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Zararsiz olan bir besin antijenine yoOnelik uygunsuz bir bagisiklik yaniti olarak
tanimlanan besin alerjisi multifaktoriyel bir hastaliktir. Diger alerjik hastaliklarda
oldugu gibi besin alerjisinin siklig1 da tim diinyada giderek artmaktadir. Bu artisin
sebeplerinden birinin de epigenetik mekanizmalar oldugunu gosteren ¢alismalar vardir.
Epigenetik mekanizmalardan biri olan miRNA ve IncRNA’larin ifade paterni, farklh
hiicre tiplerine ve hastalik kosullarina gore degismektedir. miRNA'lar ve IncRNA'lar
stabildir ve serum, idrar ve tiikiiriik gibi farkli viicut sivilarinda tespit edilebildigi i¢in
onemli birer biyobelirte¢ olabilme potansiyeline sahiptirler. Bu calismada, segilen
miRNA’lar ve IncRNA’larin besin alerjisi gelisimi ve patogenezindeki etkisinin
arastirilmasi ve besin alerjisi i¢in bir biyobelirte¢ adayr olabilme potansiyellerinin

belirlenmesi amag¢lanmastir.



26 besin alerjisi hastast ve 30 saglikli kontroliin serumunda miRNA (miR-19a ve miR-
98) ve IncRNA (Inc-MALAT-1 ve Inc-GATA3-AS1) ifadesi ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile tespit edildi. Serum IL-4, IL-10, IL-13 ve TGF-f
seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak ol¢tildi.

Calismamizin sonucunda miR-98'in besin alerjili ¢ocuklarda, saglikli ¢ocuklarla
kiyaslandiginda anlamli derecede daha az ifade edildigi goriilmustiir (p<0,05). miR-19a
ve MALATI1 gen ifade seviyeleri saglikli ¢cocuklar ile besin alerjili ¢ocuklar arasinda
kiyaslandiginda fark goriilmemistir (p>0,05). Hasta ve kontrollere ait serum

orneklerinde GATA3-ASI IncRNA tespit edilememistir.

Orneklerde serum IL-4 ve IL-10 seviyeleri 6lgiilebilir diizeyde bulunamazken, TGF-B
seviyeleri saglikli cocuklarda besin alerjili ¢ocuklarla kiyaslandiginda anlamli derecede
daha fazla oldugu goriilmustiir (p<0,05). miR-98 ile iliskili oldugu diistintilen IL-13’iin
saglikli cocuklara kiyasla besin alerjili cocuklarda serum protein seviyelerinde bir fark

goriilmemistir (p>0,05)

Calismamizda hastalar ile saglikli grup arasinda sadece miR-98’nin ifade diizeyleri
bakimindan fark gozlemlendi. Literatiirdeki verilerle beraber degerlendirildiginde, miR-

98’nin besin alerjisi i¢in bir biyobelirteg aday1 olabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Besin alerjisi, epigenetik, miRNA, IncRNA, ifade analizi, ELISA
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THE ROLE OF SHORT AND LONG NON-CODING RNAs IN
FOOD ALLERGY PATHOGENESIS
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Master’s Degree, Department of MOLECULAR BIOLOGY
Supervisor: Dog. Dr. Esra BIRBEN

January 2022, 96 pages

Food allergy, defined as an inappropriate immune response to a harmless food antigen,
is a multifactorial disease. As with other allergic diseases, the frequency of food allergy
is increasing all over the world. There are studies showing that one of the reasons for
this increase is epigenetic mechanisms. The expression pattern of miRNAs and
IncRNAs, one of the epigenetic mechanisms, varies according to different cell types and
disease conditions. miRNAs and IncRNAs are stable and have the potential to be
important biomarkers as they can be detected in different body fluids such as serum,
urine and saliva. In this study, it was aimed to investigate the effect of miRNAs and
IncRNAs on the development and pathogenesis of food allergy and to determine their

potential as a biomarker candidate for food allergy.
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The expression of miRNA (miR-19a and miR-98) and IncRNA (Inc-MALAT-1 and Inc-
GATA3-AS1) in the serum of 26 food allergy patients and 30 healthy controls were detected
by real time polymerase chain reaction (RT-PCR). Serum IL-4, IL-10, IL-13 and TGF-$

levels were measured using ELISA.

As a result of our study, it was observed that miR-98 was significantly less expressed in
children with food allergies compared to healthy children (p<0.05). When the gene
expression levels of miR-19a and MALAT1 were compared between children with food
allergies and healthy children, there was no difference in gene expression levels (p>0,05).
GATA3-AS1 IncRNA could not be detected in serum samples of patients and controls.
While serum IL-4 and IL-10 levels were not detectable in the samples, TGF-B levels were
found to be significantly higher in healthy children compared to children with food allergies
(p<0,05). There was no difference in serum protein levels of IL-13, which is thought to be

related to miR-98, in children with food allergies compared to healthy children (p>0,05).

In our study, only difference in expression levels of miR-98 was observed between the
patients and the healthy group. When evaluated together with the data in the literature, it is
thought that miR-98 may be a biomarker candidate for food allergy

Keywords: Food allergy, epigenetic, miRNA, IncRNA, expression analysis, ELISA
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1. GIRIS

Besin alerjisi, besin alimindan sonra ortaya c¢ikan istenmeyen immiin yanittir [1].
Gortilme sikligl, yetiskinlerde yaklasik % 2-4 iken c¢ocuklarda % 6-8’dir. Klinik
bulgular1 hafif kasintidan hayati tehdit edici anafilaksi gibi bulgulara kadar
degisebilmektedir [2]. Yasam kalitesini diigiiren besin alerjisi, ayrica halk sagligi
kaynaklarin1 6nemli 6lctide tiikketmektedir [3,4]. Besin alerjisinin siklig1 tiim diinyada
giderek artmaktadir [5]. Sikligmin hizla artmasmnin  sebebinin  epigenetik
mekanizmalarla iliskili oldugu diisintilmektedir. Epigenetik degisiklikler DNA dizisini
degistirmeyi icermeyen genom aktivitesini diizenleyen mekanizmalardir [6]. Baslica
epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan
RNA’lar olarak 3'e ayrilir. [7]. MikroRNA’lar (miRNA'lar) ve uzun kodlamayan
RNA’lar (IncRNA'lar), kodlamayan RNA sinifina ait, gen ifadesinin O6nemli
diizenleyicilerdir [8]. Ayrica miRNA ve IncRNA’larin ifade paterni, farkli hiicre
tiplerine ve hastalik kosullarina gére degismektedir. miRNA'lar ve IncRNA'lar stabildir
ve serum, idrar ve tiikiirlik gibi farkli viicut sivilarinda tespit edilebilir [9,10]. Bu
yizden kanser, norolojik hastaliklar, kalp hastaliklari, enflamasyon gibi bir¢cok
hastalikta oldugu gibi alerjik hastaliklarda da ©nemli biyo-belirtegler olabilme
potansiyeline sahiptirler [11,12]. Bu tez calismasinda besin alerjisine sahip hastalar ile
saglikli ¢ocuklarda besin alerjisi ile ilgili olabilecegini diisiindiigiimiiz miRNA’larin
(miR-98 ve miR-19a) ve IncRNA’larin [Inc-MALAT-1 (metastaz iliskili akciger
adenokarsinomu-1) ve Inc-GATA3-AS1 (GATA3-antisens 1)] ifadesindeki degisimi
ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile belirleyerek, besin alerjisi
icin bir biyobelirteg aday1 belirlemek istedik. Gruplar arasinda miRNA ve IncRNA
ifadeleri arasindaki olas1 farki belirleyerek besin alerjisi olan hastalar1 saglikli
cocuklardan ayirt edebilecek bir biyobelirte¢ belirleyerek zorlu ve riskli olan besin
yiikleme testlerine olan ihtiyacin azaltilmasi ve besin alerjisi patogenezinin daha iyi
anlagilmas1 hedeflendi. Ayrica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
yontemi ile serum orneklerinde alerjik enflamasyonda rolii olan ve segilen miRNA’lar
ve IncRNA’lar ile iligkili olabilecegini diistindiigiimiiz 1L-4, IL-10, IL-13 ve TGF-B
(timor biiytime faktorii-beta) sitokinlerin seviyelerine bakilarak secilen kodlamayan

RNA’larin enflamasyon {izerine olan etkilerinin belirlenmesi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Besin Alerjisi

Saglikli bir kiside bagisiklik sistemi, hasarli hiicrelerin temizlenmesini ve bulasict
organizmalarin veya kanserli hiicrelerin o6ldiirilmesini saglar. Bununla birlikte,
bagisiklik sistemi, dengede kalmak icin siki kontrol altindadir. Bazen bagisiklik sistemi
yeterince yanit vermeyebilir veya asirt veya uygunsuz bir yanit olusturabilir veya
normal kontrol mekanizmalarin1 gérmezden gelebilir. Bu gibi durumlarin sonucunda,
alerjik hastaliklar, kanser, immiin yetmezlikler, otoimmiin hastaliklar gibi ¢ok cesitli
hastaliklar ortaya cikabilir. Alerji, genellikle zararsiz olan bir antijene bagisiklik
sisteminin uygunsuz sekilde yanit vermesidir [13]. "Alerji" terimi 1906 yilinda ilk
olarak Avusturyali pediatrist Clemens von Pirquet tarafindan bilim diinyasina
kazandirilmistir [14]. Besin alerjileri, belirli astim tiirleri, alerjik rinit, atopik dermatit,
eozinofilik 6zofajit, ila¢ ve bocek alerjileri, en yaygin bilinen alerjik hastaliklardir.
Biiyiik oranda halk sagligi kaynaklarmi tiiketen alerjik hastaliklarin sikligi, diinya
capinda, oOzellikle dusik ve orta gelirli {ilkelerde artmaktadir [15]. Yapilan son
caligmalar bir¢ok faktoriin (yas, cinsiyet, aile Oykiisii, anne ve bebek diyeti gibi)
yaninda, epigenetik mekanizmalarin  da besin alerjisi  sikligin1  artirdigini
diistindiirmektedir [16]. Zararsiz olan bir besin antijenine yonelik uygunsuz bir
bagisiklik yaniti olarak tanimlanan besin alerjisi, ayni besine maruz kaldiginda
tekrarlanabilen ve yasami tehdit edebilen onemli bir hastaliktir. Besin alerjisi siklikla
cocukluk ¢aginda goriiliir ve en yiiksek siklik, yasamin ilk yilinda goriiliir. Birgok besin
proteini besin alerjisine neden olabilir ama en sik alerjiye neden olan besinler, siit,
yumurta, bugday, soya, yer fistigi, kuruyemisler, balik ve deniz iiriinleridir. Besin
alerjisi kisinin yasina bagl olarak degisebilmektedir [17]. Ornegin siit ve yumurta
alerjisi daha ¢ok kiigiik ¢ocuklarda goriiliirken, yetiskinlerde daha ¢ok kuruyemis ve

kabuklu deniz tirtinleri alerjileri goriliir [18].

2.2. Besin Alerjisinin Siniflandirilmasi

Olusan immiin yanitin tipine bagli olarak besin alerjileri IgE-aracili, IgE-aracili

olmayan besin alerjisi ve karigik tip besin alerjisi olarak {i¢ grupta siniflandirilir [19].



Besin Alerjisi

IgE Aracili Besin IgE Aracili-Olmayan Karisik Tip Besin
Alerjisi Besin Alerjisi Alerjisi

Sekil 2.1. Besin Alerjisinin Siniflandirilmasi [19]

2.2.1. IgE-Aracili Besin Alerjisi

Besin alerjisinin en yaygin bilinen sekli olan IgE aracili besin alerjisi, besin alimindan
veya maruziyetinden sonra hizli semptom gostermesi ile karakterize edilir. Besin
alimindan veya maruziyetinden sonra dakikalar veya 2 saat i¢inde semptomlar ortaya
cikar [20]. Klinik bulgular1 sadece gastrointestinal sistemde goriilmez ayni zamanda
diger organ sistemlerini de etkiler. Bu bulgular kasinti, kizariklik gibi hafif reaksiyonlar
ya da anafilaksi gibi agir reaksiyonlar seklinde goriilebilir [21]. IgE aracili besin alerjisi
duyarlanma, efektor ve kronik olmak iizere 3 fazdan meydana gelir [22]. Duyarlanma
fazinda, alerjenik besin proteininin tiiketiminden sonra, besine karsi hassasiyet gelisir.
Antijen, antijen sunan hiicrelerde islenerek T hiicrelerine sunulur. Boylelikle uyarilan T
hiicreleri T yardimer hiicreler 2 (Th2)’ e farklilagir. Th2 hiicreler tarafindan salgilanan
IL-4 ve [IL-5 sayesinde B hiicreleri farklilasarak besine 6zgti IgE’ler
(immiinoglobiilinler) tiretir. Bu IgE’ler mast hiicre ylizeyinde Fc reseptoriine baglanir ve
viicut besine kars1 duyarlanma gelistirir. Ikinci kez ayn1 besinin alimi ya da maruziyet
sonucunda efektér faz meydana gelir. Besin alerjenlerine yeniden maruz kalinmasi
alerjenin mast hiicreleri lizerinde FceRI (Fc epsilon reseptdr 1)'e baglanmis olan
alerjene 0zgii IgE'ye capraz baglanmasi ile mast hiicrelerinin degraniilasyonunu ve
cesitli aracilarin salinmasini indiikler. Boylece mast hiicreleri histamin, I6kotrien gibi
mediatorler salar ve besine karsi alerjik reaksiyonlar olusmus olur. Duyarlanma, efektor
faz olmadan mevcut olabilir [23]. Kronik fazin ise, ge¢ faz reaksiyonlarin tekrarlanmasi

sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Kronik enflamasyonda T yardime1 hiicreler 1 (Thl)



ve Th2 hiicrelerinin beraber rol aldigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda gastrointestinal
fonksiyonda bozulma olusabilir [22]. Ayrica allerji semptomlari, ¢apraz reaksiyon
sonucu da ortaya ¢ikabilir. Capraz reaktivite, belirli bir yiyecege alerjisi olan bir kisinin,
benzer alerjenleri iceren diger yiyeceklere karsi alerjik bir tepki gelistirmesi sonucu
olusur [24]. Buna en iyi orneklerden biri polen besin sendromu olarak da bilinen oral
alerji sendromudur. Oral alerji sendromu (OAS), agiz ve yutakta karincalanma ve
kasintiya neden olur. Polen alerjisi olan kisilerde bulunan OAS, belirli polenlere karsi
IgE antikorlar1 ile baz1 taze meyve ve sebzelerde bulunan proteinler arasindaki ¢apraz
reaktiviteden kaynaklanir. Ornegin, eger bir kisi hus agaci poleni alerjisine sahip ise ¢ig
havug, kereviz veya elma yedikten sonra bu semptomlari yasayabilir. Bu proteinler 1s1ya
dayaniksiz oldugundan, alerjisi olan bireyler eger bu yiyecekleri pisirirlerse yiyebilirler.

[25].

2.2.2. IgE-Aracili Olmayan Besin Alerjisi

IgE-aracili olmayan besin alerjisine tip II, III ve tip IV asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin
aracilik ettigi kabul edilir [26]. Ayrica IgE-aracili olmayan besin alerjilerinde IgE
antikorlart  diginda, bagisiklik sistemin diger bilesenlerinin  etkili  oldugu
diistintilmektedir. Bu besin alerjisi sinifi, besin proteini kaynakli enterokolit sendromu,
alerjik proktokolit (AP), besin proteini kaynakli enteropati (BPIES), ¢6lyak hastaligi,
Heiner sendromu (HS) gibi genis bir yelpazeyi kapsar [27].

Besin proteini kaynakli enterokolit sendromu akut dehidratasyon ve uyusukluk veya
kilo kayb1 gibi semptomlar gosteren, nadir goriilen bir besin alerjisidir, fakat bu
semptomlar, sepsis veya akut karin sorunlar1 gibi akut hastaliklar taklit ederek, hastanin
aniden kotiilesmesine neden olabilir [28]. Yapilan bir c¢alismada, BPIES olan
bebeklerde, bagirsak gegirgenligini artirdigr bilinen TNF-o (Tiimér biiytime faktorii-
alfa) ifadesinin artt1g1, epitel bariyerini koruma yetenegine sahip olan TGF-B1 ifadesinin

azaldig1 bulunmustur [29].

Duyarli kisilerde gluten igeren tahillara karst anormal adaptif immiin tepki sonucu
olusan c¢olyak hastaligi bir otoimmiin hastaliktir. [30]. Hem c¢ocuklarda, hem de
yetiskinlerde goriillen bu hastalik, glutenin alkolde c¢oziinebilen prolamin kismi

sebebiyle meydana gelmektedir [31].



Alerjik proktokolit, genellikle saglikli goriinen bebeklerin diskisinda mukusla karigsmas,
gozle gortliir kan lekeleri ile karakterize olan bir hastaliktir. Agirlikli olarak kalin
bagirsagin belirli bir bolgesini (rektosigmoid bolge) etkileyen bu hastalik, tipik olarak
diyetten kacinma ile diizelir, ancak neden olan besin tiiketilirse tekrarlanir. AP'nin kesin
patogenezi bilinmemekle birlikte, anne siitiinden gegen bir protein alerjeninin neden
oldugu diistiniilmektedir. Ayrica AP'nin antijen kaynakli bir kolit oldugunu 6ne siiren

caligmalar vardir [27].

Inek siitiiniin neden oldugu akciger hastaligi olarak da bilinen Heiner sendromunda ise
gelisme bozuklugu, oksiirtik, dispne, hiriltili solunum ve rinit gibi solunum semptomlari
goriliir. Ayrica kusma, ishal, anemi gibi gastrointestinal semptomlar da olusabilir. HS
goriilen bebekler ya da ¢ocuklarda inek siitii proteinlerine karst asir1 duyarlilik
reaksiyonu olusur. Hastaligin tam olarak aydinlatilamamis olmasi ge¢ tan1 konulmasina

ve dolasiyla tedavinin ge¢ olmasina neden olmaktadir [32].

2.2.3. Karnisik Tip Besin Alerjisi

Bu alerji sinift atopik dermatit (AD), eozinofilik gastroenterit (EGE) ve eozinofilik
0zofajit (EoE) hastaliklarin1 kapsar. Bu sinifin tanisi, IgE-aracili besin alerji sinifindan
daha zordur. Laboratuvar testlerinin tan1 koymada yeterli olmadig: ve klinik bulgular
benzer oOzellikleri gosterdiginden, bu hastaliklarin  patofizyolojisi tam olarak

aydinlatilamamistir [21].

Kronik ve niikseden enflamatuvar bir deri hastalig1 olan atopik dermatit veya egzama
yasamin erken donemlerinde baslar. Bu hastalik alerjik rinit, astim ya da besin alerjisi
ile iligkilidir. Atopik dermatit hastalifin yayginligi diinya genelinde biiylik 6l¢iide
degismekle beraber, yasamlar1 boyunca tiim bireylerin yaklasik beste birini etkiler [33].
Kuru, kasmtil cilt gibi semptomlar goriilmektedir. Hastalik sadece dnemli morbiditeye
neden olmaz, ayni zamanda yasam kalitesini olumsuz etkiler. Cilt bariyer fonksiyon
bozuklugu, immiinolojik faktorler ve c¢evresel faktorler arasindaki etkilesimin sonucu
olusan AD'in patogenezi ile ilgili bilgiler artmasina ragmen, hastaligin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Filaggrin (FLG), su dengesini saglama ve fiziksel biitiinlugi
koruma agisindan cildin koruyucu bariyerinde 6nemli rol oynar. AD'li hastalarda FLG
genindeki islev kaybr mutasyonlar1 ve ciltte bulunan seramidler (lipit molekiilleri) ve

ayrica bircok enfeksiyoz ajana karsi ilk savunma hattin1 temsil eden katelisidinler gibi



antimikrobiyal peptidlerde azalma gorilmiistiir. Bu anormallikler, alerjenlerin ve
mikroplarin viicuda daha kolay girisine sebep olur [34]. AD’li hastalarda
Staphylococcus aureus gibi tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar goriliir. Saglikli
kontrollerin % 5- 30'unda deride S. aureus kolonizasyonu goriiliirken, AD hastalarda bu

oran % 60-100'diir [35].

Eozinofilik gastroenterit, agirlikli olarak mide ve ince bagirsagi etkileyen nadir bir
hastaliktir. Anormal gastrointestinal (GI) semptomlarin varligi, cogunlukla karin agrisi,
GI kanalinin bir veya daha fazla bolgesinde eozinofilik infiltrasyon ile karakterize

edilen EGE, ilk olarak 1937'de Kaijser tarafindan tanimlanmistir [36,37].

