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DERI PRIiK TESTI VE SPESIFiK IGE OLCUMLERI iLE HEM BAL HEM DE
YABAN ARISI POZITiFLiGi OLAN HASTALARDA BAT VE ALLERJEN
KOMPONENT TESTLERININ KARSILASTIRMASI

Esra OZSOY

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dah
Immiinoloji Program
Yiiksek Lisans Tezi, Mayis 2024
Danisman: Prof. Dr. insu YILMAZ

OZET

Calismamizda; 6zellikle ar1 venomuna ¢ift duyarliligi saptanan hastalarda ar1 venom
immiinoterapi (VIT) seciminde bu testlerin ne kadar dnemli olabileceginin ortaya
konulmasi, bazofil aktivasyon testi (BAT) ve allerjen komponent testi (CRD)
degerlendirilmelerinin arastirma amacglhi olmaktan ¢ikmaya baslayip klinik rutinde
kullanimina yonelik literatiire 6nemli bir katkida bulunmasi ve hangi yontemin bu ¢ifte
pozitiflikte dncelikle tercih edilmesi ile ilgili ¢aligmalarin 6niinii agmas1 amaglanmustir.
Caligmamiz ari ile sistemik reaksiyon oykiisii olan ve ar1 venom duyarliligi, deri prik
testi (DPT) ve/veya spesifik immiinglobiilin E (sIgE) o6lctimleri ile klavuzlar
dogrultusunda VIT karar1 verilen ar1 venom allerjisine ¢ift duyarliligi olan 10 hasta ile
yiiriitiildii. Hastalardan heparin ile antikoagiile tiipe 3ml’lik kanlar alindi. Hastalardan
alian veno6z kan ornekleri pozitif kontrol (PK), negatif kontrol (NK) ve 0.1 mg/ml, 1
mg/ml, 10 mg/ml olmak {izere {i¢ ayr1 diliisyonda hazirlanan venom ekstraktlarindan
olusan test tiiplerine ayrild1 ve tliplerdeki bazofil aktivasyonu; CD63 yiizde ve CD203c
ortalama floresan yogunluk (mean floresan intensity- MFI) 6l¢iimi yapilarak akim
sitometri cihazi ile degerlendirildi. Ek olarak CRD testi ile serum sIgE antikorlarinin
Ol¢timii yapildi.

VIT karar1 verilen ar1 venom allerjisine c¢ift duyarliligi olan 10 hastanin bazofil
aktivasyonlarindaki degisim negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (Ig, FMLP) ve
ti¢c ayr diliisyondaki venom ekstraktindaki (0.1mg/ml, Img/ml, 10mg/ml) CD63 yiizde
ve CD203c MFI degerleri kullanilarak 6l¢iildii. Hem bal hem de yaban aris1 allerjen
ekstraklarmin 0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml konsantrasyonlarinda CD63
ekspresyonunda, negatif kontrole oranla ortalama % 70.2 artis gosterildi. CD203¢ MFI
degerlerinde ise her li¢ konsantrasyonda da negatif kontrole oranla ortalama %50 artis
saptandi. CD63 ekspresyonuyla CD203c¢ MFI degerleri kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik oldugu saptandi (p<0.01). BAT testi ile hastalarin CD63%
degerleri goz Oniinde bulunduruldugunda 5’inin bal arisina 4’iiniin ise yaban arisina
kars1 daha fazla pozitiflik gosterdigi saptandi. 1 hasta da ise iki venom allerjenine karsi
esit oranda pozitiflik saptandi. CRD testinde ise 3 hasta bal arisina 3 hasta yaban



arisina 1 hasta da ikisine kars1 da serum IgE antikoru pozitifligi gosterdi. 3 hastada ise
hi¢ pozitiflik saptanmadi.

Bu arastirma BAT ve CRD testlerinin birlikte kullaniminin, erken taniy1r ve cift
pozitiflik durumunun netlestirilmesini kolaylastirmada birbirlerini tamamlayacak etkili
in-vitro testler oldugu gosterilmis oldu. Cift pozitiflik saptanan hastalarda CRD ile
allerjik reaksiyondan sorumlu gercgek ar tiiri daha net olarak saptanabilmektedir. Fakat
diger yandan da CRD negatif saptanan hastalarda BAT pozitiflikleri saptanabilmektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda cift pozitiflik saptanan hastalarda VIT karar1 verilmeden 6nce
CRD ve/veya BAT testlerinin uygulanmasi allerjiden sorumlu gercek ari tiirlini
belirleme ve etkin VIT uygulama ag¢isindan olduk¢a 6nemli oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Allerjen Komponent Testi; Arn Venomu; Bazofil Aktivasyon
Testi; CD63 ve CD203c; Cift Pozitiflik
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COMPARISON OF SKIN PRICK TEST AND SPECIFIC IGE
MEASUREMENTS WITH BAT AND ALLERGEN COMPONENT TESTS IN
PATIENTS WITH BOTH HONEY AND WASP POSITIVE

Esra OZSOY

Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences
Department of Immunology
M.Sc. Thesis, May 2024
Supervisor: Prof. Dr. insu YILMAZ
ABSTRACT

In our study; Revealing how important these tests can be in the selection of bee venom
immunotherapy (VIT), especially in patients with double sensitivity to bee venom, will
make a significant contribution to the literature on the use of basophil activation test
(BAT) and allergen component test (CRD) in clinical routine, rather than being used for
research purposes. It is aimed to pave the way for studies on finding out and which
method should be preferred first in this double positivity.

Our study was conducted with 10 patients with double sensitivity to bee venom allergy,
who had a history of systemic reaction to bees and were decided to use VIT in line with
the guidelines based on bee venom sensitivity, skin prick test (DPT) and/or specific
immunoglobulin E (sIgE) measurements. 3ml of blood was taken from the patients into
a tube anticoagulated with heparin. Venous blood samples taken from the patients were
divided into test tubes consisting of positive control (PK), negative control (NC) and
venom extracts prepared in three separate dilutions: 0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml, and
basophil activation in the tubes; CD63 percentage and CD203c mean fluorescence
intensity (MFI) were measured by flow cytometry device. Additionally, serum sIgE
antibodies were measured with the CRD test.

The change in basophil activation of 10 patients with double sensitivity to bee venom
allergy, for whom VIT was decided, was observed in the negative control (NK),
positive control (PK) (IgE, FMLP) and venom extract in three separate dilutions
(0.2mg/ml, 1Img/ml, 10mg/ml). CD63 percentage and CD203c were measured using
MFI values. An average increase of 70.2% in CD63 expression was shown in the
concentrations of 0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml of both honey and bumblebee allergen
extracts compared to the negative control. An average 50% increase in CD203c MFI
values was detected in all three concentrations compared to the negative control. A
statistically significant difference was found when CD63 expression and CD203c MFI
values were compared (p<0.01). Considering the CD63% values of the patients with the
BAT test, it was determined that 5 of them were more positive for honey bees and 4 of
them were more positive for bumblebees. In 1 patient, equal positivity was detected for
two venom allergens. In the CRD test, 3 patients showed serum IgE antibody positivity
against honeybees, 3 patients against bumblebees, and 1 patient against both. No
positivity was detected in 3 patients.

This study showed that the combined use of BAT and CRD tests are effective in-vitro
tests that complement each other in facilitating early diagnosis and clarification of
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double positivity. In patients with double positivity, CRD can detect the actual bee
species responsible for the allergic reaction more clearly. However, on the other hand,
BAT positivity can be detected in patients who are found to be CRD negative.
Therefore, in our study, it has been shown that applying CRD and/or BAT tests before
deciding on VIT in patients with double positivity is very important in terms of
determining the real bee species responsible for allergy and applying effective VIT.

Key Words: Allergen Component Test; Basophil Activation Test; Bee Venom; CD63
and CD203c; Double Positivity.
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1. GIRIS VE AMAC

Hymenoptera venom allerjisi (HVA), yetiskinlerde anafilaksinin en sik
nedenlerinden birisidir ve siklikla ciddi anafilaksi ile iligkilidir (Worm ve ark., 2014).
Onemli morbiditeye ve yasam kalitesinde bozulmaya neden olur.  Allerjik
reaksiyonlarin ¢ogu, Apidac ve Vespidae familyalarina ait ar1 tiirlerinden
kaynaklanir. Apidea familyasinin O6nemli temsilcisi bal arisidir (Apis mellifera).
Vespidae familyasi, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerin’de sirasiyla yaban
arilar1 vespula spp. (vespula vulgaris, vespula germenica ), esek arist (vespa crabro)
igerir (Bilo ve ark., 2019). Sistemik semptomlar cildi (kasint1, iirtiker, anjiyoodem),
solunumu (stridor, nefes darligi, Oksiiriik, brons tikanikligi), kardiyovaskiiler
(hipotansiyon, tasikardi, aritmiler, kalp durmasi) ve gastrointestinal (kusma, mide
agrisi, diyare), sistemi etkileyebilir (Golden, 2015). HVA bu nedenle yasami tehdit
eden bir allerjidir ve ar1 sokmasindan sonra sistemik semptomlar gelisen tim
hastalarin ayrintili bir taniya ihtiyaci vardir. Dogru teshis, venom immiinoterapisinin
(VIT) uygun sekilde yonetilmesine ve uygulanmasina olanak tanir (Golden ve ark.,

2017).

HVA’nin rutin tanm testleri arasinda deri prik testleri (DPT) ve venom spesifik
immiinoglobulin E (sIgE) diizeyinin belirlenmesi yer alir. Biitiin ar1 venomuna kars1
sIgE antikorlariin saptanmasi bal aris1t venomunun (BAV) ana tan1 yontemlerinden
biridir. Aynm1 zamanda, ar1 venomuna kars1 sIgE'nin saptanmasi, yalnizca IgE aracil
duyarliligin varligmin veya yoklugunun saptanmasina izin veren analitik bir
6l¢iimdiir. Hymenoptera venomuna kars1 allerjide yaygin bir tan1 sorunu, bal aris1 ve
yaban aris1 venomuna 6zgii IgE antikorlar1 i¢in yapilan testlerde ¢ift pozitifliktir. Bu
tiir hastalarda, gercek ikili duyarlilik ve venom hiyaliironidaz ile karbonhidrat
belirleyicilerinin olasi ¢apraz reaktivitesi dikkate alinmalidir (Erzen ve ark., 2009).

Cift duyarlilik, ilk olarak hem BAV hem de yaban aris1 venomu (Y AV) allerjenlerine



kars1 gercek bir ¢ift duyarliligi temsil edebilir ve bu ar tiirlerinin her ikisinin de daha
onceki sokmalarindan kaynaklanabilir. Gergek ¢ift duyarliligin klinik 6nemi hastanin
gecmisine baghdir. Ikincisi, BAV ve YAV'da bulunan ¢apraz reaktif homolog venom
allerjenlerine kars1 IgE aracili duyarliliktan kaynaklanabilir ve arilarin herhangi
birinden kaynaklanan bir sokmadan kaynaklanir. BAV ve YAV'a karsi cift
duyarliligin tigiincii ve en yaygin nedeni ¢apraz reaktif karbonhidrat belirleyicilerine
(CCD) kars1 sIgE'nin varligidir. Bu, BAV ve YAV'a karsi ¢ift duyarliligin %50's1
kadarint olusturur (Mari ve ark., 1999). Cift duyarhilasma ve capraz reaktivite
arasindaki ayrim, suclu ari tiirlinii tanimayan hastalarda spesifik immiinoterapi i¢in
bir allerjenin se¢ilmesinde kritik 6neme sahiptir. Capraz reaksiyona giren CCD'ler
glikoproteinler iizerinde bulunur, bitkilerde ve hymenoptera venomunda yaygindir

(Aalberse ve ark., 1981).

Bu nedenle anti-CCD IgE antikorlari, bitki veya hymenoptera venom allerjenlerine
kars1 duyarlilig1 yansitabilir ve in vitro ¢ift pozitif sonuglarin 6nemli bir nedenidir.
Deri testleri ve venom sIgE ile yapilan tanisal testlerde hem BAV hem de YAV'a
kars ¢ift duyarlilik gostermektedir. Bu, suglu ar1 tiirii bilinmediginde immiinoterapi
icin dogru venomun se¢ilmesini zorlagtirmaktadir (Leimgruber ve ark., 1993). Cogu
zaman sistemik reaksiyondan sorumlu olan ari tiirii tanimlanamamaktadir. Klinik
olarak ilgili duyarliliklarin tespit edilememesi riskini en aza indirmek ic¢in, venom
duyarliligin1 dogru bir sekilde tanimlayan gilivenilir tanisal testler 6nemlidir. Tanisal
testler DPT, intradermal ve sIgE testlerini igerir. Buna ek olarak daha ileri testler
olan Bazofil Aktivasyon Testi (BAT) ve allerjen komponent testleri (CRD) tan1 ve

tadavi de test duyarliligin1 daha avantajli hale getirebilmektedir.

BAT, bazofilleri igeren tam kan veya izole edilmis periferik kan monontkleer
hiicreleri (PBMC) kullanilarak gerceklestirilir. Ana mantig1 allerjen veya anti-IgE
stimiilasyonundan kaynaklanan yiiksek afiniteli IgE reseptoriine (FceRI) baglanan
IgE antikorlarinin capraz baglanmasi ile bazofillerin ylizeyindeki aktivasyon
isaretleyicilerinin ekspresyonunu oOl¢mek i¢in kullanilan bir testtir. Bazofilleri
tanimlamak ve akim sitometrisi ile aktivasyonlarini 6l¢gmek icin kullanilabilecek ¢ok
sayida farkli belirte¢ vardir (Vachova ve ark., 2018). CD63 ve CD203c en sik
kullanilan bazofil aktivasyon belirtecleridir. CD203c ve CD63 molekiillerinin her
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ikisi de bazofil graniill membranlarinda eksprese edilir. CD63, dinlenme halindeki
bazofillerin yiizeyinde degil, yalnizca hiicrelerin igindeki graniillerin zarinda
eksprese edilen lizozomal iligkili bir membran proteinidir (LAMP). Graniiller,
degraniilasyon sirasinda bazofillerin plazmatik membrani ile birlestiginde, CD63
bazofillerin yiizeyinde eksprese edilir (Foetisch ve ark., 2003). CD203c fosfodiester
ve fosfosiilfat baglarini pargalayan, oligoniikleotidlerin 3'-hidroksi terminallerinden
5'-niikleotidleri hidrolitik olarak uzaklastiran bir enzimdir. Bazofillerin ve mast
hiicrelerinin yiizeyinde yalnizca ve yapisal olarak diisiik seviyelerde eksprese edilir
ve ekspresyonu hiicre aktivasyonuyla artar. Bazofil aktivasyon belirtegleri, eszamanli
olarak yukari regiile edilen iki farkli belirte¢ grubu olusturuyor gibi gériinmektedir.
Bazofil aktivasyonu IgE'den bagimsiz bir sekilde meydana gelebilir ve allerjene

aktivasyon mekanizmasini dogrulamak icin BAT yapilabilir.

BAT sonuglari, tanimlanmis aktivasyon isaretleyicisini ifade eden bazofillerin
yiizdesi veya ortalama floresans yogunlugu (MFI) acisindan stimiilasyon indeksi,
yani se¢ilen durumun MFT'si ile se¢ilen durumun negatif kontrol MFT'si arasindaki
oran hesaplanarak belirlenebilir. CD63 dinlenme hiicrelerinde eksprese
edilmediginden ve aktivasyondan sonraki ekspresyonu iki agamali oldugundan, ilki
genellikle CD63 igin kullamlir. ikincisi genellikle dinlenme halindeki hiicrelerde
ifade edilen CD203c i¢in kullanilir ve allerjen stimiilasyonunu takiben artigi tek
modludur. BAT degerli bir aragtirma aracidir ve klinik agidan yararl bir test olarak

umut vaat etmektedir.

In vitro testlerin ¢ok daha yiiksek duyarliligit CRD gerceklestirilerek elde edilir. Bu
yenilik¢i yontem, giiniimiizde giderek daha iy1 bir teshis araci haline gelmistir. CRD
sayesinde tek allerjenik proteine karsi sIgE belirlenebilmektedir. CRD kullanilarak,
tim ekstraktlara ¢ift pozitif sonu¢ veren hastalarda birincil duyarlilik ve capraz
reaktivite ayirt edilebilir (Jakob ve ark., 2017). Cogu zaman (%75'e kadar), bal aris1
ve yaban arist venomuna karsi cifte duyarhilik, c¢apraz reaktif CCD'lerden
kaynaklanmaktadir. Su anda CRD testi i¢in allerjenler, dogal olarak olusan
hymenoptera glikosilasyonu CCD'ler olmadan rekombinant allerjenler olarak

tiretilmektedir. CRD igin ticari olarak temin edilebilen Hymenoptera allerjenleri



sunlardir: rApi ml, rApi m2, rApi m3, rApi m5, rApi m10, rVes vl, rVes v5, rPol

d5. Bahsedilen rekombinant allerjenlerin tiimii CCD i¢ermeyen formdadir.

CRD'nin tamisal yetenekleri kullanildiginda, ar1 venomu allerjisi testlerinin
duyarliligi %94,4'e ulagmaktadir (Kohler ve ark., 2014). BAV’a kars1 allerjiye
yonelik teshis testlerinin %94-95 duyarliligina ulagsmak icin, allerjen bilesenlerinin
altis1 (Api ml- 5 ve Api m10) belirlenmelidir. Hastalarin %74'tinde birden fazla ar
venomu allerjeninin oldugu da tespit edilmistir. YAV allerjisinde kombinasyon
sayesinde %98'e varan duyarlilik gézlenmistir (Miiller ve ark., 2009). CRD araglari,
BAV ve YAV allerjenleri arasindaki capraz reaksiyonlarin ayirt edilmesini
kolaylastirir ve ayn1 zamanda ¢ok diisiik seviyelerde sIgE bulunan hastalarda tam
ekstraktlara kars1 daha duyarlidir (Korosec, ve ark., 2012). Cift duyarlilagmada CRD
yontemi faydalidir, ancak olanaklari hala sinirlidir ve tiim belirsiz klinik vakalar i¢in
bir ¢oziim saglamamaktadir. Farkli yaban arisi tiirlerine karsi allerji durumunda
(genellikle Vespula ve Polistes arasinda), CCD'lerle iligkili ¢apraz reaksiyonlardan
bagimsiz olmasi nedeniyle ayirici tan1 daha karmasiktir (Monsalve ve ark., 2012). Bu
problem kesinlikle daha fazla arastirmayir gerektirmektedir. CRD'nin teshis
yeteneklerini kullanarak ar1 venomu allerjisi testlerinin duyarliligi, rutin teshislere
bagka allerjenlerin (en azindan Pol d1) dahil edilmesinde faydali olabilir. CRD'nin
sundugu olanaklar, yalnizca HVA tanisinin iyilestirilmesine degil, ayn1 zamanda
daha 1y1 tedaviye, 6zellikle de VIT i¢in uygun bir algortimanin gelistirilmesine de
katkida bulunur. Simdiye kadar tanisal test sonuglari (CRD testleri dahil) ile an

sokmas1 sonrasi allerjik reaksiyonun siddeti arasinda bir korelasyon bulunamamustir.

VIT, gelecekteki olasi ar1 sokmalar1 sonras1 gelisebilecek ciddi allerjik reaksiyonlara
kars1 hastalart etkili bir sekilde koruyabilen tek tedavisidir. VIT su anda venom
allerjileri icin en iyi tedavi seklidir ¢iinkii daha sonraki ciddi reaksiyonlarin riskini
azaltir. Ayn1 zamanda yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide artiran bir tedavidir. Bu
nedenle VIT basarili olabilmesi i¢in dogru tani olduk¢a 6nemlidir. Bugiin, teshis ve
tedavinin tek bir hastanin ihtiyaglarina gore kisisellestirilebilmesi sayesinde daha iyi
teshis araglarma erisilebilmistir (Sturm ve ark., 2019). Suglu ar1 venomu ile spesifik
immiinoterapi, BAV allerjisinde %80 ila 84 ve YAV allerjisinde %90-95 arasinda
degisen yiiksek derecede koruma saglar (Bilo ve Bonifazi, 2009). VIT tarafindan
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indiiklenen koruma derecesi, ya dogal hayattaki sokmalarinin olusumu ve toleransi
hakkindaki hasta bilgilerinden tahmin edilir ya da VIT alan hastalarin klinik ortamda
kontrollii bir ar1 sokulmasina tabi tutuldugu klinik verilerden elde edilir. BAV ve
YAV allerjisinin tan1 ve tedavisinde, yalnizca allerjik reaksiyon klinik ge¢misi olan
hastalara tanisal test yapilmali ve yalnizca Hymenoptera venomuna karsi IgE aracili
duyarlhilik kanit1 olanlara tani testi uygulanmalidir. HVA'nin giivenilir bir sekilde
teshis edilmesi ¢esitli faktorler nedeniyle karmasik hale gelebilmektedir: Genel
popiilasyonda yiiksek oranda asemptomatik Hymenoptera venomu duyarliligi, suglu
ar1 tiiriinliin tespit edilememesi veya test edilememesi, zaman i¢inde duyarlilik

profillerinin kayb1 yanlis tantya yol agabilir (Miiller ve ark., 2014).

BAT venom allerjisinin teshisi i¢in ¢ok hassas ve spesifik bir yontemdir. Yiiksek
ozgulligli (%83-100) ve duyarliligi (%85-100) antijen stimiilasyonunu takiben
ortaya ¢ikan hiicresel yanitin gergek zamanl 6l¢iilebilmesinden kaynaklidir. Ek bir
test olan CRD testi de BAT kadar duyarli ve dzgiil bir test yontemidir. Ozgiilliigii
(%85-100) ve duyarliligt (%94-100) dir. BAT ve CRD, in-vivo yasanan IgE aracili
erken tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, in-vitro tiip ortaminda yapabilmeyi miimkiin
kilar. Bu nedenle DPT ve sIgE ol¢timiine gore daha kullanish ve etkin yontemlerdir.
Bu ozelligiyle BAT hem antijen duyarliligmin tespitini hem de VIT etkinliginin

degerlendirilmesini olagan kilar.

Bu calismada o6ykii, DPT, sIgE olctimleri ile tespit edilen ar1 venom allerjisine ¢ift
duyarlilig1 olan hastalarda BAT ve CRD tespiti yapilmistir. Ayrica, dykii ve testler
ile dogrulanan ar1 venom allerjisi saptanan hastalarin BAT ve CRD sonuglarinin
karsilastirmast yapilip iki testin birbiri arasindaki tutarlili§i degerlendirilmistir.
Calismamizda; o6zellikle ar1 venomuna ¢ift duyarliligl saptanan hastalarda ar1 VIT
seciminde bu testlerin ne kadar 6nemli olabileceginin ortaya konulmasi, BAT ve
CRD degerlendirilmelerinin arastirma amagli olmaktan c¢ikmaya baslayip klinik
rutinde kullanimina yonelik literatiire Oonemli bir katkida bulunmasi ve hangi
yontemin bu ¢ifte pozitiflikte oncelikle tercih edilmesi ile ilgili ¢aligmalarin 6niinii

agmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Ar1 sokmalarina kars1 gelisen allerjik reaksiyonlar ciddi morbiditeye, hatta 6liime yol
acabilir. Hymenoptera venom allerjisi (HVA), suclu ar1 tiiriinlin dogru bir sekilde
tanimlanmast kosulu ile venom immiinoterapi (VIT) ile etkili bir sekilde tedavi
edilebilir. Bal aris1t venomu (BAV) igeren VIT'in, BAV allerjisi olan hastalarin %77
ila 84'linde, yaban aris1 venomu (YAV) igeren VIT’in ise YAV allerjisi olan hastlarin

%91-96 etkili oldugu gosterilmistir (Sturm ve ark., 2018).

2.1. Hymenoptera Allerjisinin Endotipleri ve Klinik Belirtileri
2.1.1. Klinik OyKkii

Hymenoptera venomuna karsi asemptomatik duyarlilik siklikla goézlendiginden,
onceki bir sistemik reaksiyonun klinik 6ykiiyle dogrulanmasi, daha sonraki tanisal
incelemeler i¢in temel olusturmalidir. Kapsamli bir klinik Oykii; ar1 sokmasi
reaksiyonlarinin sayis1t ve tarihi, semptomlari, siddeti ve reaksiyonun seyri ve
uygulanan tedavi hakkinda bilgileri igerir. Ek olarak, mast hiicre bozukluklari,
ilaglar, kardiyovaskiiler riskler ve diger hastaliklarin yani sira ilgili an tiirlerine sik

stk maruz kalma gibi bireysel risk faktorleri de dikkate alinmalidir.

Hasta gecmisinin degerlendirilmesi sirasinda 6zel bir odak noktasi, suglu ar1 tiiriiniin
tamimlanmasidir. Bununla birlikte, bir¢ok hasta farkli ar tiirlerini (Baker ve ark.,
2014a; Baker ve ark., 2016b) ayirt edemediginden, tiim bilgilerin dikkatle

kullanilmas1 ve sorumlu art tiiriiniin ek teshis testleriyle dogrulanmasi gerekmektedir.

Diger hastaliklar gibi ar1 sokmalarina kars1 reaksiyonlar da farkli endotiplere
ayrilabilir; 6rnegin saglikli bireylerdeki fizyolojik ar1 sokma reaksiyonu, IgE ve T
hiicresi aracili allerjik reaksiyonlardir. Mast hiicre bozuklugu olan hastalarda venom

allerjisi, asemptomatik duyarlilik ve toksik veya olagandisi reaksiyonlardir.



2.1.2. Hymenoptera Allerjilerinin Allerjik Semptomlari

HVA semptomlar1 genellikle ar1 sokmasindan sonraki otuz dakika iginde ortaya ¢ikar
ve siklikla kasinti, kizariklik, {irtikeryal ve anjiyoodem gibi cilt belirtileriyle
iliskilidir. HVA’da sik goriilen gastrointestinal semptomlar bulanti ve kusmadir. Agir
allerjik reaksiyonda (anafilaksi) solunum ve kardiyovaskiiler sistemleri igerir.
Anaflaksinin karakteristik 6zellikleri tirtiker/anjioddem gibi cilt bulgulari, dispne,
tasikardi, hipotansiyon ve bilin¢ kaybidir. Idrar ve fekal inkontinans, derin dolasim
diizensizligi ile ortaya ¢ikar ve ciddi sistemik reaksiyonlar kardiyorespiratuvar arest
ile sonuclanabilir. Urtiker gibi baslangi¢ deri belirtilerini kardiyovaskiiler veya
solunumsal semptomlar takip ettiginde HVA'nin klinik tanisi1 daha kolaydir. Bu
karakteristik semptom gelisimi olmadiginda tan1 zor olabilir. Kronik spontan firtiker,
vazovagal senkop, anksiyete bozukluklari, kardiyojenik sok ve aritmiler dahil olmak
tizere birgok durum HVA'y1 simiile edebilir. G6z 6niinde bulundurulmasi gereken

ayirici tanilarin bir listesi (Ring ve ark., 2014) sekil 2.1. 'de gosterilmistir.

Bag agrisi ve bag dénmesi,
bayilma, biling kaybi,
kasilmalar

Burun mukozasinin gsismesi,
hapsirma, kagint, rinit

Alt solunum yolu

Okstirlik, gégiiste sikigma,
bronkospazm, nefes darligi, hirlti,
nefes darlig

@ide bagirsak siste@

Dudaklarda, dilde ve damakta
anjiyoodem, agizda kaginti,
bulanti, kolik karin agrisi, kusma,
ishal

N

Sekil 2.1. Hymenoptera ar1 sokmasini takip eden allerjik semptomlar (Golden, 2015).

Kaginti, konjonktival
kizariklik, sulanma, g6z
kapaginda siglik

Ust solunum yolu

Ses kisikhgy, laringeal stridor,
okslirlik, bogaz ve girtlakta gisme,
nefes darhig:

@diyovaskuler siste@

Tagikardi
hipotansiyonu,
aritmi, kalp durmasi

Eritem, Urtiker, kaginti,
morbiliform dékiintd,
anjiyoodem

Suglu an tiirii acikliga kavusturulmalidir. Bu nedenle hastalarin suglu ar1 tiirline

iligkin agiklamalarina siipheyle yaklagmak onemlidir. Genellikle suglu ari1 tiiriiniin,
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ignesinin enjeksiyondan sonra deride kalip kalmadigimma goére belirlenebilecegi
varsayilir. Yapisal farkliliklar nedeniyle bal arisinin igne aparatinin deriye yerlesme
olasilig1 yaban arisima gore daha fazladir. Bununla birlikte, ignenin deride kalip
kalmayacagi, sokma bolgesindeki cilt 6zelliklerinden etkilenir. Ignenin geri kalanina
iliskin bilgi gosterge niteligindedir ancak sokan ari tiiriiniin tanimlanmasi igin

giivenilir degildir.
2.1.3. Saghkh Bireylerde Ar1 Sokma Reaksiyonu / Toksik Venom Etkileri

Genel niifusun %56,6 ila %94,5'1 yasamlar1 boyunca en az bir kez Hymenoptera
takimina ait bir ar tiirii tarafindan sokuldugunu belirtmektedir (Sekil 2.2.). Normal
sokulma reaksiyonu agr1 ve iltihaplanmadan (sisme, kizariklik ve kasinti) olusur ve
tehlikeli degildir. Bununla birlikte, bal arilar tarafindan gerceklestirilen ¢ok sayida
sokma olayiyla sonuglanan saldirilar, venomun toksisitesi nedeniyle insanlar igin
yasami tehdit edici olabilir. Nadir durumlarda tek orofaringeal sokma, allerjik
olmayan bireylerde lokal sislik yoluyla kritik hava yolu tikanikligina neden olabilir
(Antonicelli ve ark., 2002; Smoley, 2002). Bu reaksiyonun orofarenkste biiyiik lokal

reaksiyon olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi net degildir.

Mast Hiicre Reaksiyon Reaksiyonlar
Hastaliklan (LLR)

IgE - aracili SRs ve || Bilyiik Lokal Olagan Digs ‘

Allerjen sig

‘ Hymanopers erom Alrjsinds Tatve Byobeltarler I

Sekil 2.2. Hymenoptera sokmalarina kars1 reaksiyonlarin Endotipleri ve Fenotipleri.
Hymenoptera venomuna karsi 6nerilen reaksiyon endotiplerinin yani sira IgE aracili
sistemik allerjik reaksiyonlarin Onerilen fenotipleri de gosterilmektedir. Ek olarak
reaksiyonun degerlendirilmesine yonelik mevcut teshis araclari ve biyobelirtecler
gosterilmektedir.



2.1.4. Normal Lokal Reaksiyon

Normal lokal reaksiyon ar1 sokmasinin en yaygin belirtisidir. Sokmadan sonra hafif
sislik, kizariklik ve agrinin ortaya c¢ikmasi ile karakterizedir. Semptomlar birkag
dakikadan birka¢ saate kadar herhangi bir siire devam edebilir. Eger sokma
mukozay1 (6rnegin ag1z) veya gevsek bag dokusundan zengin bir alan1 (6rnegin goz
kapaklari, parmak uglar1 veya dudaklar) etkiliyorsa reaksiyon daha siddetli olabilir.
Ayrica, ates ve ¢evredeki lenf diiglimlerinin genislemesinin eslik ettigi sokma yeri

enfeksiyonu seklinde komplikasyonlar da olabilir.

2.1.5. Biiyiik Lokal Reaksiyon

Genel popiilasyonun %?26'sina kadar biiytik lokal sokma reaksiyonlar1 meydana gelir
ve >24 saat sliren >10 cm capindaki sislikler olarak tanimlanir. Bazi allerjisi olan
kisilerde, allerjik reaksiyonun ge¢ evresinin neden oldugu biiyiik lokal reaksiyon
gelisebilir. Bu, 10 cm'den biiyiik, 24 saatten uzun siiren, sokmadan 6-12 saat sonra
yogunlasan ve 24-48 saat sonra en bilyiik boyutuna ulasan bir sisligi igerir. Sismeye
halsizlik, titreme, ates veya bas agrist ya da lenfatik sistemde iltihabi bir reaksiyon
eslik edebilir. Yukarida belirtilen degisiklikler birka¢ giin i¢inde yavas yavas ve
kademeli olarak diizelir. Sokma bdlgesi iist solunum yolu bolgesindeyse biiyiik lokal
reaksiyonlar hayati tehdit edici olabilir, ancak daha sonraki sokmalarda genel
reaksiyon riski onemli dlglide artmamaktadir (Boyce ve ark., 2010). Semptomlarin
diger bir simiflandirmasi, Mueller tarafindan gelistirilen klasik dort dereceli Olgege

gore genellestirilmis allerjik reaksiyonundur (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Mueller skalasina gére Hymenoptera venomuna karsi allerjinin siddet

derecesi (Fehr ve ark., 2019).

Derece Sokma Sonras1 Belirtiler

0 Yaygin lokal reaksiyon (siglik> 10 cm kalici, >24 saat).

| Sislik, kaginti.

I Yukarida listelenen semptomlardan herhangi biri ve agagidakilerden
en az ikisi: Quincke 6demi (tek bir semptom olarak derece Il olarak
kabul edilir), gogiiste sikisma, bulanti, kusma, diyare, karin koligi,
bas donmesi.

Il Yukarida belirtilen semptomlardan herhangi biri ve asagidakilerden
en az ikisi: nefes darlig1 (tek bir semptom olarak derece III olarak
kabul edilir), hisilti (tek bir semptom olarak derece III olarak
nitelendirilir), disfaji, halsizlik, yasam tehdit eden bir durumda olma
hissi, kaygt.

v Yukarida listelenen semptomlardan herhangi biri ve asagidakilerden
en az ikisi: kan basincinda diisme, bayilma, biling kaybi, idrar ve
diski tutamama, siyanoz.

2.1.6. Anafilaksi

Anafilaksinin karakteristik semptomlar: {irtiker/anjioddem, nefes darligi, tasikardi,
hipotansiyon ve biling kaybidir. Idrar ve fekal inkontinans siddetli dolasim
bozuklugu ile ortaya c¢ikar. Kalp ve solunum durmasi en siddetli sistemik
reaksiyonlardir. Urtiker gibi ilk deri belirtilerinden sonra kardiyovaskiiler veya
solunum semptomlar1 ortaya ¢iktiginda, HVA’a karst gelisen anafilaksi klinik
tanisin1 koymak daha kolaydir (Simons, 2010). BAV ve YAV allerjisinin tant ve
tedavisine yonelik giincel kilavuza gore, yalnizca ar1 sokmasi sonrasinda sistemik
reaksiyon klinik ge¢misi olan hastalara tanisal test yapilmali ve yalnizca
Hymenoptera venomuna kars1 IgE aracili duyarlibik kaniti olanlara tani testi
uygulanmalidir. HVA'nin gilivenilir bir sekilde teshis edilmesi ¢esitli faktorler
nedeniyle karmasik hale gelmektedir. Genel popiilasyonda yiiksek oranda
asemptomatik Hymenoptera venomuna duyarliligi, suglu ar1 tiriinlin tespit
edilememesi veya test edilememesi, zaman iginde duyarlilik profillerinin kaybi1 ve

onu taklit eden kosullarinin tiimii yanlig taniya yol agabilir.

Hymenoptera venomuna karst klinikle iligkisiz duyarhiliklar genel yetiskin
poplilasyonun %27-40'inda ve cocuklarin %50'sine goriilebilir. Bu nedenle ar1
sokmasini takiben sistemik allerjik reaksiyon ile tutarli semptomlarin ortaya cikip

c¢ikmadiginin agikliga kavusturulmasi 6nemlidir.
10



Cogu zaman sistemik reaksiyondan sorumlu olan ari tiirii tanimlanamamaktadir. Ari
tiirii tanimlandiginda, genel popiilasyonun Hymenoptera'yr dogru sekilde tanimlama
yeteneginin sinirlt oldugu unutulmamalidir. Klinik olarak ilgili duyarliliklarin tespit
edilememesi riskini en aza indirmek i¢in, venom duyarliligin1 dogru bir sekilde

tanimlayan giivenilir tanisal testler onemlidir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Anafilaksiyi taklit eden semptomlara neden olabilecek durumlar (Ring ve
ark., 2014)

No | Semptomlar

1 Kardiyak aritmiler

2 Hipertansif kriz

3 Pulmoner emboli

4 Astim

5 Trakeobrongiyal tikaniklik

6 Karsinoid sendromu

7 Feokromositoma

8 Hipoglisemi

9 Dissosiyatif bozukluklar ve doniisiim (6rn. Globus hystericus)
10 | Somatoform bozukluklar (6rn. psikojenikdispne, “ses teli islev bozuklugu™)
11 | Nobet bozukluklar

12 | Kalitsal/edinilmis anjiyo6dem

13 | Zehirlenme (alkol, opioidler, histaminoz)

2.1.7. Toksik (Bagisiklik Dis1) Reaksiyon

Diger bir semptom tiirli, ayn1 anda bir¢ok ar1 tiirii tarafindan sokulan hastalarda
ortaya ¢ikan ve semptomlarinin tanimina dayanan genellestirilmis toksik (bagisiklik
dis1) reaksiyondur. Semptomlar; rabdomiyoliz, kalp kasina zarar, karaciger veya
bobrek fonksiyon bozuklugu, hemolitik anemi, kanama diyatezi ve yaygin damar ici
pihtilasma sendromudur. Besinci semptom siniflandirmasi ¢ok nadir, atipik
reaksiyonlart igerir (6rn. serum hastaligi, vaskiilit veya Guillain-Barre sendromu).
Anafilaksi sirasinda kardiyak aritmiler ve akut koroner sendrom ortaya cikabilir.
Ayrica, allerjik miyokard enfarktiisii (Kounis sendromu) olarak adlandirilan, damar
duvarindaki mast hiicrelerinden salinan aracilarin etkisi altinda koroner arterlerin
daralmasindan kaynaklanan spesifik bir anafilaksi sekli de vardir. Cok sayida ari
sokmasindan kaynaklanan serum hastalii benzeri reaksiyonlar veya toksik
reaksiyonlar gibi olagandisi Hymenoptera sokmasi reaksiyonlart herhangi bir teshis

calismasi gerektirmez (Przybilla ve ark., 2011) (Tablo 2.1.5.).
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2.1.8. Immiinoglobulin E (IgE) Aracihi Sistemik Reaksiyonlar

Allerjik bireylerde tek bir sokma, ciddi ve 6liimciil reaksiyonlara yol agabilmektedir.
Bu IgE aracili reaksiyonlar, duyarliligim ilk adimina baghdir. Sokma yoluyla
venomla kargilasma sirasinda venom allerjenleri viicuda girer. Dendritik hiicreler, B
hiicreleri veya makrofajlar gibi antijen sunan hiicreler, allerjenleri saf CD4+ T
hiicrelerine dahil eder, isler ve ardindan sunar. Bu T hiicreleri ya Thl, Th2 ya da
Th17 efektor hiicrelerine farklilasir ya da diizenleyici T hiicreleri (Treg) olarak
diizenleyici bir islev iistlenir. B hiicresi smifi degisimi ve IgE {ireten plazma
hiicrelerine farklilagsma, olgun Th2 hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 ve IL-13
sitokinleri tarafindan indiiklenir. Duyarlilagmanin ardindan, mast hiicrelerinin
yiizeyindeki yiiksek afiniteli 1gE reseptorii (FceRI) ve allerjene 6zgii IgE antikorlar
yiiklii bazofiller, allerjenlerle daha sonraki bir karsilasma sirasinda ¢apraz baglanirsa
gercek allerjik reaksiyon meydana gelebilir. Bu da mast hiicrelerinin ve bazofillerin
degraniilasyonuna ve histamin, proteazlar, sitokinler ve lipit aracilar1 gibi
proinflamatuar bilesiklerin salgilanmasina yol agar. Immiinolojik aktif bilesiklerin bu
karisimi duyarli hastalarda allerjik semptomlarin tetiklenmesine yol agar (Blank ve

ark., 2010).

