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OZET

Urtikeryal lezyonlarin 6 haftadan daha uzun surdugi Grtiker kronik
urtikerdir. Alerjik hastaliklara sahip bireylerde mutant IL-4 reseptorl a zinciri
tespit edilmigtir. Bu mutant zincirde 576’nci pozisyonda arginin yerine glutamin
amino asidi gecmigtir. Bu ise artmis sinyal tranduksiyonuna sahip reseptor
olusumu ile sonuglanir.

Kronik Urtikerde baslica tedavi H1 reseptor antagonistlerinin kullanimidir.
Desloratadin yeni ve segici bir H1 reseptor antagonisti olup ayni zamanda IL-4
gibi sitokinlerin Uretimini de inhibe etmektedir.

Bu c¢alismanin amaci IL-4 reseptoria Q576R polimorfizminin kronik
urtiker gelisimine yatkinlikla badglantih olup olmadigi ve kronik Urtikerli
hastalarda IL-4 Uretimin azaltip azaltmadigini aragtirmakti.

Mersin Universitesi dermatoloji poliklinigine bagvuran ve ayrintil
incelemeler sonucunda kronik drtiker tanisi olan 102 birey hasta grubuna
alinmigtir. Kendinde veya ailesinde atopi 6ykusu ve bulgusu olmayan 80 saglikli
birey ise kontrol grubunu olugturmustur.

Q576R polimorfizminin dagilimi ve IL-4 duzeyleri bakimindan hasta ve
kontrol gruplari arasinda anlamli bir farkhilik bulunamadi. Kronik urtiker
hastalarinda tedavi 6ncesi ve sonrasi bakilan IL-4 dizeylerinde de herhangi bir
farklihk bulunamadi.

Sonug olarak arastirdigimiz hasta populasyonunda IL-4 Ra subunitinde
olusan QS576R polimorfizminin kronik urtiker gelisimine genetik yatkinhkla

baglantisi olmadigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Interlokin-4, IL-4 reseptor a, IL-4 Ra Q576R

polimorfizmi, desloratadin, kronik tirtiker.



ABSTRACT

The Frequency of IL-4 Ra Q576R Polymorphism
in Chronic Urticaria Patients

Chronic urticaria is the presence of urticarial lesions for more than 6 weeks. A
mutant IL-4 Ra chain has been identified in individuals with allergic diseases. In
the mutant IL-4 Ra chain, glutamine is substituted for arginine at position 576 of
the precursor protein. It was suggested that this mutation produces a receptor
that shows enhanced signal transduction.

H1-receptor antagonists are the primary treatment in chronic urticaria.
Desloratadine is a new, selective, histamine H1-receptor antagonist and also
inhibits the generation of cytokines including IL-4.

The aim of the present study was to investigate whether IL-4 Ra Q576R
polymorphism is associated with susceptibility to the development of chronic
urticaria and also the ability of desloratadine to inhibit the generation of
interleukin IL-4 in patients with chronic urticaria.

One hundred and two individuals were recruited from the Mersin University
Dermatology out-patient clinic with a current physician diagnosis of chronic
urticaria. Eighty healthy controls with no personal or family history of atopy were
recruited from the same clinic.

No statistically significant differences between the group of patients with chronic
urticaria and the controls were found when the genotype distribution of Q576R
polymorphism was compared. We also demonstrated that IL-4 concentrations
were comparable to healthy controls, without any difference between control
and chronic urticaria patients. IL-4 levels before and after desloratadine
treatment in the chronic urticaria patients has no differences.

In conclusion, the IL-4 Ra Q576R polymorphism does not seem to play an
important role in genetic predisposition to chronic urticaria in the population

tested.

Key Words: Interleukin-4 (IL-4), IL-4 receptor a (IL-4 Ra), IL-4 Ra Q576R

polymorphism, desloratadin, chronic urticaria



1. GIRIS VE AMAG

Cesitli  uyaranlara karsi immunolojik ya da nonimmunolojik
mekanizmalarla geligen vaskuler bir reaksiyon olan Urtiker, klinik agidan akut
ve kronik olarak ikiye ayrilir'. Akut Grtiker olgularinda iyi bir anamnez
cogunlukla etken ile baglanti kurulmasini saglarken, kronik Urtikerli hastalarda
yapillan genis capli arastirmalarda spesifik bir neden genellikle
bulunamamaktadir.

Kronik urtiker allerjik ya da otoimmun sebeplere bagli olarak
gelisebilmektedir. Allerjik reaksiyonlarin gelisiminde, antijenle ilk kargilasmada
vicutta herhangi bir allerjik yanit gerceklesmez. Ancak organizma kendini
ayni antijenle bir sonraki kargilasma igin hazir hale getirir. Antijenle ikinci kez
kargilasmada spesifik immunglobdlin E (IgE) aracili bir uyarimla mast
hicrelerinden mediyatorlerin salimini gergeklestirir. Otoimmun mekanizmada
ise mast hucrelerinden degranilasyonu baslatici sinyaller direk olarak IgE
aracihgi ile degil, IgE’'nin kendisine ya da yuksek affiniteli reseptoriine
(FcERI) karsi olugsan antikorlar aracihig ile olusmaktadir®.

interlékin-4 (IL-4) aktive T lenfositlerden, mast hiicrelerinden ve
bazofillerden salinan gugli bir sitokin olup, B ve T lenfosit aracili immun
yanitlarin dizenlenmesinden sorumludur. Aktive olmamis B ve T lenfositler icin
bayume faktoru olarak gorev gormektedir. B lenfositlerin, bellek B hucrelere
donusmesinden ve IgE sentezinin arttinimasindan sorumludur. IL-4 hucre
yuzeyinde yer alan FCERI ekspresyonunu arttirir. Yardimci T hicrelerinden (Th)
alt grup 2 hucrelerinin gelisimi, eozinofillerin inflamasyonun oldugu bdlgeye
yonlendiriimesi®, immiinglobiilin G1, immiinglobiilin G4 ve IgE uretimi, CD23'lin
ve major histokompatibilite kompleksi (MHC) Sinif 1l molekullerinin B
lenfositlerin ylzeyinde ekspresyonu ve mukus Uretiminin arttirilmasi gibi klinik
acidan énemli gok sayida biyolojik etkileri vardir®*®.

Yapilan ¢ok sayida calismada IL-4 duzeyleri kronik Urtikerli hastalarda
yiksek bulunmustur®. Tum bu etkiler ve kronik drtikerin  olusum

mekanizmalari g6z énlune alindiginda, IL-4 dizeylerinin kronik Urtikerin hem



etyopatogenezinde, hem de semptomlarin giddeti Uzerinde etkileri oldugu
dusunulebilir.

IL-4 etkilerini hicre ylzeyinde yer alan reseptorine baglanarak ortaya
koymaktadir. 1L-4 reseptorinde olusan polimorfizmler reseptérin liganda
yanitinda farkhliklara neden olmaktadir. IL-4 reseptoérinin a subinitinde olusan
Q576R polimorfizmi reseptorun liganda yanitinda bir asiriliga neden olarak IL-
4’0n etkilerini arttirmaktadir.

IL-4 duzeyleri ve reseptor polimorfizmi astim, allerjik rinit gibi allerjik
temellere dayanan hastaliklarda gesitli arastirmacilar tarafindan calisiimistir.
Ancak hem allerjik, hem de otoimmun mekanizmalar ile gelisebilen kronik
urtikerde bu polimorfizmin sikhdi ve hastalarin semptomlarinin giddetine olan
etkileri Uzerine henuz arastirma yapilmamistir.

Bu calismada, kronik urtikerli hastalarda IL-4 reseptor polimorfizminin
sikhdr ve H1 histaminik reseptor blokoru olan Desloratadin’in IL-4 duzeyi
uzerine olan etkisi yukaridaki nedenlerle arastiriimistir. Polimorfizm sikhginin
goOsterilmesi ya da tedavi sonrasi hastalarin semptomlari ve IL-4 duzeyleri
arasindaki iligkinin incelenmesinin amaci; toplumda oldukga sik goérulen bir
hastalik olan kronik urtikerin tedavisinin ve yonetiminin organizasyonu uzerinde

faydali bilgilere ulagiimasina katki saglayabilmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. URTIKER

Urtiker toplumda oldukga sik gériilen ve cok cesitli klinik durumlarla
etkilenen bireyin yasam Kalitesini oldukga azaltan bir hastaliktir. Urtiker
Hipokrat'tan bu yana tanimlanmis olup, hastahgin adi 18.ylzyilda lezyonlarin
latince adi urtica dioica olan i1sirgan otuna maruz kalinmasi sonucu ortaya
cikan yakinmalara benzemesi sonucu konulmustur’.

Cok hizli gelisip, 24 saatten kisa surede kaybolan ve vicudun farkli
bdlgelerinde yeniden olusan kizarik, kabarik, kasintili lezyonlar ile
karakterizedir. Urtiker plag terimi genellikle ciltte olusan kizarik ve kabarik
lezyonlari tanimlamak igin kullanilan bir terim olup, anjiyoddem bu
tanimlamanin diginda tutulur. Ancak aslinda urtiker plaklari her iki klinik
durumun birlikte bulunmasi ile ya da zaman zaman anjiyoddem olmaksizin
ortaya cikan lezyonlari ifade eden genel bir tanimlamadir’®. Bu plaklar
dermiste olusan gelip gegcici, keskin sinirli, zaman zaman eritematdz, zaman
zaman ise soluk seyreden kagsintil sisliklerdir®. Anjiyoodemin eglik ettigi
lezyonlar daha derin dermal bodlgeleri etkiler ve sinirlari belirgin degildir.
Eritem yerine solukluk ya da normal cilt rengi ile karakterize olup, genellikle
kasinti yerine agri ile seyreder®. Bu plaklar boyut olarak birkag milimetreden
zaman zaman bir el buyudklugune kadar, sayisal olarak ise birka¢ taneden
sayllamayacak kadar ¢ok sayida lezyonun varhidina olmak Uzere ¢ok farkl

sekillerde olabilir”.

2.1.1. Siniflama

Urtiker heterojen hastaliklar grubundan olup, genel olarak hastaligin
suresi ve klinik ozelliklerine bagl olarak siniflandiriimaktadir. Klasik olarak
akut ve kronik Urtiker olarak iki gruba ayrilabilir. Urtikeryal semptomlarin 6
haftadan kisa surdigu grup akut, 6 haftadan uzun surdagu grup ise kronik
urtiker olarak adlandirihr. Hastaligin suresine bagli olarak yapilan bu
siniflama Urtikerin tim cesitlerinde yapilabilir. Ancak akut dGrtiker durumlarinda

ekzojen bir sebebin siklikla bulunabilmesinden 6turu, hastalik stresine gore



yapilan siniflama sinirli bir dneme sahiptir®. Klinik ézellikler ve tetikleyen
etkenlere bagli olarak da bir siniflama yapilabilmektedir. Bununla birlikte
zaman zaman hastalar bu siniflama igerisinde birden fazla gruba ait 6zellikler

tasiyabilmektedir®.

Tablo 1: Urtikerin klinik siniflamasi®.

