizlik gelismesidir. “Oral tolerans” olarak adlandirilan bu durum
ilk olarak Osborne ve Wells (31) tarafindan 1911 yilinda tanimlanmis ve 0 giinden

sonra arastiricilarin yogun ilgisini ¢ekmistir.



Besin proteinleri gibi zararsiz antijenlerin oral yolla alinmasi normal kosullarda
lokal ve sistemik immiin yanitsizlik ile sonu¢lanmaktadir (32). GIS’e ulasan oldukga
yiiksek antijenik yiike ragmen az sayida insanda besin alerjisi gelismesinin temelinde
iste bu immiin yanitsizlik yatmaktadir. Yapilan ¢alismalar oral tolerans gelisiminde
gastrik asidite, mukus, epitelyal biitiinliik gibi 6zgiil olmayan faktorlerle ¢ok sayida
Ozgiil immiinolojik mekanizmalarin etkili oldugunu ortaya koymustur (33). Oral
tolerans gelisiminde intestinal epitelyal hiicreler ve dendritik hiicreler gibi antijen
sunan hiicreler ile birlikte regiilatuar T hiicrelerin kritik 5nemi mevcuttur. intestinal
immiin sistemde birden fazla tip regiilatuar T hiicreleri rol oynamaktadir. Bunlar
CD4+CD25+ regiilatuar T yardimci (T helper; Th) hiicreleri, tip 1 regiilatuar hiicreler,
CD8+ baskilayict T hiicreler ve 6 T hiicreleridir (34). Barsak epitelyal hiicreleri
disaridan alinan antijeni major histokompatibilite kompleksi (major histocompatibility
complex; MHC) klas Il ile T hiicrelerine sunabilirler. Ancak ikinci sinyal yolagini
baglatamaz bu sayede oral toleransa katkida bulunurlar (35). Oral toleransa katkida
bulunan bir diger faktor ise anne siitii alimidir. Birgok randomize kontrollii ¢alismada
anne siitii alminin oral tolerans gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (36). Buna
sebep olarak ise yabanci proteinlere maruziyetin azligi, anne siitiinde bulunan
sekretuar IgA’nin yabanci protein ve patojenlere karsi pasif koruyuculugunun mevcut
olmasi ve intestinal mukozal bariyerin gelisimini hizlandiran faktorlere sahip olmasi
gibi sebepler one stiriilmektedir (19, 37).  Lenfoid dokular  viicudun degisik
bolgelerine dagilmis bir sekilde bulunur. Bu bdlgelerden en énemlileri lenf bezleri,
dalak ve barsak iliskili lenfoid dokudur. inflamatuar, enfeksiydz, otoimmiin ve
neoplastik siire¢lerde ortaya c¢ikan tersiyer lenfoid organlarin aksine bu organ ve
dokular insanda dogal olarak bulunurlar (38). Oral toleransdaki 6nemli faktorlerden
biri olan barsak iliskili lenfoid doku bir yillik siirecte hem 10** kommensal bakteri,
hem de 30 kilogramdan fazla besin proteinleri ile temas eder. Bu zararsiz antijenleri
potansiyel patojenlerden ayirt edip uygun cevabi verme gorevini basariyla yerine
getirmek i¢in konakg1 bagisiklik sistemini uygun bir sekilde kullanir. Bu noktada dogal
bagisiklik sistemi ve konakg¢min barsak mikrobiyotasi arasindaki iligkiyi Saglayan

fonksiyonel epitelyal bariyer oral toleransi saglamada 6nemli gorevlere sahiptir. Bu



sebeple barsak homeostazinin regiilasyonunun bozulmasi ve sonrasinda gelisen oral

tolerans bozuklugu besin alerjisi gelisiminde Kritik bir rol oynamaktadir (39).

1.1.4.3. immiinolojik Mekanizmalar

Duyarli kisilerde oral toleransin kaybolmasiyla alinan besinlere karsi ¢esitli
tiplerde asir1 duyarlilik reaksiyonlari gelisebilir. Bu duyarlilik reaksiyonlari altta yatan
immiinolojik mekanizmalara gore genis bir spektrumda degerlendirilebilir.
Spektrumun bir ucunu erken baslangicli IgE aracilikli Klinik tablolar olustururken,
diger ucunu ge¢ baslangigl hiicresel immiin sistemin etken oldugu IgE aracilikli
olmayan mekanizmalar olusturur. Her iki tip mekanizmanin da birlikte rol aldigi klinik
tablolar da mevcuttur (19, 40).

1.1.4.3.1. immiinglobulin E Aracih Besin Alerjileri

Besinlere karsi gelisen alerjik reaksiyonlar i¢inde en kapsamli bilgiler bu grupta
elde edilmistir. Ig E aracili olmayan besin alerjilerinden en 6nemli farki hizh
baslangicli olmasi ve klinik semptomlarin alerjenin alimindan dakikalar-saatler i¢inde
ortaya ¢ikmasidir (41). Allerjene oral toleransin kaybolmasi ile birlikte agirt miktarda
besin sIgE yapimi meydana gelmektedir. Bu antikorlar mast hiicreleri ve bazofillerin
tizerindeki yiiksek afiniteli Fc epsilon RI (FceRI) reseptorleri ve eozinofil, lenfosit,
makrofaj, monosit ve trombositler iizerindeki diisiik afiniteli FceRII reseptorleri ile
baglanarak bir takim mediyatorlerin salgilanmasi sonucu gesitli alerjik reaksiyonlarin
gelismesine neden olmaktadirlar (42). Immiinglobulin E aracili reaksiyonlar temelde
3 faza ayrilarak incelenmektedirler. Bu donemlerden ilki duyarlanma fazidir. Bu
donemde ilk olarak makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler
antijeni alip CD4+ T hiicrelerine sunarlar. Takibinde interlokin (IL)-4 ve I1L-13 gibi
sitokinlerin uyarisiyla bu hiicreler yardimci T hiicresi-2 (Th2) lenfositlere donerler ve
bunlarin etkisi ile B hiicreleri antijenik besine karsi 6zgiil IgE iireten plazma
hiicrelerini olustururlar (43-45). Effektor fazinda ise antijenle tekrar karsilasma sz
konusudur. Bu dénem akut ve ge¢ faz reaksiyonu olarak ikiye ayrilir. Ugiincii faz
kronik faz olarak adlandirilir ve tekrarlayict ge¢ faz reaksiyonlart sonucu olustugu

diistiniilir. Bununla birlikte Th2 ve Thl lenfositlerin ve sitokinlerin siiregelen



inflamasyonda birlikte yer almalar1 vaskiiler gecirgenlikte artisa, duyusal sinirlerin
uyarilmasina ve gastrointestinal fonksiyonda bozulmaya yol agarak fibrozis ve organ

islev bozuklugu gibi yapisal degisikliklere sebep olabilir (46).

1.1.4.3.2. immiinglobulin E Aracih Olmayan Besin Alerjileri

Immiinglobulin  E aracili olmayan besin alerjilerinde patofizyolojik
mekanizmalar kismen daha az bilinmektedir. Gida proteinlerine karsi deri ve akcigerde
Th2 aktivasyonu, intestinal sistemde ise Th1 ve Th2 cevabi mevcuttur. Her ne kadar
mast hiicre aktivasyonu goriilebilirse de hiicre degraniilasyonu doku iginde
oldugundan sistemik reaksiyonlar goriilmeyebilir (46). Immiinglobulin E aracili
olmayan besin alerjileri temel olarak 3 tip reaksiyonla iliskilidir. Bu reaksiyonlardan
biri olan Tip |1 sitotoksik reaksiyonlar, spesifik antikorun (1gG, IgM) yiizeysel doku
antijenine veya haptene baglanmasi ve kompleman aktivasyonu ile olusur. Diger bir
reaksiyon tipi olan Tip Il antijen-antikor kompleksine bagli asir1 duyarlilik
reaksiyonlar1 yiiksek diizeyde besinsel antijen ve ona karst olusmus antikor
komplekslerinin bulundugu hastalarda gosterilmistir. Bu hastalarin serumlarinda besin
antijen-antikor komplekslerinin artis1 s6z konusudur. Tip IV ge¢ hiicresel asiri
duyarlilik reaksiyonlari ise besin alimini takiben saatler i¢inde klinik bulgularin ortaya
ciktigi, mukozal lezyonlarin goriilebildigi bir diger Ig E aracili olmayan besin alerjisi
reaksiyonudur (37, 47).

1.1.4.4. Genetik Faktorler

Alerjik hastaliklarda genetik yatkinligin varlig1 ve 1. derece akrabalarda alerjik
bir hastaligin goriilme riskinin arttig: bilinmektedir. Besin alerjilerinde de benzer bir
sekilde genetik yatkinligin var oldugunu gésteren ¢alismalar mevcuttur. Ozellikle yer
fistig1 alerjisinin insan 16kosit antijeni (Human leucocyte antigen; HLA) sinif 2
geninde yer alan DRB1*08/*12, DRB1*08/12tyr16, DQB1*04/+0301, DPB1*0301
allelleri ve inek siitii alerjisinin DQ7 mutasyonu ile iliskisi bildirilmistir (48). Yakin
zamanli yapilan bir meta-analizde ise Filaggrin (FLG) genindeki bir mutasyonun besin
alerjisi icin bir risk faktorii olabilecegi belirtilmistir (49). FLG geni memeli

epidermisinde bulunan ve su retansiyonunda 6nemli olan intermediate filament iligkili
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bir proteini kodlamaktadir. Bu gendeki bir mutasyon deri gegirgenligini artirmakta ve

alerjen absorbsiyonunu arttirmaktadir.

1.1.5. Besin Alerjenleri

Genelde tespit edilen major besin alerjenleri, molekiil agirligi 10.000-60.000
DA arasinda, 1siya, aside ve proteazlara direngli suda eriyen glikoproteinlerdir (50).
Bunun disinda gidalarda alerji olusmasina sebep olan ve halen tanimlanamamis birgok
faktoriin de mevcut oldugu bilinmektedir. Her ne kadar, tiim besinlere kars1 alerji
gelisme ihtimali mevcut ise de, insanlarda siklikla alerjiye neden olan besinler inek
siitii, yumurta, balik ve kabuklu deniz iiriinleri, kabuklu ve kuru yemisler (findik, fistik
gibi), tahillar, etler, meyveler, sebzeler ve kuru baklagiller, baharatlar ve c¢esni
vericiler, ¢ikolata, bal ve baz1 i¢ecekler ve katki maddeleridir. Bu besinlerden bazilari
digerlerine gore daha sik alerjiye neden olmakta, bazilari ise digerlerine gore daha
ciddi reaksiyonlara neden olabilmektedirler (yer fistig1 ve agag fistiklar1 vb.). Bazi
besinler 6zellikle erken ¢ocukluk doneminde alerjik reaksiyonlara neden olurken (inek
sttii alerjisi), fistik alerjisi gibi bazi besin alerjileri hayat boyu artmig alerji riski ile
iligkilidir (50, 51).

1.1.5.1. inek Siitii

Inek siitii alerjisi infantlarda ve ¢ocuklarda yaygin bir besin alerjisi tipidir (52).
Bir ya da daha fazla siit proteinine (genelikle kazeinler veya whey proteinlerinden biri
olan beta laktoglobulin) karsi1 tekrarlayan, gesitli etyolojik faktorlere bagli olusan
reaksiyonlardir. Inek siitiindeki whey ve kazein proteinleri toplamda 5 major
komponent igerir. Bunlar Alfa-Laktalbumin, Beta-Laktoglobulin, Bovin Serum
Albumin, Bovin immiinglobulin ve kazeinlerdir (53). Siklikla su¢lanan mekanizma
IgE bagimli reaksiyonlar olup az miktarda alinan besini takiben dakikalar iginde (1
saate kadar uzayabilir) gelisebilmektedir.
Inek siitii alerjisi prevalansi degisik toplumlarda farkliliklar arz etse de, yapilan
calismalarda genel olarak iki yasin altindaki ¢ocuklarda yaklasik %2,5 oraninda inek
sttii alerjisi oldugu bildirilmistir (54). Yapilan ¢alismalarda siit alerjisi semptomlari

ile bagvuran ¢ocuklarda eliminasyon ve besin provokasyonu ile taninin dogrulanmasi
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halinde sikligin %1,8-7,5 arasinda degismekte oldugu, c¢ift kor plasebo kontrollii
calismalarda ise besin provokasyon testleri yapildigi takdirde bu sikligin %1 ’ler
civarina diistiigii belirtilmistir (55). Etkilenmis

infantlarda siklikla yasamin ilk 6 ayinda semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Anne siitii ile
beslenen bebeklerde de anne siitiine annenin diyeti nedeniyle inek siitii proteinlerinin
gecisine bagl olarak goriilebilmektedir (56). Etkilenen ¢ocuklarin biiyiik bir kisminda
bir veya birden fazla organin etkilenmesine bagl semptomlar ortaya g¢ikabilmekte,
cogunlukla da gastrointestinal sistem ve deri etkilenmektedir. Semptomlar hafif klinik

sikayetlerden siddetli anafilaksiye kadar genis bir aralikta olabilmektedir.

1.1.5.2. Yumurta

Cocukluk caginda bir diger sik goriilen besin alerjisi tiirii yumurta alimi ile
iliskilidir. Kullanilan tan1 yontemlerine bagl olarak prevalansi ¢aligmalarda farkli
rapor edilse de Muraro ve ark. (57) yumurta alerjisinin yasam boyu prevalansinin %2,5
oldugunu belirtmislerdir. Her ne kadar tilkemize ait saglikl1 veriler mevcut degil ise de
Kigiikosmanoglu ve ark. (58) deri prik testi ile yumurta alerjisi prevalansini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda yumurta proteinine karst duyarliligi %1,87 olarak rapor
etmislerdir. Ulkemizde yapilan baska bir calismada ise Sanlrfa ilimizde 2 yasin
altindaki ¢ocuklarda yumurta alerjisi prevalans: % 1,3 olarak rapor edilmistir (59).
Kilig ve Tagkin (60) yakin zamanli bir ¢alismalarinda, kliniklerinde takip ettikleri 186
besin alerjili ¢ocugun etyolojik dagilimlarin1 rapor etmisler ve yumurta beyazinin
%49,2 ile en sik alerjiye neden olan besin oldugunu saptamiglardir. Bunu %42,3 ile
inek siitli, %7,7 ile yumurta sarisi takip etmistir. Patogenezden siklikla IgE
aracili besin reaksiyonlart sorumlu gibi goriinse de IgE aracili olmayan besin
reaksiyonlart nadiren de olsa etyolojide rol alabilmektedir. Alerjinin temelinde
ovoalbumin, ovomukoid, ovotransferrin, konalbumin ve lizozim gibi yumurta
beyazinda bulunan maddeler yatmaktadir. Ovomukoidin isiya direngli olmasi, pismis
yumurta ve hazir gidalara katilan yumurta preparatlarinin sebep oldugu alerjiden

sorumludur (61).
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Yumurta alerjisine bagl sikayetler yumurta alimini takiben dakikalar iginde
baslamakta, nadiren de olsa 1-2 saat sonra goriilebilmektedir. Yumurta alerjisinin,
erken ¢ocukluk doneminde 6zellikle egzema ile birlikte oldugunda solunum yoluyla
alinabilecek alerjenlere duyarliligi arttirdigi ve solunumsal alerjik semptomlarin daha
siddetli seyretmesine neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte yumurta alerjisinde

yaygin kizariklik, hirtltili solunum, kusma ve ishal sik goriilen sikayetlerdir.

1.1.5.3. Meyve ve Sebze Alerjileri

Meyve ve sebze alerjileri siklikla oral alerji sendromu ve polen-meyve-sebze
sendromu seklindedir ve genellikle ¢ig sebze ve taze meyve tiiketimi sonrasi
gozlemlenir. Siklikla meyve ve sebzelerin igerdigi proteinlerin, polenlerin yapisinda
bulunan homolog proteinler ile ¢apraz reaksiyonlar1 sorumlu tutulur (62). Siklikla
polen duyarli kisilerde saptanmakla birlikte izole olarak da goriilebilmektedir.

Meyvelere kars1 gelisen alerjik reaksiyonlar 6zellikle tirtiker olmak tizere deri
bulgular: ile prezente olur. Herhangi bir meyve alerjik reaksiyona sebep olabilecegi
icin, hangi meyveye kars1 alerjik reaksiyon gelistiginin tayini bazen zor olmaktadir.
Ama ozellikle elma, armut, Kivi, ¢ilek, kavun, karpuz ve sert ¢ekirdekli meyveler
(kiraz, visne, kayisi, seftali) besin alerjisine neden olabilirler. Sebzeler 6zellikle ¢ig
tiketildiklerinde alerjen o6zellik gosterirler. Domates, kabak, kuru baklagillerden;
fasulye, bezelye, soya fasulyesi alerjik reaksiyonlara yol agabilen besin maddeleridir.
Prevalans iki yasin altindaki ¢ocuklarda %11.5’lara kadar ¢ikabilmektedir (63). Ancak
bu oranlar cografi farklara bagh olarak degisebilmektedir. Altman ve Chiaramonte
(64) 1996 yilinda ABD’deki meyve alerjisi prevalansini arastirdigi bir ¢alismasinda
bu oranin tiim meyvelere kars1 %1,4 oldugu belirtilmistir. Sebze alerjisi prevalansi
kismen daha az rapor edilmekle birlikte 0-6 yas araligindaki ¢ocuklarda bu orani1 %0,3-
3,0 olarak teshit edilmistir (57). Ulkemizde konu ile alakali yeterli calisma mevcut
olmamakla birlikte Orhan ve ark. (21) yaptiklar bir ¢aligmada oral provokasyon ile
dogrulanmis meyve alerjisi siklig1 %0,11 ve sebze alerjisi sikligi %0,04 olarak tespit

edilmistir.
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1.1.5.4. Yer Fistig1 ve Agac Fistiklar1 Alerjileri

Yer fistig1 ve agag fistigi alerjileri yasamin erken dénemlerinde kendini gésterir
ve ¢ogu hastada omiir boyu siirer. Bazi ¢ok duyarli kisilerde mikrogramlarla ifade
edilebilecek kadar kiigiik miktarlar reaksiyona neden olurken, miligram miktarindaki
alimlar bile IgE aracili sistemik reaksiyonlara yol agabilmektedir (65). Yer fistiginda
bulunan Ara h 1’den Ara h 9’a kadar numaralandirilmis dokuz major ve minér alerjik
protein’in igerdigi allerjenlerin patogenezden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (65,
66). Klinikte orofarenks bolgesini etkileyen hafif yakinmalardan, ciddi anafilaksiye

uzanan ve birden fazla organi tutabilen ciddi reaksiyonlara yol agabilmektedir.