Sistemik reaksiyonlar; hafif (lirtiker veya anjiyoddem gibi genel cilt semptomlart),
orta (0rn. dispne, gastrointestinal semptomlar veya bas donmesi) veya siddetli (6rn.
biling kaybi, anafilaktik sok, solunum veya kalp durmasi) olabilir. Dikkat edilmesi
gereken nokta, iki farkli zamandaki sokma reaksiyonlarimin siddeti arasinda gerekli
bir korelasyonun bulunmadigidir. Daha 6nce HVA 6ykiisii olmayan duyarl kisilerde

sistemik reaksiyon riski %3,3 ile %5 arasindadir (Sturm ve ark., 2015).

En kotii sistemik reaksiyon olan anafilaksi, en az iki organ sisteminin etkilenmesi ile
karakterizedir. En sik etkilenen organlar deri ve mukoza olup bunu kardiyovaskiiler
sistem takip etmektedir. Hastalarin iicte birinde gastrointestinal semptomlar ortaya
c¢ikar. Tiim anafilaksi vakalarinin %0,7 ila %2'sinin fatal oldugu ve ar1 sokmalarina
bagli anafilaktik Sliimlerin ¢ogu vakada maruziyetten sonraki 15-20 dakika i¢inde
meydana geldigi rapor edilmistir. Sistemik reaksiyonlar genellikle sokmadan 10 ila
30 dakika sonra baslar ancak ayn1 zamanda daha hizli (6rnegin mast hiicre bozuklugu

olan kisilerde) veya daha yavas (1-4 saat) ortaya c¢ikabilir. Ancak ikinci durumda
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yasami daha az tehdit eder. Semptomlarin siddeti; mast hiicre bozukluklari, fiziksel
efor, erkek cinsiyet veya ileri yas gibi farkli risk faktorleri tarafindan artirilabilir

(Pumphrey, 2004; Worm ve ark., 2018).

2.1.9. Eszamanh Mast Hiicre Bozuklugu Olan Hastalarda IgE Aracih

Reaksiyonlar

Mastositoz gibi mast hiicre bozukluklari, Hymenoptera venomuna kars1 ciddi allerjik
reaksiyonlar i¢in bir risk faktoriidiir. Mastositoz, mast hiicrelerinin deri, kemik iligi
ve diger dokularda ¢ogalmasi ve birikmesi ile karakterize, klonal ve heterojen
(kutanoz, sistemik ve nadir alt tipler) bir hastaliktir. Mastositoz siklikla somatik c-kit
D816V mutasyonunu ve yiiksek serum triptaz seviyelerini igerir (Valent ve
ark.,2007). HVA'l1 hastalarda mastositoz prevalansi %7,9'a kadar ¢ikabilir ve bu oran
genel popiilasyona gore anlamli derecede yliksektir. Benzer sekilde HVA
mastositozlu hastalarin yaklasik %30'unda anafilaksiye neden olur. Daha yiiksek
insidansa ek olarak, mast hiicre bozukluklar1 ile ar1 sokmasina bagli anafilaksi
siddetinin artmasi arasinda giiclii bir iligski olduguna dair ikna edici kanitlar da vardir.
Sistemik mastositozlu hastalarda anafilaktik reaksiyonlar, vakalarin cogunda
anjiyoddem ve eritem olmamasi ve biling kaybma yol acan hipotansiyon gibi
kardiyovaskiiler semptomlarin baskin olmasi ile karakterize edilir. Ispanyol
Mastositoz Ag1 (REMA), cilt lezyonlar1 yoklugunda mast hiicre aktivasyonu
semptomlariyla bagvuran hastalar arasinda sistemik mastositozu 6ngérmek i¢in hem
yiikksek duyarlilik hem de 6zgiilliik ile iliskili basit bir klinik skor olusturmus ve
dogrulamistir. Mastositoz hastalarinda anafilaktik reaksiyonlarinin, mast hiicresi
degraniilasyonunun potansiyel farmakolojik mekanizmalar1 nedeniyle sIgE (Alvarez-
Twose ve ark., 2012; Gonzalez-de-Olanove ark., 2011) yoklugunda da ortaya ¢iktig1
daha once diisliniilmiistiir. Ancak tanisal ¢alismalarda yeni degerlendirme yontemleri
ve parametrelerinin kullanima sunulmasiyla bu tarihi tanisal bosluk kapatilmis ve
hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda sIgE tespit edilebilmektedir. Yakin zamanda yapilan
bir caligma, YAV allerjisi olan mastositoz hastalarinda, ozgiilliikkte belirgin
degisiklikler olmaksizin pozitif sIgE tespiti i¢in cut-off (kesme) degerinin
diislirilmesiyle tanisal duyarliligin iyilestirilebilecegini gostermistir (Vos ve ark.,
2015). Burada 0,17 kUA/I'lik bir kesim kabul edilebilir bir duyarlilik ve 6zgiillik

vermigstir (sirastyla %83,6 ve %85,0). Gergekten de mast hiicre hastaliklarinin
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varligina bakilmaksizin, 0,1 ila 0,35 kUA/] arasindaki sIgE diizeylerinin, klinik
Oykiisii agik olan hastalarda anlamli oldugu disiiniilmelidir. Baslangi¢ sistemik
reaksiyonlar1 siddetli olan ve mastositozu olan ve/veya serum triptaz yiiksekligi
(>11,4 ng/ml) olan hastalarda VIT daha az koruyucu olabilir. Bu nedenle giivenlik
acisindan bu hastalarda siirenin uzatilmasi gerekir; 6miir boyumu verilmesi gerektigi

ya da hangi tedavi siiresinden sonra kesilmesi gerektigi belirsizligini korumaktadir.

2.1.10. Asemptomatik Duyarlanma ile Gelisen Reaksiyonlar

Popiilasyonun %9 ila %29'u, daha 6nce herhangi bir klinik sokma reaksiyonu 0ykiisii
olmaksizin Hymenoptera venomuna kars1 duyarli hale gelmistir. {lgingtir ki, sIgE'nin
varlig1r mutlaka klinik olarak anlamli venom allerjisi anlamina gelmez. Bu hastalarin
cogunda duyarliligin asemptomatik olmasi muhtemeldir ve dolayisiyla klinik 6nemi
yoktur. Ancak gelecekteki bir sokmaya tepki verme olasiligi tamamen goz ardi
edilemez. Bugiline kadar bu vakalarin nasil etkili bir sekilde yonetilecegine dair

higbir gosterge mevcut degildir (Blank ve ark., 2018).

2.1.11. Olagandis1 Reaksiyonlar

Hymenoptera sokmalarina kars1 iyi tanimlanmis allerjik reaksiyonlara ek olarak, son
derece nadir ve olagandis1 cesitli reaksiyonlar meydana gelebilir. Ornekler arasinda
serum hastalifi benzeri belirtiler, trombositopenik purpura, hemolitik anemi,
Schonlein-Henoch purpurasi, Guillain-Barré sendromu, vaskiilit, glomeriilonefrit ve
demiyelinizasyona bagli norolojik komplikasyonlar sayilabilir (Reisman, 2005). Bu
alisilmadik reaksiyonlarin ¢cogunun patogenezi belirsizligini koruyor ancak toksik,

otoimmiin ve tip II ve III agir1 duyarlilik reaksiyonlarini kapsayabilir.

2.2. Hymenoptera Takim ve Ozellikleri

2.2.1. Hymenoptera

Hymenoptera ar1 grubu Apidae ve Vespidae alt gruplarini ve ayrica bu incelemenin
kapsami disinda kalan Formicidae'yi igermektedir. Apidae, Apis mellifera (bal
arilar1) ve Bumble bee (bombus arilar1) tiirlerini igerir. Vespidae, Vespula spp.
Vespula vulgaris (yaban aris1) ve Polistes tiirlerini (kagit yaban arisi) igerir (Krishna

ve ark., 2011; Tan, 2013). Bal aris1 sokmalar1 daha fazla venom enjekte ederler. Bal

14



arilar1 50-140 mikrogram venom enjekte ederken yaban aris1 her sokmada yaklasik 3
mikrogram venom verir. Bal arilar bir kez sokabilir ama yaban aris1 birden ¢ok kez
sokma kapasitesine sahiptir. HVA lokal, biiyiik lokal (>10 cm c¢apinda), sistemik
reaksiyonlar ve potansiyel olarak yasami tehdit eden anafilaktik reaksiyonlara neden
olabilir (Ludman ve Boyle, 2015) (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Bal ve yaban arilar1 arasindaki ayirici 6zellikler

Bal Aris1 (Apis mellifera) Yaban Arist (Vespula spp.)
Kovanin disinda oldukg¢a sakindir Oldukga agresiftir
Ilkbahar ve yaz mevsiminde goriiliir Yaz ve sonbahar mevsiminde goriiliir

Igne ve venom kesesini genellikle ciltte | Igne ve venom kesesini genellikle ciltte
birakir birakmaz

Kovan ¢evresinde ve ¢igeklerin etrafinda | Yiyeceklerin ve ¢oplerin ¢evresinde
goriiliir goriiliir

Venom allerjisinin teshisinde temel unsur, hastay1 sokan ar1 tiiriiniin tanimlanmasadir.
Bu nedenle Hymenoptera ar1 tiirlerinin taksonomisini bilmek goriiniislerini ve
Ozelliklerini belirlemek oOnemlidir (Tablo 2.3. ve Sekil 2.3.). Avrupa'da an
sokmalarindan sonraki allerjik reaksiyonlarin c¢ogu, Apidae ve Vespidae
familyalarina ait ar1 tlirlerinden kaynaklanir. Cok nadiren Formicidae familyasindan
kaynaklanan allerjik raksiyonlar goriilebilir. Sekil 2.3.” de hymenoptera taksonomisi

gosterilmistir.

Hymenoptera venomuna kars1 allerjik reaksiyonlarin, ¢esitli biyobelirtecler ve tam
araclar1 (Sekil 2.7.) yoluyla atanabilen farkli endotipler ve fenotipler halinde
siiflandirilmasi, hastalar icin bireysel risk smiflandirmasina ve kisisellestirilmis

tedavi stratejilerine olanak tanir
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Hymenoptera
Stper Aile ,—_ Vespoidea —1
Alle Vespidea Formicidae Apidae

Alt Aile Vespinae Polistinae Mymicinae Mymeclinae Ponerinae Apinae Bombinae

Cins Vespula Vespa Dolicho-vespula Polistes Polybia Solenopsis  Myrmecia | Pachycondyla Apis Bombus

Tar V. vulgaris V. crabro - D. maculata P.dominula P, paulista S.invicta | M. pilosula  P.chinensis A. mellifera | B. terrestris

Sekil 2.3. Hymenoptera taksonomisi

2.2.2. Hymenoptera Venomu ve Epidemiyolojisi

Hymenoptera venomu arilarin karin boslugunda bulunan bezler tarafindan salgilanir.
Arilar ve diger tiirler venomu ¢ogunlukla yirtici hayvanlara kargi savunma amaciyla
kullanirlar. Dolayistyla Hymenoptera venomu davetsiz misafirin viicudunu etkileyen
farkli biyoaktif molekiillerin karmasik karisimlaridir. Bu kokusuz, seffaf ve asidik
stvilar biyojen aminler, bazik peptidler ve proteinlerden olusur ve bunlarin ¢ogu
enzimatik aktiviteye sahiptir. Ayrica venomlar; sekerler, fosfolipitler, feromonlar,
ucucu bilesikler icerir ve yaklasik %80'1 sudan olusur (Khalil ve ark., 2021). Su ana
kadar incelenen en iyi Hymenoptera venomu BAV’dir. Ar1 venomunda bulunan
birka¢ yiiz protein ve peptid tanimlanmis olmasina ragmen, tam bilesimi hala
tanimlanmamugstir. Simdiye kadar BAV’1n en az 18 bilesiginin biyolojik aktiviteye
sahip oldugu rapor edilmistir (Abd El-Wahed ve ark., 2019). Bunlar arasinda venoma
maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikan allerjik reaksiyonlardan sorumlu olan 12 allerjen
bulunmaktadir. Diger Hymenoptera ar1 tiirlerinin venomlarinda; Vespula vulgaris ve
Polistes dominula venomlarinda bes allerjen ve Vespa Crabro ve Bombus terrestris

venomunda iki allerjen tespit edilmistir.

Yasam boyunca Hymenoptera ar tiirleri tarafindan sokulma prevalansi erigkinlerde
%56,6 ile 94,5, cocuklarda ise 14 yasina kadar %37,5 arasinda degismektedir. Pozitif
deri prik testi (DPT) veya sIgE pozitifligi ile gosterilen duyarlilik orani yetiskinlerde
%9,3 ile %?28,7 arasinda degismektedir. Bir calismada cocuklarda DPT ile
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Hymenoptera an tiirlerine (¢cogunlukla bal aris1) %3,7 pozitiflik tespit edilmistir
(Jennings ve ark., 2010).

Avrupa'daki epidemiyolojik c¢alismalarda sistemik sokma reaksiyonlarinin orani
eriskinlerde 90,3 ile %7,5 arasinda degismektedir. Bu reaksiyonlar arasinda
anafilaktik sok sikligi %0,6 ile %42,8 arasindadir (Novembre ve ark., 1998).
Sistemik reaksiyonlarin %70 kadarinda solunum ve kardiyovaskiiler semptomlar
ortaya cikabilir. Bu genis aralik, anafilaksinin tanimi konusunda fikir birliginin
olmayisini, veri toplama tekniklerindeki farkliliklar1 ve farkli iklim kosullarinda ar
sokmalarina maruz kalma derecesinin degiskenligini yansitmaktadir. Cocuklarda
sistemik reaksiyonlarin goriilme siklig1 ¢ok daha diisiik olup %0,15 ile %3,4 arasinda
degismektedir (Novembre ve ark., 1998). Ayrica ¢ocuklarda sistemik reaksiyonlarin

yaklagik %60'1 hafiftir ve sadece ciltle sinirlidir.

Aricilar, bal aris1 sokmalarina karsi allerjik reaksiyonlarin gelismesi agisindan hassas
ve yliksek riskli bir popiilasyondur. Bunda spesifik grupta sistemik reaksiyon oranlari
genel popiilasyona gore daha yliksektir ve %14 ile %38 arasinda degismektedir.
Yilda 200'den fazla ar1 sokmasina maruz kalmak sistemik reaksiyona karsi neredeyse
tamamen koruyucu iken, yilda 25'ten az sokmaya maruz kalmak %45'lik bir sistemik

reaksiyon oraniyla iligkilidir (Muller, 2005).

2.2.3. Bal Aris1 Venomu Allerjenleri

Diinya Saglik Orgiitii'niin Allerjen Isimlendirme Alt Komitesi (WHO/IUIS), bilinen
allerjenleri smiflandirmak icin bir yontem olusturmustur. Bu sistem cinsin ismine,
belirli bir allerjenin izole edildigi tiire ve sirayla rapor edilen allerjenleri isaretlemek
icin kullanilan numaraya dayanmaktadir. Bal arisindan (Apis mellifera) elde edilen
toplam 12 allerjenik fraksiyon bilinmektedir ve bunlar WHO/IUIS un resmi allerjen
veri tabaninda bulunabilir. Bu allerjenlerin 11 kadar1 ar1 venomundan gelir (Api m1-
10, Api ml2), iki allerjenik izoform ise ari1 siitii iireten bezlerden gelen ar
salgilarindan elde edilir (Api m 11a(0101) ve Api m 11b(0201)). Ar1 venomu bezleri,
proteinler, peptitler, amino asitler, fosfolipitler, sekerler, biyojen aminler, ugucu
bilesikler, feromonlar ve %80’e¢ yakin su igerigi igeren bilesiklerin karmasik bir

karisimi olan venom tiretir (Hossen ve ark., 2016).
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BAV proteinlerinin bilesimi, en az 113 tanimlanmis protein ve peptidi icermektedir.
Bu kompleksite, N-glikosilasyon bolgeleri ve proteinlerin heterojenligi (6rn. Api m1
veya Api m6) (Blank ve ark., 2011; Peiren ve ark.;2006) tarafindan daha da arttirilir.
Ar1 venomunun allerjenik bilesenleri, molekiil agirlig: 3 ila 200 kDa arasinda degisen
enzimler ve glikoproteinlerdir. BAV ayni zamanda lokal toksisite gosteren
feromonlar ve peptidler de dahil olmak iizere ¢ok sayida kiigiik molekiilli madde
igerir. Biyolojik rolleri agisindan, venomda tanimlanan allerjenler major ve daha
zay1f allerjenlere ayrilir; allerjik kisilerin %50'sinden fazlasinin, venomun belirli bir
bileseni icin pozitif sIgE antikorlarina sahip olacagi varsayilarak, bunlar arasinda
ayrim yapilmasia yonelik bir kriter olarak kabul edilir (Alvarez-Cuesta ve ark.,
2006). Feromonlar iletisim i¢in kullanilan bilesiklerdir (6rn. diger arilara yakin
tehlike ve kendilerini savunma ihtiyaglar1 hakkinda bilgi aktarirlar). Ote yandan,
BAV’un ana bileseni hyaluronidaz asit, fosfataz ve fosfolipaz A2 gibi enzimatik
proteinlerin yani sira melittin, secapin, MCD-peptid, apamin (bir norotoksin olan)
gibi peptitler ve enzimatik olmayan proteinler prokamin ve miniminden olusur.
Allerjik reaksiyonlar agisindan bakildiginda: fosfolipaz A2 (Api ml) sitotoksik
etkiye sahip bir enzimdir. Hyaluronidaz (Api m2), asit fosfataz (Api m3) ve melittin
(Api m4) kalp atis hizin1 uyarabilen ve olumsuz yonde etkileyebilen hemolitik
Ozelliklere sahip enzimlerdir. BAV’in diger bilesenleri arasinda vazoaktif aminler
bulunur bunlar sirasiyla agriya neden olan ve kan basincini diisiiren histamin, lokal
olarak yiiksek sitotoksik potansiyele sahip olan ve birden fazla ar1 sokmasi
durumunda kapsami artabilen dopamin ve katekolaminler. Potansiyel glikosilasyon
bolgelerinin sayist da dahil olmak tlizere hymenoptera allerjenlerine genel bakis

Tablo 2.4.'de sunulmustur.

Baslica Apidae venomu allerjenleri sunlart igerir (Burzyn ska ve Piasecka

kwiatkowska, 2021):

* Api m1: BAV’1n ana allerjenlerinden biri olan yaklasik 16 kDa molekiiler agirliga
sahip bir enzim proteini olan bir fosfolipaz A2'dir (EC: 3.1.1.4) (kisa adi: bvPLA2).
BAV’m kuru agirhiginin %10-12'sini fosfolipaz A2 olusturur ve bilinen en aktif
fosfolipazdir. Fosfolipaz A2, 128 amino asit kalintisindan olusan tek bir zincirden
olusur ve bagh karbonhidrat kalintilar1 igerir. Bu proteinin venoma salgilanmasi
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mevsimsel bir diizen izler. Bu varyasyon melittin varyasyonu ile senkronizedir (yani
tiretimleri ayn1 hizda artar) (Ferreira ve ark., 2010). Api m1'in allerjik etkisi hiicre
zan lipitlerinin parcalanmasinda rol oynayan bir enzimin aktivitesiyle iliskilidir.
Salgilanan fosfolipaz A2 enzimine uygun tigiinciil yapisini stabilize eden yaklasik 6-
8 disiilfit kopriisii iceren, molekiiler agirligi 14 ila 18 kDa olan enzim proteinleridir
(Cezmi ve Mubeccel, 2011). Fosfolipaz A2, 3-sn-fosfogliseridlerdeki 2-asil
gruplarinin kalsiyuma bagimli hidrolizini katalize eden asil hidrolazlara aittir. Bu
reaksiyon sirasinda yag asitleri (6rnegin arasidonik asit) ve lisofosfolipid olusarak
hiicre zar1 yapisinin bozulmasina neden olur. Bu enzimler merkezi sinir sisteminde
ikincil haberciler olarak gdrev yapabilen aragidonik asit metabolitleri gibi hiicre igi
eikosanoid sinyal molekiillerinin olusumundan sorumludur. Salgilanan fosfolipazlar
ayrica endositoz ve ekzositoz siirecinde ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinde rol oynar. Fosfolipazlarin enzimatik aktivitesinin etkisi altinda
membran fosfolipidlerinin hidrolizi meydana gelir ve membran potansiyelini
kaybederek Ca2+ iyonlarina kars1 gecirgen hale gelir. Sitoplazmada Ca2+ iyonlarinin
konsantrasyonundaki bu artis mitokondriyal fonksiyonda bozulmalara neden olur.
Arn venomuna allerjisi olan bireylerin %97'sinin serumunda Api ml'e sIgE
antikorlar1t mevcuttur. Api ml, test edilen bal 6rneklerinde tanimlanan ilk allerjenik

fraksiyondur (Erban ve ark.,2019).

* Api m2: WHO/IUIS smiflandirmasina gore 44 kDa molekiiler agirliga sahip,
hyaluronidaz aktivitesi gosteren ve 382 amino asit igeren bir protein olan
hyaluronidazdir (EC: 3.2.1.35) (kisa adi: Hya). Api m2 BAV’in kuru agirliginin
yalnizca %]1-2'sini olustursa da ikinci ana allerjeni olarak kabul edilir.
Hyaluronidazlar hyaluronik asidin par¢alanmasindan sorumlu olan dolayisiyla bag
dokusunun gecirgenligini artiran ve viicut sivilarinin viskozitesini azaltan bdylece
toksinlerin ve enjekte edilen sivilarin yayilmasimi kolaylastiran enzimlerdir.
Hymenoptera venomunda bulunan hiyaliironidaz anafilaktik sok da dahil olmak
tizere allerjik reaksiyonlara neden olabilir. Ar1 venomu allerjisi olan popiilasyonun
yaklagsik yarisinda hyaluronidaza 6zgii IgE antikorlar1 vardir. Bal ve yaban arisi
hiyaliironidazinin yapilarinin benzerliginden dolay1 bu allerjen her iki ar1 tiiriiniin
venomuna kars1 yonlendirilen sIgE antikorlari ile capraz reaksiyonlarin ana nedenidir

(Markovic -Housley ve ark., 2000). Ancak bazi yazarlara gére, BAV ve YAV
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arasindaki IgE antikorlarinin ¢apraz reaktivitesi, hyaluronidazlarin benzer yapisindan
degil daha ziyade BAV ve YAV tarafindan salgilanan ¢apraz reaksiyona giren ¢apraz
reaktif karbonhidrat belirleyicileri (CCD) ile reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir.
Hymenoptera venomuna allerjisi olan kisilerde anti-CCD IgE insidansi1 genellikle
%20'den fazladir. Yaban aris1 hiyaliironidazi iki izoformda mevcuttur: Ves v2.0101

ve Ves v2.0201.

« Api m3: Fosfomonoesteraz olarak da bilinen histidin asit fosfataz ailesine (EC:
3.1.3.2) ait asidik ortamda optimum aktivite sergileyen 43 kDa agirliginda bir protein
olan venom asit fosfataz Acph-1'dir (pH 4,4-4,8). ilk kez 1960'l yillarda Benton
tarafindan BAV’u tanimlanmistir. Allerjen 373 amino asit igerir ve 3 potansiyel N-
glikosilasyon bolgesi ve 2 disiilfit bagi icerir (Grunwald ve ark., 2006). Proteinin
izoelektrik noktas1 5.64'tliir. BAV da tespit edilen asit fosfataz, yiiksek sicakliklara
dayanikli asidik bir proteindir. Hyaluronidaza (Api m 2) benzer sekilde ari
venomunda da az miktarda bulunur ve venomun yalnizca %1-2'sini olusturur. Asit
fosfataza karsi antikorlar, allerjisi olanlarin %60'inda tespit edilir. Asit fosfataz,
fosforik asitin monoesterlerinin ve anhidritlerinin hidrolizini katalize eden bir
enzimdir. Api m1l ve Api m2 en gii¢lii venom allerjenlerinden biri olarak kabul edilir.
Asit fosfataz, duyarli bazofilleri histamin salmalar1 igin uyarabilir, ancak etkisinin

mekanizmasi tam olarak agiklanmamaistir (Hoffman, 2006).

e Api m4: Api m4 bir melittindir (kisa adi: MEL/MLT) [1.C.18.1.1], hidrofobik
yapida (hidrofilik C terminali hari¢) 3 kDa'lik diisiik molekiiler agirliga sahip
sitotoksik 26 amino asitli bir peptiddir. Trans konformasyonunun ana form oldugu
56-Leu-Pro-57'deki cis-trans izomerizasyonundan dolay1 iki formda bulunur (Brown
ve ark., 1980). Melittin, giiclii hemolitik ve antimikrobiyal aktiviteye sahip, ari
venomunda bulunan ana toksindir. Ar1 venomunun agirliginin ana bilesenidir ve kuru
agirhginin  yaklasik yarisint (%40-60) olusturur. Api m4, fosfolipaz A2 veya
hyaluronidazinkinden ¢ok daha diisiik allerjenik 6zelliklere sahiptir. Melittin, hiicre
zarlarinin lipit tabakasina etki eder ve giiglii litik 6zelliklere sahiptir. Bu peptid
fosfolipaz A2 ile sinerjistik etki gosterir. Melittin, lipit ¢ift katmanina baglanarak
yapisint bozar bu da membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A2'nin enzimatik etkisine
duyarli olmasina neden olur. Sonug olarak bu fosfolipidler hiicre lizisine neden olur
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(eritrosit hemolizinden sorumludurlar). Api m4 ayni zamanda agriya neden olan ana
bilesiktir. Plazma zar fosfolipaz A2'yi aktive etme yetenegi ve gbzenek olusturucu
aktivitesi nedeniyle birincil nosiseptor hiicrelerini dogrudan ve dolayli olarak aktive
ederek agriya neden olur (Chen ve ark., 2016). Ar1t venomu tam olarak melittin
varligindan dolay1 bakteriyostatik ve bakteri yok edici 6zelliklerle karakterize edilir.
Ayni zamanda ar1 sokma bolgesindeki lokal inflamasyon ve agri hissinden de
sorumludur. Bu proteinin venoma salgilanmasi mevsimsel bir diizen izler. Bu
varyasyon fosfolipaz A2 varyasyonu ile senkronizedir (yani iiretimleri ayn1 oranda
artar). Ar1 venomuna allerjisi olan hastalarin %25-50'sinin serumu Api m4'e karsi
antikorlar igerir (Hoffman, 2006). Api m4 analiz edilen bal tiirlerinden yalnizca

birinde tespit edilmistir.

Api m5: Api m5 dipeptidil peptidaz IV aktivitesine sahip, molekiil agirligi 100 kDa
olan bir proteindir. Bu enzimin YAV’da (Vespula vulgaris) bulunan enzime yapisal
benzerliginden dolayr Ves v3 adim alir ve an tiirleri arasindaki allerjenik ¢apraz
reaksiyonlarin (hyaliironidazdan sonra) ikinci en yaygin nedenidir (Hoffman, 2006).
Dipeptidil peptidaz IV, armin vendz kanalinda promelitinin melittine
dontistiiriilmesinden ve ar1 sokmalarii takiben bagisiklik hiicrelerinin kemotaktik
aktivitesinin modiile edilmesinden sorumludur. Allerjen C olarak da bilinen Api
m5'in, cogu BAV allerjisi olan hastalarda sIgE tarafindan tanmman baska bir major
allerjen olmas1 muhtemeldir. Ancak Api m1, Api m2, Api m3 ve Api m4 dahil olmak
tizere diger 6onemli ar1 venomu allerjenleriyle capraz reaksiyona girmez (\Wachinger
ve ark., 1992). Ves v3 ve Pol d3 ile yiiksek capraz reaktivite gosteren basglica
allerjenlerdir.

Antijen 5: Antijen 5 neredeyse tiim Vespoidea ar1 tiirlerinin venomunda bulunan bir
allerjendir. Ves v5 yaban aris1 ve Pol d5 kagit esek arisi venomunda bulunur. Islevi
heniiz bilinmiyor. Ancak oldukga allerjen oldugu ve capraz reaksiyonlara neden
oldugu bilinmektedir. Antijen 5, BAV ve YAV allerjisini ayirt etmek icin allerjen

komponent testi i¢in anahtar bir unsurdur (Blank ve ark., 2020).

Diger Apidae venom allerjenleri kiiciik allerjenlerdir:
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Api m6: Arn venomunun kuru agirliginin yalnizca %1-2'sini olusturur ve ari
venomunun en zayif allerjenlerinden biri olarak kabul edilir. Cilinkii bu allerjene karsi
sIgE antikorlarinin varligi, venom allerjisi olan insanlarin kan serumunda %40'tan
azinda bulunur (Brown ve ark., 1980). Bir serin proteaz inhibit6riiniin aktivitesine
sahip, 8 kDa'lik bir kiitleye, diisiikk molekiiler agirliga ve 4 izoformdan (Api m6.01 ila
6.04) olusan 9.7 izoelektrik noktaya sahip bazik bir proteindir. Bu allerjenin bireysel
izoformlari, 67 amino asitten olusan karakteristik bir merkezi dizilis ile benzer
molekiill agirliklarina ve birincil yapilara sahiptir. Amino ve karboksil
terminallerinde bulunan 6'ya kadar amino asit bakimindan farklilik gdosterirler.
Polipeptit zincirinde, 5 disiilfit bagi olusturan ve sIgE tarafindan taninan bir epitop
olan kanonik inhibitorlerin dongii karakteristigini stabilize eden 10 sistein kalintis
vardir. Ar1 venomundan tim Api m6 izoformlar1 esmolar miktarlarda bulunur ve
allerjik reaksiyonlarda benzer bir rol oynar (Michel ve ark., 2012). Varsayilan
proteaz inhibitdriidiir. Venomun kuru agirhigimin yalnizca %1-2'sini temsil eder ve en

zayif ar1 venomu allerjenlerinden biri olarak kabul edilir.

Api m7: Proteaz aktivitesine sahip 39 kDa molekiiler agirlikli bir proteindir. Zincir
serin proteaz benzeri (SPL) ve CUB alan1 (CUB-proteaz) olmak {tizere iki alan
olusturan 245 amino asitten olusur. Api m7'nin yapisi, CUB alaninin dogal
substratlarla etkilesime girdigini, SPL alaninin ise zimojenleri aktive etme
olasiliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Api m7 yiiksek IgE baglanma aktivitesi
gosterir. Ar1 venomu allerjisi olan kisilerin serumlarinin %80 kadari, 39 kDa
fraksiyonuyla immiinoreaktiviteyi dogrulamistir (Winningham ve ark., 2004). Ek
olarak, test edilen tiim bal tiirlerinde Api m7 (CUB serin proteaz) analoglarinin

varligini gosteren bir analiz yapilmistir (Simons, 2010).

Api m8: 70 kDa molekiiler agirliga sahip B tipi karboksilesteraz/lipaz ailesine ait bir
karboksilesteraz-6'dir (EC: 3.1.1.1). Proteini 536 amino asitten olusur 4 pozisyonda
glikozile edilir ve ayrica iki disiilfit kopriisiine sahiptir. Api m8 ar1 venomunun ihmal
edilebilir bir kismidir ve %]1'den azmi olusturur ve islevi heniiz tam olarak
aciklanmamistir (Matysiak ve ark., 2013). Ote yandan ar1 venomuna allerjisi olan 28
Kisiden alinan serum numunelerinin %46's1, rApi m8.0101 ile reaksiyona giren IgE
icermektedir. (Api m8 Allergen Details. (Erisim tarihi: 23 Eyliil 2023).
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Api m9: S10 peptidaz ailesine ait bir venomlu serin karboksipeptidazdir (EC:
3.4.16.5). Protein 449 amino asitten olusur ve 5 N-glikosilasyon bolgesine sahiptir
(Venom Serine Carboxy peptidase Precursor Apis Mellifera (Honeybee). (Erisim
Tarihi: 23 Eylil 2023). Api m9un immiinojenik oOzelliklerine iliskin bilgi

bulunmamaktadir.

Api m10: Ilk olarak Peiren ve arkadaslari tarafindan tanimlanan, 223 amino asitten
olusan, molekiiler agirlig1 50-55 kDa olan glikoproteindir. Api m10 i¢in Gnerilen
isim, Yunan mitolojisindeki “Icarus” ile cins ad1 “Apis”i birbirine baglayan ve onun
kararsiz dogasint ve hizli bozunmasin1 gdsteren yapay bir terim olan icarapine'dir
(VanVaerenbergh ve ark., 2015). Icarpin, karbonhidrat acisindan zengin olan bu
protein, yalnizca ar1 venomu allerjisinin teshisinde degil ayni zamanda
immiinoterapide de tasidigi Onem nedeniyle Onemli bir allerjen olarak
tanimlanmaktadir. Ek olarak, c¢apraz reaksiyona giren CCD bikarbonat
kalintilarindan bagimsiz aktiviteye sahip bir allerjendir bu da onu ar1 venomu
allerjisinin tanisinda kullanilacak potansiyel olarak ¢ok Onemli bir unsur haline
getirmistir. Api m10'un en iyi bilinen iki izoformu varyant 1 ve 2'dir; bunlarin her
ikisi de CCD’lerden bagimsiz IgE reaktivitesini gosterir. Venom bezinde bulunan
illave yedi Api ml0 allerjen izoformu yakin zamanda tanimlanmistir
(VanVaerenbergh ve ark., 2015). VIT, bazi terapétik ekstraktlarda yeterince temsil
edilmemesi nedeniyle Api m10a allerjisi olan hastalarda etkisiz olabilir.

Api m11l: iki izoformda olusur: 65 kDa molekiiler agirliga sahip major ar siitii
proteini (MRJP) 8 (Api m 11.0101a) ve 60 kDa molekiiler agirliga sahip MRJP9’dir
(Apt m11.0201a). MRJP, su ana kadar yalnizca tiim ar siitii proteinlerinin %90'n1
olusturan Apis cinsinde tanimlanan, olduk¢a homolog proteinlerden olusan bir
ailedir. Ar siitii, is¢i arilarin salg1 bezleri tarafindan tretilen ve larvalar1 beslemek
i¢cin kullanilan, 400 amino asitten olusan ve alt1 adet N-glikosilasyon bolgesi igeren
bir maddedir. MRJP9, ii¢ N-bagl glikosilasyon bdlgesine sahip 403 amino asitten
olusur (Schmitzova ve ark., 1998). MRJP9, bal arisinin ii¢ farkli organinda bagimsiz
olarak tanimlanmistir: antenler, mandibular bezler ve venom kesesi. MRJP1' taniyan
insan IgE antikorlari, ar siitiine allerjisi olan hastalarin serumlarinda, ayni1 zamanda

ar1 venomuna allerjisi olan kisilerin serumlarinda (yanit verenlerin %38'1) ve
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solunum ve/veya sindirim allerjisi olan hastalarin %52'sinde mevcuttur (Thien ve
ark., 1996). Yazarlar, IgE antikorlarinin, ar siitii proteinleri ile ¢apraz reaksiyona
giren, yaygin olarak solunan allerjenlere yanit olarak ortaya ¢ikabilecegi sonucuna
vardi. Ar1 venomunda bu proteinin varliginin, en azindan bazi sIgE hastalarinda ar1
siitline kars1 allerjinin gelismesinden sorumlu olas1 faktorlerden biri olabilecegi
hipotezine yol agmistir. Sonug olarak, ar siitline allerjisi olan bazi kisiler (ar siitii ile
Oonceden temasi olmayanlar), ar1 venomunda bulunan MRJP9 ile temas yoluyla bir

allerji gelistirmis olabilirler.