1. Klasik Urtiker a) Akut  b) Kronik

2. Fiziksel ve Kolinerjik Urtiker

3. Urtikeryal Vaskiilit

4. Kontakt Urtiker

5. Urtikeryal Lezyonlarin Eslik Etmedigi Anjiyoddem

6. Urtiker ya da Anjiyoddeme Benzeyen Diger Sendromlar

Klasik urtiker terimi fiziksel, kontakt ya da vaskulitik siniflara girmeyen
urtiker grubunu tanimlamak icin kullanilir. Kronik idiyopatik Urtiker olarak
adlandirilan hastalarin yaklasik %50’sinin hastaliklarinin temelinde otoimman
bir sebep oldugu eskiden beri bilinmektedir’. Bundan dolayi eski bir
tanimlama olan kronik idiyopatik Urtiker artik yerini klasik kronik Urtikere
birakmistir. Klasik akut Urtiker Ozellikle atopik yapili bireylerde allerjik
etkenlere bagli olarak geligsirken, klasik kronik Urtikerde allerji digi

mekanizmalar da rol oynamaktadir®.

2.1.2. Kronik Urtiker

Urtiker lokalize kiigiik plaklardan genis alanlara yayilmis, anjiyoddemin
eslik ettigi, cok sayida plagin bulundugu klinik paternlere kadar oldukga farkl
gorunumlerde ortaya ¢ikabilmektedir. Bundan dolay tani, tedavi, prognoz ve
hastaligin kontrol altina alinabilme asamalarinin daha etkin gekilde
yapilabilmesi igin Urtiker ¢esitlerinin ¢ok daha iyi anlagilmasi gerekmektedir.
Tekrarlayan artikeryal semptomlarin klasik olarak 6 haftadan uzun surmesi
kronik Urtiker olarak adlandirilir®. Kronik Urtiker terimi hastalarin etiyolojilerine
yonelik bir fikir olusturmamaktadir.

Plazmanin kiguk kan damarlarindan cevredeki bag dokuya g¢ikmasi

sonucu olusan, cildin kisa sireli sislikleri ile karakterizedir®. Ozellikle geceleri




yakinmalarda artma olur'®. Dermisteki bu ylizeysel sisliklere rtiker plagr adi
verilmektedir. Bu plaklar genellikle kasintili olup, ilk olustugu anda 6demin
fazla olmasindan oturi merkezi bir solukluk gozlenmektedir. Ancak saatler
icerisinde 6demin c¢o6zlilmesi ile birlikte pembe ylzeysel plaklar haline
donerler. Eger siddetli kasintidan dolayi cilt hasarlanmadiysa, olusan bu
plaklar herhangi bir iz birakmadan ortadan kaybolur®.

Dermiste, subkitan6z ya da submukoz dokular gibi daha derin
yerlesimli bolgelerde olusan sislikler ise anjiyoddem adini alir. Bu tip lezyonlar
kasintil olmaktan c¢ok adrih olup, yuzeysel plaklara kiyasla ortadan
kaybolmalari daha uzun zaman alir''. Anjiyoddemin eslik etmedigi plaklarin
ortadan kaybolma suresi 4-36 saat surerken, anjiyoddem varliginda bu sure
72 saatten daha uzun siirmektedir'’. Hem irtiker plagi hem de anjiyoddem
tek tek olusabilecegi gibi bir arada da bulunabilir. Hastalarin yaklagik olarak
%40’ inda dudaklar, dil, farinks, yanaklar, periorbital alan ve ekstremitelerde
anjiyoddem gdzlenmektedir'?. Anjiyoddeme bagli genital bélgede sismeler
gbzlenmektedir'%.

Olusan bu yakinmalar genellikle remisyon ve relaps ataklar ile
seyreder. Genel olarak hastalarda bir yil icerisinde spontan olarak remisyon
gOzlense de, bazi hastalarda yakinmalar periyodik olarak yillar boyu

siirebilmektedir',

2.1.2.1 Etyoloji
Bazi hastalarda spesifik bir etyolojik etkenin bulunabilmesi zaman
zaman mumkuin olabilirken, genel olarak birgok vakada etyolojik faktorler

Ozellikle kronik grupta yer alan Urtiker hastalarinda ortaya konamamaktadir.

2.1.2.2 Patogenez

Kronik Urtikerde olusan lezyonlar oldukga tipik olup, merkezde
pembemsi-kirmizi bir bdlge ve bunun etrafini saran kirmizi bir halka ile
karakterizedir™.

Mast hiicreleri Urtikerdeki baslica efektor hiicreler’ olup, viicutta
oldukga ¢ok sayida ve yaygin sekilde bulunur. Fenotiplerine ve stimilasyona
verdikleri yanitlar ile kendi iclerinde farkliliklar gosterir. Bu da anaflaksi ve

urtikerde olusan vyanitlarin farkliigini  acgiklayabilir. Mast hucreleri,



yuzeylerinde FcERI eksprese edebilmektedirler ve IgE’ye badimli gelisen
allerjik reaksiyonlarin olusumunda gorev alir. Ciltte yer alan mast hucrelerinin
sayisi hakkinda oldukga farkli gorusler bulunmaktadir. Bununla birlikte
sayidan bagimsiz olarak kronik Urtikerli hastalarin mast hucrelerinin uyariima
sonrasi degraniilasyona oldukga yatkin olduklari kabul ediimektedir’.

iki ya da daha fazla sayida birbirine bagh IgE antikorunun mast hiicresi
yuzeyinde yer alan yuksek affiniteli reseptorlerine baglanmasi ile birlikte
degranilasyon sinyali verilmis olur. Bu hem kalsiyum, hem de enerji
gerektiren bir takim basamaklar zincirinin olusmasi ve depolanmis olan
grandllerin  hiicre membranina fizyonu ile sonuglanir. Flzyon iglemi
tamamlandiktan sonra granul igerikleri hicre digi alana bosaltilir. Bu islem
degraniilasyon olarak adlandirilir’.

Klasik Tip | hipersensitivite reaksiyonlari reseptére baglh IgE antikoruna
allerjenin baglanmasini takiben baslar, ancak anti-IgE antikoru ve anti-IgE
reseptor antikoru gibi IgE digi birtakim immunolojik degranulasyon uyaricilari
da IgE reseptorleri iizerinden etki gdsterebilmektedir”®.

Opiatlar, kompleman 5a, anaflatoksin, kok hicre faktori ve néropeptit
gibi bazi nonimmunolojik uyaranlar FCERI reseptérinden bagimsiz olarak
spesifik reseptorlerine baglanarak da degraniilasyonu baslatabilir’.

Urtiker kapillerler ve ventillerde lokal permeabilite artisi sonucu olusur.
Histamin gibi 6nceden sentezlenerek, depolanan mediyatorler ve vyeni
sentezlenen mediyatorlerin aktiflenmis mast hicrelerinden salinimi sonucu
gerceklesir®. Farkli dokularda yer alan mast hiicrelerinde IL-4, 5, 6, 8 ve 13
gibi birgok sitokinin bulundugu gésterilmistir’. Tim bu mediyatérlerin sentez
ve sekresyonu yuksek afiniteli FCERI reseptorlerinin uyarilmasinin ardindan
olur. Uyarim sonrasinda salinan histamin ciltte yer alan postkapiller
venullerdeki H1 histaminik reseptorlere baglanarak vazodilatasyona ve damar
permeabilitesinin artmasina neden olur®. Bu gegirgenlik artisi albumin,
immunglobdlinler ve diger bazi plazma proteinlerinin damar digina ¢gikmasi ile
sonuglanir. Bunun yani sira histamin endoteliyal hicreler Gzerinde yer alan
adezyon molekullerinin ekpresyonunu arttirarak, damar dolagiminda yer alan
inflamatuvar hucrelerin dolasimdan ayrilip ciltte yer alan inflamasyon

bdlgesine yapismasina olanak saglar’. Son zamanlarda kanda dolasan



humoral faktorlerin Grtikerli hastalardaki 6nemi daha iyi anlasiimaya
baglanmigtir.

Yapilan in vitro ¢alismalarda klasik kronik urtikerli hastalarin yaklasik
%30-50’sinde mast hucreleri ve bazofillerden histamin ve diger mediyatdrlerin
salinimina neden olan IgG otoantikorlarinin varligi gdsterilmistir’. Bu
otoantikorlarin buyuk bir kismi FCERI reseptdrlerinin ekstraselliler bolgede
yer alan a subunitine baglanarak etki gosterir.

Hastalarin yaklasik %10 kadarinda ise IgE antikorunun Fc kismina
kargl gelisen fonksiyonel antikorlarin da varligi gosterilmistir. Otoimmun
urtikerdeki olaylari baslatici faktorler bilinmemektedir. Bununla birlikte sicaklik
ve basing gibi etkenlerin otoantikorlarin ekstravazasyonuna, bunun ardindan
mast hucrelerinin degranulasyonuna ve urtikeryal yanitlarin olusumuna neden

olabilecekleri dustinilmektedir’.

2.1.3 Mast Hiicresi

Mast hucreleri kemik iliginden gelisir ve dokularda genis sekilde
dagiimigtir. Baslica subepitelyal bolge, subepitelyal kan damarlarinin ¢evresi
ve sinirlerin etrafinda bulunur.

Sitoplazmalari ¢esitli biyolojik aktif mediyatorlere sahip membranli
granuller igerir15. Vicutta bazofiller ile birlikte histamin iceren tek hulcre
grubunu olusturmaktadir. Buna ek olarak yine dinlenme durumunda yuksek
affiniteli IgE reseptorleri olan FCERI reseptorlerini eksprese edebilen vicuttaki
tek hiucredir.

Bircok durumda allerjene maruz kalindiginda primer ve en hizli yanit
yine bu iki hicre grubu tarafindan olusturulur. Bu hucrelerin yuzeyinde yer
alan IgE reseptorlerinde gapraz baglanma gercgeklesir.

Bazofiller dolasimda yer alan hucreler olup, dokularda normal
kosullarda bulunmaz. Ancak uyarim halinde mast hdcreleri ve T hlcrelerinden
salinan sitokinlerin etkisi ile dokulara girigleri s6z konusu olur. Tersine mast
hicreleri konnektif doku ve mukozal ylzeylerde yer alip, dolasimda yer
almaz. Farkl dokularda yer alan mast hucreleri morfolojik ve sitogenetik
olarak birbirlerinden farkh ozellikler gosterebilmektedir. Mast hucreleri
normalde dokularda bulunmakla birlikte, inflamasyon gelisimine yanit olarak

sayilari artis goOsterir. Bu artisin T hucre bagimh bir artis oldugu



dusunulmektedir. Dokularda artan mast hucrelerinden degranulasyon olayinin
gerceklesmesi mediyatorleri iceren granudllerin  membranlarinin  hicre
membraninin dig kismina flzyonunu gerektirir. Bunun sonucunda hucre
icinde yer alan bu granuller hiicre membraninin bir parcasi haline gelir. Daha
sonra granul igerikleri hizla ¢o6zunur ve hucre disina sekrete edilir. Bu
sekresyon sonrasinda geriye granul igerigini kismen ya da zaman zaman
tamamen bosaltmig olan hucreler kalir. Bu olaylar dizisi cogu zaman iki adet
spesifik antijen ile baglanmis IgE antikorunun, IgE antikoruna ya da IgE
reseptorine kargi olusan antikorlarin hiicre ylUzeyindeki reseptorlere
baglanmasi sonunda gerceklesir. iki IgE reseptdriinde capraz baglanma
gerceklestigi anda reseptorun y zincirinde sinyal transduksiyonu olugur. Bu ise
degranilasyon ve yeni mediyatorlerin sentezi ile sonuglanan kalsiyumun

hiicre icine dogru akisina neden olur’.

