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HYMENOPTERA VENOM ALLERJIiSi TANISINDA VE VENOM
IMMUNOTERAPI ETKINLiGININ DEGERLENDIRILMESINDE BAZOFiL
AKTIVASYON TESTLERININ YERI

Tugba RIHTIM
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2021
Damisman: Prof. Dr. insu YILMAZ

OZET

Amac¢: Hymenoptera (ar1) venom allerjisi olan hastalarin tanisinda ve hastalara
uygulanan venom immiinoterapi (VIT) etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan

bazofil aktivasyon testlerinin (BAT) yerinin ve 6neminin gosterilmesi amaglandi.

Yontem: Calismamiz ar ile sistemik reaksiyon Oykiisli olan ve ar1 venom duyarliligi,
deri prik testi (DPT) ve/veya spesifik immiinglobiilin E (SIQE) dl¢iimii ile tespit edilerek
VIT baslanmasina Karar verilen 10 hasta ile yiiriitiildii. VIT &ncesi (0. giin), VIT nin 3.
ve 6. aymnda olmak flizere li¢ defa heparin ile antikoagiile tiipe 3ml’lik kanlar alindi.
Hastalardan alinan vendz kan 6rnekleri pozitif kontrol (PK), negatif kontrol (NK) ve 0.1
mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml olmak iizere {i¢ ayr1 diliisyonda hazirlanan venom
ekstraktlarindan olusan test tiiplerine ayrildi ve tiiplerdeki bazofil aktivasyonu; CD63 ve
CD203c yiizde ve ortalama floresan yogunluk (mean floresan intensity- MFI) 6l¢timii

yapilarak akim sitometri cihazi ile degerlendirildi.

Bulgular: VIT éncesi 0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml konsantrasyonlarimda CD63
ekspresyonunda, negatif kontrole oranla ortalama % 69.2 artis gosterildi. CD 203c MFI
degerlerinde ise 0. giinde her {i¢ konsantrasyonda da negatif kontrole oranla ortalama
%34 artis saptandi. Ayrica VIT baslanan hastalara 3. ay ve 6. ay da uygulanan BAT
sonuglarinda immiinoterapi Oncesi CD63 ekspresyonuyla kiyaslandiginda istatiksel

olarak anlamli diisiis oldugu saptandi (p=.0001).
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Sonu¢: Bu arastirma BAT’in ar1 venomuna karsi gelisen erken tip asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda tamisal amacgli kullanilabilecegini  gdstermistir. Ayrica VIT
takiplerinde, immiinoterapinin etkinliginin degerlendirilmesinde BAT’in faydah

olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bazofil Aktivasyon Testi, Ar1 Venomu, Venom Immiinoterapi,
CD63, CD203c
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BASOPHIL ACTIVATION TESTS FOR THE DIAGNOSIS OF
HYMENOPTERA VENOM ALLERGY AND FOR THE EVALUATION OF
THE EFFICACY OF VENOM IMMUNOTHERAPY

Tugba RIHTIM
Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences
Department of Immunology M.Sc. Thesis, Jan 2021
Supervisor: Prof. Dr. insu YILMAZ

ABTRACT

Purpose: It was aimed to show the place and importance of basophil activation tests
(BAT) used in the diagnosis of patients with hymenoptera venom allergy and evaluation

of venom immunotherapy effectiveness.

Method: Our study was conducted with 10 patients who had a history of systemic
reaction with hymenoptera venom and who decided to initiate venom immunotherapy
(VIT) after determining hymenoptera venom sensitivity, skin prick test (DPT) and / or
specific immunoglobulin E (sIgE) measurement. Whool blood sample was taken into
anticoagulated tube with heparin. First sample was taken before starting VIT (0. d).
Other samples were taken 3’rd and 6’th mount after starting the maintance dose. Venous
blood samples taken from the patients were exposed to positive control, negative control
and tree dilutions of 0.1 mg / ml, 1 mg / ml, 10 mg / ml venom extract. CD63 and
CD203c measurements were evaluated with flow cytometry device. CD63 and CD203c
percentage and mean fluorescence intensity (MFI) were measured and evaluated with
flow cytometry.

Results: CD63 increasing was shown as 69.2% before VIT in the venom extract
dilutions at 0.1mg / ml, 1 mg / ml, 10 mg / ml compare to negative control. The
increasing was found positive in all patients. CD 203c MFI values were examined, an
average of 34% increase was found in three concentrations at 0. d. In addition CD63
expression was significantly decrease in patients with VIT at the 3rd and 6th months

when compared to the baseline CD63 expression (p =.0001.)
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Conclusion: This study has shown that BAT can be used for diagnostic purposes in
early type hypersensitivity reactions to hymenoptera venom and it can be useful in
evaluating the effectiveness VIT.

Key words: Basophil Activation Test, hymenoptera venom, venom immunoterapy
CD63, CD203c.
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1.GIRIS VE AMAC

Erigkin yas grubunda goriilebilen ciddi allerjik reaksiyonlarin sik nedenlerinden birisi
de ar1 venom allerjisidir. Bal arilar1 (Apis mellifera) ve Avrupada yaban aris1 olarak da
adlandirilan sar1 ceketler (Vespula vulgaris) ari allerjisinden sorumlu baslica ari
tirleridir (Tankersley ve ark., 2015). Ar sokmalarinda goriilebilen agri, kizariklik ve
sislik gibi sikayet ve bulgular gegici lokal inflamatuar reaksiyona sekonder
gelismektedir. Venom bilesenlerine allerjisi olanlarda ise, tekrarlayan ari sokmalari,
hayati tehdit edici reaksiyonlara neden olabilir. Bu hastalarda dogru tani, etkin tedavi

olduk¢a onemlidir.

Bu amagla uygulanan DPT ve/veya venom sIgE 6l¢iimii rutin pratikte kullanilan baslica
tan1 yontemleridir (Verh, 2007). Ancak benzer antijenler sebebiyle ¢apraz reaksiyonlar
ve DPT ve/veya sIgE sonuclarindaki ¢ifte pozitiflikle birlikte hastanin Oykiisiindeki
uyumsuzluklar allerjik reaksiyona sebep olan suglu allerjenin tespitini de zorlastirabilir
(Roberts ve Lack, 2005). Bu gibi durumlarda erken tip hipersensivite reaksiyonlarmin
tanisinda, in vitro tan1 yontemi olan BAT, DPT ve/veya sIgE Ol¢iimiine gore daha

avantajl olabilmektedir.

Bazofil aktivasyon testi temel olarak, hastadan alinan periferik kan Orneginde,
bazofillerin iizerinde yer alan allerjen spesifik IgE’ye ¢apraz baglanan allerjenin bazofil
yanitin1 dlger. BAT’da, allerjen veya anti-IgE’nin yiiksek afiniteli IgE reseptoriine
(FceRI) bagl olan IgE antikorlarina baglanmasinin ardindan upregiile olan bazofillerin
yiizeyindeki aktivasyon belirteclerinin (CD63 ve CD203c¢) ekspresyonunu dlgmek i¢in

akim sitometrisi kullanilir (Roberts ve Lack, 2005).

CD63, bazofil, monosit ve trombositlerde bulunan bir yiizey belirtecidir. Bazofillerde
hiicre i¢i graniillerde bulunur ve dinlenme halindeki bazofillerde eksprese edilmez.

Bazofillerin antijen spesifik IgE aracili olarak aktive edilmesi sonrasinda hiicre ici



graniillerle hiicre membrani arasinda fiizyon meydana gelir ve CD63 molekiilii bazofil

yiizeyinde eksprese edilmeye baslar (Frezzolini ve ark., 2006).

CD203c, ektoniikleotid pirofosfataz/fosfodiesteraz ektoenzimidir. Bazofiller, mast
hiicreleri, periferik kandaki CD34+ progenitor hiicrelerden salinan hiicre aktivasyon
belirtecidir (Yasnowsky ve ark., 2006). CD203c¢c’nin bazofil aktivasyonunu
degerlendirmede CD63’e gore daha duyarlidir. Akim sitometri ile yapilan ¢aligmalarda
her iki ylizey molekiiliiniin birlikte degerlendirilmesi Onerilmektedir (Ebo ve ark.,
2006).

VIT ar1 sokmalarina bagli anafilaksi riski yiiksek olan kisilerde etkinligi kanitlanmis tek
tedavi seklidir. Ar1 venomlariyla yapilan VIT sonrasi ar1 sokmasinda yasanabilecek
sistemik reaksiyon riski %5’in altna diiserken, VIT uygulanmayanlarda bu riskin
%60’a kadar yiikseldigi bildirilmistir. Ar1 sokmasima kars1 VIT ile tolerans gelismesinin
saglandig1 ortaya konulmakla birlikte tedavinin mekanizmast kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak son yillarda regiilatér T (Treg) hiicrelerden I1L-10 ve TGF-beta
salimmminin antijene karsit immiin regiilasyon olusumunda Onemli rol oynadigi
bulunmustur. VIT, ar1 sokmasindan sonra sistemik reaksiyon gelisen ve tanist DPT,
sSIgE testleri konulan kisilerde uygulanmalidir (Aydin ve Sin, 2008). Etkinligi, yaban
aris1 allerjisi olan hastalarda yaklasik %95, bal arisi allerjisi olanlarda % 75-85’dir
(Ruéff ve ark., 2001; Hemmings ve ark., 2018). Bazen, korumay1 saglamak i¢in standart

idame dozunu arttirmak gerekebilir (Ruéff ve ark., 2001).

Ar sokmasi sonrasi ciddi sistemik reaksiyon (anafilaksi) dykiisii olan hastalarda DPT
ve/veya intradermal testlerin uygulanmasi esnasinda sistemik reaksiyonlar goriilebilir.
Bu nedenle bazi hastalarin venom duyarliliginin  gosterilmesinde zorluklar
yasanmaktadir. Venom allerjisini tespit etmede duyarlihigi ve ozgilligi yiksek
girisimsel olmayan bir test, daha fazla tercih edilecek tan1 metodu olacaktir. BAT
venom allerjisinin teshisi i¢in ¢ok hassas ve spesifik bir yontemdir. Yiiksek ozgiilligii
(%83-100) ve duyarliligi (% 85-100) antijen stimiilasyonunu takiben ortaya g¢ikan
hiicresel yanitin gercek zamanli gosterilmesinden kaynaklanmaktadir. BAT ile in-vivo
yasanan IgE aracili erken tip asirt duyarlilik reaksiyonu, in-vitro tiip ortamina
tasinmaktadir. Bu nedenle DPT ve sIgE 6l¢limiine gore daha kullanigh ve yararlidir. Bu
ozelligiyle BAT hem antijen duyarliligmin tespitini, hem de VIT etkinliginin

degerlendirilmesini miimkiin kilar (Hemmings ve ark., 2018 ).



Bu ¢alismada 6ykii, DPT, sIgE dlgtimleri ile tespit edilen ar1 venom alerjisinin BAT ile
de tespiti yapilmistir. Ayrica, dykii ve testler ile dogrulanan ar1 venom allerjisi saptanan

hastalara uygulanan immiinoterapinin etkinligi BAT ile degerlendirilmistir.

Ar VIT etkinlignin BAT ile degerlendirilmesinin en biiyiik avantaji bu testin girisimsel
bir test olmamasidir. Giiniimiizde ar1 VIT etkinligi, VIT idame siirecinde hastayr dogal
yollarla ar1 sokmasi ya da canlhi arilar ile provokasyon yapilmasi ile kesin olarak
anlasilabilmektedir. Fakat etik nedenler ve olast ciddi sistemik reaksiyonlar nedeniyle
VIT etkinligini degerlendirebilecek girisimsel olmayan yontem arayislari igerisine
girilmistir. Bu ydntemlerden birisi de VIT etkinliginin BAT ile degerlendirilmesidir.
Gelismis iilkelerde artik ar1 VIT etkinligini degerlendirmede BAT arastirma amagch
olmaktan ¢ikmaya baslamis, Klinik olarak kullanilir hale gelmistir. Bizim de amacimiz
bu yontemin ar1 allerjisi tanisinin dogrulanmasinda kullanilabilcek bir test olabilecegini

ve VIT etkinliginin degerlendirlmesinde de yararli bir test olabilecegini gdstermektir.



2.GENEL BILGILER

Bocek sokmalart olgularinin biiyiik kismini arilar olusturulmaktadir. Ari1 sokmalari
eriskinlerde anafilaktik reaksiyonlarin en sik nedenidir. Cocuklarda, gida ile iligkili
anafilaksiden sonra, eriskinlerde de ilag anafilaksilerinden sonra ikinci en yaygin
anafilaksi nedenidir. Ar1 anafilkasilerinden sorumlu olan tiirlerin basinda bal arilar1 ve
yaban arilar1 gelmektedir (Adip ve Bayerl, 2018). Belirli mesleki risk olmadik¢a; cogu
insanin her 10-15 yilda, yaban aris1 tarafindan sokulma ihtimali vardir (Ewan, 1998).
Genel popiilasyonun %56.6-94.5°1 hayatlar1 boyuca en az bir kez arilar tarafindan
sokulmustur (Dhami ve ark., 2017; Sturm ve ark., 2018). Ar1 venomuna karsi allerjik
reaksiyon genellikle arilar tarafindan sik sokulan kisilerde goriilmektedir. Arilara
allerjisi olan insanlarin ¢ogu, aricilar, aileleri ya da komsularidir. Yaban aris1 venomuna
kars1t duyarlanma birka¢ sokulmada olabilecegi gibi tek bir sokulmada da gelisebilir
(Ewan, 1998). Genel popiilasyonda duyarlanma orani erigkinlerde %27-40 iken
cocuklarda %50’nin tlizerindedir (Adip ve Bayer, 2018).

2.1 Klinik Ozellikler

Ar1 sokmalar1 sonrasinda goriilen allerjik reaksiyonlar; lokal reaksiyon, genis lokal
reaksiyon (10cm ¢apindan biiyiik), sistemik reaksiyonlar ve anafilaksi seklinde gortiliir.
Reaksiyonun ortaya ¢iktig1 zamana gore erken ya da geg reaksiyonlar olarak iki grupta
incelenir. Bal aris1 veya yaban arist sokmasi sonrasi allerjik olmayan reaksiyonlar
genellikle, lokal agri, eritem ve 1 cm kadar ulasan 6dem seklindedir. Allerjik

reaksiyonlar ise lokal ya da sistemik olabilir (Ewan, 1998).