Eozinofilik 6zofajit, cocuklarda ve yetiskinlerde goriilen, kronik, immiin/alerji aracili,
0zofagus foksiyon bozuklugu ve ezinofil agirlikli enflamasyon ile iligkili bir yemek
borusu hastaligidir [38]. Hijyen kosullari, mikrobiyal disbiyoz, modern bat1 yasam tarzi,
gibi faktorler hastalifa neden olabilir. Ayrica gastro6zofageal reflii hastaliginda
0zofagus mukozal biitinlik bozuldugu i¢in besin antijenlerinin mukozaya girisi
miimkiin olmakta ve bu besin antijenleri EoE’yi tetikledigi i¢in hastalikta artis
gorilmektedir [39]. Hastaligin patogenezi tam olarak anlasilamamistir fakat T hiicre
yaniti, besin ve aeroallerjenler ile iliski oldugu diistiniilmektedir [40]. Pediatrik bir
kohortta yapilan genom capinda iligskilendirme calismasina (GWAS) gore EoE'nin
kromozom 5q22 iizerindeki timik stromal lenfopoietin (TSLP)’in bulundugu bir bolge

ile iliskili oldugu gosterilmistir [41].

2.3. Besin Alerjisi Epidemiyolojisi

Besin alerjisi siklig1 yillar i¢cinde degismis olabilir. Yapilan bircok c¢alisma, son 10-20
yildir besin alerjisi sikliginin giderek arttigi yontindedir [42]. Cocuklarda besin alerjisi
siklig1 yetiskinlerden daha yiiksektir ve en yliksek siklik 3 ay - 2 yas araligindadir [19].
Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) yapilan bir elektronik ev anketi sonuglarina
gore, cocuklarin % 8'inin besin alerjisine sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica ¢ocuklarin
% 2,4’ntin birden fazla besine alerjisi vardir ve c¢ocuklarin % 3’tinde anafilaktik
reaksiyonlar goriilmistiir [43]. ABD'deki genel popiilasyondaki anafilaksi sikliginin en
az % 1,6 oldugu tahmin edilmektedir [44]. Diinya geneline bakildiginda, Avustralya,
IgE aracili besin alerjisinde en yiiksek sikliga sahiptir (% 10). Avrupa ve ABD gibi
diger gelismis bolgelerdeki sikliginin % 1-5 oldugu tahmin edilmektedir [45].



Avrupa'da yaygin besinlere kars1 yasam boyu bildirilen alerji siklig1 % 0,1- 6 araliginda
bulunmustur [46]. Kapsaml1 besin alerjisi fenotiplemesine sahip ileriye doniik bir kohort
calismas1 olan Avustralya'daki HealthNuts arastirmasina gore, besin alerjisi siklig1 bir
yasindakiler i¢in % 11 iken, 4 yasinda bu siklik % 3,8’e diismiistiir. Bu kohortun yiizde
40 ila yiizde 50'sinde yasamlarinin ilk 4 yilinda alerjik bir hastalifin semptomlari
gorilmustir [47]. 934 makaleden 51°1 uygun goriilerek yapilan bir metanaliz
calismasinda, kendi kendine bildirilen besin alerjisi siklig1 siit icin % 1,2-17, yumurta
icin % 0,2-% 7, yer fistig1 ve balik i¢in % 0-% 2, kabuklu deniz iiriinleri i¢in % 0-10 ve
herhangi bir besin i¢in %3-35 arasinda bulunmustur [48]. Kanada'da kisilerin beyanina
dayanan bir besin alerjisi arastirmasina gore, ¢ocuklarda (1-17 yas) besin alerjisi siklig
yaklasik % 6,9 iken, yetiskinlerde (18+ yil) ise siklik yaklasik % 7,7 bulunmustur [49].
Birlesik Krallik’ta 3 yasindaki 969 ¢ocuk tizerinde yapilan bir ¢alismaya gore, yumurta
(% 1,4), susam (% 1,4), bugday (% 1,3), siit (% 0,5), morina (% 0,5), yer fistig1 (%
0,2) alerjiye neden olan besinler olarak bulunmustur [50]. Bir bagka ¢alismada ise besin
alerjisine neden olan besinler arasinda yumurta, ¢ilek, yabani ¢ilek, ¢ikolata ve portakal
vardir [51]. Meksika'da 1253 geng yetiskinin katildigir anket temeli bir ¢calismaya gore
olast besin alerjisi sikligi % 5,9 bulunmustur [52]. Brezilya’da yapilan bir ¢alismaya
gore, bebeklerde ve okul oncesi ¢ocuklarda ebeveyn tarafindan bildirilen besin alerjisi
siklig1 sirasiyla, % 23,5 ve % 17,6 bulunurken, doktor tarafindan onaylanan besin
alerjisi siklig1 ise % 1,9 ve % 0,4 bulunmustur [53]. Kore'de yapilan bir ¢aligmada,
bebeklerde besin alerjisi siklig1 % 5,3 olarak bulunmustur. 6-12 yas arasi ¢ocuklar i¢in
% 4,7 iken 12-15 yas arasi ¢ocuklar i¢in % 5,1 bulunmustur [54]. Japonya'daki biiyiik
6lcekli bir epidemiyolojik arastirmaya gore, besin alerjisinin tahmini siklig1 bebeklerde
% 5-10, kii¢iik cocuklarda % 5 ve okul ¢agindaki ¢ocuklarda % 4,5 bulunmustur [55].
Cin'in Chongqging kentinde yapilan besin provokasyon testi ile kanitlanmis bir
calismada 0-1 yas arasi ¢ocuklarda besin alerjisi siklig1 % 3,8 oldugu bulunmustur. Bu
cocuklarda yumurta alerjisi siklig1 % 2,5 bulunurken, inek siitii alerjisi sikligt % 1,3
bulunmustur [56]. Tirkiye’nin Dogu Karadeniz bolgesinden alinan 6-9 yas arasi
cocuklarda besin alerjisi siklig1 % 0,8 saptanmistir. Bu bolgede en ¢ok alerjiye sebep
olan besin sigir eti (% 31,8) oldugu goriilmiistiir [57]. Ulkemizde yapilan bir diger
calismaya gore, yumurta (% 57,8), inek siitii (% 55.9), findik (% 21,9), yer fistig1 (%
11,7), ceviz (% 7,6), mercimek (% 7,0), bugday (% 5,7) ve sigir eti (% 5,7) ¢ocuklarda
goriilen en yaygin besin alerjilerindendir. Bir yas alt1 ¢cocuklarda en ¢ok alerjiye neden

olan besinler, yumurta ve siit iken, bir yas {istii cocuklarda daha ¢ok alerjiye neden olan



besinlerin findik ve yer fistig1 oldugu goriilmiistiir [58]. Van’da 79 hastanin katildig: bir
calismada besin alerjisine neden olan besinlerin basinda siit ve daha sonra yumurta ve
kuruyemislerin takip ettigi bulunmustur [59]. Samsun'da bir kres ve anaokulunda
yapilan ¢aligmaya gore, ¢ocuklarinda besin alerjisi siklig1 % 7,7 olarak saptanmistir ve
en sik besin alerjisine neden oldugu bildirilen besinler % 25,3 oraninda yumurta ve %
21,2 oraninda ¢ikolata oldugu bildirilmistir [60]. 2008 yilinda Istanbul'da yetiskinlerde
yapilan besin alerjisi ¢alismasina gore kisi tarafindan bildirilen besin alerjisi ve alerjik
olmayan besin asir1 duyarliligi yasam boyu sikligr % 9,5 bulunurken, cift kor plasebo
kontrollii besin ylikleme testi ile belirlenen besin alerjisi siklig1 % 0,1 bulunmustur [61].
Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi'nde dogan ve 1 yasina kadar dort kez rutin
muayene ile takip edilen 1.377 bebekten 90 bebekte (% 6,5) yasamin birinci yilinda
muhtemel besin alerjisi varlig1r gosterilmistir. Siipheli besinlerle besin yiikleme testi
yapilan bebeklerin sadece % 2,4'liniin besin alerjisine sahip oldugu dogrulanmis ve
besin alerjisine neden olan ana besinin inek siitii oldugu bulunmustur [62]. ISAAC
(Uluslararast Cocukluk Cagi Astim ve Alerji Calisma Grubu) Faz II Calismasi
tarafindan toplanan 6963 ilkokul ¢ocugu (10 - 11 yas) iizerinde yapilan bir ¢alismada,
ebeveynler tarafindan bildirilen tahmini besin alerjisi sikligt % 20,22 + 0,94 olarak
bulunmustur. Deri prick testi ile tespit edilen tahmini yaygin besin alerjenlerine

duyarhlik siklig1 ise % 5,9 + 0,6 bulunmustur [63].

2.4. Besin Alerjisi Patogenezi

Besin alerjenleri icin énemli bir giris kapis1 gorevi goren gastrointestinal sistem (GiS),
i¢ steril ortam1 dis diinyadan ayiran tek hiicreli bir kolumnar bagirsak epitel hiicresi
katmanindan olusur. Giinlik olarak siirekli eksojen antijen barajina maruz kalan
gastrointestinal sistem, viicuttaki en biiyilk immiinolojik organdir [64]. Bu sistemin
amaci, sadece sindirilen yiyecekleri emilebilen ve enerji ve biiylime icin kullanilabilen
bir forma dontistirmek degil, ayn1 zamanda siirekli olarak alinan yabanci zararh
patojenlerin viicuda girmesini onlemektir [1]. Viicudumuz giinliik yaklasik 130-190 g
besin proteini alir ve alinan énemli miktarlarda bozulmamis besin proteini, yemekten
sonra bagirsak tarafindan emilir [65]. Besin proteinleri pH, safra tuzlar1 ve enzimlere
kars1 direnglidir. [66]. Yapilan bir ¢alismaya gore, in vitro mide ve duodenal sindirim

simiilasyonuna tabi tutuldugunda bile kajunun ana alerjenleri ortadan kaldirilamamistir



[67]. Besin proteinlerin kiiciik bir kismi1 tam sindirimden kagabilir ve immiinolojik
olarak bozulmamis formlarda kana gegebilir. Bunun sonucunda oral tolerans etkin olur
[68]. Besin alimi ya da maruziyeti sonucu olusan aktif sistemik tepkisizlik durumuna
oral tolerans denir [69]. Oral tolerans, {i¢ mekanizma ile ortaya ¢ikar: Antijene Ozgii
lenfositlerin delesyonu veya anerjisi veya T diizenleyici hiicrelerin olusumunun
indiiksiyonudur [70]. Bir oral tolerans indiiksiyonun basarisi, potansiyel alerjenlere
enterik maruziyetin dozuna ve zamanlamasina, bagisikligi diizenleyen mikrobiyal
bilesenlere ve diyet faktorlerine (A vitamini ve lipitler gibi) bagh olarak degisir [71].
Tolerans ve bagisiklik arasinda bir denge vardir. Bu karmasik denge, bagirsaktaki cesitli
faktorler tarafindan degistirilebilir ve besin proteinlerine karsi, oral toleransta
bozulmalar ve uygunsuz alerjik duyarliliklara yol acabilir [72]. Besin alerjenleri
dendritik hiicreler veya diger antijen sunan hiicreler (ASH'ler) tarafindan islenir ve
sunulur. Naiv CD4 (farklilasma kiimesi 4) T hiicreleri, Th2 hiicrelerine farklilasir ve IL-
4, IL-5, IL-13 ve IL9 gibi tip-2 sitokinleri tiretir. Bu tip-2 sitokinler, B hiicrelerinin IgE
tireten plazma hiicrelerine farklilasmasimi tesvik eder. Plazma hiicreleri tarafindan
tiretilen besine 6zgii IgE sistemik olarak dagitilir ve mast hiicreleri tizerindeki FceRI'ye
baglanir (duyarlanma fazi). Duyarlanma sonrasi besin alerjenlerine yeniden maruz
kalinmas1 (efektor fazi) allerjenin mast hiicreleri tizerinde FceRI 'ye baglanmis olan
alerjene 0zgii IgE'ye ¢apraz baglanmasi sonucunda mast hiicrelerinin degraniilasyonunu

ve ¢esitli aracilarin salinmasini indiiklenir [73].

. . LS
Besin alerjenleri@ ~

o o)

Histamin

T T Prostaglandin
PAF
Sitokinler

Duva.rlan.m.l$ mast

hiicrest

Alerjik duyarlanma Efektor faz

Sekil 2.2. Besin alerjisinde duyarlanma fazi [73]



2.5. Besin Alerjisi Gelismesindeki Olasi Risk Faktorleri

Besin alerjisi multifaktoriyel bir hastaliktir. Besin alerjisine neden olabilecek faktorler
arasinda cografya, yasamin erken doneminde yeni alerjenik {irtinlere maruz kalma,
genetik faktorler ve tanimlanamayan faktorler gibi nedenlerin oldugu bildirilmistir. Bu
faktorler tek basina ya da kombinasyon halinde besin alerjilerine neden olabilirler [58].

Besin alerjisi i¢in olasi risk faktorleri asagidaki ¢izelgede 6zetlenmistir [74—76].

Cizelge 2.1. Besin alerjisi risk faktorleri [74—76]

Kisisel Risk Faktorleri

Aile oykiisti

Genetik polimorfizmler

Filaggrin islev kayb1 mutasyonlari
Yas

Cinsiyet

Irk/ Etnik Koken

Cevresel Risk Faktorleri

Dogum oncesi

Hamilelik sirasinda anne diyeti

Dogum sonrasi

Sezaryen dogum

Emzirme déneminde anne diyeti

Bebek diyeti (emzirme, mamalar, kat1 yiyecekler)
Multivitamin takviyesi

Sigara dumanina maruz kalma

Diger cevresel faktorler
Cografya
Hijyen hipotezi
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2.5.1. Kisisel Faktorler

Besin alerjisine giiclii bir genetik katki vardir. Yapilan bir ¢aligmaya gore ailede alerji
Oykiisti olmayan c¢ocuklara kiyasla, herhangi bir alerjik hastaligi olan bir yakin aile
tiyesi olan hastalarda besin alerjisi riskinin 1,4 kat artirdig1 goriilmiistiir. Herhangi bir
alerjik hastalig1 olan iki veya daha fazla yakin aile iiyesi olan hastalarda ise besin
alerjisi riski 1,8 kat artmistir [77]. Birlesik Krallik’ta yapilan bir ¢calismaya gore bir
cocugun yer fistig1 alerjisi olan ebeveyni veya bir kardesi varsa, yer fistig1 alerjisi
riskinde 7 kat artis goriilmiistiir [78]. Amerika'da yapilan bir ¢alismaya gore Hispanik
olmayan siyah c¢ocuklarda, Hispanik cocuklara gore besin alerjisi seviyelerinin daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Baska bir calismaya gére Ispanyol olmayan siyahlarin
beyazlara gore, besin alerjisi riskinin daha fazla oldugu gorilmistiir. Yapilan
arastirmalara gore erkek cocuklarda besin alerjisi sikliginin kiz c¢ocuklara kiyasla
daha ytiksek oldugu bulunmustur [76]. Besin alerjisi ile iligkili yapilan genetik
calismalar sonucunda pek c¢ok aday gen bulunmustur. 2002 yilinda yapilan bir
calismada, sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii 6 (STAT 6) polimorfizmi
ile kuruyemis alerjileri arasinda bir iligki oldugu bulunmustur [79]. Son zamanlarda,
Japon popiilasyonunda IL-10 geninde yer alan bir polimorfizm besin alerjisi ile
iliskilendirilmistir [80]. 58 ikizin yer aldig1 kii¢iik bir calismaya gore, tek yumurta
ikizleri arasinda fistik alerjisinin uyum oraninin (% 64,3), dizigotik ikizlerdekine
kiyasla (% 6,8) anlamli derecede daha yiiksek oldugu ve fistik alerjisinin tahmini
kalitsalliginin % 81,6 oldugu bulunmustur [81]. HLA-DRB1*07 (insan lokosit
antijeni- siif I DR beta 1*07) alleli i¢cin elma alerjisi ile 6nemli iliski bildirilmistir

[82].

HLA genlerine ek olarak, filaggrin mutasyonlar fistik alerjisi veya fistik duyarliligi
riski ile iligkilidir. Filaggrin, cildin bariyer fonksiyonuna katkida bulunan bir
proteindir. Filaggrin mutasyonlar1 egzama riskine katkida bulunur, ancak bagimsiz
olarak fistik alerjisi riskini artirir. Deri ifadesine ek olarak, filaggrin oral mukozada
ifade edilir ve yemek borusunda da filaggrinin ifade edildigi ile ilgili bircok veri
vardir. Bu veriler filaggrin mutasyonlarin oral maruziyette duyarliliga potansiyel

olarak katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir [83,84].

CD14 promotoriindeki C-159T polimorfizminin, 6zellikle beyaz irkta atopik olmayan
astim ve besin alerjisi ile iliskili oldugu bulunurken, baska bir ¢calismada ise CD14

promotoriindeki iki polimorfizm (C-159T ve C-550T) ile besin alerjisi arasinda higbir
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iliski bulunmadig1 bildirmistir [85,86]. Yaslar1 1 olan ve tani kriterlerini karsilayan
4453 bebegin katildig1 bir calismada, egzamali bebeklerin, egzamasiz bebeklere gore
12 aya kadar yumurta alerjisi olma olasiliginin altt kat, yer fistig1 alerjisi olma

olasiliginin ise 11 kat daha fazla oldugu goriilmistiir [87].

Timusta eksprese edilebilen SPINKS (Serin Peptidaz Inhibitsrii Kazal Tip 5) geninin
eksikliginin T lenfositlerinin anormal olgunlagsmasina neden oldugu ve yiiksek IgE
seviyesi ve eozinofili gibi Th2 yanitlarina yol actigi 6ne siiriilmustir [78]. 2017
yilinda Asley ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, SPINKS geni ile besin alerjisi
arasinda bir iliski bulunmustur. Ciltteki SPINKS geni ifadesi azaldik¢a besin alerji
riski artmaktadir [88].

FOXP3 (Ongatal kutusu P3) T diizenleyici hiicrelerin gelisimi ve islevinde &nemli
roller oynar. IPEX (X’e bagli immiin disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati)
sendromu olan hastalarda, FOXP3 geninde 1388-baz ¢ifti kopmas1 (g.del-6247 -
4859) sonucu mRNA (mesajct RNA) splaysinda bozulmalar olur. Bunun sonucunda
FOXP3 mRNA seviyelerinde disis ve etkilenen hastalarin periferik kan
lenfositlerinde  protein  ifadelerinde  belirgin  sekilde azalis  gozlenir.
CD4+CD25+FOXP3+ regiilator T hiicrelerinde azalis oldugu i¢in CD4+CD25+ T
hiicrelerinin fonksiyonu azalmaktadir. Ayrica bu c¢alisma sonucunda bu gen

varyantinin ciddi besin alerjisine neden olabilecegini gozlemlemistir [89].

Son zamanlarda alerjik hastaliklarin sikliginda gozlenen artis gen—cevre etkilesimleri
sonucu olusan epigenetik degisikliklerin  patogenezde rolii olabilecegini
distindiirmustiir. Epigenetik modifikasyonlara artan ilgi, besin alerjisi patogenezinde
kalitsal gen-cevre etkilesimlerinin roliinii aciga cikarabilir. Ornegin, bir ¢alismada,
IFN-y (Interferon-gama) promotoriindeki -53 CpG (Sitozin fosfo Guanin) sahasindaki
metilasyonun, cAMP yanit eleman1 baglama proteinini (CREB) inhibe ettigi ve IFN-y
transkripsiyonunu baskiladigt ve bu baskilanmanin Th2 polarizasyonu ile iliskili
oldugu gostermistir. Hayvan modelinin kullanildigi bir ¢alisma, solunum yolu ile
cevresel maruziyetlerin, IL-4 ve IFN-y promotor bolgelerinin metilasyonunu
degistirdigini ve bu degisikligin IgE seviyelerindeki degisiklerle 6nemli dlgiide iligkili
oldugunu gostermistir [90,91]. Ek olarak Su ve arkadaslar1 endojen histon deasetilaz
aktivitesinin inhibisyonunun Thl:Th2 oranlarmmi 3 kattan 8 katina kaydirdigim

bulmuslardir [78].
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2.5.2. Cevresel Faktorler

Kisisel faktorlerin yani sira besin alerjisini etkileyen bir¢ok ¢evresel faktor mevcuttur.
Besin alerjisi yaygmhg cografi bolgeler arasinda degisiklik gosterir. Ornegin kus
yuvasi c¢orbasi alerjisini Singapur'da yaygin iken, Israil’de susama kars1 alerji
yaygindir [76]. Ulkemizde ise genel olarak yumurta ve inek siitii alerjisinin siklig

yiiksektir [58].