Anti - IgE

Anti - 1gG

(ch {d
Anti - FoeRlo

*fﬁg%@ﬁ” ~THi-

Sekil 1. insan mast hiicresi ve bazofillerinin IgE-FCERI agi ilizerinden

lgG Anti - IgE

immiinolojik aktivasyonunun sematik gériinimii*®.

IgE antikorlarinin yuksek afiniteli reseptorlerine gapraz baglanmasi
mast hlcreleri ve bazofillerden mediyatorlerin saliniminda primer rol oynasa

da, degranulasyon gelisiminde tek yol bu degildir. Degranilasyon yukarida



anlatilan yol disinda fitohemaglutininler, konkovalin A gibi lektinler, reseptorin
a subunitine karsi olugan antikorlar ya da IgE antikoruna karsi olusan
antikorlarin yine yiiksek affiniteli IgE reseptorlerine baglanmasi’’ ya da
makrofaj kaynakli sitokinler, kodein, morfin, mellitin gibi ilaglar, fiziksel
uyaranlar sonucunda da olusabilir®.

Uyaranlar ile mast hucrelerinden primer ve sekonder mediyatorlerin

hdcre digi alana salinimi gergeklesir.

2.1.3.1 Primer Mediyatorler

Mast hucrelerinin uyarilmasindan sonra mast hucrelerinde yer alan
onceden sentezlenip, depolanmis olan primer mediyatorlerin salinimi
gerceklesir. Primer mediyatorlerin en dnemlisi olan histamin, artmis vaskuler
permeabilite, vazodilatasyon, bronkokonstriksiyon, artmis mukus sekresyonu
gibi etkilere neden olur. Histamin diginda primer mediyatorler arasinda
adenozin, notrofil-eozinofil kemotaktik faktor, granil matriksinde yer alan

heparin, notral proteazlar ve kompleman parcalanma urunleri vardir'®.

) YENI
ONCEDEN @ | VEDIYATORLERIN
SENTEZLENMiS ® | SENTEZ
MEDIYATORLERIN
SALINIMI
=]
=]
Proteazlar o Prostoglandin D2
Or. Triptaz o .
o Lokotrien C4
Heparin
Platelet Aktive Edici Faktor
Histamin
Sitokinler
IL 3,4,5,6,8,13

Sekil 2. Mast hucresinin immunolojik ve nonimmunolojik uyarilar ile olugan

degraniilasyonu®.



2.1.3.2 Sekonder Mediyatorler
Bunlar lipit mediyatorler ve sitokinlerden olugurlar.

a) Lipit mediyatorler fosfolipaz A, aktivasyonu ile sentezlenirler. Fosfolipaz
A etkisi ile mast hlcrelerindeki membran fosfolipitlerinden arasidonik asit
serbestlesir. Arasidonik asit I0kotrienler ve prostoglandinlerin sentezindeki
oncul maddedir. Trombosit aktive edici faktor de fosfolipaz A, aktivasyonu
ile gelisen bir mediyator olmasina ragmen, arasidonik asit
metabolizmasinin  Urint degildir. Trombosit agregasyonu, histamin
saliniminin arttirlmasi ve bronkospazm gibi etkilere neden olmaktadir.

b) Mast hlcresinden salinan sitokinler: timoér nekroz faktord, IL-1, IL-4, IL-5
ve |IL-6’ dan olugsmaktadir. Bunlarin tamami c¢esitli inflamatuvar hucreleri
aktive etme yeteneklerine sahiptirler. IL-4 ayni zamanda bir mast hucresi
blyume faktéridur ve B lenfositlerden IgE sentezlenmesinde anahtar rol

oynayan bir sitokindir'°.

2.2. SITOKINLER

Hucresel kaynakli ve ¢ozunebilen molekuller olduklari igin sitokin olarak
adlandirilan peptid ya da glikoprotein yapida kimyasal ileti molekulleridir.
Hucreler arasi baglantinin kurulmasi ve hucre igi duzenin saglanmasinda

fonksiyon goriirler’™®,

Hematopoietik hucrelerin gelisimi, inflamatuvar ve
imman yanitin dizenlenmesinde aracilik ederler. Molekul agirliklari 10-40 kDa
arasinda degisebilmektedir'®. Baslica T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
uretilmektedirler. Nanomolar ve femtomolar gibi ¢cok diustk konsantrasyonlarda
etkili olmaktadirlar. Bu etkiler hicre tipinin 6zelligine ve biyolojik iletisim agina
bagli olarak degisebilmektedir'®. Farkli dokular tarafindan (retilen ayni sitokinler
bazi dokularda birbirleriyle sinerjistik etki gosterebilirken, bazi dokularda
antagonist etki de gdsterebilmekte ve birbirlerini inhibe edebilmektedirler'®.
Aslinda su an igin artik ayni gorevin birden ¢ok sitokin tarafindan yapilabildigi,
ancak c¢ok az sayida sitokinin temel hicresel fonksiyonlarin bir kisminda tek
basina fonksiyon gordiigii bilinmektedir'®. Kan dolasimi yolu ile hedef dokulara
iletilen  sitokinlerin  endokrin, parakrin, otokrin ve jukstakrin etkileri

bulunmaktadir. Farkli hucrelerden salgilanabilen sitokinlere pleotropik etkili



sitokin adi verilir. Sitokinler, hicrelerin ¢evresel kosullarindaki degisikliklere
bagl olarak farkl etkiler gosterebilmektedir. Sitokinler membrandaki reseptorleri
ya da ¢ozunebilen reseptorleri araciligi ile etki gostermektedir. Peptid ve
glikoprotein yapida olduklarindan’®, hiicrelerin proliferasyon ve farklilagsmasinda
fonksiyon gérmelerinden dolay! bliylime hormonlari ile ayni mekanizma ya da
benzer mekanizmalar araciligi ile etkili olabilmektedirler. Ancak bununla birlikte
hormonlardan ¢ok blyik farkliliklara sahiptirler. Ornegin hormonlarin
konsantrasyonlari degismekle birlikte surekli olarak sentez edilirler, sitokinler ise
sadece ihtiyag aninda sentezlenirler. Bunun yani sira sitokinlerin reseptorleri
genellikle yUksek affinitelidir, ancak hicre ylzeyinde az sayida
bulunmaktadirlar'®. Organizmada immiin yanitlarin diizenlenmesi, inflamasyon,
hematopoez ve yara iyilesmesi gibi hemen hemen tum sistemik reaksiyonlarda
islev gdérmektedirler. Embriyogenez ve organ gelisimlerinde, néroimmunolojik,
noroendokrinolojik suUrecglerde de anahtar rolleri bulunmaktadir. Mitoz,
farkhlasma, hicre gogleri, hicre yagsami ve hiucre 6lumu olaylarinda negatif ya
da pozitif dizenleyici fonksiyonlari vardir. Sistemik olaylarda ve hucreler arasi
etkilesimlerdeki anahtar rolleri nedeni ile kanser, allerji ve hematopoietik
hastaliklar, transplantasyonda ve genel immunostimulasyonda rekombinant
sitokinler ve sitokin reseptorlerinden yararlaniimaktadir. Sitokinlerin 6lgimunde

biyolojik ve immun dlgim yontemleri kullanilmaktadir'®.

2.2.1. Sitokinlerin Yapilari

Dusuk molekuler agirhkhi  proteinler olan sitokinler yapilarinda
karbonhidrat ve disllfit koprulerinin  bulunmasindan dolayl pargalanmaya
direncli, stabil ve c¢ozlnebilir yapldad|r18. Aminoasit yapilarinda benzerlik
olmamasina ragmen U¢ boyutlu yapilarindaki sinirli varyasyon, sitokinlerin
gelisimsel orijinleri hakkinda fikir verebilir. Monomer, dimer ve trimer yapida
olabilen sitokinlerin kristalografik ¢alismalarda t¢ boyutlu yapilarinda farkliliklar

g6zlenmekle beraber dort farkli aile grubu belirlenmigtir.



Tablo 2: Sitokin yapilarinin siniflandiriimasi.

1) Dortli a helikal demet Kisa zincir alt tipi

Uzun zincir alt tipi

2) Kisa zincir a/f yapilar ECF ailesi

Kemokinler

instlinle iligkili sitokinler

3) Uzun zincir B tabakali yapilar | TNF alt grubu
IL-1, FGF

4) Mozaik yapi IL-12

2.2.2. Sitokinlerin Sentezi, Salinmalari ve Kaynak Hucreler

interldkin-1 ve TNF disindaki sitokinlerin ¢ogu diger polipeptid ve
glikoproteinler gibi propeptid olarak kodlanmaktadir. Sentezlenen sitokin amino
ucu ile golgi sistemine yodnlenmekte ve glikoprotein yapida olanlar
glikozillenmekte ve sinyal peptidinin kesilmesi ile dusuk molekul agirlikli
olgunlagsmig protein olarak salgllanmaktadlrzo. Yari dmurleri hucre tipine ve
gelisme yasina gore farklilik gdstermekle birlikte, genel olarak cok kisadir'®.
Genellikle depo edilmediklerinden, ihtiya¢c duyuldugu anda Uretimleri ani genetik
transkripsiyonel aktivasyonlara ve kisa sureli etki gosteren haberci ribonukleik
asitlere (MRNA) bagli olarak gergeklegir18. Bundan dolayi ¢ok siki kontrol edilen
sitokin sentezinde ¢cogu zaman yeni mRNA sentezi gereklidir.

Mast hucreleri ve trombositlerdeki trombosit buyume faktoért-p disinda,
hicre icinde depolanmayan sitokinlerin Uretimi gegicidir. Her sitokini ¢ogu tek
gen Urln0 olan bir mRNA kodlamaktadir. Uretimleri ve yanitlarinin derecesi
genetik duzeyde kontrol edilmektedir. Sitokin Uretimini uyarici etkenler arasinda
bakteri ve Urunlerinin ylzeylere tutunmasi, kompleman bilegenleri, konak hucre
stres proteinleri, degisiklige ugramis hicre ylzey adezinleri bulunmaktadir.
Biyolojik agda bir sitokinin Uretimi diger sitokinin sentezindeki mekanizmalar

lizerine pozitif ya da negatif diizenleyici etki gdsterebilmektedir'®. Sitokinler,



immun sistem ve immun sistem digi hlcrelerden; immun yanitta, inflamasyon,
hematopoez, yara iyilesmesi ve zedelenmeye karsi gelisen sistemik yanit
durumunda sentezlenir'®?'.