Api m12: Molekiil agirligi 200 kDa olan bir vitellogenindir. Cogu hayvanda, hem
omurgasizlarda (bal arilar1 dahil) hem de omurgalilarda, vitellogenin oogenez
sirasinda yumurta sarisinin olusumunda rol oynar (Hayward ve ark., 2010). Bir
calismada tandem kiitle spektrometresine dayali protein dizilimi kullanarak BAV da
(Api m12) ve Vespula vulgaris'te (Ves v6) iki vitellogenin tanimladilar (Blank ver
ark., 2013). Her iki allerjenin rekombinant proteinleri glikosile edilmistir ancak CCD
icermez, ¢linkii a-1,3 ¢ekirdek N-glikan fukosilasyonuna 6zgii tavsan anti-HRP
serumu ile herhangi bir reaksiyon tespit edilmemistir. Bu 6zellik capraz reaktivite
olusumunu diglayarak Api m12 ve Ves v6'nin BAV ve YAV allerjilerinin tanisini
tyilestirmek icin ilging alternatifler oldugunu gostermektedir. Balda Api m12 ¢ok
nadir bulunur ve analiz edilen on iic numuneden yalnizca birinde tespit edilmistir

(Simons, 2010).

2.2.4. Yaban Aris1 Venomu Allerjenleri

Vespula vulgaris ve Polistes dominula venomlarinda bes allerjen ve Vespa Crabro ve

Bombus terrestris venomlarinda iki allerjen tespit edilmistir.

Vespinae ve Polistinae allerjenleri arasinda sunlar1 ayirt ederiz:

Ves vl ve Pol d1: Fosfolipaz Al, hemolitik aktiviteye sahip bir peptitdir.

Ves v2 ve Pol d2: Hyaluronidaz (Vespinae izoformlarinda Ves v2.0101, Ves
v2.0201 mevcuttur) hyaluronik asidi hidrolize eder. Bu allerjik hastalarda patojenik

reaksiyona neden olabilir.
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Ves v3 ve Pol d3: Dipeptidil peptidaz-1V, yiiksek ¢apraz reaktiviteye sahip, %76,1
sekans Ozdesliginden kaynaklanan peptitlerdir. Islevleri, dipeptitleri parcalayarak

substratlar1 aktive etmek veya etkisiz hale getirmektir.

Ves v5, Pol d5 antijen 5: En 6nemli yaban aris1 allerjeni olarak kabul edilir, ancak

islevi hala bilinmemektedir.
Ves v6: Vitellogenin, bir IgE duyarlilastirict olarak kabul edilir.

Venom allerjenlerine karsi asir1 duyarlilik reaksiyonlarmin anlagilmasi genellikle
kaynak materyalin karmasiklig1 nedeniyle engellenir. Bugiine kadar bilindigi iizere
(Tablo 2.4. ve Sekil 2.7.) bal arisinin (Apis mellifera) ve yaban arisinin (Vespula
vulgaris) venom allerjen bilesenleri 6rneklendirilmistir. En belirgin BAV allerjenleri
fosfolipaz A2(Api ml), hiyaliironidaz (Api m2) ve temel 26 amino asitli peptid
melittini (Api m4) igermektedir (Bilo ve ark., 2008). Klasik YAV allerjenleri
fosfolipaz A1 (Ves v1), hiyaliironidaz (Ves v2) ve antijen 5'tir (King ve ark., 1983).
Bunlarin timii venomun %12,2 ve 50'si kadar tahmini daha yiiksek miktarlarda
proteinler olusturur ve islevleri hala bilinmemektedir. Bu iki protein grubu, cogu
Hymenoptera tiiriinde modifikasyonlarla bulunur ve tanimlanan allerjenlerin ¢ogu,

bu protein siniflarina karsilik gelir (Sekil 2.7.).
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Hymenoptera Allerjenleri

T

I APIDAE I | VESPINAE \

—[_Apim1_ |
—[ Apim2 ]
—[_Apim3_|
—» Apim4
—[_Apim5 ]
Apim 6
Apim?7

vV

Apim 8
_» Apim?9
—
= Api m 11.0101
—p Api m 11.0201
—» Apim12

'

i) rad1
—> Ves v 2.0101 Pold 4
—p» Ves v2.0201

— Vesv3

— Vesvd

—[_Vvesvs |

—» Vesvb

—— Rutin teshis icin kullanilabilir

Sekil 2.7. Hymenoptera venom allerjenleri
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Allerjen Adi/fonksiyonu Moment Potansiyel N-
buytikligii (MW) | glikozilasyonla
(kDa) r
Bal aris1 allerjenleri (Apis mellifra)
Api ml Fosfolipaz A2 17 1
Api m2a Hiyaliironidaz 45 3
Api m3 Asit fosfataz 49 2
Api m4 Melittin 3 -
Api m5b Allerjen C/DPP IV 100 6
Api m6 Proteaz inhibitorii 8 -
Api m7c Proteaz 39 3
Api m8 Karboksilesteraz 70 4
Api m9 Karboksipeptidaz 60 4
Api m10 CRP/Ikarapin 55 2
Api m11.0101 MRJP 8 65 6
Api m11.0201 MRJP 9 60 3
Api ml2d Vitellogenin 200 1
Bombus arisi allerjenleri (Bombus spp.)
Bom pl, Bomtl | Fosfolipaz A2 16 1
Bom p4, Bom t4 Proteaz 27 0,1
Yaban arisi allerjenleri (Vespula spp.)
Ves vl Fosfolipaz Al 35 -
Ves v2.0101a Hiyaliironidaz 45 4
Ves v2.0201a Hiyaliironidaz 45 2
Ves v3b DPP IV 100 6
Ves vb Antijen 5 25 -
Ves v6 Vitellogenin 200 4
Dolicho esek arisi allerjenleri (Dolicho vespula spp.)
Dol ml Fosfolipaz Al 34 2
Dol m2 Hiyaliironidaz 42 2
Dol m5 Antijen 5 23 0
Hornet allerjenleri (Vespa spp.)
Vesp cl Fosfolipaz Al 34 0
Vesp ma2 Hiyaliironidaz 35 4
Vesp ¢5 Antijen 5 23 0
Avrupa yaban arisi allerjenleri (Polistes spp.)
Pol d1 Fosfolipaz A1 34 1
Pol d4 Proteaz 33 6
Pol d5 Antijen 5 23 0

Tablo 2.4. Avrupa'da gegerli Hymenoptera venomu allerjenlerine genel bakis (Markovic -

Housley ve ark., 2000)
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2.2.5. Hymenoptera Venom Allerjisinin Mekanizmasi

HVA, Hymenoptera takimindan arilarin sokmalarina yanit olarak ortaya cikan
sistemik allerjik veya anafilaktik reaksiyonlar olarak tanimlanir. Orta ve Bati
Avrupa'da bu durum en yaygin olarak bal ve yaban arilarinin sokmasini, daha az
siklikla ise bombus arilarinin sokmasini icerir. Hymenoptera ar1 sokmalarina karsi
sistemik allerjik reaksiyonlarin prevalansi genel popiilasyonda %0,3 ila %3,4
arasinda degismektedir. En diisiik vaka c¢ocuklarda, en yiliksek vaka ise ari
yetistiricilerinde rapor edilmistir (Bilo ve Bonifazi, 2009). HVA tanis1 rutin olarak
klinik gecmise ve IgE aracili duyarliligin cilt testi ve/veya venoma 6zgii IgE'nin in
vitro tespiti yoluyla saptanmasina dayanir. Ek olarak, rutin testlerin sonu¢ vermedigi
durumlarda duyarlilastirict venomu tanimlamak icin bazofil aktivasyon testi veya
histamin salinim testi gibi hiicresel testler kullanilir. Teshis dogrulandiktan sonra
su¢lu venom ile yapilan immiinoterapi, ar1 venomu allerjisinde %80 ila %84 ve YAV

allerjisinde %90 ila %95 arasinda degisen koruma saglar (Bilo ve Bonifazi, 2009).

Yakin zamana kadar, tek venom allerjenleri hakkindaki sinirli bilgi ve bunlarin teshis
ve tedavi amacl olarak bulunmamasi, 6zellikle diger allerji tiirlerinin molekiiler
anlasilmasinda kaydedilen ilerlemeyle karsilagtirildiginda, HVA'yr daha geride

birakilmis bir alan haline getiriyordu.

HVA, savunma mekanizmasi olarak venomu enjekte eden Hymenoptera takimina ait
arillardan kaynaklanir. Kuzey ve Orta Avrupa'da venom allerjisinin en yaygin
tetikleyicileri bal arilar1 (Apis mellifera) ve yaban arilaridir (Vespula spp.). Esek
arilarina (Vespa spp.) kars1 venom allerjisi daha az yaygindir ve esek aris1 venomuna
kars1 anafilaktik reaksiyonlari olan hastalarin biiylik ¢ogunlugunun oncelikle YAV
kars1 duyarli oldugu gosterilmistir (Kosnik ve ark., 2002). Bombus arilar1 (Bombus
spp.) seralarda tozlasma amaciyla giderek daha fazla kullanildik¢a, venomuna karsi
allerji daha 6nemli hale geldi ancak hala nadir olarak degerlendiriliyor. Bal arilar1 ve
yaban arilarinin yani sira kagit yaban arist (Polistes spp.) venomu allerjisi de Giiney
Avrupa ve Kuzey Amerika'da onemlidir. Polybia paulista gibi diger Polistinae
venomuna karsi allerji Gliney Amerika'da yaygindir (Bazon ve ark., 2017). Allerjiyle

iliskili Hymenoptera'nin taksonomisi Sekil 2.3.'de gosterilmektedir.
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Ar sokmalarinin ve dolayisiyla allerjik reaksiyonlarin sikligi, hizla degisebilen
cografi, cevresel ve ekolojik faktorlere baghidir. Ornegin Giiney Avrupa'da yasayan
Polistes dominula, Amerika Birlesik Devletleri'ni, Gliney Afrika'y1 ve Orta Avrupa'y1
isgal etmistir. Bu nedenle Polistes dominula venomuna (PDV) kars1 allerji gelecekte
muhtemelen daha 6nemli hale gelecektir. Oldukga istilact ikinci bir Hymenoptera
tiirii olan Vespa velutina nigrithorax (sar1 bacakli veya Asya esek arisi), dogal yasam
alan1 Giineydogu Asya'nin tropikal bolgeleri olmasina ragmen Avrupa'da zemin
kazaniyor. Fransa'dan baglayarak uygun iklim kosullarinin da etkisiyle Avrupa'ya
hizla yayilmistir (Budge ve ark., 2017). Vespa velutina nigrithorax, Avrupa'nin
endemik oldugu bdlgelerde Hymenoptera anafilaksisinin yaygin bir nedeni haline

gelmistir (Vidal ve ark., 2020).

Allerji, bagisiklik sisteminin asir1 duyarlilik reaksiyonudur ve klasik gell coombs,
smiflandirmada dort alt tipe ayrilabilir (Tablo 2.5.) (Rajan, 2003).

Tablo 2.5. Asir1 duyarli reaksiyonlarin klasik gell coombs siniflandirmasi.

AsIri Aracilik eden Efektor mekanizmasi

Duyarhhgin

Tiirii

I IgE Mast hiicrelerinin degraniilasyonu ve histamin ve

diger inflamatuar medyatorlerin salinmasidir.

- ani reaksiyon

I IgG, IgM Kompleman sisteminin aktivasyonuna ve hiicre
hasarina veya lizisine yol agar.

-sitotoksik reaksiyon

Il 1gG,IgM,bazen IgA | Polimorfoniikleer lokositlerin (PMN)
kemotaksisine yol a¢an ve sonunda doku hasarina
neden olan karmasik reaksiyonlara yol acan
kompleman sistemi aktivasyonuyla sonuglanan
bagisiklik komplekslerinin birikmesidir.

v T hiicreler T hiicreleri veya makrofajlar, doku hasarina yol
agan sitokin saliniminin bir sonucu olarak aktive
edilir.

-gecikmeli tip reaksiyon

HVA’nin ana mekanizmasi, mast hiicreleri ve bazofiller iizerindeki yiiksek afiniteli
FceRI reseptoriine baglanan venom allerjenine spesifik bir IgE'nin aracilik ettigi tip I
asirt duyarlilik reaksiyonudur. Bu reseptorlerin allerjenle ¢apraz baglanmasiyla
aracilar (6rn. histamin) salinir. Duyarlili§1 olanlarda bal aris1 sokmasini takip eden

allerjik semptomlar genellikle dakikalar ig¢inde ortaya c¢ikar. Siklikla kasimnti,
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kizariklik, trtiker ve anjiyoddem gibi cilt reaksiyonlar1 eslik ederken, anafilaksi gibi
daha agir sistemik reaksiyonlar goriilebilir (Fehr ve ark., 2019). Ancak slgE
konsantrasyonu yiiksek olan bazi kisilerde klinik allerji belirtileri goriillmez veya
sIgE diizeyi ¢ok diisiik, hatta tespit edilemeyecek diizeyde olan bazi hastalarda
yasami tehdit eden sistemik reaksiyonlar goriilebilir. Ar1 venomuna karsi allerjinin
klinik semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda kompleman sisteminin 6nemli bir rol
oynayabilecegine dair kanitlar vardir. Hymenoptera venomuna karsi tip III (immiin
kompleks reaksiyon) ve tip IV (gecikmis tip reaksiyon) asir1 duyarlilik reaksiyonlari
seklinde basgka olas1 allerji mekanizmalar1 da vardir. Tip III reaksiyon, iiretilen
antikorlara bagli olarak cesitli sendromlara yol acabilir. Venom antijenlerine karsi
yonelik immiinoglobulin G (IgG) antikorlarinin {iretimi, IgG ve venom antijenlerini
iceren immiin komplekslerin birikmesinden kaynaklanan serum hastaligi benzeri
sendrom ve glomeriilonefrit ile sonuglanabilir (Nittner-Marszalska ve ark., 2004;
Nittner-Marszalska ve ark., 2013). Allerjisi olan kisilerin %20'sinde bile asirt
duyarlilik reaksiyonu iki fazli olabilir ve ikinci asama sokmadan 1-72 saat sonra
gelisebilir. Ar1 sokmalarina verilen tepkiler ayni zamanda immiin olmayan (yani

toksik) reaksiyonlar seklinde de olabilir.

2.3. Hymenoptera Allerjisinde Cift Pozitiflik ve Capraz Reaksiyon,

Allerji tanis1 durumunda zararsiz allerjenleri suglamaktan kacinirken, gercek suglu
allerjenin tanimlanmasim gerektirir. Cesitli "allerji taklitcileri" arasinda (Ebo ve ark.,
2004), proteine bagl karbonhidratlar, yanlis pozitif reaksiyonlarin dnde gelen ve iyi

tanimlanmis bir nedenidir.

Teshis ve tedavi amagli olarak genel olarak biitiin venom preparatlart kullanilir. Tam
venom preparatlarini kullanan tiim teshis sistemleri, gercek c¢ift duyarlilik ile farklh
venomlar arasindaki ¢apraz reaktivite arasinda kesin bir ayrim yapilmasma izin
vermeyen IgE capraz reaktivitesi nedeniyle potansiyel olarak engellenmektedir. Bu
capraz reaktivite, farkli ailelerin venomlarinda bulunan homolog tek venom
allerjenlerine karst IgE reaktivitesine veya CCD’ye kars1i IgE reaktivitesine

dayanabilir (Aalberse ve ark., 2001).
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2.3.1. Capraz Reaktivitenin Nedeni Olarak Karbonhidrat Belirleyicileri

Hymenoptera venomuna kars1 allerjiyle ilgili olarak yaygin bir tan1 sorunu, BAV ve
YAV’a 6zgii IgE antikorlar i¢in yapilan testlerde cift pozitifliktir. Bu tiir hastalarda,
gercek ikili duyarlilik ve venom hiyaliironidaz ile CCD olas1 ¢apraz reaktivitesi
dikkate alinmalidir. Cift duyarlilagsma ve capraz reaktivite arasindaki ayrim, suglu ar1
tiiriinii tanimayan hastalarda spesifik immiinoterapi i¢in bir allerjenin se¢ilmesinde
kritik Oneme sahiptir. Capraz reaksiyona giren CCD glikoproteinler tizerinde
bulunur, bitkilerde ve ar1 venomunda yaygindir (Aalberse ve ark., 1981). Bu nedenle
anti-CCD IgE antikorlari, bitki veya Hymenoptera venomu allerjenlerine karsi

duyarlilig1 yansitabilir ve in vitro ¢ift pozitif sonuglarin 6nemli bir nedenidir.

BAV ve YAV’daki allerjenlerin ¢ogu, N-glikan yapisina sahip glikoproteinlerdir.
Api ml, Api m2 ve Ves v2 gibi baslica allerjenler glikosile edilmistir. Hem protein
hem de CCD yapilar1 IgE antikorlar1 igin epitop gorevi gorebilir. Glikosilasyon
(proteinin translasyon sonrasi modifikasyonu) endoplazmik retikulumda meydana
gelir. Bitki glikoproteinleri, ¢ekirdek alfal,3-fukoz (fuc) ve betal,2-ksiloz tasiyan
asparajin (N)-bagl glikanlardan olusur ve iki N-glikan yapisiyla temsil edilir: MUXF
(bromelain) ve MMXF (yaban turpu peroksidaz). Ar glikoproteinleri ¢ekirdege bagh
fuc igerir ve MMF3F6 bunlarin tipik yapisini temsil eder (Sekil 2.5.). Art ve bitki
CCD'ler1 arasindaki temel farklar, ksiloz veya al,6-fuc’un varhigidir. Bu glikan
epitoplarina karst yonlendirilen IgE antikorlari, g¢esitli kaynaklardan gelen
allerjenlerin in vitro ¢apraz reaktivitesinin temelini olusturur. MMXF, askorbat
oksidaz ve MUXF, CCD belirleyicilerine kars1 IgE reaktivitesini tanimlamak i¢in
rutin olarak kullanilan glikoproteinlerdir (Brehler ve ark., 2013; Altmann, 2007).

P . Baglantilar::
n ‘ Va6 — B A\ Fukoz (Fuc)
a N- asetilglukozamin (GlcNAc)

Aa 1,3 1/?\3 Mannoz (Man)
J

Sekil 2.5. Ar1 venomu N-glikan yapist.
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Aragtirmalar, HVA’s1 olan hastalarin %59'a kadarinin birden fazla venoma karsi
pozitif sonuclar ortaya ¢ikardigini gostermektedir. Yarisindan fazlasi CCD'lere karsi

sIgE antikorlar1 gostermektedir.

Anti-CCD IgE antikorlarinin klinik 6nemi tartismalidir; ancak klinik olarak 6nemsiz
olduklarina inanilmaktadir. Aricilarda CCD'ye kars1 tolerans nedeniyle CCD'ye 6zgii
IgE antikorlar1 yalnizca %7,7 oraninda tespit edilmistir (Mari ve ark., 2002;
Matricardi ve ark., 2016). Anti-CCD antikorlarinin klinik agidan ilgisizliginin halen
tartisilmakta oldugu unutulmamalidir. CCD’nin baz1 kisilerde klinik semptomlara

neden oldugu goz ard1 edilemez.

BAV ve YAV a kars1 gercek cifte duyarlilik ile ¢apraz tepkime arasindaki ayrim hala
bir sorun olmaya devam ediyor ve suglu ar1 tiiriiniin belirlenmesini zorlastiriyor. Su
anda, cift hassasiyet ile ¢apraz reaktivite arasinda ayrim yapmak icin inhibisyon testi
yerine CRD kullanilmaktadir. CCD igermeyen venom allerjenleri igin gelismis CRD
araglarmin kullanilmasi, duyarlilik profillerinin ayrintili karakterizasyonuna ve klinik
semptomlara neden olan venomun tanimlanmasina olanak saglar (Mari ve ark., 2002;

Matricardi ve ark., 2016).

2.3.2. Anti-CCD Antikorlarimin Yiiksek Ozgiilliigii ve Afinitesi

Kimyasal deglikosilasyon sinirlt spesifiklige sahip yikici bir siiregtir. Bu nedenle
amaglananin disinda degisiklikler olusabilir. Bireysel seker parcalarinin roliine kanit
olarak, yapiy1 yok etmek yerine onu olusturarak saglanabilir. Bu durumda, arastirilan
seker kalintilarindan kesinlikle arinmis olan, memelilerden elde edilen rekombinant,
saf ksilosil ve a-1,3-fukoziltransferaz ve N-glikan alicilar1 kullanilarak basari
saglanmistir. CCD'lere kars1 insan IgE'nin karakterizasyonu, afiniteyle saflagtirilmig
anti-CCD IgE ve anti-CCD IgG, MMF3 ve MMXF3 glikanlara baglanma afiniteleri
acisindan analiz edilmesiyle miimkiin olur. Diisiik baglanma afiniteleriyle bilinen
lektinler gibi diger karbonhidrat proteinlerinin aksine, anti-CCD antikorlari ¢ok
yiiksek afinite gosterebilir. IgE durumunda ayrigma sabitleri protein allerjenleriyle
karsilastirilabilir diizeyde ve IgG durumunda afinite agikca daha yiiksek ¢ikabilir (Jin
ve ark., 2008).
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Hymenoptera venomunun ¢ogu allerjeni, N-glikan ¢ekirdegine (¢apraz reaksiyona
giren karbonhidrat determinanti) bir alfa-1,3 fuc bagi olan karbonhidrat kalintisinin
yiiksek diizeyde immiinojenik oldugu ve IgE ile c¢apraz reaksiyona girdigi
glikoproteinleri oldugu bilinir. Bdylelikle, allerji teshisinde yanlis pozitif sonuglar
verebilir. Bu mekanizma oOncelikle BAV veya YAV’a karsi ¢ift duyarliligi olan
(Sturm ve ark.,2018; Nittner-Marszalska, 2018) ve/veya polen allerjenlerine karsi
coklu duyarlilig1 olan hastalarda bulunur. Glikoproteinler polende, yiyeceklerde ve
Hymenoptera venomunda ¢ok yaygindir. Allerjisi olan kisilerin serumlarinda anti-
CCD IgE varligina iliskin caligmalar, bu antikorlarin varliginin goriiniir klinik
semptomlara neden olmadigin1 gdstermektedir. CCD'li glikosile edilmis proteinler,
yiksek IgE reaktivitesi frekansina sahiptir ancak diisiik allerjeniteye sahiptir; bu
nedenle duyarli bireyler, antijenik CCD'ye kars1 IgE antikorlar1 gelistirir. Bu nedenle
Hymenoptera venomuna duyarli hastalarda pozitif tani, serumlarinda CCD-sSIgE

varligina da bagl olabilir (Kotaczek ve ark., 2017).
2.3.3. Ar1 CCD'lerinin Biyolojik Onemi

Allerjinin klinik semptomlarina yol agan siire¢, salinan histamin, interlokin 4 veya
vezikiil  spesifik protein  belirtegleri  Olgiilerek  bazofilik  graniilositlerin
degraniilasyonunun testle izlenmesi yoluyla yeniden canlandirilabilir. Bu tiir
histamin salinim testleri, domates B-fruktofuranosidaz veya albiiminle birlestirilmis
CCD-glikopeptidler ile gerceklestirilmistir (Foetisch ve ark., 2003) ve Bet vl gibi
sliphesiz allerjenlerinkine ¢ok benzer biyolojik aktiviteye isaret ettmektedir.
Cekirdek a-1,3 fukosile edilmis N-glikanlar, klinik semptomlara neden olan ilgili

allerjenik epitoplardir.

Acik allerjik semptomlarin ortaya ¢ikarilmasindaki bu esasen tam basarisizligin
nedeni hala belirsizdir. Jin ve arkadaslari, anti-CCD 1gG'nin iyi bilinen protein
allerjenlerine kars1 IgG'den daha yiiksek bir afinite gdstermesi nedeniyle, IgG'nin
inhibitor rolii lizerinde spekiilasyon yapmislardir (Jin ve ark., 2008). Baz1 kisilerin

neden anti-CCD IgE gelistirdigi bilinmemektedir.
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2.3.4. Capraz Reaktivite Olgusunun Nedeni

Capraz reaktivite olgusunun nedeni arilar tarafindan olusturulan N-glikan
cekirdeginin alfa 1,3 baglantili fuc kalintisina kars1 yonlendirilen IgE antikorlaridir.
CCD'ye ozgl IgE antikorlarinin, BAV ve YAV'ye karsi cift duyarliligin %50'den
fazlasindan sorumlu oldugu bilinmektedir ki, bu da uygun terapdtik miidahalenin
secimini  zorlagtirmaktadir. CCD-reaktif IgE antikorlarimin  klinik  6nemi
tartisilmaktadir, ancak ar1 venomu allerjisi durumunda diisilk veya hi¢ olmadig
goriilmektedir. Buna gore, CCD tasiyan glikoproteinler bazofillerden araci salinimini
etkileyebilir. Ancak CCD'ye 6zgii IgE'si olan bireylerde anlamli yanitlar tetiklemez.
Bununla birlikte anti-CCD IgE ar1 venomu allerjeni ile ¢oklu reaktivitelere neden
oldugundan ve dolayisiyla proteine karsi klinik olarak ilgili duyarliligin
saptanmasina miidahale ettiginden, in vitro allerji teshisini zorlastirabilir. Teshis
kesinligi ile CCD bazli miidahalenin géze ¢arpan bir 6rnegi, dogal formunda bir N-
glikan ¢ekirdek yapisi tizerinde alfa 1,3'e bagh bir fuc tasiyan ve dolayisiyla IgE ile
reaktif olan BAV’m ana allerjeni Api ml'dir. Api ml'in ¢ekirdek glikaninin
tamamin1 icermeyen veya yalnizca 1,3 fuc kalintisini icermeyen rekombinant
formlarinin tretilmesi, nApi ml ile karsilastirildiginda tiire 6zgii protein epitoplarina
kars1 duyarliligin tespit edilmesinde yiiksek giivenilirlige sahip oldugunu gostermistir
(Jakob ve ark., 2012). Api ml ve Ves v5 gibi glikosile edilmemis tlire 6zgii
allerjenlerin uygulanmasiyla molekiiler tan1 ve CCD'lerin varligini atlatmaya yonelik
stratejiler, gercek cift duyarlilagsmaya karsi alakasiz capraz reaktivitenin
ayristirilmasinda 6nemli bir ilerlemeye sebep olmustur. CCD igermeyen, dogru
sekilde katlanmis Ves v2.0101 ve Ves v2.0201'i kullanarak, 6nceki varsayimlarin
aksine, hyaluronidazlarin YAV'nin ana allerjenleri olarak 6nemli bir rol
oynamadigini acik¢a gosterilebilmistir (Seismann ve ark., 2010). Bunun tersine, Api
m5, Api m10 ve Api m11 gibi yiiksek oranda glikosile edilmis proteinler i¢in bile
CCD'lerin 6tesinde klinik agidan anlamli belirgin bir IgE reaktivitesi gosterilmistir

(Blank ve ark., 2012).

Ayrica, duyarli hastalardan alinan serumlar birden fazla reaktivite (%30-50) sunabilir
ve baska bir Hymenoptera venomu (%60-70) ile capraz reaksiyona girebilir. Bu
reaksiyonlar, her bir venoma karsi duyarliliktan bagimsiz olarak yiiksek sIgE
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seviyeleri gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak ortaya cikabilir. Venomlarda bulunan
homolog proteinlere kars1 ¢apraz reaktivite gosteren veya IgE antikorlarinin CCD’ler
ile baglanmasiyla IgE antikorlar1t CCD'ler ile glikosile edilmis proteinlerde bulunur
ve glikosilasyon islemi, endoplazmik retikulumda ve golgi kompleksinde,
proteinlerin spesifik amino asit kalintilarina karbonhidratlarin eklenmesiyle
gerceklesir. Hymenopteran proteinlerinde, oligosakaritlerin (glikanlar) asparajinin
(Asn) amino asit kalintilarinda bulunan nitrojen atomuna baglandigi N-glikosilasyon

meydana gelir (Brehler, ve ark., 2013; Altmann, 2007).

Her ne kadar CCD immiinojenik bir molekiil olarak kabul edilse de klinik olarak
konuyla ilgisi yoktur ¢iinkii bu epitoplara karsi tetiklenen immiin yanitin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan allerjik reaksiyonlara iliskin herhangi bir rapor bulunmamaktadir.
Allerjik reaksiyonlarin olmamasi, CCD'nin, CCD ile mast hiicresi tizerindeki FceRI
reseptorlerine bagl anti-CCD IgE arasinda capraz baglantiya izin vermeyen,
dolayistyla mast hiicresi degraniilasyonuna neden olmayan ve vazoaktif aminler ve
sitokinler gibi inflamatuar aracilarin salinmasi tek degerlikli bir yapi oldugu
gercegine gosterebilir.  Ancak anti-CCD IgE, hymenopteran allerjisi tanisiyla
iligkilidir, ¢linkii allerjik hastalarin %20'sinden fazlas1 bu antikorlar1 gelistirir ve bu,
Radyoallergosorbent testi (RAST) testlerinde yanlis pozitif sonuglarin olugmasiyla
iligkili olabilir (Yokoi, ve ark., 2017).

2.3.5. CCD'ler Nedeniyle Yanhs Pozitif Tani ve Olas1 Coziimler

Ar1 CCD'lerine duyarl allerjik bireylerin ylizdeleri, serumlarin oldukga tarafsiz bir
sekilde toplandig1 ve anti-CCD IgE'nin hasta gruplarimin %23'linde ve %22'sinde
bulundugu iki biiyiik ¢alismadan tahmin edilebilir. Daha 1998'de Aalberse sunu
belirtmisti: Bu sonuglar, CCD ile iligkili reaktivite onlenebilirse serolojik allerji
testlerinin dogrulugunun artacagi kavramini desteklemektedir. Ancak uzmanlarin
bilincinde CCD'lerin klinik O6nemsizligini tespit etmek igin Mari'nin temel
calismasii (Mari, 2002) gerektirdi. Mari'nin vardigi sonuglar "allerji taklitcileri"
lizerine yapilan bir ¢alismayla desteklendi. Bu calismada, Polen (timothy otu, pelin)
veya hymenoptera venomu allerjenlerinin neden oldugu profilin ve/veya MUXF tipi
CCD'ye kars1 duyarlilik, dogal kauguk lateksine ve elmaya kars1 yanlis pozitif IgE

antikorlarini ortaya ¢ikarabilecegi gosterilmistir (Ebo ve ark., 2004).
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Ozel bir sorun, BAV ve YAV a kars1, cogunlukla yalnizca CCD gapraz reaktivitesine
ve nadiren gercek bir ¢ift duyarliliga dayanan belirgin ¢ift duyarlik durumunda, suglu
ar1 tlriiniin belirlenmesi durumudur. Dokuz yil sonra, CCD'lerin masumiyeti fikri

daha da giiclenmistir.

Birlikte ele alindiginda, neredeyse tiim bitki allerjen ekstraktlarinda ve tiim
hymenoptera venomunda bulunan CCD'ler, ekstrakt bazli sIgE belirlemelerinde

yanlis pozitif teshis sonug¢larinin sik goriilen bir nedenidir.
2.3.6. CCD Sorunu I¢in Dért Olas1 Coziim
1. DPT veya plasebo kontrollii gida testleri gibi in vivo testler kullanilmalidir.

2. BAT gibi in vitro testler, ancak CCD'lerden tamamen etkilenmez (Ebo ve ark.,
2004).

3. CRD gibi rekombinant allerjenlerle in vitro testler, tekli allerjen testlerinde veya
seritler veya biyocip dizilerinde "bilesen ¢oziimlii teshis" etiketiyle giderek daha
fazla yapilmaktadir; bunlarin en belirgini su anda bilesen kaynakli olusan
ImmunoCAP ISAC sistemidir (Phadia-VBC Genomics. (Erisim tarihi: 10 Subat
2024). CRD, ¢ogu zaman pozitif bir reaksiyonun sonucu olarak atilacak adimlar
birincil duyarlilastirici ajanin agia ¢ikmasina yardimer oldugu i¢in daha iyi bir

rehberlik saglar (Hamilton ve ark., 2015; Huss-Marp ve ark., 2015).

4. Spesifik bir CCD inhibitoriiyle rekabet¢i inhibisyonla in vitro test (Sekil 2.6.).
MMXF veya MUXF yapisini tagiyan herhangi bir bitki glikoproteini, inhibitor olarak
kullanilabilir. Glikoproteinin, ¢oklu degerlik etkisinden yararlanmak i¢in ¢esitli CCD
yapilart igermesi ve arastirilacak allerjenlerle homolojiye sahip olabilecek
safsizliklarin olumsuz etkisini 6nlemek i¢in ¢ok saf olmasi gerekir. Benzer sekilde
glikoproteinin kendisi de ¢apraz reaktif protein epitoplart icermemelidir. Bu
gereksinim, glikoproteinin proteolitik bozunmasi, saflastirilmast ve son olarak
glikopeptidin immiinolojik olarak inert bir tasiyiciya baglanmasiyla tamamlanabilir

(Holzweber ve ark., 2013).
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Sekil 2.6. Anti-CCD IgE'nin rekabetci inhibisyonunun prensibi ve etkisi. Soldaki
kap, bir protein allerjeni ile onun spesifik IgE'si arasindaki reaksiyonu
gostermektedir. Ortadaki kap, anti-CCD IgE ile capraz reaksiyona giren bir
glikoprotein ile kaplanmistir. Her iki 6rnek de olumlu sonuglar veriyor. Sag kapta,
cok degerlikli bir inhibitér (6rn., Holzweber ve ark.) tarafindan kullanilan yari
sentetik glikoprotein) eklendi ve bu, CCD'ye 6zgii IgE'nin baglanmasi i¢in kaplama
allerjeni ile rekabetci inhibisyona ve dolayisiyla hakli olarak negatif bir sonuca yol
acmistir (Holzweber ve ark., 2013).

2.4. Hymenoptera Venom Allerjisinde Teshis, Biyobelirtecler ve Tanisal Testler

HVA tanisi, sistemik ar1 sokma reaksiyonunun klinik ge¢misini ve ilgili venoma
kars1 duyarliligin in vivo veya in vitro testlerle kanitlanmasini igerir (Golden ve ark.,
2017). Basaril1 VIT i¢in tedavide dogru venom biiylik 6nem tasimaktadir. Venomlar
arasindaki belirgin ¢apraz reaktivite nedeniyle, hastanin allerjiye neden olan ari
tiriinii tanimlayamadigi durumlarda tedavi i¢in dogru venomu se¢mek zordur.
Bununla birlikte, dogru taniyr kolaylastiran ve HVA'da kisisellestirilmis risk
siniflandirmasina katkida bulunan cesitli gelismis tan1 araglar1 ve biyobelirtegler

mevcuttur (Sekil 2.7.).

Hymenoptera venomuna karsi allerjiye yonelik tanisal testler, Hymenoptera
sokmasini takiben sistemik reaksiyon Oykiisii olan tiim hastalarda yapilmalidir.
Aricilar, giftgiler vb. gibi yeniden sokma riski 6zellikle yiiksek olan ve bu nedenle
yasam kalitesinde Onemli bir azalma olan biiyiik lokal reaksiyon oykiisli olan

hastalarda da testler istege bagl olarak yapilmalidir.
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Yukarida belirtilen tiim vakalarda Hymenoptera venomu allerjisinin tanis1 VIT i¢in
yeterliligi saglar. Iimmiinoterapi, bagisiklik sisteminin allerjene karsi immiinolojik bir
tolerans gelistirdigi allerji tedavisinin en etkili yontemidir. Ancak zaman alic1 bir
yontemdir (3-5 yillik tedavi) ve bazi yan etki riski tasir. Bu nedenle dogru taniyi

koymak ve hastada VIT'e baslamak ¢ok énemlidir.

Rutin tanm testleri arasinda DPT ve venom sIgE diizeyinin belirlenmesi yer alir.
Yanlis negatif sonuglar1 6nlemek i¢in, s6z konusu testlerin sokmadan en az 2-4 hafta
sonra (refraktor donem olarak adlandirilir) yapilmasi gerekir. Avrupa kurallarina
gore Oncelikle DPT'lerin yapilmasi gerekir ve sonuglar negatifse bir sonraki adim
intradermal testleri icerir (Pfaar ve ark., 2014). intradermal testlerin duyarlilig1 klinik
caligmalarda da gosterildigi gibi prik testlerine gore ¢ok daha yiiksektir. DPT'ler
HVA olan hastalarin %49'unu tanmimlarken, DPT'ler ve intradermal testlerin
kombinasyonu hastalarin %94"iniin teshis edilmesini miimkiin kilmistir. Avrupa'da
Apis mellifera, Vespula spp., Polistes spp. ve Vespa Crabro'nun standartlastirilmis
venomlart mevcuttur ve cilt testleri icin kullanilabilir. Ayrica cilt testlerinin

mastositozlu hastalarda bile glivenli oldugu gosterilmistir (Vos ve ark., 2013).

2.4.1. Deri Testleri

Sistemik reaksiyon Oykiisii olan hastalarda hem venom ekstraktlariyla deri testi hem
de sIgE oOlgiimleri yapilmalidir. Venom ekstraktlariyla cilt testi, farkli protokoller
izlenerek deri delme veya intradermal test olarak yapilabilir. DPT leri 1 ila 100
mg/ml arasindaki konsantrasyonda yapilirken, intradermal testler i¢in 0,001-0,01
pg/ml araligindaki baslangic konsantrasyonu yeterlidir (Tablo 2.6. ve 2.7.). Tek
basina DPT’nin duyarlihigt %64 civarinda iken, DPT ve intradermal test
kombinasyonunun duyarliligi %94'e ulasmaktadir. Diisiik sistemik reaksiyon riskine
ragmen, birgok kurum cilt testi i¢in kademeli bir yaklagim uygulanmasini
onermektedir (Golden ve ark., 2011; Jakob ve ark., 2017). Farkli venomlarla es
zamanl intradermal test yapilmasi giivenli ve etkilidir. Intradermal testin giivenligi
ve etkinligi degerlendirilmis olup, %0,6'lik bir sistemik reaksiyon insidansi rapor
edilmistir. Intradermal test daha duyarli oldugundan negatif DPT sonuglarini
dogrulamak icin kullanilmalidir. Refrakter donemde yanlis negatif sonuglardan

kaginmak i¢in sokma reaksiyonundan en az 2 hafta sonra deri testleri yapilmalidir.
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Ikna edici bir sistemik reaksiyon oykiisiine ragmen testlerin negatif c¢ikmasi
durumunda, deri testleri 1-2 ay sonra tekrarlanmalidir. Dikkat edilmesi gereken
nokta, sokma reaksiyonunun ciddiyeti ile deri testindeki reaktivite arasinda bir

korelasyon bulunmadigidir (Strohmeier ve ark., 2013; Ludman ve ark., 2015).