Genis bir niifus veri tabami kullanilarak yapilan bir calismada vajinal yolla dogum
yapanlara kiyasla elektif veya acil sezaryenle dogan ¢ocuklarda besin alerjisi riskinin
arttigl bulunmustur. Bu ¢alismada ayrica ¢ok erken dogan ¢ocuklarin besin alerjisi
riskinin daha disiik oldugu bulunmustur [92]. Eggesbo ve arkadaslarinin yaptig
calismaya gore sezaryen ile dogumun yeni dogan bagirsaginin gecikmis veya anormal
kolonizasyonuna sebep olmasi nedeniyle besin alerjisi gelisme riskini artirabilecegi

belirtilmistir [93].

Emzirme doneminde annenin diyetinin de besin allerjisi gelisme riskini arttirdigi
bilinmektedir. Inek siitii ve yumurta gibi besin proteinlerinin anne dolasimindan anne
slitline gectigini gosteren birgok calisma vardir. Bagka bir ¢calismaya gore emzirmenin
ilk ti¢ aymda belirli besinlerden uzak duran annelerin bebeklerinde o besine karsi
duyarhiligin azaldig1 goriilmiistiir [74]. Bebek Besleme Uygulamalar1 Calismasi II'nin
[ The Infant Feeding Practices Study II, (IFBS II)] analizi ve 6 yillik takipleri sonucu,
ilk 3 ayda karma besleme modunun (memede dogrudan besleme, pompalama ile
besleme ve mama ile besleme) erken donem cocuklukta besin alerjisi semptomlari
icin artan bir risk olusturdugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alisma annenin dogum
Oncesi sigara i¢mesinin, bu annelerin ¢ocuklarina doktor tarafindan besin alerjisi
teshisi koyulmasi riskini artirdigini gostermistir [94]. Bazi bebeklerde anne siitii
alerjiye sebep olabilmektedir, bundan dolay1 bebegin mama ile beslenmesi tavsiye
edilebilir [95]. Uzun stire emzirmenin de besin alerjisini artirabildigi bildirilmistir

[96].

Hijyen hipotezinde, enfeksiyon ajanlarina, bagirsak florasina ve parazitlere erken
cocukluk doneminde maruziyetin azalmasinin, immiinoregiilatér mekanizmalar
bozdugu ve alerjiye yatkinligin arttigt 6ne surtilmektedir [97,98]. Koplin ve
arkadaglarinin yaptigi calismaya gore, biiyiik kardeslerin olmasi ve evde kopek

olmas1 yumurta alerjisi riskini azaltmaktadir [99].
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Sonbahar veya kis aylarinda doganlarda besin alerjisi daha yaygindir ve bunun D
vitamini ile iliskisi olabilecegi diisiintilmektedir [100]. Besin alerjisi ile D vitamini
arasindaki iliski konusunda ¢eliskili ¢caligmalar vardir. D vitamini yetersizligi, artan
besin alerjisi riski ile iliskilendirilmistir. D vitamini agir1 alinmasi alerjik duyarlilagsma
riskinin artmasiyla da iligskilendirilmistir [75]. Hamilelik sirasinda annenin folik asit
(bir metil dondr) aliminin atopi, astim veya besin alerjisi riskini etkilemedigi

bildirilmistir [101].

2.6. Klinik Bulgular

Besin alerjisi klinik bulgulari ¢esitli organlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Bu bulgular
kasmt1 gibi hafif bulgular ya da anafilaksi gibi ciddi bulgular da olabilir. Cizelge

2.2'de gosterildigi gibi besin alerjisi semptomlari ¢esitli organlarda goriilebilir [55].

Cizelge 2.2. Besin alerjisinde klinik bulgular [55]

Organ Semptomlar

Cilt Eritem, tirtiker, anjioddem, kasinti,
1 .
yanma hissi, egzama

Konjonktival hiperemi ve 6dem, kasinti,
lakrimasyon, blefarédem, burun akintisi,

Mukoza Zar1 burun  tikanikligi, hapsirma, agiz
boslugu/ yutak/ dudak/ dilde rahatsizlik/
sisme

Laringofarenkste rahatsizlik/ kasmnti/
Solunum Organlari stkilik, ses kisikligi, yutma giiclugi,
oksiiriik, hirilti, gogiiste sikisma hissi,

Sindirim Organlari Bulanti, kusma, karin agrisi, ishal,

Bas agrisi, huzursuzluk, giicsiizlik, zayif

Sinir e .
biling, inkontinans

Kan basimncinda azalma, tasikardi,

Dol 0] 1 ) C .
olastm Lrganiatl bradikardi, aritmi, uzuvlarin soguklugu,
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2.7. Besin Alerjenleri

Ani tip hipersensitiviteyi tetikleyen antijenler alerjen olarak adlandirilir. Alerjenlerin
cogu cevresel proteinler (polenler, ev tozu akarlari, besinler, hayvan tiiyleri) ve
proteinleri modifiye edebilecek kimyasallardir (penisilin) [102]. Alerjenlere,
kaynaklandiklar: tiirtin Latince ismine gore bir isim verilir. Cinsin ilk ti¢ harfi ile
baslar, onu tiiriin ilk harfi takip eder ve Arap rakamiyla biter. Ornegin Arachis
hypogaea (yer fistig1) kaynakli bir alerjenin 6niinde Ara h ve ardindan biiyiik 6l¢tide

alerjenlerin tanimlanma sirasina gore belirlenen bir say1 gelir [103].

Alerjenler 1s1ya, aside ve proteazlara karsi stabildir. Viicut sivilarinda ¢oziiniirler
[102]. Bir antijenin alerjik reaksiyonlar1 tetikleme yetenegi, kimyasal yapisina baglh
olabilir. Bir alerjenin yiizeyinde bulunan, antikora veya T hiicresi reseptorleri gibi
antijen reseptorlerine spesifik olarak baglanabilen ve alerjik belirleyici olarak bilinen
0zel kimyasal gruba epitop adi verilir. Epitoplar genellikle 8-26 aminoasit
uzunlugundadir [104]. Dogrusal ve konformasyonel epitop olarak ikiye ayrilir (Sekil
2.3) [105]. Dogrusal epitop, kesintisiz birbirini takip eden amino asit dizilerinden
olusurken, konformasyonel epitop, uzamsal olarak bitisik, kesintili, birbirini takip
etmeyen amino asit kalintilarindan olusur [106]. Konformasyonel epitoplar, IgE’ye
baglanmasi i¢in alerjenin ikincil veya {l¢tinciil yapisim gerektirirken, buna karsilik,
dogrusal epitoplarin IgE ile baglanmasi i¢in alerjenin yalnizca birincil amino asit

dizisi yeterlidir [107].

Antijen Antijen
5 ® 4
y \ WY /
% ‘(\

W 4 Epitop

”Q a
B

Antikor

Antijen denatiirasyonu

Sirekli rezidiiler Siireksiz rezidiiler
Dogrusal Epitop Konformasyonel Epitop

Sekil 2.3. Dogrusal ve konformasyonel epitoplar [105]
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Besin alerjenleri ikiye ayrilir. Gastrointestinal sistem yoluyla duyarliliga neden olan
smif 1 besin alerjenleri (6rn. siit, yumurta veya yer fistig1) 1siya, enzime ve diisiik
pH'a dayanikli suda ¢oziinebilen oral alerjenlerdir. Smif 1 besin alerjenleri dogrusal
epitoplara sahiptir. Siitte kazein, yer fistigindaki visilinler, yumurtadaki ovomukoid,
elmada Mal d 3 ve misirda Zea m 14 smif 1 alerjenlere 6rnektir. Genellikle bitki
kokenli proteinler olan smif 2 besin alerjenleri, solunum yoluyla duyarliliga neden
olan aeroallerjenlerdir. Siif 2 besin alerjenleri ise, konformasyonel epitoplara
sahiptir [108]. Bu alerjenler 1siya dayaniksiz ve sindirime elverislidir. Hus agaci
poleni Bet v 1 smif 2 alerjen Ornegidir [54,68]. Besin protein ailelerin
konformasyonlar1 degisiklik gosterebilir ve bu degisimler alerjeniteye ya da
immiinojeniteye katkida bulunabilir. Ornegin, Th2 aktivasyonunda ve dendritik hiicre

olgunlagmasinda, yer fistig1 visilinin karbonhidrat kismi 6nemli rol oynar.

Glikoprotein yapili alerjenler diisiik ila orta molekiiler agirliktadir [5 ila 70 kilodalton
(kDA)]. Bademin ana alerjeni olan amandin (~427 kDa ), karbonhidrat i¢ermez.
Tekrarlayan peptit birimleri igerebilen tropomiyosinler, IgE epitop valansini artirarak
immiinojenisiteyi artirabilir. Lipit transfer proteinleri (LTP'ler), Thaumatin benzeri
proteinler (TLP’ler), 2S albiiminler ve a-amilaz / tripsin inhibitérleri, disiilfiir baglar
acisindan zengin olduklarindan dolay1 alerjeniteye katkida bulunabilir. Clinkii distilfiir
baglar1 alerjenik proteinleri 1s1 ile denatiirasyona ve enzim bozunmasina karsi
stabilize edebilmektedir. Besin alerjenlerine metallerin (6rn. Parvalbiiminler,
kazeinler), lipitlerin (6rn. Laktoglobiilin, LTP) ve steroidlerin (6rn. Bet v 1 ile iliskili
besin proteinleri) baglanmasi, onlarin yapisini stabilize eder [109]. Besinlerin
1sitilmasi, hidroliz edilmesi, fermente edilmesi alerjeniteyi azaltabilir veya artirabilir
[110]. Yiiksek sicaklik, GIS sindirimi kolaylastirdig: icin yumurta ovalbumin ve
ovomukoidin alerjenitesini azaltabilir [111]. Isitmak, proteolize direncli agregat
olusumu nedeniyle, yer fistig1 vicilin alerjenitesini artirabilir [112]. Yer fistiginin
kavrulmasi proteinlerin IgE baglama kapasitesini artirirken, kaynatma, yer fistigi
proteinlerinin in vitro IgE baglama kapasitesini azaltir. Mide s1visi ile stimiilasyon ya
da Lactobacilli ile fermente edilmesinin siit ve siit alerjenlerinin (a-laktalbiimin, -
laktoglobiilin, a-kazein ve B-kazein gibi) alerjenitesini giiclii bir sekilde azalttigi
goriilmistiir [110]. Yaygin hayvan ve bitki kokenli alerjenik protein ailelerinin

ozellikleri ve bulunduklar1 besinler Cizelge 2.3 ve 2.4’ te 6zetlenmistir [113,114].
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Cizelge 2.3. Yaygin hayvan kokenli alerjenik protein ailelerinin ozellikleri ve
bulunduklar1 besinler [113,114]

Bulunduklari

Koken Protein Ailesi Ozellikleri .
Besinler

Aktin baglayici proteinler  Kabuklu deniz

Diisiik pH ve 1s1l isleme trtinleri
Hayvan Tropomiyozinler kars1 dayaniklilik (Crustacea ve
o Mollusca)
Capraz reaktiviteden
sorumlu
Kalsiyum baglayici Birgok balik
proteinler tiiriiniin beyaz
EF hand ailesi Balik kaynakli alerjenler kasinda,
HaYVaIl/Bltkl Istakoz
Parvalbliminler Distik pH ve 1s1l isleme
kars1 dayanikli

Fosforile proteinler
Hayvan Kazeinler Stit
Isil isleme kars1 dayanikli

Kararl proteinler

Hayvan Lipokalin ) .
Tastyict molekiiller amar;lﬁt dcegi,

Hayvan Serum Alblimin pH ve 1s1ya dayaniksiz Siit, et

Cizelge 2.4. Yaygin bitki kokenli alerjenik protein ailelerinin ozellikleri ve
bulunduklar1 besinler [113,114]

.. Bulundukl
Koken Protein Ailesi Ozellikleri " un. uidan

Besinler

Prolamin siiper ailesi Proteoliz ve 1s1l isleme Meyveler,
Bitki kars1 dayanikh kuruyemisler,

Diisiik molekiiler agirlikli tohumlar

Aktin baglayici protein
Kuruyemisler,
o . H d k

Bitki Profilinler pHl Ve 15lya dayaniksiz yer fistig1, soya

Capraz reaktiviteden fasulyesi

sorumlu
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Kupin siiper ailesi

Bitki biiytimesi i¢in besin Baklagiller,

Bitki .
e maddelerinin depolanmast  yyry yemisler
ve tohumlar
Bet v 1 benzeri Capraz reaktiviteden 5
Bitki proteinler sorumlu Hus agaci
poleni
Lipit baglama aktivitesi
Bet v 1 benzeri proteinler Agag kuru
o PR-10 (Patogenez- C
Bitki R, ) pH ve 1s1ya dayaniksiz yemisleri ve yer
iligkili) proteinler .
fistig1
Bazi lipitlerin yapisal
proteinleri Susam, yer
mobilizasyonuna yardimci Susam
olabilme
Bitkileri zararlilara ve
tojenlere karsi k
patojenlere karst koruma Lateks, muz,
Boceklerin dis iskeletinin avokado,
. kestane, tiziim,
mantarin hiicre s
duvarlarinin bileseni olan
kitini degrade etme
Kitine baglanma
. Hevein-benzeri Lateks, muz,
Bitki domain Bitki immiin sisteminde rol avokado
oynama
Kararli proteinler grubu Elma, kiraz,
Bitk Thaumatin-benzeri Capraz reaktiviteden tizim, kivi,
proteinler sorumlu seftali, selvi,
zeytin, muz
Sistein agisindan zengin,
kiigiik ve oldukca kararl
Bitki Defensinler protein gruplar Yer fistig1

Bitki patojenlerine kars1
savunma
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2.7.1. Siit Alerjenleri

Bir bebegin diyetine giren ilk besinlerden biri olan inek siitii, onemli bir alerjenik
besindir. Bundan dolay1 erken ¢ocukluk doneminde besin alerjisinin olusumunun ilk
ve en yaygin nedenlerinden biridir [115]. Inek siitii alerjisi, bebeklerde en yaygin
besin alerjisi tiiriidiir [116]. inek siitii alimindan sonra inek siitii antijenlerine kars
olusan IgE'lerin mast hiicreleri uyarimi sonucu salinan mediyatorler nedeniyle olusur
[117]. Inek siitii ile anne siitii arasindaki protein bilesimindeki farkliliklar (inek
siitlinlin protein igerigi anne siitliniin protein igerigine gore daha yiiksek olmasi),
bebeklerde inek siitii alerjisine neden olabilir. [118]. Ayrica anne siitii serum
proteinleri bakimindan daha zengindir. Anne siitii bebek midesinde daha yumusak bir
piht1 olustururken, yliksek kazein igerigine sahip inek siitii ise bebegin midesinde
hazimsizliga ve alerjiye neden olabilecek sert bir piht1 olusturmaktadir. [119]. Anne
siitiindeki immiinolojik materyallerin igeriginin inek siitiinden daha zengin olmasi
bebeklere daha giiclii bagisiklik fonksiyonlari1 saglar ve siit alerjisine sahip olma

riskini azaltabilir [118].

Major inek siitii alerjenlerinden kazein, inek siitii proteinlerinin % 80’ini olusturur. %
20’sini ise whey proteinleri olusturur. Kazein fraksiyonlarini, aS1-kazein (Bos d 9),
aS2-kazein (Bos d 10), B-kazein (Bos d 11) ve x-kazein (Bos d 12) olusturur. Whey
fraksiyonlarini ise, B-laktoglobiilinler (B-LG, Bos d 5), a-laktalbiimin (a-LA, Bos d
4) ile dusiik miktarlarda bulunan sigir serum albtimini (Bos d 6 ), demir baglayici

protein laktoferrin ve immiinoglobulinler (Ig, Bos d 7) olusturur [120].

Molekiil agirligr 18,3 kDa olup 162 aminoasitten meydana gelen B-LG, siitte major
alerjen olarak siiflandirilan bir proteindir [120]. Lipokalin protein ailesinin bir
tiyesidir [115]. B-LG’in asit hidrolizine, proteaz aktivitelerine ve 1sil islemlere karsi
nispi bir dirence sahip olmasi, sindirimden sonra bazi yapisal biitiinliigiin korunmasin
ve bagirsak mukozasindan emilmesini saglar. Bu ozellikler alerjik reaksiyonlara

neden olabilir [120].

a-LA (14 kDa, 123 aminoasit uzunlugunda), lizozim ailesinin bir {iyesi, kalsiyum
baglayici, globiiler bir proteindir. Yapisinda 4 distlfit kopriisi bulundurmasi
nedeniyle o-laktalbiimin yiiksek termal stabilite gosterir. Kalsiyuma karsi yiiksek
afinite gosteren baglar1 nedeniyle ise yeniden katlama kapasitesi gosterir.

Galaktosiltransferaz sisteminde laktozu sentezlemede 6nemli bir role sahiptir [115].
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66.3 kDa agirliginda, 582 amino asit ve 17 distilfit bagi iceren sigir serum albiimini,
tasinma, metabolizma, ligandlarin dagilimi ve kanin ozmotik basincinda ve serbest

radikallerin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar [121].

Laktoferrin (80 kDa, 703 aminoasit uzunlugunda), transferrin ailesine ait demir
baglayic1 bir glikoproteindir. Sadece serbest radikalleri temizleyici ve antioksidan
islevi gormez, ayn1 zamanda antimikrobiyal oOzelliklere sahiptir ve enfeksiyonlara

kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar [115].

Whey fraksiyonlarindan biri olan immiinoglobiilinler daha diisiik miktarlarda bulunur

ve siit alerjilerini tetiklemede dnemli bir role sahiptir [120].

Cizelge 2.5. Siit bilesenleri ve protein ailesi [115]

Bilesen Protein
Whey Bos d 4 a-Laktalbiimin
(% 20) Bosd 5 B-Laktalbiimin
Bos d 6 S1g1r serum albiimin
Bosd 7 Immiinoglobinler
Laktoferrin
Kazein Bosd9 aS1-kazein
(% 80) Bos d 10 aS2-kazein
Bosd 11 B-kazein
Bosd 12 K-kazein

2.7.2. Kuruyemis Alerjenleri

Yer fistig1 ve aga¢ kuruyemisleri, yasami tehdit eden besin alerjik reaksiyonlarina
neden olabilen, gii¢lii, yaygin alerjen kaynaklaridir [122]. Yer fistiginin agac
kuruyemisleri ailesinin bir {iyesi oldugu diisiincenin aksine, yer fistig1 baklagiller
ailesinin bir tiyesidir [123]. Ceviz, badem, Antep fistig1, kaju, pekan cevizi, findik,
macadamia, Brezilya fistig1 ve ¢am fistif1 agac¢ kuru yemislerinin énemli 9 tiyesidir
[124]. Agac kuruyemisleri alerjisi siklig1 bolgeden bolgeye degismektedir ve biiyiik
bir halk saglig1 sorunu olusturur. Yer fistig1 ve aga¢ kuru yemisleri alerjilerinin siklig1
% 2’den daha az oldugu tahmin edilmektedir [123]. Son ¢alismalarda, besin kaynakli

anafilaksiden kaynaklanan oliimlerin % 70-90'indan sorumlu olan besin alerjilerinin,
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yer fistig1 ve agac¢ kuruyemisleri alerjisi oldugu goriilmiistiir [125]. Buna ilaveten,
besin kaynakli anafilaksiden kaynaklanan 6liimlerin % 18-40"m1 agac kuruyemisleri
alerjisi tek basina olusturdugu goriilmistiir [126]. Ayrica yer fistigt ve agag
kuruyemisleri alerjilerinin kalict olabilme ihtimalini gosteren c¢aligmalar vardir.
Hastalarin sadece % 9-20'sinde yer fistig1 ve aga¢ kuruyemislerine karsi oral tolerans

gelismektedir [127].

Betulaceae familyasinin bir tiyesi olan findik (Corylus avellana), besin degerleri ve
saghiga faydal etkileri nedeniyle diinya capinda tiiketilmektedir [122,128]. Ispanyol
hastalarda findik alerjisinin neden oldugu daha siddetli reaksiyonlar Cor a 8 ile
iligkilendirilmistir [129]. Yapilan arastirmalar Cor a 14 ve Cor a 9 ‘un besin
alerjisinde agir reaksiyonlara neden oldugunu ve findik alerjileri i¢in iyi bir belirteg
olduklarin gostermistir [130,131]. Bu iki allerjen tohum depolama protein ailesinin

tiyesi oldugundan siddetli sistemik reaksiyonlardan sorumludur [131].