1.1.5.5. Balik ve Deniz Mabhsiilleri Alerjileri

Balik ve kabuklu deniz mahsiilleri alerjileri 6liimctil anafilaktik reaksiyonlar
dahil ciddi akut hipersensitivite reaksiyonlarinin 6nemli bir nedenidir (67). Cocuklarda
¢ogu zaman astim veya egzemaya sebep olmalarina ragmen aslinda cilt kasintisi, deri
ve gozde lezyonlar ve sindirim sistemindeki alerjiden sorumludurlar. Pismis ya da ¢ig
baligin kokusunu alma, hatta bazen baliga sadece dokunma ile bile asir1 duyarl
bireylerde semptomlar gézlenebilir. Ancak her yan etki direkt olarak baligin kendisine
bagli olmayabilir. Gida kontaminasyonu, yeni olusmus toksik {irinler ve gida
koruyucular1 alerjik durumdan sorumlu olabilirler. Bu grup iginde alerjik
reaksiyonlara siklikla sebep olan balik ve deniz iirinlerinden bazilari; sardalye,
uskumru, ton baligi, kopek baligi, 1stakoz, kerevit, karides, yengeg, salyangoz, midye,
kalamar ve ahtapottur (68, 69).

1.1.5.6. Et Alerjisi

Kirmizi ete kars1 gelisen alerji nadirdir ve 6zellikle geng atopik ¢ocuklarda daha
stk gozlenir (70). Bir tiir oligosakkarit olan galactose-a-1,3-galactose’a kars1 gelisen
spesifik IgE’lerin ¢ogunlukla etyolojiden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Gida
tilketiminden sonra sensitizasyon gelisir ve klinik reaksiyonlar 3-6 saat sonra ortaya

cikar.
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Yapilan c¢alismalarda inek siitiine karsi alerjik reaksiyon hikayesi olan
cocuklarin %10-20’sinin ayn1 anda dana etine kars1 da alerjik reaksiyon gosterdikleri
belirlenmistir. Bu durumun molekiiler temeline bakildiginda bovine serum albumin
kaynakl1 bir mekanizmanin bundan sorumlu oldugu saptanmistir. Ancak bovine serum
albumin proteininin diger protein yapidaki allerjenler gibi 1siya duyarli olmasi, pisirme
isleminden sonra alerjik reaksiyonlarin daha az olmasi ile sonuglanmaktadir (71).
Siitiin ve yumurtanin ¢apraz antijenik o6zelliginden dolayi tavuk etine karsi besin
alerjisi de genelde bebeklik ¢aginda goriilebilir. Yakin antijenik iliskilerden dolayi
grup reaksiyonlar1 goriilebilir. Ornegin yumurta alerjisi olan bireyler de tavuk etine
kars1 duyarlilik gézlemlenebilir. Bu da yumurta kontaminasyonu sebebiyle, neden
horoz eti degil de tavuk etine kars1 alerjik reaksiyon gosterildigini agiklamaktadir.

1.1.5.7. Tahl Alerjisi

Diyette siklikla bulunan bugday ve misir gibi gidalar nisbeten sik goriilen alerjik
reaksiyonlara neden olabilirler. Bu iriinler hem ¢ig hem de pismis olarak
tiketilebilmektedir. Misir, bugday ile kiyaslandiginda daha az alerji riski igermekte ve
bu sebeple bugday ile kiyaslandiginda daha fazla tercih edilmektedir. Bugdayda
bulunan bir glikoprotein olan alfa-amilaz tripsin inhibitorii sindirildiginde immiin
sistemde IgE ve/veya non IgE aracili mediyatorlerle ortaya ¢ikan aktivasyon kasinti,
egzema benzeri cilt lezyonlari, ishal, bas agrisi, hiriltili solunum, dispne ve anafilaksi
gibi ciddi semptomlara neden olabilir. Burada akilda tutulmasi gereken nokta bugday
alerjisi olan kisilerin bir ¢ogu diger tahillari tiiketebilir, ¢linkii sadece ¢ocuklarin
%20’si bugdaym yani sira diger tahillara da alerjik tepki verirler (71). Tahil alerjisi,
spesifik olarak ifade edilecek olursa bugday alerjisi, ¢6lyak hastaligi ile
karistirtlmamalidir. Bugday alerjisinde viicut bugdaydaki proteinlere karsi antikor
olustururken, ¢olyak hastaliginda bugdayda bulunan spesifik bir proteine (gluten
proteininin, gliadin adli alt fraksiyonuna) kars1 anormal bir immiin yanit olusumu s6z
konusudur (72).
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1.1.5.8. Bal ve Cikolata

Bal diinya ¢apinda yaygin tiiketilen bir besin maddesidir ve giinimiize kadar
bal’a bagl alerji vakalar1 nadiren rapor edilmistir. Bu reaksiyonlar genelde deride
kizariklik, kasinti, sislik ve sindirim sisteminde bozukluk seklindedir. Bal arilardan
elde edilen ¢ok sayida organik maddeyi igerir (bez salgilar1, ¢igek nektarlari, polenler
vb.). Polen proteinleri (kompozit polenler) ve bez salgi proteinleri bu tip alerjilerden
sorumlu molekiillerdir (73). Bal alerjisi olan hastalar genelde kara bugday, yonca veya
polene kars1 da duyarli bireylerdir. Cikolataya
bagl alerjik reaksiyonlar da nadiren izlenir. Ama boyle bir durumda oncelikle altta
yatan etyolojik faktor net olarak ortaya konmalidir. Cikolata i¢indeki kakao, kakao
yagi, findik, badem, fistik ve siit gibi maddelere karsi alerjinin olup olmadig:
saptanmalidir. Siklikla gdzlenen sikayetler karin agrilari, anjiyoodem, oksiiriik, kasinti

ve trtiker gibi deri dokiintiileridir.

1.1.6. Besin Alerjileri ile liskili Klinik Tablolar

Besin alerjileri hedef organin tutulumuna gore bir dizi semptom ve bulgulara
sebep olmaktadirlar. Bu agidan degerlendirildiginde klinik bulgular temel sistemik,
deri, GIS ve solunum sistemi bulgular1 olmak tizere 4 gruba ayrilabilir.

Besin alerjilerinde goriilen sistemik reaksiyonlar anafilaksi bashigi altinda
incelenebilir. Giincel tanimiyla anafilaksi terimi ani baglayan ve 6liime yol agabilen
ciddi sistemik bir hipersensitivite reaksiyonunu ifade etmektedir (74). Immiinglobulin
E, 19G, immiin kompleks ve kompleman sistemi gibi immiinolojik mekanizmalarla
olusan anafilaksi, alerjik (immiinolojik) anafilaksi olarak tanimlanmakta, ge¢miste
anafilaktoid reaksiyon olarak tanimlanan immiinolojik olmayan mekanizmalarla
gelisen anafilaksi ise, alerjik olmayan anafilaksi olarak adlandirilmaktadir. Besinlerin
disinda ilaglar ve bocek sokmalarina bagli olarak da goriilen anaflaktik reaksiyonlarda
siklikla deri, solunum sistemi, gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler sistem,
noropsikiyatrik belirti ve bulgularla gézlenmektedir (55).

Besin alerjilerine  bagh
gelisen cilt lezyonlart siklikla iirtiker ve anjiyoodem seklinde prezente olmaktadir. Ani

baslayan besin reaksiyonlarinin en yaygin belirtisi bu sekilde olmaktadir. Bazen birkag
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dakika iginde bazen de saatler sonra ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle IgE aracili
mekanizmalarla bu reaksiyonlardan sorumlu gibi gorinse de 19G iliskili
mekanizmalarla da deri bulgular1 ortaya ¢ikabilmektedir. Eriskinde sorumlu besinler
siklikla balik, karides, findik ve fistik iken ¢ocuklarda siit ve yumurta alerjileri daha
sik goriiliir (75). Besin alerjilerinde
gozlenen GIS bulgulart IgE aracili, IgE aracili olmayan ve miks tip olarak 3’e ayrilir.
Klinik belirtiler birka¢ dakikadan 2 saate kadar uzayabilir. Siklikla mide bulantisi,
kusma, ishal ve karin agris1 gézlenir. GIS reaksiyonlar1 gastrointestinal anafilaksi, oral
alerji sendromu (OAS), alerjik eozinofilik 6zofajit, alerjik eozinofilik gastroenterit,
besin protein enterokolit ve besin proteini koliti seklinde siniflandirilabilir (76).

Besin alerjisi iliskili akut solunum
sistemi semptomlar1 saf IgE aracili reaksiyonlarken, kronik semptomlar miks Ig E
aracili ve Ig E aracili olmayan hipersensitivite reaksiyonlar1 seklindedir. Semptomlar
nadiren tek basia solunum sistemi ile siirlidir ve genellikle sistemik anafilaksinin
bir parcasi olarak goriiliir (68, 77). Besin alimindan sonra dakikalar ile 2 saat arasinda
alerjenler gozde kizarma ve kasinti, goz yasarmasi, nazal konjesyon, nazal kasinti,
hapsirik ve burun akintist semptomlarimi igeren rinokonjunktivite ait tipik
semptomlara yol agabilecegi gibi astim semptomlarini arttirarak bunla iliskili Klinik

durumlara sebep olabilir.

1.1.7. Besin Alerjilerinde Tanisal Yontemler

Besinlerin ¢esitli reaksiyonlara yol agarak birden fazla sistemi etkileyen klinik
semptomlara yol agmalar1 sebebiyle besin alerjilerinde tam1 koymak zor
olabilmektedir. Ozellikle Tip | asir1 duyarlilik araciligi ile ortaya ciktign bilinen
anafilaksi gibi sistemik ya da cgesitli sistemlere ait alerjik kaynakli olabilecek
bulgularda ve gida alimini takiben ortaya c¢ikan alerjiyle iligkilendirilebilecek
bulgularin varliginda besin alerjisi diisiiniilmelidir. Oykii ve fizik muayeneyi takiben

yapilacak uygun tanisal testler tan1 konulmasinda son derece 6nemlidir.
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1.1.7.1. Oykii ve Fizik Muayene

Alerjik reaksiyon siiphesi ile degerlendirilen bir hastada dikkatlice alinmis bir
anamnez tanisal degerlendirmenin ilk adimini olusturmaktadir. Anamnez alirken
alerjik reaksiyona neden oldugu diisiiniilen besinin tiirii, miktari, gidanin alimindan
semptomlarin ortaya cikisina kadar gegen siire, lokal ve sistemik bulgularin olup
olmadigi, ayni besinle gegmiste benzer reaksiyon gelisip gelismedigi sorgulanmalidir.
Alerjik reaksiyonu provoke eden egzersiz, alkol veya aspirin kullanimi gibi faktorler
mutlaka sorgulanmalidir. Bununla birlikte anne veya babada atopi hikayesinin varlig
veya kardeslerinde besin alerjisi varliginin olup olmadigi sorgulanmalidir (75, 78).

Dikkatli ~ bir  sistemik
muayene ile gbézden kagabilecek olan ayrintilarin degerlendirilmesi tanida ¢ok
onemlidir. Ozellikle cilt bulgular1 acisindan dikkatli olunmalidir. Ancak sistemik

muayenenin tam olarak tan1 koydurucu 6zelliginin olmadigi bilinmelidir.

1.1.7.2. Tamsal Testler
1.1.7.2.1. Deri Prik Testi

Besin alerjisi diistiniildiigiinde tan1 asamasinda ilk planda yapilmasi gereken
testlerden biri deri prik testidir (DPT). Tek basina tan1 koydurucu olmamakla birlikte
IgE aracili reaksiyon diisiintildiigiinde besin duyarliligin1 tespit etmek igin basit ve
ucuz bir tan1 yontemidir. Yenidogan doneminden itibaren her yasta yapilabilir. Antijen
olarak dogal allerjen ya da yapay ekstrakt kullanilir. Bu yontemde 1:10 ya da 1:20
diliisyonundaki gliserinli besin ekstreleri kullanilmaktadir. Test i¢in dogal alerjen
kullaniminin avantaji ger¢ege daha yakin cevap alinmasidir. Kabariklik ¢apinin 3 mm
lizerinde olmas1 anlamlidir. Inek siitii alerjisi i¢in kabariklik ¢apinin 8 mm’in iizerinde
olmasi, 2 yas altindaki ¢ocuklarda kabariklik ¢apinin 6 mm {izerinde olmasi inek siitii
alerjisi olasiligin1 kuvvetlendirir (24, 79). Yanhs pozitiflik %30, ozgilligi %50,
duyarlilik %95’in lizerindedir yani test negatif ise IgE aracili bir duyarlanma olmadigi
sonucuna varilabilir (43, 80). Deri prik testi inek siitii ve yumurta alerjisinde spesifik

IgE 6lglimiinden daha duyarlidir (81).
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1.1.7.2.2. Serum Spesifik IgE

Serumda alerjene spesifik IgE 6l¢iimleri 6zellikle IgE’ye bagl asir1 duyarlilik
reaksiyonlariin tanisinda ve takibinde yararli olabilmektedir. En biiyiik avantaji
sistemik reaksiyon riskinin olmamasidir ve hastanin ilag kullanimindan
etkilenmemektedir. Serum spesifik IgE diizeyi bir¢ok besin igin Klinik bulgularin
siddeti ile iliskilidir. Genellikle besin spesifik IgE degeri yiikseldikge klinik reaksiyon
riski artar (82). Spesifik IgE immiinoassay yontemler ile 6lgiiliir. Dolasimda besine
kars1 olusmus IgE antikorlar 6lciiliir ve sonuglar KU/L biriminden verilir. Olgiilen total
IgE’nin yasa gore belirtilen sinirlarin altinda olmasi hastanin alerjik olmadigini
kanitlamaz. Ciinkii serum total IgE konsantrasyonunun 20 kU/L {izerinde olmasi
alerjen spesifik IgE olusturabilmek i¢in yeterlidir. Ayrica ¢ok yiiksek IgE degerlerinin
(>2500 KU/L) spesifik IgE testlerinde yanlis pozitif sonuglara neden olabilecegi de
unutulmamalidir (82, 83).

1.1.7.2.3. Atopi Yama Testi

Atopi yama testi atopik hastalarda alerjenlere karsi olusan gecikmis tipte asiri
duyarlilik reaksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. En biiyiik avantaji
uygulamasinin kolay, non-invaziv ve yan etki profilinin ¢ok diisiik olmasidir. Alerjik
bireyin cildi alerjene uzun bir siire (genellikle 48 saat) temas ettirilir ve reaksiyon
yaklasik 72 saat sonra degerlendirilir (84, 85). Temas alerjene karsi duyarliligin
saptanmasinda altin standart olarak degerlendirilmekle birlikte besin alerjileri ile
alakal1 veriler yakin zamanli ¢alismalarda daha net bir sekilde gosterilmistir. Pustisek
ve ark. (86) besin alerjisi klinik semptomu olan ancak standart testlerin erken alerjik
reaksiyonu gostermede basarisiz oldugu 151 ¢ocugu inceledikleri caligmalarinda, atopi
yama testinin besin alerjisini gostermede son derece yararli oldugunu belirtmislerdir.
Yazarlar atopi yama testinin halihazirda kullanilan alerji testlerine ek katkilari
oldugunu belirtmigler ve diger testlerle ispatlanmasi zor gecikmis hipersensitivite
reaksiyonlarinda kullanilmasinin  yararli oldugu sonucuna vardiklarini rapor
etmislerdir. Stromberg’in (87) DPT ve atopi yama testini karsilastirdigi bir

calismasinda da benzer sonuglar elde edilmis, atopi yama testinin atopik
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egzema/dermatitli 2 yas alti ¢ocuklarda DPT ile kiyaslandiginda besin alerjisini

tanimlamada daha duyarli bir metot oldugu belirtilmistir.

1.1.7.2.4. Bazofil Histamin Salimim Testi

Bu test, viicutta IgE yapim ve/veya varligina bakmaksizin spesifik alerjenlere
kars1 hassasiyet seviyesinin 6l¢iilmesine imkan tanir. Bazofil Histamin Salinim Testi
(BHRT) hasta kanindan yapilir ve serumdaki spesifik IgE miktarini dlger.
Radiyoallergosorbent test (RAST) ve Enzim-Linked ImmiinoSorbent Assay testlerinin
aksine, BHRT de, spesifik antijene maruz kaldiktan sonra kan bazofilleri tarafindan
seruma salinan histamin miktar1 olgiiliir. Bu sayede IgE olusmadan histamin salinimi
ile sonuglanan hipersensitivite reaksiyonlarinin analizi mimkiin olur. Boylece
immiinolojik olmayan reaksiyonlar ve IgE iligkili reaksiyonlar BHRT ile uygun bir
sekilde analiz edilebilir. Ancak testin zaman alic1 olmasi ve standardizasyon zorlugu

gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (88).