Tablo 2.6. BAV ve YAV ile deri testleri, anafilaksi siddetine ve bireysel hasta risk
faktorlerine bagli olarak agamali olarak veya es zamanli olarak gergeklestirilebilir

1) Prik testi: 1, 10, 100, 300 pg/ml

2) Intradermal testler: 0,001; 0,01; 0,1; ve 1 pg/ml

Tablo 2.7. Deri testlerini baskilayan, siklikla kullanilan ilaglar ve bunlarin testten
once kesilmesi gereken siireler

Tlag grubu Baskilanma Kesilme siiresi
H1 Antihistaminik 1. nesil +++ >3 giin
H1 Antihistaminik yeni nesil +++ >7 giin
H2 Antihistamin -+ 2 giin
Ketotifen (mast hiicre stabilizatorii) +++ >5 glin
Test alaninda topikal glukokortikosteroid (GCS)>4 | + >1 hafta
Sistemik kisa stireli GCS

<50 mg prednizolon - 3 glin
>50 mg prednizolon +/- >1 hafta
Sistemik uzun vadeli GCS

<10 mg prednizolon - 0

>10 mg prednizolon -1+ >3hafta
Benzodiazepinler +++ >7glin
Omalizumab +++ 4-8hafta
Trisiklik antidepresanlar +++ >14gilin
Prometazin (ndroleptik) ++ >5giin

2.4.2. Venom Ekstraktlarina Spesifik IgE (sIgE)

Cilt testinin yam sira, tim venom ekstraktlarinda sIgE'nin tespiti, Hymenoptera
venomlarina kars1 duyarlilig: tespit etmek icin en yerlesik teshis yontemidir. Bununla

birlikte, Klinik olarak anlamli allerjinin tanisi yalnizca ilgili klinik dykiiyle birlikte
39



yapilabilir. Bu ayni zamanda cilt testleri ve diger teshis yaklasimlari icin de

gecerlidir.

Her ne kadar sIgE tespiti igin alt esik olarak 0,35 kUA/L yaygin olarak kullanilsa da
sIgE konsantrasyonlari, 0,1 kUA/L'lik alt ug¢ esigiyle ana singleplex sIgE
immiinolojik test platformlarinda yiiksek dogrulukla Slgiilebilir. Dolayisiyla 0,1 ila
0,35 kUA/L arasindaki sIgE diizeyleri, acgik bir klinik 6ykii baglaminda
degerlendirilebilir (Hamilton ve ark., 2016). Ideal olarak, sIgE &lgiimleri sokma
olaymndan 1 ila 6 hafta sonra yapilmalidir. Anafilaksi Oykiisii olan hastalarda negatif
sIgE testi sonuglarinin, sIgE diizeylerinin ¢ok diisiik olmasindan veya son sokma ile
tanisal 0l¢lim arasindaki gecikmenin ¢cok uzun olmasindan kaynaklanabilecegi akilda

tutulmalidir (Goldberg ve ark., 1997).

0,35 kUA/L'lik esik degeri kullanildiginda, BAV allerjisi olan hastalarin %90-
100%iniin sIgE ila BAV acisindan pozitif oldugu test edilir. YAV allerjisi olan
hastalarda sIgE tespitinin YAV'ye duyarliligi %83 ile %97 arasinda degismektedir.
Bununla birlikte, allerjik hastalarin klinik rutinde venom ekstraktlar ile sIgE testi
siklikla farkli venomlarla birden fazla pozitif test sonucuna yol agmaktadir. Ilging bir
sekilde, bu hastalarin ¢ogu i¢in yalnizca bir venom allerjiyle alakalidir. Sistemik
semptomlar agisindan diger venomlarla pozitif test sonuglarimin klinik iligkisi
sinirhdir (Leimgruber ve ark., 1993; Muller ve ark., 2014). Ancak bir¢ok hasta
allerjiye neden olan ar tiiriinii tanimlayamadigi igin klinik agidan anlamli allerji goz
ard1 edilemez. Birden fazla venoma karsi birincil allerjiye ek olarak, klinik agidan
smirli veya hi¢ olmayan ¢oklu pozitif test sonuglarina sunlar neden olabilir:
venomlarda bulunan homolog allerjenlerdeki protein epitoplarina yonelik IgE
antikorlar, klinik olarak alakasiz ¢aprazlamalara karsi sIgE CCD’leri ve
asemptomatik duyarlilasma. Bu nedenle, genellikle birden fazla venomla gereksiz
VIT'e yol agarak daha yiiksek maliyetlere, potansiyel olarak artan yan etki riskine ve

yeniden duyarlilagma olasiligina neden olur.

Genel olarak, venom ekstrakti bazli teshisin, gercek birincil allerji ile capraz
reaktivitenin ayrimin1 ve dolayisiyla allerjiyle ilgili venomun tanimlanmasmi ve

optimal tedavi stratejisinin segimini zorlastiran bazi tuzaklari vardir.
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Tam venom ekstraktlar1 ile IgE inhibisyon testleri, belirli durumlarda, marker
allerjenleri olmayan venomlara karsi ¢ift pozitif olan hastalarda birincil
duyarlilastirici venomu tespit etmek i¢in Kullanilabilir. Ancak IgE inhibisyon testleri
pahalidir, zaman alicidir ve sonuglarin yorumlanmasi bazen zordur (Quercia ve ark.,

2018).

Bireysel venom allerjenlerine sIgE yakin ge¢miste, ilgili venom allerjenlerinin
tanimlanmast HVA'da molekiiler veya CRD gelistirilmesine yol agmustir (Ollert ve
ark., 2015). CRD'de venomlarin tek allerjenlerine karsi sIgE belirlenir. Boylece,
CRD yalnizca bir hastanin tiim venoma kars1 sIgE'ye sahip olup olmadigi hakkinda
bilgi vermekle kalmaz, ayn1 zamanda hasta i¢in tam olarak hangi allerjenlerin ilgili

oldugu hakkinda da bilgi saglar.

Rekombinant allerjenler, dogal allerjenlerin tam protein epitop spektrumuyla ancak
CCD'ler olmadan iiretilebilir. Bu nedenle, pozitif sIgE testi sonuclart CCD'lere degil,
yalnizca protein epitoplarina kars1 duyarliligi gosterir, boylece klinik olarak alakasiz

birgok duyarliligi harig tutar (Seismann ve ark.,2010).

CCD'lere ek olarak, farkli venomlar arasindaki capraz reaktivite, ortak IgE
epitoplarini paylasan homolog allerjenlerden kaynaklanabilir. CRD'nin potansiyeli,
homolog allerjenlere ek olarak BAV ve vespid venomlarmin tiire spesifik isaret
allerjenleri (BAV i¢in Api ml, Api m3, Api m4, Api m10 ve fosfolipazlar Al ve
vespid venomlar1 i¢in antijen 5) igermesi ger¢ceginden agikca anlagilmaktadir. Bir¢cok
hasta i¢in bu isaretleyici allerjenlere kars1 yonlendirilen sIgE Ol¢limii, allerjiyle
iligkili venomun tanimlanmasina ve c¢apraz reaktivite ile birincil allerji arasindaki
ayrim yapilmasina olanak saglar (Frick ve ark., 2015). Bununla birlikte, mevcut
CRD'nin agik bir sinirlamasi, belirli hastalar i¢in 6nemli olabileceginden, sIgE tespiti
icin olusturulan allerjenler olarak hyaluronidazlar ve dipeptidilpeptidazlar IV gibi
vespid venomlarina potansiyel olarak c¢apraz reaktif allerjenlerinin mevcut

olmamasidir.

CRD, BAV ve vespid venomuna (6zellikle YAV) kars1 allerjileri yeterince ayirt
edebilse de cesitli vespid venomlarina kars: allerjiler arasinda bir ayrim yapilmasinin

gerekli oldugu durum bu degildir. Ornegin, Giiney Avrupa'da YAV ve PDV'ye kars1
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cift duyarlilik, YAV/PDV ve BAV'ye gore ¢ok daha siktir. (Severino ve ark., 2006;
Schiener ve ark., 2017). Bu nedenle, CRD i¢in vespid venomalarina elde edilen bu ve
diger (6rn. dipeptidilpeptidazlar IV) capraz reaktif allerjenlerin ek kullanilabilirligi,
HVA'da gelismis hassas teshisler i¢cin katma bir degeri temsil edecektir.

Ek olarak bazi allerjenler, VIT wuygulanan hastalarda kisisellestirilmis risk
smiflandirmasi igin biyobelirte¢ gorevi gorebilir (Blank ve ark., 2017; Ruiz-Leon ve
ark., 2020).

2.4.3.s1gG4

Toplam IgG'nin %5'inden daha azma sahip olan IgG4, insan serumunda en az
bulunan IgG alt simifidir. Bununla birlikte, IgG4 diizeyleri kronik antijene maruz
kalmayla birlikte artar ve immiin toleransi indiikledigine ve inflamatuar yanitlari
zayiflattigina inanilir. IgE aracili asir1 duyarlilik reaksiyonlari, IgE aktivitesinin
inhibe edilmesiyle IgG4 tarafindan bastirilir (James ve ark., 2011; van Neervenve
ark., 1999). Iki farkli mekanizma 6ne siiriilmiistiir: i) IgG4, antijenler iizerindeki
immiinojenik epitoplari temizler ve FceRI'nin asagi yonlii ¢apraz baglanmasini
onleyen bloke edici bir antikor gorevi goriir ii) IgG4, inhibitér FcyRIIb'yi birlikte
uyarir. Bu IgG reseptorii sinyal iletimini diizenler ve efektér hiicrelerin

aktivasyonunu inhibe eder.

VIT, slgG4 antikorlarinda anlamli bir artisla iligkilidir. Ancak VIT durdurulduktan
sonra sIgG4 diizeyleri diismeye baslar (Kepley ve ark.,2000; Mobs ve ark., 2015).
Cimen poleni allerjisinde, IgE bloke etme kapasitesinin birka¢ yil devam ettigi ve
Klinik etkinlikle iliskili oldugu gosterilmistir, ancak allerjene spesifik immiinoterapi
durdurulduktan sonra IgG4 seviyeleri hizla diismiistiir. Bu, sIgG4 seviyelerinin degil,
fonksiyonel aktivitelerinin klinik etkinlik ve uzun vadeli koruma ile iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir (James ve ark., 2011; Shamji ve Durham, 2017). Bu
nedenle, VIT'de tedavi basarisinin ongoriilmesinde biyobelirte¢ olarak venom-slgG4
diizeylerinin kullanimina iligskin herhangi bir kanit verilmemistir. Bununla birlikte,
IgG4 indiiksiyonu tek basma terapotik basarinin belirteci olmasa da IgG4

indiiksiyonunun olmamas1 immiinolojik yanitsizligin bir belirteci olabilir.

42



/_\‘ Hymenoptera Venom Allerjisinin Tanisi |

Deri Testleri in Vitro Testler Ek Testler
Deri Prik testi sIgE BBZIOfI| ~
Aktivasyon Testi
Intradermal Komponent Serum Triptaz
Testler Bilesenli Tan Testi Seviyesi Test
(CRD)
slgG4
Agriya karsi
miicadele

Sekil 2.4. Hymenoptera venom allerjisinde tani araglari.

2.5. Ek Testler

Hiicresel Testler: Bazofil aktivasyon testi birinci basamak bir test degildir ancak
HVA tanisindaki rolii iyi bilinmektedir. Hem pratik uygulamast hem de sonuglarin
yorumlanmasi agisindan uzmanlik gerektirir ve genellikle {igiincii basamak saglik

merkezlerinde kullanilmak iizere arastirma amacli kullanilmaktadir.

2.5.1. Bazofil Hiicresi ve Onemi

Bazofiller, periferik kanda en az miktarda bulunan graniilosit popiilasyonudur ve tiim
lokositlerin ylizde birinden daha azmi olusturur (Schroeder, 2009). Bazofiller
histamin igerdigi ve yiiksek afiniteli IgE reseptorii FceRla '1 eksprese ettigini
bilinmektedir. Bununla birlikte, goreceli olarak bol miktarda bulunmamalar1 ve mast
hiicrelerine fenotipik ve fonksiyonel benzerlikleri nedeniyle, bazofiller, benzersiz
islevlere sahip olmayan yedek bir graniilosit popiilasyonu olarak kabul edilir. EkK
olarak, periferik kanda bazofillerin varligi, bunlarin dokuda yerlesik mast hiicrelerine
gore daha kolay elde edilmesine olanak saglamis ve graniilosit biyolojisinin daha iyi
anlagilmas1 i¢in fonksiyonel analizlerde mast hiicrelerinin vekilleri olarak

kullanilmaya baslanmistir (Schroeder, 2009). Bazofil popiilasyonlarinin g¢esitli
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helmint parazitlerine ve parazit kaynakli antijenlere yanit olarak 6nemli oranda artig
gozlendigi gosterilmistir; bu, bazofillerin bazi parazitlere kars1 koruyucu TH2 sitokin

aracili bagisiklikta rol oynayabilecegini 6ne stirmektedir (Rothwell ve Dineen ,1972).

Bazofillerin, kemik iliginde bulunan yaygin hematopoietik kok hiicre (HCS) tiirevli
graniilosit-monosit progenitdr hiicrelerden (GMP) gelistigi rapor edilmistir. GMP'ler,
makrofajlar, eozinofiller, mast hiicreleri ve bazofiller dahil olmak iizere birden fazla
hiicre soyuna doniisme kapasitesini korur. Kritik olarak, GMP'ler olgunlastik¢a, ara
taahhiit adimlarina girdikleri bilinmektedir ve mast hiicresi onciilleri (MCP), bazofil-
mast hiicre onciilleri (BMCP) veya bazofil onciileri (BaP) haline gelebilirler (Arock
ve ark., 2002; Arinobu ve ark., 2005). Kemik iliginden olgunlasmamis bir fenotiple
ciktig1 ve olgunlagmasini periferik dokularda tamamladigi bilinen mast hiicrelerinin
aksine, bazofillerin tamamen olgunlastiktan sonra kemik iliginden ¢iktig1
bildirilmektedir (Iwasaki ve Akashi, 2007). Bununla birlikte, son arastirmalar,
GMP'ler de dahil olmak iizere ¢ok sayida kemik iliginde yerlesik progenitor hiicre
popiilasyonunun, inflamatuar baglaminda kemik iliginden ¢iktigim1 ve periferde
ekstramediiller hematopoez (EMH) gecirdigini tespit etmistir (Griseri ve ark., 2012).
Bazofiller, sitokinlerin, antikorlarin, proteazlarin ve dogrudan antijenlerin aracilik

ettigi sinyaller de dahil olmak iizere bir dizi sinyalle aktive edilebilir.

Klasik olarak allerjik veya atopik hastaliklar, TH2 sitokin tepkileri tarafindan
yonlendirilir ve dolayisiyla IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13"ln tretimiyle iliskilidir. Ayrica,
bu kosullarin altinda yatan inflamatuar yanitlar periferik eozinofili, IgE iiretimi ve
dokuda yerlesik mast hiicre yanitlari ile iligkilidir. Son yillarda bazofiller, birgcok
allerjik hastalik modelinin patogenezine katkida bulunan bir faktor olarak ortaya

cikmistir (Mukai ve ark., 2005).

2.5.2. Bazofil Aktivasyon Testi

BAT, allerjen veya anti-IgE stimiilasyonundan kaynaklanan yiiksek afiniteli IgE
reseptoriine (FceRI) baglanan IgE antikorlarinin ¢apraz baglanmasinin ardindan
yukar1 dogru diizenlenen bazofillerin yilizeyindeki aktivasyon isaretleyicilerinin

ekspresyonunu 6lgmek i¢in akim sitometrisini kullanir. Bazofilleri tanimlamak ve
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akis sitometrisi ile aktivasyonlarint 6l¢mek i¢in kullanilabilecek ¢ok sayida farkli

belirte¢ vardir (Tablo 2.8.).

Hiicre ylizeyi belirteglerinin ekspresyonuna ek olarak bazofil aktivasyonu, p38
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) veya sinyal donistiriici ve
transkripsiyon aktivatorii (STAT) gibi belirli hiicre i¢i molekiillerin fosforilasyonuna
bakilarak da incelenebilir. IgE ve onun yiiksek afiniteli reseptoriiniin asag1 akisindaki
sinyalleme kademesinin bir pargasidir (Ebo ve ark., 2007; Verweij ve ark., 2012).
Cynometry by time-of-flight (CYTOF) (Mukai ve ark., 2017) ve floresan-avidin gibi
teknolojiler kullanilarak bazofil aktivasyonunun degerlendirilmesine yonelik baska

yontemler onerilmistir (Ebo ve ark., 2007; Verweij ve ark., 2012).

BAT, bazofilleri igeren tam kan veya izole edilmis periferik kan mononikleer
hiicreleri (PBMC) kullanilarak gerceklestirilebilir. PBMC izolasyonu, yogunluk
gradyan ayrimi kullanilarak gergeklestirilebilir ve manyetik pargaciklar kullanilarak
ilave negatif se¢im, bazofiller icin zenginlestirmeye izin verir; ancak santrifiij
adimlarindan dolayi hiicre kaybi riski artar ve hiicrelerin asir1 kullanimi arka planda
aktivasyona neden olabilir (Ebo ve ark., 2008). Akim sitometrisi ve floresan boyama
teknikleri, daha fazla manipiilasyona gerek kalmadan tam kandaki bazofillerin

spesifik olarak arastirilmasina olanak saglamistir (Metcalfe ve ark., 2016).

Ek olarak, izole edilmis bazofillerin aksine tam kanin kullanimi1 daha fizyolojik
olabilir ve kan bazofillerinin in vivo ortamimna daha ¢ok benzeyebilir; allerjik
reaksiyonda rol oynayabilen antikorlarin bloke edilmesi veya bireylerin allerjik

olmayan fenotipi gibi diger faktorler de mevcuttur (Metcalfe ve ark., 2016).

Tam kan BAT, bazofillerin canliligin1 ve islevselligini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in
ideal olarak kan alindiktan sonraki 4 saat i¢inde gerceklestirilmelidir (Sturm ve ark.,
2009). Ciinkii bazofil reaktivitesi zamanla énemli 6l¢ilide azalir. Kan alimi ile BAT'n
uygulanmasi arasinda daha uzun bir siire gerekiyorsa (6rnegin, ¢ok merkezli
caligmalar veya referans laboratuvarindan uzakta bulunan klinik merkezler), kan 24
saat i¢inde islenebilir (Glaumann ve ark., 2012). Mukai ve arkadaslar1 (Mukai ve
ark.,2017), heparinde 4 °C'de saklanan kan iizerinde kan alimini takip eden 4. ve 24.

saatlerde uygulanan BAT''n anlamli farklar gostermedigini ve bu siire zarfindaki
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nakil isleminin anlamli bir etki yaratmadigini gostermislerdir. Sonuglar, BAT i¢in
tam kanin toplanmasi genellikle heparinle yapilir; etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) veya asit sitrat dekstroz (ACD) gibi diger antikoagiilanlar bazofil
degraniilasyonunu dnleyebilir. Ornegin EDTA, daha sonraki inkiibasyon adimlarinda
hiicre dis1 kalsiyumun eklenmesiyle tersine ¢evrilebilen kalsiyumu selatlayabilir;
ancak muhtemelen orijinal kan Ornegindeki fizyolojik konsantrasyondan farkli
konsantrasyonlardadir. Bazofillerin IL-3 ile hazirlanmasi, allerjene kars1 IgE aracili
CD63 yanitlarmin arttirilmasina yardimci olabilir, ancak CD203¢ ve p38 MAPK
sinyal yollarmin spesifik olmayan yukari regiilasyonunu indiikleyebilir (Sturm ve
ark., 2009; Biihring ve ark., 2009). Sturm ve meslektaslar1 ayrica bazofil tepkilerini
arttirmak i¢in BAT uygulanmadan once numunelerin ve reaktiflerin 37 °C'de 10

dakika siireyle on 1sitilmasinin higbir etkisinin olmadigin1 gozlemlediler (Sturm ve

ark., 2009).

Allerjen kaynagi BAT''m hem klinik hem de arastirma uygulamalarinda bir diger
kritik faktordiir. Allerjen uyaricilari ham ekstraktlardan rekombinant veya
saflastirilmis tekli allerjen kaynaklarina kadar degisir. Farkli laboratuvarlardan alinan
performans verilerini karsilastirirken ve zaman iginde testler gergeklestirirken
standartlastirilmis hazirliklar Onerilir. BAT'ta test i¢in rekombinant allerjenlerin
mevcudiyeti sinirl olabilir, ancak ham allerjen veya ekstraktlarla karsilastirildiginda
en yiiksek stabiliteye ve tutarliliga sahiptirler ve bazi durumlarda tanisal dogrulugu
artirmaya yardimeci olabilirler. Ilag allerjisini test etmek i¢in parenteral uygulama igin
kullanilan saf ilag preparati tercih edilir ve dillisyonlar, BAT gergeklestirilmeden kisa

bir siire 6nce hazirlanmalidir (Hoffmann ve ark., 2015).

Bireyler arasindaki bazofil yanitlarinin degiskenligi g6z oniine alindiginda, tek bir
allerjen konsantrasyonunun aksine, en az bes farkli allerjen konsantrasyonundan
olusan bir doz yanitinin (6rnegin 10 kat artislarla) test edilmesi Onerilir. Bu
degiskenlik kismen antijenlerin karmasikligina, IgE'nin allerjen epitoplarina yonelik
degisen afinitesine ve igsel bazofil duyarliligina baglidir. Sonug olarak, doz-yanit
profili, tipik ¢an seklindeki doz-yanit egrisinden énemli dl¢lide farklilik gosterebilir
(MacGlashan, 2013; Santos ve Lack, 2016). Doz-yanit egrisinden elde edilen BAT
sonuglari, bazofil reaktivitesi, bazofil duyarliligi veya her ikisi olarak ifade edilebilir
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(Santos ve Lack, 2016). Bazofil reaktivitesi, belirli bir konsantrasyonda %CD63+
bazofiller kullanilarak veya CD-max, yani maksimum bazofil aktivasyonunun
meydana geldigi konsantrasyon Kullanilarak 6lgiilebilir. Tersine, bazofil duyarlilig
EC50 (maksimum bazofil tepkisinin %50'sinin olustugu konsantrasyon) veya CD-
sens (EC50'nin tersinin 100 ile ¢arpimi olarak tanimlanir ve bu doz-cevap egimin
egrisinden hesaplanabilir) olarak ifade edilebilir). Doz-yanit egrisinin altindaki alan,
son zamanlarda bazofil reaktivitesini ve duyarliligin1 ayn1 anda degerlendirmek i¢in

kullanilmistir (Patil ve Shreffler, 2012).

Bireylerin yaklasik %35-10'unda yanit vermeyen bazofiller bulunur; burada IgE
aracilt allerjen stimiilasyonuna yanit olarak CD203c veya CD63'te artig olmaz,
sadece IgE aracili olmayan uyaricilara yanit olarak ortaya cikar. Bu nedenle BAT'a
hem IgE'ye bagimli (6rn. anti-IgE veya anti-FceRI) hem de IgE'den bagimsiz (6rn.
fMLP veya iyonomisin) pozitif kontrollerin dahil edilmesi onerilir (Eberlein ve ark.,
2010). Ayrica, bazofillerin arka plan diizeyini veya spontan aktivasyonunu
degerlendirmek icin tek basina stimiilasyon tamponundan olusan bir negatif
kontroliin de dahil edilmesi gerekir. IL-3 kullaniliyorsa stimiilasyon tamponuna IL-3

icin ek bir kontrol dahil edilmelidir.

BAT'!n arastirma laboratuvarindan klinik uygulamaya gegisi, BAT'm farkh
allerjenlere yonelik tamisal performansinin klinik dogrulanmasma ek olarak
laboratuvar prosediiriiniin, akis sitometrisinin ve veri analizlerinin standardizasyonu
ve kalite giivencesine baglidir. Akim sitometrisi veri analizlerinin otomasyonu,
analizlerin verimliligini ve seffafligin1 ve verilerin tekrarlanabilirligini artirmaya
yardimct olabilir (Patil ve ark.,, 2017). Ham veriler de dahil olmak tizere
biyoinformatik araglar1 ve kaynaklari1 giderek daha fazla kamuya agik hale geliyor ve
bu da metodolojinin standardizasyonunu ve paylagimini daha da kolaylastirabilir. Su
anda, Avrupa Allerji ve Klinik Immiinoloji Akademisinin (EAACI) uluslararas: bir
gorev giicli, BAT'm kalite giivencesini ele almaya baglamak i¢cin BAT'!n klinik
uygulamasinda genis deneyime sahip uzmanlari bir araya getirmistir. Maliyet
etkinliginin ve klinik karar verme iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi, BAT'n
klinik kullanim i¢in diizenleyici onay1 agisindan merkezi bir neme sahiptir ve daha
fazla arastirmay1 hak etmektedir (Santos ve Lack, 2016).
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Tablo 2.8. Bazofil tanimlama ve aktivasyon belirtegleri

Marker Hiicre Ekspresyonu Agiklama ve gegit stratejisi
Tanimlama CCR3 Bazofiller, mast | Tanimlama i¢in kararli igaretleyici,
Markerlari hiicreleri, Th2 | CD3  kullanimi  gibi  diger

lenfositleri hiicrelerden daha fazla
farklilagmaya ihtiyag duyabilir

CD203c Bazofiller, mast | Yaygin olarak kullanilan

hiicreleri, CD34+ | tanimlama isaretgisi ve dinlenme

progenitor hiicreler halindeki hiicrelerin diisiik
seviyelerinde ifade edilir.
Diizenlemenin parga parga
degraniilasyonu  temsil  ettigi
bildirildi

CD123 Bazofiller, Bu hiicrelerde yiiksek oranda ifade

plazmasitoid edilir, HLA-DR, HLA-DR+
dendritik hiicreler dendritik hiicreleri ayirt etmek icin
kullanilabilir

IgE Bazofiller, Yiiksek afiniteli IgE reseptori

monositler, dendritik | FceRI'yi eksprese eden diger
hiicreler hiicreler, HLA-DR kullanilarak da
farklilastirilabilir. Bireylerde
yiiksek degiskenlik rapor edilmistir
CRTH2 Bazofiller, Yan dagilim yoluyla
eozinofiller, Th2 | eozinofillerden veya CD3 ile T
lenfositleri lenfositlerinden farklilagma rapor
edilmigtir
Aktivasyon CD63 Bazofiller, mast | Yaygin olarak kullanilan
Markerlari hiicreleri, aktivasyon belirteci ve anafilaktik
trombositler, degraniilasyonun dogru bir
makrofajlar belirteci

CD107a, Bazofiller, mast | CD107a ve CD107b'nin yalnizca

CD107b hiicreleri, T hiicreleri | aktive edilmis bazofiller tarafindan

ve NK hiicreleri dahil | eksprese  edildigi ve yukan

olmak {izere ¢esitli | regiilasyonunun CD63'e benzer

hiicre tipleri oldugu bulunmustur. CDI13 ve
CD164, CD203c ile
kargilagtirilabilir bir ifade profiline
sahiptir

CD13 Bazofiller, miyeloid

hiicreler

CD164 Bazofiller, CD34+

progenitdr hiicreler

CD69 Bazofiller, lenfositler, | IL-3 ile uyarildiginda asamali

noétrofiller, olarak ifade edilir; ancak IgE

monositler, aracili  stimiilasyona zayif bir

eozinofiller sekilde eksprese edildigi
bulunmugtur

p38 Cesitli hiicre tiirleri Hiicre i¢i molekiillerin bazofilik

MAPK, fosforilasyonu alternatif olarak

STATS bazofil aktivasyonunu 6lgmek igin

kullanilabilir
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2.5.3. BAT icin Calismada Kullamlan Antikorlar ve Ozellikleri

CD123 Antijeni: CD123 antijeni, diger adiyla interldkin-3 alfa reseptérii (IL-3Ra),
sitokin reseptor ailesine aittir. Bagli hematopoetik kok / progenitér hiicreler,
miyeloid soyun ¢ogu (CD13+, CD14+, CD33+, CD15low) ve baz1t CD19+ hiicreleri
tarafindan yapisal olarak eksprese edilir, CD3+ hiicrelerinde yoktur. Dendritik
hiicreler, monositler, eozinofiller ve bazofiller {izerinde eksprese edilir. (Beckman

Coulter. Erisim Tarihi: 26 Nisan 2024.)

CD63 Antijeni: CD63 antijeni, lizozomal membranla iligkili glikoprotein 3
(LAMP3) olarak da bilinir ve tetraspanin (TMA4SF) ailesinin bir tiyesidir. Yaklagik 20
gen, ana yapisal Ozellikleri dort transmembran alani olan tetraspaninleri kodlar.
CD63’iin, diger tetraspaninlerde (CD9, CD81, CD82) oldugu gibi, yakin zamanda
VLA-3 ve fosfatidilinositol 4-kinaz, VLA-6, CD11/CD18 ve tirozin kinaz ile
kompleksler olusturdugu bildirilmistir. CD63 ilk olarak durgun trombosit
graniillerinde ve aktif trombositlerdeki ylizey membraninda bulunmustur. CD63 daha
sonra bir trombosit acisindan yogun graniil glikoproteini olan graniilofizin olarak
tanimlanmistir. CD63'lin trombosit formunun molekiil agirlig1 40 ila 55 kDa arasinda
degisir. CD63'lin melanom hiicreleri tarafindan eksprese edilen ME491 antijeniyle
ayni oldugu tespit edilmistir. Ayrica monositler ve makrofajlarda bulunur ve durgun
grantilositler, T lenfositleri ve B lenfositleri ile zayif bir sekilde eksprese edilir.
Uyarilmamis nétrofillerin  azurofilik  graniillerinde bulunan CD63 antijent,
aktivasyondan sonra notrofillerin yiizeyinde giiglii bir sekilde eksprese edilir.
Calismalar CD63'in graniil salimi i¢in bir belirte¢ olabilecegini gdstermistir. Bu
olgu, bazofiller i¢in de bildirilmistir. (Beckman Coulter. (Erisim Tarihi: 26 Nisan
2024.)

CD203c Antijeni: CD203c molekiilii, oligoniikleotidlerin, niikleozid fosfatlarin ve
nikotinamid adenin diniikleotitin (NAD) hidrolizinde gorev alan ektoniikleotid
pirofosfataz / fosfodiesteraz 3 (E-NPP3) enzim ailesinden olan bir tip |l
transmembran proteindir. Bazofiller ve mast hiicreleri, allerjik ve enflamatuvar
reaksiyonlarda rol oynayan hematopoietik efektor hiicrelerdir. Her iki hiicre tipi de
yiiksek afiniteli IgE reseptoriinii yiiksek diizeyde eksprese eder. CD203c yalnizca

insan periferik kan bazofillerinde eksprese edilir. Ayrica matiir mast hiicreleri,

49



bazofil ve mast hiicrelerinin CD34+ kemik iligi progenitorleri tarafindan eksprese
edilir. Bunlara ek olarak, CD203c antijeni anti-IgE antikorlar1 ve allerjenler

tarafindan bazofillerin aktivasyonundan sonra yukar1 dogru regiile edilir.

HLA-DR Antijeni: insan 16kosit antijenleri (HLA) olarak da adlandirilan insan
major histokompatibilite kompleksi (MHC), MHC sinif I, sinif II ve siuf III olarak
tanimlanan ti¢ molekiil grubundan olusur. MHC smif II genomik bolge veya HLA-D
bolgesi, HLA-DR, -DQ ve -DP antijenlerini kodlayan genleri igerir. MHC smif 11
molekiilleri, o/ heterodimerlerinin kovalent olmayan sekilde iliskilendirilmesi ile
olusturulur. Hem agir (o) hem de hafif (B) zincirler hiicre membranini kapsar.
Molekiil agirliklart sirasiyla 31-33 kDa ve 26-29 kDa'dir. HLA-DR molekiilleri
antijen sunan hiicrelerde (APC), yani dendritik hiicrelerde, B lenfositlerinde,
monositlerde, makrofajlarda, langerhans hiicrelerinde ve timik epitel hiicrelerinde
bulunur. Bunlar ayrica aktif T hiicrelerinde eksprese edilir, ancak graniilositler,
trombositler veya kirmizi kan hiicrelerinde eksprese edilmez. Normalde bu
molekiilleri eksprese etmeyen dingin T hiicreleri veya endotel hiicreleri, bunlari
eksprese etmek icin indiiklenebilir. HLA-DR ayrica farkli diferansiyasyon
asamalarindaki bazi hematopoetik projenitor hiicrelerde eksprese edilir. (Beckman

Coulter. (Erisim Tarihi: 26 Nisan 2024.)

Anti-IgE Antikoru: Yiksek afiniteli IgE reseptoriinii (FceRI) eksprese eden diger
hiicreler, HLA-DR kullanilarak da farklilagtirilabilir. Bireylerde yiiksek degiskenlik
gosterir. Bazofiller, monositler, dendritik hiicrelerin yiizeylerinde eksprese edilir
(Beckman Coulter. Erisim Tarihi: 26 Nisan 2024).

Piirifiye anti-insan 1L-3 Antikoru: Interlokin-3 (IL-3), kemik iligi kiiltiirlerinden
megakaryositlerin, nétrofillerin ve makrofajlarin koloni olusumunu uyaran mast
hiicreleri, bazofiller, Kkeratinositler ve astrositler tarafindan iretilmekle birlikte
oncelikle aktif T hiicreleri tarafindan iiretilen oldukca tiire 6zgii bir pleiotropik
faktordiir. Bu antikor, dogal veya rekombinant IL-3'liin biyoaktivitesini notralize

edebilir (Beckman Coulter. (Erisim Tarihi: 26 Nisan 2024).
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2.5.4. Bazofil Aktivasyon Testinin Klinik Uygulamalar

Allerjiyi dogru bir sekilde teshis etmek i¢in klinik Oykii anahtar faktordiir. Olasi
suclu allerjen ve immiinolojik mekanizma akilda tutularak, sIgE ve/veya deri testi
kullanilarak IgE veya hiicre aracili reaksiyonun varliginin belgelenmesi taniyi
destekler. Iyi yerlesmis olmasina ragmen, deri testi ve sIgE'nin pratik smirlamalar
vardir; 6rnegin, deri testi, saglam cilt ve anti-histamin kesilmesini gerektirir ve hem
deri testi hem de sIgE, klinik allerjiyle esdeger olmayan duyarlilig: tespit eder. Klinik
Oykii ve deri ve/veya sIgE testi sonrasinda tani siipheli ¢gikarsa, klinik gozetim altinda
bir provokasyon testi yapilmasi gerekir (6rn. gida allerjisinde oral gida yiiklemesi,
ilag allerjisinde ilag provokasyon testi). Bu provokasyon testi deri, mukoza,
gastrointestinal, solunum ve kardiyovaskiiler semptomlar dahil olmak {izere allerjik
reaksiyonlart tetikleme riski tagidigindan hasta igin siklikla streslidir (Lieberman ve
ark., 2011; Jerry ve ark., 2004). Tiim allerjik hastalik tiirlerinde, allerjik reaksiyonu
in vivo olarak deri testlerinden ve slgE'den daha iyi temsil edebilecek bir in vitro
analiz en yararlis1 olacaktir. IgE aracili allerjide BAT, test tiipiinde ani tipte allerjik

reaksiyonu potansiyel olarak yeniden iiretebilecek sekilde ortaya ¢ikar.
2.5.5. Venom Allerjisinin Tanisinda BAT

BAT, hymenoptera venomu allerjisini teshis etmede hem yiiksek duyarlilik (%85-
100) hem de ozgiilliik (%83-100) bildirmektedir, ancak sirasiyla BAV ve YAV lar
Api ml ve Ves v5 ana allerjenlerine kars1 sIgE testi, cok sayida siipheli vakada
BAT'm etkisini azaltmistir. Yine de BAT, venom allerjisinde benzersiz teshis
sorunlarin1 ¢dzme en biiyiik basariy1 elde etmistir. Ornegin, klinik venom allerjisi
Oykiisii olan hastalarin kiigiik bir kismi, saptanamayan sIgE ve negatif cilt testleri
bildirmektedir. Bununla birlikte, mevcut kilavuzlar bu hastalarda taninin nasil takip
edilecegi konusunda tavsiyede bulunmamakta olup, bu kosullar altinda ar1 sokmasi
provokasyon testlerinin etik olmayan dogasi nedeniyle daha da karmasik hale
gelmektedir. BAT'!n bu hastalarin yaklasik %80'ine tan1 koymada etkili oldugu
kanitlanmistir ve bu venom allerjisinin yalnizca deri testleriyle teshis edilmesinde
belirgin bir gelismedir (Korosec ve ark., 2013). HVA tanisinin bir diger niians1 hem
BAV hem de YAV’a kars1 ¢ift pozitifliktir; hastalarin %60'a kadar1 her ikisinde de
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sIgE sergiler. VIT de ilerlemek icin sorumlu allerjenin belirlenmesi zorunludur.
BAT, diger teshis yontemleriyle karsilastirildiginda siirekli olarak en diisiik diizeyde
cift pozitiflik gosterir ve ¢ift pozitifligin belirgin oldugu durumlarda, BAT siklikla
baskin allerjeni tanimlayabilir (Sturm ve ark., 2011). Uyaran olarak rekombinant
allerjenleri kullanarak bazofil reaktivitesinin degerlendirilmesinin, suglu allerjen

kaynaginin belirlenmesinde anahtar olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.5.6. Allerjik Hastahgin Bagisiklik Mekanizmalarimi Kesfetmek icin BAT’1 Bir
Arag¢ Olarak Kullanmak

BAT, kismen karmasik hasta fenotiplerinin korunmasina bagli olarak klinik ve
laboratuvar arasinda gecis yapar, aym1 zamanda bu test kullanilarak
degerlendirilebilecek c¢esitli immiinolojik hedeflere de baghdir. IgE aracili bazofil
aktivasyonu, IgE'nin FceRlI'ye yiiksek afiniteyle baglandigi duyarlilig: takip eder ve
allerjen veya anti-IgE antikorlarinin uyarilmasi, IgE molekiillerinin ¢apraz
baglanmasiyla, bagisiklik reseptorii tirozin bazli aktivasyon motifinin (ITAM)
fosforilasyonuyla sonu¢landiginda meydana gelir. Paralel inhibitor bilesenler ayni
zamanda bazofillerin yiizeyindeki immiinoreseptdr tirozin bazli inhibisyon motifi
(ITIM) ile iligkili reseptorlerin es zamanli uyarilmasina bagl olarak da fosforile
edilebilir ve bazofil regiilasyonunda dnemli bir role sahip olabilir. Antikor aracili
tepkilerde ilgi duyulan inhibitér reseptorlerden biri, IgG'yi baglayabilen ve
potansiyel olarak IgE ile IgG arasinda capraz baglanmaya izin veren ve IgE aracili
bazofil aktivasyonunu baskilayan CD32B'dir. IgG ve IgE disindaki diger antikor
izotipleri, hiicre dig1 alanda allerjene baglanmak i¢in bloke ederek ve rekabet ederek

allerjen-IgE etkilesimine de miidahale edebilir (Strait ve ark., 2006).