Anarcadiaceae ailesinin bir {iyesi olan ve kaju bitkisinin (Adnacardium occidentale)
tohumu olan kajunun artan tiiketimi ile alerjisi arasinda dogru bir orant1 vardir [122].
Anacardiaceae ailesinin iiyeleri olan Antep fistig1 ve kaju benzer bir protein ifade
profilini paylasir. Ana o 3 antep fistig1 alerjileri ve kaju alerjileri teshisinde iyi bir

belirtectir [ 125].

Diinya ¢apinda agirlikli olarak i1liman iklimlerde yetistirilen ceviz (Juglans regia)
Juglandaceae familyasina aittir [132]. Yiiksek c¢oklu doymamis yag asitleri,
fitokimyasallarin yani sira antioksidan icerikleri nedeniyle saglikli, dengeli besin
diyetlerinin vazgecilmez bir besinidir. Ceviz alerjisinin yaygiligr Avrupa’da diisiik
iken, ABD'de en sik bildirilen aga¢ kuruyemis alerjisidir [122]. Dogas1 geregi
alerjenik olan Jug r 1, bir 2S albiimin tohum depolama proteinidir. Jug 2, bir vicilin
depolama proteinidir ve diisiik klinik 6neme sahip oldugu disiiniiliirken, yaygin
olarak taninan bir lipit transfer proteini (LTP) olan Jug r 3, lokal semptomlar ve
sistemik reaksiyonlarla iligkilidir [133].Yapilan bir calismaya gore Jug r 2'nin ceviz
alerjisi olan hastalarda T hiicre yanitlarindan sorumlu oldugunu gostermistir [134].
NutCracker ¢alismasina gore ceviz alerjisi olan hastalar1 tanimlamada Jug r 1 ve Jug r

4’1in en 1yi belirteg oldugunu gostermistir [125].

Onemli bir tarimsal iiriin olan pekan cevizi (Carya illinoinensis), en ¢ok ABD'de

yetistirilmektedir (% 80 oranla). Car i 1, Car i 2 ve Car i 4, pekan cevizi alerjileri i¢in
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uygun belirteclerdir [135].

Sert ¢ekirdekli bir meyve olan badem (Prunus dulcis), Rosaceae ailesinin bir tiyesidir.
Hos tad1 ve sagliga olan yararlar1 nedeniyle yaygin kullanilmaktadir. Aga¢ kuruyemis
alerjilerinin yayginlig1 tizerine yapilan arastirmalara gore, badem alerjisi genellikle
dordiincii sirada yer almaktadir [136]. Klinik 6nemi yeni ¢alisma konusu olmasina
ragmen Pru du 2, giiclii bir alerjen olarak kabul edilir. Pru du 1, hafif immiin
reaksiyonlarda goriiliir ve OAS ile ilgilidir. Bet v 1 ve diger PR-10 alerjenler ile
capraz reaktivite gostermesi nedeniyle hus agaci poleni alerjisi olan bazi hastalarda
bildirilen ciddi alerjik reaksiyonlar vardir. Pru du 3, Rosaceae meyveleri arasinda
capraz reaktiviteye neden olmasi nedeni ile sistemik ve yasami tehdit eden

semptomlara neden olabilmektedir [125].

Giliney Amerika'da yetisen Brezilya fistigi, dev bir agacin (Bertholletia excelsa)
tohumudur. Brezilya fistig1 alerjisi sikligt ABD ve Ingiltere'de yiiksektir [122].
Yapilan bir ¢alismaya gore, deri prick testi (DPT) ve rekombinant Ber e 1 (rBer e 1)
ile antikor testi sayesinde Brezilya fistig1 alerjisinin teshisi i¢in yapilan besin yiikleme

testine olan ihtiyacinin azaltilabilecegi kabul edilmistir [137].

Baklagiller ailesinin bir {iyesi olan yer fistig1 (4rachis hypogaea) yiikksek miktarda
tekli ve ¢oklu doymamis yag ve lif iceren yiiksek protein ve yag kaynagi nedeniyle
onemli bir kuruyemistir [138]. Ara h 2 ve Ara h 6, Akdeniz bolgesindeki pediatrik
caligmalara gore fistik alerjilerinden sorumlu asil alerjenler olarak belirlenmistir
[139]. Yapilan bir diger ¢aligmaya gore, yer fistig1 alerjisini teshis etmek i¢in en

yiiksek dogrulugu saglayan belirtecler Ara h 2 ve Ara h 6 olarak bulunmustur [140].
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Cizelge.2.6. Kuruyemis bilesenleri ve protein ailesi [125]

Bilesen Protein ailesi
Aga¢ Kuruyemisleri
Findik Coral PR-10
Cora?2 Profilin
Cora 8 LTP
Cora?9 Legumin
Corall Vicilin
Coral2vel3 Oleosin
Cora 14 2S albiimin
Kaju Anaol Vicilin
Anao 2 Legumin
Anao3 2S albiimin
Antep fistig1 Pisv 1 2S albiimin
Pisv2ve5 Legumin
Pisv3 Vicilin
Ceviz Jugr1 2S albtimin
Jugr2ve 6 Vicilin
Jugr3 LTP
Jugr4 Legumin
Jugr5 PR-10
Jugr?7 Profilin
Pekan Cevizi Caril 2S albtimin
Cari2 Vicilin
Cari4 Legumin
Badem Prudul PR-10
Pru du 2 PR-5
Prudu3 LTP
Pru du 4 Profilin
Prudu 6 Legumin
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Brezilya Fistig1 Bere 1 2S albtimin

Ber e 2 Legumin

Baklagiller

Yer fistig1 Arah 1 Vicilin
Arah2,6 ve7 2S albiimin
Arah3ve4 Legumin
Arah5 Profilin
Arah 8 PR-10
Arah 9,16 ve 17 LTP
Arah 10,11,14 ve 15 Oleosin
Ara 12 ve 13 Defensin

Ac1 Bakla Lup a1, Lup a vicilin ve Lup an 11S Vicilin
Lupas Profilin

2.8. Besin Alerjisinde Tani ve Tedavi
2.8.1. Tam

Oykii ve Fizik Muayene

Besin alerjileri tanisinda ilk ve 6nemli basamaklarindan biri ayrintili 6ykiiniin alinmasi
ve fizik muayenenin yapilmasidir. Olasi nedensel besin veya besinleri, besinin
ozellikleri (pisirme kosullari) alinan miktari, hangi yolla alindigi, reaksiyonun siiresi,
yardimci faktorler (egzersiz, aspirin ve alkol), olusan semptomlar, siipheli besinin daha
once tiiketilip tiiketilmedigi, son reaksiyon zamani ve benzer reaksiyonlarin ayni giin
icinde tekrar edip etmedigi belirlenmelidir. Taniya ulagmak icin doktor, hastaligin
epidemiyolojik yonlerini, aile Oykiisiinii arastirmalidir ve onceki olasilik tahminleri

dogrultusunda degerlendirilebilecek uygun testleri diistinmelidir [1].

Spesifik Ig E (sIgE) Ol¢iimii

Pahali ve ozgiillugt diisiik olmasina ragmen hassasiyeti yiiksektir. Besine 6zgt IgE
antikorlariin serum seviyeleri kantitatif olarak oOlgtliir. Bu test, besin ile alerji

arasindaki klinik olarak anlamli bir reaksiyon olasiligini gosterebilir ama alerjinin
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siddetini gostermez. Yanlis pozitif sonug olasiligr yiliksektir. Bu yiizden aile oykiisi
IgE-aracili alerjiyi desteklemiyorsa sIgE'ler teshiste yardimci degildir. Aile gegmisinin
diistindiiriici oldugu durumlarda ise alerji ekarte edilemez ¢iinkii sIgE testi, duyarlilif1
diistik oldugundan anafilaksi dahil olmak tizere 6nemli reaksiyonlarmn % 10 ila% 25'i

gozden kacabilmektedir [141].

Deri Prick Testi (DPT)

Deri prick testi, IgE aracili alerjik hastaliklarin tanisinda yaygin, nispeten kolay
uygulanabilir, diisiik maliyetli ve kisa stirede sonu¢ alma gibi avantajlara sahiptir ama
testin pozitifligi her zaman alerji varligina kanit degildir. Bu teste ticari ekstraktlar ya da
¢ig besinler kullanilir [142]. Teste, lanset ya da plastik u¢ araciligtyla epidermise kabarti
olusumuna neden olacak az miktarda alerjen yerlestirerek baslanir [141]. Pozitif
(histamin) ve negatif (salin) kontrolleri kullanilir. Genellikle 30 dakika i¢inde kabariklik
olusur. 3 milimetreden genis kabariklik olusmasi testin pozitifligini gosterir [42].
Kizariklik, kasinti gibi hafif reaksiyonlarin yaninda, hayati tehdit eden anafilaksi gibi
agir reaksiyonlar meydana gelebileceginden sadece hastane ortaminda yapilmasi
uygundur. Antihistamin, kortikostereoidlerden etkilendigi i¢in, ortalama bir hafta dnce

kesilmesi gerekir [143].

Eliminasyon Diyeti

Alerjik reaksiyona neden oldugu diisiiniilen besinin diyetten tamamen ¢ikartilmasina
esasmna dayanir. Eger diyetten c¢ikarildiktan sonra semptomlar azaliyor veya
kayboluyorsa veya diyete tekrar eklendiginde semptomlar artiyorsa, diyetten ¢ikarilan
besinin alerjik reaksiyondan sorumlu oldugu diisiiniiliir. Hem besin alerjisi tanisinda
hem de tedavisinde kullanilir. Besinden kagmmma siiresi gerektiginden uzun olursa
semptomlar kaybolabilir. Bu yiizden genellikle IgE aracili reaksiyonlarda eliminasyon
2-4 hafta, IgE aracili olmayan reaksiyonlarda 6 haftaya kadar bir zaman oOnerilir.
Eliminasyon diyetleri, laboratuvar testlerinin tan1 koymada yeterli olmadig1 bazi IgE

aracili olmayan alerjilerde tan1 koymada etkili olabilir [144].
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Besin Provakasyon Testi

Besin provokasyon testleri IgE aracili ve IgE aracili olmayan besin alerjilerinin
teshisinde onemlidir [145]. Bu testler uygulanirken gelisebilecek acil durumlar i¢in
gerekli hazirliklar yapilir. Daha sonra sorumlu besin her 15-30 dakikada bir artan dozlar
seklinde biitiin adimlar tamamlanincaya kadar ya da semptomlara goriiliinceye kadar
hastaya verilir [146]. Doktor gézetimi altinda gergeklestirilmelidir, ¢iinkii besin siddetli
alerjik reaksiyonlara neden olabilir [ 147]. Besin provokasyon testleri ¢esitli amaglar i¢in
kullanilir. Ornegin, besin alerjisi olasihg: yiiksek oldugu diisiiniilen bir kiside kesin
besin alerjisi teshisi saglamak ya da alerjisi kanitlanmig bir kiside alerjik reaksiyonun
doz esigini kesfetmek i¢in uygulanir. Ayrica birden fazla alerjisi olan bir kiside diyet
kisitlamasini azaltmaya ¢alismak ve artik yiyecege tolerans gosterebilecegi diistiniilen

bir kiside besin alerjisini ekarte etmek i¢in de uygulanir [148].

Bilesene Dayali Tam1 Yontemi (BDT)

Bireysel alerjenik molekiillere karsi sIgE antikor yanitini olusturmak icin saflastirilmis
dogal veya rekombinant alerjenleri kullanilmasi esasina dayanir [149]. BDT, gercek
alerjenleri capraz reaktif alerjen molekiillerinden ayirabildigi igin alerji teshis ve
tedavisine onemli bir katkist vardir. BDT, capraz duyarlanmayi ortaya cikararak,
semptom ortaya c¢ikaran alerjenlere karsi birincil duyarlanmayi etkili bir sekilde
tanimlanmasina katkida bulunabilmektedir. Cesitli kofaktorlerin [6rn. efor, steroid
olmayan anti-enflamatuvar ilaglar, (NSAID'ler)] neden oldugu anafilaksi oykiisii olan
hastalara, kirmiz1 et tiiketildikten sonra gecikmis anafilaksi (3-6 saat) olan hastalara
veya idiyopatik anafilaksi hastalarina uygulanabilmesi agisindan kayda deger bir tani
yontemidir. BDT ile hangi alerjenik molekiile karst duyarlanma olustugunu bilmek
sistemik immiinoterapi esnasinda olusabilecek agir reaksiyonlarin riskini azaltabilir.
Lateks alerjisine sahip hastalar tibbi prosediirler sirasinda siddetli reaksiyonlar igin
yiiksek bir riske sahip oldugu i¢in gercek lateks alerjisi olan latekse duyarli hastalarin
dogru tanimlanmasi biiyiikk onem tasimaktadir. BDT ayrica besin alerjili hastalarda

kullanilir.
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2.8.2. Tedavi

Glintimiizde, yapilan besin alerjileri tedavilerin standarti alerjiden sorumlu olan besin ya
da besinlerin kesinlikle diyetten uzaklastirilmasidir. Prensipte basit goriinebilir ama
pratikte diyetten kacinma olduk¢a zordur. Yemek yerken beklenmedik, muhtemelen
siddetli bir reaksiyon riski, hastalar ve ailelerinde endiseye neden oldugundan dolay1
yasam Kkalitelerini distirtir. Besin alerjisi olan bireyler, riski en aza indirmek igin,
yiyeceklerindeki bilesenler hakkinda bilgi sahibi olmasi gereklidir. Ayrica bazi
iilkelerde besin etiketleme yasalari uygulanmistir. Bu yasalar, besin {ireticilerinin
besinde alerjiye neden olabilecek bilesenler listelenmelidir. Bir ¢ocugun besin
alerjisinin seyri yillik doktor ziyaretleri ile saglanmalidir.  Besin alerjilerinin
tedavilerinde bir diger 6nemli nokta, hastalar ve aileleri olusabilecek hafif, orta ve
siddetli reaksiyonlarin semptomlarini nasil taniyacaklar1 ve tedavi edecekleri konusunda
bilgi vermektir. Epinefrin, kan damarlarin1 kan basincin1 korumaya, solunum yollarin
tyilestirmeye ve hava yolu ¢okmesine neden olabilecek 6demi azaltmaya yardimci
olabildigi i¢in bir besinin neden oldugu agir alerjik reaksiyonu tedavi etmek i¢in ilk
secenektir. Anafilaksi yasayan hastalar semptomlari izlemek i¢in en az 4-6 saat hastane
ortaminda izlenmelidir. intramiiskiiler enjeksiyon olarak verilen kendi kendine enjekte
edilebilen bir cihazla uygulanabilen epinefrin siddetli besin alerjisi olan ve anaflaksi
Oykiisti olan hastalara regete edilmektedir. Yeterli beslenme konusunda besin alerjisi
olan hastalar ve aileleri egitilmelidir ¢tinkii kisith bir diyetin c¢ocuklar1 yetersiz
beslenme riskine sokabilecegine ve bu durumun da biiylimede gecikmelere neden
olabilecegine dair kanitlar vardir. Ornegin siit alerjisi olan hastalar, D vitamini ve
kalsiyum eksikliklerine egilimlidir. Siit, yumurta gibi alerjileri olan ¢ogu ¢ocuk sonunda

tolerans gelistirecegi i¢in diyetle kacinilan besin diyete yeniden dahil edilmelidir [150].

2.9. Besin Alerjisi ve Epigenetik Mekanizmalar
2.9.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, gen ifadesini etkileyen ancak DNA'nin niikleotid dizisini degistirmeyen
faktorleri inceleyen bir bilim dalidir [151]. Epigenetik terimi ilk olarak 1940 yillarinda
C. H. Waddington tarafindan bilim diinyasina kazandirilmistir. Eski Yunancada “epi”

on eki, “istiinde”, “lizerinde”, “Otesinde” anlami verdigi i¢in epigenetik “genler {istii

genetik” anlamin1 verir [152]. Epigenetik faktorler kimyasal olarak stabil ve potansiyel

27



olarak geri dontisimludiir, cevresel faktorlerle modiile edilebilir veya indiiklenebilir ve
mitozla yavru hiicrelere ve mayozla gelecek nesillere aktarilabilir [151]. Epigenetik
teorinin molekiiler temelini, birbiriyle olduk¢a baglantili olan DNA metilasyonu,
asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon, ubikitinasyonu igeren histon modifikasyonlar1 ve
kodlamayan RNA'lar olusturur. DNA metilasyonu, 5-metil-sitozin olusturmak i¢in bir
metil grubunun CpG diniikleotid dizilerindeki sitozin kalintilarinin 5 pozisyonuna
kovalent baglanmasini ifade eder. DNA metilasyonu, X kromozomu inaktivasyonunda,
genomik baskilamada ve embriyonik gelisimde Onemli roller oynar [153]. DNA
metilasyonu, diger epigenetik mekanizmalarla kiyasla, daha c¢ok calisilmistir ¢iinkii
biliylik 6l¢tide standartlastirilmis yontemler ve arsivlenmis genomik DNA &rnekleri
kullanilarak rutin olarak c¢alisilabilmektedir [154]. Histon asetilasyonu, histon asetil
transferazlar ile histon deasetilazlarin zit enzimatik etkisi tarafindan diizenlenir. Histon
asetil transferazlar, histon proteinleri tizerindeki lizin kalintilarina negatif yiiklii asetil
gruplarinin eklenmesini saglar. Asetil gruplarinin eklenmesi, lizinlerin pozitif yiikiini
notralize ederek histon proteinleri ile DNA arasindaki elektrostatik afiniteyi azaltir.
Boylece DNA'y1 transkripsiyonel siireclere agik hale getirir [155]. Histon deasetilazlar,
asetil gruplarmi lizin kalintilarindan uzaklastirarak pozitif yiiklerin eski haline gelmesini
saglar. Boylece daha yogun bir kromatin yapist ve bunun sonucunda transkripsiyonun
inhibisyonunu saglar. Esas olarak treonin, tirozin ve serin kalintilarinda meydana gelen
histon fosforilasyonuna kinazlar aracilik eder. Bu enzimler, bir fosfat grubunu ATP'den
hedef aminoasitin yan zincirindeki hidroksil grubuna aktarir. Histonlar, fosfat
gruplarinin eklenmesi sonucu negatif olarak yiiklendigi icin DNA ile etkilesimleri
zayiflar. Histon defosforilasyonuna ise fosfatazlar aracilik eder. Histon kuyruklari
icinde lizinlerin ve arjininlerin yan zincirlerinde yer alan histon metilasyonu, histon
lizin metiltransferaz ve protein arjinin metiltransferaz tarafindan diizenlenir. Histon lizin
metiltransferaz bir metil grubunu S-adenosilmetiyoninden lizin kalintilarina aktarirken,
protein arjinin metiltransferaz bir metil grubunu S-adenosilmetiyoninden arjinin
kalintilarina aktarir. Hem lizin hem de arjinin metilasyonlari, transkripsiyonda
baskilayict ya da aktive edici olabilmektedir. Histon ubikitinasyonuna, E1-aktive edici,
E2-konjiige edici ve E3-ligasyon enzimleri olan ii¢ enzimin ardisik hareketi aracilik
eder. Histonda yer alan lizin kalintilar1 ile ubikitin arasindaki baglanma sonucu olusur.
Spesifik izopeptidazlar, ubikuitinleri uzaklastirma goérevi goren deubikitinasyon

enzimleridir [156].
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Okaryotik genomlardaki genomik DNA'nmn % 90'mna kadar transkribe edildigi yakin
zamandaki yiiksek verimli transkriptomik analizler sayesinde ortaya cikmistir. Bu
transkriptlerin yalnizca % 1-2'sinin proteinleri kodladig1 goriilmistiir. Yaklasik ytizde
98’lik kisim bir¢ok biyolojik siireclerde 6nemli roller oynayan kodlamayan RNA’lar
olarak transkribe edilir [8]. Sekans, yap1 ve biyolojik fonksiyon acgisindan yiiksek
derecede heterojenlige sahip olan kodlamayan RNA'lar genellikle ¢esitli kriterlere gore
alt tiplere ayrilirlar. Ornegin, kodlamayan RNA’lar biyolojik fonksiyonlarina gére ikiye
ayrilir: Housekeeping kodlamayan RNA’lar ve diizenleyici kodlamayan RNA'’lar.
Housekeeping kodlamayan RNA’lar1 tasiyict (tRNA), ribozomal (rRNA), kiiciik
niikleer (snRNA), kiigiik niikleolar (snoRNA), rehber (gRNA) ve telomeraz RNA'lar
olusturur. Diizenleyici RNA’lar1 ise mikro RNA (miRNA), piwi etkilesimli RNA
(piRNA), susturucu RNA (siRNA), uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA), promoter
iligkili (PAR) ve giiclendirici RNA'lar (eRNA'lar) olusturur (Cizelge 2.7) [7,8,157].