Monosit/makrofajlar, T ve B lenfositleri, dogal oldurtci hicreler gibi
immun sistem hdcreleri ve bobrek peritibller hicreleri, karaciger kupfer
hdcreleri, hepatositler, fibroblastlar, diz kas hucreleri, endotel hicreleri, kemik
iligi stromal hucreleri, sertoli hucreleri, timik epitelyal hicreler, néronal hicreler,
astrositler, hipofiz hucreleri, keratinositler, kondrositler, osteoblastlar ve
osteoklastlar gibi immin sistem disindaki hacreler tarafindan da

sentezlenebilmektedir.

2.2.3. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Polipeptid ya da glikoprotein yapida olan sitokinlerin molekul agirliklar 8-
110 kDa arasindadir. Uretimleri sirekli olmayan sitokinlerin, etki alanlari
cogunlukla sinirlidir™®. Ozgiin reseptérlere baglanan sitokinler hedef hiicrede
gen ekspresyonunu degistirerek etki gdstermektedir’®. Hiicre cogalma hizini
etkileyen sitokinler, hucrenin farklilasma durumu ya da farklilasmis hicrenin
fonksiyonlarindan  bazilarini  degistirmektedir?'.  Sitokinler  etkilesimlerini
kompleks bir sitokin etkilesim ag1 seklinde diizenlemektedir'®. Sitokin etkilesim
ag cesitli yollarla kontrol edilmektedir. Sinerjistik ya da antagonist etki gosterir
ve ¢ok siki kontrol edilir. Diger sitokinlerin Uretimini uyaran ya da engelleyen
sitokinler, kendilerinin ya da diger sitokin reseptorlerinin ekspresyonunu
dizenlemektedir. Sitokin etkilesim aginin goklu fizyolojik roli bulunmaktadir.
Organlar arasindaki iletisimde c¢ogunlukla sitokinler aracilik etmektedir.
Dogrudan etkilere ek olarak immun sistem, sinir sistemi ve endokrin sistemlerin
entegrasyonunda islev gormektedir. Etkileri cogunlukla bdlgesel olan sitokinler,
kan dolagimina salinarak sistemik etki de gosterebilmektedir.

Sitokinlerin islev gorebilmeleri icin hicresel ve ¢dzunebilir reseptorlerin
varhg1 gerekmektedir. Bu reseptorlerin ekspresyonu sitokin agindaki spesifik
sinyallere bagll olarak duzenlenmektedir. Sitokinler janus kinaz-sinyal aktive
edici ve ileticileri (JAK/STAT) yolunu kullanmaktadir.

2.2.4. Sitokin Reseptor Aileleri



Sitokin reseptorlerindeki amino asit homolojileri ve korunmus dizilim
motifleri, bunlarin gen aileleri ve alt aileleri olarak gruplandiriimalarina olanak
saglamaktadir. Yapisal organizasyonlarina gore tip 1 ve tip 2 sitokin reseptor

ailesi olarak gruplandirilir.

2.2.4.1. Tip 1 Sitokin Reseptor Ailesi

IL-2 (B alt birimi), IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, eritropoietin,
GM-CSF, G-CSF, trombopoietin reseptorleri bu grupta yer almaktadir. Tip 1
sitokin reseptor ailesinin korunmus olan ekstraselliler bolgesinde yaklasik 200
aminoasit kalintisi yer almaktadir. Bu ailenin daha ileri basamaklardaki htcre igi
ileti cevirici proteinleri arasinda gp130, IL-2 reseptorinin a, B, y zincirleri

bulunmaktadir.

(b) Class I cytokine receptors

(hematopoietin)
IL-2 IL-15
IL-3 IL-15
>C-:}nserv ed L4 GM-CSF
cysteines IL-5 G-CSF
IL-6 Growth hormone
WSXWS IL-7 Prolactin
IL-9
IL-11
IL-12

Sekil 3. Klas 1 sitokin reseptori®?.

2.2.4.2. Tip 2 Sitokin Reseptor Ailesi
Tip 1 reseptorlerden farkl olan tip 2 sitokin reseptor ailesinde interferon (IFN)-a,
IFN-B, IFN-y, IL-10 ve IL-4 reseptorleri yer almaktadir. Heterolog alt birimleri

bulunan ¢ok birimli proteinler olan bu reseptorlerin intrasellller ileti yolu,
JAK/STAT yoludur?®.



(c) Class 1I cytokine receptors
(interferon)

IFN-0.
IFN-B
IFN-y

IL-10

OO o0

IL-4

Sekil 4. Klas 2 sitokin reseptori®.

2.3. INTERLOKIN-4

interlokin-4 &nceleri B lenfosit diferansiye edici faktér, B lenfosit
bayume faktoru-1, B lenfosit stimule edici faktor-1, mast hdcresi biyume
faktoru-2 ve T lenfosit buylume faktord-2 olarak adlandiriimistir. IL-4 antijen ya
da mitojen tarafindan aktive edilen T lenfositlerden salinan bir lenfokindir.
Kromozomal lokalizasyonu 5g23-31 bélgesindedir. Glikoprotein yapidadir®* ve
molekuler agirligi glikozilasyon derecesine bagli olarak degismekle birlikte,
15-20 kDa arasindadir. IL-4 sitokin sUper ailesinin dortli a helikal demetinin
kisa zincir alt grubunda yer almaktadir. Ug¢ boyutlu yapisina bakildiginda
sikica paketlenmis, kire seklinde olup hidrofobik bir kor bdlgesi icermektedir.
IL-4 pleotropik bir sitokin olup reseptorleri gok cesitli hucreler tarafindan
eksprese edilmektedir. T lenfositlerin Th2 alt grubu, bazofiller, eozindfiller,
mast hacreleri  ve  kemik iligi stromal hdcreleri  tarafindan
sentezlenebilmektedir'®.

Baglica gorevi IgE ve eozinofil aracilli immdn yanitlarin
regiilasyonudur®. B lenfositlerin IgE sentezleyen bellek B lenfositlere
doénusuminden sorumludur. Yardimci T lenfositlerin, Th2 grubu igin hem
farkhlasma, hem de blyume faktéru olarak gérev gorir. Bunun yani sira mast
hacreleri igin buyume faktord olarak etki eder ve endoteliyal hucreler

Uzerindeki bazi adezyon molekullerinin ekspresyonunu arttirir'®.



Sekil 5. IL-4’{in yapisal gorinimi?°.

2.4. INTERLOKIN-4 RESEPTORU

IL-4’Gn etkilerine aracilik eden reseptorler hematopoietik ve non-
hematopoietik hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir®’. IL-4 reseptdri 140
kDa agirigindadir. 16. kromozomun uzun bolgesinde yer almaktadir?®293031,
IL-4 Ra adi verilen yuksek affiniteli ligand baglayici zincir ve ortak y zinciri adi
verilen iki zincirden olusan molekiler bir komplekstir'®32333435 Her iki zincir de
hematopoietin siiper ailesinin birer tyesidir**?°. Yiiksek affiniteli IL-4 Ra zinciri
sitokin reseptor siiper ailesinin bir Uiyesi olup korunmus WSXWS motifi icerir'®.
IL-4 Ra subiiniti IL-4’(in etkilerine aracilik etmenin®* yani sira IL-13'{in etkilerinin

3637 |L-4 Ra subdlnitinin ekstraselliiler

ortaya ¢ikmasinda da fonksiyon gorur
kismi sitokin baglayan reseptorlerin tipik 6zelliklerini gosteren kuguk bir
modeldir. Her biri yaklasik 100 rezidi uzunlugunda olup, kisa bir baglayici
segment ile birbirine baglanan iki adet fibronektin Il bdlgesi vardir. Ortak y
zinciri IL-4 reseptériiniin fonksiyonel kismini olusturmaktadir'®. IL-4 reseptorii

3839 ve reseptorin IL-

ortak y zinciri, a zincir sinyallerinin amplifiye edilmesinden
4’0 baglama afinitesinin arttirlmasindan sorumludur'®. Bu zincir IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9 ve IL-13 gibi farkl sitokinlerin reseptorlerinde de bulunmaktadir®>. T ve B
lenfositler, monositler, makrofajlar, mast hucreleri, kas hucreleri, noroblastlar,

stromal hicreler, myeloid hicreler, granulositler ve daha birgok hlcre yuzeyinde



monomerik, yiiksek afiniteli IL-4 reseptdrii bulunmaktadir'®. T ve B lenfositlerin
ylizeyinde maturasyon ve aktivasyonuna bagl degisim gdstermekle birlikte'®
yaklasik 300 civarinda IL-4 reseptoru bulunmaktadir. Sitokinle hicre yuzeyinde
yer alan reseptorun baglanmasini takiben ortak zincir olan y zinciri intraselltler
olarak aktivasyon gostermek Uzere harekete gecer ve sitoplazmik tirozin kinaz

ailesinden Janus kinazlar aktive edilir’’. IL-4 Ra subiniti Jak 1 ile baglantida

38,40,41

iken, ortak y zinciri Jak 3 ile baglantilidir . Hem y zincirinde, hem de

34,41

JAK3'te yer alan tirozin reziduleri fosforillenir™"". Bu fosforilasyon sonrasinda

STAT proteinleri y zincirindeki fosforile olmus tirozin reziduleri ile baglantiya

41,42

gecerek kendilerinin de fosforillenmesini saglarlar”"<. Substratlar arasinda

reseptorin kendisi, insulin reseptoru benzeri substratlar IRS-1, IRS-2 (4PS) ve

STAT6 transkripsiyon faktérii yer almaktadir***?

. Fosforile olmus STATlar
dimerler olusturarak hicresel transkripsiyon mekanizmalarini degistirecekleri
hicre nikleusuna gecerler. Hedef genlerin promotor boélgelerindeki gama aktive
olmus dizileri adi verilen ortak baglanma bolgelerine baglanarak, IL-4’Gn

etkilerinin olusumunu saglarlar®®4%4',
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Sekil 6. IL-4 reseptor sinyalizasyonu®?.

Bayume faktorlerinden farkh olarak bu yol c¢ekirdegi dogrudan
etkilemektedir. IL-4 transmembran sinyallerin olusumunu tip 1 ve tip 2 olmak
uzere iki tip reseptdrden birine baglanarak gergeklestirir. Tip 1 reseptor IL-4 Ra
ve ortak y zincirlerinden olusurken, tip 2 reseptdr IL-4 Ra ve IL-13 Ra
zincirlerinden olusur®. Tip 1 reseptorler sadece IL-4 tarafindan aktive
edilebilirken, tip 2 reseptorler hem IL-4, hem de IL-13 tarafindan aktive
edilebilirler®®.

Cesitli allerjik ve inflamatuvar hastaliklarda IL-4 reseptorinin a
sublnitinde olusan mutasyonlar saptanmistir. Bu bolgede yaklasik 13
polimorfizmden bahsedilmektedir?®®. Bunlardan biri 1902. pozisyonda adenin

42,45

yerine guanin bazinin gectigi Q576R polimorfizmidir*™. Bu baz degisimi

prekursor proteinin 576'nci pozisyonunda glutamin yerine arginin amino asidinin



gecmesi ile sonuclanir***®. Amino asid degisimi reseptoriin intrasitoplazmik
kisminda fazladan bir pozitif alan yaratir. Olusan pozitifik substratlarin
baglanma bolgelerinin substrata olan ilgisini arttirir**. Bu mutasyon reseptériin
liganda yanitinda asiriliga neden olur®. Ligandin mutant reseptére baglanmasi
575’inci pozisyondaki tirozin rezidusunun sinyal iletici molekullere baglanma

ilgisini arttirir*?.