BAT'!n allerjik hastaligin mekanizmalarim1 anlamadaki basarisinin  anahtari,
bazofiller tarafindan ifade edilen yiizey proteinlerini karakterize etme yetenegi ve
bunlarin allerjen stimiilasyonuna veya tehdidine yanit1 nasil modiile ettigidir. BAT,
FceRI ifadesinin miktarinin belirlenmesine ve aynm1 zamanda diger Fcgamma
reseptorlerinin (CD16, CD32, CD64) sabit durumda ve ayrica aktivasyon veya

zorlamaya yanit olarak ekspresyonuna izin verir (MacGlashan ve Hamilton, 2016).
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Benzer sekilde efektor hiicrelerin yiizeyindeki reseptdre bagli antikorlart dlgmek

mimkindiir.

Allerjen stimiilasyonuna bazofil yaniti, reseptorlerine baglanan allerjene SIgE'nin
ozellikleri, yani konsantrasyonu, o6zgiilliigii, klonalitesi ve allerjene afinitesi ile
modiile edilebilir ve bu immiin modiilasyon in vitro olarak incelenebilir (Beyer ve
ark., 2003). Allerjik yanitlar1 ortaya ¢ikaran peptidlerin ve epitoplarin daha iyi
anlasilmast hem gelismis tanisal testler hem de potansiyel yeni tedaviler igin

anahtardir.

Bazofil aktivasyonu IgE'den bagimsiz bir sekilde meydana gelebilir ve allerjene

aktivasyon mekanizmasini dogrulamak icin BAT yapilabilir.
2.6. Daha lleri Teshis Testleri

Bazi iilkelerde, HVA siiphesi olan hastalarin tanisal incelemesine ar1 sokmasi
provokasyon testi de dahil edilmektedir. Sistemik bir reaksiyon meydana gelirse, ar1
sokmasi provokasyon uyarisi, duyarliligin klinik a¢idan anlamli oldugunu dogrular;
ancak ciddi sistemik reaksiyonlara yol acabilir. Buna bagl olarak teshisi

kolaylastiracak ek testler yapilmaya baglanmistir.

2.6.1. Allerjen Komponent Testi

Allerjenler ve Bilesenler: Protein bilesenli materyallerin tamamu allerji gelistirme
potansiyeline sahiptir. Allerjen kaynaklarindaki proteinler (6rn. yer fistigi, polen ve
hymenoptera) siklikla birka¢ farkli allerjenik parca, farkli epitoplar iceren allerjen
bilesenleri, yani karsilik gelen IgE antikorlar i¢in {i¢ boyutlu baglanma yerleri olan
peptitler icerir. Epitoplarin allerjik etki gosterip gostermeyecegini belirleyen genel
bir 6zelligi yoktur. Diger iki 6nemli epitop 6zelligine dayali olarak, 1s1ya dayanikh
(1s1ya kars1 dayanikli) ve sindirime dayanikli (sindirime dayanikli epitoplarin aksine,
ventrikiil denatiirasyonuna direnirler) olarak ikiye ayrilirlar. Bir epitop 1sinmaya ve
sindirime ne kadar dayanikli olursa, allerjene maruz kalan duyarli hastada ciddi
klinik semptomlarin ortaya ¢ikma riski de o kadar yiiksek olur. Bilesen ¢oziimlii

taninin  giiclii yonlerinden biri, bazi durumlarda semptom ve bulgulardan ayrim
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yapmanin zor oldugu hastalarda gergek allerji ile capraz reaksiyon arasinda ayrim

yapabilmesidir.

Capraz Reaktif Karbonhidrat Belirleyicileri: Anti-N-Glikan CCD’ler IgE
antikorlar1, yani ortak glikoproteinlerin epitoplarina karsi olan antikorlardir. Ancak

bularin varlig1 genellikle klinik anlamlilik kazanmaz (Sastre, 2010).

Bir¢ok allerjen, protein ailelerinin sinirlarinin dtesinde 6nemli yapisal homolojileri
paylasabilen glikoproteinlerdir. Kapsamli ¢apraz reaktiviteye yatkin olduklarindan
bunlara capraz reaktif karbonhidrat belirleyicileri veya CCD'ler denir. iki tip CCD
farklilagsmistir: a-galaktoz tipine karsi hassasiyetler ciddi reaksiyonlara neden
olabilirken, MUX tipine (mannoz, glikoz ve ksiloz iceren glikoformlar) karsi
hassasiyetler siklikla klinik olarak 6nemsizdir. Artan alkol tiiketimi olan hastalarda
yiksek IgE diizeylerinin, MUX tipi CCD'ye duyarlilbikla iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Agirlikli olarak akar allerjenlerine duyarliligt olan 1.025
yetiskinden olusan bir popiilasyonda, CCD duyarliliginin nispeten nadir oldugu ve
solunum yolu allerjisi siiphesi olan hastalarin tanis1 i¢in énemli bir sorun olmadigi
gosterilmistir (Vidal ve ark., 2012). MUX tipi anti-CCD IgE antikorlarinin tespiti

ticari olarak temin edilebilen bir dizi kit ile miimkiindiir (Mertens ve Brehler, 2011).

Cift duyarhlasma sorunu: CCD'lerin disinda, venom allerjisi olan hastalarda ¢ift
pozitiflik, biiyiik 6l¢iide hyaluronidazlara (Api m2 ve Ves v2), vitellogeninlere (Api
m12 ve Ves v6) veya dipeptidil peptidaz 4'e (Api m5 ve Ves v3) yonelik IgE'ye
atfedilmistir (Blank ve ark., 2010). Son c¢aligmalar, protein seviyesinde
hyaluronidazlar arasindaki g¢apraz reaktivitenin smirli oldugunu gostermektedir.
Bunun nedeni, 6nemli derecede 6zdeslige sahip yiizey alanlarinin bulunmamasidir
(Skov ve ark., 2006). Hem CCD hem de protein epitoplarina kars1 yonlendirilen sIgE
mevcut olabileceginden, CCD'ye slIgEmin tespiti, c¢oklu venomlarin protein
epitoplarina karst duyarliligin dislanmasina izin vermez. Tek istisna, kagit esekarisi
venomlaridir (Polistinae) immiinolojik olarak saptanabilir CCD reaktivitesi
gostermemektedir (Sturm ve ark., 2011). Tiire 6zgii CCD icermeyen allerjenlerin
kullanimi, BAV ve YAV'de bulunan homolog allerjenlerin protein epitoplari

nedeniyle ¢apraz reaktivitenin diglanmasini kolaylastirir. Ancak 6niimiizdeki yillarda
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Hymenoptera venomlarina karsi ¢oklu duyarliligin aydinlatilmasina yonelik
molekiiler IgE teshisi alani, daha iyi ¢oziimlere ihtiyag duyan ek zorluklarla

karsilasacaktir.

2.6.2. Allerjen Komponent Testi (Bilesene Bagh Tani: CRD)

Allerjenler, farkli allerjik 6zellik gOsteren pargalarin bazilari, baska allerjenlerle
ortaktir. Bu nedenle tiim allerjen ekstresini test eden sIgE Ol¢iimlerinde ve DPT de
yaniltict sonuglar ¢ikabilir. Ozellikle ¢oklu allerjen duyarliginda bu ortak allerjen
yapilar nedeniyle capraz reaksiyonlar, yalanci pozitiflikler goriilebilir. Allerjenleri
bilesenlerine ayirarak tiire 6zgii veya farkl tiirlerde ortak olan allerjenler saptanir.
Buna; allerjen komponent testi (orijinal ismi ile “Component Resolved-Diagnosis”;

CRD) denir (Cengizlier ,2017).

Iyi tanimlanmis, uygun sekilde karakterize edilmis ve saflastirilmis dogal ve
rekombinant allerjenlerin kullanimina dayanan CRD, venom allerjisi tanisinda yeni

bir yaklasim olusturmaktadir (Cifuentes ve ark., 2014; Monsalve ve ark., 2012).

Mikrodizi tekniklerinin kullanima sunulmasi allerjik hastaliklarin tanisinda biiyiik bir
ilerleme olmustur. Kisaca CRD olarak da bilinen bu teknik, ¢oklu duyarliliga sahip
hastalarin gercek duyarlilik modelini gosterir, ¢apraz reaktivite ile duyarlilagsma
arasinda ayrim yapilmasina yardimer olur ve allerjinin diglanmasina yardimer olur

(Antolin ve ark., 2017; Saltabayeva ve ark., 2017).

2.6.3. CRD Teknigi

Immuno Solid-Phase Allergen Chip ISAC® (Thermofisher Diagnostic. Erigim tarihi:
10 Subat 2024), 112 farkli allerjenik bilesene karsit sIgE antikorlarini eszamanli
olarak analiz edebilen, ¢oklu duyarliliga sahip veya karmasik hastalar i¢in hassasiyet

modelleri saglayan mikrodizi bazli bir teshis ¢6ziimiidiir.

Ayni zamanda ImmunoCAP Spesifik IgE, 650'den fazla ana allerjen, 90’1n lizerinde
allerjen komponenti (komponent) ile atopik ve non-atopik hastalar1 ayirt etmek igin
tasarlanmis Phadiatop testlerinden olusan bir test sistemidir. IgE antikorlarinin
miktarinin ImmunoCAP sIgE sonuclar ile Olgiilmesi allerji hastalarinda tamamen

dogru sonuca ulagilmasini saglar. ImmunoCAP sIgE’nin klinik degeri, beklenen test
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degerlerini ve ImmunoCAP Specifik IgE'nin IgE antikorlari, insan serumunda ve
plazmasinda spesifik bir allerjene karsi gelistirilen sensitizasyon sonucu goriiliir.
Dolasimdaki IgE antikorlarinin 6l¢limii, bir allerjene duyarliligin nesnel olarak
degerlendirmesini saglar. Genel olarak diisiik IgE antikoru seviyeleri diisiik bir klinik
hastalik olasiligina isaret ederken, allerjene karsi yiiksek antikor seviyeleri klinik

hastalikla korelasyon halindedir (Immunocap. (Erisim Tarihi: 18 Nisan 2024).

CRD aynmi zamanda idiyopatik anafilaksinin tanisinda ve ¢oklu duyarli hastalarda
major duyarlilik paternlerinin tanimlanmasinda da faydali olabilir. Coklu duyarlilig
olan hastalarda ImmunoCAP ISAC®'n yararli ve ayrintili bilgi sagladig:
gosterilmistir (Jambari ve Wangx AM, 2017; Martin-Mufioz ve ark., 2017). CRD,
kiigiik bir numune hacmi (30 ul) kullanarak her testte kullanilan farkli allerjenik yap1
kadar sonug¢ elde edebilir. Bu panel spesifik tiirleri ve ¢apraz reaktiviteyle ilgili
molekiilleri icerir. Capraz reaktivite bilesenleri sayesinde CRD, 51 allerjenik
kaynagin yam sira gidalar (siit, yumurta, balik ve karides, kuruyemisler, baklagiller,
bugday, meyveler), polen (yabani otlardan), agaclar, sifali bitkiler, arilar, hayvanlar,
kiifler, akarlar ve hamam bdcekleri, parazitler, lateks ve karbonhidratlar gibi yiizlerce

allerjen kaynagi hakkinda bilgi saglar (Hemmer ve ark., 2017).

Molekiiler allerjenlerin genis paneli, bir biyocipe sabitlenmis ISAC yontemi 112
allerjenik bilesenden ve ImmunoCAP 900’den fazla bilesenden olusur. Yazilim,
yorumlamaya yardimci olacak yonlendirici agiklamalar da dahil olmak tizere raporlar
olusturur. Sadece 30 pl serum veya plazma gereklidir. Yar1 niceliksel sonuglar

standardize birimlerinde (ISU) gosterilir.

Diisiik arka plan giiriiltiisii, saglikli, atopik olmayan kontroller i¢in bos sonuglar
saglamanin yani sira, atopik dermatitli hastalarda oldugu gibi yiiksek total IgE'li
hastalar icin ¢ok i1yi o6zgiilliik saglar. 0,3 ila 100 ISU arasindaki 6l¢lim araligi, IgE
antikor seviyeleri hakkinda bilgi saglar. ISU'lar belirli ImmunoCAP birimlerine gore

standartlastirilmistir.

Duyarlilik, allerjenik bilesene bagli olarak 0,3 ila 1,0 ISU arasinda degisir. Toplam
IgE cok yliksek olsa bile herhangi bir etkilesim yoktur. Allerjenik bilesenler tigliiler
halinde biriktirilir ve polimer kapli bir mikroskop lami {izerinde bir kovalent olarak
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sabitlenir. Her mikroskop lami, 4 farkli numuneden sonug¢ veren 4 mikrodizi igerir.

ImnunoCAPi iki adiml1 bir testtir:
1. Hastanin serumundaki IgE antikorlari sabit allerjenik bilesenlerle birlestirilir.

2. Allerjenlere baglanan IgE antikorlari, floresan isaretli bir anti-IgE antikoru

araciligiyla tespit edilir.

CRD beklenmedik duyarliliklari ortaya ¢ikarir ve idiyopatik anafilaksisi olan hastalar
hakkinda daha fazla bilgi saglar (Seyfarth ve ark., 2017). Bu teknik, riski ve
reaksiyonun tiiriinii (asemptomatik, lokal veya sistemik) tahmin etmeye yardimci
olur. Tedavi agisindan CRD, spesifik immiinoterapiye yanit vermeyen hastalarda IgE
profilinin belirlenmesine yardimci olur. Bununla birlikte, bu testlerin sinirlamalar1 da

vardir.

Duyarlik testlerinin yorumu, deri testi veya SIgE o6l¢iimii, bireylerin allerjik
duyarlanmasi durumunu gosterir. Test negatif ise, bu allerjenlere duyarlik yoktur.
Pozitif ise; dykil ve semptomlarla da iligkili olmast durumunda anlami vardir. Yoksa

pan-allerjen duyarlanmasina bagli nonspesifik pozitiflik olabilir.

Genel olarak, CRD'nin, klinik olarak anlamli ve alakasiz sIgE sonuglar1 arasinda bir
dereceye kadar ayrim yapilmasina ve belirli prognostik sonuglara sahip duyarlilik
modellerinin olusturulmasina izin vermesi nedeniyle allerjik hastanin yonetimini

gelistirebilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

2.6.4. Allerjen Komponent Testinin Hymenoptera Asirt Duyarhhgindaki
Faydalan

CRD, bireysel duyarlilik profilleri olusturma potansiyeline sahiptir ve duyarlilik ile
gercek allerji arasindaki ayrimu iyilestirerek katkida bulunur. Ayrica CRD, bireysel
risk degerlendirmesine ve muhtemelen kaliciligin tahmin edilmesine olanak tanir ve

VIT igin hasta se¢imini hizlandirabilir.

ISAC kullanilarak yanlis negatif ve pozitif sonu¢ alma olasiligi da vardir. Bu,
hymenoptera asirt duyarliligmmin tanisinda 6zel bir 6neme sahiptir. Her ne kadar

rekombinant allerjenler ImmunoCAP'in geleneksel sIgE testiyle de kullanilabilse de
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iyi tanimlanmig, uygun sekilde karakterize edilmis ve saflastirilmis dogal ve
rekombinant allerjenlerin kullanimina dayanan CRD venom allerjisinin tanisinda
yeni bir yaklasim olusturmaktadir (Antolin ve ark., 2017). Son yillarda CRD, ana
allerjenler Api ml, Ves vl, Ves v5 ve Pol d5'in yam sira CCD’lere karsi sIgE
antikorlarinin Gl¢limiine olanak saglamigtir. Bu testlerin amaci, o6zellikle ikili
duyarlilig1 olan hastalarda, herhangi bir duyarliligin klinik iliskisinin belirlenmesine
yardime1 olmaktir. (CRD, yerlesik prosediirlerle birlikte kullanildiklar: siirece teshis
spektrumuna degerli bir katkidir). Ves v5 disinda, Ves v1'e kars1 IgE antikorlarinin
Ol¢iilmesi de tanisal incelemeye her zaman dahil edilmelidir (Seyfarth ve ark., 2017).
Bitkilerde ve hymenoptera venomlarinda CCD’ler, in vitro allerji tanis1 sirasinda
alakasiz pozitif test sonuglarinin yaygin bir nedenidir. Bazi CCD pozitif serumlar,
Phadia ImmunoCAP® platformunu kullanirken CCD igermeyen rekombinant
allerjenlerle bile spesifik olmayan IgE baglanmas1 gosterir (Hemmer ve ark., 2017).
Daha once tespit edilemeyen Hymenoptera allerjisinin tanisal boslugu, rekombinant
allerjenlerin iiretimi yoluyla azaltilmistir. Benzer tiirler arasi proteinler ve CDD’ler
hakkinda bilgi, ilgili duyarlilagsmalar1 alakasiz duyarliliklardan ayirt etmek icin
gereklidir (Tomsitz ve ark., 2017).

2.6.5. Hymenoptera Venom Allerjisinde CRD

Son yillarda allerjenlere kars1 sIgE antikorlari mevcuttur: rApi m1, nApi m4, rVes
vl, rVes v5 ve rPol d5. Cogu BAV ve YAV allerjeni, aralarindaki IgE ¢apraz
reaktivitesinin bir kismindan sorumlu olan CCD'ye sahiptir (Mittermann ve ark.,
2010). Bununla birlikte, BAV ve YAV allerjenleri yiiksek derecede sekans
homolojisi gosterdiginde capraz reaktivite ortak protein epitoplarina da dayanabilir
(6rn. hyaluronidazlar Api m2 ve Ves v2, dipeptidil-peptidazlar Api m5 ve Ves v3).
rApi ml ve rVes v5'e sIgE'nin saptanmasi, CCD'lere kars1 sIgE varliginda venom
ekstraktlarina karsi ¢ift pozitif IgE sonuglar1 olan hastalarda gercek cift duyarhlik ile
capraz reaktivite arasinda ayrim yapmak i¢in en giivenilir tanisal prosediir olarak
tanimlanmistir (Hofmann ve ark., 2011). Bununla birlikte, baslica BAV allerjeni olan
rApi ml'in, disiik tanisal duyarliligi (%60) nedeniyle BAV allerjisinin
saptanmasinda siirli bir klinik yararliliga sahip oldugu gosterilmistir (KoroSec ve

ark., 2011). Rutin teshislerde bulunmayan Api m10'un yakin zamanda ari tiirleri
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venomuna allerjisi olan hastalarda bir baska énemli allerjen oldugu tanimlanmistir.
YAV allerjisi olan kisilerde sIgE'den rVes v5'e kadar 100 hastanin %87'sinde
gosterilmistir (Miiller ve ark., 2009) Ves vl'in ek kullaniminin, rekombinant YAV
allerjenlerine dayanan tanmisal testlerin duyarliigimi 6nemli Olgiide arttirdig
gosterilmistir. Birlikte yasayan esek aris1 Polistes dominulus) ve Vespula tiirlerine
karst duyarliligin (¢ogunlukla Akdeniz bolgesinde), hem V. vulgaris hem de P.
dominulus'un antijen S'ler (Pol d5/Ves v5) ve fosfolipazlar (Pol d1/Ves vl) icin
slgE'nin arastirilmasiyla ayirt edilmesi onerilmistir. Teshis amacli rekombinant

hymenoptera allerjeninin spektrumunun yakin zamanda genisletilmesi beklenebilir.

Klinik uygulamada, ar1 sokmalarmma karst allerjik reaksiyon Oykiisii olmayan
hastalara deri prik veya sIgE testi yapilmamalidir. Reaksiyon 6ykiisii olmayan pozitif
bir testin klinik 6nemi, pozitif testlerin klinik dykii ile iliskili olmasi gereken gida
allerjisi testi ile ilgili soruna benzer. Bu nedenle, klinik hastalik yoklugunda pozitif

bir anti-venom IgE testi belirsiz bir 6neme sahiptir (Incorvaia ve ark., 2014).

2.6.6. CRD icin Allerji Laboratuvar: Testleri

Gen teknolojisiyle tiretilen saflastirilmis (dogal/n) veya rekombinant (r) allerjenler,
sIgE teshisi i¢cin kullanilir. ImmunoCAP TM (Phadia/Thermo Fisher Scientific.
Erisim Tarihi: 10 Subat 2024.) veya Immulite (Siemens Healthcare Diagnostics, Los
Angeles, CA, ABD), kU /I cinsinden IgE seviyelerinin kantitatif sonuglarini veren
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (FDA: food and drug
administration) onayli enzim baglantili immiinolojik testlerdir. sIgEmin giivenilir
sekilde saptanmasi, ilgili tiim allerjen bilesenlerinin yeterli temsiline sahip allerjen
reaktiflerinin ~ kullanilmasimi ~ gerektirir.  Bu, tiim  reaktiflerde  gecerli
olmayabileceginden, bunlarin bazilar1 bu arada rekombinant allerjenlerle (spiking
olarak da bilinir) zenginlestirilmistir (Dfu Phadia. Erisim Tarihi: 28 Ekim 2023).
Zenginlestirilmis rekombinant allerjen bilesenleri igeren reaktiflere yonelik diger

ornekler, findik karisimi (Cor al), lateks (Hev b5) veya yaban aris1 (Ves v5)'tir.

slgE'min bireysel olarak belirlenmesine ek olarak, modern biyogip teknolojisi

kullanilarak, yalnizca ¢ok az miktarda serum (yaklasik 30 upl) kullanilarak 100'den
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fazla allerjen bilesenine yonelik sIgE'nin es zamanli olarak belirlenmesi artik

mimkiindiir (6rn. ImmunoCAP TM ISAC sIgE 112).

Cok dizili sistemin kullanimi1 (su anda polen, akar, venom, hayvan, yiyecek ve
digerlerinden gelen 112 allerjeni icermektedir) ¢oklu duyarliligi olan hastalarda ve
geemisi belirsiz, tekrarlayan anafilaksisi olan hastalarda mantikli goriinmektedir

(Melioli ve ark., 2011).

2.6.7. ImmunoCAP ve ISAC Ana Allerjen Komponentlerin Klinik Degeri

Bir allerjen kaynagindan, tekil allerjen komponentleri iiretilebilir. Bu komponentlere
kars1 gelistirilen hassasiyetler ayr1 tekil testlerle Olgiilerek hastanin hangi
komponente duyarli oldugu kesin bir molekiiler seviyede belirlenir. Bu bilgi,

allerjinin rafine olarak teshisi i¢in 6nemli bir temel saglar.

Allerjen komponentleri, yapisal benzerlige sahip olarak farkli protein aileleri altinda
gruplanmis proteinlerdir. Kaynaklarda farkli miktarlarda bulunan ve farkli
kararliliklara sahip bu komponentlere kars1 gelistirilen hassasiyetin nedeni ortak grup
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bazi allerjen komponentleri spesifik, bazilari
capraz reaktiftir (Immunocap Erisim Tarihi: 18 Nisan 2024). Testlerden gelen
sonuglarin, allerjiden siiphelenildigini belirlemek ve rahatsizlik veren allerjeni
belirlemek veya test sonuglarinin negatif oldugu allerjenleri elimine etmek igin

kullanilir.

Sonuglar, zamanla antikorlarin IgE seviyelerinin izlenmesinde de yardimci olabilir.
IgE antikorlarmin artigi, erken tan1 agamasinda saptanabilir, bu da klinik semptomlar
gelismeden Once sensitizasyona isaret eder ve risk altindaki hastalarin

tanimlanmasina yardimci olur:

e [gE antikorlarinin artisi, klinik semptomlar olusmadan sensitizasyonu isaret
eden erken bir asamada tespit edilebilir

e Allerjik hastaligin ilerlemesini anlamada yardimci olur

e Allerjenin yiikiinii aciklamaya yardimci olur: Allerjik semptomlara birlikte
katkida bulunan allerjenler hastaligin yonetilebilmesi i¢in uygun tedavinin

belirlenmesine olanak saglar.
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e Allerji gidisati: Ciltte olusan semptomlarin solunum semptomlarina
donilismesini belirleyebilir.

e Siddetlenme: Hafif semptomlarin siddetli semptomlara doniismesini
belirleyebilir.

e Kroniklik: Yinelenen semptomlarin kalici semptomlara doniismesini

saptayabilir.
2.7. Hymenoptera Venom Allerjisinin Tedavisi

HVA’s1 olan hastalarda ¢ok siddetli ve hatta dliimciil reaksiyonlarin yiiksek riski
nedeniyle, dikkatli bir hasta yonetimi ve uygun terapdtik miidahale biiyiik 6nem
tagimaktadir. Riski en aza indirmeye katkida bulunabilecek bazi davranig kurallar
mevcut olmasina ragmen, ar1 sokmalarindan tamamen kaginmak zordur. Bu nedenle
HVA olan hastalar, oral olarak uygulanan H1-antihistaminik ve kortikosteroidlerin
yant sira adrenalin otoenjektoriinii de igeren kendi kendine uygulama i¢in bir acil
durum kiti tasimalidir. Cogu hasta idame dozuna ulasildiktan sonra korundugundan
acil durum kitinin VIT sirasinda ve sonrasinda tasinmasi gerekip gerekmedigi hala

tartisma konusudur (Goldberg ve Confino-Cohen, 2010).

VIT, hastalar1 gelecekteki siddetli ar1 sokma reaksiyonlarina karsi etkili bir sekilde
koruyabilen, HVA’nin hastalig1 iyilestirici tek tedavisidir. Eriskinlerde ve tespit
edilebilir duyarlilig1 olan ve genel cilt semptomlarini asan sistemik reaksiyonu olan
cocuklarda ve ayrica yasam kalitesi bozulduysa genel cilt semptomlart olan
erigkinlerde VIT onerilmektedir. VIT, klinik alanda en etkili tedavilerden biri
olmasma ragmen, kapsamli bir teshis calimasina dayali olarak dogru venomun
secilmesi, etkili koruma i¢in ¢ok onemli bir 6n kosulu temsil eder. Bununla birlikte
HVA'da endotip ve fenotip seklinde siniflandirmaya olanak taniyan farkh
biyobelirtegler ve tani stratejileri mevcuttur. Boylece VIT'in dogru uygulanmasini,
siddetli ar1 sokmasi reaksiyonlar1 agisindan yiiksek risk altindaki hastalarin

belirlenmesini ve tedavi protokollerinin ve siirelerinin ayarlanmasini kolaylastirirlar.

VIT sirasinda tolerans indiiksiyonunun ayrintili mekanizmalar1 tam olarak
anlagsilmamistir. Bununla birlikte tedavinin basarisiyla iliskili olan ¢esitli
immiinolojik degisiklikler 1yi tanimlanmistir. Venoma 0Ozgii diizenleyici T

hiicrelerinin (Treg) ve Thl hiicrelerinin VIT sirasinda indiiklendigi ve proallerjik
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Th2 hiicrelerini baskilayabildigi diistiniilmektedir. Ayrica Th2'nin baskilanmasi, IL-
4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi sitokinlerin seviyelerinin azalmasina yol agarak mast
hiicrelerinin ve bazofillerin duyarsizlasmasia yol acar (Akdis ve Akdis, 2015).
Ayrica, spesifik 1gG4 antikorlarinin indiiksiyonu, bloke edici antikorlarin koruyucu
bir anti-inflamatuar role sahip oldugu varsayildigindan anlamli olabilir. Ek olarak,
diizenleyici fenotipli B hiicrelerinin (Breg) uyarilmasinin VIT sirasinda énemli bir
olay oldugu gosterilmistir. Breg'ler venoma 0zgii T hiicresi proliferasyonunu
baskilayabilir ve Treg'leri uyarabilir (Kessel ve ark., 2011; Lee ve ark., 2014),

bdylece tolerojenik fenotipe dogru degisimi hizlandirabilir.

VIT, biitiin venom ekstraktlarmin deri altma enjeksiyonu ile gergeklestirilir. Onerilen
100 pg'hk idame dozuna farkli protokoller kullanilarak ulasilabilir. Geleneksel
protokollerde idame dozuna birka¢ hafta ila ay icinde ulasilirken, ardisik giinlerde
giinde birka¢ enjeksiyonun kullanildigi rush (hizli) ve ultra-rush (ultra hizlh)
protokollerde idame dozuna sirasiyla birkag giin veya saat iginde ulasilir. Cluster
(Kiime) protokollerinde hastalara 1-2 hafta araliklarla giinde birka¢ enjeksiyon
yapilir. Idame enjeksiyonlar1 arasindaki araliklar, klinik koruma kayb1 olmaksizin 4
haftadan (ilk yil), 6 hafta (ikinci yil) ve 8 haftaya (3-5 yildan itibaren 5 yillik tedavi

durumunda) kademeli olarak artirilabilir (Bonifazi ve ark., 2005).

Cesitli calismalar ¢ogu hastada idame dozuna ulasilir ulasilmaz klinik korumanin
saglandigimi gostermistir. 100 pg'hk geleneksel idame dozunu alirken hala ar
sokmasina tepki veren hastalarin ¢ogu, VIT sirasinda artan venom dozajlariyla
korunacaktir. VIT'in, BAV ile tedavi edilen hastalarin %77-84'iinde, vespid venomu
alan hastalarin %91-96'sinda ve karinca venomu ile tedavi edilen hastalarin %97-
98'inde gelecekteki sistemik reaksiyonlari 6nlemede etkili oldugu bildirilmektedir.
VIT'in BAV'deki disiik etkinliginin nedenleri hala belirsizdir. Potansiyel
aciklamalar, bir bal aris1 sokmasiyla verilen ¢ok daha biiyiik ve tutarli venom miktari
veya belirli terapotik venom preparatlarinda yeterince temsil edilemeyenler de dahil
olmak iizere, farkli ana BAV allerjenlerine sahip BAV allerjik hastalarin genis

duyarlilik profilleri olabilir (Tankersley ve ark., 2002; Hoffman ve Jacobson, 1984)

VIT 3-5 yil siireyle uygulanmalidir, ¢ogu uzman 5 yil 6nermektedir. VIT'in 3 yil
sonra durdurulmasinin yalnizca hafif ila orta dereceli reaksiyonlar1 olan hastalar i¢in
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miimkiin olabilecegi ve tedavi sirasinda ar1 sokma testinin yapilamadigi durumlarda
yapilmamasi gerektigi dikkate alinmalidir. Minimum 5 yil siireli VIT, uzun vadeli
etkinlik acisindan iistiindiir ve hastalarin ¢ogunu korur. VIT'in kesilmesinden sonra
uzun bir takip siiresinde (26 yila kadar) yeniden ar1 sokmalarinin sonuglari iizerine
yakin zamanda Martini ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, ortalama 10 yil
boyunca tedavi edilen hastalarda niiks riskinin ¢ok diisiik oldugunu (%3,4)
gostermistir (Martini ve ark., 2020).

Bazi caligmalara gore, VIT'in kesilmesinden sonra koruma kaybiyla iliskili risk
faktorleri arasinda ¢ok siddetli baslangic sistemik reaksiyonlar, VIT sirasindaki
sistemik advers olaylar (enjeksiyon veya sokma), 5 yildan kisa siireli tedavi, bazal
serum triptazinin yiikselmesi ve/veya mastositoz, BAV allerjisi, kardiyovaskiiler
hastalik yer almaktadir. Bununla birlikte, tim hastalarin gelecekteki bir ar1
sokmasina kars1 gelisebilecek sistemik reaksiyon riskini diisiirmenin tek yolu idame
VIT tedavisine devam etmektir. Mastositozolanlar gibi yiiksek riskli hastalarin yanm
sira aricilar gibi gelecekte ar1 sokmasi riski yliksek olan hastalarda yasam boyu

tedavi ozellikle diigiiniilmelidir.

VIT yeterliligi, hymenoptera venomuna karsi sIgE'nin varligini dogrulayan klinik
kriterlere ve teshis testlerine dayanmaktadir. Sistemik reaksiyon, viicudun bir ari
sokmasina karst genellestirilmis IgE'ye bagimli reaksiyonu olarak anlasilir ve
(Mueller, 1966) (Tablo 2.2.) tarafindan gelistirilen dort dereceli reaksiyon siddeti
Olcegine gore siniflandirilir. HVA immiinoterapisi, hayati tehdit eden HVA
semptomlari olan hastalar icin (HVA-SYS Il1-1V), sokmalara yiiksek derecede maruz
kalan kisiler (ar1 yetistiricileri) veya ciddi reaksiyon riskini artiran komorbiditeleri
olan kisiler i¢in Onerilmektedir. VIT, allerjene karsi toleranst saglamak amaciyla
allerjenin artan dozlarmin (sulu ¢ozeltiler veya aliiminyum hidroksit {izerine adsorbe
edilmis venom ekstraktlar1) tekrar tekrar uygulanmasini igerir. HVA i¢in yalnizca
enjeksiyon immiinoterapisi kullanilir. Tedavinin baslangic asamasi (VIT
indiiksiyonu), genellikle 1 pg venom dozuyla baslar. Daha sonra allerjenin dozu
standart degere (yani 100 pg venom) ulasmak icin kademeli olarak artirilir. Idame

dozuna ulasildiginda hasta klinik tolerans (kisa siireli etkinlik) gosterir. Uzun vadeli
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etkililik i¢in tedaviye Oniimiizdeki 3-5 yil boyunca devam edilmesi gerekmektedir

(Nittner-Marszalska, 2018; Kotaczek ve ark., 2017).

Spesifik immiinoterapinin amaci, bir allerji uzmaninin kontrolii altinda uygulanan
allerjenin artan dozlarina maruz kalma yoluyla B lenfositleri tarafindan IgE
antikorlarinin sentezini azaltmaktir. Tedavi sirasinda allerjenin konsantrasyonu
artmaktadir. Bu artis, Langerhans hiicreleri ve makrofajlar tarafindan IL-12 tiretimini
tesvik eder. Bunu takiben IL-12, Th2 tipi sitokinlerin (IL-4, IL-5 ve IL-13) {iretimini
inhibe eder ve Thl tipi sitokinlerin (IFN-y dahil) sentezini uyarir. Bu iglemlerin
sonucunda IgE iiretimi engellenir. sIgE tretimini giiclii bir sekilde inhibe eden ve
spesifik IgG4 seviyesini artiran IL-10'un varligi da immiinoterapi mekanizmasinda
onemli bir rol oynar. Bunun nedeni, IL-10'un mast hiicrelerinin ve eozinofillerin
uyarilmasini inhibe etmesi ve T hiicresi anerjisinin indiikklenmesinden sorumlu
olmasidir (Incorvaia ve ark., 2011; van de Veen ve ark., 2013). Spesifik
immiinoterapi hem lokal hem de sistemik nitelikte cesitli yan etki riskini igerir.
Tedavi goren hastalarin %8-20'sinde sistemik komplikasyonlara rastlanmaktadir.
Sistemik komplikasyon, BAV ile yapilan immiinoterapi sirasinda YAV’a gore 3-6
kat daha sik goriiliirler ve baslangic asamasinda idame asamasina gore daha sik
gortliirler. Antijene spesifik immiinoterapi su anda ar1 venomu allerjisinde allerjik
hastaliklarin tek nedensel tedavisidir. Uygulanan tedavi, allerjik kiside allerjen
duyarlhiligin1 azaltarak hastalik semptomlarinin ortadan kalkmasini veya siddetinin

azalmasini saglar.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, TYL- 2023-12741 numarali proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmis ve Erciyes Universitesi Etik

Kurulundan 28/09/2022 tarih ve 2022/651 numarali karar ile onay alinmistir.

Calismaya Erciyes Universitesi Immiinoloji-Allerji poliklini§ine bagvuran o&ykii,
DPT, sIgE olgiimleri ile giincel klavuzlar dogrultusunda immiinoterapi baglanmasina
karar verilen ar1 venom allerjisine ¢ift duyarlilig1 olan 10 hasta dahil edilmistir. Her
hastaya calisma hakkinda bilgi verildikten sonra bilgilendirilmis goniilli onam

formlar1 imzalatilmistir.

Hastalarin kanlar1 heparinli tiipe (BD Vacutainer, BD-Plymouth, PL6 7BP, UK), 3 cc
kan 6rnegi bulunacak sekilde alinmistir. Hasta serumlari ise sitratli tiipte 3 cc olacak

sekilde alinmastir.