Cizelge 2.7. Kodlamayan RNA’lar ve fonksiyonlar1 [7,8,157]

o Uzunlugu .
Sinift Tipi Fonksiyonlari

(nt)

Translasyon sirasinda amino asitleri ¢cogalan
tRNA 73-94 ' ' o
bir polipeptit zincirine aktarir.

Ribozomun bilesenleridir. Protein sentezinde
rRNA 120-5070 ) o o )
gorevli rRNA’lar katalitik aktivite gosterir.

Splayzomlarin bilesenleridir ve c¢ekirdekte

snRNA  ~120 o _
Housekeeping oncli mRNA’ y1 isler.
rRNA, tRNA, ve snRNA gibi diger RNA'larin
Kodlamayan = 'RNA  70-200 _ _ SPHAEE
RNA’lar kimyasal modifikasyonlarina rehberlik eder.

gRNA'lar hedeflenen boliinme i¢in Cas9'u
gRNA 50-70 o
yonlendirir.

Telomeraz ile birlesir ve kromozomlarin
TERC 438-541 uclarina telomer tekrarlari eklemek icin bir

kalip gorevi goriir.
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Spesifik mRNA'larla baz eslestirmesi yaparak

gen ifadesini kontrol eder ve hem proteinlerin
miRNA  20-24 o o

stabilitesini hem de proteinlerin

translasyonlarini azaltir.

piRNA'lar ve Piwi proteinleri, germ
piRNA 24-31 hiicrelerini transpozonlarin potansiyel

zararlarina karsi korur.

Hedef genin mRNA’smna  baglanarak,
siRNA 20-24

Diizenleyici mRNA’nin susturulmasinda rol oynar

Kodlamayan Kismen bilinmemekle birlikte

RNA’lar transkripsiyonel diizenlemede gorev alir
PAR 16-200

(6rnegin  polikomb  protein  grubu ile

etkilesim).

Cogunlukla bilinmemekle birlikte,
eRNA 100-9000  transkripsiyonel gen aktivasyonunda rol

oynar.

Kromatin diizenleyici komplekslerle etkilesim
IncRNA  >200 yaparak transkripsiyonel baskiya aracilik

eder.

2.9.1.1 miRNA’lar

miRNA'lar, diger genlerin intronlar1 igindeki kiimelerde bulunan ¢evrilmemis
transkriptlerdir. MIR genlerinden meydana gelen miRNA’lar kiiciik diizenleyici
RNA’lardir [158]. ik miRNA, lin-4, 1993 yilinda Caenorhabditis elegans'ta
tanimlanmistir ve embriyo sonrasi gelisim i¢in gerekli genlerin susturulmasini sagladigi
anlagilmistir [159]. Yaklasik 18-26 niikleotit uzunlugundadir. Ayrica mRNA’nin
translasyonel baskilanmasindan sorumludur. RISC (RNA kaynakl1 susturma kompleksi)
araciligiyla hedef mRNA’nin sonunda yer alan proteine ¢evrilmeyen bolge (3> UTR)’
sine kismi olarak baglanarak translasyonel olarak baskilanmasina ya da tam esleniklik
gostererek mRNA degrasyonuna yol agarlar [160]. miRNA'lar stabildir ve serum, idrar
ve tukiirik gibi farkli viicut sivilarinda tespit edilebilir [9]. miRNA’lar apoptozis,

kanser, hiicre farklilagmasi, enflamasyon gibi biyolojik siireclerde rol oynamaktadir.
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miRNAlar immiin yanitin diizenlenmesinde de gorev alir. miRNA'lar hastaliklarin
gelisimini veya etkilenen dokulardaki enflamasyonun giiclinii etkiler. miRNA’larin
ifade paterni, farkli hiicre tiplerine ve hastalik kosullarina gore degisebilmektedir.
Ayrica miRNA’larin hastaligin prognozunda, hastalia uygulanan tedaviye yaniti
tahmin etmede, hastalik siirecini takip etme gibi 6nemli siireclerde rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Bu nedenle miRNA'larin hava yolu ve alerjik hastaliklarda da

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir [11].

miRNA’larin Biyogenezi

Transkripsiyon, isleme veya miRNA yapim/yikim hizi gibi cesitli adimlarda gorev alan
bir dizi protein ve enzim tarafindan diizenlenen miRNA biyogenezi, ¢ok asamali ve
karmagik stireclerden olusur. miRNA biyogenezi, miRNA genlerin, ¢ekirdekte, RNA
polimeraz II/IIl tarafindan transkribe edilmesiyle baslar. Simdiye kadar tanimlanmis
tim miRNA'larin yaklasik yarisi intrageniktir. Cogunlukla intronlardan islenir fakat
nispeten az sayida ekzondan da islenebilir. Geri kalan miRNA’lar ise intergeniktir. Bir

konakg¢1 genden bagimsiz olarak kopyalanip kendi promotorleri tarafindan diizenlenir.

miRNA biyogenezi kanonik ve kanonik olmayan yolak olarak iki sinifa ayrilir.
miRNA'nmm islendigi kanonik biyogenez yolagi baskin bir yolaktir. Bu yolakta
transkribe edilen genler sonucu sag¢ tokasi seklinde pri-miRNA olusur. Daha sonra, pri-
miRNA'lar mikroislemci kompleksi tarafindan pre-miRNA'lara islenir. Bu kompleksin
temel bilesenleri, RNA baglayici protein DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCRS)
ve bir riboniikleaz III enzimi, Drosha'dan olugsur. DGCRS, bir N6-metiladenile edilmis
GGAC'yi ve pri-miRNA'daki diger motifleri tanirken Drosha ise, pre-miRNA'nin
uzunlugunu belirleyen pri-miRNA'nin 5 've 3' uclarini parcalamaya yardimer olur. 60-
70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA GTP'ye bagli Ran kofaktorii ile iliskili
eksportin 5 (Exp5) tarafindan sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada GTP, GDP ile
degistirilir ve Exp5 pre-miRNA’y1 serbest birakir. Son olgunlasma, ~22 niikleotitten
olusan ¢ift sarmalli bir miRNA dupleksini olusturmak i¢in pre-miRNA'y1 bélen RNase
III tip endoniikleaz olan Dicer tarafindan saglanir. miRNA dupleks molekiiliiniin bir
ipligi yikilirken digeri ise RISC olusturmak tizere Argonaut (AGO) protein
kompleksiyle birlesir. AGO proteinleri, evrimsel olarak korunmus dort alandan olusur.

Bir lobunda N-terminali ve Piwi-Argonaute-Zwilli (PAZ) alanlar1 varken ikincisinde ise
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MID ve PIWI alanlar1 vardir. AGO'lar miRNA aracili gen susturmada 6nemli rollere
sahiptir. Kanonik olmayan biyogenez yolaginda ise, kanonik biyogenez yolaginda
gorevli Drosha, exportin 5, Dicer ve AGO2 gibi proteinlerin farkli versiyonlar
kullanilir. Bir¢ok kanonik olmayan biyogenez yolagi tanimlanmistir. Kanonik olmayan
biyogenez yolaklar1 genel olarak Drosha/DGCRS8'den bagimsiz ve Dicer'den bagimsiz
yolaklar olarak smiflandirilabilir. Drosha'dan bagimsiz yolakta iiretilen pre-miRNA,
Dicer igin olan substratlara benzer. Ilk tanimlanan Drosha/DGCRS8'den bagimsiz yolak
mirtron yolagidir. mRNA splaysa ugradiginda, intronik dizilerden mirtron adi verilen
bir mikroRNA olusturulur. Mitron yolaginda pre-miRNA iiretmek i¢in c¢ekirdekte
Drosha/ DGCRS8 kompleksine ihtiya¢ yoktur. Drosha/DGCR8'den bagimsiz yolaga
baska bir 6rnek ise 7-metilguanozin (m’G) baslikli pre-miRNA'dir. Yeni olusan
miRNA’lar Drosha ayrilmasi olmadan exportin 1 aracilifiyla sitoplazmadan ihrag edilir.
Dicer'den bagimsiz yolaklarda ise miRNA’lar endojen kisa sa¢ tokast RNA’larin
(shRNA) transkriptleri tarafindan islenir. Yetersiz uzunlukta olmalar1 nedeniyle Dicer
icin substrat olarak tanimlanamazlar. Bu ylizden pre-miRNA, olgunlagmalar1 icin
AGO2'ye ihtiya¢ duyar [160,161]. Tiim yolaklarin sonucunda bir susturucu miRISC
kompleksi olusur. Susturucu bir miRISC kompleksinin olusumunda gorev alan ilk
proteinler Glisin-triptofan 182 (GW182, 182 kDa ) protein ailesidir. GW182 protein
ailesi, miRNA:hedef mRNA etkilesimini takiben poli(A)-deadenilaz kompleksleri
PoliA niikleaz 2-3 (PAN2-PAN3) ve Karbon Katabolit Baskis1 -TATA'siz (CCR4-
NOT) gibi diger efektoér proteinleri toplamasinda goérev alir. PAN2/3 hedef mRNA
poli(A)-deadenilasyonu baglatir ve CCR4-NOT kompleksi de islemi tamamlar.
GW182'nin triptofan (W)-tekrarlari ile poli(A)-baglayici protein C (PABPC) arasindaki
etkilesim sayesinde de deadenilasyon verimli hale gelir. Deadenilasyonun ardindan, 5-
terminal baslik (m’G), decapping protein 2-3 (DCP1-DCP2) kompleksi decapping
islemini gergeklestirir ve 5'-3" Eksoriboniikleaz 1 (Xrnl) mRNA pargcalanmasini saglar

[160].
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Sekil 2.4. miRNA biyogenezi [160]
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2.9.1.2. IncRNA’lar

IncRNA'lar, 200 niikleotitten daha uzun kodlamayan RNA’lardir. H19, ilk memeli
IncRNA’s1, 1989'da kesfedilmistir [162]. Insan genomunda yaklasik 16.000 IncRNA
oldugu tahmin edilmektedir [163]. IncRNA’lar yapisal olarak mRNA’lara
benzemektedir ancak IncRNA’larin agik bir okuma ¢ergevesi (ORF) yoktur. Bu yiizden
protein kodlayamazlar [164]. IncRNA'lar, ortiisen IncRNA'lar ve ortiismeyen
IncRNA'lar olmak {izere 2 smifa ayrilir. Genomik yapilart ve kokenleri,
siniflandirmalarinda 6nemli faktorlerdir. Ortiisen IncRNA'lar, sens IncRNA'lardan,
antisens IncRNA'lardan ve intronik IncRNA'lardan olusur. Sens IncRNA genleri, bagka
bir genin bir veya daha fazla eksonu ile ortiisiir ve kodlama geniyle ayni yonde
kopyalanirken antisens IncRNA ve bunlarin sekansi, ters yonde bir kodlama geninin bir
veya daha fazla eksonu ile ortiisiir. Intronik IncRNA'lar ise, protein kodlayan genlerin
intronlarinda  bulunur. Cift yonli IncRNA'lar ve uzun intergenik ncRNA'lar
(IincRNA'lar) gibi bazi IncRNA'lar kodlama genlerinin i¢inde bulunur. Cift yonlii
IncRNA'lar, kodlayan genlerin yakininda, ancak zit DNA zincirinde bulunur.
lincRNA'lar, iki bagimsiz kodlama geni arasindaki bir genomik diziden tiiretilir.

IncRNAs siniflandirmasi, Sekil 2.5 'de gosterilmistir [165].

C) intronik IncRNA
1) Ortiisen IncRNA: A) Sens IncRNA 1 2 .. (Sens)

VAW

Kodlama gen bolgesi

ey
3 i
Ekson 2 Eksond

C) intronik IncRNA OV,

(Antisens) Ekson 3
B) Antisens IncRNA

2) Ortiismeyen IncRNA:

X
Genom = =
3* I

>HEE)_6‘b§

E) i?tergenik IncRNA (lincRNA)
+
3

AV
B) Cift-yonli IncRNA

Vv D GEEDEEaas

DNA IncRNA Protein kodlayan gen Eksonlar

Sekil 2.5. IncRNA'larin siniflandirilmasi [165]
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IncRNA'lar ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunur ve ¢esitli mekanizmalarla gen ifadesinin
hemen hemen her asamasmin diizenlenmesinde rol oynar. Epigenetik modiilatorler
olarak, IncRNA'lar kromatin degistirici enzimlere baglanir ve aktivitelerini genomun
spesifik bolgelerine yonlendirir. Bu bolgelerde, IncRNA'lar gen ifadesi modelini
degistirerek kromatin modifikasyonunu yonlendirir. IncRNA'lar transkripsiyon
faktorlerine etki ederek, hedef genin baskilanmasina ya da aktive olmasina neden olur.
IncRNA’lar splays faktorlerine etki ederek alternatif splaysi diizenlerler. Ayrica
IncRNA’lar hedef mRNA ile miRNA arasinda siinger gorevi goriip miRNA’nin hedef
mRNA ‘ya baglanmasini engeller [166].

: PRC2
& Kromatini EED EZH2 kompleksi
b » degistiren kompleks
% 5 l_) SU21@ é ,_|
Hedef gen Hedef gen

Hexip LSO

Uzun Kodlanmayan Qe

Hedef gen : £
RNA ABPVPT

Hedef gen
mikroRNA
Hedef mRNA
NS

LLLLLLLLILE,

mikroRNA | Transkr_!pflyonﬁ

Y faktoru’ rd
N g

i ’
1
mikroRNA /mm Hedef gen

Sekil 2.6. IncRNA'larin gorevleri [167]

2.9.2. Alerjik Hastaliklarda Kodlamayan RNA’larin Rolii
2.9.2.1. miRNA’larin Rolii

Allerjik hastaliklarin sikliginin son yillarda giderek artmasi hastalik patogenezinde gen-

cevre etkilesimlerin roliinii 6n plana ¢ikartmis ve birgok hastalik patogenezinde etkisi
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gosterilmis olan miRNA’larin alerjik hastaliklardaki roliinii belirlemeye yonelik

caligmalar hizla artmaya baslamstir.

Hammad ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 calismada 27 astimli ¢ocuk ve 21
saglikli cocuk alinmis ve bu iki grup karsilastirildiginda, hasta olan ¢ocuklarin miR-21
ifadesinin arttig1 gozlemlenmistir [168]. Sonkoly ve arkadaslariin 2010 yilinda yaptig1
calismada, atopik dermatitli hastalarda miR-155’in asir1 eksprese oldugu goriilmiistiir
[169]. miR-149, alerjik rinitli hastalarda, saglikli kontrollere goére artmistir. Saglikli
kontrollerden elde edilen periferik kan mononiikleer hiicreler (PBMC'ler) ev tozu akar
oziitleri ile uyarildiginda, miR-149 seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir [170]. Son on
yilda astim, atopik dermatit, alerjik rinit gibi hastaliklar ile miRNA ifade seviyeleri
arasinda iligki ile ilgili ¢cok ¢alisma yapilmistir ama besin alerjisi ile ¢ok az sayida
calisma vardir. Spesifik antijene maruz kalan oral-intestinal alerji sendromlu (OIAS)
farelerin bagirsagindaki CD14+ hiicrelerinde miR-98 ifadesinde normal farelere gore
artis goriilmustir [171].

miR-17~92 kiimesi 6 tiyeye sahiptir. (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1
ve miR92a-1) [172]. miR-17~92 miRNA kiimesi, T ve B hiicre gelisimi, ¢cogalma,
hayatta kalma, aktivasyon, farklilagma ve sitokin iiretimi gibi 6nemli rollere sahiptir
[173]. 48 alerjik rinit hastasi ve 50 saglikli kisinin katildig1 bir ¢alismada, hastalarin
nazal mukoza 6rneklerinde miR-19a-5p ifadesi saglikl kisilere kiyasla, daha fazla ifade
edildigi goriilmustir [174]. 35 saglikli kisi ve kronik plak sedef hastaligi olan 35
hastanin yer aldig1 bir calismada, psoriatik hastalarin serum miR-19a ifade seviyesinin,
saglikl kisilere kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir [175]. 26 nazal polip hastas1 ve 10
saglikl kisinin katildigi bir ¢alismada kandan dentritik hiicreler izole edilmis, nazal
polip hastalarinda periferik dentritik hiicrelerde yiiksek diizeyde miR-19a ifadesi tespit
edilmistir. Calismalar, siddetli astimi olan hastalarda bronslarin epitel hiicrelerinde miR-
19a ifade seviyesinin, kontrol gruplari ve hafif astimlilardan alinan hiicrelere kiyasla
daha fazla oldugunu gostermistir [176]. Sun ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, astimi
olan hastalarda havayolu diiz kas hiicrelerinde miR-19a ifade seviyesinin, kontrol
gruplarindan alinan hiicrelere kiyasla daha az ifade oldugu goriilmiistiir [177]. Baska bir
calismada ise besin alerjisi olan farelerin bagirsaklarinda CD35+ B hiicrelerinde miR-
19a ifadesi seviyelerine bakilmis ve saglikli kontrol grubuna gore miR-19a ifadelerinde

artis gortilmustiir [178].
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Yapilan ¢alismalar Let-7 ailesinin 6nemli bir tiyesi olan miR-98’in T hiicre aracili
bagisiklik cevabinin diizenlenmesinde ©Onemli rolii oldugu gostermistir [179].
Astimlilarda (remisyon grubunda ve astimli akut grupta) kontrollere kiyasla miR-98-5p
seviyeleri dusiik bulunmustur. Ayrica astimli akut grupta miR-98-5p'min nispi ifade
seviyesi, astimli remisyon grubundakinden 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmustur. Akut
astim ataklar1 olan ¢ocuklarda orta ve siddetli grupta nispi miR-98-5p ifade seviyeleri
hafif gruptakilere gore anlamli derecede diisiik ve siddetli gruptakiler orta gruptakilere
gore ise anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ayrica serum IL-13 seviyelerine
bakilmistir. Astim remisyon grubundaki ve akut astim grubundaki serum IL-13
seviyeleri saglikli kontrol grubundakilerden anlamli derecede yiiksek ve akut astim
grubundaki serum IL-13 seviyeleri astim remisyon grubundakilerden anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. miR-98 ifade seviyesi ile serum IL-13 seviyesi arasinda negatif bir
iligki bulunmustur [180]. Liu ve arkadaslarinin ¢alismasma gore, miR-98'in ifade
seviyesi astimli ¢ocuklarda kontrol grubu cocuklarina gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur [181]. 20 astim hastast ve 20 saglikli kisinin dahil oldugu, Chen ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada periferik kandan izole edilen B hiicrelerinde miR-98,
TSP1 mRNA ifade seviyeleri, serum IL-4, IL-5, IL-13 ve IFN-y bakilmistir. miR-98
ifade seviyesi astim hastalarinda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur.
TSP1 mRNA ifade seviyesi ise diisiik bulunmustur. Serum IL-4, IL-5, IL-13 seviyeleri
astim hastalarinda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. miR-98 ifade
seviyesi ile TSP1 mRNA ifade seviyesi arasinda negatif bir iligki bulunmustur. Ayrica
miR-98 ifade seviyesi ile serum IL-4, IL-5, IL-13 seviyeleri arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur [182].

2.9.2.2. IncRNA’larin Rolii

Ortaya ¢ikan kanitlar, IncRNA'larin, gen ifadesinin transkripsiyonel veya epigenetik
diizenlemesinde, hiicre farklilagmasi, embriyonik gelisim, kanser metabolizmasi,
enflamasyon gibi ¢esitli biyolojik islemlerde rol oynadigini géstermektedir. IncRNA’lar
dogustan ve uyarilabilir yanitlarin diizenlenmesinden 6nemli rol oynar. Son ¢aligmalar,
IncRNA ailesinin iiyelerinden lincRNA-Cox2, Lethe, PACER ve THRIL’in immiin
hiicrelerde gen ifadesinin kontrolinde 6nemli rollere sahip oldugu gostermistir.
Uyarilabilir yanitin elemanlar1 T ve B lenfositlerdir. Lenfositlerin ¢ok sayida IncRNA

ifade ettigini ve bu IncRNA’larin hiicrelerin gelisimi, farklilasmas1 ve aktivasyonu
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tizerinde onemli bir rol oynadigmi gosteren kanitlar vardir. Ornegin T hiicreleri
dinlenmedeyken IncRNA ailesi {iiyelerinden biri olan NEAT sitolazmada bulunur.
NEAT fosforile olup ¢ekirdege gecince T hiicreleri aktive olur [183]. IncRNA’larin
ifadeleri ile alerjik hastaliklar arasinda iliski oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir, ama
oldukea azdir. Ornegin IncTCF7 ifadesi astim olan hastalarda daha yiiksektir [184]. 192
kisinin (96's1 alerjik rinitli hasta ve 96's1 kontrol) katildigi bir ¢alismada nazal
mukozalarindan 6rnek alimmis ve alerjik rinitli hastalarda, kontrollerle kiyasladiginda
IncRNA ANRIL ifade seviyesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur [12]. MALATI,
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde metastaz ile iliskili oldugu bilinen belirgin
bir intergenik IncRNA'dir [185]. T yardimer hiicre farklilasmasi ve islevindeki temel
rolii araciligiyla MALATI bagisiklik yanitinda énemli rollere sahiptir [186]. MALATI
dogustan gelen bagisiklik tepkisini diizenler [187]. Aktive edilen makrofajlarin,
yaralanma onarimina ve fibrozize, alerjik reaksiyona, anjiyogeneze ve timor
ilerlemesine 6nemli katkida bulundugu bilinmektedir. IncRNA MALAT]1 ifadesi, farkli
sekilde aktive edilen makrofajlarda belirgin bir sekilde diizenlenir [188].