2.1.1. Lokal Reaksiyon

Ar sokmalari sonrasi en sik goriilen reaksiyonlardir (%96-98). Ar1 sokmasini takiben
sokulan bolgede lokal agri, eritem ve sislik gelisir. Ari allerjisi olmayan normal

kisilerde arinin soktugu yerde olusur ve IgE aracili (tip I asir1 duyarlilik reaksiyonu) bir


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bayerl%2C+Christiane
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ewan%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9563993

reaksiyon degildir. Kiigiik lokal reaksiyonlarin ortasinda 2 cm’yi bulabilen lokal kabarti
ve bazen kasinti olabilir. Genellikle birka¢ saat icinde geriler, soguk kompres ve

analjezik disinda ek bir tedavi gerektirmez (Canitez ve ark., 2017).

2.1.2.Allerjik Genis Lokal Reaksiyon

Ar1 sokmalart sonrasi kiigiik lokal reaksiyonlardan sonra ikinci sik goriilen
reaksiyonlardir (%5-25). Arinin soktugu bolgedeki sislik ve kizariklik 10 cm veya daha
biiyiikk boyuta ulasir. Genellikle ge¢ yanit sonucu olusur ve sokmadan 24-48 saat sonra
sislik ve kizariklik en yiiksek diizeye ulasir. Reaksiyon ¢ap1 siklikla 20 cm’yi asar ve
bazen biitiin bir kol veya bacag: tutabilir. Reaksiyon agir ise halsizlik ve bulanti ile
birlikte gorilebilir. Reaksiyonun diizelmesi bir hafta veya on giine kadar uzayabilir
(Canitez ve ark., 2017).

Genis lokal reaksiyonlarin tedavisinde; soguk kompres, ekstremitenin yiiksekte
tutulmasi, agr kesici ilaglar ve oral antihistaminik, gerekli olursa kisa siireli
kortikosteroid verilebilir. Kortikosteroid tedavisi, genis lokal reaksiyon 6zellikle bas ve
boyun gibi riskli bolgelerde olustugunda ivedilikle uygulanmahidir. Bu olgularda
(6zellikle deri testleri pozitif olan) daha sonraki ar1 sokmalarinda anafilaksi gelisme
olasiliginin %5-10 arasinda oldugu bildirilmektedir. Bu nedenlerden dolay: genis lokal
reaksiyon goriilen olgularin allerji uzmanina danmigilmasi gerekir (Canitez ve ark.,
2017).

2.1.3.Sistemik Allerjik Reaksiyonlar

Ar sokmasina bagli sistemik allerjik reaksiyonlar IgE aracili tip | asiri duyarlilik
reaksiyonlaridir. Hafif sistemik reaksiyonlar IgE aracili reaksiyonlardir ve kasinti,
tirtiker, hafif anjioddem seklinde seyrederler. izole deri reaksiyonlar: orta ve agir
sistemik reaksiyonlara oranla daha siktir ve arinin soktugu alandan bagimsiz olarak
derinin baska bolgelerinde yaygin kasinti, kizariklik, rtiker veya hafif anjiyoodem
goriiliir. Bas ve boyun bolgesindeki ar1 sokmalarinda sislik bazen gz kapaklarina da

yayilabilir.

Akut tirtiker veya anjiyoddem, ¢ocuklarda erigkinlere gore %60 daha sik goriilmektedir.
Anafilaksi ise eriskinlerde daha siktir. Ar1 sokmasi sonrasinda iirtiker veya hafif
anjiyoddem gibi hafif sistemik reaksiyon tarif eden eriskin olgularin bir kisminda daha

sonraki ar1 sokmalarinda daha ciddi sistemik reaksiyonlar goriilebilme riski nedeniyle



bu hastalar allerji uzmanma yénlendirilmeli ve VIT acisindan degerlendirilmelidir.
Hastaya egitim verilerek korunma 6nlemleri anlatilmali, epinefrin oto enjektorii regete

edilmelidir (Canitez ve ark., 2017; Sahiner ve Durham, 2019).

Ar1 sokmasi sonrasi agir anafilaksi gelisen hastalarin %25’inden fazlasinda bazal triptaz
seviyelerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica ar1 sokmasi sonrasi sistemik
reaksiyon yasayan olgularin %21-2’sinin mastosiztoz varligi saptanmistir. Ciddi sistemik
reaksiyonu olan hastalar mast hiicre hastaliklar1 yoniinden arastiritlmas: énerilmektedir
(Canitez ve ark., 2017; Schiener ve ark., 2017; Sahiner ve Durham, 2019; Pucca ve ark.,
2019).

2.1.4. Anafilaksi

Ar sokmasi sonrasi olusan sistemik reaksiyonlar sonucu deride iirtiker, anjio6dem,
kizariklik, kasinti; solunum sisteminde gogiis agrisi, stridor, wheezing, dispne;
kardiyovaskiiler sistemde tasikardi, hipotansiyon; gastrointestinal sistemde kramplar,
ishal, bulanti, disfaji, kusma semptom ve bulgular1 seklinde ortaya ¢ikabilir. Anafilaksi
bilinen bir allerjen sonrasi yukaridaki sistemlerden en az ikisinin tutulmasidir. Eger
bilinen bir allerjen yoksa cilt ve mukoza bulgusuna ek olarak diger sistemlerden
birisinin tutulumunun olmasi gerekir. Sistemik reaksiyonlar siddetine gore
smiflandirtlir. En stk Mueller ve Ring-Meismer siniflandirilmasi kullanilir (Gezer ve

ark., 2012). (Tablo 1-2).

Cilt lezyonlar izole olarak yetiskinlerde % 16 oraninda, ¢ocuklarda %60 oraninda
gortliir. Anafilaksi ise yetiskinlerde daha siktir (Gezer ve ark., 2012). Yapilan
caligmalara gore sistemik reaksiyon orani erigkinlerde %3-7.5 cocuklarda % 3.4’{in
tizerindedir (Adip ve Bayerl, 2018). Aricilar ar1 sokmasi ve allerjik reaksiyon
bakimindan yiiksek risk grubundadirlar. Sistemik reaksiyon goriilme orani genel

popiilasyona oranla %14-38 daha yiiksektir (Sahiner ve Durham, 2019).



Tablo 2.1. Mueller Sistemik Reaksiyon Siniflandirmasi

Mueller’e Gore Sistemik Reaksiyon Siniflandirilmasi

Grade 1  Urtiker, kasint, kirginlik, anksiyete, dudak, dil ve uvula sismesi

Grade 2 Yukardakilerden herhangi biri + en az iki ve iizeri semptom: Anjioddem,

g0giis sikismasi, bulant1 kusma, karin agrist ve ishal

Grade 3 Yukardakilerden herhangi biri + en az iki ve {izeri semptom: dispne,

wheezing, stridor, ses kisikligi, konfiizyon

Grade 4 Yukardakilerden herhangi biri + en az iki ve iizeri semptom: hipotansiyon,

kollaps, biling kayb1, inkontinans, siyanoz

Tablo 2.2. Ring-Meismer Sistemik Reaksiyon Siniflandirmasi

Ring-Meismer’e Gore Sistemik Reaksiyon Simiflandirilmasi

Evre 1  Urtiker, kasint1, kizariklik, anjioddem

Evre 2 Hafif ve orta dereceli pulmoner, kardiovaskiiler ve gastrointesyinal sistem

semptomlari
Evre 3 Anafilaktik sok, biling kayb1

Evre 4 Kardiak arrest, apne




2.1.5.Toksik Reaksiyon

Ar1 sokmasina baglh toksik reaksiyon ayni anda 50 ve daha fazla ar1 sokmasina bagh
olarak gelisir. En ¢ok Afrika bal aris1 sokmasma bagli olarak ortaya ¢iktigi
bildirilmistir. Ar1 venomunda bulunan vazoaktif ve enzimatik maddelerin olusturdugu
allerjik olmayan reaksiyonlardir. Bas agrisi, bulanti, kusma, ates, konvulziyon,
hipotansiyon, dolasim bozuklugu, renal yetmezlik, hemoliz, gecici solunum sikintisi,
sok ve olim gortlebilir. Toksik reaksiyon sonrasi duyarlanma gelisebilir ve ar
allerjenleri ile yapilan deri testleri pozitif ise sonraki ar1 sokmalarinda anafilaksi
goriilebilir. Sistemik toksik reaksiyonlarla anafilaksi ayiriminda, reaksiyondan 1-3 saat
icinde bakilan serum triptaz diizeyi faydali olabilir. Serum triptaz diizeyi yliksekligi
anafilaksi lehinedir (Canitez ve ark., 2017). Cok sayida ar1 sokmasi sonrasi bilinmeyen
mekanizmalarla; serum hastaligi benzeri reaksiyonlar, ensefalit, noropatiler,
glomerulonefrit, miyokardit ve Guillain-Barre sendromu gibi geg tip reaksiyonlar ¢ok
nadir de olsa gortlebilir. Fatal reaksiyonlar 200 ile 1000 arinin sokmasi sonucu goriiliir
(Gezer ve ark., 2012; Canitez ve ark., 2017).

2.2.Hymenoptera Venom Allerjisinde Tiirler ve Allerjenler

Art venom allerjisinin tedavisinde hastayr sokan tiiriin belirlenmesi teshis ve tedavi
planlanmasi ac¢isindan oOnemlidir. Tan1 ve tedavi agisindan sadece hasta Oykiisiine
giivenilmemelidir. Yapilan bir ¢aligmada hastalarin {igte birinin yaban arisi tiiriini
tanimlayamadigr  goriilmiistiir. Ayrica katilimcilarin %10  kadart  bal  arismi
tanimlayamazken, %50’ den fazlasi yaban arisinin bir baska tiirii olan polistes tiiriinii
ayirt edememistir. Genel olarak bal arilart kisiyi soktuktan sonra ignesini deride birakir
ve yaban arilariyla bu sekilde ayirt edilebilir. Fakat yaban arilarinin da bal arilar1 kadar
sik olmasa da ignelerini deride biraktiklar1 durumlar vardir. Bu nedenle dykiide sokulan

ar1 tiiriinii ayirmada bu kriter de ¢ok giivenilir olmayabilir (Adip ve Bayerl, 2018)

Bal arilar1 ve yaban arilari arasindaki ayirict dzellikler tablo 2.3 ve 2.4’de, hymenoptera

taksonomisi tablo 2.5 *de gosterilmistir.


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

Tablo 2.3. Bal arilar1 ve yaban arilar1 arasindaki ayirict 6zellikler

Bal Aris1 (Apis mellifera)

Yaban Aris1 (Vespula spp.)

Kovanin diginda oldukga sakindir

Oldukga agresiftir

[lkbahar ve yaz mevsiminde goriiliir

Yaz ve sonbahar mevsiminde goriiliir

Igne ve zehir kesesini genellikle ciltte

birakar

Igne ve zehir kesesini genellikle ciltte

birakmaz

Kovan ¢evresinde ve ¢iceklerin etrafinda

goruliir

Yiyeceklerin  ve ¢oplerin  ¢evresinde

goriliir
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Tablo 2.4. An Tiirlerinin Ozellikleri (Krishna ve ark., 2011)

Tiir

Wasp

(Wespula
vulgaris)

European
Hornet
(Vespa crabo)

Paperwasps
(Polistes)

Honey bee
(Apis

mellifera)

Bumble Bee
(Bombus
pascuorum,
Bombus
lapidarius,
Bombus
pratorum,
Bombus
terrestris,
Bombus
lucorum,
Bombus
hortorum)

Ozellik Resim Goriilme
Zamam

19 mm uzunlugunda,

siyah ¢izgili sar1 kafa,

sart kenarli siyah toraks, siyah

bantli sar1 karin, siyah antenler ve

sar1 bacaklar, agresif, ince kancali

igne Mart-

Ekim

35 mm uzunlugunda,

kirmizimsi kahverengi kafa, siyah

ve kahverengi golgeli toraks, sari

ve siyah golgeli karin.
Mart-
Ekim

Daha az  agresif, ignesini

kaybetmez ,bel bolgesi ince
Mart-Ekim

12.7-253 mm, kisa yogun

tiiylerle kapli,, genellikle altin

kahverengi ve siyah, ¢izgili karin
Mart-
Ekim
Bazen
sicak ki
giinleri

19.1-38mm  kafadan kuyruga,

siyah ve sart yumusak viicut

tiiyleri  genellikle  bantlarda,

bazilarinin viicutlar1 turuncu veya

kirmizi veya tamamen siyah

gorinr. Subat-
Ekim
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HYMENOPTERA TAKSONOMISI

SIRA Hymenoptera
UST-AILE Apoidae Vespoidea
AILE Apidae Vespidae
ALT- AILE Apinae Polistinae Vespinae
CINS Apis Polistes Vespula
ALT-CINS V sensu Dolichovespula
TUR A mellifera P fuscatus V vulgaris D arenaria
Africanized V squamosa D maculata
honeybee V germanica
Bombus

2.2.1.Venom Allerjenleri

Venom bilesimi ve allerjenlerin yapisi hakkindaki bilgi, ar1 venom allerjisinin dogru
teshisi ve tedavisi i¢in olduk¢a onemlidir (Bil6é ve ark., 2005, 2019). Ar1 venomlari,
biyojenik aminler, yiiksek molekiiler agirlikli proteinler, bazik peptitler, toksinler ve
bircogu enzimatik aktiviteye sahip diisiik molekiiler agirlikli maddelerden olusan

kompleks karisimlardir (Tomsitz ve Brockow, 2017).

Ar sokmasit sonrasinda agiga ¢ikan venom miktari, tiirden tiire ve hatta ayni tiir i¢inde
bile degisiklik gosterebilir. Bal arilar1 (Apis mellifera), her bir ar1 sokmasinda ortalama
50-140 pg kadar venom proteini salgilar. Bununla birlikte, venom keseleri 300 pg'dan
fazla venom igerebilir. Bumble bee sokmalar1 10-31 ug venom salgilarken, yaban arilar
(Vespidae spp.) genellikle daha az venom enjekte ederler. Yaban ar1 sokmalart 1.7-3.1
ug venom salgilarken ve Polistes sokmalari 4.2-17 ug venom proteini salgilarlar.
Avrupa yaban aris1 “European Hornet” (Vespa crabo) sokmasiyla enjekte edilen venom
miktar1 net olarak bilinmemektedir fakat kese basina kuru venom agirligi 260 pg olarak
bulunmustur (Bil6 ve ark., 2005).