1.1.7.2.5. Besin Provokasyon Testi

Stipheli besinin giderek artan dozlarda hastaya yedirilerek hastanin reaksiyon
gelisimi agisindan gozlendigi testlere besin provokasyon testleri (BPT) denmektedir.
BPT acik, plasebosuz ya da tek kor ve ¢ift kor plasebo kontrollii olmak tizere ti¢ degisik
sekilde yapilir. Cift kor plasebo kontrollii BPT, besin alerjisi tanisinda “altin standart”
olarak kabul edilir. Ancak tani igin oldukg¢a giivenilir bir yontem olsa da is giicii ve
uzun zaman isteyen bir yontem oldugundan pratikte daha c¢ok tek kor ve agik BPT
testleri yapilir. Yiikleme testlerinden 6nce siiphelenilen bir besin varsa 15 giin diyetten
elimine edilir. Diyet eliminasyonu sonras1 bireyde belirtiler kaybolursa, deri testleri,
RAST vel/veya direkt olarak provokasyon testleri uygulanir. Stiphenilen belli bir besin
yoksa en alerjik besinler (siit, yumurta, yer fistigi, ¢ilek, domates, deniz tirtinleri v.S.)
kesilir. Test uygulandiktan sonraki gézlem siiresi, IgE araciligi ile gelisen reaksiyonlar

i¢in yaklasik iki saattir (89).
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1.1.7.2.6. Eliminasyon Diyeti

Diyet eliminasyonu, istenmeyen besin reaksiyonlarinin hem tanisinda hem de
tedavisinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Eliminasyon diyeti tani amaciyla
yapildiginda anamnez sonucu siiphelenilen besin diyetten uzaklastirilir (90).
Eliminasyon diyeti ile diyetten uzaklastirilan gida klinik semptomlarin azalmas: ile
iliskili bulunursa, siiphe edilen besinin alerjik reaksiyondan sorumlu olabilecegi fikri
agirlik kazanir ancak bu besin alerjisi tanis1 koymak igin yeterli degildir. Kesin tani
besin provokasyon testleri yapilarak konmalidir.

1.1.8. Besin Alerjisinde Tedavi

Besin alerjisinde en biiyiikk problem taniyr koyup etyolojiden sorumlu ajanin
saptanmasidir. Sorumlu etyolojik ajan bulunduktan sonra tek tedavi diyetten o besinin
cikarilmasidir. Ancak bebeklik doneminde sakinma tedavisi uygulanirken, Kesin
taninin konmus olmasi ve bu eliminasyonun dogru bir sekilde uygulanmasi ¢ok daha
onemlidir. Ciinkii 6zellikle en sik goriilen siit alerjisi sebebiyle siit ve iriinlerinden
sakinilirken, yerine uygun beslenme diizenlemesinin getirilmesi 6nem arz etmektedir.
Aksi durumda beslenme, biiyiime ve gelisme bozukluklar1 ortaya gikabilir. Besin

alerjilerinin yonetimi 2 alt baglikta toplanir.

1.1.8.1. Akut Reaksiyonlarin Tedavisi

Akut hayati tehdit etmeyen hafif semptomlarda antihistaminik ilaglar ve
kortikosteroidler kullanilabilir. Profilaktik antihistaminik kullanimi1 anafilaksinin
bulgularmi maskeleyip adrenalin tedavisinde ge¢ kalinmasma sebep olabilir.
Anafilaksi oykisii olan ve/veya yiiksek riskli besin alerjili hastalara adrenalin oto-

enjektor verilmeli ve kullanimi hakkinda bilgilendirilmelidir (91).

1.1.8.2. Uzun Siireli Tedavi

Eliminasyon diyetleri, immiinoterapi ve inek siitii alerjisi olan bireylerde inek
stiti yerine kullanilabilecek formiilasyonlarin verilmesi uzun siireli tedavilerin
temelini olusturmaktadir. Bu formiilasyonlar ileri derecede hidrolize mama, aminoasit

bazli mamalar, soya bazli mamalar ve piring bazli mamalar seklinde ayrilabilir.
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Ileri derece hidrolize mamalar inek siitiiniin hidrolize edilmesi sonucu elde
edilir. Bu mamalardaki peptidlerin molekiil agirligit 3000 kDA’dan daha diisiiktiir.
Inek siitii, protein alerjili gocuklarin %90°1 tarafindan iyi tolere edilir ve hipoalerjen
mama se¢iminde ilk tercihtirler. ileri derecede hidrolize mamalarm atopik dermatit ve
inek siitii alerjisi gelisimini onleyebildigi genis kapsamli ¢alismalarda gésterilmistir
(92).

Kismi hidrolize mamalar inek siitii formiilasyonlar1 ile kiyaslandiginda diistik
molekiiler agirlikli proteinler igermektedirler. Siganlarda yapilmis ¢alismalarda kismi
hidrolize mamalarin, ileri derecede hidrolize mamalar ile kiyaslandiginda J3
laktoglobulin spesifik IgE ve 1gG antikor tiretimini ve mast hiicre cevabini belirgin bir
sekilde baskiladigini géstermistir (93).

Her ne kadar inek siitii alerjili cocuklarda ileri derecede hidrolize mamalar ile
yeterli cevap alinabilmekte ise de bu mamalar asiri hassas infantlarda alerjik
reaksiyonlar1 tetikleyebilecek kiigiik peptid fragmanlart igerebilmektedir (94). Bu
sebeple ileri derecede hidrolize mamalara biiyiime geriligine ve alerji sikayetlerinin
devam etmesine sebep olabilirler. Bu nedenle aminoasit bazli mamalar ileri derecede
hidrolize mamalara cevap vermeyen cocuklarda oOnerilebilecek alternatif bir triin
olarak degerlendirilebilir (95). Aminoasit bazli mamalarin molekiil agirligi ileri derece
hidrolize mamalardan daha disiiktiir ancak daha maliyetlidir. Az miktarda alerjenik
proteinler ihtiva ettiginden dolay1 anafilaksi, alerjik eozinofilik 6zofajit, inek siitii
proteini ile iligkili enterokolit, coklu besin alerjisi gibi agir olgularda kullanilmasi
onerilir. Bununla birlikte ileri derecede hidrolize mamalara cevap vermeyen
infantlarda aminoasit bazli mama kullanim: durumunda artmis kilo alimi1 ve alerjik
sikayetlerde azalma oldugunu gésteren kanitlar giin gegtikge artmaktadir (96).

Soya bazli mamalar besin alerjili ¢ocuklarda kullanilabilecek bir diger
alternatif tirtindiir. Ancak inek siitii protein alerjili bebeklerde soya alerjisi bulunma
olasiliginin %10-50 civarinda oldugu bilinmelidir. Bu sebeple inek siitii alerjisi olan
cocuklarda soya alerjisi acgisindan degerlendirilme yapildiktan sonra bu iiriinlerin
kullanilmas1 6nerilir (97). Diger mamalara gore daha ekonomik ve tatlar1 giizeldir (98).

Ancak, icerdikleri fitoproteinlerin Gstrojen etkisi gostermesi ve yiiksek aliiminyum
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igerikleri sebebiyle prematiirlerde, 6 aydan kiigiik infantlarda ve bobrek yetmezligi
olan ¢ocuklarda kullanimlar1 6nerilmez (99). Bununla birlikte Avrupa Pediatrik
Gastroenteroloji Hepatoloji ve Beslenme Birliginin 2012 yilinda yayinladig: beslenme
kilavuzunda soya bazli mamalarin sadece belirli durumlarda kullanilmasi 6nerilmistir.
Bu durumlar galaktozemi, kalic1 laktoz intolerans: ve diger dini ve etnik durumlar

seklinde 6zetlenmistir (100).

Piring tiim diinyada en sik bulunan tahil tiriinlerinden biridir. Diinya niifusunun
giinlik Kkalori ihtiyacinin neredeyse yarisin1 tek basina karsilar ve birgok kiiltiirde
infantlarin kati gida ile beslenmeye basladiklarinda aldiklart ilk besin maddesidir. Son
yarim ylizyildir inek siitii alerjisi olan gocuklarda siitiin yerine piring bazli mama
kullaniminin tartismasi yapilmaktadir (101). Piring, kismen disiik alerjenik riskli bir
gidadir ve erken hipersensitivite reaksiyonlar: ile iliskisi sadece birka¢ vaka
sunumunda Dbildirilmistir, bu yiizden son derece giivenli bir {irin olarak
degerlendirilmektedir (102). Reche ve ark. (103) tarafindan yaymlanan yakin zamanl
bir ¢alismalarinda IgE iliskili inek siitii alerjisi olan 92 ¢ocuga kismi hidrolize piring
bazli mamaya klinik tolerans degerlendirilmesi yapilmis; inek siitii alerjisi olan tiim bu
cocuklarda piring bazli mamalarin iyi tolere edildigi gosterilmistir. Fiocchi ve ark.
(104) yaptiklar1 bir ¢alismada piring bazli mamalarin sadece inek siitii alerjisi olan
cocuklarda degil, diger besinlere de alerjisi mevcut olan ¢ocuklarda iyi bir tedavi

alternatifi oldugunu géstermislerdir.

1.2. intestinal Mikrobiyota ve Besin Alerjileri

Insan viicudunda kommensal ve mutual sekilde yasayan mikroorganizmalarin
tamamina mikrobiyota; bu mikroorganizmalarin genomuna da mikrobiyom
denmektedir (6). Her ne kadar mikrobiyota dendiginde ilk olarak GIS, ozellikle de
kolon floras1 aklimiza gelse de, GIS disinda genitotiriner sistem, deri ve solunum
sisteminde de mikroorganizmalar bulunmaktadir. Belirtilen tiim bu bolgelerdeki (en
biiyiik kistm GIS’de olmak tizere) mikroorganizma sayist 1000’in {izerinde, genom
cesitliligi 150 kat daha zengin ve toplam agirligi 2 kiloya yaklasmaktadir (105). Son

yillarda yapilan calismalar ile intestinal mikrobiyotanin aslinda bir¢ok metabolik
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olayda, sistemik ve mukozal immiin sistem fonksiyonlarinda 6nemli islevleri olan bir
““organ’’ gibi davrandig1 anlasilmistir. Gram negatif bakteriler peptidoglikanlar ve
lipopolisakkaritler iizerinden sekretuar Ig A ve intestinal alkalen fosfataz iiretimini
artirarak immiin sistem gelisimine katkida bulunurlar. Diger yandan, Bacteroides
fragilis polisakkarit A sayesinde, Bacteroides thetaiotaomicron ise NF-kappa B
inaktivasyonu ile hiicresel immiinite, lenfoid organogenez ve mukozal immiinite
tizerinde etkili olur. Bunlarin disinda Lactobaciller ve Escherichia coli (E. coli) ise
hem mukozal bariyerin olusumuna katkida bulunurken, hem de dendritik hiicrelerin
immiin toleransimi artirarak 6zellikle inflamatuar bagirsak hastaliginda 6nemli rol
oynayan immiin toleransin olusmasini saglarlar. Intestinal mikrobiyotanin mukozal ve
sistemik immiinite iizerine olan bu etkileri goz oniine alindiginda; gastrointestinal
sistemin, alerjik ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde mikroorganizmalarin Kritik
oneme sahip olduklar diistiniilmektedir (7). Barsak florasini olusturan bir¢ok bakteri
her ne kadar rutin incelemelerde kiiltiire edilemiyorsa da yeni molekiiler yontemler ile
izolasyon ve tanimlanmalari mimkiin hale gelmistir (106). Son yillarda 6zellikle
biiytik capl klinik ¢alismalarda 16S rRNA geni kullanilarak fekal 6rnek profillemesi
barsak mikrobiyotas1 hakkinda fikir sahibi olmak i¢in en iyi yollardan biri olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu yontemde de dikkat edilmesi gereken noktalardan bir tanesi
DNA ekstraksiyon metodu ve hedeflenen 16S rRNA bolgesidir. 16S rRNA
sekanslamasi yaygin ve kullanislt bir aplikon sekanslama metodudur ve bakteriyel 16s

rRNA alt tinitesini kodlayan genin degisik bolgelerini hedeflemektedir (107).

Mikrobiyomlarin konaga birgok faydasi mevcuttur. Enzimatik reaksiyonlarda,
konak homeostazinda, mikrobesin sentezinde, detoksifikasyon, epitel gelisimi ve
bagisiklik sisteminde o6nemli gorevlere sahiptirler. Mikrobiyotanin en onemli
fonksiyonlarindan biri alinan besinlerden verimli kalori saglamaktir. Barsak
mikrobiyotas1 dengesinin bozulmasiyla diyabetes mellitus, alerjik hastaliklar,
hipertansiyon, metabolik sendrom, duygu durum bozukluklari, gluten enteropatisi,
mide kanseri, otizm, sismanlik, romatizmal hastaliklar ve fonksiyonel barsak
hastaliklar1 gibi hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir (108, 109). Bununla birlikte son

yillarda elde edilen sonuglar, barsak mikrobiyotasinin 6zellikle besin alerjileri
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gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugunu géstermistir (110).

Barsak mikrobiyotasinin besin alerjileri olan bireylerde farkliliklar
gosterdigine dair kanitlar son yillarda giderek artmaktadir (111, 112). Barsak
mikrobiyotasinin besin alerjisi olan ve olmayan bireylerde kiiltire edildigi
calismalarda bu bulgu tizerine erken kanitlar saglanmig ve 16S rRNA sekanslamalari
iceren yeni nesil metotlar ve metagenomik sekanslama yontemleri bu kanitlart
dogrulamistir (113). 16S rRNA sekans temelli ¢alismalardan elde edilen bulgular,
besin alerjisi olan gocuklarin besin alerjisi olmayan cocuklar ile kiyaslandiginda
barsak mikrobiyomlarinda belirgin farkliliklar igerdigini ortaya koymustur. Bununla
birlikte barsak mikrobiyotast degisik besin alerji tiirlerinde farkliliklar
icerebilmektedir.

Besin alerjisi ve barsak mikrobiyotasi ile iliskili insanlarda yapilan ilk
gozlemsel ¢alismalar ¢cogunlukla kiiltiir temelli ve kisitli sayida mikroorganizmaya
odaklanilarak yapilan ¢alismalardir. Bu calismalar agik bir sekilde yasamin erken
yillarindaki disbiyozisin alerjik hastalik gelisimi ile iligkili oldugunu ortaya
koymusglardir (114). Normal saglikli yenidoganlarda barsak mikrobiyotasinin %98’
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Actinobacteria filumlarindan
olusmaktadir. Yasamin 2. haftasindan itibaren anne siitii ile beslenen bebeklerin
gastrointestinal sistemleri agirhikli olarak Bifidobacteria tirii  bakterilerden
olugsmaktadir. Yasamin ilerleyen doénemlerinde diyet degisiklikleri ile beraber
mikrobiyota icerigi cok daha gesitli bir hal almaya baslamaktadir. iki yasindan sonra
normal saglikli bir ¢ocugun barsak mikrobiyotasi eriskinlerde gozlenen ile benzer bir
hal almaya baslamaktadir (115). Besin alerjili ¢ocuklarin barsak mikrobiyotalari
bahsedilen bu tablolardan tamamen farkli bir durumdadir. Barsak mikrobiyotasindaki
degisikliklerin besin alerjisi gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir.
Diaz ve ark. (116) yaptiklar1 bir ¢alismalarinda inek siitii proteinine alerjisi olan ve
formiila mama ile beslenen 17 infant’in gaita ornekleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda azalmig oranlarda Bacteriodes tiirleri saptanmistir. Bununla birlikte
tilketilen formiila mamanin igeriginin de barsak mirobiyotas: ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Ispanyol ¢ocuklar iizerinde yapilan baska bir calismada siit alerjili
cocuklarda saglikli kontroller ile kiyaslandiginda total bakteri ve anaerobik bakteri
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sayisinda bir artma oldugu rapor edilmis ve 6 aylik formiila mama ile beslenme
sonrasinda infantlarin barsak mikrobiyotalarinda artmis Lactobasillus ve azalmis
Enterobacteria ve Bifidobacteria tiirlerinin saptandigi belirtilmistir (117). Ancak
kiltir temelli gozlem c¢alismalarindaki sinirli sayidaki bakteri izolasyonu bu
calismalarin en biiyiik kisitliliklarindan birini olusturmaktadir (118). Yakin zamanl
caligmalardaki 16s rRNA gen sekanslamasi yontemi daha genis kapsamli bakteriyel
izolasyona imkan saglamis hem de daha kesin sonuglar alinmasinin 6niinii agmustir.
Bu sayede o6zellikle barsak inflamasyonu iliskili disbiyozisde barsak mikrobiyotasi
ozellikleri net bir sekilde ortaya konabilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan
ve 16sRNA gen sekanslamasini kullanan bir ¢alismada, 3-6 aylik 225 besin alerjili
¢ocugun Qaita 6rneklerinde Haemophilus, Dialister, Dorea ve Clostridium tiirlerinde
diisiik goreceli bolluk saptanmistir (119). Inoue ve ark. (120) ise 2017 yilinda
yayinladiklar1 makalelerinde besin alerjili ¢ocuklarda ayni yontemle barsak
mikrobiyotasint degerlendirmisler ve gorece daha az Akkermansia cinsi ile gorece
daha fazla Veillonella tiirtinii gaita 6rneklerinde saptamislardir.