GATA3-ASI, Th2 hiicrelerinde eksprese edilen GATA3'e komsu olan yeni bir antisens
IncRNA’dir [189]. T hiicre gelisimi ve farklilasmasi ile iligkili oldugu diisiiniilen bu
IncRNA, T yardimci 2 hicrelerinde GATA3 transkripsiyonunu diizenledigi
dogrulanmistir [190]. Yapilan bir c¢alismada, GATA3-ASI'nin Th2 hiicrelerinde
eksprese edildigi ve Th2 sitokinlerin seviyelerin arttigi goriilmistir [189]. Zhu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, eozinofilik astim ve kontrol 6rnekleri arasinda
onemli ol¢tide farklilik gosterdigi bulunmustur [191]. Duyarli cilde sahip hastalarin
mRNA'larin ve IncRNA'larin kapsamli bir profilini elde etmek i¢in yapilan bir
calismada, duyarli cilde sahip hastalarda GATA3-AS1 ifade seviyesinin saglikli
bireylere gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir [192]. 5 hasta (Hus polenine alerjisi
olan ancak ev tozu akarna alerjisi olmayan mevsimsel alerjik rinitli) ve 5 saghkli
kontrollerden alinan PBMC'lerin rekombinat Der p 1 ve rekombinant Bet v 1 ile ayr1
ayrt uyarildigi ¢alismada CD4+ hiicrelerdeki GATA3-AS1 ifade seviyesinin sadece
hastalardan alinan ve rekombinant Bet v 1 ile uyarilan hiicrelerde arttigi goriilmiistiir
[193]. Alerjik rinitli hastalar ve saglikli bireyler ile alerjik rinitli fareler ve kontrol
farelerinden nazal mukoza 6rnekleri alinip GATA3-AS]1 ifade seviyelerine bakilmistir.
GATA3-AS1 ifade seviyesi saglikli bireylere kiyasla, alerjik rinitli hastalarda daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica GATA3-AS1 ifade seviyesi kontrol farelere kiyasla, alerjik
rinitli farelerde de daha yiiksek bulunmustur [194].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Malzemeler

miRNeasy Serum/Plasma Kiti, miScript II RT Kiti ve miScript SYBR Green PCR Kit,
miScript Primer Assay (QIAGEN, ABD), IncRNA i¢in primerler (Integrated DNA
Technologies, ABD), Human IL-13 ELISA kiti (Invitrogen, ABD), Human IL-4 ELISA
kiti (USCN, Cin), Human IL-10 ELISA kiti, Human TGF-B ELISA kiti (Elabscience,
ABD), MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate (0,1 mL) ve Optical Adhesive
Covers (Applied Biosystems, ABD) ilgili tedarik¢i firmalardan temin edildi.
IncRNA’lar i¢cin Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix kiti (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanildi. miRNA izolasyonu i¢in kit haricinde etanol ve
kloroform (Merck, Almanya)  kullanildi. Primer Assay’lerin sulandirilmasinda
kullanilan Tris-EDTA (TE) i¢in daha once laboratuvarimizda bulunan Tris ve EDTA
(Panreac Applichem, Ispanya), ve pH ayarlamasi i¢in Hidroklorik asit (HCI) (Merck,
Almanya) kullanildi.

3.2. Yontem

Calisma kapsaminda besin alerjisine sahip hastalar ile saglikli ¢cocuklarda ( kontrol
grubu) secilen miRNA’larin (miR-98 ve miR-19a) ve IncRNA’larin (Inc-MALAT-1 ve
Inc-GATA3-AS1) ifadesindeki degisimi GZ-PZR ile belirleyerek, iki grubu birbirinden
ayirt etmeye yarayacak, hastalik patogenezinde onemli olabilecek bir biyobelirte¢

bulunmasi1 hedeflenmistir.

Ayrica besin alerjisi ile ve segilen kodlamayan RNA’lar ile iligkili oldugunu

diistindiigiimiiz sitokinlerin diizeyleri ELISA yontemi ile belirlenmistir.

3.2.1. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamiz, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu biriminden 17.04.2020 tarih GO 20/343 sayili etik kurul onayr (EK-1)
alindiktan sonra gerceklestirildi. Hacettepe Universitesi BAP tarafindan 18798 proje

numaras1 ile desteklenen c¢alismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Alerji
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Klinigine Haziran 2020 ve Agustos 2021 tarihleri arasinda gelen ve hem deri ve kan
testleri ile hem de besin yiikleme testi ile besin alerjisi dogrulanmis, calismaya
katilmay1 kabul eden 26 besin alerjili ¢cocuk ile 30 saglikli ¢ocuk (kontrol grubu) dahil
edildi. Kontrol ve hasta grubu i¢in, arastirma amagli ¢alisma i¢in ¢ocuk riza formu (EK-
2) ve ebeveyn aydinlatilmis onam formu (EK-3) imzalatildi. Bu iki gruptan serum
ornekleri alindi. Bu orneklerden asagida belirtilen yontemler kullanilarak ifade
analizlerinde kullanilmak tizere RNA elde edildi ve ayrica serum 6rneklerinde sitokin

proteinlerinin seviyeleri ELISA ile belirlendi.

Hasta ve Kontrol Calisma Kriterleri:

Asagida belirtilen durumlarda hasta ve saglikli ¢ocuklar ¢alismaya dahil edilmistir.
Besin alerjisi grubunda;

Herhangi bir besine kars1 spesifik IgE >0.35 IU/L

Epidermal prik testinde negatif kontrole gore 3 mm ve daha fazla kabariklik olmasi

Klinik olarak semptomlarin varligi olmasi

Saglikl kontrol grubunda ise;

Besin alerjisi ve atopisi olmamasi

3.2.2. Orneklerin Elde Edilmesi

Calismaya katilan saglikli ve besin alerjisine sahip c¢ocuklardan, jelli tiipe 2 ml kan
alindi. Tipler bir saat icerisinde +4°C’ de 3000 x rpm’de santrifiij edildi ve serum
ornekleri 250-300 pl olacak sekilde steril ependorflara aktarildi. Serum o6rnekleri
miRNA izolasyonu yapilana kadar veya ELISA testinde kullanilincaya kadar —80°C” de

saklandi.

3.2.3. Belirlenen miRNA’larin ve IncRNA’larin Hazirlanmasi

Calismaya alerjik hastaliklarla iliskisi olabilecegi diistiniilen 2 farkli miRNA (miR-19a
ve miR-98) ve 2 farkli IncRNA (MALATI ve GATA3-AS1) aday olarak segildi.

Secilen miRNA’lara ve IncRNA’lara ait primerler tedarik¢i firmadan satin alindi. 10x
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miScript primer assayleri (liyofilize halde) sulandirmadan o©nce kisa bir siire
santrifiijlendi. 550 ul Tris/EDTA ( pH 8.0) eklendi ve 3-5 kez vorteksleyerek
karigtirildi.

20 ml, pH 8.0 TE hazirlamak i¢in 0.024 gr Tris ve 0.006 gr EDTA tartildi. Bu karigimin
tizerine 6nce 10 ml distile su konuldu ve karistirildi. pH 8 olana kadar HCI eklendi.
Sonra ¢ozeltiye 20 ml’ye kadar distile su konuldu. Sonra ¢6zelti otoklav kullanilarak

sterilize edildi.

Satin alinan IncRNA primerleri protokolde yazan miktarlara gore steril distile su ile

sulandirildi.

3.2.4. miRNA izolasyonu

miRNA izolasyonu miRNeasy Serum/Plasma Kit kullanilarak tedarik¢i firmanin

talimatlarina uygun olarak asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

1- 200pl serum 6rnegi ependorf tiiplere alindiktan sonra tizerien 1000 pl trizol
iceren liziz soliisyonu eklendi ve vortekslendi.

2- Tipler oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.

3- Daha sonra 3,5 pl sulandirilmis spike—in kontrol miRNA (1,6 x 10° kopya/ul)
tiiplere ilave edildi ve karistirildi.

4- 200 pl kloroform eklendi ve 25 saniye alt {ist edilerek ¢alkalandi.

5- Tipler oda 1sisinda 2-3 dakika bekletildi.

6- >12000 x g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

7- Ustteki renksiz siv1 faz (600 pl) yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 900 pl % 100
etanol ilave edilip pipetaj yapildu.

8- Ornegin 700 ul’si kolona aktarildiktan >8000 x g’de 25 saniye oda 1ssinda
santrifiij edildi ve artan hacim var ise bu islem tekrar edildi.

9- Kolona 700 pl RWT eklendikten sonra >8000 x g’de 25 saniyede santrifiij
edildi.

10- Alttaki s1vi uzaklastirildiktan sonra kolona 500 ul RPE tamponu ilave edilerek
>8000 x g’de 25 saniye santrifiij edildi.

11- Alttaki siv1 uzaklastirildiktan sonra kolona 500 pul % 80 Etanol ilave edilerek
>8000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.
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12- Kolonlar yeni toplama tiiptine yerlestirildikten sonra kapaklar1 agik olarak en
yiiksek devirde 5 dakika santrifiij edildi.

13- Kolonlar yeni tiiplere alindiktan sonra {izerine 14ul RNAaz igermeyen su ilave
edildi. Tupler en yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edildi.

14- Nanodrop (Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000¢ Spectrophotometers)

ile RNA’nin miktar1 ve kalitesi 6l¢tildii.

3.2.5. ¢cDNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen miRNA’dan, miScript II RT Kit (QIAGEN, Germantown, Maryland, ABD)
kullanilarak ve iiretici firmanin talimatlar takip edilerek GZ-PZR’da kullanilmak i¢in
komplementer DNA (cDNA) {iretildi. Reaksiyonda kullanilan kit i¢erigi ve miktarlar
asagida belirtildigi sekildedir.

Reaksiyon icerigi Reaksiyon basina gerekli miktar/hacim
RNA 50 ng-200 ng X uL

5x miScript HiFlex Tampon 4.0 uL

miScript Ters Transkriptaz Karisimi 2.0 uL

dNTP Karigimi 2.0 uL

RNaz icermeyen su Y uL

Son hacim 20 ul

Izole ettigimiz miRNA’lardan 200 ng olacak sekilde hesaplanarak karisima eklendi. Son
hacim su ile 20ul’ ye tamamlandi. Tiipler 37°C’ de 1 saat, 5 dakika 95 °C’de (enzimin
denatiirasyonu) inkiibe edildi. Ornekler GZ-PZR reaksiyonunda kullanilmak iizere -20

°C’de dondurucuda saklandi.

3.2.6. miRNA ifade Analizlerinin Yapilmasi

Calismada, literatiir arastirmasi sonucu besin alerjisi ilgili oldugu diistiniilen 2 miRNA

ve 2 IncRNA’lariin ifadesindeki degisikliklerin degerlendirilmesi amaclandi.
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Ifade analizi miScript SYBR Green Kiti kullanilarak, Molekiiler Biyoloji ABD
Arastirma Laboratuvarinda yer alan Applied Biosystem Fast 7500 Real Time PCR
System cihazi ile yapildi. Bu metotta SYBR Green boyasi ¢ift sarmal DNA’nin kii¢iik
girintisine baglanir ve bunun sonucunda floresans i1simasi meydana gelir. Her PZR
dongiisiinde 6rnek icerisindeki hedef miRNA miktarina artik¢a floresan 1s1masi da buna

bagli olarak artmaktadir.

Cizelge 3.1. Calisma i¢in secilen miRNA dizileri

miRNA miRNA dizisi
hsa-miR-19a AGUUUUGCAUAGUUGCACUACA
hsa-miR-98 UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU

GZ-PZR reaksiyonlarinda cDNA orneklerinin 1-2 ul’si kullanildi. Her bir kosul iki kez
tekrar edilecek sekilde karisimlar asagida belirtilen sekilde yapildi.

GZ-PZR Reaksiyon karisimi (96 kuyucuklu plak icin)
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master 7,5ul
Mix
10x miScript Universal Primer 1,5 ul
10xmiScript Primer Assay 1,5 ul
Kalip cDNA 12 pl
RNAaz igermeyen su 2,5-3,5 ul
Toplam 15 pul

Gergek zamanli dongiileyici
1- 95°C’de 15 dakika (ilk aktivasyonu)
2- 94°C’de 15 saniye (denatiirasyon)
3- 55°C’de 30 saniye (baglanma)
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4- 70°C’de 30 saniye (uzama ve floresan veri toplama olarak) programlandi.
2-4 aras1 basamaklar 45 dongii olarak uygulandi. Plak gercek zamanli dongiileyiciye

yerlestirildi ve program baslatild1.

Hesaplamalarda PZR reaksiyonundaki hedef konsantrasyonunun nispi bir ol¢ilisii olan
Ct (esik dongiisii), esik degeri kullanildi. Calismada, miR-16’nin ortalama Ct degerleri

belirlenerek, elde edilen verilerin normalizasyonu yapildi.

3.2.7. IncRNA ifade Analizlerinin Yapilmasi

Cizelge 3.2’ de primer dizileri verilen IncRNAlarin ifade diizeyleri SYBR Green
yontemi ile “Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix” kiti kullanilarak
belirlendi. cDNA o6rneklerinin 1pl’si kullanildi. Her bir kosul iki kez tekrar edilecek
sekilde karisimlar asagida belirtilen sekilde hazirlandu.

1- Cozdikten sonra tiim soliisyonlar1 hafifce vortekslendi ve kisa siire santrifiij
edildi.

2- Asagidaki bilesenler (kalip DNA hari¢) eklenerek bir reaksiyon ana karigimi
elde edildi.

GZ-PZR Reaksiyon karisimi (96 kuyucuklu plak i¢in)

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix Sul

(2X)

Direkt Primer (0,1 uM) 0,3 ul
Ters Primer (0,1 uM) 0,3 ul
Kalip cDNA 1-2 ul
Niikleaz igermeyen su 2,5-3,5 ul
Toplam 10 pl

3- Ana karigim iyice karistirildi ve PCR plakalarina uygun hacimleri dagitildi.
4- Ana karisimi igeren her bir kuyucuga kalip cDNA (<500 ng / reaksiyon) eklendi.
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5- Reaksiyonlar kabarcik olusturmadan hafif¢e karistirildi. Gerekirse kisa siire
santrifiijlenmesi gerekir ¢iinkii kabarciklar floresan tespitine miidahale eder.
6- Termal dongiileyiciyi asagidaki onerilere gore programlandi, 6rnekler

dongiileyiciye yerlestirildi ve programi baslatildi.

Gergek zamanli dongtileyici

1- 95°C’de 10 dakika (ilk aktivasyonu)
2- 94°C’de 15 saniye (denatiirasyon)
3- 60°C’de 30 saniye (baglanma)

4- 72°C’de 30 saniye (uzama ve floresan veri toplama olarak) programlandi.
2-4 arasi1 basamaklar 45 dongii olarak uygulandi. Plak gercek zamanli dongiileyiciye
yerlestirildi ve program baslatildi.

Cizelge 3.2. IncRNAlara ait primer dizileri

Gen Direkt Primer Ters Primer

GATA3-AS1 | TGCTGACTTCTGAGGCTAAG | CCTTGCGCCCTGCAGAAG

MALATI1 GAATTGCGTCATTTAAAGCC | GTTTCATCCTACCACTCCCAA
TAGTT TTAAT

3.2.8. ELISA ile Sitokin/Kemokin/ Biiyiime Faktorlerinin Ol¢iimii

IL-4, IL-10, IL-13 ve TGF-B ol¢timii i¢in kolorimetrik ELISA yontemi kullanildi.
ELISA yontemi kitin temin edildigi tretici firmanin direktifleri dogrultusunda

gergeklestirilmis olup temel basamaklari i¢eren genel isleyis semasi asagida 6zetlendi.

1- Yakalayici antikor ile kapl plaklardaki kuyucuklara standartlar ve ornekler ilave

edildi ve belirtilen siire oda 1sisinda inkiibe edildi.
2- Siire sonunda baglanmayanlar yikanarak uzaklastirildi.

3- Enzimle konjuge ikincil antikor ilave edildi ve belirtilen siire oda 1sisinda inkiibe

edildi.
4- Baglanmayanlar yikanarak uzaklastirildi.

5- Enzime 6zgii substrat ilave edildi ve belirtilen siire oda 1s1sinda inkiibe edildi.
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6- Reaksiyon durduruldu ve elde edilen sinyal uygun okuyucu cihazda (kolorimetre)

sleiildil.

7- Elde edilen standart grafikten 6rneklerin konsantrasyonlar belirlendi.

3.2.9. Verilerin Toplanmasi

Arastirma biinyesinde herhangi bir anket formu doldurulmadi ancak muayene veya
izleme siirecinde hastalarin yas, eozinofil sayisi, eozinofil yiizdesi, sIgE seviyeleri ve
deri prick testi verileri kaydedildi. Uygulanacak olan laboratuvar teknikleri ve
analizleri esnasinda saglanacak veriler ve yukarida belirtilen veriler kullanilarak

ifadedeki farkliliklarin hastalik ve hastalik siddeti ile iliski olup olmadigina bakild:.

3.2.10. istatistiksel Analizler

[fade analizlerinde hedef miRNA ve IncRNA’larin ifadesi icin kontrol miRNA olarak
miR-16 [195,196] ve IncRNA kontrolii olarak uzama faktorii 1-alfa (EF1-a) genleri

~AACT
2

kullanilarak elde edilen degerler normalize edildi. Sonuglar metodu kullanilarak

analiz edildi. Hastalik durumuna goére gruplar arasi fark olup olmadigr arastirildi.

miRNA ve IncRNA’larin ifade diizeylerinde gozlemlenebilecek olan degiskenliklerin
eozinofiller, IgE gibi 6nemli atopi fenotipleri ve sitokin diizeyleri ile olan iligkisi
bivariate spearman’s rho korelasyon analizi yapilarak degerlendirildi. Cinsiyet gibi
kategorik degiskenler Ki-kare testi veya Fisher’in kesin testi uygulandi. Calismanin
tiim verileri SPSS 15 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Iki grubun verileri normal
dagilip dagilmadigmma bakildiktan sonra parametrik veya non-parametrik (Mann
whitney u testi) analizler olarak yapildi. Calismadan elde edilen tiim verilerde p <0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. SONUCLAR

4.1.1. Hastalara Ait Demografik ve Klinik Bulgular

Bu calismaya, kontrol grubunda 30 saglikli (besin alerjisi olmayan) ¢ocuk, hasta grubu
ise 26 besin alerjili cocuk olmak tizere toplam 56 goniillii cocuk dahil edildi. Kontrol
grubundaki 30 gonilli ¢ocuktan 6’s1 kiz (% 20), 24°i erkek (% 80) olup yas
ortalamalar1 4,5342,255 olarak bulundu. Hasta grubunda ise besin alerjili 26 ¢ocuktan
5’1 kiz (% 19,23), 21’1 erkek (% 80,77) olup yas ortalamalar1 4,54+ 2,775 olarak
bulundu. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir fark yoktur (p=0.994).