2.5. DESLORATADIN

ikinci kusak antihistaminik olan loratadinin biyolojik aktif metaboliti olan
desloratadin H1 histaminik reseptorleri bloke eder'®. Diger antihistaminiklere
gore desloratadin reseptérlere daha yiiksek ilgiyle baglanir*®. Desloratadin
hem IgE bagimli, hem de IgE’den badimsiz yollarla gelisen histamin
salinimini inhibe etmektedir*®. Desloratadin mast hiicreleri {izerindeki etkisini
intrasellliler kalsiyum salinimini inhibe ederek gdstermektedir®®. immiin
yanitlarin ne kadar kompleks oldugu dusunuldiginde sadece histamin
blokajinin allerji ve iligkili tim semptomlarin ortadan kalkmasinda yeterli
olamayacagdi aciktir. Bundan dolayi desloratadinin H1 blokajindan bagimsiz

bagka yollarla da etki gostermesi olasidir.

Loratadin Desloratadin

Sekil 7. Loratadin ve desloratadin molekdilleri™.



3. GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma, Ocak 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda yapilmis ve Mersin
Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi Dermatoloji Anabilim Dali tarafindan takip
edilen kronik Urtikerli 102 kisi hasta grubunu olusturmustur. Kontrol grubu ise
herhangi bir allerjik hastalik Oykusu ve bulgusu bulunmayan 80 kisiden
olusmustur. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler calismaya alinma ve
diglama kriterleri agisindan ayrintili bir incelemeden gecirilmigtir. Yakinmalari
alti haftadan daha kisa olanlar, atopi éykusu olanlar, fiziksel, ilaclar, yiyecekler
veya bocek i1sirmasi sonrasi gelisen urtikerli hastalar, bobrek, karaciger ve
kardiyak fonksiyon bozuklugu olan bireyler galisma disi birakilmigtir. Kriterleri
kargilayan bireyler gcalismaya davet edilip, biyokimyasal inceleme igin kan

ornekleri alinmistir.

Arastirmaya alinan butun hastalar ve kontrol grubu arastirma hakkinda
bilgilendirilmig, bu amacla hazirlanan Aydinlatiimig Onam Formu (Ek 1)

okutularak, onaylari alinmistir.

Yas, cinsiyet, hastalik OykuUsu, aile hikayesi, hastalik siresi, aldigi
tedaviler, kasinti, uyku ve gunluk aktiviteler Uzerine etkisini iceren bir Hasta

Takip Formu (Ek 2) duzenlenerek, bu form butln olgular i¢in doldurulmustur.

Hasta ve kontrol gruplarindan genetik calisma icin
etilendiaminotetraenoik asit'li (EDTA) tlipe alinan kan o&rnekleri 2-8°C’de
¢alisma gunune kadar saklanmistir. Hastalardan tedavi uygulamasindan 6nce
ve sonra IL-4 duzeylerini belirlemek amaciyla duz tupe alinan kanlar, serumlari

ayrildiktan sonra calisma giiniine kadar -20°C’de saklanmistir.
Hasta ve kontrol gruplarinda ¢aligilan parametreler:

» Tedavi oncesi IL-4 duzeyleri
» Tedavi sonrasi IL-4 duzeyleri
» IL-4 Reseptor geni Q576R polimorfizmi

3.1. Arag ve Gereg
Calismada kullanilan cihazlar:
» Vorteks (Velp Scientifical, Italy)



» Santriftj (NGve NF 800)
» Sogutucu (Bosch)
» Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu)
» Light Cycler 2.0 Real Time PCR (Roche Diagnostics GmbH Mannheim,
Germany)
» ELISA okuyucu (Organon Teknika Microwell System, Austria)
Calismada kullanilan diger malzemeler:
» Eppendorf tipu (Isolab 1.5 ml'lik)
» 0.04 ml %7.5'luk EDTA-K3 iceren 5 ml’lik cam tlp
» Otomatik pipet (Medisis)
» Cam pipet (Precicolor HGB, Germany)
» Beher (Symax)
» Dereceli silindir (Isolab)
» 10 ml'lik diz tip (Venoject)
Calismada kullanilan kitler:
» High Pure Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Template Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany, Cat no: 1796828
» LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany, Cat no: 3003248
> IL-4 R a Q576R Toolset for LightCycler, Genes-4U, AG Switzerland, Lot no:
001
» BD OptEIA Human IL-4 ELISA Kit Il, BD Biosciences Pharmingen, US, Cat
no: 550614
Calismada kullanilan kimyasallar
> izopropanol (Merck)
» Mutlak etil alkol (Reidel-Haen)

3.2. Yontemler
3.2.1. IL-4 Reseptor Geni Q576R Polimorfizmi

3.2.1.1Tam Kandan Deoksiriboniikleik Asit (DNA) Eldesi
Prensip: Hucreler proteinaz K ile kisa bir inkibasyon ile pargalanirlar. Bu
sirada agiga ¢ikan nukleik asitlerin, nukleazlar tarafindan par¢calanmamasi igin,

ortama tum nukleazlari inhibe eden guanidin-hidroklorik asit eklenir. Nukleik



asitler, filtre tlplerinde bulunan ve nikleik asitlere secici olan cam fiberlere
baglanir. Diger hucresel elemanlar, 6zel bir inhibitor uzaklastirici tampon
kullanilarak, tekrarlayan yikama ve santrifuij basamaklariyla ortamdan
uzaklastiriir. Son asamada dusuk yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile nukleik asitlerin

cam fiberden ayrilmasi saglanir.

Ayiraclar: DNA elde edilmesi sirasinda High Pure PCR Template Kkiti
kullanildi. Kit icerigi ve hazirlanmasi Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 3: High pure PCR template kit icerigi.

Kimyasal Miktari  |igerigi

Baglayici tampon |20 ml 6 M guanidin-HCI, 10 mM dre, 10 mM Tris-
HCI, %20 Triton X-100 (v/v), pH: 4.4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize proteinaz K

Inhibitor 33 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH:
uzaklastirici 6.6

tampon

Yikama tamponu |20 ml 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH: 7.5
Elisyon tamponu |40 ml 10 mM Tris, pH: 8.5

Proteinaz K: Liyofilize haldeki reaktife, 4.5 ml steril distile su eklenerek
kullanima hazir hale getirilir. Tamami kullaniimayacaksa porsiyonlanarak, -
20°C’de saklanr.

inhibitér uzaklastirici tampon: 33 ml reaktife 20 ml mutlak etil alkol eklenerek

hazirlanir.

Yikama tamponu: 20 ml reaktife 80 ml mutlak etil alkol eklenerek hazirlanir.

Baglayici ve elusyon tamponlari kullanima hazirdir.
Yontem:

e Ependorf tiplne, 200 ul EDTA’ll tam kan konur ve Uzerine sirasiyla 200 pl

baglayici tampon, 40 ul proteinaz K eklenir, vortexlenir.



¢ 10 dakika 72 °C’de inkiibe edilir.

e Tupe 100 ul izopropanol eklendi, vortexlenir ve karisim 6zel filtre tuplerine
aktarilir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrifij edildi ve filtreden gecen karisim atilir.

e Filtre tupun icine 500 ul inhibitor uzaklastirici tampon eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santriflj edilir ve filtreden gecen karisim atilir.

e Filtre tipun igcine 500 ul yikama tamponu eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrifdj edilir ve filtreden gecgen karisim atilir.

e ikinci kez filtre tiiptin icine 500 pl yikama tamponu eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santriflj edilir ve filtreden gecen karisim atilir.

e Filtre tup bosaltilir ve 10 saniye 8000 rpm’de santriftj edilir.

e Filtre tiipii, yeni bir ependorf tiipii icine yerlestirilir, 72°C’de bekletilmis olan
elisyon tampondan 200 pl filtre tipe pipetlenir.

e 1 dakikalik 8000 rpom’de santriflj sonunda, filtre tipten ayrilan, saf DNA elde

edilir.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Lokositlerden elde edilen DNA’nin, analiz yapilacak bolgesinin, belli
miktarda cogaltilmasi gerekir. PCR, DNA’'nin bu bdlgesinin iki ucuna 06zgd,
sentetik primer (6ncul)’ler, Taq polimeraz ve deoksi nukleotit trifosfatlar (ANTP)
kullanilarak ¢ogaltiimasi esasina dayanir. Primerler dncu DNA gorevi gorurken,
Taq polimeraz ise DNA polimeraz gorevi gormektedir. PCR, denaturasyon,
yapisma (annealing) ve zincir uzamasi (extension) olmak Uzere U¢ asamadan
olusur. ilk asama olan denatiirasyonda, yiksek Isi etkisiyle ¢ift sarmal DNA'nin
ayriimasi saglanir. ikinci asama olan yapismada, sicaklik dusirilerek,
primerlerin kendilerini tamamlayici DNA dizilerine baglanmalari saglanir. Son
asama olan uzamada ise, Taq polimeraz etkisiyle, ortamda bulunan dNTP’ler
primerlere eklenerek DNA zincirleri sentezlenmis olur. Bu ddngunin

tekrarlanmasi ile istenen DNA bdlgesi ¢gogaltiimig olur.



3.2.1.3. Melting Curve Analizi

Arastiriimak istenen gen bolgesi, spesifik primerler kullanilarak, PCR ile
cogaltilirken, o6zel bir ¢ift hibridizasyon probu ile isaretlenir. Hibridizasyon
problari, oligonukleotid dizileridir. Problardan biri, 5’ ucundan LightCycler-Red
640 ile isaretlenmis ve 3’ ucundan fosforile edilmistir. Diger hibridizasyon probu
ise 3’ ucundan Fluorecein ile igaretlenmistir. LightCycler-Red 640 isaretli
hibridizasyon probu (capa probu), mutasyona ugramamis hedef diziye
baglanirken diger prob (fluorescein isaretli prob) ise mutasyon aranan kisma
baglanir. Bu hibridizasyon problari PCR’Iin yapisma basamaginda, c¢ogaltilan

gen baolgesinin i¢ dizilerine baglanirlar.

Sablon DNA, hibridize edildikten sonra bu problar birbirlerine yaklasirlar.
Donor florofor olan Fluorecein, LightCycler cihazinin isik kaynagi tarafindan
uyarilinca, enerjinin bir kismi akseptor florofor olan LightCycler-Red 640’a
transfer olur ve iki florofor arasinda, floresans rezonans energy transferi (FRET)
gerceklesir. Red 640 tarafindan emilen floresans, LightCycler cihazi tarafindan
olculur. Amplifikasyon ilerledikge Olculen floresans gittikce artar. Melting Curve
basamaginda, ortam saniyede 0,1 °C isitilir ve o gen bdlimiiniin erime I1sisina
(Tm) ulasildiginda, DNA cift zinciri ayrihr ve FRET engellenerek, olctlen

floresans belirgin sekilde azalmig olur.