Besin alerjisi ile ilgili yapilan fare deneyleri barsak mikrobiyotasinin intestinal
mukoza ile dogustan veya edinsel olmak iizere bir¢ok yonden etkilestigini
gostermektedir. Barsak mikrobiyotasi tip 2 immiiniteyi modiile etmekte ve mikrop
icermeyen farelerde (germ-free mice) Th2 tarafindan indiikklenen IL-33 diizeyini
artirmaktadir. Buna zit bir sekilde Th2 tarafindan inhibe edilen RORyt + T regiilatuar
hiicreleri belirgin bir sekilde hem mikrop icermeyen farelerde hem de antibiyotik
verilmis farelerde (antibiotic-treated mice) azalmaktadir. Sonug¢ olarak Th2 iliskili
patolojik durum ilerlemekte ve IgE seviyeleri mikrobik sinyaller olmadan artmaktadir.
Barsak mikrobiyotasi mukozal immiin sistemin diizenleyici roliinii devam
ettirmektedir. Mikrop igermeyen farelerde mikrobiyal kolonizasyon Treg hiicrelerinin
sayica artmasini indiiklemektedir. Artmis mikrobiyal isaretlerin varliginda intestinal
makrofajlar tarafindan IL-16 salinimi saglanir bu da tip 3 innate lenfoid hiicreler
(Innate Lenfoid Cells; ILC) tarafindan graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; GM-CSF) salinimina Sebep
olur. Sonug olarak dendritik hiicreler ve makrofajlar tarafindan salinan IL-10 ve

retinoid asid diizeyleri artar, bu da lokal Treg hiicrelerin artisina sebep olur. Buna ek
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olarak Clostridia kolonizasyonu Treg hiicrelerde IL-10 ve indiiklenebilir Kostimiilator
(Inducible Costimulator; 1COS) gibi 6nemli anti-inflamatuar molekiillerin artmasina
sebep olur. Bunlara ek olarak barsak mikrobiyotasinin bazofil hemostazini regiile
ederek besin alerjisinin onlenmesinde Onemli rol oynamaktadirlar. Mikrobiyal
sinyallerin varlig1 kemik iligi kaynakli bazofil 6nciillerinin proliferasyonunu smirlar
ve bazofil iliskili alerjik inflamasyonu azaltir. Mikrop igermeyen farelerde yapilan
deneylerde Clostridia ve Bacteroides’in bazi suslarinin intestinal IgA sekresyonunu
uyardi@i bunun da immiin toleransa sebep oldugu ve alerjen alimini azalttigi
gosterilmistir (121) (Sekil 2).
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Sekil 2. Barsak mikrobiyotasinin oral tolerans ve besin alerjisi ile iliskisinin sematik

gosterimi. [Ho ve Bunyavanich (121) calismasindan modifiye edilerek kullanilmistir].
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1.3. Toll-Benzeri Reseptorler

Toll-benzeri reseptorler terimi ilk defa 1985 yilinda Dr. Christiane Niisslein-
Vollhard ve ekibi tarafindan Toll geninin bir meyve sinegi olan Drosophila’nin
embriyogenez asamasinda Kkritik bir rol oynadiginin gosterilmesinden sonra
kullanilmistir. Dr. Christiane Niisslein-Vollhard erken embriyonik gelisimdeki genetik
kontrolii gosterdigi bu kesfinden sonra Edward B. Lewis ve Eric Wieschaus ile birlikte
1995 yilinda Nobel Tip 6diiliiniin sahibi olmustur. Drosophila toll proteinin insan
homologunun karakterizasyonunun ve TLR ’nin insanlarda kazanilmig immiin sistemi
de aktive edebilecegi 1997°de Janeway ve Medzhitov tarafindan gosterildikten sonra
bu alanda ¢1gir acic1 gelismeler yaganmistir (122). TLR’ler dogal
immiinitenin pargalar1 olan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilen,
sitoplazmik ve ckstraselliiler bolgeden olusan, tek membranli, non-katalitik tip 1

transmembran proteinleridir (123).

Bu reseptorler ligandlarin taninmasindan sorumlu ekstraseliiler boliim,
transmembran heliks boliimi ve sinyal yolaklariin baslangict olan Toll/interleukin-1
reseptor (TIR) bolimii olmak tizere 3 boliimden olusmaktadir (124). Reseptorlerin
sitoplazmik bolgesi, IL-1 reseptorii ile biiyiik oranda benzerlik gosterir ve bu sebeple
TIR bolgesi olarak isimlendirilir. Reseptorlerin ekstraselliiler bolgesinde her biri 24-
29 amino asit (aa)’den olusan, 16sinden zengin tekrar (Leucine-Rich Repeat; LRR)
motifleri mevcuttur. Bu LRR alanlarinin farkli patojenlerin saptanmasindan sorumlu
oldugu bilinmektedir. Insanlarda TLR ailesinin tanimlanms 10 iiyesi (TLR1-10)
mevcuttur. TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 tipleri hiicre yiizeyinde, TLR 3, 7, 8, 9 sitoplazmada
ozellikle endozomlarda bulunur (124, 125). Molekiiler g¢alismalarin sonucunda,
TLRI’in agirlikli olarak monosit, nétrofil, B-hiicreleri ve natural killer (NK)
hiicrelerinde, TLR2’nin monosit, nétrofil ve dendritik hiicrelerde, TLR3’tin dendritik
hiicrelerde, TLR4’iin endotelyal hiicreler, monosit, notrofil ve dendritik hiicrelerde,

TLR5’in ise monosit ve dendritik hiicrelerde eksprese oldugu gosterilmistir (126).

28



Besin alerjisi gelisiminde barsak Treg hiicrelerinin veya TLR’lerin rolii artik
kesin olarak biliniyor ise de siirecteki patofizyolojik mekanizmalar halen gizemini
korumaktadir. Bu noktada CD4+CD25+ Treg hiicrelerin rolii giin gegtikge daha
belirgin sekilde aciga ¢cikmaktadir (127). Ozellikle Foxp3 genindeki mutasyon sonucu
ortaya ¢ikan bagisiklik sistemi bozukluklarinin birgok endokrin sistem iliskili
otoimmiin hastaliklara ve besin alerjilerine neden olabilecegi gosterilmistir (128).
Farelerde yapilan ¢alismalar da bu bulgular1 desteklemis ve Foxp3 eksprese eden
CD4+CD25+ Treg hiicrelerin oral toleransda etkili oldugu gosterilmistir (129).
Westerholm-Ormio ve ark. (130) besin alerjili ¢ocuklarin barsaklarinda tedavi 6ncesi
artmig FOXp3 ve TLR4 hiicrelerinin varligini1 géstermisler ve artmis TLR4 hiicreleri ile
korele saptanan T hiicre reseptor yiizey belirteglerinin besin alerjisi ve intestinal
mikrobiyota arasindaki iliskinin agiga ¢ikarilmasi bakimindan 6nemli oldugunu
belirtmislerdir.

Toll-benzeri reseptorler ile ¢cocukluk cagi besin alerjileri arasindaki iliskide
maternal alerji mevcudiyeti biiyiik 6nem arz etmektedir. Maternal alerji varliginin
cocukta alerjik hastalik gelisimi i¢in bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Kordon kan1
orneklerinde azalmigs TLR2, TLR4 ve CD14 mRNA seviyelerinin varlig: ile beraber
azalmig neonatal TLR2 cevaplart bu iliskinin en biiyliik kanitidir (131). Alerji riski
yiikksek yeni doganlarda LPS uyarisina bagli regiilatuar T hiicre cevabindaki
degisiklikler TLR4 yolag: izerinden meydana gelmektedir. Bununla birlikte maternal
alerji mevcut olan bireylerde TLR2, TLR3 ve TLR4 aktivasyonuna bagl neonatal IL-
12 ve interferon gama cevabi belirgin derecede yiiksek bulunmustur (132). Erken
donemde artmis olarak saptanan bu TLR cevaplar1 genetik ve barsak mikrobiyotasi

iliskili gevresel faktorlerle son derece yakin bir iligki i¢indedir (133).

1.3.1. TLR-2 Geni ve Fonksiyonu

Toll-benzeri reseptdr 2, TLR ailesinin bir iiyesidir ve dogal immiin sistemin
aktivasyonu ve patojen taninmasinda rol almaktadir. Bakteriyel lipoproteinlere ve
diger mikrobiyal hiicre duvarlarina karsi tepki vererek dogal immiin cevaba aracilik
eder ve NF-kappa-B aktivasyonunu, sitokin salinimini ve inflamatuar cevabin ortaya

cikmasini saglar. Bakteriyel lipoproteinlerin ve lipopeptidlerin taninmasinda TLR1 ve
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TLR6 birlikte gorev almaktadir (134). TLR2/6 heterodimerinin, peptidoglikan
ve mayalar (zimosan) ile etkilesime girdigi ortaya konmustur, ancak TLR2’nin,
bakteriyel lipoprotein yapisim1  birlikte tanidigi heterodimeri su an igin
tamimlanamamustir. Peptidoglikan, TLR2 ve TLR6’nin olusturdugu dimer reseptor
araciligi ile sinyal iletimini saglarken, lipoproteinler, TLR6’ya ihtiyag duymadan
TLR2’yi aktive edebilmektedir. Benzer sekilde TLR2 ve TLR6 birlikte mikoplazma
lipoproteinin taninmast i¢in gereklidir. Yine TLR2 ile TLR1’in dimerizasyonu ile
Neisserria reseptorii olusmaktadir. Sadece TLR2, TLR1 ve TLR6 ile heterodimerize
olarak farkli molekiilleri tamima Kapasitesini arttirirken, aktive olmak i¢in
heterodimerizasyon gerekmeyen TLR4 i¢in bu gorevi muhtemelen miyeloid
farklilagsma proteini-2 (Myeloid Differentiation Protein-2; MD-2) ve CD14 gibi diger
yardimer molekiiller yiiriitmektedir (135). Bu agidan degerlendirildiginde TLR2’nin
bakteriler, parazitler, mantarlar ve viriisler gibi birgok patojen ile iliskili molekiiler

paternler’in taninmasinda son derece énemli bir yere sahip oldugu soylenebilir.

1.3.2. TLR-4 Geni ve Fonksiyonu

Toll-benzeri reseptor 4, LPS taninmasinda ve LPS aracili inflamatuar cevaptan
sorumlu en 6nemli TLR’dir. Dogal bagisiklik sisteminin merkezi reseptoriidiir ve
kardiyomiyositlerde, makrofajlarda, soluk borusu epitelinde, endotelyal ve diiz kas
hiicrelerinden eksprese olur (136).

Toll-benzeri reseptor 4, insanlardaki TLR4 geni tarafindan kodlanir ve
kromozom 9g-32-33 iizerinde bulunan bir proteindir. Yaklasik uzunlugu 13 kb’dir ve
222 amino asitlik bir proteini kodlayan 3 ekzonu vardir (137). TLR4, bir dizi kinaz
yolagini ve transkripsiyon faktor aktivasyonunu indiikleyerek patojenlere karsi dogal
immiin cevabin olusmasini saglar ve belirli enfeksiyonlara dogustan gelen bir
bagisiklik tepkisinin ortaya ¢ikmasinda yasamsal bir rol oynar. TLR4 fonksiyonel
olarak hiicre yiizeyinde CD14, MD-2 ve LPS-baglayici proteini igeren bir molekiil
kompleksini olusturur ve bu molekiillerden herhangi birisi eksik olan farelerde LPS
cevabinin da eksik oldugu gozlenir. TLR4 sinyalizasyonunda miyeloid farklilagtirma
faktori 88 (Myeloid Differentiation Factor 88; MyD88) bagimli yolak ve MyD88
bagimsiz yolak olmak iizere 2 yolak tanimlanmis olup, MyD88 bagimli yolaklardaki
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sinyal kaskadlari, pro-inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, eikosanoidlerin ve
reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species; ROS) gibi dogal immiinite

etkenlerinin olusumuna neden olur (138).

1.3.3. TLR-2 ve TLR-4 Gen Polimorfizimleri

Hiicre DNA niikleotid dizilimindeki degisikliklere mutasyon denir ve
mutasyonlar temelde hiicrede kromozom sayisini etkileyen mutasyonlar (genom
mutasyonu), tek basina kromozomun yapisin1 etkileyen mutasyonlar (kromozom
mutasyonu) ve genleri etkileyen mutasyonlar (gen mutasyonlar1) seklinde 3 gruba
ayrilir. DNA sekanslarindaki bu gen mutasyonlar1 tek niikleik asit degisimlerinden
binlerce baz ciftini etkileyecek degisimlere kadar uzanir. Ancak genomdaki en yaygin
dizi varyasyonu tek niikleotid polimorfizimleridir (Single Nucleotid Polymorphisms;
SNP). Genlerdeki bu niikleotid degisimleri gen ekspresyonunun tamamen kaybina,
varyant protein ekspresyonuna veya tamamen normal fenotipik degisikliklere neden
olabilir. Bunlar birgok hastaliga yatkinlik icin degerli belirteclerdir. isimlerinden de
anlasilacagi tizere SNP’ler tek bir baz ¢iftinin farklilasmasini saglayan degisimlerin
sonucudur ve toplumda SNP varyasyonlarinin siklig1 diisiik olsa da bazi durumlarda
kritik rollere sahiptirler (139). Yapilan galismalar, belirli bireylerin TLR ligandlarina
uygun cevap verebilme yeteneginin SNP tarafindan etkilenebilecegini gostermektedir.
Etkilenen lokusta birden fazla allelin bulunmasi seklindeki DNA niikleotid
degisimlerine polimorfizim adi verilir. TLR’lerin konak tarafindan patojen
taninmasindaki  6nemli roli g6z Oniine alindiginda, TLR2 ve TLR4
polimorfizimlerinin bakteriyel enfeksiyonlar igin risk faktorii olusturabilecegi
asikardir. TLR2’nin korunmus C-terminal bolgesinde yer alan Arg753GIn (R753Q)
polimorfiziminin, TLR2 ligand: ile transfekte olmus HEK?293 hiicrelerinde azalmis
aktivasyona neden oldugu gosterilmistir. Bu polimorfizimde genin 753. pozisyonunda
arjinin/glutamin aminoasit degisikligi olusmaktadir. Bu degisimin gen iiriinii proteinin
fosforilasyon mekanizmasi dolayisi ile sinyal yolaginda degisime neden oldugu
bildirilmistir (140). Literatiirde alerjik hastaliklarda TLR2 ve TLR4 genetik
polimorfizimin incelendigi ve geliskili sonuglarin alindigi ¢ok sayida calisma

mevcuttur (141-143). Bu g¢alismalardan biri olan Oh ve ark.’nin (141) ¢alismasinda

31



atopik dermatitli olan bireylerde TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR9’u kodlayan genlerde 9
degisik SNP incelenmis ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu SNP’lerde gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Baska bir ¢alismada ise atopik dermatitli 78
hasta TLR2 R753Q polimorfizimi agisindan incelenmis ve agir seyreden atopik
dermatitli hastalarda bu polimorfizim agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulundugu belirtilmistir (142). Baska bir ¢alismada ise Potaczec ve ark. (143) atopik
dermatitli 130 hastay1r TLR2-16934A>T polimorfizimi agisindan incelemisler ve
atopik dermatitin siddetinin degerlendirilmesinde bu genetik polimorfizmin 6nemli
oldugunu vurgulamislardir. Benzer sekilde Salpietro ve ark. (144) TLR2 (R753Q ve
A-16934T) ve TLR4 (D299G and T3991) SNP arastirdiklar1 187 atopik dermatitli ve
150 saglikli gocugu igeren ¢alismalarinda TLR2 R753Q SNP sikligini yiiksek
bulmuslar ve bu sikligin hastalik siddeti ile korele oldugunu rapor etmislerdir. TLR4
D299G ve T3991 SNP’ler i¢in homozigot hasta saptanmamustir. Atopik dermatitli
hastalarda benzer genetik polimorfizimlerin incelendigi baska bir ¢alismada ise TLR2
R753Q ve A-16934T polimorfizimlerinin hastalik ile iligkisi saptanmamustir (145). Bu
bulgu genetik polimorfizimlerin toplumsal farkliliklar1 géstermesi agisindan son
derece anlamli bir bulgudur. Yakin zamanli baska bir ¢alismada, psoriazisli 100 hasta
TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimleri agisindan incelenmistir (146). Psoriazisin, TLR2
Arg753GIn polimorfiziminde GA genotipi ve A alleli ile istatistiksel olarak anlaml
bir iligki oldugu saptanmis ve TLR2 genindeki varyant allellerin, psoriazisin molekiiler
etiyopatogenezinde 6nemli rolii oldugu belirtilmistir. TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle
gen polimorfizimi i¢in hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir. TLR4 gen polimorfizimleri ile degisik hastaliklar
arasinda Yapilan ¢alismalarda celiskili sonuclar rapor edilmistir. Ornegin TLR4
Asp299Gly gen polimorfiziminin romatoid artrit ve ilseratif kolit olusmasini
engelledigini ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigin1 bildiren yaynlarin
mevcudiyetine ragmen, sarkoidoz, multiple skleroz, periodontit ve tip 2 diyabet gibi
hastaliklarda TLR4 genetik polimorfiziminin herhangi bir etkisinin olmadigini belirten
calisma sayist giin gectikge artmaktadir (147-152). TLR4 genetik polimorfizimi ile
hastalik gelisimi agisindan bir diger 6nemli kanit Lorenz ve ark. (153) tarafindan

yayinlanmistir. Bu raporda TLR4’te Asp2999Gly polimorfizimi ile Finli toplumdaki
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prematiire dogum riskinde artis oldugu bildirilmis ve yine ayni grup baska bir
calismalarinda TLR4 mutasyonlar1 ile HLA uygun kardesten kemik iligi nakli
yapilmis vakalarda Graft-versus-Host Hastalig1 riskinde artigin paralellik gosterdigini
saptamiglardir (153-154). TLR gen polimorfizimleri ile degisik klinik durumlar

arasindaki iliski Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. TLR gen polimorfizimleri ve hastaliklar ile iliskileri (149 no’lu referansdan

modifiye edilmistir)

TLR SNP Hastahk Iiski
TLR2 Arg753GIn Staphylococcus, Mycobacterium Evet
leprae ve Mycobacterium
-16934 AIT Astim ve alerjiler Evet
-196 to -174 Astim Hayir
-191 G/A,
1350 T/C
TLR3 -7 AIC, +71 Astim Hayir
Leud12Phe
1377 CIT
TLR4 Asp299Gly Inhale endotoksinlere cevap, Gram Evet

negatif sepsis, Agir RSV bronsiyoliti,
Romatoid artrit, Diyabetik ndoropati,
Crohn hastahig, Ulseratif  kolit,
Aterosklerozis

Meningokokal hastalik, Romatoid Hayir
artrit, Sistemik lupus eritematozis,
Multiple  sklerozis, Ateroskleroz,
Astim

Thr399lle Inhale endotoksinlere cevap, Agir Evet
RSV bronsiyoliti, Ulseratif kolit

Romatoid artrit, Sistemik lupus Hayir
eritematozis, Multiple skleroz, Astim

TLR5 392 Stop Lejyonella pnomophila enfeksiyonu  Evet

TLR6 Ser249Pro Astim Evet

TLR9 -1237 CIT Crohn hastalig1, Astim Evet

TLR10 +1031 G/A, Astim Evet
+2322 G/A
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1.3.4. Toll-Benzeri Reseptorler ve Barsak Mikrobiyotasi

Insan barsaklari, kommensal bir sekilde yasayan trilyonlarca bakteriye ev
sahipligi yaparlar ve patogenik bakterilere benzer sekilde barsak mikroorganizmalari
ve onlarn iiriinleri TLRler tarafindan taninirlar. Intestinal bagisikhigin dengelenmesi
barsak mikrobiyotas1 ve lokal TLR’ler arasindaki iliski ile yakindan alakalidir.
Ozellikle baz1 TLR tipleri barsak mikrobiyota kolonizasyonunda son derece etkilidir
(155). Ornegin barsak mikrobiyotasinin intestinal mukozal sistemle temas: epitelyal
ve dendritik hiicrelerdeki TLR5 aktivasyonuna yol agmakta, bunun sonucu olarak da
B hiicrelerinin ve T hiicrelerinin salinimi artmakta ve sonug olarak olusan IgA barsak
mikrobiyotasinin asir1 kolonizasyonunu sinirlamaktadir (156). T hiicre {izerindeki
TLR2 Bacteriodes fragilis tizerindeki polisakkarit A’y1 tanimakta ve kolonizasyonunu
kontrol etmektedir. Yiiksek yag igerikli gida tiiketimi veya sigsmanlik barsak
biitiinligiinii zayiflatabilmekte ve barsak mikroorganizmalarinin sistemik dolasima
katilimina yol agabilmektedir. Kommensal mikrobiyotanin tetikledigi bu dusiik
dereceli endotokseminin TLR aktivasyonunun bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir
(157). Bu sebeple GiS’in spesifik patolojik durumlarinin baglangicinda ve
ilerlemesinde TLR ve barsak mikrobiyotasi arasindaki var olan iligki son derece
onemlidir (158). Mesela barsak mikrobiyotasinin bozuldugu durumlardan biri olan
inflamatuar barsak hastaliklarinda barsakta artmis Enterococcus ve Bacteroides tiirleri
ile birlikte azalmig Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri saptanmaktadir (159).
Inflamatuar barsak hastaliginda mevcut olan artmis TLR2 ve TLR4 ekspresyonlar bu
reseptorler ile alakali sinyal mekanizmalarinin barsak mikrobiyotasini ve motilitesini
etkiledigini diislindiirmektedir.