Hastalardan alinan venoz kan 6rnekleri pozitif kontrol (PK) (FMLP- N-Formyl-Met-
Leu-P-, anti-IgE), negatif kontrol (NK) ve ar1 venom ekstrakt diliisyonlarina (0.1
mg/ml, 1 mg/ml, 10mg/ml) maruz birakilmistir. Bazofil yilizeyindeki CD63 ve
CD203c ekspresyon diizeyi akim sitometri cihazi ile degerlendirilmistir. CD203c¢ i¢in
MFTI degerleri, CD63 i¢in ylizde bazofil aktivasyon oranmi kullanilmistir. Ek olarak
serum IgE antikor diizeylerinin 6l¢iimii allerjen komponent test (CRD) olarak bilinen
bir test ile 6l¢limii yapilmigtir. Caligmada akim sitometrik degerlendirmeler Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dali Akim Sitometri
Laboratuvar’inda yiiriitiilmiigtir. CRD testi ig¢in hizmet alimi1 yapilmistir (Synevo
laboratuvarlar1 (Erisim tarihi:18 Subat 2024).



3.1. Gerecler
3.1.1. Alet ve Ekipman

Akim Sitometri Cihaz1 (Beckman Coulter , Dx-Flex Model), Niive NF 800 Model
Santrifiij Cihazi, Heidolph Instruments Vorteks Cihazi (D-91126), +4 sogutucu  -2-
8°C Buzdolab1 (Profilo, BD4306ANFE), Gilson pipet, 1ul ile 10ul arasinda, 10ul ile
100ul arasinda, 100ul ile 1000ul arasinda ayarlanabilir mikro otomatik kalibre
standart pipetler, 10-100 ve 1000ul kalibrasyonlar1 yapilmis standart pipet uglar
(ISOLAB), 12x75-mm test tiipii (Falcon TM polistiren test tiipleri,), Isolab Mekanik
Timer (Zamanlayici), Isitict blok (DLAB,HB-120S), Navios sisteminde kaluza

kullanilmaktadir.

3.1.2. Deneysel Malzemeler, Kimyasal Kitler ve Soliisyonlar

Sodyum bikarbonat, EDTA, Ca, Mg ve fenol red igermeyen Hank’s Balanced, Salt
Solution (HBSS) (Sigma), Optilyse C Lysing Solution (BeckmanCoulter, USA),
Hiicre yikama islemlerinde kullanilan solisyonlar isoflow (BC, 41116015), FMLP
sigma, 10MG, PBS (Beckman coulter), ALK Vespula ve Apis immiinoterapi

soliisyonlar1, Muhtelif pipet ucu ve plastik sarf malzemeleri, distile su.

3.1.3. Akim Sitometride Kullanilan Antikorlar ve Altyap:

CD63 FITC (B92467), CD123 PE (A32535), HLA-DR ECD (IM3636), CD203c
PC7 (A66906), CD45 PC5 (A07785) (BeckmanCoulter, USA).

IL-3 (B259874) (10png) (BioLegend, USA), Anti-IGE (325502) (0,5mg/mL-100ug)
(BioLegend, USA)

Allerjen Komponent Test Kiti (Synevo Genetics Laboratuvarlar1 (534/MRK/Y-3),
Tiirkiye)

3.2. Akim Sitometri ile Test Islemleri

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Ana Bilim Dali Akim Sitometri
Laboratuvarina her giin bir hasta ve kontrol drnegi olacak sekilde 3 cc kan 6rnegi ile

calisma baslatildi.
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3.2.1. Soliisyon ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

Stem cell lizis calisma soliisyonu hazirlanmasi; 1 birim stem cell lizis stok
soliisyonu / 9 birim distile su ile karistirilarak lizis caligma soliisyonu elde edildi.

Eritrositlerin lizisi amaciyla kullanild.

HBSS buffer: 100ml HBSS, 0.1gr albiimin fraksiyon V, 200ul EDTA (PH:8.0)

karigimi ile elde edildi.

Anti-Igg (0,5mg/mL-100ng) (BioLegend, USA): Soliisyon halinde geldi. Her
calisma ve her bir 6rnek basina 4ul Anti-IGE + 496ul distile su ekleyerek yeni
soliisyon olusturuldu. Buradan pozitif kontrol tiipii olarak kullandigimiz tiipe 150ul

eklendi.

FMLP (Sigma 10MG): Soliisyon halinde geldi. Her ¢alisma ve her bir 6rnek basina
4ul FMLP+ 496ul distile su ekleyerek yeni soliisyon olusturuldu. Buradan pozitif
kontrol tiipii olarak kullandigimiz tiipe 150pul1 eklendi.

IL-3 (10png) (BioLegend, USA): Soliisyon halinde geldi. Her ¢aligma ve her bir
ornek basma 1pl IL-3+4999ul PBS ekleyerek sulandirilarak yeni soliisyon

olusturuldu. Calisma i¢in kullanilan biitiin tiiplere bu soliisyondan 150’ser pl eklendi.

3.3. Akim sitometrinin okuma ve analiz i¢in hazirlanmasi

Cihaz agma diigmesi ile agilir. Becman coulter Navios yazilimi veya dxFlex yazilimi
acildiktan sonra cihaza bir yikama tiipli verildi. Lazer ayarlarini kontrol etmek i¢in
cithaz boncuklar1 cihaz lizerinden ayarlar secilerek yapildi. Analiz boliimiinde, elde
edilen hiicresel veriler ilgili prosediirler kullanilarak sonlandirildi. Navios yazilim
kullanilarak yapilan 18-20.000 hiicrenin sayildigi analizde FL1 350 ve
kompanzasyon sifir olarak segildi. Canli notrofil kapist “gate” canli hiicreler
etrafinda olusturuldu. X ekseninde; 10° degeri defektif hiicrelerce olusturulan
floresan yogunlugu 10° degeri ise normal hiicrelerce olusturulan floresan yogunlugu
gostermektedir. Histogramlarda bazofil gruplarmm (M, MI1. M2) smrlan

belirlenerek her zirve i¢in analiz detaylar1 ayr1 ayr elde edildi.
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3.4. Akim Sitometrik Analiz Uygulamalari
Akim sitometri analiz islem basamaklar 6zet is akisi:

Uygun antikor gruplarindan analiz paneli olusturulmasi, Akim sitometri Oncesi
hiicrelerin antikor ile isaretleme i¢in hazirlanmasi, isaretleme islemi sonrasi akim
sitometriden hiicrelerin gecirilmesi (okuma islemi), akim sitometride okuma
sonuglarinin her 6rnek icin analizi, hasta ve kontrol datalarinin gruplandirilarak
karsilastirilmasi, veriler arasinda istatistiksel baglantinin arastirilmasi, akim sitometri
verileri ile diger laboratuvar sonuglarinin karsilastirilmasi ve anlamli baglantilarin

arastirilmasi.
Akim Sitometride Bazofil Hiicrelerinin Yiizey Ekspresyon Ol¢iimii

Calismaya alinan tiim hastalar ve kontrol periferik kan 6rneklerinde hiicre yiizey ve
hiicre i¢i proteinleri olan CD123, CD63, CD203c, HLA-DR spesifik antikor ile

isaretleme sonrasi akim sitometrik protein ekspresyon dlgiimii yapildi.
Bazofil Eldesi

Heparinli tiipe alinan 100 pl’ lik periferik kan 6rneklerine stem cell liyzing soliisyonu
eklendi ve flow tiipiine konuldu ve oda 1siSinda 15 dakika bekletildi. Hafifce
sallanarak eritrositlerin lizis’1 sonras1 2 ml HBSS buffer eklendi ve 1200 rpm de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatan atildi. Pellet iizerine HBSS buffer eklenerek
1200 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. HBSS buffer ile yikama islemi iki kez

tekrarland1 ve eritrosit kalintilar1 temizlenerek test i¢cin hazir hale getirildi.

3.5. Akim Sitometri Ornek Hazirlama islem Basamaklar

Her hastadan alinan 150 pL kan 6rnegi tizerine 150uL PBS+150uL IL-3 her bir flow
tipiine eklendi. Her bir ornek igin 6 flow tipi kullanildi ve asagidaki gibi
isimlendirildi.

o Tiip negatif kontrol tiipii; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c

PC7, CD45 PC5, markerlar1 5’er uL, ek olarak ayni tiipe 150 pL PBS+IL3
eklendi.
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e Tiip pozitif kontrol FMLP tiipii; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD,
CD203c PC7, CD45 PC5 5’er ulL, ek olarak aynmi tipe 150 pL
PBS+IL3+FMLP eklendi.

e Tiip pozitif kontrol Anti-IGE tiipii; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR
ECD, CD203c PC7, CD45 PC5 5’er uL, ek olarak aym tiipe 150 pL
PBS+IL3+Anti-IGE eklendi.

e Tiip venom Allerjen tiipii (0.1mg/ml); CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR
ECD, CD203c PC7, CD45 PC5 5’er pL, ek olarak aym tiipe 150 uL
PBS+IL3+ 150uL ar1 venomu (apis-vespula) eklendi.

e Tiip Ila¢ Allerjen tiipii (1Img/ml); CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD,
CD203c PC7, CD45 PCS 5 ‘er pL, ek olarak aym tiipe 150 uL PBS+IL3+
150uL ar1 venomu (apis-vespula) eklendi.

e Tiip ila¢ Allerjen tiipii (10mg/ml); CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD,
CD203c PC7, CD45 PCS5 5 ‘er pL, ek olarak ayni tiipe 150 pL PBS+IL3+
150uL ar1 venomu (apis-vespula) eklendi.

Her bir oOrnek sayist kadar flow tiipiinde hazirlandi. Soliisyonun homojen
karisabilmesi i¢in hafif vorteksleme islemi yapildi ve 30 dk 1sitic1 blokta inkiibasyon
islemi uygulandi. Inkiibasyonun hemen ardinda biitiin tiipler 5 dk buza gémiildii. Her
bir Ornekten alman 150 pL kan Ornegi ve biitlin karisimindaki eritrositleri
uzaklagtirmak i¢in lizis solisyonu hazirlandi (her Ornek basma 0,5mL
stemcell+4,5mL distile su) lising soliisyonundan 2 mL eklendi. Hafif vortekleme
islemi yapildi ve elde edilen karigim karanlikta 10 dakika inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda tim Orneklere 2 mL hiicre yikama soliisyonu eklenerek oda sicakliginda
1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirildi. Aym islem ii¢ kez
tekrarlandi. Son olarak flow tiipiiniin iizerine 0,5mL okuma soliisyonu eklendi. Daha
sonra hiicreler bekletilmeden dogrudan akim sitometrede analiz yapildi. Analiz,
Beckman Coulter, Dx-Flex Model akim sitometre cihazi ve Kaluza yazilimi
programi kullanilarak yapildi. Kullanilan 6 tiipteki 6rnekler analiz edilirken uygun
dedektor ayarlar1 yapildi ve FL1’ de kompanzasyon sifir olarak se¢ildi ve okuma bir
milyon hiicre igerisinden 500 adet bazofil hiicresinin sayimi yapildi. Ornekler
cihazda analiz edilirken uygun dedektor ayarlari yapildi ve FL1” de hiicrelerin 10°

bélgesinde oldugu ve herhangi bir floresan 1simanin olmadigi ve 10° den itibaren
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1stmanin basladigi goriildii. Her bir 6rnegin ¢alisma tiipii kontrol tiiplinde ayarlanan

sekilde analiz edildi.

Akim sitometrik analiz sonrasinda bazofil hiicreleri segilerek sayisi hesaplandi (Sekil

3.1).

1. Stimiilasyon 2.Degraniilasyonu
ve Antikorla Durdurma 10dk buz iizerinde bekletme
isaretleme - 30dk inkiibasyon =
[ —“I

Tamkan + Stimilanlar  + Antikorlar + Venom Allerjenleri

Anti-IgE+ IL-3  cp123 0,1 miligram
CD63, 1 miligram
CD203c, 10 miligram
HLA-DR, L
® CD45
3.istenmeyen hiicrelerin lizisi, -
yikama, okuma ve analiz
10dk karanlik inkiibasyon sonrasi
—_— ———

Sekil 3.1. Bazofil aktivasyon testi 6rnek hazirlama islem basamaklari

3.6. Bazofil Hiicrelerinin Akim Sitometri ile Tanimlanmasi

Orneklerde bazofil hiicresinin, hiicre yiizey ve hiicre i¢i markerlarin ekspresyon

diizeyi ve hiicre sayilar1 hesaplandi.

Calismada, CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c PC7, CD45 PC5, IL-3,
Anti-IGE markerlar: kullanildi.

Ar1 Venom Allerjisi Olan Hasta Orneklerinde Bazofil Hiicre Sayisimin Akim

Sitometri ile Hesaplanmasi

Bu amagla her bir kan Orneginden bir milyon hiicre akim sitometri cihazinda

saydirildi.

Bu sayidaki hiicre icerinde mevcut olan bazofil hiicre oran1 kapilama yapilarak say1

olarak hesapland.

HLA-DR- hiicre sayisinin hesaplanmasi; Hasta Orneklerinde kapilama yapilip

toplam hiicre sayisindan hiicre degerleri verildi. CD45 kapisinda 16kosit hiicreleri
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secilerek (dim) kapilandi. Daha sonra HLA-DR /SS ekranindaki HLA-DR negatif

hiicre alan1 kapilanip hiicre degeri bulunup toplam hiicre sayisina gore deger verildi.

CD123+ hiicre sayisimin hesaplanmasi; Hasta Orneklerinde kapilama yapilip
toplam hiicre sayisindan CD123 pozitif hiicre degerleri verildi. CD45 dim kapilanir.
Daha sonra HLA-DR /SS ec¢kranindaki HLA-DR negatif hiicre alan1 kapilanip
CD123/SS grafiginde, kapilanan HLA-DR negatif kapis1 tanimlandi, CD123 pozitif
hiicrelerin oldugu alan tekrar kapilanip hiicre degeri bulundu ve toplam hiicre

sayisina gore deger verildi.

HLA-DR-, CD123+, CD63+ hiicre degerleri hesaplamak icin; CD45 dim
kapilandi. Daha sonra HLA-DR/SS ekranindan HLA-DR- hiicre alani1 kapilanip
CD123/SS ekraninda HLA-DR- hiicre kapisi tanimlandi ve ayn1 ekranda CD123+
hiicre alan1 kapilanip, CD123+ olarak kapilanan kapt CD63/SS ekraninda tanimlanip
CD63+ pozitif olan boliimdeki hiicre say1 hesaplandi.

HLA-DR-, CD123+, CD203c+ hiicre degerleri hesaplamak i¢in; CD45 dim
kapilandi. Daha sonra HLA-DR/SS ekranindan HLA-DR- hiicre alani kapilanip
CD123/SS ekraninda HLA-DR- hiicre kapisi tanimlandi ve ayn1 ekranda CD123+
hiicre alan1 kapilanip, CDI123+ olarak kapilanan kapt CD203c/SS ekraninda

tanimlandi1 ve CD203c+ pozitif olan boliimdeki hiicre say1 hesaplandi.

3.7. Ortalama Floresans Yogunlugu (Mean Flurescence intensity: MFI)

MFT ortalama ile hiicre popiilasyonunun floresan yogunlugundaki degisime bakildi
ve floresan yogunluguna gore bazofil kapisinda geometrik ortalama ile logaritmik
histogram egrileri MFI degerleri elde edildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. CD203c MFI degerlerinin kontrol tlipii ve venom allerjen tiirlerinde
karsilagtirmali gosterimi.

A: Negatif kontrol (NK) ve Pozitif kontrollerin (PK) (fMLP- Anti- IGE) CD203c MFI

degerlerinin gdsterimi.

B: Ari venom allerjenlerinden bal aris1 allerjen titrelerinin farkli konsantrasyonlarda (0.1-1-

10 miligram) CD203c MFI degerlerinin gosterimi.

C: Art venom allerjenlerinden yaban arisi allerjen titrelerinin farkl konsantrasyonlarda (0.1-

1-10 miligram) CD203¢ MFI degerlerinin gdsterimi.

3.8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elde edilen MFI degerleri hasta ve kontrol tiipiindeki total bazofil degerlerinden elde
edilen degerler kullanilarak karsilastirma yapildi. Orneklerdeki ekspresyon degisimi

izlenerek degerlendirilmek iizere raporlandi.

Akim sitometrik analiz sonrasinda canli bazofil kapisi alinarak floresan yogunluk
gosterildi. Bu hiicrelerdeki sirasiyla CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD,
CD203c PC7, CD45 PC5, IL-3, Anti-IGE isaretli antikorlarin ekspresyon degisimleri
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hasta grubundaki kontrol tiipleri ile karsilastirildi. Histogram goriintiilerinde

geometrik ortalama degerleri hesaplanarak MFI degerleri elde edildi.

3.9. Uygulanan BAT Testinin Optimizasyonu

Calisma Zamam ile Ilgili Optimizasyon

Heparinli tiipe alman hasta periferik kan oOrnekleri buzdolabinda 2-4 derecede
bekletilip ilk 6 saat i¢inde orneklerin calisilmasi planlanarak ornekler arasinda bu

yonden bir farklilik olusmamasina dikkat edildi.
Kan Miktarn ve Kimyasallar ile ilgili Optimizasyon

Bu asamada 2cc kanin ¢alisma i¢in yeterli oldugu goriildii. Malzeme sarfiyatinin
azaltilmasi ve gerektiginde daha az bir kan 6rnegi ile de deneyin yapilabilirligini
incelemek amaciyla ayni1 deney 300 pL, 200 pL ve 100 pL kan 6rnekleri ile denendi.
Her ikisinde de deneyin yeterli sekilde calistig1 gozlendi. Bunun tizerine 200 pL kan
ornegi kullanimi ile deney asamalariin gorsel izleniminin 100 pL kullanimina gore
daha kolay olmasi ve pipetaj hatalarinin daha kolay fark edilebilmesi nedeniyle bu
deger en uygun deger olarak secildi. Deneyde kullanilan kimyasallarin miktart kan

miktarina gore yeniden diizenlendi.
Kullanilan Stimiilan Ajanlarin Optimizasyonu

fMLP: Stimiilasyon i¢in kullanilan ve 5-10mg’lik stok solisyondan 4 ul alinip 996 pl
distile su eklenerek seyreltilen konsantrasyonda hazirlanan fMLP 25 pl, 50 ul ya da
100 pl olarak kullanildiginda sonuglarda ¢ok belirgin bir fark olmadigir gdzlendi.
Referans arastirmalara uygun olarak deney 200 pl fMLP kullanilarak standardize
edildi.

Anti-IgE: Pozitif kontrolde stimiilasyon i¢in kullanilan bu markerin 4 pl alinip 996
pl distile su eklenerek seyreltilen konsantrasyonda hazirlanan Anti- IgE 25 pl, 50 pl
ya da 100 pl olarak kullanildiginda sonucglarda ¢ok belirgin bir fark olmadigi
gozlendi. Referans arastirmalara uygun olarak deney 200 pl fMLP kullanilarak
standardize edildi.
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IL-3: Calisma igin gerekli aktivasyon stimiilan1 olarak kullanilan bu markerin 1 pl
4999 ml PBS eklenerek seyreltilen konsantrasyonda hazirlanan Anti- IgE 25 pl, 50 pl
ya da 100 pl olarak kullanildiginda sonuglarda ¢ok belirgin bir fark olmadigi
gozlendi. Referans aragtirmalara uygun olarak deney 200 pl fMLP kullanilarak

standardize edildi.
Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

37°C de inkiibasyon siiresi 30 ve 60 dakika arasinda denendi. Birbirine benzer
sonuclarin her iki siirede de alinmasi iizerine ve referans arastirmalardaki optimize
stiirelere uyularak deney gergeklestirildi. En uygun inkiibasyon siiresinin 30 dk

oldugu belirlendi.
Akim Sitometride Analiz Optimizasyonu:

Beckman Coulter Navios ve dxFlex model akim sitometre cihazi ve Kaluza yazilimi
programi kullanilarak analiz yapildi. Uyarilma sonucunda kirmizi lazer yesil floresan
emisyonu (FL1) aktive olan hiicreleri gosterebilmektedir. Bu yilizden her bir 6rnegin
analiz edilebilmesi icin once stimiilan eklenmeyen tiipteki hiicre soliisyonu analiz
edildi. Stimiilansiz tiiplerdeki Ornekler analiz edilirken uygun dedektor ayarlari
yapild1 ve FL1° de kompanzasyon sifir olarak secildi ve okuma 500,000-1,000,000
hiicrenin sayimu ile yapildi. Ayni drnege ait stimiilan eklenmis olan tiipiin analizinde
bir onceki tiipte yapilan dedektér ayarlarinin aynist yapildi ve biitiin 6rnekler i¢in
ayri ayri tekrar edildi. Analiz sonrasinda canli bazofil grubu segilerek floresan

yogunluk histogram olarak gosterildi.

Akim sitometrik bazofil hiicresi protein ekspresyon analizde CD63 FITC, CD123
PE, HLA-DR ECD, CD203c¢ PC7, CD45 PCS5, IL-3, Anti-IGE antikorlarinin
optimizasyonu i¢in 50,000, 100,000 ve 500,000 ve 1,000,000 hiicre sayilarak analiz
yapildi. Elde edilen verilerin birbirine yakin oldugu goézlendi. Hiicre sayisinin fazla
olmasmin hassasiyeti artiracagi diisliniilerek her 6rnek i¢in 500-1,000,000 hiicre
sayildi. Histogram goriintiilerinde geometrik ortalama degerleri MFI degerleri elde
edildi. Flde edilen verilerin birbirine yakin oldugu goézlendi. Histogram

goriintlilerinde uyarilan stimule orneklerde elde edilen floresan yogunlugun
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geometrik ortalamasmin uyarilmayan unstimule Orneklerde elde edilen floresan

yogunlugun geometrik ortalamasina orani hesaplanarak MFI degerleri elde edildi.

Bazofil Aktivasyon Testinin Optimizasyonu

Bu calisma yontem kisminda belirtilen protokole gore calisildi. Kan ornekleri
alindig1 andan itibaren fazla beklemedigi i¢in hiicrelerin canliligi korundu. Testin ilk
denemesinde 50 pl kan ve kan oraniyla ayn1 dl¢tide PBS, IL3, FMLP, Anti IgE ve {i¢
ayr1 diliisyonda venom ekstrakti kullanildi. Fakat akim sitometrik 6l¢iimde kan orani
az oldugu igin istenilen bazofil sayisina ulagilamadi. Daha sonra istenilen sayiya
ulagmak i¢in kan orani ile diger kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin miktar1 50 nin
katlar1 seklinde artirilarak optimum miktar saptandi. Bu miktar 200 pl olarak

belirlendi.
Pozitif Kontrol Tiipii ve Allerjenlerin Uygulanmasi ile Tlgili Optimizasyon

Pozitif kontrol tiiptindeki uyarimi daha net gézlemlemek i¢in de 24 saatten daha fazla
bekleyen kan Orneklerinde yapilan analizlerde 6lii bazofil ekspresyon durumlar
karsilagilarak goriintii elde edilebildiginde kaybin normale gore ¢ok fazla olmadigi
tespit edildi. Bu ¢alisma, uygun test kiti ile ¢alisilip akim sitometride analiz edildi ve
fMLP ve Anti-IGE stimiilanlar1 eklenmis olan tiiplerin karanlikta belirli saat
araliklarinda inkiibasyonu saglandi. Sirastyla 37°de 6nce 30 dakika sonra 60 dakika
araliklarla bekletilerek akim sitometride yeni olusturulan protokolde analiz edildi.
Kullanilan venom allerjenleri hastalarin tedavi i¢in kullandigi dozlardan sirasiyla
0,1-1-10 ve 100 miligram seklinde denendi. 1 miligramlhik allerjen
konsantrasyonunda maksimum wuyarmma erisildigi kaydedildi. 10 ve 100
miligramlarda bu yiiksek dozlarin bazofil hiicrelerini 6ldiirmeye basladigi goriildii.
Ozellikle 100 miligramlik dozda 6lii ve canli bazofil hiicresi durumu tam ayirt
edilemedigi i¢in bu dozu ¢aligmada kullanmamasi karar1 verildi. BAT testi protokolii
acildi ve mor lazer FL 1-10 kanallarinda protokole eklenerek tekrar analiz yapildi.
Bu calismada bekletilme siireleri uzadigi ic¢in hiicrelerin akim sitometriden daha
yavas gectigi ve daha az hiicre sayabildigi goriildii. Bu hiicreler ayr1 ayr secilerek
akim sitometrik analizlerde 6nemli bir etken olan FS-SS ekraninda ve uyarim testinin
analiz edildigi FL1-10 kanallarindaki yerlesimi FL 1-10 kanalinda canli hiicrelerin

FS-SS plotunda 10° ile 10" arasinda, 6lii hiicrelerin 10 *-10° sonrasinda oldugu
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goriildii. Bu hiicreler ayr1 ayri secilerek akim sitometrik analizlerde 6nemli bir etken
olan FS-SS ekraninda ve BAT testlerinin analiz edildigi FL1 kanalinda yerlesimi

gosterildi.

3.10. Allerjen Komponent Testi Calisma Protokolii:

Bu calisma i¢in hizmet alimi1 gergeklestirildi. Calismamiz Synevo Laboratuvarlar
8534/MRK/Y-3 firmasi tarafindan c¢alisildi. Sonuglarin degerlendirilmesi kendi

laboratuvarimizda yapildu.

Allerjen komponent test prrotokolii, Ticari olarak mevcut allerjen komponent Kiti
temin edilip ve protokole uygun yapildi. Saflagtirllmis dogal CM ve HE allerjen
bilesenlerini iceren kitin iceriginde: ovomukoid (Gal dl), ovalbumin (Gal d2),
konalbumin (Gal d3), lizozim (Gal d4) , serum albiimini (Gal d5), a-laktalbiimin
(Bos d4), b-laktoglobulin A (Bosd 5.0102), b-laktoglobulin B (Bos d5.0101), sigir
serumalbumini (Bos d6), IgG sigir (Bos d7), kazein (Bos d8), a-kazein (Bos d8 alfa
S1), b-kazein (Bos d8 beta), k-kazein (Bos d8 kappa) ve laktoferrin (Bos d laktofer-
rin), bal aris1 (apis mellifera) icin Api m1, yaban aris1 (Vespula) i¢in Ves vl , Ves v5

bulunur.

Test prosediirleri kisaca: Yikama ve inkiibasyon adimlar1 dahil toplam test siiresini
<4 saat alir. Floresan bir lazer tarayiciyla dl¢iiliir ve sonuglar, kisisellestirilmis bir
sonu¢ raporu olusturan mikro dizi goriintii analizi (MIA) yazilimi kullanilarak
degerlendirilir. Ozetle, allerjen mikroarray immiinolojik testi ISAC 112, spesifik bir
IgE'nin belirlenmesi i¢in tekrarlanabilir ve tekrar iretilebilir bir in vitro tani aracidir

(Martinezve ark.,2014).

Allerjen Komponent Testi Numune Toplama ve Hazirlama

Serum ve plazma (EDTA veya heparin) numuneleri kullanildi. Standart kan alma
teknikleri kullanilarak elde edilen kan Ornekleri kullanildi. Kan alimindan test
asamasina kadar numuneler oda sicakliginda tutuldu. Numuneler 2-8 ° C'de bir
haftaya kadar, daha uzun bir siire¢ sonrasi test i¢in -20 © C'de saklanarak test edildi.

Tekraren dondurma ve ¢ézme islemlerinden kaginildi.
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Test protokolii islem akisi:

Caligmamizda sadece venom allerjenleri kullanildi. Bal aris1 (apis mellifera) i¢in Api
ml, yaban aris1 (Vespula vulgaris) icin Ves vl, Ves v5 allerjenleri ile ¢aligmaya
devam edildi. Kit igeriginde bulunan yikama tamponunda 1 saat yikanip, deiyonize
su ile durulanip ve kurutuldu. Her reaksiyon kuyusuna yirmi mikrolitre
seyreltilmemis serum uygulandi. 2 saat oda sicakliginda nemli bir odada inkiibe
edilip, durulanip ve iki kez yikama tamponunda ve bir kez deiyonize suda yikandi.
20 mL etiketli anti-insan IgE antikoru (Phadia-VBC Genomics. (Erigim tarihi:10
Subat 2024) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi, yukaridaki gibi yikanip ve
okumasi gergeklesene kadar karanlikta bekletildi. Farkli IgE reaktivite seviyeleri
arasinda maksimum dinamik aralik elde etmek icin iki lazer gii¢ ayarina sahip bir
Scan ArrayGx Tarayici kullanildi. Goriintiiler, uygun yazilim programi ile analiz
edilecektir. Serum IgE, ISAC standardize birimleri (ISU) olarak nicelendirildi (Sekil
3.3).

yaban arisi bal arsi
ekstraktlan bolgesi ekstrakt
bolgesi
Test qubugu i209 i209 1208

rV|1 r\15 fﬂ] -
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Sekil 3.3. Allerjen test protokol cubugu ve venom ekstraklarinin pozitiflik bolgesi

Allerjen Komponent Testinde Beklenen Test Degerleri

ImmunoCAP Spesifik IgE 0 ila 100 kUA/I araliginda IgE antikorlarini tespit eder,
buradaki A harfi allerjen-spesifik antikorlarini temsil eder. Sonug kantitatif olarak
rapor edilir. Klinik uygulamada, 0.35 kUA / | yaygin olarak cut-off (kesme) degeri
olarak kullanilmaktadir. Allerji tanisinda ImmunoCAP Spesifik IgE testlerinin klinik
performansinin degerlendirildigi ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir. Klinik performans
%84-95 arasinda degisen duyarlilik ve %85-94 arasinda degisen ozgiilliik olarak
gorilmiistiir. Duyarlilik ve ozgiilliik, degisik merkezlerde ¢ok sayida farkli allerjen

icin test edilen yiizlerce hasta ile elde edilen arastirma verileri ile belirlenmistir.
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Calismamizda kullanilan kriterler:
Class 0/ negatif <0.10

Class 0/ ¢ok diisiik 0.1-0.34

Class 1/ disiik pozitif 0.35-0.7
Class 2/ orta derece pozitif 0.71-3.5
Class 3/ yiiksek pozitif 3.51-17.5

Class 4/ ¢ok yiiksek pozitif> 17.50
Allerjen Komponent Testinde Ana Allerjenler ve Komponentler

Allerji tanisi, hastanin ayrintili bir olgu oykiisii, klinik gozlemler ve IgE testinin
sonuglarina dayanir. IgE antikorlarinin varligmmi saptamak i¢in ImmunoCAP
Allerjenleri veya ImmunoCAP Allerjen Komponentleri kullanmak, siipheli allerji
hastalarinin gilivenilir tanilarina yardimci olmak igin genis bir yelpazede ana allerjen

veya allerjen alt komponentleri tespit etme imkani sunar.
IgE antikor diizeylerini bilmek, asagidaki konularda rehberlik eder:

e Her hastaya uygun bireysel tedavi yontemi belirleme

e Hedef allerjene maruz kalinmasinin azaltilmasi

e Toleransin gelisiminin takibi (gida allerjisi, spesifik immiinoterapi)

e Optimize edilmis bireysel tibbi tedavi planlarinin kolaylastirilmasi (zaman ve
doz)

e Uygun tavsiyelerde bulunmak

3.11.istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, Q-Q grafikleri ve Shapiro-wilk testi
ile degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi. Ikili tekrarl
olciimler arasi karsilastirmalarda Wilcoxon testi kullanildi. Ikiden fazla tekrarli
Olctimler aras1 karsilastirmalarda Friedman testi kullanildi. Coklu karsilastirmalarda

Dun-Bonferroni testi kullanildi. Verilerin analizi R 4.3.2 (The R Project for
78



Statistical Computing Erisim Tarihi:18 Subat 2024), yaziliminda gergeklestirildi.
Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Grubu

Bu ¢alismada Erciyes Universitesi immiinoloji-Allerji poliklinigine basvuran dyki,
DPT, sIgE olgiimleri ile giincel klavuzlar dogrultusunda immiinoterapi baglanmasina
karar verilen ar1 venom allerjisine ¢ift duyarliligi olan 10 hastanin bazofil
aktivasyonlarindaki degisim negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (IgE, FMLP)
ve ¢ ayr diliisyondaki venom ekstraktindaki (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) CD63
yiizde ve CD203¢ MFI degerleri kullanilarak o6l¢iildii. Ek olarak allerjen komponent
testi (CRD) ile serum IgE diizeyleri dlgiildii. Caligmaya katilan 10 hastalarin sekizi
erkek ikisi kadin hastalardan olustu. Hastalarin yaslar1 22-75 arasinda idi. Hasta
Oykiileri degerlendirildiginde anafilaksi siddetleri bir hasta grade I, bes hasta grade
11, bir hasta grade III, ii¢ hasta grade IV’dii.

Bu hastalarin demografik 6zellikleri tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Hasta No Cinsiyet Yas Oykii (Miiller Grade)
Hasta 1 E 25 I
Hasta 2 E ) v,
Hasta 3 E 42 T
Hasta 4 K 22 T
Hasta 5 K 55 v,
Hasta 6 E 32 m
Hasta 7 E 24 i
Hasta 8 E 55 v,
Hasta 9 E 75 T

Hasta 10 E 47 T




4.2. Bazofil Aktivasyon Testinin Akim Sitometrik Analiz Sonuglari

Calismaya dahil edilen 10 hastanin 6rneklerinin her birinde akim sitometri ile bir
milyon hiicre sayimi yapildi. Kapilamalar yapilarak CD45%, CD123", HLA-DR,,
CD63" ve CD203c" hiicre sayilar1 hesaplandi. Ornek teskil etmesi agisindan hem
Apis hem de Vespula venom allerjeninin H7 nolu hastanin akim sitometrik kapilama
ile negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (IgE, FMLP) ve {i¢ ayr diliisyondaki
venom ekstraktindaki (0.lmg/ml, Img/ml, 10mg/ml) CDI123, CD63’iin yiizde
degerleri ve CD203c’nin hem yiizde MFI degerleri 6lciildii. Olgiim sonuglari sekil
4.1,4.2,4.3, 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.1. Bazofil aktivasyon testinde bal aris1 venom allerjeninin H7 hasta 6rneginde
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (FMLP-anti-IgE) ile CD123, CD63 yiizde
ve CD203c hem ylizde hem de MFI degerlerinin ve ylizde degerlerinin akim
sitometri ile gdsterimi.

BAV allerjeninin negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) (FMLP, anti-IgE)
tiiptindeki bazofil hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi
gosterildi.

A: NK tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bdlgesi C: HLA-DR hiicre bolgesi, D:
CD123"/ CD63" bazofil hiicre say1s1, E: CD123*/ CD203c" bazofil hiicre sayisi.

B: fMLP tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C: HLA-DR™ hiicre bélgesi, D:
CD123"/ CD63" bazofil hiicre say1s1, E: CD123"/ CD203¢" bazofil hiicre sayisi.

C: Anti-IGE tiipii; CD45 Dim bélgesi, B: CD123" hiicre bélgesi C: HLA-DR™ hiicre bolgesi,
D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayis1, E: CD123"/ CD203c" bazofil hiicre sayisi.
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Sekil 4.2. Bazofil aktivasyon testinde ar1 venom titreleri ile bal aris1 allerjeninin H7
hasta 6rneginde CD63 yiizde ve CD203¢ hem yilizde hem de MFI degerlerinin akim
sitometri ile gosterimi.

Art venom tiiplindeki bal arisi allerjeninin (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) bazofil

hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: 0.1 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bdlgesi
C: HLA-DR' hiicre bdlgesi, D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.

B: 1 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:
HLA-DR™ hiicre bélgesi, D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123%/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.

C: 10 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bdlgesi, B: CD123" hiicre bélgesi C:
HLA-DR" hiicre bdlgesi, D: CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.
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Sekil 4.3. Bazofil aktivasyon testinde yaban arist venom allerjeninin H7 hasta
orneginde negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (FMLP-anti-IgE) ile CD123,
CD63 yiizde ve CD203c hem yilizde hem de MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin
akim sitometri ile gosterimi.

YAV allerjeninin negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) (FMLP, anti-IgE)
tiplindeki bazofil hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi
gosterildi.

A: NK tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bdlgesi C: HLA-DR™ hiicre
bolgesi, D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayis1, E: CD123"/ CD203c" bazofil hiicre
sayisl.

B: fMLP tiipii; CD45 Dim bdlgesi, B: CD123" hiicre bélgesi C: HLA-DR' hiicre bélgesi, D:
CD123"/ CD63" bazofil hiicre say1s1, E: CD123"/ CD203c" bazofil hiicre sayisi.

C: Anti-IGE tiipii; CD45 Dim bélgesi, B: CD123" hiicre bélgesi C: HLA-DR™ hiicre bolgesi,
D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayis1, E: CD123"/ CD203c¢" bazofil hiicre sayisi.
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Sekil 4.4. Bazofil aktivasyon testinde ar1 venom titreleri ile yaban aris1 allerjeninin
H7 hasta 6rneginde CD63 yiizde ve CD203¢ hem yiizde hem de MFI degerlerinin
akim sitometri ile gosterimi.

Ar1 venom tiipiindeki yaban aris1 allerjeninin (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) bazofil

hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: 0.1 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bdlgesi
C: HLA-DR' hiicre bélgesi, D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.

B: 1 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bélgesi C:
HLA-DR" hiicre bdlgesi, D: CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.

C: 10 miligram konsantrasyon tiipii; CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:
HLA-DR" hiicre bdlgesi, D: CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/
CD203c" bazofil hiicre sayis1.

4.3. Ar1 Venom Allerjen Komponent Test Analiz Sonuc¢lari

Calismaya dahil edilen 10 hastanin 6rneklerinin her birinde bal aris1 (apis mellifera)
icin Api m1, yaban aris1 (Vespula vulgaris) i¢in Ves v1, Ves v5 allerjenlerinin farkl
IgE reaktivite seviyeleri arasinda maksimum dinamik aralik elde etmek i¢in lazer gii¢
ayarina sahip bir Scan ArrayGx tarayici ile analiz yapildi Gériintiiler, uygun yazilim
programi ile analiz edildi. Serum IgE, ISAC standardize birimleri (ISU) olarak

nicelendirildi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.2’te verilmistir.