Erime isisi, DNA boliminin uzunluguna, guanin (G) -sitozin (C)
icerigine bagli oldugu gibi mutasyon varligina baglh olarak da degisebilir.
Mutasyon mevcutsa diziye baglanmig olan prob daha dayaniksiz ya da daha
dayanikh bir yapi olugturarak, dogal tipten farkli bir Tm gosterir. Boylece
mutasyonlu DNA, dogal tipten, Tm’ine bakilarak ayirt edilebilmektedir.

3.2.1.4. IL-4 R Geni Q576R Bolge Polimorfizmi PCR Protokolii

Polimeraz zincir reaksiyonu ve mutasyon goruntileme igin, IL.-4 R
Q576R Toolset for LightCycler, Genes-4U Kkiti kullanilmigtir, kit icerigi tablo 2’de
verilmigtir. Ayrica Tris-HCL tampon iginde belli konsantrasyonlarda dNTP’ler,
magnezyum klorir ve Taq Polimeraz igceren LightCycler FastStart DNA Master
Hybridization Prob kiti kullaniimistir. Ornek basina kullanilan miktarlar tablo
3’'de, uygulanan PCR protokolu Ek 3’de verilmigtir.



Tablo 4: IL-4 Ra Q576R polimorfizmi lightcycler, Genes-4U kit icerigi.

Reaktif icerik Hazirlanig ve miktar
OligoTool | PCR igin liyofilize 50 ul LCPCR
oligonUkleotidler ¢odzlicude ¢ozulur.

Mutasyon saptama ve ¢apa | 16 testigin

problari
Primerler
Kontroller | Liyofilize DNA 20 pl suda c¢ozulurler.
Lightcycler- | OligoTool igin solvent 300 pl
PCR
Solvent

Tablo 5: Ornek basina kullanilan IL-4 Ra Q576R toolset for lightcycler, Genes-
4U kit icerigi miktarlari.

Reaktif 1]
Cozulmas OligoTool IL-4 R Q576R 2.8
Su 8.8
MgCl, mM 2.4
Master hibridizasyon probu 10X 2
Toplam reaksiyon karigimi 16
Ornek DNA’sI ya da Kontrol 4
Son hacim 20

3.2.2. IL-4 Olgiim Yontemi

Yéntem solid faz sandvig enzim bagh immino dlgim yéntemi (ELISA)
prensibine dayali olarak ¢alismaktadir. Mevcut kuyucuklarin cidari IL-4’e 6zgU
monoklonal antikorlar ile kaplanmistir. Standart ve érnekler kuyucuklara eklenir.
Ortamda bulunan IL-4 kuyucuklarin kenarinda bulunan kendine 6zgu antikorlara

baglanir. Daha sonra kuyucuklar ylkama sollisyonu ile yikanir. Streptavidin-



horseradish peroksidaz ile biotinlenmig anti-IL4 antikorlari karistirildiktan sonra
kuyucuklara eklenir ve antikor-antijen-antikor sandvic kompleksi olusur.
Kuyucuklara tekrar yikama islemi yapildiktan sonra ortama tetrametilbenzidin
substrat solusyonu eklenir. IL-4 dlzeyi ile orantili olarak artan mavi renk
olusumu gozlenir. Daha sonra stop solUsyonu eklenerek reaksiyon durdurulur.
Stop soliisyonunun eklenmesi ile olusan sari rengin siddeti ELISA
okuyucusunda 450 nm’de Olgulerek IL-4 duzeyleri hesaplanir.

istatistiksel Yontem

Bu calismada hasta grubunda tedavi Oncesi ve sonrasi sitokin
diuzeylerinin kargilastirilmasinda Willcoxen Sign Testi, hasta ve kontrol gruplari
arasinda sitokin dizeylerinin karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testi, grup ile
genotip arasindaki iligki icin Ki-Kare Testi, tedavi dncesi ve sonrasi semptom
skorlari karsilagtirmasi icin Willcoxen Sign Testi ve Mann-Whitney U testleri

kullaniimistir. p < 0.05 anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Olgularin Genel Ozellikleri

Calismamizda bakilan polimorfik yapida IL-4 Ra zincirinde 1902.
pozisyonda adenin, guanin bazi ile yer degistirmistir. Bunun sonucunda ise
prekursor proteinin 576. pozisyonunda glutamin olmasi gereken bolgede arginin
amino asidi yer almaktadir. Polimorfik RR allelinin Tm’i 62.9 + 2.5 iken, dogal tip
QQ allelinin Tm'i ise 67.5+ 2.5 °C seklinde bulundu.

Melting Peaks
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Sekil 8. IL-4 R a Q576R igin melting curve analizi grafigi. Mavi ve yesil érnekler
kontrol, mor ve kahverengi ornekler ise hastalara aittir. Yesil 6rnek RR mutant
tip homozigot genotip kontroli ve mavi QR heterozigot genotip kontroludur. RR
allel Tm 62.9 + 2.5, QQ allel Tm 67.5+ 2.5°C.

102 hasta ve 80 kontrolde gergeklestirilen IL-4 Ra Q576R polimorfizm
analizinde hasta grubunda QQ genotipinin goértulme siklhigr %75.5 iken kontrol
grubunda %76.3 oldugu belirlendi. Hasta grubunun %20.6’s1, kontrollerin ise

%23.8’'i QR genotipine sahipti. Hastalarda RR genotipi %3.9 oraninda tespit



edilirken, kontrol grubunda RR genotipine sahip bireye rastlanmadi. Her iki grup
arasinda QQ, QR ya da RR genatiplerinin dagilimi agisindan degerlendirme

yapildi ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi(p=0,089).

Tablo 6: QQ, QR ve RR polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarinda

dagihmi.
Genotip GRUP Toplam
Dagilimi Kontrol | Hasta
QQ Sayi 61 77 138
Grupici% | 76,3% | 755% | 75,8%
QR Sayi 19 21 40
Grupici% | 23,8% | 20,6% | 22,0%
RR Sayi 0 4 4
Grup ici % 0% 3,9% 2,2%
Toplam | Sayi 80 102 182
Grup ici % | 100,0% | 100,0% | 100,0%

Gruplarin genotip dagilimi agisindan degerlendiriimesini takiben serum
IL-4 dUzeyleri acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda farklihk olup
olmadigina bakildi. Kontrol grubunda bulunan 80 bireyin ortalama IL-4 duzeyleri
19.50 pg/mL iken, ¢alisma grubundaki 102 hastanin ortalama IL-4 dizeylerinin
19.76 pg/mL oldugu belirlendi. Gruplar arasinda IL-4 duzeyleri agisindan
anlamli bir farklihk gézlenmedi (p=0.964).

Tablo 7: Hasta ve kontrol gruplarinda tedavi oncesi IL-4 duzeyleri.

GRUP n Ortalama | Std. Sapma p
Kontrol
. 80 19,50 3,01
Tedavi Oncesi
0,964
(pg/mL) Hasta
102 19,76 3,24




Hasta grubunda yer alan ve desloratadin tedavisi verilen 40 Kkisinin
tedaviye baslanmadan 6nce ve tedavi sonrasinda kanlari alinarak, serumda IL-

4 duzeyleri olguldu. Elde edilen dlgim sonuglari Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: Hasta grubunda tedavi 6ncesi ve sonrasi |IL-4 duzeyleri.

Ortalama n Std. Sapma P
Tedavi Oncesi (pg/mL) 19,19 40 3,71
. 0,136
Tedavi Sonrasi (pg/mL) 18.60 40 412

Hastalarin genotiplerinin kasintinin siddeti, uyku duzeni ve gunluk aktivite
skorlar1 Gzerine etkisi incelendi. Tablo 9, 10 ve 11’de goéruldugu gibi QQ ya da
QR genotipilerine sahip olmanin skorlar Gzerinde istatistiksel olarak anlamli bir

etkisinin olmadigi tespit edildi.

Tablo 9: QQ ya da QR genotiplerinin tedavi dncesi ve sonrasi kasinti skorlarina

etkisi.

Yiizde
MUTASYON 25 50 75 p
Tedavi Oncesi | QQ 100 2.00 3,00
Kasinti Siddeti R 0,153
1,50 3,00 3,00
Tedavi QQ
,00 1,00 1,00
Sonrasi
0,493
Kasinti Siddeti | QR
,00 1,00 2,00




Tablo 10: QQ ya da QR genotiplerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi uyku dizenine

etkisi.

MUTASYON Yizde
25 50 75 P
Tedavi Oncesi | QQ 00 | 150 |200
Uyku Dizeni 0.834
QR ,00 |200 |2,00

Tedavi Oncesi | QQ 00 |,00 |,00

Uyku Diizeni 0.529
QR 00 |.00 |.00

Tablo 11: QQ ya da QR genotiplerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi gunlik

aktivitelere etkisi.

MUTASYON Yiizde
25 50 75 o]
Tedavi Oncesi | QQ
,25 1,50 | 2,00
Giinliik
0.340
Aktiviteler QR
50 [ 2,00 |2,75
Tedavi Sonrasi | QQ
,00 |,00 ,00
Giinliik
0.172
Aktiviteler QR
,00 |,00 1,00




5.TARTISMA

Urtiker toplumda oldukga sik rastlanan hastaliklardandir. Dermatolojik
acillerin ilk sirasinda yer almaktadir. Gergek insidans ve prevalansi hakkinda
¢ok net bir bilgi olmamakla beraber, toplumun yaklasik %15-23'Gnin bu

hastaliktan etkilendigi soylenmektedir.

Hastalik epizodlarin suresine gore akut ve kronik olarak siniflandirilabilir;
akut Urtikerde yakinmalar alti haftadan dnce sonlanirken, kronik Grtiker tanisi

yakinmalarin alti haftadan daha uzun strmesi ile konur.

Hastalarda semptomlar allerjik ya da otoimmun mekanizmalara bagli
olarak geligebilmektedir. Semptomlarin baglamasi mast hucrelerine Ug¢ farkli
antikor baglanmasi ile gergeklesebilir. Bunlar antijene spesifik bir antikor, IgE
antikoruna karsi olusan otoantikor ya da hicre yuzeyinde yer alan ylksek
afiniteli IgE reseptoérlerine karsi olusan antikorlardir. Antikorlarin baglanmasi
sonrasinda, mast hucrelerinden basta histamin olmak Uzere, Onceden
sentezlenmis mediyatorlerin salinimi gerceklesirken, bir yandan da sekonder
mediyatdrlerin sentezi ve salinimi baglar.

Mast hdcrelerinden salinan sekonder mediyator olan IL-4; IgE
antikorlarinin  sentez ve saliniminin arttinlmasi, B lenfositlerin antikor
sentezleyen bellek hulcrelere donusturilmesi ve hucre yuzeyinde yer alan
yuksek afiniteli IgE reseptdrlerinin ekspresyonunun arttiriimasi gibi ¢cok sayida
allerjik yanitin olusumunda gorev alir.

