T.C.

CELAL BAYAR UN IVERSITESI
IC HASTALIKLARI ANAB iLiM DALI
ALERJI - IMMUNOLOJI BiLiM DALI

KRONIK URTIKERDE T LENFOSIT ALT GRUPLARI

YAN DAL UZMANLIK TEZ |

Uz.Dr. Papatya BAYRAK DE GIRMENCI

Tez Danigmani
Doc.Dr. Cengiz KIRMAZ

Manisa 2011



ONSOZ

Alerji-immiinoloji ailesine girisime olanak saglayan, bilimsel ve sosyal
alanda yol gdsterici olan, yan dal uzmanlk egitimimin her asamasinda ve
tezimin hazirlanmasinda bana destek olan degerli hocam i¢ Hastaliklar
Alerji-immuinoloji Bilim Dali Bagkani Dog.Dr. Cengiz KIRMAZ' a ¢ok tesekkiir

ederim.

ic Hastaliklari Anabilim Dal’ nin tim saygi deger dgretim lyelerine,
Histoloji-Embrioloji Anabilim Dal’ ndan Dog¢. Dr. Seda Vatansever e,
Biokimya Anabilim Dal’ ndan Do¢.Dr. Ece Onur a, Halk Saghgdi Anabilim
Dal’ ndan Uz. Dr. Beyhan Cengiz Ozyurt’ a ¢ok tesekkiir ederim

Uzmanlik egitim surecinde bir ¢ok guzelligi paylastigim uzman
arkadaslarima, asistan arkadaslarima ve hemsirelerimize cok tesekkir

ederim.



ICINDEKILER

(0] N[ S1 VAU SRS PRRSPRN i
L GIRIS ettt are e 1
I GENEL BILGILER......cciutiiiiiiiiiiiiiiittttt e 2
2.1 KRONIK URTIKER ..ottt 2

2. 1.0 TANIM .ot 2

2.1.2 Siniflama ve patogenez ............cceeeeieeeiveeeiiiiee e 2

2.1.3 IMMUNOPALOGENEZ ... 3

2.1.4 Helicobacter pylori enfeksiyonu kronik drtiker iligkisi......... 6

2.2 OTOIMMUN URTIKER ....vviiieicieieieieieeeeeeeeeeees s 6
2.2.1 Tiroid otoimmdinitesi ve kronik otoimmdan urtiker .............. 6

2.2.2 OtOANTIKOIIAN ...ttt 7

2.2.3 Plazmada histamin salgilatici faktorler..................c......... 10

2.2.4 Hucresel defekt teoriSi .........uuvvveeiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeeeeee 11

2.2.5 Kompleman sisteminin roll............cccooeveeiiiiiiiiniineeieceeins 11

2.2.6 Histolojik bulgular.............ooooiiiii s 12

2.2.7 Otoantikorlarin belirlenmesi ..., 13

2.2.6.1 in vivo testler: Otolog serum deri testi (OSDT)..... 13

2.2.6.2 N VItro teSHIET ......ovivecieieeeeeeeeeeee e 13

2.3 T LENFOSIT ALT GRUPLARI .....ooovveieceectececeee e, 15

2.3.1 T yardimci hicre farklilagmasinin antijen ile moduilasyonul8

2.3.2 Sitokinlerle modilasyon ...........ccoooveiiiiiiiiiiiiiii s 18



2.3.3 Dendritik hiicrelerle modulasyon............cccccceeeeiiiiiineennne, 20

2.3.4 T regulatuvar hicreler ile modulasyon..............ccccevveeneee 21

I GEREC VE YONTEM ....ooiiiiiiiiiiie ettt 23
3.1 Otolog serum deri testinin yapiliSI...........ceeiiiiiieiiiieeiiiee e 24

3.2 Periferik kan mononukleer hiicre KUItUrd............cccoovvviiiiiiennnen. 25

3.3 Biokimyasal analizler .............ccooiiiiiiiiiiic e 26
3.3 L IL-4 OIGUMU et 26

3.3.2 1L-20 OIGUMU ...ttt 26

3.3.3 1L-23 OIGUMU ...ttt 26

3.3.4 TGF-BL OIGUMT ...ttt 26

3.3.5 1L-17 OIGUMU .. 27

3.3.6 IFN-Y OIGUMIUL ...ttt 27

3.4 KONtrol grubu ........vveeieiicccceeeee e 27

IV. BULGULAR ..ttt e e e e e e e 28
V. TARTISMA et a e e e eaaa s 39
VI. SONUCLAR VE ONERILER........c.coviiieieeece e 46
VIL OZET oottt ettt ettt 47
VL INGILIZCE OZET ..o 49
IXo KAYNAKLAR L 51



l. GIRIS

Urtiker; vazodilatasyon ve permeabilite artigi nedeniyle gelisen deriden
kabarik, kirmizi ve kasintili deri lezyonudur. Alti haftadan daha uzun suredir
devam eden ve haftada en az 2 gin tekrarlayan Urtiker, kronik Urtiker olarak

degerlendirilir.