Bal arist1 venomundaki en Onemli allerjen, 134 aminoasit bilesenine sahip bir

glikoprotein olan fosfolipaz A2 (Api m 1)’dir. Fosfolipaz A2 bir sitotoksin ve sitolizin
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gorevi goriir. Fosfolipaz A2 bal aris1 venomunun kuru agirliginin %12-15'ini olusturur.
Bal aris1i venomunun bir bagska 6nemli allerjeni olan hyaluronidaz (Api m 2), vespid
venom hyaluronidaz1 ile %50 dizi 6zdesligi tasir. Asit fosfataz (Api m 3), kismen
klonlanmig ve dizilenmis 49 kDa'lik bir enzimdir. Proteaz, yaklasik 39 kDa molekiil
agirlikli major bir allerjendir. Bal arisi venomu, 71 amino asitten olusan %1-2 serin
proteaz inhibitdr (Api m 6 igerir). Melittin (Api m 4) major bir ar1 venomu bilesenidir
(kuru agirligin %50'si) ve 26 amino asit bileseninden olusur, ancak hastalarin sadece
%28'inde bu peptide kars1 sIgE antikorlar1 vardir. Bombus aris1t venomu fosfolipaz A2
(Bom p 1), proteaz (Bom p 4), hyaluronidaz asit fosfataz ve bal aris1 venomunda

bulunmayan birkag proteini igerir.

Yaban aris1 venomundaki baslica allerjenler, Antijen 5 (Ves v 5), Hyaluronidaz (Ves m
2), Proteazlar ve fosfolipaz A 1’dir. Fosfolipaz Al, yaban aris1 venomunun toplam kuru
agirh@inin %6-14'ini icerir. Farkli tiirler tarafindan tretilen allerjenik molekiillerin
yapisal bilesimindeki yiiksek homoloji nedeniyle ¢apraz reaksiyon olusabilir. Ornegin:
Apim5-Vesv 3; Apim2,Vesv 2ve Api m 12 - Ves v 6 ile gapraz reaksiyonlar
olusturur. Avrupa kagit yaban aris1 (Polistes dominula) venomu hari¢ ¢ogu venomda
tespit edilebilen MUXF3 veya bromelain gibi ¢apraz reaktif karbonhidratlar da (CCD)]
capraz reaktiviteden sorumlu olabilir (Tomsitz ve Brockow, 2017; Antolin-Amérigo ve
ark., 2018).
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Tablo 2.5. Hymenoptera Venom Allerjen Ozelikleri (Mw: molekiiler agirlik, Dw: kuru
agirlik ) (Schiener ve ark., 2017).

Allerjen Isim/Fonksiyon Mw(Kda) % Dw | Glikolizasyon
Bal Aris1
(Apis mellifera)

Apim1 Fosfolipaz A2 17 12 1

Apim 2 Hyaluronidaz 45 2 3

Apim 3 Asit Fosfataz 49 01.Sub 2

Apim 4 Mellitin 3 50 0

Apim5 Allerjen C/DPP 4 100 <1 6

Api m 6 Proteaz Inhibitor 8 01.Sub 0

Apim7 Proteaz 39 ? 3

Apim8 Karboksilestiraz 70 ? 4

Apim?9 Karboksipeptidaz 60 ? 4

Apim 10 Ikarapin 55 <1 2
Apim 11.0101 MRJP8 65 6
Api m 11.0201 MRJP9 60 3

Apim 12 Vitelogellin 200 1

Yaban Arist
(Vespula vulgaris)

Vesv 1 Fozfolipaz A 1 35 6-14 0
Vesv 2.0101 Hyaluronidaz 45 1-3 4
Ves v 2.0201 Hyaluronidaz 45 ? 2

(Inaktif)

Vesv 3 DPP4 100 ? 6

Vesv 5 Antijen 5 25 5-10 0

Vesv 6 Vitelogellin 200 ? 4

Polistes

(Polistes dominula)

Pold1 Fosfolipaz Al 34 1

Pold4 Proteaz 33 6

Pold5 Antijen 5 23 0
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Tablo 2.6. Hymenoptera Venom Allerjenleri ve Capraz Reaksiyonlari (Schiener ve ark.,
2017).

-\ Pold 1 §24%  Vesn .' Apim |
(Ves v 2.0101 51.9 % _
Apim 2
Wes v 2.0201 40.6 Vo
|_ Ves vy |~ . Apim 3
T _54.1 %
Ves v 4 — Aprm 4
(Pold5  57.6% VesvS5 | o (Apims
| Ves v 6 s Apim 6
' Apim /
Apim 8
N39.9 % :
39 ' Apim?9
Ap1m K]
Apim 11.0101

Apim 11.0201

\'. ~
1Apim 12

2.3.Ar1 Venom Allerjisi Tam ve Tedavisi
2.3.1.Klinik oykii

Sistemik reaksiyon Oykiisii olan tiim hastalar, daha ileri arastirmalar i¢in bir allerji
uzmanina yonlendirilmelidir. Hastanin Oykisiinde ar1 sokma bolgesi, sayisi, tarihi,
sokulduktan sonra meydana gelen reaksiyonun zamani, semptomlarin tiirii ve siddeti
sorgulanmalidir. Cikarilan igne ve sokulma Oncesi ortamda bulunan risk faktorleri
sorgulanarak suc¢lu armin tanimlanmasini saglayacak ipuglari aranmalidir. Acil tedavi,
ilk sistemik reaksiyon sonrasi tolere edilebilen sokmalar ve diger allerjiler gibi
konularda hastadan ayrintili hikaye alinmalidir. Gegmiste uygulanmig allerji tedavilerin
kayitlar1 hekim tarafindan incelenerek venom immiinoterapi planlamasi yapilmalidir

(Bilo ve ark., 2005; Krishna ve ark., 2011; Schiener ve ark., 2017).
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2.3.2.Deri Testleri

Bir hastada ar1 sokmalarindan sonra, sistemik reaksiyonlar varsa, deri testleri
yapilmalidir. Deri testi, ar1 venom allerjisi i¢in altin standart bir testtir. Deri testi, DPT
ve intradermal test olarak ikiye ayrilir. Intradermal test deri prick testine gore daha
hassas bir tan1 metodudur. Deri testleri; serum SIgE sonuglarina gore, hasta oykiisiiyle

daha uyumlu sonuglar verir (Krishna ve ark., 2011; Bilo ve ark., 2005).

Yanitsiz donemde yanlis negatif sonuglarin ortaya c¢ikmasint Onlemek igin,
reaksiyondan en az 2 hafta sonra deri testleri yapilmalidir. Yanitsiz donem siiresi daha
uzun olabileceginden, sistemik reaksiyon Oykiisii olan hastalarda deri testleri negatif

bulundugunda testler 1-2 ay sonra tekrarlanmalidir.

Deri testleri i¢in ar1 venomlarindan hazirlanmis standardize materyallerin kullanilmasi
onerilir (1-100 pg/ml). Deri testi yapilirken bal arisi, yaban aris1 allerjenleriyle birlikte,
pozitif kontrol (histamin) ve negatif kontrolde uygulanmalidir. DPT sonucu negatif
¢ikan hastalara artan konsantrasyonlar uygulanarak (0.001 mcg/mL,0.01 mcg/mL 0.1
mcg/mL, 1 mcg/mL) intradermal deri testi yapilir. Bir konsantrasyonda kesin pozitiflik

saptandiginda test sonlandirilir (Bil6 ve ark., 2005).

2.4.1n Vitro Testler
2.4.1.Spesifik IgE

Spesifik IgE testi akredite bir patoloji laboratuvarda yapilmalidir. Seruma 6zgii sIgE,
standartlastirilmis kat1 faz enzim analizi ile yapilir. Pozitif kabul edilen cut of degeri
0.35 KU/L seviyesidir. Bazi hastalarda deri prick testi ve sIgE testi sonuglar1 korelasyon

gostermez. Bu durumda hastanin testi klinigi ile birlikte degerlendirilmelidir.

Serum sIgE testi, DPT’inin negatif sonu¢ verdigi veya capraz reaksiyon sonucu ¢ift
pozitiflik verdigi durumlarda yapilir. Yaban arist ve bal arist venomuna karst ¢ift
pozitiflik, hastalarin yaklasik %30'unda goriiliir. Hasta sadece bir tiire klinik olarak
allerjiktir fakat bazi karbonhidrat ligandlar1 ile venoma 06zgii IgE'nin ¢apraz
reaktivitesinden dolayi testlerde ¢ift pozitiflik goriiliir (Krishna ve ark., 2011).
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2.4.2.Bazal Serum Triptaz

Bazal serum triptaz (bST) mast hiicre aktivitesinin bir gostergesidir. Normal degeri
genellikle <11.4 png/ L olarak kabul edilmektedir. Ar1 venom allerjisi olan yetiskinlerde,
siddetli reaksiyonlar, yiiksek bST seviyeleri ile iliskilidir. Stirekli yiikselen > 11.4 pg/ L
bST seviyeleri mastositoz agisindan anlamlidir. Sistemik mastositozu olan hastalarda
genellikle bST seviyeleri > 20 ug / L'dir. bST seviyeleri <20 ug / L olan kutanz
mastositoz ise genellikle kemik iligi tutulumu ile iliskilidir. Ar1 sokmalarina sistemik
ani tip reaksiyonlar1 olan yetiskinlerde ve siddetli reaksiyonlar1 olan ¢ocuklarda bST

seviyelerinin belirlenmesi gerekir (Adip ve Bayerl, 2018) .

2.5.Bazofil Aktivasyon Testleri
2.5.1.Bazofil

Bazofil hiicreleri insanlarda periferik kan 16kositlerinin %1'in den daha azini olusturur.
[lk olarak 1879'da Paul Ehrlich tarafindan tanimlanmistir.  Bazofiller,
sitoplazmalarindaki bazofilik graniiller ve hiicre yiizeylerinde FceRI bulundurmalari
gibi oOzellikleri bakimindan dokuda yerlesik mast hiicreleriyle benzer oOzellikler
gostermelerine ragmen, lokalizasyonlar1 ve dmriileri dahil olmak {izere cesitli yonlerden
farkliliklar gosterirler. Bazofiller periferik kanda bulunur ve inflamasyon bolgelerine
go¢ eder. Mast hiicreleri ise periferik dokularda bulunur ve nadiren kanda tespit edilir.
Bazofillerin 6mrii 60 saat kadarken mast hiicrelerinin ise 2-3 hafta kadardir (Miyake ve

Karasuyama, 2017).

Bununla birlikte, bazofiller, allerjik inflamasyon, parazit enfeksiyonlari, geg tip allerjik
reaksiyonlar ve anafilakside 6nemli rol oynarlar. Atopik dermatit, astim ve allerjik rinit
gibi allerjik hastaliklarin yani sira otoimmiin hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere
bircok hastalikta periferik kanda bulunan bazofil hiicre sayilarmin artti§i rapor

edilmistir (Nakashima ve ark., 2018).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bayerl%2C+Christiane
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2.5.2.Bazofil Aktivasyon Testi

Bazofil aktivasyon testi; bazofillerin allerjen ile uyarilmasi sonunda hiicre yiizeyinde ve
hiicre iginde bulunan CD63 ve CD203c aktivasyon belirteglerinin  akim sitometri
yontemiyle Olgiilmesi prensibine dayanir (Giavina-Bianchi ve ark., 2017). CD63 ve
CD203c aktivasyon belirteglerindeki degisiklikler, belirli florokromlara baglanmisg
spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak 6l¢iiliir. Kan bazofil hiicrelerini tanimlamak
icin IgE, CD123 HLA-DR ile CCR3 veya CRTH2 CD3 ile ve CD203c gibi farkli hiicre
yiizey belirtecleri kullanilir (Santos ve Lack, 2016; Eberlein, 2020).

Allerjen uyarmmu ile IgE yiiksek afiniteli FceR1 reseptoriine baglanarak bazofilleri
aktive eder. Bazofillerin aktive olmasi sonucu, bazofiller sadece bioaktif mediatorleri
salgilamakla kalmaz ayni zamanda farkli aktivasyon belirteglerini sentezler.
Bazofillerde meydana gelen bu degisiklikler, spesifik monoklonal antikorlar
kullanilarak ¢ok renkli akim sitometrisi ile tek hiicre bazinda tespit edilebilir. Bazofil
aktivasyonu i¢in akim sitometrik caligmalarda  yaygin olarak kullanilan ylizey

belirtegleri CD63 ve CD203c'dir (Boumiza ve ark., 2005).

CD63 transmembran-4 siiper ailesinin bir iiyesidir. Basta bazofiller olmak tizere, doku
mast hiicreleri, makrofajlar ve trombositler gibi farkli hiicre tipleri tarafindan
sentezlenir. CD63 aktive olmamis bazofillerde ve mast hiicre yiizeyinde bulunmaz ve
hiicre i¢i graniillere tutunmus halde bulunurlar. Bazofillerin aktivasyonu sonucunda
hiicre yiizeyinde ekspresyonu artar. CD203c bazofiller ve mast hiicrelerinin yiizeyinde
yapisal olarak diisiik seviyelerde ifade edilir ve hiicre aktivasyonu ile ekspresyonu artar.
Periferik kanda CD203c sadece bazofillerin hiicre yiizeyinde bulunur. Baska higbir
hiicre yiizeyinde bu belirteci eksprese ettigi bildirilmemistir. CD203c, spesifik allerjen
uyarimina yanit olarak ¢ok hizli bir sekilde bazofil hiicre yiizeyinde eksprese edilir (<5
dakika). Bu nedenle, CD203c allerjen stimiilasyonu sonrasinda, aktivasyon teshisi i¢in
yeni bir biyolojik belirte¢ olarak 6nerilmistir (Boumiza ve ark., 2005; Ebo ve ark., 2006;
Santos ve Lack, 2016).

Allerjen stimiilasyonu sonrasi hiicre yiizeyi CD63 ekspresyonunda, ortalama floresan
yogunluk (mean floresan intensity-MFI) sinyalinde ani ve bariz bir yiikselise, logaritmik
kaymaya (log-shift) yol agar. CD203c ekspresyonu, normal/bazal durumda hiicre

yiizeyinde belli oranda zaten eksprese edilmekle beraber, aktivasyon sonrasinda ise
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CD203c ekspresyonunu yansitan MFI sinyalinde onemli derecede artisla kendini

gosterir (Sturm ve ark., 2010).