Her ne kadar hiicresel diizeydeki mikrobik patojenleri taniyan reseptorler gida
tolerans1 ve alerjen tanimlama ile iligkili gorevler yapiyor olsalar da, TLR2
gastrointestinal sistem mikrocevresinde epitelyal hiicreler ve dendritik hiicreler
tarafindan eksprese edilmesinden dolay1 ayr1 bir éneme sahiptir. Bununla birlikte
kommensal bakterilerin biiyiik kismi gram pozitiftir ve TLRyi yiiksek miktarda aktive
etme potansiyeline sahiptirler (160). Giiniimiizde TLR2’nin alerjenlere karsi tolerans
gostermesi veya aktif immiin cevabin baslatilmasi kararmin verilmesinde en 6nemli

faktorlerden biri oldugu gosterilmistir. TLR2 ile birlikte bir lipopolisakkarid reseptorii
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olan TLR4’iin besin alerjisi patogenezinde oénemli bir role sahip oldugu gergegi de
unutulmamalidir. Bashir ve ark. (161) TLR4’iin besin alerjisi gelisimindeki roliinii
fareler tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda ayrintili bir sekilde gostermiglerdir. TLR4
icin fonksiyonel reseptorii olmayan fareye intragastrik Ara hl allerjeni verilmesi
anafilaktik reaksiyona benzer tepkilere neden olmus ve bunun TLR4’iin besin
alerjisinden korunmadaki Kritik roliiniin bir kanit1 oldugu bu ¢alismanin bir sonucu
olarak belirtilmistir. Barsak mikrobiyotasi ve TLR arasindaki iligski ve bunun hiicre igi

enerji degisikligindeki roli Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Barsak mikrobiyotasinin hiicre i¢i enerji degisikligindeki rolii. Yag hiicresi
gibi metabolik hiicrelerdeki Toll-benzeri reseptorler, diisiik miktardaki bakteriyel flora
kaynakli TLR ligandlarini taniyabilir bu da lipoliz gibi katabolik siireglere yol acabilir.
Toll-benzeri reseptor yolaginin aktivasyonu, bagisiklik sistem hiicrelerinde (makrofaj
gibi) glikolize sebep olarak polarizasyonu baslatir (en iist panel). Bagisiklik hiicreleri
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artan bir sekilde diger organlara gecis yapar, enerji veya yaglar yakindaki makrofajlar
tarafindan inflamasyonun devamiin saglanmasi i¢in tutulur bu da metabolik
disfonksiyonu siddetlendirir (orta panel). [Yiu ve ark. (157) ¢alismasindan modifiye
edilerek kullanilmistir]
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2. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Cocuk Alerji ve Immiinoloji Poliklinigine bagvuran ve besin alerjisi
tanis1 alan 0-5 yas araliginda 130 hasta dahil edilmistir. Calismanin kontrol grubunu
ise Genel Cocuk Poliklinigine rutin izlem amaci ile bagvuran kronik hastaligi olmayan,
saglikli ayn1 yas grubundaki 110 ¢ocuk olusturmustur.

Calisma oncesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulundan 21.06.2018 tarih ve 11/04 sayili
kurul karar1 alindiktan sonra, ¢alismaya dahil edilen katilimcilarin ailelerine ¢alisma
hakkinda bilgi verildi ve yazili onamlar1 alindi. Tibbi 6ykii, fizik muayene, klinik
ozellikler, laboratuvar sonuglar1 ve besin alerjenleri ile ilgili bilgiler prospektif olarak
toplandi ve kaydedildi. Calismada yer alan her katilimcinin adi-soyadi, cinsiyeti, yasi,
sikayeti, dogum sekli, gestasyonel yasi, dogum agirligi, beslenme sekli, antibiyotik
kullanimu, alerji tiirii, absolii eozinofil sayisi, besin sIgE diizeyi, deri prik testi, besin
yama testi, oral provokasyon testi bulgular1 kaydedildi.

Hasta ve kontrol grubundaki katilimcilarin rutin tetkiklerine ek olarak
antekiibital venden 1 cc kadar kan alinarak uygun tiipler i¢inde -20°C’de saklandi. Bu
tipler i¢indeki kanlardan ¢alisma bitiminde Tibbi Genetik Boliimii laboratuvarinda
TLR2, TLR4 gen polimorfizimleri ¢alisildi.

Besin alerjisi olan hastalardan ve kontrol grubundaki vakalardan kan
ornekleriyle birlikte gaita oOrnekleri de alindi. Katilimcilardan alinan gaita
orneklerinden intestinal mikrobiyota degerlendirilmesinin yapilmasi amaciyla 16S

rRNA analizi uygulanarak bakteri tiirleri saptandi.

2.1. Cahsmaya Alinma Kriterleri ve Gruplarin Olusturulmasi

Calismaya dahil edilen hastalarda besin alerjisi tanisi; anamnez, deri prik testi,
besin yama testi, ¢ocuk yiyecek paneli (fx5), besin sIgE 6l¢iimii ve besinler ile yapilan
oral provokasyon testi sonuglarinin degerlendirilmesi ile konuldu. Bunlara ek olarak
besinlerle DPT <%95 prediktif degeri olan hastalara oral provokasyon testleri
uygulandu. Iki yasi altindaki ¢ocuklara yapilan DPT; siit, yumurta aki, yumurta sarist,
bugday, sigir eti, yer fistigi, findik, muz, soya, balik, kakao, tavuk eti, ceviz, bezelye,

cilek, musir, piring, domates, yesil biber, patates, {iziim, elma, portakal, limon, armut,

37



seftali, Kivi, kirmizi biber ve susam igeriyordu. iki yasindan biiyiik cocuklara yapilan
DPT ise; aeroallerjen paneli ile birlikte yukardaki besin alerjenlerini igeriyordu
(Allergopharma, Reinbek, Almanya). Besinler ile  DPT’de
alerjen soliisyonlar1 ve/veya taze besinler kullanildi. Alerjen soliisyonlari
standardizasyon saglamak i¢in 6n kolun volar yiiziine damlatildi ve travmatik olmayan
bir lanset veya aplikator yardimiyla alerjenlerin epidermise ulasmasi saglandi. Testler
uygulandiktan 15 dakika sonra ayni kisi tarafindan degerlendirildi, endurasyon ve
eritem gaplar1 negatif ve pozitif kontrollerle karsilastirildi. U¢ mm’den biiyiik veya esit
olan reaksiyonlar pozitif kabul edildi. inek siitii i¢in deri prik testinin >%95 prediktif
degeri; 2 yas alt1 >6 mm olarak, 2 yas tizeri > 8 mm olarak kabul edildi. Yumurta aki
icin deri prik testinin >%95 prediktif degeri; 2 yas altt >5 mm olarak, 2 yas tizeri > 7
mm olarak kabul edildi. Oral provokasyon testi, sIgE diizeyleri
veya DPT i¢in endurasyon c¢ap1 <%95 prediktif degeri olan hastalara uygulandi. Oral
provokasyon testi pozitif olan hastalar calismaya alind1. inek siitii ile oral provokasyon
testi, uygun tedavi ve resiisitasyon malzemelerinin hazirda bulundugu alerji tinitesinde
yapildi. Oral provokasyon testinden en az 2 hafta dncesinden baglamak {izere tiim
cocuklara siipheli besin igermeyen diyet eliminasyonu uygulandi. Cocuklarin yasinin
kiiciik olmas1 nedeniyle oral provokasyon testi agik metot kullanilarak yapildi. Inek
stitii ile yapilan oral provokasyon testinde inek siitii ( veya <12 ay ise formiila mama)
kullanilarak yapildi. Oral provokasyon testleri Amerikan Alerji, Astim ve Immiinoloji
Akademisi ve Amerikan Alerji, Asttim ve Immiinoloji Kolejinin onerilerine uygun
olarak uygulandi ve degerlendirildi (147).

Deri prik testindeki endurasyon ¢ap1 veya sIgE diizeyleri igin >%95
prediktif degeri olan hastalarda (<2 yas hastalarda siit spesifik IgE i¢in >5 KUA/L, DPT
icin endurasyon ¢ap1 >6 mm; >2 yas ¢ocuklarda siit spesifik IgE i¢in >15 KUA/L, DPT
icin endurasyon ¢ap1 >8 mm) ve son 6 aylik siire iginde siit ile anaflaksi hikayesi olan
hastalarda oral provokasyon testi yapilmadi. Bu hastalarin inek siitii alerjisi oldugu
kabul edildi, eliminasyon diyeti uyguland1 ve ¢alismaya alindi. Anne emziriyorsa
kendisine de alerjik besin i¢in eliminasyon diyeti uygulandi ve 1000 mg kalsiyum, 10

mg D vitamini profilaksisi baslandi (148, 149).
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Mikrobiyota incelemesi i¢in katilimcilardan toplanan taze insan gaita (100 mg)
ornekleri; ortalama 25 ml ebatl, steril, agz1 sizdirmaz, kapakli ve kasikli gaita numune
kaplarina birakildi. Daha sonra ilk 0-2 saat i¢inde teslim alindi. Gaita numuneleri
alindiktan hemen sonra, test edilmek tizere kullanilana kadar -80 °© C‘de saklandi. Gaita
orneklerinden bakteriyel DNA izolasyonu yapilmasiin ardindan, bakteriyel 16S
rRNA amplifikasyonu gergeklestirildi. Olusan amplikonlar, igerdikleri hiper degisken
bolgelere gore ayristirilarak mikrobiyota analizi yapildi.

2.2. Calismadan Dislanma Kriterleri

Kronik akciger ve diger solunum yolu hastaliklari, gastrointestinal sistem
hastaliklar1 (inflamatuar barsak hastaligi vs), renal/iirolojik hastalik, hepatik hastalik,
kardiovaskiiler hastalik, metabolik hastalik, norolojik hastalik, kistik fibrozisli
cocuklar, kemik hastaligi ve immiin yetmezlik 6ykiisii olan gocuklar, bes yas tstii
cocuklar, siirekli antibiyotik profilaksisi kullanan ve son 6 ay i¢inde antibiyotik

kullanim hikayesi olan ¢ocuklar ¢alisma dis1 birakildu.

2.3. Molekiiler Genetik Analizler

Polimorfizim analizlerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi
kullanildi. Analiz Tag-Man temelli primer prop giftleri kullanilarak kantitatif gergek
zamanl (Quantitative Real Time; QRT) PZR yontemi ile gergeklestirildi. Hastalardan
rutin EDTA’1 biyokimya tiiplerine 1 ml kan 6rnegi alindi ve kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi. DNA izolasyonu oncesi kanlar oda 1sisina gelinceye kadar
¢ozdiiriildiikten sonra asagida detaylar1 verilmis olan manuel DNA izolasyon yontemi

uygulandi.

2.3.1. DNA izolasyon Protokolii

DNA izolasyonu icin Genomik DNA izolasyonu WIZARD Genomik DNA
Purification Kit (Katalog No: A1125, Promega, MA, USA) kullanildi.

1. 5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 900 ul hiicre pargalayici (Cell lysis buffer)

soliisyon eklendi.
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10.

11.
12.

13.

Ornek alman tiipteki kanin tamamen karismasi saglanana kadar hafifce
sallandi, daha sonra 300 pl kan, hiicre pargalayici soliisyonu igeren
mikrosantrifiij tiipine aktarildi. Karigmas i¢in tiip 5-6 kez alt-iist edildi.
Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tip 2-3 defa alt-tist edildi. Daha sonra 13.000-16.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi.

Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl rezidiiel
s1v1 birakacak sekilde atildi.

Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifce
vortekslendi.

300 pl nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun
viskoz bir hale gelmesi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri
goriinenler ¢oziilene kadar 37°C de inkiibe edildi.

1.5 ul RNAaz soliisyonu eklenen tiipler 25 defa alt-iist edilerek karistirildi.
Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden 6nce karisimin oda
sicakligina gelmesi beklendi.

Niikleer pellete 100 ul protein presipitasyon soliisyonu 10 M (Molar)
amonyum asetat eklendi, 30 saniye vortekslendi. VVortekslemeden sonra kiigiik
protein ¢okeltileri goriildii.

Tiipler 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi
protein pelleti goriildii.

Icinde DNA bulunan siipernatant, icine 300 pl isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak kuvvetlice alt iist edildi.

Isleme ag seklinde DNA Kkiitlesi goriilene kadar devam edildi.

13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA dipte kiigiik beyaz bir
pellet seklinde goriildii.

Siipernatant atildi, 300 pl %70 lik etanol eklendi ve ardindan kullanilincaya
kadar -20°C’de saklandi.
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2.3.2. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

Her bir hastanin DNA konsantrasyonu nanodrop cihazinda (Maestrogen,
MaestroNanodrop, USA) olciildiikten sonra saflik derecesinin belirlenmesi UV
spektrofotometresi ile yapildi. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.
Saf bir DNA 6rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans orani (A260nm/ A280nm)
1.8’dir. Bu deger elimizdeki DNA O6rneginin verimini gosterir. Dolayisiyla
buldugumuz deger 1.8’¢ ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik
degerler 6rnekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den biiyiik degerler ise RNA
kontaminasyonu varhigin1 gosterir. Hasta ve kontol grubuna ait DNA ornekleri
Olgiilerek konsantrasyonlar1 ve safliklari belirlendi. 1.8’¢ yakin olmayan degerlere

sahip orneklerin DNA’lar1 tekrar izole edildi.
2.3.3. Varyantlari Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Genotiplendirilmesi

2.3.3.1. TagMan Problari ile Genotiplendirme

Hasta ve kontrol 6rneklerinde asagida detaylar1 Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmis
olan FNDC5 genine ait Rs5743708, Rs1898830, Rs4986791 ve Rs4986790
polimorfizimleri TagMan problar1 kullanilarak ABI 7500 Fast Real Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda galigtirildi.
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Tablo 2. FNDC5 genindeki polimorfizimlere ait referans numaralar1 ve dizileri

Referans No Polimorfizim DNA dizilimi

Rs5743708 ATTCCCCAGCGCTTCTGCAAGCTGC[A/IG]GAAG
[VIC/IFAM] ATAATGAACACCAAGACCTAC

TLRe Rs1898830 ATAGTAAAATAAATCCAGAGAAATCIA/G]GAA
[VIC/IFAM] CAGGGGAAATAATAATATAAGA
Rs4986791 TGTTCTCAAAGTGATTTTGGGACAA[CI/T]CAGC
[VIC/FAM] CTAAAGTATTTAGATCTGAGC

LR Rs4986790 GCATACTTAGACTACTACCTCGATG[A/G]TATT
[VIC/FAM] ATTGACTTATTTAATTGTTTG

Tablo 3. RT-PZR’da kullanilan genotipleme testleri (Applied Biosystems, Foster
City, CA)

Test ad Katalog Numaras1 Kodon Degisimi ~ Polimorfizim
ozelligi
TLR2 Rs5743708 C__27860663_10 CAG,CGG Q753R,
Missense Arg753GIn
mutation
Rs1898830 C_ 11853988 _10 Intron
TLR4 Rs4986791 C_ 11722237_20 ACC,ATC T399I,
Missense Thr399lle
mutation
Rs4986790 C_ 11722238 20 GAT,GGT D299G,
Missense Asp299Gly
mutation
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Elde edilen DNA konsantrasyonlar1 1-10 ng olacak sekilde sulandirildi. PZR
reaksiyon karisimi buz iizerinde hazirlandi. Tablo 4’de RT-PZR reaksiyonu igin

kulllanilan malzeme miktarlar1 detayl1 olarak verilmistir.