Kronik drtiker tanisinda oncelikle fiziksel, alerjik, psodoalerjik ve
enfeksiydz nedenler dislanir. Nedeni bulunamayan olgular ise kronik
idiyopatik trtiker (KiU) olarak adlandirilir ve kronik trtikerli olgularin %70’den

fazlasi bu grup icinde yer almaktadir.

Son vyillarda KiU’ li olgularin bir kisminda mast hiicrelerinin ve
bazofillerin yiksek afiniteli IgE reseptorinin alfa altbirimine (FceRla) ya da
IgE’ye karsi IgG tipi otoantikorlar tespit edilmigtir. Bu otoantikorlar fonksiyonel
olarak aktiftir ve saglikli dondrlerin bazofillerinden ve derideki mast
hicrelerinden in vitro olarak histamin salinimina neden olmaktadir. Serumda
var olan bu antikorlari saptamak icin kullanilan 6zgullugu ve duyarlihgi
yuksek guvenilir bir yontem olarak otolog serum deri testi (OSDT)
kullaniimaktadir.

Yapilan tim bu caligmalar KiU’ de birbiriyle baglantili cok cesitli
olaylarin rol oynadigi komplike bir patogenez oldugunu goéstermektedir. KiU
etiyolojisi ve patogenezi ile ilgili pek ¢cok calisma yapiimis olmakla birlikte,
kesin olarak ispatlanmigs bir neden ve mekanizma halen bilinmemektedir. Bu
nedenle KiU etiyolojisi ve patogenezine yonelik aragtirmalar 6nemini
korumaktadir.

Bu tez calismasinda OSDT ve lenfosit hiicre kultird ydntemlerini
kullanarak, KiU’ in otoimminite ve yardimci T lenfosit alt gruplar ve
sitokinleri ile iligkisini belirleyerek KiU patogenezinde bir ilerleme saglamayi

amacladik.



Il. GENEL BIiLGILER

2.1 KRONIK URTIKER

2.1.1 Tanim

Urtiker yiizeyel dermis tabakalarini tutan, deriden kabarik, eritemli,

basmakla solan kasintili deri lezyonudur. Urtiker lezyonu 24-48 saat iginde

deri Uzerinde iz birakmadan solar. Urtiker hastaligin gelisim sirecine bagli

olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Sikayetler 6 haftadan kisa bir siredir devam

ediyorsa akut Urtiker (AU), haftada en az 2 kez tekrarlayip 6 haftadan daha

uzun bir seyir gosteriyorsa kronik trtiker (KU) olarak incelenmektedir. Bazi

olgularda kronik zeminde tekrarlayan ataklar olmaktadir bu durumda da

kronik intermittan Urtiker olarak degerlendirilir (1-2).

2.1.2 Siniflama ve patogenez

Tablo 1. Urtiker Siniflandirmasi

Grup Subgrup
Spontan urtiker Akut Grtiker
Kronik urtiker
Fiziksel Grtiker Soguk
Gecikmis basing
Solar
ISl
Dermografizm
Vibratuvar Urtiker
Akuajenik urtiker
Kolinerjik
Kontakt

Egzersiz nedenli

Ozellik

6haftadan kisa sureli
6 haftadan uzun sureli
Soguk hava/su/riizgar
Vertikal basing sonrasi 3-8 saat icinde geligir
uv

Lokal 1sI

Mekanik uyari
Mekanik vibrasyon

Su

Vicut Isisinin artmasi
Kontakt

Egzersiz




Tablo 2. Kronik Urtikerin basit siniflamasi

Fiziksel Urtiker (%35)
Dermografizm

Soguk urtiker

Kolinerjik trtiker

Geg basing urtikeri
Otoimmun Urtiker (%25)

Kronik idiyopatik Urtiker (%35)

Urtikerin patofizyolojik mekanizmalar acgisindan siniflandiriimasi IgE-
bagimli veya kompleman aracili immunolojik durumlar, direkt mast hicre
degranilasyonu veya arasidonik asit metabolizmasini  etkileyen
nonimmunolojik mekanizmalar ve idiopatik durumlar olarak yapilabilir (3).
immiinolojik olmayan KU, morfin, kodein gibi maddelerin direk histamin

salgilatici etkileri ile gelismektedir.
immiinolojik mekanizma ise 2 sekilde gelismektedir:

1- Tip 1 Anaflaktik drtiker: IgE aracili erken tip asir duyarlilik
sOzkonusudur. Mast hicrelerinin antijenle kargilagsmasi sonrasi

mediator salinimi, deride Urtiker plaklari ve mukozal 6dem geligir.