2.5.3.BAT Yontemi

Bazofil aktivasyon testi i¢in alinan kanin dogru 6rneklenmesi ve korunmasi, bazofillerin
optimal hiicresel canlilik ve islevsellik elde etmek igin kritik neme sahiptir. Ideal bir
analiz, koruyucu ve endotoksinsiz tiiplerde Orneklemeden sonra 3 saat iginde
yapilmalidir. Bu kosullar altinda, tiipler (heparin veya etilendiamin tetraasidik asit
(EDTA)) oda sicakliginda tutulabilir. Daha uzun siireli koruma igin (Onerilen
maksimum 24 saat), EDTA ve 4 ° C'de saklanarak kullanilabilir. Hiicre uyarimi i¢in
ham  allefjen  ekstraktlart  veya  saflastiillmis  rekombinant  allerjenler
kullanilir. Bazofillerin spesifik allerjen uyarimina duyarliligi hastalar arasinda degistigi
icin farkli allerjen konsantrasyonlar1 kullanilmalidir. BAT igin genellikle heparinize,
sitrat yada EDTA ile antikoagule tam kan kullanilir. Yeterli degranulasyonu saglamak
icin, kan EDTA’l1 tiipe konuldugunda kalsiyum ilavesi yapilmalidir. Negatif kontrol
tiipiinde alinan 200 pL heparinize tam kan 37°C ‘de 20 dakika boyunca, 200uL buffer
(tampon) ile bekletilir.

Pozitif kontrol tiipiinde ise 200 pL anti-IgE ile karsilastirilir. Bazen anti-IgE antikorlar
yerine anti-FcERI antikorlar1 veya formyl methionine-leucine-phenylalanine (fMLF)
kullanilir. fMLF alternatif degranulasyon / aktivasyon uyarimi olup, in vitro IgE aracili
yolak uyarimina cevap vermeyen (non-responder: cevapsiz) bazofiller i¢in kullanilir.
Test tiiptinde ise 200 pL voliimdeki kan degisik (minimum, maksimum ve optimal)
konsantrasyonda test edilecek allerjen ile karsilastirilir. Allerjen en az iki spesifik
IgE/FcERI ile kompleks olusturdugunda, bazal haldeki bazofil aktive olur. Bu
aktivasyon sonrast CD203c ekspresyonu kismen artsa da CD63 ekspresyonu anafilaktik
degraniilasyon ile logaritmik bir artis sonucu zirve yapar. Reaksiyon 1 mL buzla
sogutulmus tampon soliisyon (10 mmol/L EDTA iceren) phosphate buffer solution
(PBS) ile 20 dakika sonra sonlandirilir. Daha sonra test tiipleri 5 dakika boyunca 4°C ve
200G’ de cevrilir. Tiipler hazirlandiktan sonra, akim sitometri’de ¢alismaya baslamadan
once bazofili segmek ve aktivasyonunu 6l¢mek i¢in; hiicreler 20 pL monoklonal anti-
human IgE, 10 uL. monoklonal CD63, 10 uL. CD203c antikorlar1 ile 20 dakika siiresince
buz tistlinde isaretlenir. Tiipler daha sonra akim sitometride ¢alisilmaya baslanir. Akim

sitometride bazofillerin aktivasyon belirtecleri olarak CD63 ve CD203c
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ekspresyonlarina bakilir. Birlikte kullanildiklarinda BAT’ 1n duyarlik ve 6zgiinliigiiniin
arttig1 bilinmektedir. CD63 (LAMP-3) ekspresyonu, hiicrede degraniilasyonu gosteren
belirtectir. Graniiller, medyatorle dolu hiicre i¢i vezikiilerin iistiindeki CD63, hiicre
membrant ile birleserek degraniile olur ve CD63 eksprese olur. Bu hiicre yiizeyi CD63
ekspresyonunda, ortalama floresan yogunluk (MFI) sinyalinde ani ve bariz bir
yiikselise, logaritmik kaymaya yol acar. CD203c ekspresyonu, normal bazal durumda
hiicre yiizeyinde belli oranda zaten eksprese edilmekle birlikte, aktivasyon sonrasinda
ise CD203¢ ekspresyonunu yansitan MFI sinyalinde 6nemli derecede artisla kendini

gosterir (Hausmann ve ark., 2009; Leysen ve ark., 2011; Masilamani ve ark., 2017).

2.6.Venom immiinoterapi

Allerjen immiinoterapisi (AIT), allerjik hastaliklarin tedavisinde uygulanan ve hastalik
seyrini degistirebilen tek tedavi yontemidir. Allerjik rinit, allerjik astim ve venom
allerjisinin tedavisinde etkinligi gdsterilmistir. AIT ayn1 zamanda klinik ve immiinolojik
tolerans mekanizmalarinin arastirilmasina yonelik ¢aligsmalar i¢in de yararli bir model
olusturmaktadir. AIT’de amag periferik tolerans mekanizmalarini kullanarak allerjenlere

kars1 uzun siireli klinik toleransin saglanmasidir.

Venom immiinoterapi uygulamasi, venom kaynakli allerjik hastaliklarda en etkili tedavi
yontemidir. VIT tedavisi uygulanmayan hastalarda reaksiyonlarin tekrar goriilme riski
%060 iken, tedavi edilen hastalarin yaklasik %85-95’inde tekrar ar1 soktugunda herhangi

bir reaksiyon gelismemektedir.

Ar1 sokmasma kars1 VIT ile tolerans gelismesinin saglandigi ortaya konulmakla birlikte
tedavinin mekanizmas1 kesin olarak anlasilamamustir. Ancak son yillarda regiilator T
hiicrelerden IL-10 ve TGF-beta salimiminin antijjene karst immiin regiilasyon
olusumunda 6nemli rol oynadigi bulunmustur. VIT, ar1 sokmasindan sonra sistemik
reaksiyon gelisen ve tanist DPT, sIgE testleri ile dogrulanan edilen kisilerde
uygulanmalidir (Allerjen Immiinoterapisi: Ulusal Rehber, 2016). Etkinligi, yaban aris
allerjisi olan hastalarda yaklasik % 95 ve bal arilarina allerjisi olanlarda % 75-85” dir
(Ruéff ve ark., 2001). Baz1 durumlarda, korumay1 saglamak igin VIT standart idame
dozunu arttirmak gerekir. Ar1 sokmasi sonrasi ciddi sistemik reaksiyon (anafilaksi)
Oykiisii olan hastalarda DPT’leri ve intradermal testlerin uygulanmasi esnasinda

sistemik reaksiyonlar goriilebilmektedir. Bu nedenle bazi hastalarin venom
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duyarliliginin gosterilmesinde zorluklar yaganmaktadir. Venom allerjisini tespit etmede
Ozgiilliik ve duyarliligr yiiksek girisimsel olmayan bir test daha fazla tercih edilecek tani
metodu olacaktir. BAT venom allerjisinin teshisi i¢in ¢ok hassas ve spesifik bir
yontemdir. Yiiksek o6zgilligi (%83-100) ve duyarliligt (%85-100) antijen uyarimini
takiben ortaya c¢ikan hiicresel yanitin ger¢ek zamanli olarak gosterilmesinden
kaynaklanmaktadir. BAT ile in-vivo yasanan IgE aracili erken tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu in-vitro tiip ortamina taginmaktadir. Bu nedenle DPT ve sIgE 6l¢iimiine gore
daha kullanish ve yararlidir. Bu 6zelligiyle BAT hem antijen duyarliliginin tespitinde,
hem de VIT etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilacak girisimsel olmayan bir
yontemdir (Hemmings ve ark., 2018). Giiniimiizde ar1 VIT etkinligi, VIT idame
stirecinde hastay1 dogal yollarla ar1 sokmasi ya da canli arilar ile provokasyon yapilmasi
ile kesin olarak anlagilmaktadir. Fakat etik nedenler ve olasi ciddi sistemik reaksiyonlar
nedeniyle VIT etkinliginin degerlendirilmesinde girisimsel olmayan yontem arayislart
icerisine girilmistir. Bu yontemlerden birisi de VIT etkinliginin BAT ile
degerlenirilmesidir. VIT ye en az ii¢ ile bes yil devam edilmelidir. Cogu hastada VIT

bes yil sonra giivenle kesilebilir (Allerjen Immiinoterapisi: Ulusal Rehber, 2016).



3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, TYL-2019-9267 numarali proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmis ve Erciyes Universitesi Etik

Kurulundan 03.04.2019 tarih ve 2019/239 numarali karar ile onay alinmustir.

Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi gdgiis hastaliklari immiinoloji allerji
klinigine bagvuran ar1 venom duyarlilig1 tespit edilip (6ykii, DPT ve sIgE dlgiimleri ile)
allerji immiinoloji klinigince giincel kilavuz énerileri dogrultusunda VIT baglanmasina
karar verilen 10 hasta dahil edilmistir. Her hastaya ¢alisma hakkinda bilgi verildikten

sonra bilgilendirilmis goniillii onam formlar1 imzalatilmistir.

Hastalarin kanlar1 heparinli tiipe (BD Vacutainer, BD-Plymouth, PL6 7BP, UK), 3 cc
kan 6rnegi bulunacak sekilde alinmistir. Kan alma islemi VIT éncesi, VIT’nin 3. ve 6.

ayinda olmak {izere ii¢ kez tekrarlanmistir.

Hastalardan alinan vendz kan ornekleri pozitif kontrol (PK) (FMLP- N-Formyl-Met-
Leu-P-, anti-1gE), negatif kontrol (NK) ve ar1 venom ektrakt diliisyonlara (0.1 mg/ml,
1 mg/ml, 10mg/ml) maruz birakilmistir. Bazofil yiizeyindeki CD63 ve CD203c
ekspresyon diizeyi akim sitometri cihazi ile degerlendirilmistir. CD203c i¢in MFI
degerleri, CD63 igin yilizde bazofil aktivasyon orami kullanilmistir. Calismada akim
sitometrik degerlendirmeler Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim

Dali Akim Sitometri Laboratuvar’inda ytiriitiilmustiir.

3.1. Alet ve Ekipman

+ Beckmancoulter (BC) NAVIOS, 3 LAZER / 10 RENK akim Sitometre Cihazi,
(BC, USA)

+ Vorteks Cihazi (Dragon Labs .MX-S ve HEIDOLPH)
+ Kalibre edilmis standart pipetler (20 pl, 100 pl, 2 ml)

» 10-100pl otomatik pipet (Gilson, ABD)
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* Pipetor 100-1000ul1 otomatik pipet (Gilson,ABD)
» Siire dlger

* Buzdolabi (Profilo, Tiirkiye)

* Isitic1 blok (DLAB,HB-120S)

* Navios sisteminde kaluza kullanilmaktadir.

3.1.1.Plastik Sarf Malzemeleri
. 10-100 pl Kalibre edilmis standart pipet uclar1 (ISOLAB)
. 100-1000 pl Kalibre edilmis standart pipet uclart (ISOLAB)

. Plastik akim sitometri test tiipleri 12x75 mm

3.1.2.Kitler ve Kimyasal Maddeler

Akim sitometrik analiz i¢in yapilan ¢alismada kullanilan kitler ve kimyasal maddeler;
1. Optilyse C Lysing Solution(BeckmanCoulter, USA)

2. Hiicre yikama islemlerinde kullanilan

e isoflow (BC, 41116015)
e FMLP... 10MG
e PBS

e ALK Vespula ve Apis immiinoterapi soliisyonlari
3. Akim sitometre cihazinin giinliik yikama islemlerinde kullanilan Clenz
(BC,8448222)
4. Distile su
5. CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c PC7, (BeckmanCoulter, USA)
6. CD45 PC5 (BeckmanCoulter, USA)
7. IL-3(10pg)(BioLegend, USA)

8. Anti-IGE(0,5mg/mL-100ng) (BioLegend, USA)
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3.2. Solusyon ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

Anti-IgE (0,5mg/mL-100ug) (BioLegend, USA) :Soliisyon halinde geldi. Her ¢alisma
ve her bir 6rnek basina 4 pl 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
tiipli olarak kullandigimiz tiipe 150ul eklendi.

IL-3 (10ng) (BioLegend, USA): Soliisyon halinde geldi. Her ¢alisma ve her bir 6rnek
basmna Iul IL-3+ 4999ul PBS ekleyerek sulandirilarak yeni soliisyon olusturuldu.
Calisma i¢in kullanilan biitiin tiiplere bu soliisyondan 150’ser pl eklendi.
3.3. AKkim sitometrinin okuma ve analiz i¢in hazirlanmasi

(1 Cihaz ve Navios yazilim agilir. Cihaza yikama tiipleri verilir ve cihaz ayar

boncuklari cihazdan gegirilir.

[1 Cihazda Onceden hazirlanmis olan ve her kullanimda optimize edilen hiicre

okuma protokolii / paneli kullanilarak hiicresel veriler elde edilir.

(] Analiz; elde edilen hiicresel verilerin ilgili program kullanilarak islenmesi analiz
edilmesi sonuglandirilmasidir.
3.4.Akim Sitometrik Analiz Uygulamalari
Akim sitometri analiz islem basamaklari 6zet is akisi:
[J Uygun anatikor gruplarindan analiz paneli olusturulmasi
[ Akim sitometri dncesi hiicrelerin antikor ile isaretleme i¢in hazirlanmasi,

[] Isaretleme islemi sonras1 akim sitometriden hiicrelerin gegirilmesi (okuma
islemi)

[ Akim sitometride okuma sonuglarinin her 6rnek i¢in analizi
[J Hasta ve kontrol datalarinin gruplandirilarak karsilastirilmasi
() Datalar arasinda istatistiksel baglantinin arastirilmast,

[ Akim sitometri verileri ile diger laboratuvar sonuglarinin karsilastirilmasi ve

anlamli baglantilarin arastirilmasi.
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3.5. Akim Sitometri Ornek Hazirlama Islem Basamaklar1

1. Her hastadan alinan 150 pL kan 6rnegi lizerine 150puL PBS+150puL 1L-3 her bir flow

tiiptine eklendi.
2. Her bir 6rnek i¢in 6 flow tiipii kullanildi ve asagidaki gibi isimlendirildi.

a. Tiip negatif kontrol tiipii; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c PC7,
CD45 PC5, markerlar1 5’er pL, ek olarak ayni tiipe 150 pL PBS+IL3 eklendi.

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

c. Tiip pozitif kontrol Anti-IGE tiipii; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c
PC7, CD45 PCS5 5’er uL, ek olarak ayni tiipe 150 uL. PBS+IL3+Anti-IGE eklendi.

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

e. Tiip Ila¢ Allerjen tiipii (Img/ml) ; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203c
PC7, CD45 PC5 5 ‘er pL, ek olarak aymi tiipe 150 pL PBS+IL3+ 150puL an
venomu(apis-vespula) eklendi.

f.  Tiip Ila¢ Allerjen tiipii (10mg/ml) ; CD63 FITC, CD123 PE, HLA-DR ECD, CD203¢c
PC7, CD45 PC5 5 ‘er uL, ek olarak aymi tiipe 150 pL. PBS+IL3+ 150pL ar1 venomu

(apis-vespula) eklendi.