Tablo 4. RT-PZR reaksiyon karisimi

Bilesik Hacim (ul) Katalog No:

;aa‘:i\:f:‘n?::“yp'”g 5l 4401890

C__27860663_10
TagMan genotyping 0.25 i C_ 11853988 _10
assay (20 X) C__11722237_20

C__11722238_20
Niikleaz icermeyen H20  1.0pl C-34204885-10
Ornek 2.5ul C-927694-10
Reaksiyon toplami 10.0ul

Doksan-alt1 kuyucuklu pleyt’in her bir kuyucuguna sirasiyla her 6rnekten 2,5 ul
DNA konuldu. DNA’larin iizerine, hazirlanan PZR reaksiyon miksinden 7,5 ul ilave
edilip toplamda 10 ul’lik reaksiyon hacmi olusturuldu. Pleyt’in iizeri optik film ile
kapatilip santrifiij yapildi. Pleyt, 7500 Fast Real Time PZR cihazina yerlestirildikten
sonra asagida Tablo 5’de verilen programa gore 40 dongii olacak sekilde PZR

programi calistirildi.

Tablo 5. Genotipleme igin uygulanan RT-PZR programi

RT-PZR X 40 Dongii

Adim Adim Adim Adim Adim
Sicakhk 60 °C 95 °C 95°C 60°C 60°C
Zaman 30 sn 10 dk 15 sn 1dk 30sn
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrasi cihazin software sistemi kullanilarak allel
1 ve allel 2 ayrimina gére homozigot mutant, heterozigot ve homozigot normal

genotipler belirlendi.

2.4. Gaitadan DNA izolasyonu

300 mg 6rnek tartilarak tizerine 3 ml serum fizyolojik (0.9% NaCl soliisyonu)
eklenir ve vortekslenir. 3.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi
stipernatant yeni bir tipe alinir. 1.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilir ve santrifiij sonrasi
stipernatant atilir. Tiipiin dibinde kalan pellet {izerine 2 ml fosfat tamponu (Phosphate-
Buffered Saline; PBS) eklenir ve vortekslenir. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak
tistteki stipernatant atilir. Pellet {izerine 1 ml pargalayici tampon [1% (w/v) N-setil-
N,N,N-trimetilamonyum bromiir (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide; CTAB), 100
mM Etilen diamin tetra asetik asit (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid; EDTA), 1.5 M
Sodyum kloriir (Sodium Chloride; NaCl), 100 mM Trisodyum fosfat (Trisodium
Phosphate; Na3PO4) ve 100 mM of Tris hidroklorid (Tris Hydrochloride; Tris—HCI
(pH 8.0)] eklenerek pipetaj yapilir. Olusan homojenizat tizerine 4 pl (20 mg/ml)
proteinaz K ve 40 ul (1 mol) Dithiotheritol (DTT) eklendikten sonra tiipler 55°C *de 1
saat su banyosunda bekletilir. 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij sonrast iistteki siipernatant
yeni bir tiipe aliir. Alinan Siipernatant {izerine siipernatant ile ayni oranda
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenir ve vortekslenir. 10.000 rpm’de 10 dk
santrifiij sonrasi st faz yeni bir tiipe alinir. Alinan st faz tizerine st faz ile ayn
oranda kloroform ve izoamilalkol (24:1) eklenir ve vortekslenir. 10.000 rpm’de 10 dk
santrifiij sonras1 {ist faz yeni bir tiipe alinir. Uzerine 100 ul sodyum asetat eklenir ve
vortekslenir. Daha sonra iizerine 1600 ml saf etanol, soguk olarak eklenir ve elle alt
iist edilerek homojenizasyon saglanir. Ornekler bu asamadan sonra -80°C de 1 saat
bekletilir. 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij sonrasi siipernatant atilir. Santrifiij sonrasi
dibe ¢oken DNA pelleti iizerine 1 ml %70’lik etil alkol eklenerek DNA yikanir. 13.000
rpm’de 5 dk santrifiij edilir ve siipernatant atilir. DNA pelletinin kurumasi beklenir.
Pellet biiytkligi ile orantili olacak sekilde 6rnekler DNAaz, RNAaz ve pirojen

icermeyen Su ile sulandirilir (162).
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2.4.1. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Real Time

Quantitative Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)]

Elde edilen DNA’lar sekans spesifik primerlerin varliginda Gergek Zamanh
(Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile amplifiye edildi. Orneklerde
calisilan mikrobiyota spesifik bakteriler ve kullanilan primerler Tablo 6°’de verilmistir.
RT-PCR analizleri sonucunda bakteri miktarindaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2

AACT metodu kullanildi.

Tablo 6. QRT-PCR’da kullanilan primerler

Bakteriler
(16S rRNA Primerler (5-3) Kaynak
spesifik)
Bacteroides GGCGACCGGCGCACGGG Nakanishi ve ark. (163)
GRCCTTCCTCTCAGAACCC
Bifidobacterium CCTGGTAGTCCACGCCGTAA Mikivuokko ve ark.
CAGGCGGGATGCTTAACG (164)
Firmicutes TGAAACTYAAAGGAATTGACG Bacchetti de Gregoris ve
ACCATGCACCACCTGTC ark. (165)
Universal AAACTCAAAKGAATTGACGG  Bacchetti de Gregoris ve
CTCACRRCACGAGCTGAC ark. (165)

QRT-PCR ¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Pleyt kuyucuklarma DNA (5
ng/ml) drneklerinden 2 pl koyuldu. Her bir 6rnek i¢in Spul Eva Green Master Mix, 3 ul
niikleaz icermeyen su ve 1 pl primer Ornek sayisina gore bilesen miktarlart
hesaplanarak eppendorflara birakildi ve vortekslendi. Pleyt’deki DNA &rneklerinin
lizerine hazirlanan karisimdan 9 pl pipet ile birakilarak pleyt’in iizeri optik filmle
kapatildi (Tablo 7). Pleyt 6rneklerinin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin
yok edilmesi amaciyla mini pleyt spin santrifiij cihazinda 1 dakika santrifiigasyon
islemine tabi tutuldu. Bakterilerin kantitatif seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR cihazi ile 6l¢iildii. Calismada kontrol gen (housekeeping) kullanildi. Is1
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kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1
dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 8).

Tablo 7. QRT-PCR ig¢in kullanilan bilesikler (TagMan Gene Expression Master
Mix, Applied Biosystems, Katalog N0:4369016)

Bilesikler Hacim (10 pl )*Ornek sayis1 (1)
DNA 1
Primer 1
Green Master Mix 5
Niikleaz igermeyen H20 3
Toplam 10

2.5. istatistiksel Analizler

Tablo 8. RT-PCR programi

RT-PCR 1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 50 °C 95 °C 95°C 60°C
Zaman 2 dk 10 dk 15 sn 1dk

Istatistiksel analizler Firat Universitesi lisansli SPSS 22 (Statistical Package for
the Social Sciences) paket programi kullanildi. Sayisal degiskenlerden normal dagilim
gosterenler ortalama + ortalamanin standart hatasi, normal dagilim gostermeyenler
ortanca ve geyrekler arasi aralik olarak belirtildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
Kruskal Wallis testi, ikili gruplarin karsilagtirmasinda MannWhitney-U testi
kullanildi. Nitel verilerin karsilagtirmalarinda ise Fisher’s kesin ki-kare ve Pearson ki-
kare testi kullanildi. Analiz sonuglar1 %95 giiven araliginda degerlendirilerek, p<0,05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta ve Saghkl Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu c¢alismaya 130 besin alerjili, 110 kontrol grubu olmak {izere toplam 240
katilimcr dahil edilmistir. Besin alerjisi olan 130 hastanin 89’u (%68,5) erkek, 41’1
(%31,5)’u kiz, kontrol grubunun 61 (%55,5)’i erkek, 49 (%44,5)’u kiz idi. Hasta
grubun yas ortalamasi 8,145+ 5,95 ay, kontrol grubunun yas ortalamasi 8,860 + 4,66
ay idi. Gruplar arasinda yas acisindan istatistiksel acidan anlamli bir fark mevcut
degildi (p=0,847). Gruplar dogum sekli, gestasyonel yas ve dogum agirlig1 agisindan
degerlendirildiklerinde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Beslenme sekli
acisindan hasta grup ve kontrol grubu degerlendirildiginde her ne kadar formiila ile
beslenen bebeklerde besin alerjisi gelisimi daha diisiik olma egiliminde saptand: ise
de, bu bulgu istatistiksel agidan anlamli degildi (p=0,214) (Tablo 9).

Tablo 9. Besin alerjisi ve kontrol grubunun Kklinik ve demografik verilerinin

karsilastirilmasi
Hasta grup (n:130) Kontrol (n:110) p
Cinsiyet n(%) Erkek 89 (68,5) 61 (55,4 ) 0,38
Kiz 41 (31,5) 49 (44.,6)
Yas (@) 8,145+5,95 8,860+4,66 0,84
(ortalama+SD)
Dogum Sekli n(%) Sezaryen 78 (60) 68 (61,8) 0,63
Normal dogum 52(40) 42 (38,2)
Gestasyonel yas >38 82 (63,1) 76 (69,0) 0.40
Dogum agrli (gn) 2390 33 (25,4) 19 (17,3)
o) 3000-3500 45 (34,6) 44 (40) 0,31
n
° <3000 52 (40,0) 47 (42,7)
Anne siitii 64 (49,2) 49 (44,5)
Anne siitii+ formiila 22 (16,9) 15 (13,6)
Beslenme Sekli o
Anne siitii+ 21 (16,2) 19 (17,2) 0,21
n(%) formiila+inek siitii
Anne siitii+ inek 20 (15,4) 17 (15,4)
Formiila 3(2,3) 10 (9,3)
Antibiyotik Var 73 (56,2) 66 (60) 0.54
kullanimi n(%) Yok 57 (43,8) 44 (40)
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3.2. Tek Niikleotid Polimorfizim Sonuclar:
3.2.1. TLR2 Rs1898830 tek niikleotid polimorfizim sonuclari

Toll-benzeri reseptor 2 geni Rs1898830 SNP i¢in minér allel (A/G) (p=0,643)
ve genotip (p=0,860) dagilim1 bakimindan besin alerjili hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Hasta grupta Major/Minor allel frekansi
0.60/0.40 ve kontrol grubunda Major/Minér allel frekans1 0.546/0.453 olarak saptandi.
AA, AG ve GG genotip sayilar1 hasta ve kontrol grubunda benzer oranlarda idi
(sirasiyla 43/59/28 ve 40/48/22) (Tablo 10).

3.2.2. TLR2 Rs5743708 (Arg753GIn) tek niikleotid polimorfizim sonuglar:

Besin alerjili hasta grubunda TLR2 geni Rs5743708 (Arg753GIn) SNP i¢in
(A/G) Major/ Minor allel frekans1 0.884/0.116, kontrol grubunda ise 0.91/0.09 idi. Bu
fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p=0,578). Gruplar genotip sayilar1 agisindan
kiyaslandiginda hasta grupta genotip sayist AA, AG ve GG igin sirasiyla 127/3/0 iken
kontrol grubunda AA, AG ve GG sayilari sirastyla 108/2/0 idi (p=0,578) (Tablo 10).

3.2.3. TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) tek niikleotid polimorfizim sonug¢lari

Besin alerjili hasta grubunda TLR4 geni Rs4986790 (Asp299Gly) SNP igin
(A/G) Major/Minor allel frekansi 0,788/0,212, kontrol grubunda 0,719/0,280 olarak
saptand1. Her iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark vardi (p=0,017).
Her iki grup arasinda genotip (AA, AG, GG) sayilar1 agisindan anlamli bir fark
mevcuttu (p=0,016) (Tablo 10).

3.2.4. TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) tek niikleotid polimorfizim sonuglari

Besin alerjili hasta grubunda ve kontrol grubunda Maj6r/ Minor allel frekansi
(C/T) (p=0,463) ve genotip sayilar1 (p=0,463) ag¢isindan anlamli bir fark mevcut
degildi (Tablo 10).
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Tablo 10. Besin alerjili hastalarda ve saglikli kontrol grubunda TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimlerinin genotip sikliklar1 ve allel

frekanslari
Referans Major/ Hastagrup (n=130) Kontrol grubu Minér OR Miné6r Genotip Genotip
numarasi minor (n=110) (%95 GA) alleng:m icin OR icin p
Major/  Genotip Major/  Genotip
Minor say1s1 Minor say1s1
allel frk. allel frk.
R<5743708 0,785 0.784
S
0.884/ 0.91/ 0.130- 0.128-
(Arg7sacln)  A/C o116 127800 oy 108/2/0 ( 0.578 ( 0.578
4.746) 4.778)
TLR2
0.906 0,910
0.60/ 0.546/
Rs1898830  A/G 040 43059128 %o 40/48/22 (0.630- 0.643 (0.486- 0,860
' ' 1.302) 1.704)
1.188 1.196
Rs4986791 0.683/ 0.622/ (0438 (0433 0463
(Thr399lle) CIT 0.317 122/8/0 0.377 102/8/0 - 0.463 - ,
3.221) 3.299)
TLR4
0.352 0,337
Rs4986790 NG 0.788/ 0.719/ (0138 (0.129 0016
(Asp299Gly) 0.212 111/19/0 0,280 102/8/0 - 0.017 - -
0.899) 0.876)

OR: odds ratio; GA: giivenlik aralig1
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3.3. Besin Alerjili Hasta Grubunun Demografik ve Klinik Verileri ile TLR2

ve TLR4 Gen Polimorfizimlerinin Karsilastirma Sonuclar

Calismaya dahil edilen besin alerjili hastalarin cinsiyeti ile TLR2 ve TLR4 gen
polimorfizimleri arasinda anlamli bir iliski mevcut degildi (Cinsiyet ile TLR2
Rs1898830, TLR2 Rs5743708 (Arg753GIn), TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) ve
TLR4 Rs4986791 (Thr399l1le) gen polimorfizimleri arasindaki iliskiyi gosteren p
degerleri sirasiyla 0,25, 0,18, 0,98 ve 0,23 idi. Alerji tiirleri ile TLR gen
polimorfizimleri arasindaki iliski incelendiginde besin alerjili hastalarda alerji tiirleri
ile TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) gen polimorfizimleri arasinda anlamli bir iliski
mevcut oldugu (p=0,025) bu farkliligin izole siit alerjisi olan grup ile multipl besin
alerjisi olan grup arasinda (p=0,036) oldugu saptanmustir. Bunun
disinda hastalarin klinik sikayetleri, alerji tiirleri, dogum sekli, gestasyonel yas, dogum
agirhigr ve beslenme sekilleri ile diger TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimleri arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark mevcut degildi. Besin alerjili hastalarin demografik
verileri ve klinik ozellikleri ile TLR2 Rs1898830, TLR2 Rs5743708 (Arg753Gln),
TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) ve TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) genetik
polimorfizimlerinin genotip sikliklari ve dagilimlar: Tablo 11 ve Tablo 12’de ayrintili

bir sekilde sunulmustur
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Tablo 11. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile TLR2 gen polimorfizimleri arasindaki iliski

TLR 2 icin Genotip sikhig1 ve dagilimi (n/%)

Rs1898830 Rs5743708 (Arg753GIn)
AA AG GG p AA AG GG p
Cinsiyet Erkek 24(18,4) 42 (32,3) 21(16,1) 025 88(67,74) 1(0,76) 0 018
K17 19(14,6) 17(13,3) 7(5,3) ' 39(30) 2(1,5) 0 '
Sikayet Eazema 29(22,3) 34(26,1) 19(14,6) 85(65,3) 2(1,53) 0
Kusma 2(1,5) 8(6,1) 5(3,8) 12(9,56) 1(0,76) 0
Oksiiriik 3(2,3) 4(3,0) 3(2,3) 0,53 9(6,9) 0 0 0,93
[nfantil Astim 3(2,3 6(4,6) 0 8(6,15) 0 0
iser 4(3,42) 9(6,92) 1(0,76) 13(9,86) 0 0
Alerji Tiirii [zole vumurta aleriisi 17(13) 21 (16,1) 17(13) 59(45,3) 3(2,3) 0
[zole siit aleriisi 12(9,2) 19 (14,6) 5(3,8) 0,36 31(23,8) 0 0 0,33
Multipl besin aleriisi 13(10) 19 (14.6) 6(4,6) 36(27.6) 0 0
Dogum Sekli Sezarven 26(20,1) 35(26,9) 16(12,3) 0.99 77(59,2) 2(1,53) 0 0.96
Normal dosum 17(13,1) 24(18,4) 12(9,2) ' 50(38,51) 1(0,76) 0 '
Gestasyonel Yas _>38 22(16,9) 37(28,4) 20(15,3) 0.34 80(61,5) 2(1,53) 0 0.99
(hafta) <38 21(16,35) 22(16,9) 8(6,15) ' 47(36,21) 1(0,76) 0 '
Dogum Agirhg (gr) >3500 13(10) 17(13) 3(2,3) 33(25,51) 0 0
3000-3500 14(10,7) 14(10,7) 13(10) 0,14 44(33,8) 1(0,76) 0 0,54
<3000 17(13,4) 28(21,5) 11(8,4) 50(38,4) 2(1,53) 0
Beslenme Sekli Anne siitii 25(19,2) 26(20) 12(9,2) 63(48,57) 1(0,76) 0
Anne siitii+ formiila 8(6,15) 9(6.9) 6(4,84) 21(16,25) 1(0,76) 0
Anne siitii+ 6(4,6) 14(10,7) 4(3,0) 0,40 20(15,3) 1(0,76) 0 0,88
Anne siitii+ inek siitii 4(3,20) 8(6,15) 7(5,3) 20(15,3) 0 0
Formiila 1(0,76) 0 0 3(2,3) 0 0
Antibiyotik Var 24(31,6) 33(43,4) 19(25) 068 72(98,6) 1(1,4) 0 0.42
Kullanim Yok 19(35,2) 26(48,1) 9(16,7) ' 55(96,5) 2(3,5) 0 '
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Tablo 12. Hastalarin demografik ve klinik &zellikleri ile TLR4 gen polimorfizimleri arasindaki iligki