84



Tablo 4.2. Hasta grubunun ar1 venom allerjen komponent test sonuglari

Allerji Tiirii

H1

H2

H3

H4

Uygulanan
Test

Sonug¢

Birim

Referans Arahk

Sp IgE 1209
rVes vl Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Arisi

Uygulanan
Test

0.95'

Sonug

kU/L

Birim

<0.35

Referans Aralik

Sp IgE 1209
rVes vl Yaban
Aris1

0.17

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Aris1

Uygulanan
Test

<0.10

Sonu¢

kU/L

Birim

<0.35

Referans Aralik

Sp IgE 1209
rVes vl Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Aris1

Uygulanan
Test

<0.10

Sonug¢

kU/L

Birim

<0.35

Referans Arahk

Sp IgE 1209
rvVes vl Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rves v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35




Tablo 4.2. Hasta grubunun ar1 venom allerjen komponent test sonuglari (Devami)

Sp IgE 1208 0.46' kU/L <0.35
rApi ml Bal
Aris1

H5 Uygulanan Sonug Birim Referans Aralik
Test
Sp IgE 1209 <0.10 kU/L <0.35
rVes vl Yaban
Arisi
Sp IgE 1209 <0.10 kU/L <0.35
rvVes v Yaban
Arisi
Sp IgE 1208 <0.10 kU/L <0.35
rApi ml Bal
Arisi

H6 Uygulanan Sonug Birim Referans Aralik
Test
Sp IgE 1209 0.25 kU/L <0.35
rVes vl Yaban
Arisi
Sp IgE 1209 <0.10 kU/L <0.35
rvVes vs Yaban
Arisi
Sp IgE 1208 <0.10 KU/L <0.35
rApi ml Bal
Aris1

H7 Uygulanan Sonug Birim Referans Aralik
Test
Sp IgE 1209 0.68 f kU/L <0.35
rVes vl Yaban
Arisi
Sp IgE 1209 5.55 f kU/L <0.35
rVes vs Yaban
Aris1
Sp IgE 1208 1.71 f kU/L <0.35
rApi ml Bal
Aris1

H8 Uygulanan Sonug Birim Referans Arahik
Test
Sp IgE i209 2.03' kU/L <0.35
rVes vl Yaban
Arisi
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Tablo 4.2. Hasta grubunun ar1 venom allerjen komponent test sonuglar1 (Devami)

H9

H10

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Aris1

Uygulanan
Test

<0.10

Sonug¢

kU/L

Birim

<0.35

Referans Arahk

Sp IgE 1209
rVes vl Yaban
Aris1

22.0f

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

11.43

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Aris1

Uygulanan
Test

<0.10(0.9)

Sonug¢

kU/L

Birim

<0.35

Referans Arahk

Sp IgE 1209
rVes vl Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1209
rVes v5 Yaban
Aris1

<0.10

kU/L

<0.35

Sp IgE 1208
rApi ml Bal
Aris1

t 3.62

kU/L

<0.35

(NOT: Class 0/ negatif <0.10, Class 0/ ¢ok diisiik 0.1-0.34, Class 1/ diigiik pozitif 0.35-
0.7, Class 2/ orta derece pozitif 0.71-3.5, Class 3/ yiiksek pozitif 3.51-17.5, Class 4/ ¢ok
yiiksek pozitif>17.50)

4.4. Allerjen Komponent Testinde Analiz Sonuclarinda Beklenen Test Degerleri

Spesifik IgE 0 ila 100 kUA/I araliginda IgE antikorlarini tespit eder, buradaki A harfi
allerjen-spesifik antikorlarini temsil eder. Sonug kantitatif olarak rapor edildi. Klinik
uygulamada, 0.35kUA/L yaygin olarak cut-off degeri olarak kullanildi. Allerji
tanisinda  ImmunoCAP  Spesifik IgE testlerinin  klinik  performansinin
degerlendirildigi ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir. Klinik performans %84-95 arasinda

degisen duyarlilik ve %85-94 arasinda degisen Ozgiillik olarak gorilmistiir.
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Duyarlilik ve 6zgiilliik, degisik merkezlerde ¢ok sayida farkli allerjen igin test edilen

yiizlerce hasta ile elde edilen arastirma verileri ile belirlenmistir (Calismamizda
kullanilan kriterler: Class 0/ negatif <0.10, Class 0/ ¢ok diisiik 0.1-0.34, Class 1/
diisiik pozitif 0.35-0.7, Class 2/ orta derece pozitif 0.71-3.5, Class 3/ yiiksek pozitif
3.51-17.5, Class 4/ ¢ok yiiksek pozitif >17.50 )

Tablo 4.3. Hasta Grubunun Deri Prik, slgg, Allerjen Komponent Test ve Bazofil

Aktivasyon Test Sonuglarinin Birlikte Gosterimi

No slgE Deri Prik Allerjen Bazofil aktivasyon Bazofil
komponent test testi CD63%* Aktivasyon
sonucuna gore degerleri testi CD63%
Venom Allerji sonucuna

tiirii gére Venom
Allerji Tiirii
sIgE Api sIgE Ves Prik Prik BAV YAV
Api Ves CD63% CD63%
HL | +++(10,2) | ++(45) 6*6 2*3 BAV (rApiml) | %79.37 | %4758 BAV ve
(0.95KU/L) + YAV +
H2 | ++(1,11) | ++(0,74) 5%5 4%4 BAV ve YAV- | %8828 | %6174 | BAV ve
YAV +
H3 ++(0,88) +++(6,74) 6*5 3*3 BAV ve YAV- %86.46 %63.29 BAV ve
YAV +
H4 +++ 0 5*3 4*2 BAV (rApi m1) %86.80 %55.73 BAV ve
(0.46KU/L) + YAV +
H5 ++ 8*8 5o BAV ve YAV- %68.15 %34.11 BAV +,
YAV-
H6 +(0,54) | +++++(74, | 3*3 4%4 YAV (Vesvl) | %58.10 | %8158 | BAV ve
6) (0.25kU/L) + YAV +
H7 +++(13,1) | +++(7,79) 4*4 5*4 YAV (rVes vl, %71.12 %73.12 BAV ve
rVes v5) YAV +
(0.68KUIL;
5.55KU/L) +,
BAV (rApi m1)
(L.71KU/L) +
H8 +++(10,4) 3*3 4*4 YAV (rVes vl) %72.18 %88.45 BAV ve
(2.03KU/L) + YAV +
H9 yok yok 10*5 4*3 YAV (rVes vl) %48.98 %93.87 BAV ve
(22.0kUI/L), (rVes YAV +
v5 1.43kU/L) +
HI0 | ++++(21,3 yok 3*5 10%7 BAV (rApiml) | %5898 | %7838 | BAV ve
) (3.62KU/L) + YAV +
(NOT: CD63%* Calismaya dahil edilen 10 hastanin CD63% seviyelerinin 1ml/mg ar1
venom Kkonsatrasyonlarindaki pozitiflik oranini gostermektedir. 5 hasta BAV’a kars1 daha

yiiksek pozitif iken 4 hasta YAV’a kars1 daha yiiksek pozitif, 1 hastada BAV ve YAV’a

kars1 yaklasik esit pozitiflik gosterdi. 1 hastada da sadece bal arisina karsi pozitifti. BAV:

Bal aris1 venomu, YAV: Yaban aris1 venomu)
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4.5. Bazofil Aktivasyon Testi Istatistiksel Analiz Sonuclarindan Elde Edilen
Bulgular

Akim sitometrideki Ol¢lim sonuglarinda verilerin normal dagilima uygunlugu
histogram, Q-Q grafikleri ve Shapiro-wilk testi ile degerlendirildi. Varyans
homojenligi Levene testi ile test edildi. ikili tekrarli dl¢iimler arasi karsilastirmalarda
Wilcoxon testi kullanildi. ikiden fazla tekrarli Slgiimler arasi karsilastirmalarda
Friedman testi kullanildi. Coklu karsilastirmalarda Dun-Bonferroni testi kullanildi.
Verilerin analizi R 4.3.2 (The R Project for Statistical Computing. (Erisim Tarihi:18
Subat 2024) yaziliminda gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edildi. Test sonucuna Apis mellifera ve Vespula vulgaris allerjenlerine gore negatif
kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-lgE, FMLP), venom konsatrasyonu (KO.1,
K1, K10), CD63, CD203c yiizde ve CD203¢c MFI degerlerindeki degisim istatistiksel
olarak tablo 4.4 ve 4.5’te ve sekil 4.5, 4.6 ve 4.7’ de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Hasta grubunda bal arisi allerjisinde negatif kontrol (NK), pozitif kontrol
(PK) (anti-Igg, FMLP), venom konsantrasyonu (KO0.1, K1, K10), CD63, CD203c
yiizde ve CD203c¢ MFI degerlerindeki degisim istatistiksel sonuglari

Degiskenler Ortanca (1.¢eyre-3.ceyrek) p
NK Apis CD63% 23.8(6.1-38.4)

PK fMLP Apis CD63% 60.3(53.7-70.5)
PK anti IgE Apis CD63% 78.2(68.5-87.5)

Allerjen 0.1K Apis CD63% 55.3(51.7-62.3) <0.001
Allerjen 1K Apis CD63% 67.7(54.8-71.4)
Allerjen 10K Apis CD63% 44.4(34.2-58.3)
NK Apis CD203c% 27.7(19.9-41.0) <0.001
PK fMLP Apis CD203c% 57.0(52.0-66.0)
PK anti IgE Apis CD203c% 89.0(79.3-90.6)
Allerjen 0.1K Apis CD203c% 70.5(65.8-91.0)
Allerjen 1K Apis CD203c% 60.5(53.1-83.0)
Allerjen 10K Apis CD203c% 62.7(42.8-85.2)
NK Apis CD203c MFI 0.7(0.5-1.6) <0.001

PK fMLP Apis CD203¢c MFI 10.7(4.9-12.4)

PK anti IgE Apis CD203c MFI

11.8(7.7-26.8)

Allerjen 0.1K Apis CD203c MFI

11.5(9.5-23.0)

Allerjen 1K Apis CD203c MFI

12.9(9.4-19.7)

Allerjen 10K Apis CD203c MFI

11.7(5.6-21.5)

* Veriler ortanca (1.ceyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. p<0.05 anlaml olarak

kabul edilmistir.
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Allerien 0.1 K Apis CD203¢(%) ~ Allerjen 1 K Apis CD203¢(%)  Allerjen 10 K Apis CD203¢(%) NK Apis CD203c(%)
Grup

PK anti IgE Apis CD203¢(%)

PK fMLP Apis CD203c(%)

Sekil 4.5. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda bal arisi1 allerjeninin CD203¢%
degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi

0-

Allerien 0.1K Apis CDB3(%)

Allerien 1K Apis CD63(%)

Allerjen 10 K Apis CD3(%)

Grup
__________________________________________________________________________________________________|

NK Apis CDB3(%)

PK anti IgE Apis CDB3(%)

PK IMLP Apis CD63(%)

Sekil 4.6. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda bal aris1 allerjeninin CD63%
degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi
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Allerien 0.1 K Apis CD203c MFI  Allerjen 1K Apis CD203c MFI  Allrien 10 K Apis CD203¢ MEI NK Apis CD203cMFI K anti IE Apis CD203c MFI  PK IMLP Apis CD203c MFI
rup

Sekil 4.7. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda bal arist allerjeninin CD203c
MFI degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi

Yaban aris1 allerjeninin istatistiksel boxplot dagilim grafikleri sekil 4.8, 4.9 ve
4.10’de verilmistir.
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Tablo 4.5. Hasta grubunda yaban aris1 allerjeninin kontrol (NK), pozitif kontrol (PK)
(anti-Igg, FMLP), venom konsatrasyonu (K0.1, K1, K10), CD63, CD203c¢ yiizde ve
CD203c MFI degerlerindeki degisim istatistiksel sonuglari

Degiskenler Ortanca (1.ceyre- p
3.ceyrek)

NK Vespula CD63% 36.7(19.1-41.6)

PK fMLP Vespula CD63% 65.9(56.6-77.1)

PK anti IgE Vespula CD63% 69.9(57.5-77.4)

Allerjen 0.1K Vespula CD63% | 54.4(51.1-66.6) <0.001
Allerjen 1K Vespula CD63% 65.8(50.6-84.7)

Allerjen 10K Vespula CD63% 54.1(37.9-61.4)

NK Vespula CD203c% 36.7(29.1-40.1) <0.001
PK fMLP Vespula CD203c% 60.9(50.8-81.4)

PK anti IgE Vespula CD203c% 79.7(71.8-90.1)

Allerjen 0.1K Vespula CD203c% 72.7(59.6-82.0)

Allerjen 1K Vespula CD203c% 71.9(58.3-80.9)

Allerjen 10K Vespula CD203c% 57.7(50.1-77.1)

NK Vespula CD203c MFI 0.8(0.4-2.1) <0.001

PK fMLP Vespula CD203c MFI

11.3(6.2-15.9)

PK anti IgE Vespula CD203c MFI

11.4(7.6-15.1)

Allerjen 0.1K Vespula C203c MFI

11.8(9.4-14.2)

Allerjen 1K Vespula CD203c MFI

14.8(11.1-16.7)

Allerjen 10K Vespula CD203c
MFI

13.6(5.7-19.5)

* Veriler ortanca (1.ceyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. p<0.05 anlamli olarak

kabul edilmistir.
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Allerjen 0.1 K Vespula CD203c(%llerien 1 K Vespula CD203c(%Alerien 10 K Vespula CD203c(%)  NK Vespula CD2030(%)  PK anti IgE Vespula CD203¢(%) PK fMLP Vespula CD203c(%)
Grup

Sekil 4.8. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda yaban aris1 allerjeninin CD203c

% degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi

o
Alerien 0.1 K Vespula CDG3(%) Allerien 1 K Vespula CDG3(%) Allerin 10K VespulaCDE3(%)  NK VespulaCD63(%)  PKani IgE Vespula CDE3(%)  PK IMLP Vespula CDE3(%)
Grup

Sekil 4.9. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda yaban aris1 allerjeninin CD63%

degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi
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Allerien 0.1 K Vespula CD203 MFAllerien 1 K Vespula CD203 MFAllerien 10 K Vespula CD203c MFI NK Vespula CD203 MFI  PK anti IE Vespula CD203c MFI PK fMLP Vespula CD203¢ MFI
Grup

Sekil 4.10. Hasta grubunda Negatif kontrol ve Pozitif kontrol (fMLP-Anti-IgE) ile
uyarilan hastalarda 0,1, 1 ve 10 konsantrasyonlarda yaban aris1 allerjeninin CD203c
MFI degerinin istatistiksel olarak boxplot analiz dagilim grafigi

Tekrarli Olglimlerin  karsilastirma sonuglarina goére hem bal hem de yaban
allerjenlerinin ayr1 ayr1 negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-Igg, FMLP),
venom konsatrasyonu (KO0.1, K1, K10), CD63, CD203c yiizde ve CD203¢c MFI
anlamli bir fark bulunmustur. (n=10 ortanca (1.¢eyrek-3.¢ceyrek) p<0001).

Ek olarak test sonucuna bal ve yaban aris1 allerjenlerinin birbiri ile karsilatirmasina
gore negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom
konsatrasyonu (KO0.1, K1, KI10), CD63, CD203c yiizde ve CD203c MFI

degerlerindeki degisim istatistiksel olarak Tablo 4.6’de gosterilmistir.
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Tablo 4.6. Hasta grubunda bal ve yaban arisi1 allerjeninin birbiri ile karsilastirmasina
gore negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom
konsatrasyonu (KO0.1, KI1, K10), CD63, CD203c¢ yiizde ve CD203c¢c MFI

degerlerindeki degisim istatistiksel sonuglari

Allerjen 10K Vespula CD203c%

57.7(50.1-77.1)

Degiskenler Ortanca (1.ceyre- | p
3.ceyrek)
NK Apis CD63% 23.8(6.1-38.4) 0.169
NK Vespula CD63% 36.7(19.1-41.6)
PK fMLP Vespula CD63% 65.9(56.6-77.1)
PK anti IgE Vespula CD63% 69.9(57.5-77.4)
Allerjen 0.1K Vespula CD63% 54.4(51.1-66.6)
Allerjen 1K Apis CD63% 67.7(54.8-71.4) 0.721
Allerjen 1K Vespula CD63% 65.8(50.6-84.7)
Allerjen 10K Apis CD63% 44.4(34.2-58.3) 0.285
Allerjen 10K Vespula CD63% 54.1(37.9-61.4)
NK SEF-D2028g0 27.7(19.9-41.0)
0.169
NK Vespula CD203c% 36.7(29.1-40.1)
0.139
PK anti IgE Apis CD203c% 89.0(79.3-90.6)
- 0.508
PK anti IgE Vespula CD203c¢% 79.7(71.8-90.1)
Allerjen 0.1K Apis CD203c% 70.5(65.8-91.0)
- 0.646
Allerjen 0.1K Vespula CD203c% 72.7(59.6-82.0)
Allerjen 1K Apis CD203c% 60.5(53.1-83.0)
- 0.508
Allerjen 1K Vespula CD203c% 71.9(58.3-80.9)
0.575
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Tablo 4.6. Hasta grubunda bal ve yaban aris1 allerjeninin birbiri ile karsilastirmasina
gore negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom
konsatrasyonu (KO0.1, KI1, K10), CD63, CD203c¢ yiizde ve CD203¢c MFI
degerlerindeki degisim istatistiksel sonuglar1 (Devami)

NK Apis CD203c MFI

Allerjen 10K Vespula CD203c MFI

13.6(5.7-19.5)

0.7(0.5-1.6)

NK Vespula CD203¢c MFI 08(04-2.1) 0.959
PK fMLP Apis CD203c MFI 10.7(4.9-12.4)
PK fMLP Vespula CD203c MFI 11.3(6.2-15.9) 0.285
PK anti IgE Apis CD203c MFI 11.8(7.7-26.8)
PK anti IgE Vespula CD203c MFI 11.4(7.6-15.1) 0.508
Allerjen 0.1K Apis CD203c MFI 11.5(9.5-23.0)
Allerjen 0.1K Vespula CD203c MFI 11.8(9.4-14.2) 0.333
Allerjen 1K Apis CD203c MFI 12.9(9.4-19.7)
Allerjen 1K Vespula CD203c MFI 14.8(11.1-16.7) 0.508
Allerjen 10K Apis CD203c MFI 11.7(5.6-21.5)

0.878

* Veriler ortanca (1.ceyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. p<0.05 anlamli olarak

kabul edilmistir.

Tekrarl1 Olgiimlerin karsilastirma sonuglarina goére hem bal hem de yaban arisi

allerjenlerinin negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom
konsatrasyonu (K0.1, K1, K10), CD63, CD203c¢ yiizde ve CD203c MFI degerlerinin

birbiri ile karsilagtirilmasiyla anlamli bir farkliliklar bulunamamaistir. (n=10 ortanca

(1.ceyrek-3.¢eyrek) p<0001).

Bazofil aktivasyon test sonuglarinin hastalardaki CD203c MFI degisim degerleri

Tablo 4.7,4.8,4.9 ve 4.10 ‘da ve Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’te verilmistir.
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Tablo 4.7. Bazofil aktivasyon testi sonucu hasta grubunda bal arisi allerjeninin
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom konsatrasyonu

(K0.1, K1, K10), CD63 % degerlerindeki degisimleri

. CD63% | CD63% | CD63% | CD63 %
CD63% | CD63 % Apis . . . .
Hasta No Apis NK PK (fMLP) Apl_s PK Apis 0,1 Apis 1 Apis 10
(anti-1gE)
Hasta 1 %3.34 %57.55 %76.6 %52.56 %79.37 %17.22
%40.4 %66,1 %86.50 %382.80 %88.28 %52.13
Hasta 2
%20.87 %57.61 %79.84 %74.73 %386.46 %42.30
Hasta 3
%41.86 %81.21 %90.7 %79.58 %386.80 %77.8
Hasta 4
%6.72 %90.77 %380.54 %71.99 %68.15 %45.4
Hasta 5
%31.82 %54.02 %90.33 %58.15 %58.10 %46.52
Hasta 6
%4.24 %52.58 %72.88 %50.62 %71.12 %62.60
Hasta 7
%12.60 %52.69 %68.89 %56.33 %72.18 %756.86
Hasta 8
%26.67 %50.79 %66.91 %57.41 %48.98 %47.18
Hasta 9
%37.67 %62.91 %67.41 %55.79 %58.98 %47.18
Hasta 10
Ortalama %31.56 266,39 %77.99 %78.87 %75.35 %48.43

Bal arisi allerjeninin CD63% degerlerinin NK,PK, 0.1, 1,
10 konsantrasyonlarindaki karsilastirmali degisim

grafigi

50,00
Alerjen_1 KApis_CD63%
PK_anti-Igt_Apis_CD63%
NK_Apis_CD63%

B NK_Apis_CD63%

B PK_fMLP_Apis_CD63% PK_anti-IgE_Apis_CD63%

HAlerjen_0.1K_Apis_CD63% M Alerjen_1 KApis_CD63% Alerjen_10_K_Apis CD63%

Sekil 4.11. Hasta grubunda CD63% degerlerinin bal arist allerjeninin NK ve PK
degerlerinin 0,1,1,10 konsantrasyonlarindaki degerlere gore karsilagtirmali degisim

grafigi
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Tablo 4.8. Bazofil aktivasyon testi sonucu hasta grubunda bal arisi allerjeninin

negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom konsatrasyonu
(KO.1, K1, K10), CD203c hiicrelerin MFI degerlerindeki degisimleri

CD203c CD203c _ CD203c _ CD203c | CD203c | CD203c
Hasta No | MFI  Apis MF1 Apis | MF Ap|'s MF.I MF.I MF.I
NK PK PK  (anti- | Apis0,1 | Apis 1 Apis 10
(fMLP) IgE)
Hasta 1 0,830 12,849 13,650 21,238 19,501 17,471
Hasta 2 2,541 3,539 11,17 11,08 12,656 2,846
Hasta 3 0,599 10,388 12,4 11,721 10,435 10,665
Hasta 4 0,584 10,318 10,499 10,919 12,025 10,378
Hasta 5 0,279 15,339 26,135 11,356 20,320 19,90
Hasta 6 0,507 12,229 8,498 11,653 13,163 12,793
Hasta 7 0,195 11,918 33,400 28,325 24,089 26,184
Hasta 8 1,769 10,922 28,874 31,307 15,038 33,437
Hasta 9 1,424 4,234 5,210 4,530 5,230 5,678
Hasta 10 1,580 5,124 5,350 5,320 6,110 5,218
Ortalama 0,7 10,7 11,8 11,5 12,9 11,7

40

20

3
1

Bal arisi allerjeninin CD203c MFI degerlerinin NK ve PK

degerlerinin 0,1,1,10 konsantrasyonlarindaki

Pimh

B NK_Apis_CD203c_MFI

PK_anti-lge_Apis_CD203c_MFI
H Alerjen_1 K Apis CD203c_MFI

_|[_‘--
2 3 4 5 6 7 8 9 10

1

karsilastirmali degisim grafigi

Alerjen_1 K Apis_CD203c_MFI

PK_anti-Igk_Apis_CD203c_MFI
NK_Apis_CD203c_MFI

H PK_fMLP_ Apis_CD203c_MFI

H Alerjen0.1_K Apis_CD203c_MFI
Alerjen_10_K_Apis_CD203c_MFI

Sekil 4.12. Hasta grubunda CD203c MFI degerlerinin bal aris1 allerjeninin PK ve
NK degerlerinin 0,1,1,10 konsantrasyonlarindaki degerlere gore karsilagtirmali
degisim grafigi
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Tablo 4.9. Bazofil aktivasyon testi sonucu hasta grubunda yaban arisi allerjeninin
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom konsantrasyonu
(K0.1, K1, K10), %CD63 degerlerindeki degisimleri

CD63% | CD63% | CD63% | CD63% | CD63%

CD63%
HastaNo | Vespula Vespula Vespula_l Vespula | Vespula | Vespula
NK PK PK (anti- 0,1 1 10
(fMLP) IgE)

Hastal | %41.83 | %534 | %50.80 | %5230 | %47.58 | %42.11
Hasta2 | %30.72 | %7511 | %72.48 | %5455 | %61.74 | %42.81

%23.43 | %81.97 | %53.83 %59.04 | %63.29 | %70.53

Hasta3

%037.38 %58.63 | %76.45 %64.80 | %55.73 | %55.42
Hasta4

%36.29 %90.03 | %58.68 %37.65 | %34.11 | %38.72
Hasta5

%39.01 %53.21 | %80.28 %74.26 | %81.58 | %50.34
Hasta6

Hasta7 %3.24 %75.44 | %73.22 %54.50 | %73.12 | %69.22
Hasta8 %36.01 | %69.85 | %72.96 %82.65 | %88.45 | %74.91
Hasta9 %41.57 | %61.87 | %83.06 %77.12 | %93.87 | %60.20

%42.17 %57.71 | %67.41 %65.79 | %78.38 | %57.5
Hastal0

Ortalama %30.16 | %67.72 %68.91 | %63.26 | %71.78 | %56.23

Yaban arisi allerjeninin CD63% degerlerinin NK,PK, 0.1,
1, 10 konsantrasyonlarindaki karsilastirmal degisim

grafigi

Alerjen_1 K Vespula_CD63%
PK_anti- IgE_Vespula CD63%
NK_Vespula CD63%

-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B NK Vespula CD63% B PK_fMLP_Vespula_CD63%
PK_anti- IgE_Vespula (D63% M Alerjen _0.1_K Vespula_ CD63%
H Alerjen_1_K Vespula_CD63% Alerjen_10 K Vespula_CD63%

Sekil 4.13. Hasta grubunda CD63% degerlerinin yaban aris1 allerjeninin PK ve NK
degerlerinin 0,1,1,10 konsantrasyonlarindaki degerlere gore karsilagtirmali degisim
grafigi
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Tablo 4.10. Bazofil aktivasyon testi sonucu hasta grubunda yaban aris1 allerjeninin
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-IgE, FMLP), venom konsantrasyonu
(KO.1, K1, K10), CD203c hiicrelerin MFI degerlerindeki degisimleri

CD203c CD203c | CD203c | CD203c | CD203c | CD203c
MFI MFI MFI MFI MFI MFI
Hasta No Vespula Vespula Vespula_l Vespula | Vespula | Vespula
NK PK PK (anti- 0,1 1 10
(FMLP) IgE)
Hasta 1 0,614 8,222 11,584 18,240 15,409 21,277
Hasta 2 2,012 2,732 11,262 2,173 5,261 2,455
Hasta 3 1,259 13,237 12,517 12,655 11.263 14,470
Hasta 4 0,474 10,339 10,737 10,680 10,448 10,380
Hasta 5 0,414 12,706 12,807 11,440 12,450 6,320
Hasta 6 0,428 12,356 5,732 11,024 14,404 12,824
Hasta 7 2,213 23,718 21,963 12,874 41,260 34.127
Hasta 8 0,236 25,275 32,553 26,645 18,551 18,929
Hasta 9 0,935 5,657 4,839 5.540 15,249 3,861
Hasta 10 2,450 6.324 8,250 12,210 16,130 15,158
Ortalama 0,8 11,3 11,4 11,8 14,8 13,6

Yaban arisi allerjeninin CD203c MFI degerlerinin NK ve
PK, 0.1,1,10 konsantrasyonlarindaki karsilastirmali

degisim grafigi

# Alerjen_1 K Vespula_CD203_MFI
PK_anti-Ig_Vespula_CD203c_MFI

--""-'-- NK_CD203_MFI

B NK_CD203_MFI B PK_fMLP_CD203c_MFI

PK_anti-Ig_Vespula CD203c_MFI mAlerjen_0.1 K Vespula_CD203 MFI
m Alerjen_1 K Vespula CD203_MFI Alerjen_10 K Vespula CD203c_MFI

Sekil 4.14. Hasta grubunda CD203c¢ MFI degerlerinin yaban arisi allerjeninin NK ve
PK degerlerinin 0,1,1,10 konsantrasyonlarindaki degerlere gore karsilastirmali
degisim grafigi
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Calisma hastalarimizin  CD63, CD203 degerlerinin  ekpresyonunun farkli
diliisyonlarindaki yiizde ekpresyonu ve bu ekspresyonlarin bal ve yaban arisi
allerjenlerindeki cift pozitiflik degisimi incelenmistir. Yapilan bazofil aktivasyon
testi incelendiginde caligilan 3 farkli diliisyonda da pozitiflik goriilmiistiir (negatif
kontrole gore degerlendirildiginde, %15°lik artis pozitif olarak kabul edilmistir
(p<0.001).

Calisma hastalarirmizda hem bal hemde yaban arisi allerjenlerindeki CD203c
ekpresyonunun farkli ilag diliisyonlarindaki MFI degerleri negatif kontrole gore
degerlendirildiginde, yapilan bazofil aktivasyon testi ile ¢ift pozitiflik durumunun
calismaya dahil edilen tiim hastalarda pozitiflik goriilmiistiir (negatif kontrole gore

degerlendirildiginde, %15’lik artis pozitif olarak kabul edilmistir (p<0.001).

Calisma hastalarimizin allerjen komponent testi sonuglart ile Sp IgE 1209 rVes vi
yaban arisi, Sp IgE 1209 rVes v5 yaban aris1 ve IgE 1209 rApi ml bal arisi
allerjenlerinin serumdaki diizeylerinin hasta bazli degerlendirilmesinde hastadan
hastaya gore farklilik gosteren pozitif durumlarina rastlanmigtir. Sp IgE 1209 rVes v1
Sp IgE 1209 rVes v5 yaban arisi, IgE 1209 rApi m1 bal aris1 birlikte kiyaslandiginda
bu alt grup allerjenlerine hastalarin daha yatkin oldugu goriilmiistiir (negatif kontrole

gore degerlendirildiginde, >0,35’lik artis pozitif olarak kabul edilmistir) (p<0.345).
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5. TARTISMA

Calismamizda BAV ve YAV ile ¢ifte pozitiflik saptan hastalarda BAT ve CRD
testleri ile, gercekten her iki ar1 venomuna ayr1 ayri1 gergek poztifilik mi var yoksa
birine var ama digerine kars1 pozitiflik ortak antijenik determinantlarindan dolayr m1
gelismis bu durumlart tespit etmeye calistik. BAT testi ile hastalarin CD63%
degerleri géz Onilinde bulunduruldugunda 9’unda cifte pozitiflik goriiliirken bir
venom tiiriiniin digerine gore daha fazla pozitif oldugu, 1 hastada da sadece bal
arisina pozitiflik oldugu saptandi. Hastalarin 5’inin bal arisima 4’linlin ise yaban
arisina karst daha fazla pozitiflik gosterdigi saptandi. 1 hastada ise iki venom karsi
yaklagik esit pozitiflik ylizdesi bulundu. CRD testinde hastalarin 6’sinda tek bir
venom tiirine, 1’inde ise her iki venom tiiriine pozitiflik saptandi. Hi¢ pozitiflik
saptanmayan 3 hastamiz vardi. Hastalarin 3’tinde rApi ml venomunda pozitiflik
varken rVes vl ve v5’e karsi pozitiflik saptanmadi. Hastalarin 2’sinde rVVes vl’e
kars1, 1’inde ise hem rVes vl hem de rVes v5 venomuna kars1 pozitiflik varken rApi
ml ‘e kars1 pozitiflik saptanmadi, 1’inde hem rVes vl ve v5 hem de rApi ml’e
pozitiflik saptandi. Bu sonuglar, gercek cifte pozitiflik mi yoksa ¢apraz reaktiviteden
dolay1 ¢ifte poztiflik mi, bunu ayirmada CRD’nin oldukga etkili bir tan1 metodu
oldugu gosterildi. BAT ise ¢ifte pozitifligin ayiriminda CRD’ye gore daha zayif kald
fakat CRD ile pozitifik saptanmayanlarda BAT da pozitiflik saptandig i¢in her iki

testin birbirinin tamamlayicisi olabilecegi gosterilmis oldu.

Deri prik testi ve/veya sIgE Olclimii ile saptanan BAV ve YAV cift duyarlilig
hastanin Oykiisiindeki ar tiirii de net olarak bilinmiyorsa 6nemli bir klinik probleme
yol acabilmektedir. Bu durum hastanin hangi venoma karsi duyarli oldugunun
belirlenmesini zorlastirabilmektedir (Sturm ve ark., 2004; Ebo ve ark., 2007). Fakat
hastanin &ykiisiinde ar1 tiirii net olarak belirlenebiliyorsa (Ornegin aricilik yapan

birinin bal aris1 ile sokulmasi ve hastanin bunu net olarak ifade etmesi), DPT ve sIgE



Ol¢iimlerinde her iki duyarlilikta saptansa bile dykiisii ile uyumlu olan ar1 venomu ile
VIT yapilabilmektedir. Fakat dykiiniin net olmadig1 ve cifte duyarliligin gosterildigi
durumlarda BAT ve CRD yoOntemleri taniya katki saglayabilir ve hastanin dogru ar1

venomu ile VIT yapilmasina katkida bulunabilir.

Ayrica ar1 sokmasi sonrasi sistemik reaksiyon oykiisii olan, fakat DPT ve sIgE
pozitifligi saptanmayan olgularda ar1 venom konsantrasyonlari ile in-vitro BAT
yapilmasi taninin konulmasma ya da ekarte edilmesine yardimci olabilir. Son
donemlerde capraz reaksiyon sonucu olusan sIgE sonuclarindaki ¢ift duyarlilik
durumlarinda CRD de uygulanmaya baglanmistir. Bu test ile ¢ift pozitiflik saptanan
vakalarda ar1 venom allerjeninin hangi tiiriine veya konsantrasyonuna duyarlilik
oldugunu kantitatif 6l¢ciim yapilarak tespit edilebilmektedir. Bu test BAT testi ile
uygulandiginda BAT’1 destekler sonuglar verebilme ve tan1 konulmasinda yardimei
olabilme ozelligine sahiptir. Bu olgularda ari venomuna karsi in-vitro ortamda BAT
ve CRD uygulamasi, arilarla dogal provokasyon yapilmasi gereksinimini de ortadan
kaldirabilecektir. Diger yandan zaten arilarla dogal provokasyon etik nedenler ve

olasi anafilaksi riski nedeniyle bir¢ok allerji biriminde rutinde kullanilamamaktadir.

Calismamizda DPT ve sIgE sonuglari ile degerlendirilerek ar1 venom cift duyarliligi
(hem bal aris1 hem de yaban arisina kars ¢ift pozitiflik) saptanan hastalarda 6ncelikle
BAT ile bazofil hiicre aktivasyon durumunu olgerek tanisal uygulamalarda

kullanilabilecek bir test paneli gelistirdik.

Ek bir test olan CRD ile de serum IgE durumlarinin kantitatif 6l¢timiinii yaptik. BAT
ile bu test panelinin optimizasyonu i¢in ¢ift pozitif tanisi olan hastalardan alinan kan
orneginde (bazofil) olusan uyarim diizeylerini kontrol tiiplerine ekledigimiz anti-IgE
ve fMLP ajanlar1 ile ar1 venom titrelerinin 0.1-1-10mg/ml’lik konsantrasyonlarinda
aktivasyon durumlarini karsilagtirdik. CRD ile ise olusan serum IgE durumlarinin ar1
venom allerjenlerinde kullanilan allerjen dozlarindaki pozitiflik durumunu kantitatif

olarak karsilagtirdik.

Calismamizda ar1 venom ¢ift duyarliligi (hem bal aris1 hem de yaban arisina karsi
pozitiflik) tespit edilip VIT baslamasi karar verilen 10 hasta 6rnegi kullanildi. Bu
hastalara ii¢ farkli konsantrasyonda (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) uygulanan BAT

103



ile CD63 ekspresyonunda ii¢ konsantrasyonda negatif kontrole oranla ortalama

%70.2 artig gosterildi.

Tiim hastalarda tiim konsantrasyonlarinda CD63 pozitifligi saptandi. Bu sonuglar
birlikte ele alindiginda, hasta Oykiisiiyle uyumsuz sIgE ve DPT sonuglar1 igeren
vakalarda BAT i tan1 ve tedavi yonetimine katkida bulunacak onemli bir in-vitro
test oldugu gosterilmistir. Ayrica uygulanan CRD dahil edilen her bir hastada farkli
art venom allerjenlerine karsi farkli venom tiirii dozlarinda pozitiflik saptandi.
Sadece bir hastada iki ar1 venom allerjenlerinin tiim dozlarina karsi duyarlilik
gelistigini gozledik. Bu durumun sebebi caligmada kullanilan allerjen kisitliligina
bagli olarak ¢ok bilinen majoér komponentlerin kullanimi ve minér komponentlere

bakilamamasi olarak agiklanabilir.