Her bir 6rnek sayis1 kadar flow tiiplinde hazirlandi. Soliisyonun homojen karisabilmesi
icin hafif vorteksleme islemi yapildi ve 30 dk 1sitici blokta inkiibasyon islemi

uygulandi.
3. Inkiibasyonun hemen ardinda biitiin tiipler 5dk buza gémiildii.

4. Her bir ornekten alinan 150 pL kan Ornegi ve biitlin karigimindaki eritrositleri
uzaklastirmak icin lizis soliisyonu hazirlandi ( her 6rnek bagina 0,5mL stemcell+4,5mL
distile su) lising soliisyonundan 2 mL eklendi. Hafif vortekleme islemi yapild1 ve elde

edilen karisim karanlikta 10 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Siire sonunda tiim Orneklere 2 mL hiicre yikama soliisyonu eklenerek oda

sicakliginda 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
6. Ust faz uzaklastirildi. Ayn1 islem ii¢ kez tekrarlands.

7. Son olarak flow tiipiiniin lizerine 0,5mL okuma soliisyonu eklendi.
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8. Daha sonra hiicreler bekletilmeden dogrudan akim sitometrede analiz yapildi.

9. Analiz, Beckman CoulterNavios ve FC500 model akim sitometre cihazi ve Kaluza

yazilimi programi kullanilarak yapildi.

10. Kullanilan 6 tiipteki 6rnekler analiz edilirken uygun dedektor ayarlari yapildi ve

FL1’ de kompanzasyon sifir olarak se¢ildi ve okuma bir milyon hiicre i¢erisinden 500

adet bazofil hiicresinin sayim1 yapildu.

11.Akim sitometrik analiz sonrasinda bazofil hiicreleri segilerek sayisi hesaplandi.

N N 720 B2

30dk inkiibasyon 10dk buz {izerinde
inkiibasyon

¢

cDas iferi
ocd 150p! periferik kan -

HLA-DR o anti-Ige ) solisyon eklenir

cD63 +

CD203¢ -3

Venom allerjenleri
0,1miligram

imiligram
10dk karanlhk

10miligram s
Vikama S ) inkiibasyon

Okuma

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 markirlarin ekspresyon diizeyi

ve hiicre sayilar1 hesaplandi.

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



26

3.6.1.Ar1 Venom Allerjisi Olan Hasta Orneklerinde Bazofil Hiicre Sayisinin Akim

Sitometri ile Hesaplanmasi
Bu amagla her bir kan 6érneginden bir milyon hiicre akim sitometri cihazinda saydirildi.

Bu sayidaki hiicre i¢erinde mevcut olan bazofil hiicre orani kapilama yapilarak say1

olarak hesaplandi.

HLA-DR- hiicre sayisinin hesaplanmasi; Hasta 6rneklerinde kapilama yapilip toplam
hiicre sayisindan hiicre degerleri verildi. CD45 kapisinda 16kosit hiicreleri segirelerek
(dim) kapilandi. Daha sonra HLA-DR /SS ekranindaki HLA-DR negatif hiicre alani

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 ekranindaki HLA-DR negatif hiicre alani kapilanip CD123 /SS
grafiginde, kapilanan HLA-DR negatif kapisi 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 i¢in; CD45 dim kapiland.
Daha sonra HLA-DR/SS ekranindan HLA-DR- hiicre alani kapilanip CD123/SS
ekraninda HLA-DR- hiicre kapisi tanimlandi ve ayni ekranda CD123+ hiicre alani
kapilanip, CD123+olarak kapilanan kapt CD63/SS ekraninda tanimlanip CD63+ pozitif

olan boliimdeki hiicre say1 hesaplandi.

HLA-DR- , CD123+,CD203c + hiicre degerleri hesaplamak icin; CD45 dim
kapilandi. Daha sonra HLA-DR/SS ekranindan HLA-DR- hiicre alani1 kapilanip
CD123/SS ekraninda HLA-DR- hiicre kapis1 tanimland1 ve ayn1 ekranda CD123+ hiicre
alan1 kapilanip, CD123+olarak kapilanan kapi CD203c/SS ekraninda tanimlandi ve
CD203c+ pozitif olan boliimdeki hiicre say1 hesaplandi.
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3.7.istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 22.00 ile yapildi. Venom immiinoterapi tedavisi
baslanan 10 hastanin immiinoterapi oncesi ve immiinoterapinin 3. ve 6. aylarindaki
bazofil aktivasyonlart; ii¢ farkli konsantrasyonda CD63 ve CD203c degerlerindeki
yiizde ve MFI degisimleri 6l¢iilerek degerlendirildi.

Her bir konsantrasyondaki 0. giin. 3. ve 6. aylardaki degerleri sirali olarak
karsilastirilmistir. Karsilastirma igin veri setinde 10 denek bulunmasi nedeniyle non-

parametrik testlerden olan Friedman Test kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1.Bazofil Aktivasyon Testinin Optimizasyonu

Bu calisma yontem kisminda belirtilen protokole gore calisildi. Kan 6rnekleri alindigi
andan itibaren fazla beklemedigi icin hiicrelerin canliligi korundu. Testin ilk
denemesinde 50 pl kan ve kan oraniyla aynmi 6l¢iide PBS, IL3, FMLP, Anti IgE ve i¢
ayr1 diliisyonda venom ekstrakti kullanildi. Fakat akim sitometrik dl¢iimde kan orani az
oldugu i¢in istenilen bazofil sayisina ulasilamadi. Daha sonra istenilen sayiya ulagsmak
icin kan orani ile diger kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin miktart 50’nin katlar

seklinde artirilarak optimum miktar saptandi. Bu miktar 150 pl olarak belirlendi.

4.2.Calismada Hasta Grubu

Bu ¢alismada venom immiinoterapi tedavisi baslanan 10 hastanin immiinoterapi oncesi
(0. glin) ve immiinoterapinin 3. ve 6. aylarindaki bazofil aktivasyonlarindaki degisim
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (IgE, FMLP) ve {i¢ ayr1 diliisyondaki venom
ekstraktindaki (0.1 mg/ml, 1 mg/ml,10 mg/ml) CD63 yiizde ve CD203¢c MFI degerleri
kullanilarak. 6l¢iildii. Calismaya katilan 10 hastanin yedisi kadin ti¢li erkekti. Hastalarin
yaglar1 22-75 arasinda idi. Hasta Oykiileri degerlendirildiginde anafilaksi siddetleri bir
hasta grade I, bes hasta grade II, bir hasta grade III, {i¢ hasta grade IV’dii. Hastalarin
dordiiniin bal aris1, altisinin ise yaban aris1 allerjisi vardi. Ayrica DPT ¢aplari ise yaban
aris1 allerjisi olan hastalarda 3x3-10x5 iken bal aris1 allerjisi olan hastalarda 4x4-

10x5°di.

Bu hastalarin demografik 6zellikleri tablo 4.1°de verilmistir.



Tablo 4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri
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Duyarh Oykii (Miiller | DeriPrik
Hasta No Cinsiyet Yas venom Grade) Cap
Hasta 1 K 25 Yaban Arist I 10X5
Hasta 2 E 58 Bal Arist v 6X5
Hasta 3 K 42 Bal Arist I X7
Hasta 4 K 22 Yaban Arist I 4X4
Hasta 5 E 55 Bal Aris1 v 10X5
Hasta 6 K 32 Yaban Arist Il 3X3
Hasta 7 K 24 Yaban Arist I oX4
Hasta 8 K 55 Yaban Arist v 4X3
Hasta 9 K 75 Yaban Arist I X7
Hasta 10 E 47 Bal Arist I 4X3

4.3.Akim Sitometri Analiz Sonuclari

Calismaya katilan 10 hastanin 6rneklerinin her birinde akim sitometri ile bir milyon
hiicre saymmi yapildi. Kapilamalar yapilarak CD45", CD123", HLA-DR’, CD63"

CD203¢" hiicre sayilar1 hesaplandi. Hasta grubunda H1 nolu hastanin akim sitometrik

kapilama ile immiinoterapi oncesi 0. gilin, immiinoterapi sonrasi 3. ve 6. aylardaki
negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (IgE, FMLP) ve {i¢ ayr1 diliisyondaki venom
ekstraktindaki (0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml) CD63 yiizde ve CD203¢ MFI degerleri

olgiildii. Olgiim sonuglar1 sekil 4.1-Sekil 4.6.”da gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. Bazofil aktivasyon testinde 0. giinde negatif kontrol(NK), pozitif kontrol(PK)
(FMLP-anti-IgE) ile CD63 ve CD203c MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin akim
sitometri ile belirlenmesi.

0.giinde negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) (FMLP,anti-IgE) tiipiindeki

bazofil hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bdlgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bolgesi, D:
CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c” bazofil hiicre sayis.
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Sekil 4.2. Bazofil aktivasyon testinde 0. giin ar1 venom titreleri ile CD63 ve CD203c
MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin akim sitometri ile belirlenmesi.

0.giin ar1 venom tiipiindeki (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) bazofil hiicrelerinin akim

sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bélgesi, D:
CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c" bazofil hiicre sayisi.
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Sekil 4.3. Bazofil aktivasyon testinde 3. ay negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK)
(FMLP,anti-Ige) CD63 ve CD203c MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin akim
sitometri ile belirlenmesi.

3.ay negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) (FMLP,anti-IgE) tiipiindeki bazofil

hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bdlgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bolgesi, D:
CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c” bazofil hiicre sayis.
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Sekil 4.4. Bazofil aktivasyon testinde 3. ay ar1 venom titreleri ile CD63 ve CD203c
MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin akim sitometri ile belirlenmesi.

3.ay ar1 venom tiipiindeki (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) bazofil hiicrelerinin akim

sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bélgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bélgesi, D:
CD123"/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c” bazofil hiicre sayis.
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Sekil 4.5. Bazofil aktivasyon testinde 6. ay negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK)
(FMLP,anti-IgE) CD63 ve CD203c MFI degerlerinin ve yiizde degerlerinin akim
sitometri ile belirlenmesi.

6. ay negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) (FMLP,anti-IgE) tiiptindeki bazofil

hiicrelerinin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bdlgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bélgesi, D:
CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c” bazofil hiicre sayis1.
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Sekil 4.6. Bazofil aktivasyon testinde 6. ay ar1 venom titreleri ile CD63 ve CD203¢ MFI
degerlerinin ve yiizdelerinin akim sitometri ile belirlenmesi.

6.ay ari venom tiipiindeki (0.1mg/ml, 1mg/ml, 10mg/ml) bazofil hiicrelerinin akim

sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi gosterildi.

A: CD45 Dim bolgesi, B: CD123" hiicre bolgesi C:HLA-DR™ hiicre bolgesi, D:
CD123%/ CD63" bazofil hiicre sayisi, E: CD123"/ CD203c” bazofil hiicre sayis.
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Akim sitometrideki Ol¢iim sonuglart SPSS programina yiiklenerek Friedman testi

yapildi. Fridman test sonucuna gore negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK) (anti-Ige,
FMLP), venom konsatrasyonu (KO0.1, K1, K10), CD63 yiizde ve CD203¢ MFI

degerlerindeki degisim istatistiksel olarak tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Fridman test sonuglarinin istatistiksel verileri.

X?= = =
Negatif Kontrol (NK) CD63 % 20.000 10 .0001
Negatif Kontrol (NK) CD203c MFI 1.400 10 497
Anti- Ige CD63 % 20.000 10 .0001
Anti- Ige CD203c MFI 1.400 10 497
FMLP CD63 % 20.000 10 .0001
FMLP CD203c MFI 1.800 10 407
K 0.1 CD63 % 20.000 10 .0001
K 0.1 CD203c MFI 3.800 10 150
K 1CD63 % 18.200 10 .0001
K 1 CD203c MFI .600 10 741
K 10 CD63 % 20.000 10 .0001
K 10 CD203c MFI 3.231 10 199

*p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.3. Bazofil aktivasyon testi sonucu negatif kontrol (NK) ile uyarilan hastalarda
0. giin, 3. ay ve 6. ay CD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin CD63 % 3ay CD63 % 6. ay CD63 %
Hastal 34.74 20.51 18.15
Hasta2 38.78 24.58 17.23
Hasta3 38.24 26.74 18.01
Hasta4 16.21 14.76 7.59
Hasta5 30.05 21.84 13.01
Hasta6 22.75 15.81 7.69
Hasta7 20.97 18.45 9.82
Hasta8 20.62 13.48 8.5
Hasta9 23.55 15.24 12.77
Hastal0 21.99 14.56 10.33
Ortalama 26.79 18.597 12.31
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Sekil 4.7. Negatif kontrol (NK) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD63"

hiicrelerin yiizde dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda NK yiizde

CD63 degerlerinde anlamli bir fark bulunmustur X? (sd=2, n=10) = 20.000, p=.0001

Tablo 4.4. Bazofil aktivasyon testi sonucu negatif kontrol (NK) ile uyarilan hastalarda
0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri

Hasta No | 0.giin CD203¢ MFI | 3. ay CD203c MFI | 6.ay CD203c MFI
Hastal 1.86 2.21 1.64
Hasta2 2.56 1.55 2.37
Hasta3 1.46 7.97 7.8
Hasta4 5.59 0.94 6.81
Hasta5 1.94 7.1 11.89
Hasta6 2.31 6.96 6.3
Hasta7 1.81 5.96 6.32
Hasta8 1.84 27.75 8.32
Hasta9 3.46 1.34 2.32
Hastal0 2.42 12.24 0.58

Ortalama 2.525 7.402 5.435
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Sekil 4.8. Negatif kontrol (NK) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c
hiicrelerin MFI degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda NK CD203c

MFI degerlerinin degisimlerinde anlaml bir fark bulunmamistir. X? (sd=2, n=10) =
1.400, p=.497.

Tablo 4.5. Bazofil aktivasyon testi sonucu anti-1gE ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay
ve 6. ay CD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin CD63 % 3. Ay CD63 % 6. Ay CD63 %
Hastal 76.6 57.8 32.72
Hasta2 66.2 60.2 42.72
Hasta3 57 51.89 19.74
Hasta4 60.74 37.76 13.44
Hasta5 52.89 40.53 16.3
Hasta6 49.44 26.06 13.45
Hasta7 53.16 29.23 12.45
Hasta8 56.76 27.54 11.85
Hasta9 51.46 31.98 16.49
Hastal0 54.1 38.24 18.45
Ortalama 57.835 40.123 19.761
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Sekil 4.9. Anti-IgE ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. Ay CD63" hiicrelerin
yiizde dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglari arasinda IgE yiizde

CD63 degerlerinde anlamli bir fark bulunmustur. )G (sd=2, n=10 = 20.000, p=.0001.