Cizelge 4.1. Besin alerjili ve kontrol gruplarin cinsiyet dagilimlari

Gruplar
Hasta (Besin
Kontrol Alerjili) Toplam
N| % |N % N %
Cinsiyet Kiz 6 %205 (% 19,23 |11 % 19,64
Erkek |24 9% 80 |21 |% 80,77 |45 % 80,36
Toplam 30 26 56

Cizelge 4.2. Besin alerjili ve kontrol gruplarin yas ortalamalari

Gruplar N Ortalama Standart Sapma
Kontrol 30 4,53 2,255
Besin Alerjili 26 4,54 2,775
Toplam 56 4,53 2,486

Calismaya katilan besin alerjili cocuklara ait total IgE, eozinofil sayist ve eozinofil

yiizdesi gibi klinik veriler Cizelge 4.3te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Calismaya katilan hastalara ait bazi klinik veriler

Ceyrekler acig1 (25-
N Ortanca 75. ceyreklik)
Total IgE (Ul/ml) 23 222 115-597
Eozinofil sayisi (10° pl) 26 0,4 0,2-0,5
Eozinofil yiizdesi (%) 26 4,85 2,775-6,625

Calismaya katilan besin alerjili cocuklara ait sIgE degerleri Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4. Calismaya katilan besin alerjili ¢ocuklara ait sIgE degerler

Hasta no | Besinler sIgE (kU/L)

Hasta-1 | Siit 5,6

Hasta-2 | Siit 8,89

Hasta-3 | Siit 8,91

Hasta-4 | Siit/ Yumurta aki1 102/ 39,2

Hasta-5 | Stit/ Yumurta aki/ Yumurta Sarisi/ Bezelye 211/ 60,9/ 32,3/ 59,4

Hasta-6 | Siit 54,1

Hasta-7 | Siit 12,7

Hasta-8 | Findik/ Fistik/ Kaju/ Badem 0,11/0,04/ 0,28/ 0,04

Hasta-9 | Sit 6,68

Hasta-10 | Siit/ Yumurta aki 1,80/ 0,83

Hasta-11 | Siit, Yumurta aki 8,26, 0,43

Hasta-12 | Kaju, Ceviz, Kivi 3,65/ 1,48/ 1,03

Hasta-13 | Stut/ Kaju/ Antep fistig1 0,87/ 0,07/ 0,5

Hasta-14 | Findik/ Fistik/ Kaju/ Ceviz/ Badem/ Antep fistig1 | 39,5/ 2,83/ 55,5/ 44,0/
11,2/ 74,1

Hasta-15 | Ceviz/ Badem/ Antep fistig1 41,8/ 4,87/ 45,8

Hasta-16 | Fistik/ Antep fistig1 0,01/ 0,32

Hasta-17 | Siit/ Kazein >200/>200

Hasta-18 | Ceviz 4,59

Hasta-19 | Siit/ Kazein/ Kaju/ Ceviz/ Badem/ Antep fistig1 5,44/2,76/ 0,69/ 1,11/
0,54/ 1,70

Hasta-20 | Findik/ Fistik/ Kaju/ Ceviz/ Antep fistig1 4,66/ 0,14/ 5,33/ 3,77/
5,76

Hasta-21 | Kaju/ Ceviz 1,73/ 14,3

Hasta-22 | Findik/ Fistik/ Kaju/ Ceviz/ Badem/ Antep fistig1 | 4,3/ 6,43/ 3,56/ 8,02/
2,50/ 5,49

Hasta-23 | Findik/ Fistik/ Kaju/ Antep fistig1 7,35/ 0,80/ 1,84/ 3,23

Hasta-24 | Siit/ Findik/ Ceviz 13,7/ 1,76/ 1,33

Hasta-25 | Findik/ Antep fistig1 0,34/ 6,54

Hasta-26 | Findik/ Fistik/ Ceviz/ Badem/ Antep fistig1/ 30,1/ 3,05/ 114/ 3,2/

Susam

14,2/ 9,26
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4.1.2. Hasta Grubunda miRNA ve IncRNA ifade Analizleri

Calisma kapsaminda se¢ilen miRNA ve IncRNA’larin ifade seviyeleri besin alerjesine
sahip cocuklar ile saglikli ¢ocuklar (kontrol grubu) arasinda kiyaslandi. Kontrol
grubundaki bireylerin ACT degerlerinin ortalamasi hesaplanip ortalamaya en yakin olan
bireyin miRNA ve IncRNA ifade diizeyi 2°“"= 1 olarak kabul edildi ve kontrol
grubundaki diger bireylerin ve besin alerjili hastalardaki ifade degisimleri bu referans

bireydeki ifade diizeyi ile kiyaslanarak yapildi.

miR-19a ifade analizi
Calismamizin sonucunda elde edilen hasta ve kontrol grubuna ait miR-19a Ct

degerlerinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.1°de verilmistir.

Anpificaton Pl Anplfication Plt
Kontrol miR-1% Hasta miR-1%
' \ I‘ /
030655 | I
001905 | i/ /
I 001 D04 / // |
p f / '/ f
|||||||||||||||||||| 1“
é0.000001 PAEENRNRBA2NE NN DNERAQH W tvnnaansavasaancy
: (i O

Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait miR-19a Ct degerlerinin grafiksel olarak

gosterimi

miR-19a i¢in hesaplanan 2*“" degerleri iki grup arasinda kiyaslandiginda besin alerjili
cocuklar ile saglikli cocuklar arasindaki gen ifade seviyelerinde bir fark goériilmemistir

(p=0,85).
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Sekil 4.2. Besin alerjili hastalar ile kontrol grubuna ait miR-19a ifadelerinin
karsilastirilmast (Kontrol icin; ortanca: 0,95, 25-75. ceyreklik: 0,3075-
3,4625, Hasta icin; ortanca: 1,075, 25.-75. ¢eyreklik: 0,2750-3,0225)

miR-98 ifade analizi

Calismamizin sonucunda elde edilen hasta ve kontrol grubuna ait miR-98 Ct
degerlerinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.3’de verilmistir. miR-98'in hesaplanan 2
AncT degerleri besin alerjili ¢ocuklar ile, saglikli ¢ocuklar arasinda kiyaslandiginda daha

az ifade edildigi goriilmiistiir (p<0,001).

Amplfication Plot 1 Ampification Plt
Konfrol miR-98 g Hasta miR 98
01 /". / A/ IR
c Hﬂ%ﬂ 1T c ,030655
: //////// / / //{ Il § oo
nad ,/ /] | 3“/1?’"‘ : 01 h.m8463
NI I I I I I T I T Y
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Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubunda miR-98 Ct degerlerinin grafiksel olarak gosterimi
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Sekil 4.4. Besin alerjili ile kontrol grubuna ait miR-98 ifadelerinin karsilastirilmast
(Kontrol i¢in; ortanca: 0,945, 25-75. ceyreklik: 0,65-1,6025, Hasta igin;
ortanca: 0,26, 25-75. ceyreklik: 0,0875-0,57)

MALATTI1 ifade analizi
Calismamizin sonucunda elde edilen hasta ve kontrol grubuna ait MALAT1 Ct
degerlerinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 4.5°de verilmistir MALATI1 ’in gen ifade

seviyelerinde kontrol grup ile hastalar arasinda fark tespit edilmemistir (p=0,993).

Ampification Pl Anplficaton Pl
: Hasta MALATI
Korro ALAT]
01
b g
0055197 4 = -
138580
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Sekil 4.5. Hasta ve kontrol grubunda MALAT]1 Ct degerlerinin grafiksel olarak gosterimi
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Sekil 4.6. Besin alerjili ile kontrol grubun MALATI1 ifadelerinin karsilastirilmast
(Kontrol i¢in; ortanca: 1,025, 25-75. ¢eyreklik: 0,5675-1,7775, Hasta i¢in;
ortanca: 1,31, 25-75. ¢eyreklik: 0,2475-3,36)

GATA3-ASI1 ifade analizi

Serum orneklerinden elde edilen RNA’lar kullanilarak gergeklestirilen GZ-PCR

sonucunda GATA3-AS1 genine ait floresan sinyal elde edilememistir.

4.1.3. Serum 6rneklerinde 1L-4, IL-10, TGF-$ ve IL-13 protein seviyeleri

Besin alerjili grup ile saglikli gruptan elde edilen serum 6rneklerinde bulunan 1L-4, IL-
10, TGF-B ve IL-13 proteinlerin seviyeleri ELISA yontemi ile belirlendikten sonra elde
edilen Ol¢ctim degerleri agisindan iki grup arasinda fark olup olmadig: istatistiksel

yontemler kullanilarak aragtirilmastir.

Besin alerjili ve saglikli gruplarin serum oOrneklerinde IL-4 ve IL-10 proteinleri

Ol¢iilebilir diizeyde bulunamamastir.
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Yapilan analiz sonucunda, besin alerjili grubun serum oOrneklerinde TGF-f protein

seviyesinin kontrol grubun serum orneklerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli

derecede azaldig1 bulunmustur (p=0,027).
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Sekil 4.7. Besin alerjili gruptan ve saglikli gruptan elde edilen serum orneklerinde
TGF-B protein seviyelerinin karsilastirilmasi (Kontrol i¢in; ortanca: 65,98,
25-75. c¢eyreklik: 43,07-81,5925, Hasta igin; ortanca: 45,39, 25-75.
ceyreklik: 35,765-61,315)

Besin alerjili grubun serum 6rneklerinde IL-13 protein seviyesi kontrol grubun serum

IL-13 seviyelerinden farkli bulunmamistir (p=0,85).
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Sekil 4.8. Besin alerjili gruptan ve saglikli gruptan elde edilen serum 6rneklerinde IL-
13 protein seviyelerinin karsilastirilmasi (Kontrol i¢in; ortanca: 0,8495, 25-
75. ceyreklik: 0,258-7,293, Hasta i¢in; ortanca: 1,759, 25-75. ceyreklik:
0,409-6,146)

4.2. TARTISMA

Besin alerjisi, besine yonelik olumsuz bir immiinolojik yanit olarak tanimlanir [21].
Yasami tehdit eden anafilaktik reaksiyonlara neden olabilen besin alerjileri giderek daha
yaygin hale gelmekte ve yasam kalitesinin bozulmasina neden olmaktadir [197]. Yaygin
hale gelmesinin sebeplerinden birinin de epigenetik mekanizmalar oldugu
diisiiniilmektedir. Epigenetik mekanizmalardan biri olan miRNA ve IncRNA’larin ifade
paterni, farkli hiicre tiplerine ve hastalik kosullarina gore degisebildigi ve serum, idrar
ve tikiiriik gibi farkli viicut sivilarinda tespit edilebildigi icin 6nemli biyobelirtegler

olabilme potansiyeline sahiptirler [9,10].

Calismamizda literatiir taramasi sonucunda besin alerjisi ile iliskisi olabilecegini

distindigtimiiz miRNA’larin (miR-19a ve miR-98) ve IncRNA’larin (MALATI ve
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GATA3-AS1) ifade diizeylerini GZ-PZR ile belirledik. Yapmis oldugumuz bu
calismaya; besin alerjisi hastaligiin aydinlatilmasinda rol oynayabilecek aday
miRNA’larin ve IncRNA’larin ifadelerindeki degisimi saptayabilmek i¢in kontrol
grubuna (besin alerjisi olmayan) 30 ¢ocuk, hasta gruba (besin alerjili) 26 ¢ocuk katild1.
Calismaya dahil edilen gruplar arasinda ortalama yas ve cinsiyet dagilimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05).

miR-17~92 kiimesinin bir {iyesi olan miR-19a, NF-KB, JAK-STAT ve PI3K yollarinin
inhibitorlerini ayn1 anda hedefleyerek Th2 sitokin tiretimini destekler. Ayrica mir-
19a'nin alerjik enflamasyonda yiikseldigi ve IL-5 ve IL-13 iretimini destekledigi
gorilmustiir [198]. 4 hafta siireyle ovalbiimin ve kolera toksini verilerek olusturulan
fare modelinde, 5 hafta sonunda bagirsaklarindan elde edilen B hiicrelerindeki miR-19a
ifade seviyeleri, kontrol gruba kiyasla daha yiiksek bulunmustur [199]. BALB/c fareler
kullanilarak olusturulan baska bir besin alerjisi fare modelinde ise bu farelerin
bagirsagindan izole edilen CD35+B hiicrelerin miR-19a ifade seviyeleri, kontrol
farelere kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ayrica bu calismada orijinal olarak
trombositlerde bulunan ve bagisiklik diizenlenmesinde rol oynayan Trombospondin-1
(TSP1) ile miR-19a arasinda negatif bir iliski oldugu goriilmiistiir [178]. 5-6 haftalik
disi BALB/c fareler Freund adjuvani i¢inde ¢oziilmiis 0,2 mL 1 mg/mL S-LG (siit
alerjeni) intraperitoneal olarak haftalik olarak enjekte edilerek duyarlilastirilmis ve 28.
giinde, bu farelere agizdan iki kez 20 mg [-LGverilmisir (f-LGalerjili fare modeli
olusturmak icin ). Daha sonra allerjik farelerin ve sadece steril salin verilen kontrol
grubuna ait farelerin kanlar1 ve kolon doku ornekleri alinmis ve yapilan analizler
sonucunda alerjik grupta miR-19 ifade seviyesi ve serum IL-13 sitokin seviyesi kontrol
grubu kiyasla daha yiiksek bulunmustur [200].

Calismamiz sonucunda hasta ve kontrol gruplari arasinda miR-19a gen ifade seviyeleri
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir(p>0,05). Ancak
miR-19a seviyeleri ile hasta eozinofil sayilar1 arasinda negatif bir korelasyon
bulunmustur (p=0.009, r=-0.505).

Calismamizda se¢ilmis olan bir diger miRNA olan miR-98, Let-7 ailesinin 6nemli bir
tiyesidir. miR-98, T hiicresi aracili bagisiklik tepkisinin diizenleyicisi olarak hizmet
edebilmektedir [179]. Xie ve Xu'nun c¢alismasinda, saglikli  donorlerle
karsilastirildiginda, sistemik lupus eritematozuslu (SLE) hastalarin CD4+ T
hiicrelerinde miR-98'in daha az ifade edildigi goriilirken Fas mRNA ve protein

seviyesinin ise daha fazla oldugu bulunmustur [201]. 41 SLE hastasinin ve 20 saglikl
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kisinin katildig1 bir bagka calismada, bu kisilerin PBMC’lerinde miR-98'in ifade diizeyi,
kontrol gruba kiyasla daha diisiik bulunmustur. Ayrica miR-98 ifade seviyesi ile IL-6
protein seviyesi arasinda negatif bir iliski bulunmustur. IL-6 asir1 ifadesi, PBMC'lerin
cogalmasini destekledigi ve TNF-a, IL-8, IL-1B ve IL-10 seviyelerini arttirdigi
bulunmustur. Bu calisma miR-98’in, hedef geni IL-6 aracilifiyla STAT3 fosforilasyon
seviyelerini diizenledigini gostermistir [202]. Yapilan bir calismada inaktif tlseratif
kolit hastalarinin (n= 19) miR-98 ifade seviyeleri aktif iilseratif kolit hastalar1 (n=20) ve
kontrol grubuna (n=20) kiyasla 10 kat daha yiiksek bulunmustur [203]. Xie ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada, yer fistig1 ekstraktina maruz birakilan farelerin lamina
propria mononiikleer hiicrelerinden (LPMC) CD4+ hiicreler izole edilmis ve miR-98 ve
IL-10 mRNA ifade seviyelerine bakilmistir. Bunun sonucunda miR-98 ifade
seviyesinde artis bulunurken IL-10 mRNA ifade seviyesinde ise azalis bulunmustur.
miR98 ifade seviyesi ile IL-10 mRNA ifade seviyelerinde arsinda negatif bir iligki
bulunmustur. Ayrica miR-98 ile bagisiklik fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol
oynadigi bilinen galektin-1 (Gal 1) arasindaki iliskiye bakilmis, Gall'in CD14 +
hiicrelerde miR-98'1 baskiladigi bulunmustur [171]. Midyat ve arkadaslarinin
calismasinda ise literatiirdeki diger ¢alismalarla ¢eliskili olarak, miR-98'in ifade diizeyi
orta derece persistan/siddetli astimli ¢ocuklarda kontrol grubu ¢ocuklarina gére anlaml

olarak daha yiiksek (iki kattan fazla) bulunmustur [204].

Calismamiz sonucunda miR-98 gen ifade diizeyi besin alerjili cocuklar ve saglikli
kontroller arasinda kiyaslandiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunmustur (p<0,05). Elde ettigimiz ifade sonuglar literatiirdeki diger calismalarda
elde edilmis olan sonuglarla uyumlu olmakla beraber, calismamizda besin alerjili
hastalardaki miR-98 seviyeleri ile IL-13 seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon (p=
0,032, r= 0,494) bulunmus olsa da, her iki ¢alisma grubu bir arada degerlendirildiginde
miR-98 seviyeleri ile IL-13 seviyeleri arasinda bir korelasyon bulunmamuistir (p= 0,273,

= 0,175).

772 astim hastas1 441 saglikli gonillintin katildigi bir calismada MALATI1 ifade
seviyelerine bakilmistir. Calisma sonucunda hasta grubundaki MALAT] ifade seviyesi
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Kronik obstriiktif
akciger hastaligi (KOAH) olan hastalardan (8 erkek ve 2 kadin) ve kontrol grubundan (4
erkek 6 kadm) alinan akciger dokusu biyopsi orneklerinde KOAH'l' hastalarin
MALATI!1 ifade diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
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bulunmustur [205]. Qiu ve arkadaslarinin yaptigi calismada astimli hastalardan alinan
CD4+ hiicrelerde MALAT1'in saglikli hastalara kiyasla daha fazla ifade edildigi
gorilmustiir [206].

Calismamizda MALAT1 in ifade seviyelerinde kontrol grup ile kiyaslandiginda iki grup
arasinda bir fark goriilmemistir (p>0,05). Bu c¢alismalarda doku ornekleri veya
enflamatuvar hiicreler kullanilmistir. Oysa bizim c¢alismamizda serum Ornekleri

kullanilmis olup, bu yiizden gruplar arasinda fark tespit edilmemis olabilir.

GATA3 genine komsu olan GATA3-AS1, Th2 hiicrelerinde eksprese edilen ve T hiicre

gelisimi ve farklilasmasi ile iliskili oldugu diisiiniilen yeni bir antisens IncRNA’dir
[189]. GATA3-AS1’in Th2 hiicrelerinde GATA3 transkripsiyonunu diizenledigi
dogrulanmistir [190]. Yapilan calismalar eozinofilik astimda ve duyarli cilde sahip
hastalarda GATA3-ASI ifade seviyesinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir [191,192]. Ayrica alerjik rinitli hastalar ve fare modelleri kullanilrak
yapilan c¢alismalarda nazal mukoza Orneklernde GATA3-AS1 ifadesini arttig
gosterilmistir [193,194].

Tez calismasi1 kapsaminda GATA3-ASI1 geni analizi sonucunda iki grupta da serumda
Olciilebilir diizeyde GATA3-AS1 IncRNA’sma rastlanmamistir. GATA3-ASI
cekirdekte lokalize olur ve Th2 hiicre polarizasyonu sirasinda ifadesi artar [189].
Serumda bulunduguna dair literatiirde bilgiye rastlanamamistir. Calismamizda GATA3-
AS1’in olgiilebilir diizeyde bulunmamasmin hiicre iginde lokalize olmasindan

kaynaklandig1 distiniilmektedir.

Hedef tahmin programlar1 TargetScan (http://www.targetscan.org/), miRDB
(http://mirdb.org/) ve miRBase (https://www.mirbase.org/) kullanilarak yapilan analiz
ile, IL-10, IL-6, IL6R, IL-8, IL-13, TGFBR1, TGFBR3 ve IL22RA1 genlerinin 3'-
UTR'lerinin miR-98'in varsayilan baglanma bolgelerini i¢erdigini belirledik. Elde edilen
bu hedef genlerden alerjik hastaliklarda ve besin alerjisi patogenezinde etkili olan,
enflamatuvar ve anti-enflamatuvar yanitla da iliskili oldugunu diistindiigtimiiz 1L-10,
IL-13, TGF-pB ve literatiirde miR-98 ile iligkisi gosterilmis olan IL-4 segilerek serum

protein sevileri ELISA yontemi ol¢iilmiistiir.

Orneklerde IL-4 ve IL-10 proteinleri olgiilebilir diizeyde bulunamamistir. TGF-B
protein seviyelerine bakildiginda, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0.05).
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Bagisiklik tepkisinin ana diizenleyicisi olan TGF-B o©Onemli anti-enflamatuvar
fonksiyonlara sahiptir. Kemoatraktan etkisi vardir. TGF-f enflamasyon bolgesinde
makrofajlarin, graniilositlerin ve diger hiicrelerin hizli birikmesine yol acar. TGF-$ hem
diger enflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini tesvik eder hem de bagisiklik yanitini
giiclendiren graniilositleri toplar. TGF-B1, immiin hiicre farklilasmasimin (Th1l ve Th2
hiicreleri ve B hiicreleri) ve sitokin {iretiminin (IFN-y ve IL-2) inhibisyonu yan1 sira
anti-enflamatuvar ve immiinosupresif ozelliklere de sahiptir. Son olarak, TGF-f, T

diizenleyici hiicrelerinin (Tregs) gelisimi ve farklilasmasinda gorev alir [207].