2- Tip 3 immin kompleks aracili, vaskilitik tirtiker: Burada antikor antijen
kompleksi gelisimi ile kompleman aktivasyonu so6zkonusudur.
Vaskdlitik Urtikerde lezyonlar 24 saatten daha uzun sirer ve
pigmentasyon birakarak iyilesir. Eklem ve karin agrisi, lenfadenopati

olabilir. Malignite ve bagdoku hastaliklari ile birliktelik gordlebilir.




Kronik drtiker toplumda %0.1 oraninda rastlanan bir hastaliktir.
Olgularin %20’ si baslangictan 20 yil sonra bile devam edebilmektedir (4).

Klinik 6zellikler acisindan diger gruplara benzerlik goéstermekle birlikte,
kronik idiopatik Urtiker olgulari genlikle atopik yapili degildir, serum IgE
dizeyleri normal sinirlardadir  (5). Fiziksel drtiker olgulan ile
kargilastirildiginda, lezyonlar en az 8-12 saat surmektedir ve reziduel
pigmentasyon gorulmemektedir. Larinks ddemi nadiren gortlmekle birlikte
hayat! tehdit edici degildir. Kasintt hemen her zaman goérulen bir belirtidir.
Kronik Urtikerde gelisen deri lezyonlari, deriden kabarik sekli degisken ancak
genelde dairesel lezyonlardir. Tipik biyopsi 0Ornegdi nekrotizan olmayan

perivaskiler mononukleer hiicre infiltrasyonudur (6, 7).

2.1.3 immiinopatogenez

Kronik Urtikerde hastalarin  %80-90' inda eksternal bir neden
saptanamaz. Kronik Urtiker patogenezini aciklamak icin cesitli teoriler vardir
ancak hicbiri kesinlik kazanmamigstir. Deri biopsisinde degranile olmus mast
hiicreleri, eozinofil, T yardimci hucre 1 (Thl), T yardimci hiucre 2 (Th2),
lenfosit, notrofil ve bazofiller saptanir. Bu bulgular alerjik reaksiyonun gecg
fazina benzemektedir. KiU patogenezi ile ilgili calismalar daha cok mast
hiicreleri, IgE aracili bazofil aktivasyonu lizerine yogunlasmistir (8). KiU
hastalarinda mast htcrelerinin mediyator iceriginin daha kolay salindigi,
intradermal kodein ve 48/80 maddesi ile gosterilmigtir (9-10). Mediyator
salinimi egilimindeki bu artisin nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Mast hicrelerinden mediyatér salinimina neden olan immunolojik ve
immiinolojik olmayan bir cok faktér gosteriimistir. imminolojik olmayan

faktorlerin rolt net degildir (11).

Tip | hipersensitivite reaksiyonlari spesifik IQE’ ye antijenin baglanmasi
ile olusan kronik Urtikerden ¢ok akut trtiker olgulari icin gecerli bir nedendir.

Periferik kandaki bazofiller erken fazda degil, ge¢ faz reaksiyonlarinda oldugu



gibi dolasimdan lezyonun oldugu yere go¢ ederek lezyonlarin devaminin
saglanmasinda rol oynamaktadirlar (12).

alerjen

anti-FceR1

. P maddesi

kok hiicre faktori

C5a

: kodein
anti-lgE

Sekil 1. Mast hiicresinden mediyatdr salinimina neden olan faktorler

Besinlerin neden oldugu IgE’ ye bagh alerjik reaksiyonlarin tek basina
urtikeriyel dokunttye yol agmasi nadir bir durumdur. Genellikle orofarengeal

kasintl, kusma ve karin agrisi gibi diger semptomlarin eslik etmesi beklenir (5).

Gida katki maddelerine ve diyetteki salisilatlara karsi gelisen
psodoalerjik reaksiyonlar halen tartismalidir . Psddoalerjik reaksiyonlarin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekte, prostaglandin yerine artmis l6kotrien

sentezi su¢lanmaktadir (13).

Fiziksel Grtikerli hastalardaki mast hiicre degranitlasyonunun nedeni
tam olarak bilinmemektedir. Bazi dermografizm, kolinerjik, soguk ve solar
urtiker olgularinda immunglobulin serum faktoru tespit edilse de semptomatik
dermografizm ve kolinerjik Grtiker hastalarinda histamin salinimina neden

olan bir otoantikor gosterilememistir (14).