Tablo 4.6. Bazofil aktivasyon testi sonucu anti-1gE ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay
ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri.

Hasta No 0.Giin CD203¢ MFI | 3. Ay CD203c MFI 6. Ay CD203c MFI
Hastal 2.71 4.56 1.75
Hasta2 3.61 1.74 2.75
Hasta3 1.74 12.7 14.04
Hasta4 6.44 1.02 11.01
Hastab 2.85 10.14 22.09
Hasta6 1.7 15.49 17.34
Hasta7 2.17 15.69 15.56
Hasta8 3.21 37.8 14.56
Hasta9 5.91 2.77 3.56
Hastal0 4,91 11.16 1.48
Ortalama 4.125 11.307 10.414
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Sekil 4.10. Anti-IgE ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin
MFI degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda IgE ile uyarim

sonucu CD203¢ MFI degerlerinin degisimlerinde anlamli bir fark bulunmamustir. X?
(sd=2, n=10) = 1.400, p=.497.

Tablo 4.7. Bazofil aktivasyon testi sonucu FMLP ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve
6. ay CD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin FMLP CD63 % | 3.Ay FMLP CD63 % | 6.Ay FMLP CD63 %
Hastal 62.55 42.4 31.8
Hasta2 52.15 42.4 21.6
Hasta3 59.65 53.4 38.48
Hasta4 60.74 40.6 10.58
Hastab 64.48 52.98 26.91
Hasta6 52.73 39.93 25.27
Hasta7 51.76 28.47 19.54
Hasta8 50.98 42.72 29.54
Hasta9 50.17 36.89 17.79
Hastal0 53.61 32.87 15.84

Ortalama 55.882 41.266 23.735
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Sekil 4.11. FMLP ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD63" hiicrelerin yiizde
dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglaria gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay Sonuglar1 arasinda FMLP yiizde
CD63 degerlerinde anlam bir fark bulunmustur. X? (sd=2, n=10) = 20.000, p=.0001.
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Tablo 4.7. Bazofil aktivasyon testi sonucu FMLP ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve
6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri.

Hasta No 0.Giin FMLP 3. Ay FMLP 6. Ay FMLP
CD203c MFI CD203c MFI CD203c MFI
Hastal 2.15 2.92 1.73
Hasta2 3.35 1.89 3.73
Hasta3 2.15 11.65 11.59
Hasta4 6.48 1.06 9.3
Hasta5 2.37 13.95 18.42
Hasta6 7.93 7.64 12.79
Hasta7 4.34 12.07 14.32
Hasta8 2.56 34.65 13.32
Hasta9 4.25 2.57 3.42
Hastal0 4.13 13.07 1.42
Ortalama 3.971 10.147 9.004
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Sekil 4.12. FMLP ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI
degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda FMLP CD203c

MFTI degerlerinin degisimlerinde anlamli bir fark bulunmamistir. X? (sd=2, n=10) =
1.800, p=.407.
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Tablo 4.8. Bazofil aktivasyon testi sonucu 0.1 mg/ml’lik konsantasyon (KO0.1) ile
uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ayCD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin K0.1 CD63 % | 3. Ay K0.1 CD63 % | 6.ay K0.1 CD63 %
Hastal 36.56 22.3 18.13
Hasta2 64.28 51.6 44,53
Hasta3 43.5 33.9 25.48
Hasta4 43.39 24.87 10.48
Hasta5 42.3 14.72 10.48
Hasta6 42.53 21.09 12.12
Hasta7 51.88 18.75 9.85
Hasta8 45.75 17.85 9.98
Hasta9 43.54 16.29 13.75
Hastal0 36.39 18.82 10.98
Ortalama 45.012 24.019 16.578
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Sekil 4.13. 0.1 mg/ml’lik konsantrasyon (KO0.1)ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6.
ay CD63" hiicrelerin yiizde dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglari arasinda KO0.1 yiizde
CD63 degerlerinde anlamh bir fark bulunmustur. X? (sd=2, n=10) = 20.000, p=.0001.
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Tablo 4.9. Bazofil aktivasyon testi sonucu 0.1 mg/ml’lik konsantrasyon (KO0.1) ile
uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri.

Hasta No 0.Giin KO0.1 3. Ay K0.1 6. Ay KO0.1
CD203c MFI CD203c MFI CD203c MFI

Hastal 1.19 3.22 1.48
Hasta2 2.29 1.61 2.48
Hasta3 2.07 12.92 8.12
Hasta4 6.3 1.03 11.48
Hasta5 2.1 14.83 12.89
Hasta6 5.33 10.16 6.86
Hasta7 1.32 9.76 10.48
Hasta8 2.4 28.81 10.88
Hasta9 6.17 2.01 2.88
Hastal0 5.27 18.58 1.09

Ortalama 3.444 10.293 6.864
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Sekil 4.14. 0.1 mg/mI’lik konsantrasyon (K0.1) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve
6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar arasinda K0.1 CD203c
MFI degerlerinin degisimlerinde anlamli bir fark bulunmamustir X* (sd=2, n=10) =
3.800, p=.150
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Tablo 4.10. Bazofil aktivasyon testi sonucu 1 mg/ml’lik konsantasyon (K1) ile uyarilan
hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin K1 CD63 % | 3. Ay K1CD63 % | 6. Ay K1 CD63 %
Hastal 48.37 33.58 19.19
Hasta2 52.12 40.08 38.59
Hasta3 40.36 26.84 20.11
Hasta4 36.9 15.01 5.89
Hastab 41.69 12.94 17.92
Hasta6 52.08 16.85 11.99
Hasta7 59.95 28.47 22.49
Hasta8 59.89 29.49 12.49
Hasta9 54.7 34.03 13.49
Hastal0 50.2 29.78 20.59
Ortalama 49.626 26.707 18.275
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Sekil 4.15. 1 mg/ml’lik konsantrasyon (K1) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay
CD63" hiicrelerin yiizde dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0. giin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda K1 yiizde
CD63 degerlerinde anlamli bir fark bulunmustur. X? (sd=2, n=10) = 18.200, p=.0001.
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Tablo 4.11. Bazofil aktivasyon testi sonucu 1 mg/ml’lik konsantrasyon (K1) ile
uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri.

Hasta No 0.Giin K1 3.Ay K1 6. Ay K1
CD203c MFI CD203c MFI CD203c MFI

Hastal 2.92 1.84 1.21
Hasta2 2.76 1.59 2.31
Hasta3 1.96 8.43 10.8
Hasta4 7.96 1.18 9.08
Hastab 2.14 9.71 11.37
Hasta6 7.42 9.03 8.51
Hasta7 1.86 11.52 6.54
Hasta8 2.53 34.53 11.54
Hasta9 4.53 2.32 3.54
Hastal0 3.25 13.55 1.19

Ortalama 3.733 9.37 6.609
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Sekil 4.16. 1 mg/ml’lik konsantrasyon (K1) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6.
ay CD203c hiicrelerin MFI degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gére 0.gilin, 3. ay ve 6. ay sonuglar1 arasinda K1 CD203c
MFI degerlerinin degisimlerinde anlamh bir fark bulunmamustir. X? (sd=2, n=10) =
600, p=.741
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Tablo: 4.12. Bazofil aktivasyon testi sonucu 10 mg/ml’lik konsantasyon (K10)ile
uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. Ay CD63" hiicrelerin yiizde degisimleri.

Hasta No 0.Giin K10 CD63 % | 3. Ay K10 CD63 % | 6. Ay K10 CD63 %
Hastal 40.8 32.11 18.3
Hasta2 51.02 41.38 33.49
Hasta3 39.19 27.56 18.27
Hasta4 23.84 11.66 8.26
Hasta5 37.05 20.29 13.85
Hasta6 37.1 17.28 14.85
Hasta7 53.7 19.53 15.95
Hasta8 42.33 20.04 8.62
Hasta9 40.72 21.75 13.21

Hastal0 23.63 17.81 10.63

Ortalama 38.938 22.941 15.543
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Sekil 4.17. 10 mg/ml’lik konsantrasyon (K 10) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6.
ay da CD63" hiicrelerin yiizde dagilim garafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0.gilin, 3. ay ve 6. ay sonuglari arasinda (konsantrasyon)
K10 yiizde CD63 degerlerinde anlamli bir fark bulunmustur. X (sd=2, n=10) = 20.000,

p=.0001.
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Tablo 4.13. Bazofil aktivasyon testi sonucu 10 mg/ml’lik konsantrasyon (K10) ile
uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6. ay CD203c hiicrelerin MFI degisimleri.

Hasta No 0.Giin K10 3. Ay K10 6. Ay K10
CD203c MFI CD203c MFI CD203c MFI

Hastal 1.52 1.93 15
Hasta2 2.52 1.59 2.4
Hasta3 1.77 8.01 10.33
Hasta4 6.7 1.04 8.55
Hasta5 1.93 12.39 11.87
Hasta6 5.36 8.47 9.36
Hasta7 1.2 8.68 10.93
Hasta8 3.21 31.93 9.92
Hasta9 3.21 3.21 3.93
HastalO 2.21 12.13 0.86

Ortalama 2.963 8.938 6.965
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Sekil 4.18. 10 mg/ml’lik konsantrasyon (K10) ile uyarilan hastalarda 0. giin, 3. ay ve 6.
ay CD203c hiicrelerin MFI degisim grafigi.

Friedman testi sonuglarina gore 0.giin, 3. ay ve 6. ay sonuglari arasinda K10 CD203c
MFI degerlerinin degisimlerinde anlamli bir fark bulunmamastir. X? (sd=2, n=10) =
3,231, p=.199
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Hastalarda CD63 ekpresyonunun farkli diliisyonlarindaki yiizde ekpresyonu ve bu
ekspresyonun 3. ve 6. aylardaki degisimi incelenmistir. Immiinoterapi dncesi yapilan
bazofil aktivasyon testi incelendiginde calisilan 3 farkli diliisyonda da pozitiflik
goriilmistiir (negatif kontrole gore degerlendirildiginde, %15°lik artis pozitif olarak

kabul edilmistir).

Immiinoterapi sonrast 3. ve 6. aylardaki yiizde CD63 ekspresyon degerlerine
bakildiginda, ¢alisilan 3 dilisyonda da (KO0.1, K1, K10 ) CD63 ekspresyonun anlamli
bir diisiis gézlemlenmistir (p=.0001) .

Hastalarda CD203c ekpresyonunun farkli ilag diliisyonlarindaki MFI degerleri negatif
kontrole gore degerlendirildiginde, immiinoterapi Oncesi yapilan testlerde pozitiflik
goriilmustir (negatif kontrole gore degerlendirildiginde, %15°lik artis pozitif olarak

kabul edilmistir).

Ancak immiinoterapinin 3. ve 6. aylarinda yapilan testlerde CD203¢ MFI degelerinde

anlamli bir diisiis gozlemlenmemistir (p>0.05).



5 TARTISMA ve SONUC

Aragtirmamizda ar1 venom duyarliligi tespit edilip venom immiinoterapi (VIT)
baslanmasina karar verilen hastalara immiinoterapi oncesi ti¢ farkli konsantrasyonda
(0.1mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml) uygulanan BAT ile CD63 ekspresyonunda iig
konsantrasyonda negatif kontrole oranla ortalama %69.2 artig gosterildi. Tiim hastalarda
tiim konsantrasyonlarinda CD63 pozitifligi saptandi. VIT 6ncesi bakilan CD 203¢ MFI
degerlerinde ii¢ konsantrasyonda da ortalama % 34 artis saptandi. Bu sonuglar birlikte
ele alindiginda, hasta Oykiisliyle uyumsuz sIgE ve deri prick test sonuglari iceren
vakalarda BAT’in tan1 ve tedavi yonetimine katkida bulunacak 6nemli bir in-vitro test
oldugu gosterilmistir. Ayrica ¢alismamizin ana amaci olan ar1 sokmasina karst gelisen
sistemik reaksiyonlarda ari venomlar1 ile yapilan VIiT’lerin etkinliginin BAT ile
degerlendirilmesinde CD63 takibinin CD203 MFI'ye gore daha duyarli oldugu
gosterildi. BAT ile takiplerde kullanilacak uygun doz venom konsantrasyonu da

belirlenmis oldu.

Deri testinde bal aris1 ve yaban aris1 venomlarinin ¢apraz reaksiyonu sonucu spesifik
IgE sonuglarindaki ¢ift duyarlilik sik goriilen bir klinik problemdir. Bu durum hastanin
hangi venoma karsi duyarli oldugunun belirlenmesini zorlagtirmaktadir (Sturm ve ark.,
2004; Ebo ve ark., 2007). Fakat hastanin Oykiisiinde ar1 tirii net olarak
belirlenebiliyorsa (Ornegin aricilik yapan birinin bal aris1 ile sokulmas: ve hastanin
bunu net olarak ifade etmesi), deri testinde ve sIgE oOlglimlerinde her iki duyarlilikta
saptansa bile dykiisii ile uyumlu olan ar1 venomu ile art VIT yapilmaktadir. Fakat
Oykiiniin net olmadig1 ve ¢ifte duyarliligin gosterildigi durumlarda BAT yontemi taniya
katk1 saglayacak ve hastanin dogru ar1 venomu ile VIT yapilmasma katkida
bulunacaktir. Ayrica ar1 sokmasi sonrasi sistemik reaksiyon Oykiisii olan, fakat DPT ve
sIgE pozitifligi saptanmayan olgularda ar1 venom konsantrasyonlar ile in-vitro BAT

yapilmasi taninin konulmasina ya da ekarte edilmesine yardimci olacaktir. Bu olgularda
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art venomuna karsi in-vitro ortamda BAT uygulamasi, arilarla dogal provakasyon
yapilmasi gereksinimini ortadan kaldirabilecektir. Ayrica arilarla dogal provakasyon
etik nedenler ve olasi anafilaksi riski nedeniyle rutin pratikte birgok allerji biriminde

rutinde kullanilmamaktadir.

Sturm ve ark. (2004) 57 hasta ile yaptigi c¢alismada, CD63 ckspresyonlari
karsilastirildiginda BAT, sIgE ve deri testlerinin duyarliliklar sirasiyla % 87.7, 91.2 ve
93.0 oranlarinda saptanmistir. Bu sonucglar bizim c¢alismamizla benzerlik
gostermektedir. Hasta Oykiisti pozitif oldugu halde deri testleri negatif olan hastalar

degerlendirildiginde BAT 1n duyarlilig1 %100 bulunmustur.