TLR 4 icin Genotip sikhig1 ve dagilimi (n/%)

Rs4986790 (Asp299Gly)

Rs4986791(Thr399lle)

AA AG GG p CcC CT TT p
Cinsiyet Erkek 76 (58,5) 13(10) 0 0.98 82(63,24) 7(5,3) 0 0.3
K1z 35(26,9) 6(4,6) 0 ' 40(30,7) 1(0,76) 0 '
Sikayet Eazema 77(59,2) 10(7.6) 0 82(63) 5(3,8) 0
Kusma 11(8,6) 2(1,5) 0 13(10) 0 0
Oksiiriik 7(5,6) 2(1,5) 0 0,32 7(5,3) 2(1,5) 0 0,36
Infantil Astim 6(4,6) 2(1,5) 0 8(6,44) 0 0
iser 10(7,69) 3(2,30) 0 12(9,2) 1(0,76) 0
Alerji Tiirii zole vumurta aleriisi 53(40.7) 9(6.9) 0 59(45,3) 3(2,3) 0
[zole siit aleriisi 22(16,9) 9(6.9) 0 0,025 26(20) 5(3,8) 0 0,47
Multiol besin aleriisi 35(26,9) 1(0,76) 0 36(27,6) 0 0
Dogum Sekli Sezarven 67(51,5) 12(9,2) 0 0,87 72(55,46) 7(5,38) 0 0.6
Normal dosum 44(33,8) 7(55) 0 50(38,4) 1(0,76) 0 :
Gestasyone] Yas >38 71(54,6) 11(8,4) 0 081 78(60,07) 4(3,07) 0] 0.79
(hafta) <38 40(30,85) 8(6,15) 0 44(33,79) 4(3,07) 0 '
Dogum  Agirhg >3500 29(22,3) 3(2,3) 0 33(25,3) 0 0
(gr) 3000-3500 41(3L6) 5(3.8) 0 045 _ 43(3326)  2(153) 0 0,18
<3000 41(31,6) 11(8,4) 0 46 (35,3) 6(4,61) 0
Beslenme Sekli Anne siitii 54(41,5) 9(6,9) 0 60(46,1) 4(3,07) 0
Anne siitii+ formiila 20(15,3) 3(2,3) 0 21(16,1) 1(0,76) 0
Anne siitii  15(11,64) 6(4,6) 0 0,34 19(14,6) 2(1,53) 0 0,97
Anne siitii+ inek siitii 19(14,6) 1(0,76) 0 19(14,6) 1(0,76) 0
Formiila 3(2,4) 0 0 3(2,48) 0 0
Antibiyotik Var 60(81) 14(19) 0 0,10 66(90,4) 7(9,6) 0 0.06
Kullanim Yok 51(91) 5(9) 0 56(98,2) 1(1,8) 0 '
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3.4. Besin Alerjili Hasta Grubunun Laboratuvar Degerleri ile TLR2 ve

TLR4 Gen Polimorfizimlerinin Karsilastirma Sonuclari

Absolii eozinofil sayis1 (AES) ile TLR2 Rs1898830 ve Rs5743708 (Arg753Gln)
ile TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) ve Rs4986791 (Thr399lle) gen polimorfizimleri
karsilagtirildiginda  gruplar arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Benzer sekilde besin spesifik (yumurta aki ve inek siitii) IgE ile TLR
gen polimorfizimleri arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir iliski saptanmadi.
Serum IgE degerleri normal olan grupta TLR2 Rs5743708 (Arg753GIn) gen
polimorfizimi i¢in AA genotipi, serum IgE diizeyleri yiiksek olan grupla
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde disiik idi. Besin alerjili hastalarin laboratuvar
degerleri ile TLR2 ve TLR4 SNP arasindaki iliski Tablo 13 ve Tablo 14’de verilmistir.

3.5. Besin Alerjili Hasta Grubunun In Vivo Alerji Testleri ile TLR2 ve

TLR4 Gen Polimorfizimlerinin Karsilastirma Sonugclar:

Hastalara uygulanan in vivo alerji testleri ile TLR2 ve TLR4 gen
polimorfizimleri arasindaki iliski incelendiginde, deri prik testi pozitif olanlarla
negatif olanlar arasinda TLR2 Rs1898830 ve TLR2 Rs5743708 (Arg753GIn) gen
polimorfizimleri arasinda anlamli bir fark mevcut degildi (sirasiyla p=0,46 ve p=0,25).
Ancak deri prik testinde tek basina yumurta aki pozitifligi veya yumurta akiyla birlikte
stit pozitifligi olan hastalar, sadece siit pozitifligi olan ve/veya deri testi negatif olan
hastalarla kiyaslandiginda TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) gen polimorfizimi
acisindan istatistiksel olarak artmis AA genotipi ile iliskili saptandi (p=0,017). Deri
prik testi ile TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) ve TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) gen
polimorfizimleri arasinda anlamli bir iliski oldugu saptandi. Bu farkliligin sadece siit
pozitifligi olan grupla hem siit hem de yumurta pozitifligi olan gruptan kaynaklandigi
bulunmustur (p degerleri Sirasiyla p=0,003 ve p=0,011).  Yine deri prik testinde tek
basina yumurta aki pozitifligi veya yumurta akiyla birlikte siit pozitifligi olan hastalar,
sadece siit pozitifligi olan ve/veya deri testi negatif hastalarla kiyaslandiginda TLR4
Rs4986791 (Thr399lle) gen polimorfizimi igin artmus CC genotipi ile iligkili idi

(p=0,003). Besin provokasyon testi ve besin yama testi yapilan ve yapilmayan
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hastalarda TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimleri arasinda istatistiksel agidan anlaml
bir fark mevcut degildi (Tablo 15 ve 16).
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Tablo 13. Hastalarin in vitro laboratuvar parametreleri ile TLR2 gen polimorfizimleri arasindaki iligki

TLR 2 i¢in Genotip sikhig1 ve dagilim (n/%)

Rs1898830 Rs5743708 (Arg753GIn)
AA AG GG D AA AG GG D
Normal (n, %) 36 (33.9) 50(47,1) 20 (19) 106 (97.2) 3 (2.8) ;
AES (KU/I) 0,82 0,66
Yiiksck (n, %) 46 (34,4) 58 (433) 30 (22,3) 129(985) 2 (15) i
Normal (n,%) 7(36,9) 9(474) 3(157) 20(90,9)  2(9,1) i
Serum IgE 0,91 0,02
Yiiksek (n, %) 36 (32,5) 51(45,9) 24 (21,6) 107(99,1) 1(0.9) ;
Vamurts aki Normal (n, %) 50 (357) 64(458) 26 (18,5) 063 136 (99,3)  1(0,7) - 0.016
spesifik IGE (KU/)  yiksek (n, %) 32(32)  44(44) 24 (24) 99(96,1)  4(39) -
inek siiti spesifik  NOMal (1.%)  57(347) 68(415) 30(238) o8 97.6) 4 (24) i .
19E (kU/) Yiksck (n, %) 26 (34,2) 39 (514) 11 (14.4) 69 (986) 1 (L4) .
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Tablo 14. Hastalarin in vitro laboratuvar parametreleri ile TLR4 gen polimorfizimleri arasindaki iligki

TLR 4 i¢in Genotip sikhig1 ve dagilimi (n/%)

Rs4986790 (Asp299Gly) Rs4986791 (Thr399lle)
AA AG GG p cC cT TT D
Normal (n, %) 96 (88,1) 14 (11,9) i 100 (9L,7) 9(83) ;
AES (kU/I) 0,49 0,36
Yiiksek (n, %) 118 (90,8) 12 (9,2) i 124(947)  7(53) ;
Normal (n, %) 18(85,7) 3 (14,3) i 22 (100) 0 ;
Serum IgE 0,95 0,18
Yiiksck (n, %) 93 (854) 16 (14,6) i 100 (92,6) 8 (7.4) ;
Vumurta aki Normal (n, %) 123 (89,1) 15 (10,9) i 0y 120005 13099 ; -
spesifik 19E (KU/)  viikgek n, %)  92(90,2) 10 (9,8) i 100 (97,1)  3(2.9) -
inek siiti spesifik | NO™al (0.%) 155 (911) 15 (39) i - 159 (93,5) 11 (6.5) ; -
19E (kU/) Yiiksck (n,%) 60 (85,7) 10 (14,3) i 65(929) 5(7.1) .
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Tablo 15. Hastalara uygulanan in vivo alerji testleri ile TLR2 gen polimorfizimleri arasindaki iligki

TLR 2 i¢in Genotip sikhig1 ve dagilimi (n/%)

Rs1898830 Rs5743708 (Arg753GIn)
AA AG GG p AA AG GG p
Yumurta aki 17 (13) 20(15,3)  15(11,5) 52(40) 3(2,3) -
Der-i prik Yumurta+ Siit + 12(9,2) 17(13) 6(4,6) 0.46 34(26,1) - - 0.95
testi Siit 12(9,2) 13(10) 3(2,3) ! 25(19,2) - - !
Deri testi - 2(1,5) 9(6,9) 3(2,3) 15(11,5) - -
Yapilmayan 37(28,4)  49(37,6)  28(21,5) 109(83,8)  3(2,3) -
_ Yumurta aki 1(0,76) 2(1,5) 3(2,3) 8(6,1) - -
tBeii;“ yama  “gi, 1(0,76) 3(2,3) - 051  4(30) - . 0,99
Yama testi - 2(1,5) 2(1,5) - 4(3,0) - -
Yumurta+ Siit + - 1(0,76) - 1(0,76) - -
Yapilmayan 29(22,3)  27(20,7)  22(16,9) 73(56,1) 2(1,5) -
:))rroagokasyon Yumurta aki 2(1,5) 9(6,9) 3(2,3) 0,07 19(14,6)  1(0,76) - 0.82
fosti Yumurta +Siit+  8(6,1) 12(9,2) 1(0,76) 20(15,3) - -
Siit 3(2,3) 12(9,2) 1(0,76) 14(10,7) - -
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Tablo 16. Hastalara uygulanan in vivo alerji testleri ile TLR4 gen polimorfizimleri arasindaki iliski

TLR 4 i¢in Genotip sikhig1 ve dagilimi (n/%)

Rs4986790 (Asp299Gly)

Rs4986791 (Thr399lle)

AA AG GG P cC CT TT P
Yumurta aki 48(36,9) 7(5,3) - 54(41,5) 1(0,76) -
Deri prik Yumurtat Siit + __33(26.3) 1(0,76) - 0.01 34(26,1) 0 - 0003
testi Siit 17(13) 8(6,1) - 20(15,3) 5(3,34) -
Deri testi - 12(9,2) 3(2,3) - 13(10) 2(1,53) -
Yapilmayan 93(71,5) 19(14,6) - 104(80) 8(6,15) -
) Yumurta aki 8(6,1) - - 8(6,15) - -
Eezi:” yama g 4(3,0) - - 0,60 4(3,07) ] - 0,92
Yama testi - 4(3,0) - - 4(3,07) - -
Yumurta+ Siit+  1(0,76) - - 1(0,76) - -
oral Yapilmayan 65(50) 11(8,4) - 70(53,8) 5(3,8) -
ra Yumurta aki 15(11,5) 4(3,0) - 17(13,07) 3(2,3) -
feg}’()kasyon Yumurta +Siit +  19(14,6) 1(0.76) i 090 20(15,3) i i 0:28
Siit 11(8,4) 3(2,3) - 14(10,7) - -
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3.6. Besin Alerjili Grupta ve Kontrol Grubunda Barsak Mikrobiyotasinin

Klinik ve Laboratuvar Bulgulari ile Karsilastirma Sonuclar:

Calismaya dahil edilen hasta grup ve kontrol grubu barsak mikrobiyotasi
acisindan karsilastirildiklarinda Firmicutes filum’unun kismi konsantrasyonunun
hasta grubun gaitasinda daha yiiksek konsantrasyonda oldugu goriildii (p<0,001)
(Tablo 17). Her iki grup serum IgE diizeyleri ve gaita mikrobiyotasindaki Bacteroides,
Bifidobacterium ve Firmicutes miktarlar1 agisindan kiyaslandiklarinda ise yiiksek
serum IgE konsantrasyonlart olan bireylerde gaitada Bifidobacterium miktarinin
azaldig1 (p=0,012), Firmicutes miktarinin ise anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<0,001)
(Tablo 18). Hasta grupta yapilan lineer korelasyon analizinde yumurta spesifik IgE ile
gaitada Bacteriodes (p=0,009, r=0,270) miktar1 arasinda pozitif ve anlamli bir
korelasyon oldugu goriildi. Kontrol grubu lineer korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde ise yas arttikca gaitadaki Bifidobacter konsantrasyonunun

azaldig1 goriildii, aralarinda negatif korelasyon oldugu saptandi.

Tablo 17. Besin alerjili hastalar ve saglikli kontrol grubunda gaitada Bacteroides,

Bifidobacterium ve Firmicutes konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi

Mikrobiyota Hasta grubu Kontrol grubu p
Kismi kat artig1 Kismi kat artig1

Bacteroides 1,11 1 0,788

Bifidobacterium 0,64 1 0,171

Firmicutes 4,14 1 <0,001

Tablo 18. Besin alerjili hasta ve saglikli kontrol grubu gaita mikrobiyotasindaki

Bacteroides, Bifidobacterium ve Firmicutes ile Serum IgE arasindaki iliskinin

karsilagtirilmasi

Mikrobiyota Serum IgE p
Kismi kat artist

Bacteroides 1,83 0,134

Bifidobacterium 0,44 0,012

Firmicutes 4,51 <0,001
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3.7. Besin Alerjili Hasta Grubunda Barsak Mikrobiyotasimin TLR2 ve

TLR4 Gen Polimorfizimi ile Karsilastirma Sonuclar:

Besin alerjili hasta grubunda TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) polimorfiziminin,
CT genotipine gore CC genotipinde, gaitada Bifidobacterium konsantrasyonunda
azalma oldugu goriildii ve anlamli olarak degerlendirildi (p=0,004) (Tablo 19 ve Tablo
20).

Tablo 19. Besin alerjili hasta grubu gaita mikrobiyotasindaki Bacteroides,

Bifidobacterium ve Firmicutes ile TLR2 gen polimorfizimleri arasindaki iliski

TLR2
Mikrobiyota . Rs1898830 R35?43708 (Arg753GIn)
Kismi Kat Artisi Kismi Kat Artisi
AA AG GG P AA  AG P
Bacteroides 104 117 1 0973 169 1 0,389
Bifidobacterium 287 119 1 0140 115 1 0,169
Firmicutes 173 168 1 0499 1,10 1 0037

Tablo 20. Besin alerjili hasta grubu gaita mikrobiyotasindaki Bacteroides,

Bifidobacterium ve Firmicutes ile TLR4 gen polimorfizimleri arasindaki iligki

TLR4
Mikrobiyota Rs4986790 (Asp299Gly) Rs4986791 (Thr399lle)
Kismi Kat Artist Kismi Kat Artist
AA AG p CcC CT P
Bacteroides 1,76 1 0459 025 1 0,229
Bifidobacterium 1,98 1 0,318 005 1 0,004
Firmicutes 1,02 1 0961 242 1 0,276
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4. TARTISMA

Dogum seklinin besin alerjisi gelisimindeki roliinii arastiran ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (166-168). Ancak bu ¢alismalar ¢ogunlukla geliskili ve ikna edici sonuglar
icermemektedir. Dogum esnasinda bebegin vajinal ve perianal flora ile temas
etmemesi ilerleyen dénemlerde besin alerjisi gelisiminde bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir (169-171). Bu goriislerin aksine Pyrhonen ve ark. (172) ile
Koplin ve ark. (173) yakin zamanli ¢alismalarinda dogum sekli ile besin alerjisi
arasinda herhangi bir demografik veya gevresel bir iliskiden s6z edilemeyecegini
belirtmektedirler. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda dogum seklinin besin alerjisi ile
iliskisine dair bir kanit bulunamadi. Ancak bu sonucumuz degerlendirilirken
calisgmamizin Kesitsel bir donemi igerdigi dikkate alinmalidir. Bu c¢alismada
arastirdigimiz bulgulardan bir digeri, beslenme sekli ve besin alerjisi arasinda herhangi
bir iligkinin var olup olmadiginin belirlenmesi idi. Caligmamizin sonucunda mama ile
beslenen bebeklerde besin alerjisi gelisme riskini kontrol grubu ile kiyasladigimizda
kismen diisiik olarak (hasta grupta %2,3, kontrol grubunda %9,3) saptamis olmakla
birlikte, bu bulgu istatistiksel agidan anlaml1 degildi.

Toll-benzeri reseptorler prenatal ve erken ¢ocukluk doneminde mikrobiyom
modifikasyonu ile bakteriyel lipoproteinlere ve diger mikrobiyal hiicre duvarlarina
kars1 tepki olusturarak dogal bagisiklik sistem cevabina aracilik ederler ve NF-kappa-
B aktivasyonunu, sitokin salinimini ve inflamatuar cevabin ortaya ¢ikmasini saglarlar.
Bu sebeple TLR gen polimorfizimleri (6zellikle TLR2 ve TLR4) veya bu sistemin
bozulmus sinyal mekanizmalarinda alerji riski belirgin artis gostermektedir (174).
Literatirde TLR2 ve TLR4 SNP’leri ile alakali degisik alerjik durumlar hakkinda
calismalar mevcutsa da, besin alerjileri ve TLR2/TLR4 gen polimorfizimleri ile alakali
smirli  sayida ¢alisma mevcuttur. Bu sebeple ¢alismamiz TLR2/TLR4 gen
polimorfizimi ile besin alerjisi arasindaki iligkiyi incelemesi bakimindan son derece

Onemlidir.