Allerjik ve inflamatuvar yanitlardaki biyolojik varyasyonlar ve bu yanitlari
olusturan c¢esitli sitokinlerin ve sitokin reseptorlerinin  dneminin daha iyi
anlasiimasi, arastirmacilari bu genlerdeki yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin
analizlerini yapmaya yoneltmistir.

IL-4 etkilerini hlcre yuzeyinde yer alan reseptorlerine baglanarak
gosterir. Hucre yuzeyinde yer alan reseptor IL-4’e 6zgu a zinciri ve ortak y zinciri
olmak Uzere iki zincirden olugmustur.

Bu reseptorle ilgili olarak, yapilan ¢ok sayida ¢alismada yaklasik olarak
13 tane varyant formun varhgi tespit edilmistir®*. Bunlardan 7 tanesinde olusan

mutasyon, amino asid degisimi ile sonuclanmaktadir®®. Reseptorde olusan



Q576R polimorfizminde, 1902. pozisyondaki adenin yerinde guanin bazi
bulunmaktadir. Reseptor geninde olusan bu tek nukleotid degisimi reseptor
proteininde 576. pozisyonda glutamin yerine arginin amino asidi yer almasiyla

sonugclanir®?#°

. Reseptdrde olusan bu mutasyonun, reseptorin liganda olan
yanitinin artmasina yol actigi distnilmektedir’’. Bu varyant formun varhigi ile
IL-4’Un etkilerinin arttigi ve uzun surdugu ileri sirulmektedir.

Reseptordeki bu varyant formlarin bazilarinin astim, ilag allerjisi ve
allerjik rinit gibi hastaliklarin olusumundaki etkileri c¢esitli arastirmacilar
tarafindan, farkl toplumlar Gzerinde yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur.

Garcia ve arkadaslari astimli  hastalarda C33T ve Q576R
polimorfizmlerinin sikligini arastirmiglar. Hasta ve kontrol gruplarinda bu
polimorfizmleri tek tek tasiyan bireylerde allelik ya da genotipik dagilim
acgisindan herhangi bir farklik bulunamazken, her iki mutant formun bir arada
oldugu bireylerde astim ile anlamli bir korelasyon bulunmustur®®. Howard ve
ark. Hollanda’lllarda IL-4 Ra subunitine ait lle50Val, E375A, C406R, S478P ve
Q551R polimorfizmlerinin astim ve atopi gelisimi ve siddeti Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagcla hastalarda IgE dizeyleri ve polimorfik reseptorlerin
sikligina bakmislardir. Calisma sonucunda Hollanda toplumunda IL-4 Ra’da
olusan mutasyonlarin atopiye yatkinlik, astim gelisimi, bronsiyal hiperreaktivite
gelisimi ve IgE diizeyleri lizerinde etkili oldugunu bulmuslardir*®. Haagerup ve
arkadaslarinin arastirmasinda ise, atopik bunyeye sahip 424 gonulli
Danimarkal’'da Q576R ve lle50Val polimorfizm sikliklari, total IgE ve spesifik
IgE duzeyleri arastirlmigtir. Ancak bu calismada Timothy ve arkadaglarinin
Hollanda populasyonunda yaptigi arastirmanin aksine her iki polimorfizmin de
Danimarka populasyonunda atopiye yatkinlikla baglantih olmadigi sonucuna
varilmistir®.

Bottini ve arkadaslari astimh hastalarda lle50Val, Ser478Pro ve
GIn551Arg polimorfizmleri ve IgE duzeyleri ile iligkisini arastirmiglardir. Bu
calismada polimorfizmlerin astim ya da IgE dizeyleri ile baglantili olmadigi
bulunurken®', atopik dermatitli Japonlar {izerinde yapilan bir baska calismada
IL-4 Ra’da olusan lleS0Val polimorfizminin, atopik hastalardaki yuksek IgE
duzeyleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak hastalik ile lle50Val polimorfizm
sikhgr arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir®®. Bir baska arastirmaci

tarafindan yine Japonlarda yapilan bir calismada ise lle50Val polimorfizminin



hem artmig IgE duzeyleri, hem de allerjik astim ile baglantili oldugu
bulunmustur®®. Almanya ve Isvicre’de astimli populasyonda, IL-4 reseptdr o
gen varyantlarindan lle50Val, E375A, C406R, S478P ve Q551R polimorfizmleri
bakilmis ve bu mutasyonlarin, total ve spesifik IgE dizeyleri ve astim ile
baglantilari incelenmigtir. Reseptorun intrasitoplazmik bdlgesinde yer alan bir
polimorfizm olan Q551R mutant formu disinda higbiri ile anlamli bir baglanti
bulunamamistir. 1le50Val, S478P ve Q551R mutant formlarinda total IgE
dizeylerinde hafif bir artis gozlenirken, E375A ve C406R’da total IgE duzeyleri
disUk bulunmustur. Ancak bunlar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir.
Calisilan mutasyonlarin higbirisi astimin siddeti ile korelasyon gdstermemistir™.
isveg'te atopik dermatitli bireylerde IL-4 ve IL-4 Ra genleri ile hastalik arasinda
bir iligski olup olmadigi arastirlmistir. Calisma sonunda IL-4 geninde olusan
C590T polimorfizmi ile atopik dermatitin siddeti arasinda baglanti bulunurken,
IL-4 Ra geni ve atopik dermatit arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir®.

Kronik urtiker gibi hem otoimmun, hem de allerjik mekanizmalara bagli
olarak gelisen hastaliklarda mutant reseptorlerin gorilme sikligi ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada kronik Urtikerli hastalarda IL-4 reseptori a Q576R
polimorfizminin sikhgi arastirildi. Kontroller ve hastalar arasinda mutant ya da
normal genotipe sahip olma agisindan farkhlik bulunmadi. Caligilan
populasyonda bu mutasyona sahip olmanin, kronik urtiker gelisimi ile baglantisi
olmadidi sonucuna varildi. Calismadan elde edilen sonuglar, farkli etnik
gruplarda allerjik temellere bagli olarak gelisen astimli hastalarda yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir.

iki farkli arastirma grubu tarafindan IL-4 Ra Q576R polimorfizminin IL-4’e
yanitin artisinda etkisi olup olmadigi arastiriimistir. Bu amagcla IL-4 Ra Q576R
ve Y575F mutasyonu iceren DNA’larda, DNA’larin tirozin fosforilasyon
sinyallerine, DNA’ya baglanma aktivitelerine ve CD23 induksiyonlarina bakilmis,
bu mutasyonlar ve wild tip genotipe sahip olanlarin reseptoér yanitlarinda
birbirine benzer sonuclar gézlenmistir. iki polimorfik yapidan hicbirinin IL-4
sinyal transduksiyonu Uuzerinde arttirici  bir etkiye neden olmadigi
gbzlenmistir?”°.

Tum bu arastirma sonuclarindan da anlasilacagi Uzere elde edilen

sonuglar oldukga karmasik bir goruntu vermektedir ve spekulasyonlara agiktir.



Ancak allerji patogenezinin ¢oklu genetik ve c¢evresel faktorlerin birlesimi
sonucunda olustugu g6z énunde bulundurulursa, IL-4 Ra geni hala arastiriimasi
gereken bir gendir. Reseptorde ya da reseptor kompleksinin sinyal ileti
molekullerinde olusan varyasyonlarin da patogenez ve ortaya c¢ikan klinik
durumlar Uzerinde belirleyici etkileri olmasi mumkundur. Konu ile ilgili calismalar
yapan bazi arastirmacilar tek nukleotid polimorfizmi galigmaktansa iki locus
haplotip analizi yapmanin daha anlamli olacagini séylemektedirler“.

Bizim ¢alismamizda plazma IL-4 duzeyleri bakimindan kronik drtikerli
hastalar ile kontroller arasinda anlamli bir farkhlik bulunamadi. Caproni ve
arkadaglan yaptiklari caligmada kronik urtikerli hastalarda Th1 ve Th2 hucre
yanitlarini ortaya koymak amaci ile IFN-y, IL-4 ve |IL-13 duzeylerine bakmiglar.
IL-13 dlUzeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek bulunurken, IL-4 ve IFN-y acisindan farklilik bulunamamistir®®.
Bizim calismamiz Caproni ve arkadaslarini yaptigi g¢alismay! destekliyordu.
Cohen ve ark. ise yaptiklari calismada kronik urtikerli hastalarin periferik
kanlarinda, mononukleer htcreleri stimile ederek, hastalardaki IL-4 dizeylerini
Olcmuslerdir. Bu c¢alismada kronik udrtikerli hastalarda IL-4 salinimini oldukga
disiik bulunmustur®®. Ying ve ark. yaptigi calismada ise yukaridaki
arastirmalarin  aksine kronik Urtikerli hastalardan alinan cilt biyopsi
materyallerinde IL-4 eksprese eden mRNA duzeylerinde kontrollere oranla
belirgin bir artis oldugunu goézlemislerdir®”. Yapilan calismalarda mRNA
dizeylerinde artig olup, IL-4 duzeylerinin artmamasinin nedeni sitokinlerin
yarilanma omudrlerinin oldukga kisa olmasindan ve otokrin-parakrin etkilerine
bagli olarak hizli bir sekilde tiketilmelerinden kaynaklaniyor olabilir. Bu ise
hasta ve kontrollerin serum IL-4 duzeylerinin birbirine benzer duzeylerde
cikmasini aciklayabilir®®.

Bu calismada sitokin duzeyleri ile Q576R polimorfizm sikhi§i arasinda
hem hastalar, hem de kontroller bakimindan anlaml bir iliski bulunamadi. Qiao
ve arkadasglari da yaptiklari caligmada penisilin allerjisi olan hastalarda IL-4 Ra
Q576R ve C589T polimorfizmlerine ve IL-4 duzeyleri ile iliskisine bakmiglar.
Bizim bulgularimizi destekleyecek sekilde, her iki polimorfizminde IL-4 duzeyleri
ile iliskisiz oldugu sonucuna varmislardir®®.