Erdmann ve ark. (2004) yaptig1 baska bir ¢alismada ise yaban arist allerjisi olan 50
hastanin 46’sinda BAT pozitif bulunmustur (duyarlilik % 92). Deri testleri, SIgE ve
BAT'!n sensitivitesini sirasiyla % 100, %76 ve %92, sIgE ve BAT'n spesifitesini
sirastyla % 85 ve % 80 olarak bildirilmistir. Yaban arisi venomuna karst sIgE

reaktivitesi ile CD63 reaktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon saptamislardir.

Onceki ¢aligmalara benzer sekilde, Korosec ve ark. (2013) tarafindan negatif sIgE'si
olan hastalarda CD63 reaktivitesine bakildigina BAT'in tanisal duyarliligimnin yaklasik
% 80 ve intradermal deri testinin duyarliliginin yaklasik % 50 oldugu gosterilmistir. Bir
bagka ifade ile, ciddi ar1 venom allerjisi 6ykiisii olup, hem SIgE hem de deri testleri
negatif olan hastalarin yarisinin BAT ile basarili bir sekilde belirlenebilecegi
gosterilmistir. Bu sonucglar venom duyarliliginin belirlenmesinde BAT’1n tanisal
degerinin olduk¢a yiliksek oldugunu ve diger tanisal testlerle birlikte giivenle

kullanilabilecek bir in-vitro test oldugunu géstermistir.

Calismamizda BAT’1 sadece hastalarin duyarl olduklar1 venomu saptamada degil, ayni
zamanda hastalara uygulanan immiinoterapinin etkinliginin aragtirilmas: i¢in de
kullandik. Calisma sonunda biitiin hastalarimizda 6 aylik immiinoterapi sorast CD63
ekspresyonlarinda baslangica gore her ii¢ konsantrasyonda da anlamli bir diisiis
saptadik. CD203c MFI degerlerinde ise tiim hastalarimizda negatif kontrole oranla
anlamli bir artis olmasina ragmen immiinoterapi uygulamasinin 3. ve 6. aylarinda
CD203c MFI degerlerinde anlamli bir azalma gdzlemlenmedi. Bu da bize CD203c’nin

bazofil aktivasyonunu gostermek i¢in kullanilabilecek giivenli bir markir olmasina
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ragmen immiinoterapi etkinlik izlenmesinde yeterli veriyi saglayamayacagini

gostermistir.

Ebo ve ark. (2007) 80 hasta iizerinde yaptigi ¢alismada immiinoterapinin 5. giiniinde
yapilan BAT’da bazofil cevabinda baglangica gore herhangi bir degisiklik
gozlenmezken VIT’nin 6. ayinda anlamli bir diisiis saptanmistir. Mikkelsen ve ark.
(2010) tarfindan yapilan baska bir calismada ise ilk 10 haftalik VIT sonras1 bazofil
cevabinda bir degisiklik olmazken 6 aylik VIT sonras1 bazofil aktivasyonunda anlamli
derecede azalma saptanmistir. Bu iki calismanin verileri de bizim calismamizla
uyumludur. Kucera ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismada VIT etkinligini
saptamak icin BAT ve arilarla dogal provakasyon karsilastirildiginda 3 yillik VIT
uygulanan hastalarda arilarla dogal provakasyon uygulandiktan sonra reaksiyon gelisen
hastalarin BAT sonuclarinin reaksiyon gelismeyen hastalarin sonuclarindan daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde etik olarak arilarla dogal provakasyon testi
uygulamasi yapilamamasindan dolay1r bizim c¢alismamizda bdyle bir karsilagtirma
yapilamamistir. Ancak bu c¢alisma BAT’in VIT etkinlik takibinde dogruluk orani
yiiksek ve hasta giivenligi agisindan 6nemli bir test oldugunu géstermektedir. Laudy ve
ark. (2016) yaban aris1 ve bal arisi ile sistemik reaksiyon yasayan hastalarin 21 haftalik
takibinin sonucunda DPT ve sIgE degerlerinin aksine 10 haftalik VIT uygulamasindan
sonra bazofil aktivitesinde dnemli bir azalma saptamislardir. Calismamizda bu verilerle
uyumlu olarak VIT uygulamasmin 3. ayinda baslangi¢ degerlerine gore 0.1, 1 ve 10

mg/ml lik konsantrasyonlarda sirasiyla %46.6, %46, % 41 oraninda diisiis saptanmustir.

Fakat bu ¢aligmalarla uyumlu olmayan raporlar da bildirilmistir. Trabado ve ark. (2016)
VIT sirasindaki bazofil reaktivitesi ile ilgili olarak, tedavi dncesi seviyelere kiyasla
tedavinin ilk 3 ayinda bazofil aktivasyonunda erken bir diislis bildirmisler, fakat bu
diististin 6 ila 18 aylik tedavide siirdiiriilmedigini saptanmistir. Erdmann ve ark. (2004)
CD63 yanitinin 6 aylik yaban arist VIT'den sonra degismedigini gdstermistir. Bu
calismalarda anlamli sonuglarin gosterilememesi metodolojik farkliliklardan, kullanilan
venom konsantrasyonlarindan ve ar1 VIT yapilan hastalarin karakteristik 6zelliklerinden

kaynaklanabilir.

Son zamanlarda, CD203c ekspresyonunun bazofil aktivasyonunda duyarliliginin
oldukca hassas oldugunu bildiren g¢alismalarda mevcuttur. Art venom allerjisi olan

hastalarda CD203c up-regiilasyonu, CD63 ekspresyonu ve histamin salinimi ile iyi
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korelasyon gosterdigi ve bu nedenle bu Olglimiin yararli bir alternatif yaklasim
olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Sturm ve ark., 2004). CD 203c¢ ve CD63 ekspresyonlarinin
etkinliginin karsilastirildigr bir c¢alismada CD203c’nin, hastalarin ge¢misine gore
CD63'e gore % 85.0'a karst %79.7 hafif, ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
duyarhilik gosterdigi  bildirilmistir (Sturm ve ark., 2010). Bunun aksine bizim
calismamiza CD63 ve CD 203c MFI degerleri karsilastirildiginda CD63’iin BAT’ da

daha etkin bir markir oldugu goriilmiistiir.

Calismamizin ana amaci olan ar1 sokmasina karsi gelisen sistemik reaksiyonlarda ari
venomlar1 ile yapilan VIT’lerin etkinliginin BAT ile degerlendirilmesinde CD63
takibinin CD203 MFI'ye gore daha duyarli oldugu gosterildi. Immiinoterapi &ncesi
(VIT baslamadan hemen 6nce) ve immiinoterapi sonrasi (3.ay - 6.ay) takip amaciyla
yaptigimiz BAT testlerinde kullandigimiz  0.1mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml
konsantrasyonlarinda negatif kontrole gore en iyi CD 63 ekspresyonu ortalama %59 ile
1mg/mI’lik konsatrasyonda saptandi. 0.1 mg/ml’lik konsantrasyonda CD63 ekspresyonu
ortalama % 44 iken, en diisik ekspresyon ortalamasi %32 ile 10 mg/ml’lik

konsantrasyonda saptandi.

Calismamizda ayrica BAT ile takiplerde kullanilacak uygun doz venom
konsantrasyonlari da belirlendi. En uygun konsantrasyon 1mg/ml’lik konsantrasyon
olarak saptandi. Erdmann ve ark. (2004) calismalarinda, calismamizla benzer
konsantrasyonlar (0.1mg/ml, 1 mg/ml) kullanmis olmalarina ragmen bazofil yanitinda
iki konsantrasyonda da birbirine yakin deger bulmuslardir (0.1mg/ml %28.99, 1 mg/ml
28.41). Bir baska calismada VIT planlanan hastalarda immiinoterapi &ncesi
uyguladiklart BAT’da 0.1 mg/ml konsantrasyonda %41 CD63 ekspresyonu goriiliirken,
1 mg/ml konsantrasyonda %80 CD63 ekspresyonu saptanmistir (Erzen ve ark., 2017).
Ebo ve ark. (2007) ise ¢alismamiza benzer olarak 4 farkli konsantrasyon kullanmis ve
CD63 ekspresyon artisginda 1 mg/ml’lik konsantrasyonun digerlerinden daha etkili
oldugunu gostermislerdir. Calismamiz ile birlikte bu konu hakinda yapilan diger
calismalar degerlendirildiginde BAT’da kullanilacak en uygun konsantrasyonun

Img/mP’lik ar1 venomu oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz bildigimiz kadariyla tilkemizde ar1 venom allerjisi nedeniyle
VIT uygulanan hastalarda BAT 1n tanisal dneminin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Bu

calisma ile BAT 1 ar1 venom allerjisi tanisinin konulmasinda, tanida kullanilan diger
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testlere yardimei olabilecek bir in-vitro tan1 metodu oldugu gésterilmistir. Ayrica VIT
etkinligini degerlendirmede ozellikle BAT CD63 ekspresyon Olgiimi ile takip
yapilabilecegi, VIT in-vitro olarak etkinliginin BAT ile gosterilebilecegi ortaya
konulmustur.



6. KAYNAKLAR

Adib-Tezer H, Bayerl C. Honeybee and wasp venom allergy: Sensitization and
immunotherapy. J Dtsch Dermatol Ges, 2018; 16(10):1228-1247.

Allerjen immiinoterapisi: Ulusal Rehber 2016; 4(1):12-13.

Antolin-Amérigo D, Ruiz-Leon B, Boni E, Alfaya-Arias T, Alvarez-Mon M,
Barbarroja-Escudero J, Gonzalez-de-Olano D, Moreno-Aguilar C, Rodriguez-
Rodriguez M, Sanchez-Gonzalez MJ, Sanchez-Morillas L, Vega-Castro A.
Component-resolved  diagnosis in hymenoptera  allergy.  Allergol
Immunopathol, 2018;46(3):253-262.

Aydin O, Sin B. A. Venom Immunotherapy Turkiye Klinikleri J Allergy-Special
Topics,2008;1(1):47-55.

Bil6 BM, Rueff F, Mosbech H, Bonifazi F, Oude-Elberink JN; EAACI Interest Group
on Insect Venom Hypersensitivity. Diagnosis of Hymenoptera venom allergy.
Allergy, 2005;60(11):1339-49.

Bilo MB, Ollert M, Blank S. The role of component-resolved diagnosis in Hymenoptera
venom allergy. Curr Opin Allergy Clin Immunol, 2019;19(6):614-622.

Boumiza R, Debard AL, Monneret G. The basophil activation test by flow cytometry:
recent developments in clinical studies, standardization and emerging

perspectives. Clin Mol Allergy, 2005;3:9.

Canitez Y, Cekig S, Sapan N. Ar allerjisi. Klinik T1p Pediatri Dergisi, 2017; 9(2):109-
116.



56

Dhami S, Zaman H, Varga EM, Sturm GJ, Muraro A, Akdis CA, Antolin-Amérigo D,
Bilo MB, Bokanovic D, Calderon MA, Cichocka-Jarosz E, Oude Elberink JN,
Gawlik R, Jakob T, Kosnik M, Lange J, Mingomataj E, Mitsias DI, Mosbech
H, Ollert M, Pfaar O, Pitsios C, Pravettoni V, Roberts G, Ruéff F, Sin BA,
Asaria M, Netuveli G, Sheikh A. Allergen immunoterapy for insect venom

allergy: asystematic review and meta-analiysis. Allergy, 2017; 72(3): 342-365.

Eberlein B. Basophil Activation as Marker of Clinically Relevant Allergy and Therapy
Outcome. Front Immunol, 2020;11:1815.

Ebo DG, Bridts CH, Hagendorens MM, Aerts NE, De Clerck LS, Stevens WJ. Basophil
activation test by flow cytometry: present and future applications in
allergology. Cytometry B Clin Cytom, 2008 ;74(4):201-10.

Ebo DG, Hagendorens MM, Schuerwegh AJ, Beirens LM, Bridts CH, De Clerck LS,
Stevens WJ. Flow-assisted quantification of in vitro activated basophils in the
diagnosis of wasp venom allergy and follow-up of wasp venom
immunotherapy. Cytometry B Clin Cytom, 2007;72(3):196-203.

Ebo DG, Sainte-Laudy J, Bridts CH, Mertens CH, Hagendorens MM, Schuerwegh AJ,
De Clerck LS, Stevens WJ. Flow-assisted allergy diagnosis: current

applications and future perspectives. Allergy, 2006;61(9):1028-39.

Erdmann SM, Sachs B, Kwiecien R, Moll-Slodowy S, Sauer I, Merk HF. The basophil
activation test in wasp venom allergy: sensitivity, specificity and monitoring
specific immunotherapy. Allergy, 2004;59(10):1102-9.

Erzen R, Kos$nik M, Silar M, KoroSec P. Basophil response and the induction of a
tolerance in venom immunotherapy: a long-term sting challenge study.
Allergy, 2012;67(6):822-30.

Ewan PW. Venom allergy. BMJ, 1998;316(7141): 1365-1368.

Frezzolini A, Provini A, Teofoli P et al. Serum-induced basophil CD63 expression by
means of tricolour flow cytometric method for the in vitro diagnosis of chronic
urticaria. Allergy, 2006; 61: 1071-77.



S7

Gezer D, Senel E, Siislii I. Ar1 sokmalarmna kars1 olusan reaksiyonlar. Genel Tip Derg,
2012;22(3):102-108.

Giavina-Bianchi P, Galvdo VR, Picard M, Caiado J, Castells MC. Basophil Activation
Test is a Relevant Biomarker of the Outcome of Rapid Desensitization in
Platinum Compounds-Allergy. J Allergy Clin Immunol Pract., 2017;5(3):728-
736.

Hausmann OV, Gentinetta T, Bridts CH, Ebo DG. The basophil activation test in
immediate-type drug allergy. Immunol Allergy Clin  North  Am,
2009;29(3):555-66.

Hemmings O, Kwok M, McKendry R, Santos A. F. Basophil Activation Test: Old and
New Applications in Allergy. Current Allergy and Asthma Reports, 2018; 18:
77.

Korosec P, Silar M, Erzen R, Celesnik N, Bajrovi¢ N, Zidarn M, Kosnik M. Clinical
routine utility of basophil activation testing for diagnosis of hymenoptera-
allergic patients with emphasis on individuals with negative venom-specific
IgE antibodies. Int Arch Allergy Immunol. 2013;161(4):363-8.