Bu ¢alismanin en 6nemli bulgularindan biri TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly)
minér allel (A/G) (p=0,017) genotip polimorfizimi (p=0,016) ile hasta ve kontrol

gruplari arasinda anlamli bir fark saptanmasidir. Konu ile alakali yapilan tek calismada
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Galli ve ark. (9) TLR4 Rs4986790 (Asp299Gly) SNP ile besin alerjisi arasinda anlamli
bir iliski bulmadiklarini belirtmisglerdir. Bizim c¢alismamizdaki bu farkli bulgu
toplumdaki irksal farkliliklar ile agiklanabilir. Genetik altyapidaki farkliliklarin TLR4
tizerindeki etkilerini arastiran birgok ¢alisma mevcuttur (174, 175). Bu ¢alismalardan
birinde Berin ve ark. (175) farelerde bireysel genetik altyap farkliliklar1 ve karsilasilan
antijen yapisindaki farkliliklara bagli olarak TLR4’tn alerjik cevaplar1 pozitif veya
negatif olarak etkileyebilecegini gostermislerdir. Benzer sekilde bakteriyel
patojenlerin TLR4 sinyal mekanizmalari araciligi ile besin alerjisi tizerindeki etkinligi
Bashir ve ark. (161) tarafindan gosterilmistir. TLR4 reseptorii agisindan negatif bir
fare modelinde, besin alerjenlerinin intragastrik uygulanmasi alerjen spesifik IgE
saliimini uyarmis ve artmig histamin salinimina sebep olmustur. Bununla birlikte

bakteriyel floranin tekrar olugsmasina yetecek kadar zaman verildiginde bu farelerde

Calismamizda hasta ve kontrol grubunun genotipleri karsilastirildiginda TLR2
Rs5743708 (Arg753GIn), TLR2 Rs1898830 ve TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) SNP
varhigi ile besin alerjisi arasinda herhangi bir iliski olmadigi goriildii. Literatiirde TLR2
Rs5743708 gen polimorfizimi ile besin alerjisinin iliskisini inceleyen sinirli sayida
calisma mevcuttur. Bu ¢alismalardan biri olan Galli ve ark. (9) ¢alismasinda 159
alerjik cocuk (57’si besin alerjisi, 102’sinde egzema) incelenmis, TLR2 Rs5743708
SNP varliginin besin alerjisi ve egzema ile iliskisi olmadigi gosterilmistir. Yine ayni
SNP varliginin atopik dermatit ile olan iligkisini inceleyen yakin zamanli bir meta-
analizde ozellikle GA genotipinin atopik dermatit ile iligskisi oldugu sonucuna
vartlmstir (176).

Ulasabildigimiz literatiir bilgilerine gére bizim ¢alismamiz TLR2 Rs1898830
SNP varligi ile besin alerjisini inceleyen ilk ¢alismadir. Bu ag¢idan bakildiginda bizim
calismamiz TLR2 Rs1898830 SNP varligmin besin alerjisine yatkinlik
olusturmadigin1 gostermesi agisindan énemlidir. Her ne kadar TLR2 Rs1898830 SNP
ile besin alerjisi arasindaki iligkinin incelendigi baska ¢aligma yok ise de Liu ve ark.
(177) TLR2 Rs1898830 GG genotip tasiyicilarinda regiilatuar T gen ekspresyonunun
yasamin erken donemlerinde basladigimi belirtmisler ve bunun da maternal atopi ile

iliskili oldugunu ifade etmislerdir.
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Laboratuvar parametreleri ile TLR2 ve TLR4 SNP varlig1 arasindaki iliski
incelendiginde, serum IgE degerleri yiiksek grupta TLR2 Rs5743708 (Arg753GlIn)
AA genotipinin normal IgE grubu ile kiyaslandiginda belirgin sekilde yiiksek oldugu
goriildii. Gruplar arasinda AES, yumurta aki spesifik IgE ve inek siitii spesifik IgE
degerleri agisindan anlamli bir fark mevcut degildi. Literatiirde serum IgE diizeyleri
ile TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimlerinin karsilastirildigr sinirli sayida ¢alisma
mevcuttur. Giilen ve ark. (178) astim ve alerjik rinitli gocuklarda TLR2 ve TLR4 gen
polimorfizimlerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda TLR2 Arg753Arg, Arg753Glin,
GIn753GIn ve de TLR4 Asp299Gly, Thr399lle genetik polimorfizimleri ile serum IgE
diizeyleri arasinda bir iligkinin mevcut olmadigini gostermislerdir. Noguchi ve ark.
(179) da benzer sekilde serum IgE degerleri ile TLR2, TLR3, TLR4, ve TLR9’un 16
varyantinin  higbiri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir  Kkorelasyon
saptamamisglardir. Bizim ¢alismamiz bu agidan incelendiginde literatiir ile uyumlu

olarak degerlendirilebilir.

Besin alerjisi gelisiminde ve seyrinde barsak mikrobiyotasinin roliine ait veriler
giin gectikce artmaktadir (180, 181). Besin alerjisi patogenezinde anahtar rol oynayan
bu mikrobiyota degisikliklerine dishbiyozis denmektedir ve bu durumdan siklikla
sorumlu tutulan faktorler sezaryen dogumlar, anne siitii alim eksiklikleri, kullanilan
ilaglar (siklikla antibiyotikler ve mide asit inhibitorleri), antiseptik ajan kullanimi ve
diisiik lif yiiksek yagl diyet kulanimidir (182). Her ne kadar besin alerjisinden sorumlu
spesifik bir bakteri tiirii izole edilmemis ise de kanitlar besin alerjisi belirti ve bulgular
baslamasindan ¢ok dnceleri dishiyozisin basladigini gostermektedir. Besin alerjisi ile
barsak mikrobiyotasi arasindaki iligkiyi gosteren ¢alismalardan biri olan Fazlollahi ve
ark. (183) calismasinda 141 yumurta alerjili ¢ocuk ile kontrol grubu barsak
mikrobiyotast  yoniinden  karsilagtiilmistir.  Yazarlar,  Lachnospiraceae,
Streptococcaceae ve Leuconostocaceae tiirlerini yumurta alerjisi olan ¢ocuklarin
barsaklarinda anlamli bir sekilde daha fazla izole etmislerdir. Siit alerjisi olan
cocuklarda yapilan benzer calismalarda da barsak mikrobiyotasi yoniinden buna yakin
sonuglar elde edilmistir. Bu konuyla alakali olarak Berni Canani ve ark. (184)

yaptiklart bir ¢alismada inek siitii alerjisi olan 19 infantta barsak mikrobiyal yapinin

63


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Fazlollahi%2C+M

Lachnospiraceae (20.5+9.7%) ve Ruminococcaceae (16.2+9.1%) tarafindan domine
edildigi saptanmigtir. Bununla birlikte Lactobacillus rhamnosus ilave edilmis ileri
derecede hidrolize mama tedavisi alan infantlarda barsak mikrobiyotasinda Blautia,

Roseburia ve Coprococcus tiirlerinin belirgin bir sekilde arttig1 saptanmustir.

Biz bu ¢alismamizda besin alerjili grup ile kontrol grubun gaitasindan izole
ettigimiz 3 bakteri iginden sadece Firmicutes tiriinde hasta grupta artmis
konsantrasyonlar gézlemledik (hasta grupta kismi Kat artisi= 4,14; p<0,001). Anaerob
bakteri tiirlerinden biri olan filum Firmucutes’in bagisiklik sistemi ve inflamatuar
cevapta rol alarak saglikli bir yasam siiriilmesinde son derece 6nemli bir roli oldugu
bilinmektedir (185). Filum Firmicutes’in simiflarindan biri olan Clostridia’nin besin
alerjisinde koruyucu oldugu gosterilmis ve Clostridia sinifinin alt cinslerinden biri
olan Dorea’nin yapilan ¢alismalarda besin alerjisini ve sensitizasyonunu azalttigi
gosterilmistir. Savage ve ark. (186) yakin zamanli bir ¢alismalarinda 3-6 ay yas
araligindaki 225 gocuk besin alerjisi yoniinden arastirilmis ve bu ¢ocuklardan 14
tanesinde besin alerjisi mevcudiyeti, 87 tanesinde besin sensitizasyonu bulundugu
rapor edilmistir. Besin alerjili bu g¢ocuklarin intestinal mikrobiyota analizlerinde
Dorea cinsinin azaldig1 gosterilmis ve bu sebeple Dorea cinsinin besin alerjisinde
koruyucu bir mikroorganizma oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ortaya ¢ikan
sonuglardan biri olan besin alerjili hastalarin gaita analizinde artmis Firmicutes
miktarlart bu sebeple literatiir ile c¢elismektedir. Ancak biz bu calismamizda
Firmicutes’in alt sinif ve cinslerini 6l¢emedik ve 6zellikle besin alerjisinden koruyucu
ozelligi oldugu bilinen Dorea cinsinin ne sekilde etkilendigini ortaya koyamadik. Bu
sebeple elde ettigimiz sonuglara dayanarak hasta grubumuzda filum Firmicutes’in
besin alerjisi ile iligkili oldugu seklinde bir yorum yapilmasi dogru olmayacaktir. Hatta
calismamiz besin alerjisi ile iligkili mikrobiyota analizlerinde alt tiir ve cins

mikroorganizmalarin saptanmasinin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Barsak mikrobiyotasindaki degisimler dogumdan hemen sonra baslamakta ve
hayat boyu devam etmektedir. Erken hayat donemindeki konak¢i mikroorganizma
etkilesimleri, bu degisimleri saglayan en 6nemli etkenlerden bir tanesidir (187). Yas

ile barsak mikrobiyotasinin degistigini gosteren calismalardan biri Bunyavanich ve
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ark. (188) tarafindan 2016 yilinda yayinlanmistir. Bu ¢alismada 226 siit alerjili infant
3 ayliktan 8 yasma kadar takip edilmis ve barsak mikrobiyomu 16s rRNA gen
dizilimini kullanilarak smiflandirilmigtir. Caligmanin sonunda 8 yasina gelen
cocuklarin %56,6’sinda siit alerjisinin zamanla diizeldigi gbzlenmistir. Siit alerjisi
diizelen bu ¢ocuklarin erken siit gocuklugu doneminde barsak mikrobiyomlarindaki
Clostridia ve Firmicutes artisinin, siit alerjisindeki bu diizelme ile iligkili oldugu
sonucuna varilmistir. Bu bulgularin 1s1ginda erken siit ¢ocuklugu dénemi barsak
mikrobiyotasinin sekillenerek besin alerjisi gelisimini etkileyen 6zel bir donem olarak
degerlendirilebilir. Bu yas araligindan sonraki donemlerde (>6 ay) de barsak
mikrobiyota igerigi besin alerjisi seyri iizerinde rol oynama potansiyeline sahiptir
ancak mikrobiyota disi faktorler ileri  yaslarda mikrobiyotanin  etkisini

maskeleyebilmektedir.

Her ne kadar biz bu c¢alismamizda gruplar arasinda Bacteroides ve
Bifidobacterium tiirlerine ait artmig barsak mikrobiyota degisiklikleri saptamamis
olsak da literatirde bu tiirlerin besin alerjisi ile iliskisine dair c¢esitli veriler
bulunmaktadir (189-191). Bu ¢alismalardan biri olan Ling ve ark. (189) ¢alismalarinda
besin alerjili hasta grubunda filum Bacteroides, Proteobacteria, ve Actinobacteria
miktarlarinin anlaml bir sekilde azaldigi, buna karsilik Firmicutes filum’unun ise
anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir. Benzer sekilde Azad ve ark. (190) da 3-12
aylik infantlarda artmig Enterobacteriaceae ve azalmis Bacteroidaceae miktarlarinin
besin alerjisi ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Fieten ve ark. (192) ise atopik
dermatitli 82 ¢ocuk hastalarin1 besin alerjisi olan ve olmayan olarak 2’ye boldiikleri
caligmalarinda, besin alerjisi olan grupta artmis Escherichia coli (E.coli) ve
Bifidobacterium  pseudocatenulatum ve azalmis Bifidobacterium  breve,
Bifidobacterium adolescentis, Faecalibacterium prausnitzii, ve Akkermansia

muciniphila miktarlar1 saptamiglardir.

Calismamizda serum IgE diizeyleri ile barsak mikrobiyotas: arasinda 6zellikle
Bifidobacterium (p=0,012) ve Firmicutes (p<0,001) filumlar1 arasinda anlamli bir
iliski oldugu gozlendi. Serum IgE diizeylerinin yiiksek oldugu hasta grubumuzda fekal

mikrobiyom analizinde Bifidobacterium tiir miktarinin azaldigi ve Firmicutes filum
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miktarinin arttigini saptadik. Ancak literatiirde besin alerjili hasta grubunda serum IgE
ile barsak mikrobiyotasi arasindaki iligkiyi inceleyen caligma miktart sinirli olmakla
birlikte alerjik hastaliklarda serum / fekal IgE ile barsak mikrobiyotas1 arasindaki
iliskiyi inceleyen ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan biri olan Chiu ve ark. (193)
calismasinda alerjik rinit ve astimi olan ¢ocuklarin gaita ve serum IgE diizeyleri ile
barsak mikrobiyotasi arasindaki iligski incelenmistir. Alerjik rinit ve astimli hastalarda
Firmicutes filumuna ait organizmalarda azalma saptanmis, erken c¢ocukluk
donemindeki fekal total IgE seviyeleri, serum D. pteronyssinus- ve D. farinae-spesifik
IgE seviyeleri ile iliskili bulunmus ancak gida spesifik IgE seviyeleri ile herhangi bir
iliski saptanmamustir. Rinitli hastalarda Firmicutes filum’undan Dorea cinsinin
gaitada daha az bulundugu ve total fekal IgE ile negatif korele oldugu gésterilmistir.
Bununla birlikte Clostridium cinsinin astimli hastalarda barsak mikrobiyotasinda
baskin olarak bulundugu saptanmis ve fekal IgE seviyeleri ile pozitif korele oldugu
sonucuna varilmistir.

Barsak mikrobiyotasi ve lokal TLR’ler arasindaki iligki saglikli bir intestinal
bagisiklik sistemi i¢in son derece 6nemlidir. Farelerde yapilan ¢alismalarda TLR2
aktivasyonu ile uyarilan Treg hiicrelerinin basarili bir intestinal kolonizasyon igin
gerekli oldugu gosterilmistir (194, 195). Benzer sekilde Bifidobacterium infantis’in
insanlarda Treg hiicrelerini ve regiilatuar sitokin tiretimini uyardigi ve TLR2 {izerinden
etki ettigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (196). Bifidobacterium disindaki barsak
mikrobiyotasi liyelerinin de bu mekanizmalar tizerinden etki ettigi hesaba katildiginda
TLR2 ve TLR4 regiilasyonunun barsak mikrobiyotasi tizerindeki etkisi agik¢a ortaya
cikacaktir. Bu agidan bakildiginda, TLR2 ve TLR4 fonksiyonlar1 iizerinde etkisi
acikca gosterilen genetik polimorfizimlerin besin alerjisi gelisimi tizerinde etKili
olacagi disiiniilebilir. Bizim calismamizda besin alerjili hasta grubunda TLR4
Rs4986791 (Thr399lle) polimorfiziminin CT genotipine gore CC genotipinde, gaitada
Bifidobacterium konsantrasyonunda azalma oldugu goriildii ve bu istatistiksel olarak
anlaml1 degerlendirildi (p=0,004). Degerlendirmeye aldigimiz diger mikroorganizma

tiirleri ve genetik polimorfizimler arasinda anlamli bir iliski mevcut degildi.
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Calismamiz Ozellikle teknik imkéanlar agisindan degerlendirildiginde bazi
kisithiliklara sahiptir. Ozellikle TLR2 ve TLR4 gen polimorfizimlerinin sonuglari
degerlendirilirken hasta sayisinin kisitli olmasi istatistiksel karsilagtirmalarda anlaml
bir sonug elde edilmesini engellemis olabilir. Calismamizin bir diger kisitlilig: fekal
mikrobiyom analizinde kisitli sayida mikroorganizmaya bakilmis olmasidir. Bazi
filumlara ait cins ve tiirleri saptayamamis olmamiz daha kapsamli sonuglara
ulasmamizi engellemistir. Literatiirde de belirtildigi tizere besin alerjili hasta
gruplarinda 6zellikle Firmicutes filum’larina ait alt cins ve tiirler azalmis veya artmis
olarak saptanabilmektedir. Bu sebeple sadece bir filum’a bakarak, besin alerjili hasta
popiilasyonunda barsak mikrobiyotasi hakkinda genel yorum yapmak dogru
olmayacaktir. Son olarak bu ¢alismada total fekal IgE degerleri 6l¢iilmemistir. Total
fekal IgE degerleri, barsak mikrobiyotasi ile serum IgE degerleri arasindaki iliskinin

incelendigi boyle bir ¢alismada son derece yararl bilgiler ortaya koyabilecektir.

Sonug olarak bu ¢aligmada besin alerjili hasta grubunda TLR4 geni Rs4986790
(Asp299Gly) SNP i¢in (A/G) Major/Minor allel frekans farkinda besin alerjisi ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmigtir. Bununla birlikte TLR4
geni Rs4986790 SNP igin gruplar arasinda genotip (AA, AG, GG) sayilar1 agisindan
anlamli farklar oldugu da saptadigimiz bir diger bulgudur. Besin alerjili hasta
grubunda TLR4 Rs4986791 (Thr399lle) polimorfiziminin, CT genotipine gore CC
genotipinde, gaitada Bifidobacterium konsantrasyonunda azalma oldugu goriildi ve
bu istatistiksel olarak anlamli degerlendirildi. Calismamizdan elde edilen verilerin
dogrulanabilmesi ve tedaviye uyarlanabilmesi i¢in TLR ile alakali farkl
polimorfizimlerin gerek iilkemiz popiilasyonunda gerekse farkli popiilasyonlardaki
besin alerjili hastalarda ayrintili bir sekilde incelenmesinin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Buna ek olarak barsak mikrobiyotasinin igerigini ve fonksiyonunu
modiile eden degisik mikrobiyal tiirleri inceleyen ve bunlarin TLR transkripsiyon
yolaklart ile olan iligkisini ortaya koyan daha genis ve kapsamli ¢alismalar yeni tedavi

modellerinin de gelistirilmesini saglayabilecektir.
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