Psikolojik stresin urtiker ve anjioddemi tetikledigi bilinmektedir. Kronik
urtikerli  hastalarda  kortikotropin  salici  hormonun (CRH) CRH-R1



reseptorlerinde up-regulasyon oldugu bunun da CRH’ a bagh deride mast
hiicre degranulasyonuna neden oldugu dusunulmektedir (15).

Hepatit C, hepatit B, EBV enfeksiyonlarinda oldugu gibi immun
kompleks yoluyla aktive olan kompleman sistemi anaflatoksin C5a yolu ile

mast hucrelerinden histamin salinimina yol acabilmektedir (16,17,18).

2.1.4 Helicobacter pylori enfeksiyonu kronik trtike rili gkisi

Kronik Urtikerde H.pylori enfeksiyonunun roli heniz tam olarak
aydinlatiimis degildir. KU olan hastalarda H.pylori eradikasyonu sonrasi klinik
bulgularin geriledigi bir cok ¢calismada bildirilmigtir (19, 20).

2.2 OTOIMMUN URTIKER

Daha onceleri kronik idiyopatik 0rtiker olarak tanimlanan olgular
ginumizde iki grupta incelenmektedirler: Kronik otoimmun drtiker (KOU) ve
kronik idiyopatik Urtiker (KiU). Urtiker olgularinin %80’ den fazlasinda bir
neden saptanamamaktadir ve idiopatik olarak kabul edilmektedir. Ancak son
yillarda KU otoimmiin bir hastalik olarak kabul ediimektedir. KOU olgularin
%40-50’ sini olusturmaktadir (2).

2.2.1 Tiroid otoimmunitesi ve kronik otoimmun Urtik er

Kronik Urtiker hastalarinda antitiroid antikorlarinin yiksek saptanmasi
patogenezde bu antikorlarin etkili olabilecegi dustincesini dogurmustur (21).
Leznoff ve Susman KiU’ li 624 olgunun %14’ {inde antimikrozomal ve anti-
tiroglobulin antikorlarinin yiksek oldugunu gostermislerdir (22). Ayrica tiroid

antikor pozitifligi olan 46 kronik Urtiker hastasina L-tiroksin vermigler ve 8’ inde



4 haftada remisyon saglamiglardir. Rumbryt calismasinda kronik urtikeri olan
oOtiroid ancak antikor pozitif vakalarda L-tiroksin tedavisi ile yanit almigtir (23).

Kronik drtikerli hastalarda tiroid otoantikor pozitifligi insidansi %15 ile
%24 arasinda bildirilmigtir (24, 25).

Kikuchi ise KOU’ li hastalarda (%27), KiU’ li hastalara gore (%11)
antitiroid antikorlarini daha yuksek oranda pozitif bulmustur (24). Otoimmiin
hastaliklar (tiroid hastalidi, vitiligo, tip 1 DM, romatoid artrit ve penisiyoz
anemi) fonksiyonel otoantikorlari bulunan hastalarda bulunmayanlara gore

daha yuksek oranda saptanmigtir (26).

Otoimmiin tiroid hastaligi ile KU arasindaki iliskinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Ancak spontan ya da enfeksiyon sonrasi gelisen
tiroid dokusundaki inflamasyona bagl salinan antijenlerin immin yaniti
tetikledigi dustnulmektedir. Tiroid bezindeki inflamasyonun ve antijen
saliniminin azaltilmasi ile (cerrahi, antitiroid tedavi ya da tiroid hormon
replasmani) drtiker semptomlari azalabilmektedir. Ancak tiroid supresif
tedavinin 6tiroid ve antitiroid antikor pozitif hastalarda kronik Grtiker seyrini

degistirip degistirmeyecegdi heniliz tam olarak bilinmemektedir (27).

OSDT pozitif olan KU’ li olgularda HLA-DR4 ve DQS8 aleli ile in vitro
bazofil histamin salinim aktivitesi arasinda guclu bir iligki tespit edilmigtir (28).