Krishna MT, Ewan PW, Diwakar L, Durham SR, Frew AJ, Leech SC, Nasser SM;
British Society for Allergy and Clinical Immunology. Diagnosis and
management of hymenoptera venom allergy: British Society for Allergy and
Clinical Immunology (BSACI) guidelines. Clin Exp Allergy. 2011;41(9):1201-
20.

Kucera P, Cvackova M, Hulikova K, Juzova O, Pachl J. Basophil activation can predict
clinical sensitivity in patients after venom immunotherapy. J Investig Allergol
Clin Immunol. 2010;20(2):110-6.

Leysen J, Sabato V, Verweij MM, De Knop KJ, Bridts CH, De Clerck LS, Ebo DG. The
basophil activation test in the diagnosis of immediate drug hypersensitivity.
Expert Rev Clin Immunol. 2011;7(3):349-55.

Masilamani M, Kamalakannan M, Sampson HA. Basophil Degranulation Assay.
Methods Mol Biol. 2017;1592:139-146.



58

Mikkelsen S, Bibby BM, Dolberg MK, Dahl R, Hoffmann HJ. Basophil sensitivity
through CD63 or CD203c is a functional measure for specific immunotherapy.
Clin Mol Allergy, 2010;8(1):2. 21-27.

Miyake K, Karasuyama H. Emerging roles of basophils in allergic inflammation.
Allergol Int, 2017;66(3):382-391.

Nakashima C, Otsuka A, Kabashima K. Recent advancement in the mechanism of
basophil activation. J Dermatol Sci., 2018;91(1):3-8.

Pucca MB, Cerni FA, Oliveira IS, Jenkins TP, Argemi L, Serensen CV, Ahmadi S,
Barbosa JE, Laustsen AH. Bee updated: current knowledge on bee venom and
bee envenoming therapy. Front Immunol, 2019;10:2090.

Roberts G, Lack G. Diagnosing peanut allergy with skin prick and specific IgE testing. J
Allergy Clin Immunol, 2005;115(6):1291-6.

Rodriguez Trabado A, Camara Hijon C, Ramos Cantarifio A, Romero-Chala S, Garcia-
Trujillo JA, Fernandez Pereira LM. Short-, Intermediate-, and Long-Term
Changes in Basophil Reactivity Induced by Venom Immunotherapy. Allergy
Asthma Immunol Res, 2016;8(5):412-20.

Ruéft F, Wenderoth A, Przybilla B. Patients still reacting to a sting challenge while
receiving conventional bee venom immunotherapy are protected by increased
venom doses. J Allergy Clin Immunol, 2001;108:1027-32.

Sahiner UM, Durham SR. Hymenoptera venom allergy: how does venom

immunotherapy prevent anaphylaxis from bee and wasp stings? Front

Immunol., 2019; 10:1959.

Sainte-Laudy J, Touraine F, Cluzan D, Belle Moudourou F. Follow-Up of Venom
Immunotherapy on Flow Cytometry and Definition of a Protective Index. Int
Arch Allergy Immunol, 2016;170(4):243-250.

Santos AF, Lack G. Basophil activation test: food challenge in a test tube or specialist
research tool? Clin Transl Allergy, 2016;6:10.



59

Schiener M, Graessel A, Ollert M, Carsten B, Weber S, Blank S. Allergen specific
immunotherapy of Hymenoptera venom allergy also a matter of diagnosis.
Hum Vaccin Immunother. 2017; 13(10):2467-2481.

Sturm EM, Kranzelbinder B, Heinemann A, Groselj-Strele A, Aberer W, Sturm GJ.
CD203c-based basophil activation test in allergy diagnosis: characteristics and
differences to CD63 upregulation. Cytometry B Clin Cytom, 2010;78(5):308-
18.

Sturm GJ, Bohm E, Trummer M, Weiglhofer I, Heinemann A, Aberer W. The CD63
basophil activation test in Hymenoptera venom allergy: a prospective study.
Allergy, 2004; 59(10):1110-7.

Sturm GJ, Varga EM, Roberts G, Mosbech H, Bilo MB, Akdis CA, Antolin-Amérigo
D, Cichocka-Jarosz E, Gawlik R, Jakob T, Kosnik M, Lange J, Mingomataj E,
Mitsias DI, Ollert M, Oude Elberink JNG, Pfaar O, Pitsios C, Pravettoni V,
Ruéff F, Sin BA, Agache I, Angier E, Arasi S, Calderon MA, Fernandez-Rivas
M, Halken S, Jutel M, Lau S, Pajno GB, van Ree R, Ryan D, Spranger O, van
Wijk RG, Dhami S, Zaman H, Sheikh A, Muraro A.
EAACI guidelines on allergen immunotherapy: Hymenoptera venom allergy.
Allergy. 2018 :73(4):744-764.

Tankersley MS, Ledford DK. Stinging Insect Allergy: State of the Art 2015. J Allergy
Clin Immunol Pract, 2015; 3:315-22.

Tomsitz D, Brockow K. Component Resolved Diagnosis in Hymenoptera Anaphylaxis.
Curr Allergy Asthma Rep, 2017; 17(6):38.

Verh K Acad Geneeskd Belg, 2007;69(4):213-30.

Yasnowsky KM, Dreskin SC, Efaw B et al. Chronic urticaria sera increase basophil
CD203c expression. J Allergy Clin Immunol, 2006;117:1430-34.



BiLGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU(BGOF)

Bilgilendirme

Gergeklestirecek oldugumuz “Ar1 Zehri Alerjisi Tamismnda ve Ar1 Zehri Tmmiinoterapi
Etkinliginin Degerlendirilmesinde Bazofil Aktivasyon Testlerinin Yeri” baslikhi calismamiza
ar1 alerjisi oykiisii olan ve deri testleri ve/veya kan testleri ile suclu ariya karsi duyarlilik
tespit edilen ve ari allerjisini iylestirmek i¢in ar1 asis1 baslanacak olan sizin gibi 20 hasta
almacaktir. As1 Oncesi ve as1 baslandiktan sonra 3.ve6. ayda sizlerden 3 ml(mililitre)kan
almarak as1 tedavisinin etkinligi karsilastirilacaktr. Ar1 asis1 etkinliginin arastirilmasmda cilt
testi ve kandaki alerji hiicrelerinin 6l¢iilmesi testleri kullanilir. Bu testlere alternatif olarak
immiinoloji laboratuvarimizda uygulayacagimiz, alerjik reaksiyona sebep olan maddenin
laboratuvar ortammda kanla temas ettirilerek meydana gelen alerjik reaksiyona sebep olan
hiicrelerin  cihazla olglilmesi testi olan bazofil aktivasyon testi ile saptanan duyarhliga
bakarak asmizm etkinligini test edecegiz. Ayrica 3. ve 6. aylarda artya kars1 duyarhigimizi deri
tesleri ile de kontrol edecegiz.Bu ¢alismada sizden sadece poliklinik kontroliinde kan almacak
ve deri testleri yapilacaktir. Bunun diginda rutin poliklinik kontroliiniizi veya tedavinizi
etkileyebilecek bir islem veya girisimde bulunulmayacaktir. Bu test laboratuvar ortaminda
gergeklestirileceginden sizin igin herhangi bir risk teskil etmeyecektir Sizden ek bir tetkik
istenmeyecek ve rutin planmn disinda bir tedavi verilmeyecektir. Arastrmaya katilim istege
bagli oldugundan istediginiz zaman, bir cezaya veya yaptirima maruz kalmaksizin ve hicbir
hakkinizi kaybetmeksizin, arastumaya katilmayr reddedebilir veya arastrmadan
cekilebilirsiniz. Calismada elde edilen veriler ve size ait kimlik bilgileri gizli tutulacak ve
herhangi biri veya kurulugla paylasilmayacaktir. Arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde
kimlik bilgileriniz gizli kalacaktir.

Arastirma siirecinde 24 saat ulasilabilecek kisi:Uzm. Dr. Murat TURK, Telefon:

Goniillii Oluru Boliimii

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tim agiklamalar: okudum. Bana, konusu ve amaci
belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve s6zli agiklama, asagida adi belirtilen hekim tarafindan
yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildi§imi, istedifim zaman gerekgeli veya gerekcesiz
olarak arastrmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastwrmaci tarafindan
arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin, 6zgir irademle (kendi rizamla
katilmayi kabul ediyorum.

« Goniilliiniin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih
* A¢iklamalar1 Yapan Hekimin Adi/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

* Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi1/ Soyad1 / Imzas1/ Tarih
* Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih



KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

L o
ARASTIRMANIN AGIK ADI

Hymenoptera Venom Allerjisi Tanisinda ve Venom Immunoterapi Etkinliginin
Degerlendirimesinde Bozofil Aktivasyon Testlerinin Yeri

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU | |
Z _ @ BELGEADI Tarihi Versiyon Numarasi Dili
U = u Ingil oiger |
E u & | ARASTIRMA PROTOKOLD | | f Tokge [ |M;| :zca |
4 BILGILENDIRILMI ngilizee r -
CB @ |CoNGibouRtormy | T | Tonge | DR,
8 @ 516U RAPOR FORMU | 1 Turkge o _Oiger !
ARASTIRMA BROSURU i Torkge Ingilizce [ Diger |
BELGE ADI Agiklama
= SIGORTA | |
x
Hu ARASTIRMA BOTGES| ] I
EW Y OLOJIK MATERYEL
i) SR TR I I
& ILAN i I
T
il YILLIK BILDIRIM | I
ik SONUG RAPORU [ I
a
GUVENLIK BILDIRIMLERI |
DIGER f
KararNo : |2016/239 Tarih : Joz.04.2019
= ;Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin/¢alismanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate
5 E jalinarak incelenmis ve uygun bulunmus olup aragtirmanin/caligmantn basvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde
5 etik ve bilimsel sekinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul lye tam sayisinin salt cogunlugu ile karar verilmistir.
§ 9 | =4 st
3 l
| - 3
KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
ETIK KURULUN GALISMA ESASI {Kinik Ar ' Y . Iyi Kiinik Uygut Kilavuzu l'
ETIK KURUL BASKANI UNVANIADISOYADT | _Prof. Or. Sema Kader KOSE S =
I
‘ Unvani / Adi Soyadi Uzmanhk Alant ' Kurumu Cinsiyeti Aragtirma lle lligki Katim (%)
f Prof. Dr. Sema Kader KOSE TbiByokimys | EO.TeFak (e [ [k[x | e~ |u[x | e [x [u]
Prof. Dr. Ahmet OZTORK Halk Saghg. EQ.TpFak [E [x |K] Ef |[H[x |[E]x | T
Prof Dr.Murat SIPAHIOGLU ic Hastaliklan EU.TpFak [E [x K] Ef HIx | E [x |H I
Prof.Dr.Goven KAHRIMAN Radyolcji EU.TipFak. [E Jx [K] EJ H]x Efx [WT]
Dog. Dr. Yusuf SEVIM Genel Cemshi __|kaysenggitmbast|€ [ [K[— | €] | n X |elx [uT
Dog. Dr. Emin Murat CANGER (A0 D ve Cone Raayoicisi E.U. Dig Mek Fak( € [x |k | E | K x |elx |ul
Dog. Dr. Mehmet DOLANBAY Kadin Hast. ve Dogum| E.0.TipFak. [E [x |k £ H I efx [W]
Dog. Dr. Fatih KARDAS Cocuk Sag. ve Hast. | £0.TipFak. |E - K[ E ] Hlx | E[x [H I
Dog. Dr. Serpil TAHERI Tibbi Biyoloji E0.TpFak. |E | K[ E] H [ x elx |ul
Dog.Or.Zafer SEZER Farmakoloi EO.TpFak. (E [ | «f e[|l | efx [ul
Dog. Dr. Gokmen ZARARSIZ Biyoistatistik E0.TpFak |E 7 k| el |n X |elx ([
Or.Ogr.Uyesi Kemal Erdem BASARAN Fizyoloji EQ.TipFak (g 'x K' E l H rx— E l x |H r
Av. Serhat USTUNEL Avukat HukukMosavir [ € [ [k~ [ €] | n [~ | e[ |[n[x
Ecz. $kran TERZI Eczaci Serbest Eczaci | E | K[x E] Hx | Efx [0
Sevtap KOGER Sivil Oye Setest [ [ [k[x | €] HIx | el JEBK




ARASTIRMANIN ACIK ADI

Hymenoptera Venom Allerjisi Tanisinda ve Venom Immunoterapi Etkinliginin
Degerlendirimesinde Bozofil Aktivasyon Testlerinin Yeri

L)

|
l
|

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

= ETiK KURULUN ADI ERCIYES UNIVERSITES| KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU T

¥ 5’ H AGIK ADRES Erciyes Universitesi Tip Fakaltesi Dekanli§ Melikgazi/KAYSERI j‘
E IJ:: 5 TELEFON 0352437 4910 - 11 |
g FAKS 0352 437 52 85 |

o E-POSTA sukriye@erciyes.edu.tr |

UNVANI/ ADI/ SOYADI

KOORDINATOR / SORUMLU ARASTIRMAC!

|Doc.Or.lInsu Yiimaz

UZMANLIK ALAN|

KOORDINATOR SORUMLU ARASTIRMACININ

[Allerii-immanolaji

BULUNDUGU MERKEZ

KOORDINATOR / SORUMLU ARASTIRMACININ

|Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Gogus Hastalikian Anabilim Dali, Kayseri

VARSA |IDARI SORUMLU UNVANY
ADI SOYADI

DESTEKLEYICI

BASVURU BILGILERi

PROJE YORUTUCOSU UNVANVADISOYADI
(TUBITAK vb. gibi kaynaklardan destek alanlar igin)

DESTEKLEYICININ YASAL TEMCILCISI

ARASTIRMANIN FAZI VE
TURU

FAZA1

FAZ 2

FAZ3

FAZ4

Gozlemsel ilag galismasi

Tibbi cihaz klinik aragtirmas!

In vitro tibbi tami cihazlan ile
yapilan performans
degerlendirme caligmalar

liag digi Klinik aragtirma

IR R

Diger ise belirtiniz

| Yuksek Lisans Tezi

ARASTIRMAYA KATILAN MERKEZLER

TEKMERKEZ } x

COKMERKEZ | | ULUSAL [x

ULUSLARARASI [

|







OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Adi, Soyadi : Tugba RIHTIM

Uyrugu : Tiirkiye Cumhuriyeti (TC)

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet

Lisans Karadeniz Teknik Universitesi 2006
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Lise Kayseri Stimer Lisesi 2000

IS DENEYIMLERI

Yil Kurum Gorev

2007-Halen Erciyes Universitesi T1p Biyolog

Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar
Anabilim Dali

Yabana Dil ; Ingilizce