Ar venom ¢ifte pozitifligi sokan ari tiirii bilinmedigi durumlarda 6nemli bir klinik
problemdir. Bu ¢ifte pozitiflik gercekten her iki ar1 tiirinliinii major allerjenlerine
kars1 gelismis ger¢ek bir pozitiflik olabilecegi gibi, bir ar1 tiriiniiniin major
allerjenine kars1 duyarlilik gelismis fakat CCD ortak antijenitesi nedeniyle de ¢ifte
pozitiflik saptanmis olabilir. Bir calismada HVA’s1 olan hastalarin %72'sinde CCD
sIgE tespit edilmistir. HVA’s1 olan hastalarin %59'a kadarinin birden fazla venoma
kars1 pozitif sonuglar ortaya ¢ikardigini gostermektedir. Kochuyt AM ve ark. (2005),
Yarisindan fazlasi CCD'lere karst slgE antikorlar1 gostermektedir. Bir diger
caligmada 37 hastada (%56,1) gergek ¢ift duyarlilign ve BAV ve YAV’a kars1 g¢ift
pozitifligi olan 66 katilimcinin 29'unda ¢apraz reaktiviteyi ortaya cikardi. Capraz
reaktivitesi olan olgularda anti-CCD IgE antikorlarinin seviyelerinin, BAV ve
YAV’a kars1 gercek cift duyarlilii olan hastalarla karsilastirildiginda énemli 6lcilide
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Renato Erzen ve ark. (2009), anti-CCD’ler, IgE
antikorlarinin  aktivitesini ortaya ¢ikarmis ve bunlarin hymenoptera venom
durumunda klinik olarak ilgisiz oldugunu ileri siirmiistiir. Monosensitize HVA’s1
olan katilimcilarda bal ve yaban aris1 allerjisi icin BAT, CCD'ye kars1 IgE antikorlar
olan hastalarin %67'sinde her iki venom allerjeni icin de pozitif bulunmustur.
Deglikosile edilmis venom kullanildiginda, BAT yalnizca bir ar1 venomu ile pozitif
oldugunu bulmusglardir. Ancak diger c¢alismalar CCD'nin klinitk 6nemini

vurgulamistir. Anti-CCD antikorlarinin  klinik agidan ilgisizliginin  halen
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tartisilmakta oldugu unutulmamalidir. CCD’lerin bazi kisilerde klinik semptomlara
neden oldugu goz ardi edilemez. Mertens ve ark. (2010), Bu sonuglar, CCD’lere
kars1 IgE antikorlarinin in vitro testlerde siklikla ¢ift pozitiflige neden oldugunu
dogrulamaktadir. Caligsmamizin sonuglarina gore bal ve yaban aris1 allerjenine karsi
yaptigimiz BAT testinde pozitiflik oran1 %98’lere kadar pozitif bulundu. CRD serum
IgE diizeylerine kars1 pozitiflik durumu bal aris1 ve yaban arisina karsi allerji durumu
%30’larda her ikisine pozitiflik %10 ve hi¢ pozitiflik saptanmayan %30’larda
bulundu. Calismamizda Ani-CCD komponet yontemi ile 6l¢tim yapilmadi ama CRD
ile saptanan Ol¢iimlerde tek bir ar1 tlirlinlin major allerjenine karsi pozitiflik
saptanmasi bu cifte pozitifligin ¢apraz reakitiviteye neden olan CCD duyarliligindan
ya da hyaliironidaz gibi ortak antijenik detarminatlarindan kaynaklanabilecegini

diistindiirmektedir.

Bal arisina allerjisi olan hastalarda rApi m1l ve rApi m10 kombinasyonu ile %86,8
pozitiflik oran1 gosterilmistir. Kohler J ve ark. (2014), Bal aris1 allerjisinin tanisinda
tek bilesenlerin kullanilmas1 Onceki ¢alismalarda da daha disik pozitiflik
gostermistir. BAV allerjisinde rApi ml veya rApi ml0 i¢in hassasiyet sirasiyla
%72,2 ve %61,8 oldugunu bulmustur. Frick ve ark. (2016), Bir diger ¢alismada, rApi
m2 (hyaliironidaz) ve rApi m5 (dipeptidil peptidaz IV) ile yiiksek IgE pozitifligi
oran1 goriilmistiir; ancak rApi m2 veya rApi m5 ile yaban aris1 ham venomu
arasinda anlamli korelasyonlar bulunmustur. Jin C ve ark. (2010), Daha 6nceki
birka¢ rapor da rApi m2 ve rApi m5'in yaban aris1 venomuyla ¢apraz reaktivitesini
ortaya konmugstur. Capraz reaktivitenin bu bilesenlerin yapisal homolojisinden
kaynaklanabilecegini belirtilmistir. Calismamizda sadece BAV i¢in rApi m1 ve YAV
icin rVes vl ve rVes v5 serum IgE diizeylerine bakildi, hastalar arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmazken, rVes vl ve rVes v5 kombinasyonu arasinda anlamli bir
korelasyon tespit edildi. Ote yandan bu molekiil, rApi m1 gibi yalmzca BAV’da
bulunur. Bu durum, BAV allerjeni rApi m1 ‘e kars1 YAV allerjenleri rVes vl ve rVes
v5 kombinasyonunun ar1 venom allerjisinin teshisinde ve bu allerjenlerin tanisinda
duyarli olabilecegini gostermektedir. Bazi hymenoptera ar1 venomuna tepki veren
hastalarda hem BAV hem de YAV’a kars cift pozitiflik oldugunu gdstermistir. Bu
durum daha once de belirtildigi gibi; her iki tiirliniinii major allerjenlerine karsi

duyarlanmaya bagli olabilicegi, hyaliironidaz gibi gercek ¢apraz reaktiviteye bagl
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olabilir ya da klinik olarak alakasiz olan ¢apraz reaktif CCD’lere bagl olabilir.
Calismamizda CCD ya da hyaliironidaz gibi her iki ar1 tiirii i¢in ortak komponentler
calisiimadi. Bu nedenle bu hastaliklardaki bu ortak antijenik detarminatlara
duyarlilik oranlarin1 veremiyoruz. Fakat bal aris1 igin spesifik major allerjen
komponent olan Api m1 ve yaban arisi i¢in major komponent allerjen olan Ves v1 ve
v5 calisildi. Bu allerjen komponentleri ar tilirline 6zgiidiir ve capraz reaksiyon
vermez. Bu nedenle CRD o6l¢limii ile bu spesfik major komponentlere karsi
saptadigimiz tekli pozitiflik deri ve/veya sIgE ile saptanan ¢ifte poztifligin CCD ya
da diger ortak antijenik detarminantlara karsi pozitiflik oldugunu dolayli yolla

gostermektedir.

BAT ile siddetli ar1 allerjisi olan hastalarda o6nemli o6lciide yiiksek bazofil
reaktivitesini bulmustur. Ilging bir sekilde, bu bazofil reaktivitesi, deneysel bir
allerjen miicadelesindeki klinik semptomlarla 6nemli o6lgiide iliskili oldugunu
bulmuslardir. Nopp A ve ark. (2006), Ote yandan serumdaki ar1 spesifik allerjenine
0zgl IgE diizeylerinin ciddiyeti ve diizeyi arasinda bir korelasyon gosterilememistir.
Venom allerjisi olan hastalarin %30'unda diisikk veya saptanamayan serum IgE
gostermistir Korosec P ve ark. (2009), caligmasinda Phadia ImmunoCAP
sonuglarinin aksine BAT %100 hassasiyet gostermistir. Sturm GJ ve ark. (2004)
yaptigi c¢aligmada Sistemik allerjik reaksiyonlar1 (Muller derece II-1V) olan
hastalarda bildirilen duyarlilik ve 6zgilliik, BAT'ta %60-80 oldugunu bulmuslardir.
Calismamizda BAT testinin etkinliginin Hymenoptera venomuna karsi siddetli
anafilaksi (Muller derece Il1-IV reaksiyonu) geciren hastalarda bildirilen duyarlilik
ve Ozgillik %95-100 arasindaydi ve sonuclar bu c¢alismayla karsilastirilabilir

nitelikteydi.

Nopp A ve ark. (2006)’nin yaptig1 calimada venom asir1 duyarliligr olan hastalarda
CD203c ve CDG63'lin benzer kinetige sahip oldugu bulunmustur. Maksimum
ekspresyon, allerjen uyarimindan 20 dakika sonra tespit edilmistir. Ayrica,
stimiilasyondan o6nce 10 dakika siireyle 300 pM IL-3 eklenmesinin, CD63
ekspresyonunu optimize ettigi ancak aslinda doza baghh bir sekilde antijen
stimiilasyonuna yonelik CD203c¢ ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Ayrica ne
CD63 ne de CD203c ekspresyonunun, antihistamin desloratidin'in énceden in vivo
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alimindan etkilenmedigi gosterilmistir. Calismamizda allerjenle uyarimdan 30 dk
sonra maksimum hem CD63 hem de CD203c¢ ekspresyonu ve aktivasyonu gosterdigi
gozlenmistir CD63 ve CD203c, bazofil aktivasyonu ve degraniilasyonunun farkl
yollarim1 temsil etse de her ikisinin de bazofil aktivasyon testi i¢in kabul edilebilir
belirtegler oldugu dogrulanmistir. Bagka bir ¢alismada ise Ebo DG ve ark. (2009),
Tiim hastalara BAT uygulanmis ve test sonuglarinda bu hastalarin 38'inde suclu ar1
venomu tespit edilmistir. Benzer sekilde bir baska caligmada, ar1 venom allerjisi
Oykiisii olan ancak sIgE ve DPT’si negatif olan 47 hastay1r incelenmistir. Bu
hastalarin 37’sinde BAT lar ve intradermal cilt testi uygulanmis ve intradermal testle
kargilastirildiginda BAT igin tamisal duyarliligin 6nemli Olgiide daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir (%76’ya karst %46). Bizim c¢alismamizda ise BAT
uygulamasi ile CD63%’si 10 hastanin 9’unda hem bal hemde yaban aris1 venomuna
karsi cift pozitfti. 1 hastada ise sadece bal arisina kars1 pozitifti. 5 hastada bal arisina
kars1 daha fazla pozitif ¢ikarken 4 hasta da yaban arisina kars1 daha fazla pozitif
goriildiigli saptandi. 1 hastada ise iki ar1 venomuna kars1 yaklasik esit pozitiflik
yiizdesi bulundu. (BAV CD63% 71.12, YAV CD63% 73.12). Bu sonuglar ile iki
venom arasindaki pozitifligin CD63% degerlerinin ayr1 ayr1 belirlenebilecegi 6nemli

tani testi olabilecegini gostermektedir.

Korosec ve ark. (2009) rVes v5 ve rVes v3'in kullanilmasinin, ilgili sIgE tespitine
kiyasla BAT''n hem duyarliligint hem de 6zgiilliigiinii giiclii bir sekilde arttirdigina
dikkat edilmelidir. rVes v5, geleneksel venom ekstraktinda yiiksek oranda eksprese
edilmesine ragmen, baz1 hastalar rVes v5'e karsi sIgE pozitif, YAV ekstrakti negatif
sonu¢ vermistir. Bu paradoksal kanit, farkli ticari ekstraktlarin rVes v5'1 farkl
sekilde eksprese edebilecegi hipotezine yol agmaktadir. Farkli yaban arisi tiirlerinden
ekstraktlar karistirilir ve dolayisiyla iireticiye ve kullanilan spesifik lota bagli olarak
cok farkli BAT aktivasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir. Stoevesandt J ve ark.
(2018), CCD'ye kars1 IgE antikorlari, daha onceki c¢alismalarda gosterildigi gibi,
oncelikle BAV ve YAV’a kars1 cift duyarliliga sahip bireylerde bulmuslardir. Bu
durumlarda, BAV ve YAV’a kars1 en az bir duyarliligin yanlis pozitif olabilecegi
varsayilabilir. Bizim ¢alismamizda 10 ar1 venom allerjisi olan hasta kullanildi. BAT
sonuglarimizda 5 hasta bal arisina, 4 hasta yaban arisina kars1 pozitif ¢ikti. 1 hastada

ise iki venom kars1 yaklasik esit pozitiflik ylizdesi bulundu. (BAV CD63% 71.12,
107



YAV CD63% 73.12). CRD sonuglarimizda 3 hasta rApi m1 (%30), 2 hasta rVes v1
(%20) 1 hasta hem rVes v1 hem de rVes v5 (%10), 1 hastada da hepsi pozitif (%10)
oldugu bulundu. Bir bagka ifade ile 3 hastada sadece BAV, 3 hastada da sadece YAV
pozitiflik gosterilerek bunlardaki ger¢ek pozitiflik ortaya konmus oldu. Cifte
pozitifligin ¢apraz reaktiviteden kaynaklandigi gosterilmis oldu. 1 hastada her iki
venoma karst CRD ile pozitiflik saptanmasi da gercek ¢ifte pozitifligi gostermis
oldu. 3 hastada ise CRD testi ile pozitflik saptanmadi. Fakat bu hastalarin BAT 1inda
CD63% pozitifliklerine gore bal arisina karsi daha fazla pozitiflik saptandi. Bu
durum BAT’in kullaniminin CRD ile birlikte tamamalayici bir test olarak yararli

olabilecegini gostermektedir.

Hemmer W ark. (2001) tarafindan yapilan bir calismada, hastalarinin higbirinde,
Phadia ImmunoCAP ile YAV’a kars1 pozitif IgE capraz reaktivite géstermesine
ragmen yaban aris1 sokmasi Oykiisii olmadiginin ancak BAT, YAV igin bazofillerin
diisiik aktivasyonunu gostermistir. Bu durum, ar1 allerjisi tanisinda 6nemli bir konu
olan tek pozitifligi yalanci ¢ift pozitiflikten ayirmada faydali oldugunu gostermistir.
Bu nedenle, venom allerjisinin tanisinda negatif DPT ve sIgE sonuglar1 oldugunda
veya ¢ift pozitiflik durumlarinda BAT 1n dahil edilmesi ve bu bulgunun daha sonraki
caligmalarda arastirilmasi gerektigini belirtmistir. Calismamizda BAT testinde hem
BAYV hem de YAV allerjenlerine kars1 hastalarimizda pozitiflik oldugunu bulduk. Bu
pozitifliklerin CD63% oranlar1 ar1 venom tiiriine gore de degisiklik gosterdi (5 hasta
BAYV kars1 4 hasta ise YAV kars1 daha fazla pozitiflik gosterdi). 1 hastada ise iki
venom kars1 yaklasik esit pozitiflik ylizdesi bulundu. (BAV CD63% degeri %71.12,
YAV CD63% degeri %73.12). CRD testinde ise 3 hasta rApi m1'e pozitif ¢ikmisken
2 hasta rVes vl ve 1 hastanin hem rVes vl hem de rVes v5 e karsi pozitif, 1 hastada
da hem rVes vl ve v5 hem de rApi m1’e pozitif ¢iktigin1 bulduk. Bu yiizden BAV ve
YAV’a karsi, cogunlukla yalnizca CCD ¢apraz reaktivitesine ve nadiren gergek bir
¢ift duyarliliga dayanan belirgin ¢ift duyarlik durumunda, suglu arimin belirlenmesi
gerektiginin dnemini anlamis olduk. Bu ¢alismaya benzer sonuglar olarak tek bir ari
venom tiirline kars1 pozitifligi iki venom tiirtine karsi1 ¢ift pozitiflikten ayirmada
faydal1 olabilecegini diistindiirdii. Boylelikle hem BAT hem de CRD’nin birbiriyle
korelasyon gosterdigini bulmus olduk. BAT gibi énemli in vitro testlerin yapilmasi

bu tir allerji tiirlerinde sIgE seviyerilerine bakilmasi CCD bazli yanlis
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polisensitizasyonla ayirici tanty1 kolaylastiracaktir. Ayrica CRD test HVA’da IgE
duyarliliklarini tespit etmede daha duyarli olabilir. Bu da tek bilesenlerle yapilan
testlerin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu varsayim, merkezimizde
daha fazla sayida hastanin test edildigi bir takip c¢alismasinda dogrulanmasi

yapilabilecegi diistiniilmektedir.

Balzer L ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, DPT ve venom slIgE'de
oldugu gibi, BAT'In gilivenilir sonuglar saglama yetenegi, biitiin venom
ekstraktlarinda CCD'nin varlig1 nedeniyle engellendigini diisinmektedirler. BAT'in
geemiste yalnizca bir sokmaya tepki gosteren ¢ift duyarli hastalarin veya molekiiler
bazli allerji teshisinin belirsiz oldugu hastalarin arastirilmasinda yardimci oldugu 6ne
siiriilmiistiir. Ozellikle CCD igermeyen tiire 6zgii allerjenleri (Ves vl ve Ves v5)
kullanan BAT'in, YAV allerjisinin tespitinde tanisal kesinligi arttirdigi gosterilmistir.
Ancak Ves v2 ve Api m2 veya Ves v3 ve Api m5 gibi ¢apraz reaktif allerjenlere
kars1 duyarlilik durumunda, birincil ve ¢apraz reaktif duyarliliklar arasinda herhangi
bir ayrimin miimkiin olup olmadig1 acik degildir. BAT tam olarak standardize
edilmediginden farkli c¢alismalarin sonug¢larinin karsilastirilmasi zordur. Yanlis
pozitif BAT sonuglarina yiiksek venom konsantrasyonlari neden olabilecegi ve
degerlendirilen bazofillerin mutlak sayisinin 150'den az olmasi durumunda veya
diger tanisal testlerde oldugu gibi, sokma olay1 ile tanisal inceleme arasinda uzun bir
siire olmas1 durumunda yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilecegini bildirmislerdir.
Calismamizda hem BAT ile ayirimin yukaridaki nedenler ile ¢ok miimkiin olmadigi
fakat CRD’nin ar1 venom allerjen tiirlinlin belirlenmesi ve birden fazla ar1 venomuna
allerjisi olan hastalarda ¢ift pozitiflik durumunun belirlenmesine yiiksek oranda
duyarl oldugunu belirledik. Fakat CRD negatif saptanan hatalarda tek bir ar1 tiiriine
kars1 BAT pozitfiliginin goriilebilmesi bu iki testin ¢ift pozitiflik saptanan hastalarda
birbirini tamamlayici testler oldugunu diisiindiirmektedir. BAV ve YAV’a slIgE'den
in vitro testlerin ¢ok daha yiiksek duyarliligi, CRD gerceklestirilerek elde
edilebilecegini ve bu yenilik¢i yontemin, giiniimiizde allerjide giderek daha iyi bir
teshis aract haline geliyor olmasi sasirtict degildir. CRD sayesinde tek allerjenik
proteine karsi serum IgE belirlenebilecegi gibi CRD kullanilarak, tim ekstraktlara
cift pozitif sonu¢ veren hastalarda birincil duyarlilik ve ¢apraz reaktivite ayirt

edilebilecegini diislinmekteyiz.
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Hofmann, S.C ve ark. (2011) ve Miiller UR ve ark. (2009) ¢alismalarinda BAV’a
kars1 allerjiye yonelik teshis testlerinin %94-95 duyarliligina ulagsmak i¢in, mevcut
allerjen bilesenlerinin altisinin tiimiine (Api m1- 5 ve Api m10) bakilip hastalarin
%74'tinde birden fazla ar1 venom allerjeninin oldugu da tespit edilmistir. YAV
allerjisinde kombinasyon sayesinde %98'e varan duyarlilik gézlemlenmistir. Bagka
bir ¢alismada Renato Erzen ve ark. (2009), capraz reaktivitesi olan katilimcilardaki
anti-CCD IgE antikorlarinin seviyelerinin, BAV ve YAV’a kars1 gercek ¢ift
duyarlilig1 olan hastalarla karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir (yaklasik %60 oraninda ¢ift duyarlilik). Calismamizda bu verilerle
uyumlu sekilde 3 hastada CRD testi ile negatif ¢ikan ar1 venom allerjenlerinin ¢apraz
reaksiyodan sorumlu ortak allerjenlere veya bakilmayan mindr allerjenlere bagh
olabilecegi diisiintildii. Ayrica ¢ifte duyarliligi olan ve farkli venoma karsi ¢apraz
reaksiyonu olan hastalarda CRD testleri faydali olmaktadir. Bu sonuglar, CCD’lere
kars1 IgE antikorlarinin in vitro testlerde siklikla ¢ift pozitiflige neden oldugunu
dogrulamaktadir. BAV ve YAV’a kars1 gergek ¢ifte duyarlilik ile ¢apraz reaksiyon
arasindaki ayrim hala bir sorun olmaya devam ediyor ve suclunun belirlenmesini
zorlagtirtyor. Su anda, cift hassasiyet ile ¢apraz reaktivite arasinda ayrim yapmak igin
inhibisyon testi yerine CRD kullanilmaktadir. CCD igermeyen venom allerjenleri
icin gelismis CRD araglarinin  kullanilmasi, duyarlilik profillerinin  ayrintili
karakterizasyonuna ve klinik semptomlara neden olan venomun tanimlanmasina
olanak saglayacagimi diisiinmekteyiz. CRD'de venomlarin tek allerjenlerine karsi
serum IgE belirlenir. Boylece, CRD yalnizca bir hastanin tiim venomlara kars1 serum
IgE'ye sahip olup olmadig1 hakkinda bilgi vermekle kalmaz, ayn1 zamanda hasta i¢in

tam olarak hangi allerjenlerin ilgili oldugu hakkinda da bilgi saglar.

Mertens ve ark. (2010) Hymenoptera venom asirt duyarliligi olan 62 hastada DPT,
venom ve CCD'ye 6zgii IgE 6l¢iimleri ve hem dogal venom hem de CCD'den yoksun
venom i¢in BAT'lar gergeklestirilmistir. Deri testinde yalnizca bir venoma pozitif
olan ancak CCD'ye kars1 IgE bulunan hastalarda, BAT her iki dogal venom i¢in de
pozitiflik saptanmis ancak hastalarin %67'sinde yalnizca CCD’den yoksun deri testi
venomunda pozitiflik bulunmustur. Tersine, deri testinde yalnizca bir venomu pozitif
¢ikan ancak CCD'ye kars1 IgE bulunmayan hastalarda BAT yalnizca hem dogal hem

de CCD'den yoksun formlarda deri testi venomuna karsi pozitiflik saptamistir.
11U



Yazarlar boylece CCD'lerin aslinda biyolojik aktiviteye sahip oldugu, ancak deri
testlerinin yalnizca bir venom igin pozitif ¢ikmasi nedeniyle muhtemelen klinik
olarak ilgisiz olduklar1 sonucuna varmiglardir. Calismamizda hem BAT hem de CRD
testlerini birlikte uyguladik. Boylelikle iki testteki sonuca gore pozitif olan allerjen
tanisinda daha kesin bilgiler alabilecegimizi gordiik BAT’da bu durum %95’lerde
iken CRD’de allerjen tiiriine gore farklilik gosterdi. Fakat BAT 1n ¢ifte pozitiflikte
gercek pozitifligi belirlemede yeterli olmadig goriildii. Diger yandan CRD ile de
gercek pozitiflik tespit edilebildi. BAT'In duyarliligini artiran bagka rekombinant
allerjenlerin iiretilmesi ve dogrulanmasi bu testin daha da gelistirilmesine yol
acabilir. Standart testlerin negatif oldugu hastalarin arastirilmasina yonelik ileri

calismalar yapilmalidir.

Aranda A ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada katilimcilarin %3,5'inin en
az bir rekombinant allerjene karst 0,35 kU/I'nin {izerinde (ve 0,1 kU/I igin %4,3)
duyarlilik gdsterdigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Hofmann SC ve ark.
(2011), rApi ml ve rVes v5'e sIgE'nin saptanmasi, CCD'lere kars1 sIgE varliginda
venom ekstraktlarma karst ¢ift pozitif IgE sonuglart olan hastalarda gergek c¢ift
duyarlhilik ile ¢apraz reaktivite arasinda ayrim yapmak ic¢in en gilivenilir tanisal
prosediir olarak tanimlandigini bildirmistir. Diger bir ¢alismada Korosec P ve ark.
(2011), BAV allerjeni olan rApi ml'in, diislik tanisal duyarlilig1 (%60) nedeniyle
BAV allerjisinin  saptanmasinda smirlt  bir klinik yararliliga sahip oldugu
gosterilmistir. Benzer baska bir calismada Miiller UR ve ark. (2009), YAV allerjisi
olan kisilerde sIgE'den rVes v5'e allerji 100 hastanin %87'sinde gosterilmistir. Diger
calismalarda Kohler ve ark., 2014; Hofmann ve ark. 2011, BAV’a kars1 allerjiye
yonelik teshis testlerinin %94-95 duyarliligina ulasmak icin, mevcut allerjen
bilesenlerinin altisinin timii (Api ml- 5 ve Api ml0) belirlenmesi gerektigi
diistiniiliip, hastalarin %74'linde birden fazla ar1 venom allerjeninin oldugu da tespit
edilmistir. YAV allerjisinde kombinasyon sayesinde 9%98'e varan duyarhilik
gbzlemlenmistir. Bizim ¢alismamizda, YAV ekstraktinin duyarliligi, rVes vl ve rVes
v5'in birlikte alindiginda duyarliligr bal aris1 rApi m1’e gore diisiik oldugu gorildii.
Bu bulgular, CRD’nin gercek duyarliligi tespit etmek ve capraz reaktivite sorununu
azaltmak icin gecerli bir ara¢ oldugu hipotezini desteklemektedir. HVA’nin

teshisindeki gelismelere ragmen, sorularimizi ve siiphelerimizi yanitlamak igin hala
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yeni test yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, halihazirda bilinen tani
yontemlerinin daha da gelistirilmesine ihtiyacimiz var. CRD kullanilarak yeni
molekiillerin tanitilmasinin  yam1 sira mevcut tanisal zorluklarin ¢oziilmesine
yardimc1 olabilecek yeni tani yontemlerinin kullanimina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu
testlerden birisi de BAT testi olarak diistiniilebilir. HVA allerjisinde dogru allerjeni
belirleme ve dogru VIT uyulamak agisindan BAT ve CRD birlikte kullanilabilir.
Ayrica BAT kullanimi VIT yapilan hastalarda tedavi izleminde de ek fayda
saglayabilir.

Tim yukaridaki ¢ikarimlar sonucunda cifte pozitifliklerde CRD ve BAT birlikte
kullaniminin ¢aligmaya aldigimiz hastalarin 6zellikleri temelinde Onemini spesfik

olarak tartigmak istedik.

Caligmaya dahil ettigimiz H1 nolu hastanin; sIgE api (+++) ve sIgE ves (++), Prik
api 6*6 ve ves 2*3 bulundu. BAT sonucunun ise hem bal hem de yaban arisi
allerjenlerine kars1 pozitiflik durumu goriildii. Ancak bu hastanin BAT testinde
CD63% pozitiflik ylizdesi ile bal arist venomuna karsi daha yiliksek pozitiftiklik
gosterdi. CRD’nin rApi ml bal arisina karsi pozitif ¢iktigi goriildii. Bu hastanin
sonuglar1 degerlendirildiginde; BAT her iki ar1 venomuna kars1 pozitiflik saptandigi
icin hangi ar1 venomuna kars1 gergek pozitiflik oldugu kesin olarak ayirt edilemiyor.
Diger yandan bal ar1 venomu ile BAT’da daha yiiksek pozitiflik saptanmasi gercek
allerjenin bal aris1 venomu olabilecegini destekliyor gibi goziikmektedir. Fakat CRD
testi ile bal aris1t major allerjenine pozitiflik saptanirken, vespula major allerjenlerine
karsi pozitiflik saptanmiyor. Bu durumda, gifte pozitflikte gercek ve c¢apraz
reaksiyona bagl pozitiflikeri ayirmada CRD testinin ¢ok 6nemli bir yeri oldugunu
gostermektedir. CRD testinin yapilamadigi durumlarda da sIgE’nin, DPT’de cap1
fazla olanin ve BAT ile yiiksek oranda pozitiflik saptanan ar1 venom tiirliniin
hepsinin birlikte degerlendirilerek gercek pozitif olarak degerlendirmeye almak
mantikli bir yaklasim gibi goéziikkmektedir. Yaban arisi allerjenine CRD testinde
pozitiflik saptanmamasi nedeniyle cifte pozitifligin yaban aris1 allerjeninin major
degil capraz reaksiyon veren ortak antijenik determinatlarindan dolay1 gelistigini

diistindiik.
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Caligsmaya dahil ettigimiz H2 nolu hastanin; sIgE api (++) ve sIgE ves (++), Prik api
5*5 ve ves 4*4 bulundu. Hastanin dykiisii bal aris1 sokmasi ile uyumluydu. BAT
sonucunda hem bal hem de yaban aris1 allerjenlerine kars1 pozitiflik durumu goriildii.
Ancak hastanin BAT testinde CD63% pozitiflik yiizdesi ile bal aris1 venomuna kars1
daha yiiksek pozitiflik gosterildi CRD testinde hem bal hem de yaban aris1t major
komponentlerine kars1 pozitiflik saptanmadi. Bu sonuca gore hastanin bal arisinin

baska bir mindr komponente karsi allerjisi olabilecegi diisiiniildii

Caligmaya dahil ettigimiz H3 nolu hastanin; sIgE api (++) ve sIgE ves (+++), Prik
api 6*5 ve ves 3*3 bulundu. BAT sonucunda hem bal hem de yaban arisi
allerjenlerine karsi1 pozitiflik saptandi. Ancak bu hastanin BAT testinde CD63%
pozitiflik yiizdesi bal aris1 venomuna kars1 daha yiliksek saptandi. (BAV CD63%
degeri %84.46 iken YAV CD63% degeri %59.04 olarak bulundu). CRD testinde
hem bal hem de yaban aris1 majoér komponentlerine kars1 pozitiflik saptanmadi. Bu

durum hastanin minér komponentlere allerjisi olabilecegi diisiiniildii.

Calismaya dahil ettigimiz H4 nolu hastanin; sIgE api (+++) ve sIgE ves (0), Prik api
5*3 ve ves 4*2 pulundu. BAT ile hem bal hem de yaban aris1 allerjenlerine karst
pozitiflik saptandi. Ancak bu hastanin BAT testinde CD63% pozitiflik yiizdesi bal
aris1 venomuna karsi daha yiiksek pozitiftiklik gosterdi. CRD’de rApi ml ile
pozitiflik saptanirken, yaban aris1 major komponentlerine pozitiflik saptanmadi. Bu
durum her iki ar1 venomu i¢in ortak detarmianatlar iceren mindr allerjenlere de

duyarliligin oldugunu gostermis oldu.

Calismaya dahil ettigimiz HS nolu hastanin; sIgE api (++) ve sIgE ves (-), Prik api
8*8 ve ves 5*5 bulundu. BAT sonucunun ise CD63% pozitiflik yiizdesi bal arisi
venomuna karst daha yiiksek pozitiftiklik saptandi. Yaban aris1 allerjenlerine karsi
ise negatif oldugu goriildii. Hastanin CRD testleri ise negatif bulundu. Bu sonuglar,
ar1 venom allerjik reaksiyonunun bal arisinin mindr allerjenlerine karsi gelismis
olabilecegini ve cifte poztifligin ortak antijenik determinata sahip molekiillere bagh
olabilecegini diislindiirmektedir. Burada CRD testi negatifti. Bu durumda
gostermektedir ki, CRD ve BAT pozitifligi birbirinin tamamlayicis1 olarak birlikte

kullanilabilirler.
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Caligsmaya dahil ettigimiz H6 nolu hastanin; sIgE api (+) ve sIgE ves (+5), Prik api
3*3 ve ves 4*4 bulundu. BAT sonucunda hem bal hem de yaban aris1 allerjenlerine
kars1 pozitiflik saptandi. BAT testinde CD63% pozitiflik ylizdesi yaban arisi
venomuna kars1 daha yiiksek pozitiflik saptandi. CRD testinde rVes vl pozitif
saptand1. Ilk hastada da belirtildigi gibi CRD testinin yapilamadigi durumlarda;
sIgE’nin, DPT’de ¢ap1 fazla olanin ve BAT ile yiiksek oranda pozitiflik saptanan ar1
venom tiirliniin hepsinin birlikte degerlendirilmesi gercek pozitifligi saptamadi

faydali olabilir.

Calismaya dahil ettigimiz H7 nolu hastanin; sIgE api (+++) ve sIgE ves (+++), Prik
api 4*4 ve ves 5*4 bulundu. BAT sonucunun ise CD63% pozitiflik yiizdesinin hem
bal hem de yaban aris1 allerjenlerine yaklagik esit pozitiflik yiizdesi bulundu. (BAV
CD63% degeri %71.12, YAV CD63% degeri %73.12). CRD’de ise her iki allerjen
tiiriine karsida pozitiflik saptandi. Bu durumda mevcut ¢ifte pozitifligin her iki ar

venomunun major allerjenlerine kars1 gercek cifte pozitiflik oldugu gosterilmis oldu.

Calismaya dahil ettigimiz H8 nolu hastanin; sIgE api (+++) ve sIgE ves (-), Prik api
3*3 ve ves 4*4 bulundu. BAT sonucunda hem bal hem de yaban aris: allerjenlerine
kars1 pozitiflik saptandi. BAT testinde CD63% pozitiflik ylizdesi yaban arisi
venomuna kars1 daha yiiksek saptandi. CRD testinde rVes vl’e karsit pozitiflik
bulundu. Bu sonuglar, gergek pozitifligin yaban aris1 venomuna karsi oldugunu

gostermis oldu. Bu ayirnmda CRD’lerin 6nemi bir kez daha gosterildi.

Caligmaya dahil ettigimiz H9 nolu hastanin; sIgE api ve sIgE ves testleri mevcut
degildi, Prik api 10*5 ve ves 4*3 bulundu. BAT sonucunda hem bal hem de yaban
aris1 allerjenlerine karsi pozitiflik saptandi. BAT testinde CD63% pozitiflik yiizdesi
yaban aris1 venomuna kars1 daha yiiksek saptandi. CRD testinde yaban aris1 rVes vl
ve rVes v5’e kars1 pozitiflik saptandi. Oykiisii de yaban aris1 sokmasi ile uyumlu

oldugu i¢in 6ykii ve CRD test sonucu ile gergek pozitiflik saptanmis oldu.

Calismaya dahil ettigimiz H10 nolu hastanin; sIgE api (+4) saptandi fakat sIgE ves
calisiimamisti. Prik api 3*5 ve ves 10*7 bulundu. BAT sonucunda hem bal hem de
yaban aris1 allerjenlerine karsi pozitiflik durumu goriildi. BAT testinde CD63%
pozitiflik ylizdesi yaban arisi venomuna karsi daha yiliksek pozitiflik saptandi.
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CRD’de bal arisina rApi ml’e karsi pozitiflik bulundu. Bu sonuglar, hastanin
Oykiistindeki ar1 sokmasinin bal aris1 ile uyumlu olmasi ve CRD’de bal aris1 major
allerjeninin pozitif saptanip yaban arisi major allerjenlerinin negatif saptanmasi

gercek pozitifligin bal arisina karsi olustugu gosterilmis oldu.

Calismamiza dahil ettigimiz bu tir ¢ift pozitiflik saptanan ar1 venom allerjen
duyarlilig1 olan hasta grubunda neden olan allerjen tiiriinii dogrulamak i¢in hem akim
sitometrik BAT hem de CRD testlerinin birlikte kullaniminin, erken taniyr ve ¢ift
pozitiflik durumunun netlestirilmesini kolaylastirmada birbirlerini tamamlayacak
etkili in-vitro testler oldugu gosterilmis oldu. Cift pozitiflik saptanan hastalarda CRD
ile allerjik reaksiyondan sorumlu gercek ar1 tiirlii daha net olarak saptanabilmektedir.
Fakat diger yandan da CRD negatif saptanan hastalarda BAT pozitiflikleri
saptanabilmektedir. Bu nedenle calismamizda ¢ift pozitiflik saptanan hastalarda VIT
karar1 verilmeden 6nce CRD ve/veya BAT testlerinin uygulanmasi allerjiden
sorumlu gergek ar1 tiirlinii belirleme ve etkin VIT uygulama agisindan oldukga
onemli oldugu gosterilmigtir. Testlerinin rutin analizi bu hastalarinin erken
saptanmasina, erken tani ve tedavi olanaklarina erisimine katkida bulunabilir.
Boylelikle, daha fazla vaka ve genis hasta spektrumu ile bu tip hastaliklarin erken
teshisini yayginlastirabilir. Elde ettigimiz bu sonuglar dikkate alindiginda bu iki
testin birlikte kullanilmasinin ar1 venom allerjisinde kesin etkenin belirlenmesinde

oldukca faydali oldugu goriilmektedir.
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6. SONUCLAR

. Art venom allerjisi Oykiisii olup DPT ve/veya sIgE olgiimlerinde gifte
pozitiflik saptanan hastalarda ar1 venomlari ile in-vitro ortamda yapilan BAT
ile de ar1 venomlarma kars1 pozitiflikler saptandi. Fakat ¢ifte pozitifligi olan
bu hastalarda ar1 venom tiirlerini ayirt etmede basarili bulunmadi. Diger
yandan pozitiflik yilizdesi yiiksek olanlarin gercek ar1 venom tiirlinii
belirlemede yol gosterici olabilcegini gosteren sonuglar elde edildi.

. Cifte poztitifligi olup major venom allerjenlerine yonelik yapilan CRD
testinde negatiflik saptanan hastalarda BAT testinin sorumlu venom allerjenin
tespit etmede faydali olabilecegi gosterildi.

. CRD testinin ¢ifte pozitifligi olan hastalarda gercek venom allerjen
duyarliligini tespit etmede BAT dan daha etkili oldugu gosterildi. Bu nedenle
cifte pozitiflikte bu pozitifligin gercekten her iki ar1 tlirliniin major
allerjenlerine  karst duyarliliginin  oldugumu yoksa ortak antijenik
determinantlara karst duyarliliga bagli bir ¢apraz reaktivitemi oldugunu
gostermede oldukea faydali ve ilk tercih edilmesi gereken test oldugu ortaya
konulmus oldu.

. Ayrica BAT ve CRD birlikte kullaniminin ¢ifte pozitifligi olan hastalarda
reaksiyondan sorumlu ger¢ek ar1 venomunu tespit etmede birbirlerini
tamamlayici etkileri oldugu gosterildi.

. CRD yapilirken tek bir epitopa (determinanta) yonelik rekombinant tiretilen
proteinler kullanilirken, BAT yaparken ar1 VIT ekstraktlar1 kullanildi. Bu
nedenle CRD gercek suglu ari venom tiiriinii belirlemede daha basarili
olmustur. BAT’da ise ar1 VIT’de kullanilan ekstraktlarin igerisinde ortak
antijenik determinatlar ve mindr allerjenler de oldugu icin ¢ifte pozitifligi
ayirmada yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Eger BAT da da CRD kullanilan tek
bir major, mindér ya da CCD gibi ortak antijenik determinatlara yonelik

rekomninant allerjenler kullanilirsa BAT’in da tipki CRD’de oldugu gibi



allerjik reaksiyondan sorumlu ger¢ek ar1 venomunu tespit etmede oldukga

basaril1 bir yontem olabilecegi diisiiniilebilir.
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