Urtikerli hasta grubuna bir H1 histaminik reseptér blokérii olan

desloratadin tedavisi uygulandi. Tedavi bitiminde hastalarda IL-4 duzeyleri



Olcumu yapildi. Buna gore tedavi oncesi ve tedavi sonrasi IL-4 duzeyleri
arasinda farklilik olup olmadigi arastirildi. Tedavi sonrasi IL-4 duzeylerinde bir
disme gozlendi, ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Agrawal yaptigi calismada desloratadinin stimlle olmus hucrelerden, IL-4 ve IL-
13 salinimini, histamin ve LTC4 salinimina oranla, yaklasik olarak 6 kat daha
fazla inhibe ettigini gostermistir. Desloratadinin ayni zamanda IL-4 mRNA
ekspresyonunu da azalttig1 tespit edilmistir®®. Schroeder ve arkadaslarinin
desloratadinin in vitro kosullarda insan bazofillerinden IL-4 ve IL-13 Uretimi ve
mediyatdr salinimi Gzerine etkilerini arastirdiklari ¢alismada sollUsyon iginde
bulunan bazofiller, cesitli sekillerde uyarilarak histamin, LTC4 ve IL-4
duzeylerine ve IL-4 mRNA ekspresyonuna bakilmis. Anti-IgE antikoru ile
uyarilan hucrelerde desloratadinin IL-4 ve IL-13 sekresyonunu inhibe edici
etkilerinin, histamin ve LTC4 salinimini inhibe edici etkilerinden yaklasik olarak
6-7 kat daha fazla oldugunu ileri siirmiislerdir. ionomisin ile uyarilan hiicrelerde
ise sitokin ve LTC4 inhibisyonu benzer gekilde olurken, ayni etkiyi histamin
uzerinde gozlemediklerini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada desloratadinin hicrelerin
ortamda bulunmasini azaltarak etki ettigi yoninde herhangi bir bulgu elde
edilememigtir. Agrawal’'in yaptigi ¢calismadan elde edilen sonuglarda oldugu gibi
desloratadin tedavisinin IL-4 mRNA duzeylerini belirgin oranda azaltmis
olabilece@i sonucuna varmiglardir. Desloratadin her ne kadar histamin ve LTC4
inhibisyonu yapabilse de, IL-4 ve IL-13 sentezini duzenleyen sinyaller Uzerinde
olan etkileri cok daha belirgindir. Sitokin Uretimi Uzerindeki bu inhibitor etkiler bu
antihistaminik ajanin antiinflamatuvar etkilerinin de ortaya konulma gerekliligini
dogurmaktad|r59. Bu galismada IL-4 dizeylerindeki azalmanin anlamli olmama
nedeni desloratadinin etkilerinin doza bagimli olarak ortaya cikmasi olabilir®®
Doza bagimli etki diginda sitokinlerin dolagsimdan hizli temizlenmesi de bu
bulgulara yol agmig olabilir. Degisen dozlarda desloratadin verilen Urtikerli
hastalarda dolagimdaki IL-4 duzeyleri yerine IL-4, mRNA duzeylerinin dlgliimesi
daha faydal bilgiler saglayabilir. Biz ¢alismamizda desloratadinin klinik olarak
kasinti, uyku duzeni, gunlik aktiviteler Uzerine olumlu etkisine karsin, tedavi
sonrasli IL-4 duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalmaya yol
actigini gozledik. Ornek sayisi arttirilarak yapilacak olan calismalarda IL-4

dizeylerindeki anlamli dugusler bulunabilir.



Calismada son olarak hastalarin genotipleri ile hastalarin
semptomlarinin siddeti arasinda baglanti olup olmadigi ve tedavinin farkl
genotipler Uzerindeki etkinliginin farkh olup olmadigini arastirildi. QQ, QR ya
da RR genotipe sahip olmanin kronik Urtikerli hastalarda semptom siddeti ya
da tedavi etkinligi ile anlamli bir iligkisi bulunmamaktaydi. RR genotipini
sadece hasta populasyonunda saptadik. istatistiksel olarak anlamli olmasa da
RR genotipine sahip olmanin kronik drtiker igin risk faktort olabilecegi ve
tedavi etkinliginde azalmaya neden olabilecegi dusunulebilir. Bunu genis

serilerde yapilacak yeni ¢alismalarin gosterebilecedini dustnebiliriz.



6.SONUG ve ONERILER

—

. Hasta ve kontrol gruplarinda Q576R ya da normal genotipe sahip olma

bakimindan anlamlh bir farkhlik bulunamadi. Calisilan populasyonda bu
mutasyona sahip olmanin, kronik Urtiker gelisimi ile baglantisi olmadigi
sonucuna varildi.Kontrol grubunda RR genotipine rastlanmazken hasta
grubunun 4’ande RR genotipinin varligi gozlendi.

RR genotipi ve kronik Urtiker iligkisini ortaya koyabilmek igin daha fazla
sayida olguya ihtiya¢ duyuldu.

IL-4 duzeyleri bakimindan kronik Urtikerli hastalar ile kontroller arasinda
anlamh bir farkhlik bulunamadi. Ayni sekilde hasta grubunda desloratadin
tedavisi Oncesi ve sonrasi IL-4 dUzeyleri arasinda da farklilik yoktu.

IL-4 dUzeyleri-kronik Urtiker ve IL-4 duzeyleri-desloratadin tedavisi Uzerine
yapilan calismalarda anlamli iliski bulan arastirmaci gruplari oldugu gibi
herhangi bir farkliik bulamadigini belirten gruplar da vardir. IL-4 diger
sitokinlerde de oldugu gibi ¢ok dusik miktarlarda salinmakta ve ¢ok hizl bir
bicimde yikilmaktadir. Bundan dolayi IL-4 dizey tayini yapmaktansa IL-4
MRNA doku dizeylerinin dlglilmesi ile farkh sonuglar ortaya cikabilir.
Hastalarin genotipleri ile hastalarin semptomlarinin siddeti arasinda baglanti
olup olmadigli ve tedavinin farkh genotipler Uzerindeki etkinligi arasinda
anlami bir iliski bulunamadi.

IL-4 reseptorunde tanimlanmis olan yaklagik 13 adet mutasyon bulunmakta.
Tek nukleotid polimorfizmi ¢alismaktansa ¢oklu polimorfizmleri bir arada
calisip hastalik ile iligkilerini arastirmak daha anlamli sonuglar ortaya
cikarabilir.

Tum bunlara klinik bir perspektiften bakildiginda kronik rtikerin
multifaktoriyel bir problem oldugu ve olaylari baglatici sebepler kadar
alevlendiren faktorlerin de Uzerinde arastirma yapilmasinin gerekliligi goz

onunde bulundurulmalidir.
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interferon

Etilendiaminotetraenoik asit
Polimeraz zincir reaksiyonu
Deoksiribonukleik asit

Deoksi nukleotit trifosfat

Floresans rezonans eneriji transferi
Erime 1sisI

Guanin

Sitozin

Enzyme linked immuno sorbant assay
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11. EKLER

EK 1: Aydinlatiimigs Onam Formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU
Arastirmayi Yiriten Doktorun Beyani:

Kronik idiyopatik Urtikerli hastalarda ortaya ¢ikan bulgularin olusumunda
roli olan bazi genetik faktorlerin saptanmasi amaciyla yeni bir arastirma
yapmaktayiz. Aragtirmanin ismi ‘KRONIK URTIKERLI HASTALARDA IL-4 R a
Q576R POLIMORFIK YAPISININ SIKLIGI’ dir. Bu calismaya 100 hasta, 100
saglikli bireyden olusan toplam 200 kisi katilacaktir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6éneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim
ki bu arastirmaya katllip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim
gonullilik esasina dayalidir. Kararinizdan oOnce arastirma hakkinda sizi
bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni Kronik Urtiker hastali§i éykiinizin
bulunmasidir. Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Dermatoloji Anabilim Dali ve
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ortak katilimi ile bu
hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma gerceklestirilecektir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz sizinle ilgilenen Dermatoloji
Anabilim Dali doktorlari tarafindan hastaliginizla ve sizinle ilgili bazi kayitlar
tutulacaktir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek, dogru tani konulmasina
yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtimeden tip &grencilerinin
egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaclarin disinda
bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu calismayi yapabilmek icin kolunuzdan 5-10 ml. (1 hemogram tlpu ve
1 tp duz kan ) kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan, IL-4 ve eozinofil
katyonik protein duzeyi bakilacak ve genetik materyal DNA, elde edilecektir. Bu
asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz igin size ek bir ddeme de yapilmayacaktir.



Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) igne batmasina bagl olarak az bir aci duyabilirsiniz.

2-) Az bir intimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya
enfeksiyon riski vardir.

Bu arastirma igin bunlarin diginda invaziv girisim yapilmayacaktir. Bunun
disinda uygulanabilecek iglemler arastirma ile ilgili olmayacaktir. Arastirma
sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastiginizda; herhangi bir saatte, Dr.
Neslihan ERCETIN’i, 3374300 (1530) no'lu telefondan ve Mersin Universitesi
Tip Faklltesi Biyokimya Anabilim Dal’'ndan arayabilirsiniz. Calismada elde
ettigimiz test sonucglarinizda gizlilik ilkkesine bagl kalinacaktir.

Yukarida sayilanlar bodylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel
risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak igin
elimizden geleni yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya g¢ikabilecek
sorun ve riskler katiimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna

iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar:

Bdyle bir analiz sayesinde Kronik Urtiker bulgularinin siddetinin
olusumunda etkili olan genetik faktorler hakkinda bilgi sahibi olabilecegiz ve
tedavisinde daha etkili yontemler uygulayabilecegiz. Su anda bu g¢alismanin
hemen size bir fayda olarak dénup donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili
hastaligin temelinde yatan nedenlerin ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan
etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay! reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide
herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda
onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz. Ayrica kendi rizaniza bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.

Yukaridaki gonulli arastirmadan &6nce verilmesi gereken bilgileri
gOsteren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve so6zlu agiklamalar
yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski

ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.



Goniilliniin:
Adi Soyad::
imzasi:

Adresi(varsa telefon no, faks no):

Aciklamalari yapan arastirmacinin:
Adi Soyadi:

imzasi:



Ek 2: Hasta Takip Formu
Kronik idiyopatik Urtiker Arastirma Formu

Ad-Soyad: Tarih:
Yas: Dosya No:
Cinsiyet:

Hastalik oykusu:
Aile hikayesi:
Hastalik suresi:
Aldigi tedaviler:

Atopi ve allerji dykusu:

Tel:
Adres:
Hasta [ ] Kontrol [ ]
Klinik Skorlama
0.gln 20.gun 40.gun
Desloratadin
Plak sayisi
En genis plak ¢api
0 |Yok 0 |Yok 0 |Yok
Kasinti 1 | Hafif 1 | Hafif 1 Hafif
2 |Orta 2 |Orta 2 Orta
3 | Siddetli 3 | Siddetli 3 | Siddetli
0 |Yok 0 |Yok 0 |Yok
Uyku tizerine etkisi 1 |Hafif 1 |Hafif 1 Hafif
2 |Orta 2 |Orta 2 Orta
3 | Siddetli 3 | Siddetli 3 | Siddetli
0 |Yok 0 |Yok 0 |[Yok
Gunluk aktiviteler 1 | Hafif 1 | Hafif 1 Hafif
uzerine etkisi 2 |Orta 2 |Orta 2 Orta
3 | Siddetli 3 | Siddetli 3 | Siddetli




Ek 3: IL-4 R Q576R Polimorfizmi PCR protokoli

Denatiirasyon

Siklus 1
Hedef sicaklik(C°) 95
inkiibasyon siiresi(sn) 60

Sicaklik degisim orani(C%sn) 20

Amplifikasyon

Siklus 50

Segment1 Segment 2
Hedef sicaklik(C?) 95 58
inkiibasyon siiresi(sn) 0 10
Sicaklik degisim orani(C%sn) 20 20

Melting Curve analizi

Siklus 1

Segment 1  Segment 2
Hedef sicaklik(C°) 95 45
inkiibasyon siiresi(sn) 0 30
Sicaklik degisim orani(C%sn) 20 20
Cooling
Siklus 1
Hedef sicaklik(C°) 40
inkiibasyon siiresi(sn) 30

Sicaklik degisim orani(C%sn) 20

Segment 3
72
10
20

Segment 3
85
0
0.2