37 alerjik rinitli hasta ve 30 saglikli kisi dahil edilen bir ¢aligmada, alerjik rinit
hastalarinda TGF- protein seviyeleri saglikli kontrollere gére anlamli derecede daha
disiik bulunmustur [208]. 6's1 klinik ve laboratuvar verileri ile alerjik rinit tanisi almais,
18" alerjik rinit ve siniizit (rinosiniizit) tanis1 almis ve 12 tanesi saglikli olmak tizere 36
yetiskin kadinin katildig1 bir ¢aligmada alerjik riniti olan hastalarda, plazma TGF-f-1
konsantrasyonu kontrol grubuna gore oOnemli Olglide daha distik bulunmustur.
Rinosintizitli hastalarda ise kontrol grubuna kiyasla, TGF-B-1'in konsantrasyonu énemli
Ol¢tide daha yiiksek bulunmustur [209]. Degirmenci ve arkadaslarinin yaptigi 31
perennial alerjik rinit ve 34 mevsimsel alerjik rinit hastasi olmak iizere toplam 65 alerjik
rinit hastasi (hasta grubu) ve 31 saglikli birey (kontrol grubu) katildig1 ¢alismada, hasta
grubunun serum TGF-B protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
bulunmustur [210]. Bobrus-Chociej ve arkadaslarinin ¢alismasina, inek siitii alerjili 30
hasta (18 kadin/12 erkek, 1-13 yas), kontrol grubu ise 20 ¢ocuk (9 kadin/11 erkek, 2-13
yas) dahil edilmis ve inek siitii yiiklemesinden once (ilk randevu) ve inek siitii
yiiklemesinden 6 hafta sonra kan ornekleri alinmistir. Inek siitii yiiklemesinden 6nce,
calisma gruplar arasinda TGF-B diizeyinde hic¢bir farklilik bulunmamigken, inek siitii
yiikleme testinin ardindan, kalic1 inek siitli alerjisi olan ¢ocuklarda, inek siitii proteinine
toleranshi ¢ocuklara ve kontrollere kiyasla 6énemli 6l¢tide daha yiiksek serum TGF-f
konsantrasyonlar1 kaydedilmistir [211]. Manuyakorn ve arkadaslarinin ¢alismasinda 7-
18 yas araliginda 31 astimli hasta ve 34 atopik olmayan saglikli kontrol hastasindan (8-
15 yas) alinan kan 6rneklerinde TGF-B1 protein seviyesi karsilastirildiginda astimh
hastalarda kontrol gruba kiyasla serum TGF-B1 protein seviyesi daha yiiksek
bulunmustur. Astimli grupta, steroid uygulanmamis hafif astim grubunun, anlaml
olarak en yiiksek serum TGF-B1 degerine sahip oldugu goriilmiistiir [212]. Lommatzsch

ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise, atopik astimli erigkinlerde serum TGF-B1

58



seviyelerinin kontrol grubundan farkli olmadigr bulunmustur [213]. Dogu ve
arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada astimli ¢gocuklarda serum TGF-f seviyelerinin
kontrol grubundan farkli olmadigi bulunmustur [214]. Astimla ilgili yapilan bagka bir
calismaya gore, atopi olan veya olmayan astimli hastalarda serum TGF-B1 protein
seviyeleri, normal kontrollerdekinden daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, atopik astiml
hastalarda serum TGF-B1 seviyesinin, atopisi olmayan astimli hastalardan daha yiiksek
oldugu gortilmistir [215]. Kamilova ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismaya besin
proteinine bagl enterokolit sendromlu 38 hasta (IgE ile iligkili enterokolit n=18, IgE ile
iligkili olmayan enterokolit n=20) ve 11 saglikli kontrol katilmis, ¢aligma sonucunda en
yiiksek TGF-f protein seviyesi IgE ile iligkili enterokolitli hasta grubunda bulunmustur.
Ayrica bu gruptaki hastalarda TGF-B1 diizeyi kontrol grubuna gére anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir [216]. Kirk pollinoz hastas1 (23"t besin alerjisi olan ve 17'si
besin alerjisi olmayan) ve 17 atopik olmayan saglikli bireyin katildig1 bir ¢alismada,
serum TGF-B protein seviyesi kontrol ve besin alerjisi olmayan pollinoz hastalarina
kiyasla, besin alerjisine sahip pollinoz hastalarda anlamli derecede yiiksek bulunmustur

[217].

Calismamizda TGF-f seviyesi kontrol grubunda anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur. Bu bulgu TGF-B’nin anti-enflamatuvar ozelligi ile ve ayrica Treg
hiicrelerinin farklilagsma ve gelisimine olan etkilerinden dolayi literatiirdeki bu yondeki

veriler ile ortiismektedir.

Farkli T hiicre alt gruplari ve dendritik hiicreler tarafindan iretilen IL-13, IgE
tiretiminin ve IgE aracili alerjik yanitlarin indiiklenmesinde ve siirdiiriilmesinde
benzersiz bir rol oynayan bir sitokindir [218]. IL-13 IgE sentezinde rol oynar. Mukus
tiretiminde artisa neden olur. Fibroblastlarin ¢ogalmasini saglayarak yara iyilesmesi
stirecine katkida bulunur [219]. Zheng ve arkadaslarinin ovalbiimin /kolera toksini (fare
alerji modeli) kullanarak yaptig1 ¢alismada farelere 5. haftada gavaj yoluyla 5 mg
ovalbiimin verilmis ve ertesi giin kurban edilmistir. ince bagirsak dokusundan elde
edilen protein ekstraktlarindaki IL-13 seviyelerine ELISA ile bakildiginda IL-13
seviyeleri, besin alerjili farelerde, kontrol farelerindekinden daha yiiksek bulunmustur
[220]. Antczak ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore alerjik astim grubunun IL-13
protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur [221]. Alasandagutti
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismaya 120 astim hastasi (atopik ve atopik olmayan

olarak iki gruba ayrilmig) ve 120 saglikli kontrol olmak iizere 240 kisi dahil edilmis, IL-
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13 serum seviyeleri, saglikli kontrole kiyasla atopik ve atopik olmayan astim
hastalarinda anlamli derecede yiikksek bulunmustur [222]. 6-8 yas araliginda 242
cocugun katildig: bir calismada, diisiik atopi ve erken baslangicli (grup 1), yiiksek atopi
ve yiiksek eozinofil yiizdeleri ile erken baslangicli (grup 2), disiik atopi ve geg
baslangicli (grup 3) ve yiiksek atopi ve normal eozinofil yiizdeleri ile ge¢ baslangich
(grup 4) olarak karakterize edilen dort atopik dermatit fenotipi belirlenmis, c¢alisma
sonucunda Grup 1 ve 2'yi igeren erken baslangiclit AD gruplarinin, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek serum IL-13 seviyelerine sahip oldugu
gorlilmistiir [223]. 26 polip hastas1 ve 10 saglikli kisinin katildig1 bir ¢calismada serum
IL-13 seviyelerine bakilmig ve IL-13 seviyeleri, kontrol gruba kiyasla, hasta grubunda

daha yiiksek bulunmustur [224].

Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise besin alerjili hastalar ile kontrol grubu arasinda
IL-13 protein seviyeleri agisindan anlamli bir fark gozlemlenmemisken (p>0,05), hasta
eozinofil sayilart ile IL-13 seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur

(p=0,001, r= -0.697).
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5. YORUM

Literatiir taramas1 sonucunda besin alerjisi iliskisi olabilecegini diisiindiiglimiiz
miRNA’larin (miR-19a ve miR-98) ve IncRNA’larin (MALATI1 ve GATA3-AS1)
ifade diizeylerini GZ-PZR ile belirledigimiz ¢alismamizin sonucunda miR-98'in
besin alerjili ¢cocuklarda, saglikli ¢ocuklarla kiyaslandiginda daha az ifade edildigi
gorlilmisir (p<0.05).

miR-19a gen ifade seviyelerinde besin alerjili ¢ocuklar ile saglikli cocuklar
arasindaki bir fark goriilmemistir (p>0,05). MALAT1’in gen ifade seviyelerinde
kontrol grup ile kiyaslandiginda hastalarda bir fark gortilmemistir (p>0,05). GATA3-
AS1 IncRNA’sina ise serum orneklerinde rastlanmamustir.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda TGF-B protein seviyelerine bakildiginda,
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0,05).

IL-13’tin protein seviyelerinde kontrol grubu ile hastalar arasinda bir fark
goriilmemistir (p>0,05).

Literatiirdeki verilerle beraber degerlendirildiginde, miR-98 nin besin alerjisi i¢in bir
biyobelirteg aday1 olabilecegi diistiniilmektedir. Elde edilen verilerin daha genis
hasta popiilasyonunda tekrar edilmesine ve miR-98 ile enflamatuvar belirtegler

arasindaki iliskinin ortaya konmasina ihtiyac vardir.
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EK 2 — Arastirma Amach Calhisma Icin Cocuk Riza Formlar

(Hasta Cocuk)
Sevgili Kardesim,

Benim adim Dr. Esra Birben. Besin alerjisi olan hastalarimizda bir arastirma yapiyoruz.
Amacimiz bu hastalarda hasta serumunda bulunan birtakim molekiillerin hastalik siddeti
ve hastalik seyri ile ilgili bir 6ngériide bulunmamiza yardimci olup olamayacagini
belirlemektir. Arastirma ile yeni bilgiler 6grenecegiz. Bu arastirmaya katilmani
oneriyoruz.

Arastirmay1 ben Dog¢.Dr. Esra Birben, Prof Dr. Umit Murat Sahiner, Prof.Dr. Ozge
Soyer ve baska bazi doktorlar birlikte yapiyoruz. Bu arastirmaya katilacak olursan
senden kan alacagiz. Kan alinirken canin biraz aciyabilir ama ¢abuk gececektir.

Bu arastirmanin sonuglar1 besin alerjisi olan ¢ocuklar i¢in yararlt bilgiler saglayacaktir.
Bu arastirmanin sonuclarini baska doktorlara da sdyleyecegiz, sonuglari bildirecegiz
ama senin adini soylemeyecegiz.

Bu aragtirmaya katilip katilmamak i¢in karar vermeden 6nce anne ve baban ile konusup
onlara danigmalisin. Onlara da bu aragtirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz.
Anne ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya katilmak
senin istegine bagl ve istemezsen katilmazsin. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da
kiismez. Once katilmay: kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana
bagli. Kabul etmedigin durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana
onceden oldugu gibi iyi davranir, 6nceye gore farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana
sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmay1
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadini yaz ve imzani at. Imzaladiktan sonra
sana ve ailene bu formun bir kopyasi verilecektir.

Cocugun adi, soyadi:

Cocugun imzas: Tarih:

Velisinin adi, soyadi:

Velisinin imzasi: Tarih:

Aragstiricinin adi, soyadi, tinvant:
Adres:
Tel:

Imza: Tarth:
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(Saghkh Cocuk)
Sevgili Kardesim,

Benim adim Dr. Esra Birben. Besin alerjisi olan hastalarimizda bir arastirma yapiyoruz.
Amacimiz bu hastalarda hasta serumunda bulunan birtakim molekiillerin hastalik siddeti
ve hastalik seyri ile ilgili bir 6ngoriide bulunmamiza yardimer olup olamayacagini
belirlemektir. Arastirma ile yeni bilgiler 6grenecegiz. Bu arastirmaya katilmani
Oneriyoruz.

Arastirmay1 ben Do¢.Dr. Esra Birben, Prof Dr. Umit Murat Sahiner, Prof.Dr. Ozge
Soyer ve baska bazi doktorlar birlikte yapiyoruz. Bu arastirmaya katilacak olursan
senden kan alacagiz. Kan alinirken canin biraz aciyabilir ama ¢abuk gececektir.

Bu aragtirmanin sonuglar1 besin alerjisi olan ¢ocuklar icin yararl bilgiler saglayacaktir.
Bu aragtirmanin sonuglarint baska doktorlara da sdyleyecegiz, sonuclar1 bildirecegiz
ama senin adini soylemeyecegiz.

Bu arastirmaya katilip katilmamak i¢in karar vermeden 6nce anne ve baban ile konusup
onlara danigmalisin. Onlara da bu arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz.
Anne ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya katilmak
senin istegine bagl ve istemezsen katilmazsin. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da
kiismez. Once katilmay: kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana
bagli. Kabul etmedigin durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana
onceden oldugu gibi iyi davranir, 6nceye gore farklilik olmaz.

Aklima simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana
sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmayi
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadimi yaz ve imzami at. Imzaladiktan sonra
sana ve ailene bu formun bir kopyasi verilecektir.

Cocugun adi, soyadi:

Cocugun imzast: Tarih:

Velisinin ad1, soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Aragstiricinin adi, soyadi, tinvant:
Adres:
Tel:

Imza: Tarih:
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EK 3 — Arastirma Amach Calisma i¢in Ebeveyn Aydinlatilmis Onam Formlari

(Hasta Grubu)

(Hekimin Aciklamast)

Besin alerjisi hastaligiyla ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi
“Besin Alerjisi Patogenezinde Kisa ve Uzun Kodlamayan RNA’larin Roli” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki bu
aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonilliilik esasina
dayalidir. Kararmizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu aragtirmay1 yapmak istememizin nedeni, Besin alerjisine sahip hastalar, deri ve kan
testlerine gore alerjik ancak besini tiiketebilen ( duyarli ancak toleran) hastalar ve
saglikli ¢ocuklar ( kontrol grubu) arasindaki arasindaki farki belirleyebilen bir
biyobelirte¢ bulabilmektir. Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Bolimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilecek bu c¢aligmaya
katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz ¢cocugunuz Prof.Dr. Ozge Soyer, Prof. Dr.
Umit Murat Sahiner veya onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edilecek
ve bulgular kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu
calismaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu c¢alismay1 yapabilmek icin
cocugunuzun kolunuzdan 2-3 ml (1 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. izniniz
dogrultusunda bu c¢alismay1 yapabilmek i¢in ¢ocugunuzdan alinmis olan kan 6rnekleri
kullanilarak bazi laboratuvar analizleri yapilacak ve bu veriler ¢alisma sonuglar1 olarak
degerlendirilecektir.

Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasima bagli olarak az bir aci
duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon riski vardir. 3-) Yine az bir ihtimalle yanak i¢inden aldigimiz siiriintii
sonras1 enfeksiyon gozlenebilir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak ¢aligmanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde c¢ocugunuza uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz.
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(Katilimcinin/ Beyani)

Sayin Do¢.Dr. Esra Birben tarafindan Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Bolumii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
boyle bir aragtirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken cocuguma ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
cocuguma ait kisisel bilgilerin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven
verildi.

Projenin yiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastrmacilart zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasmdan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda ¢ocugum bir saglik sorunu ile karsilastiginda; herhangi bir saatte,
Do¢. Dr. Esra BIRBEN’e XXXXXXXXXXX (cep) no’lu telefondan ulasacagimi
biliyorum.

Arastirma sirasinda ¢ocugum bir saglik sorunu ile karsilastiginda; herhangi bir saatte,
Prof.Dr. Ozge Soyer’i, XXXXXXXXXXX (is) veya XXXXXXXXXXX (cep) veya
Prof. Dr. Umit Murat Sahiner ‘i XXXXXXXXXXX (is) veya XXXXXXXXXXX (cep)
no’lu telefonlardan ve HUTF Cocuk Alerji Bilim Dali adresinden arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmig degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun ¢ocugumun tibbi bakimina ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Bu arastirmaya kendi goniilli onaymim kendimin/¢ocugumun
katilmasina olurum vardir.
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Katilimci Adi1 Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel Imza

Veli/Vasi Ad1 Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel Imza

Tanik Adi Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel Imza
Hekim:

Ad1 Soyadi

Adres/Tel

Imza

Goriisme tarih ve saati :
Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ile ilgili bilgileri,
Ogrenmek istiyorum ()
Ogrenmek istemiyorum ()

1 Tarafimdan alinan kodlanmis* o&rnegin yalnizca oOnerilen c¢alisma igin
kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger c¢alismalar i¢cin onay
veriyorum.

71 Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli ¢alismalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

71 Tarafimdan alinan kodlanmig 6rnegin gelecekte her tirlii genetik c¢aligsmada
(kimligim ile baglantisiz) olarak onayliyorum.

*Kodlanmis o6rnek: Sizden alman o6rnege bir kod numarasi verilir. Kod
numarasini yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici
ulagabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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(Kontrol Grubu)

(Hekimin Aciklamast)

Besin alerjisi hastaligiyla ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi
“Besin Alerjisi Patogenezinde Kisa ve Uzun Kodlamayan RNA’larin Rolu” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak hemen soOyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonilliilik esasina
dayalidir. Kararinizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmay1 yapmak istememizin nedeni, Besin alerjisine sahip hastalar, deri ve kan
testlerine gore alerjik ancak besini tiiketebilen (duyarli ancak toleran) hastalar ve
saglikli c¢ocuklar (kontrol grubu) arasindaki arasindaki farki belirleyebilen bir
biyobelirte¢ bulabilmektir. Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Bolimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilecek bu ¢alismaya
katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in énemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz ¢ocugunuz Prof.Dr. Ozge Soyer, Prof. Dr.
Umit Murat Sahiner veya onun gérevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edilecek
ve bulgular kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu
caligmaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu g¢alismayr yapabilmek ig¢in
cocugunuzun kolunuzdan 2-3 ml (1 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. izniniz
dogrultusunda bu ¢alismay1 yapabilmek i¢in ¢ocugunuzdan alinmis olan kan 6rnekleri
kullanilarak bazi laboratuvar analizleri yapilacak ve bu veriler ¢alisma sonuclar1 olarak
degerlendirilecektir.

Kan alinmas sirasinda olusabilecek riskler: 1-) igne batmasina bagl olarak az bir aci
duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon riski vardir. 3-) Yine az bir ihtimalle yanak i¢inden aldigimiz stirtintii
sonrasi enfeksiyon gozlenebilir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak c¢alismanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde g¢ocugunuza uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz.
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(Katilimcinin/ Beyani)

Saym Dog¢.Dr. Esra Birben tarafindan Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Bolumii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
boyle bir aragtirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken cocuguma ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
cocuguma ait kisisel bilgilerin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven
verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastrmacilart zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirli
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda ¢ocugum bir saglik sorunu ile karsilastiginda; herhangi bir saatte,
Do¢. Dr. Esra BIRBEN’e XXXXXXXXXXX (cep) no’lu telefondan ulasacagimi
biliyorum.

Arastirma sirasinda ¢ocugum bir saglik sorunu ile karsilastiginda; herhangi bir saatte,
Prof.Dr. Ozge Soyer’i, XXXXXXXXXXX (is) veya XXXXXXXXXXX (cep) veya
Prof. Dr. Umit Murat Sahiner ‘i XXXXXXXXXXX (is) veya XXXXXXXXXXX (cep)
no’lu telefonlardan ve HUTF Cocuk Alerji Bilim Dali adresinden arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu
durumun ¢ocugumun tibbi bakimina ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis
bulunmaktayim. Bu arastirmaya kendi goniilli onayim kendimin/¢ocugumun
katilmasina olurum vardir.
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Katilimci Adi1 Soyad1 Dogum Tarihi Adres/Tel Imza

Veli/Vasi Adi1 Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel Imza

Tanik Ad1 Soyad1 Dogum Tarihi Adres/Tel Imza
Hekim:

Adi1 Soyadi

Adres/Tel

Imza

Goriisme tarih ve saati :
Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ile ilgili bilgileri,
Ogrenmek istiyorum ()
Ogrenmek istemiyorum ()

'] Tarafimdan alman kodlanmis* 6rnegin yalnizca Onerilen calisma igin
kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olas1 diger calismalar i¢in onay
veriyorum.

'] Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calisgmalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli calismalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

'] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin gelecekte her tirlii genetik ¢alismada
(kimligim ile baglantisiz) olarak onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan Ornege bir kod numarasi verilir. Kod
numarasini yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici
ulasabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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EK 4 — Tezden Tiiretilmis Bildiriler

e Erboga H., Unsal H., Sahiner U.M., Soyer O.U., Sekerel B.E., Birben E.,
XXVIIL. Ulusal Allerji ve Klinik Immiinoloji Kongresi, 13-17 Ekim 2021,
Antalya (Poster).
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