2.2.2 Otoantikorlar

1986 yilinda Grattan ve arkadaslari KiU' |i hastalarin otolog
serumlarinin intradermal enjeksiyonu ile deride papul ve eritemin olustugunu
saptamiglardir. Boylece serumda histamin salgilatici faktdrlerin bulundugu
gosterilmistir (29). 1993 yilinda Greaves ve arkadaslart bu hastalarin
serumunda mast hicrelerinin ve bazofillerin ytksek afiniteli IgE reseptdriniin
alfa altbirimine (FceRla) karsi gelisen 1gG yapisinda fonksiyonel otoantikorlar

tespit etmigtir (30). Bu antikorlarin reseptore baglanmak icin IgE ile



yaristiklari gosterilmigtir. Daha bluyuk sayida hasta serumlari ile yapilan
calismada ise IgE varliginda bile antikorlarin reseptérlere baglandigi

gosterilmistir. Bu antikorlara yarismasiz adi verilmigstir (31).

Bir bagka calisma bu antikorun KiU’ li hastalarin %25’ inde etiyolojik
faktor oldugunu gostermistir. Ayrica hastalarin %5’ nin IgE’ ye Kkarsi
fonksiyonel otoantikorlara sahip oldugunu bildirmiglerdir (32).

IgE’ ye kargl gelisen otoantikorlar (anti-IgE) alerjik olmayan saglikli
bireylerde, atopik hastaligi olan hastalarda ve hiper IgE sendromlu

hastalarda da saptanmistir (33).

Gruber ve arkadaslart soguk drtikerli bir hastanin serumunda

fonksiyonel IgM yapisinda anti-IgE antikorlari saptamiglardir (34).

Sabroe ve arkadaslart 107 kronik drtiker hastasinin %31 inde

fonksiyonel otoantikorlar bulmustur (26).
Zweimann ve arkadaslari; 70 kronik trtiker hastasinin 30" unda,

Tong ve arkadaslarn ise 50 hastanin %52’'inde bazofil histamin salinim

aktivitesini gostermiglerdir (35, 36).

Ferrer, Kinet ve Kaplan 68 hastanin %48’ inde bazofillerden histamin
salinimi saptamiglardir (37).

Yine Sabroe ve arkadaglari 78 kronik idiyopatik Urtikerli hastanin %26’
sinda fonksiyonel histamin salinimina neden olan anti- FceRla- antikorlari; %15’
inde fonksiyonel olmayan anti- FceRla- antikorlari; %9’ unda mast hiicresine
0zgul histamin saldirici faktoér ve %9 unda anti-IgE antikoru saptamislardir.

Hastalarin %41’ inde ise herhangi bir faktor bulmamislardir (38).

ELISA yontemi serumdaki fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan total
antikorlar Olcerken, hedef hicreyi etkileme (bazofillerden histamin salinimi)
yetenegi hakkinda fikir vermemektedir (39). Ferrer, Kinet ve Kaplan kronik



urtiker hastalarinda Western Blot yontemi ile anti- FceRla  antikorlar

saptamiglardir (37).

Fiebiger ve arkadaglari da 281 kronik Urtikerli olgunun %38’ inde;
pemfigus vulgarisli olgularin %39’ unda; dermatomiyozitlilerin %36’ sinda;
sistemik lupus eritematozus hastalarinin %20’ sinde ve bulloz pemfigoidli

olgularin %13’ Giinde ELISA yontemi ile anti-FceRla antikorlar bulmuslardir (40).

Sadece antikor pozitif hastalarin serumunda bazofillerden histamin
salinimini gézlemlemiglerdir. Salinimin gozlendigi serumlardaki antikorlarin
%91’ i kompleman fikse edebilen IgGl ve IgG3 tipinde iken; salinimin

gozlenmedigi serumlardaki antikorlarin cogu IgG2 ve 1gG4 tipindedir.

Otoantikorlar disinda dolasimdaki bazi mediyatorlerin de histamin
salinimina yol actigi goralmustar. Kronik drtikerli hastalarin %5-10" unun
serumlarinin bazofillerden degil, mast hucrelerinden histamin salinimina
neden oldugu ispatlanmis ; 1gG yapisinda olmayan mast hicresine 6zgul

histamin saldirici faktér tanimlanmigtir (31, 41).

Ayrica periferik kandaki mononukleer hicreler tarafindan yapilan sitokin
yapisinda bir faktoriin bazofillerden histamin salinimina ve bazofil, T hlcresi

ve eozinofillerden sitokin sekresyonuna yol actigi bildirilmistir (42, 43, 44).

OSDT’ ni pozitif yapan nedenler:

1-IgE resept6rinin a subunitine karsl olusmus 1gG (anti- FceRla)
2-IgE’ nin Fc bolgesine karsi olusmus IgG (anti IgE)

3-Serumda saptanan diugstik molektl agirhikh bir bilesik (10-15 Kd).

Bu otoantikorlarin varligi KiU hastalarinin %30-50’ sinde gosterilmistir (2).



Bu IgG molekdlleri normal bazofillerle inklbe edildiklerinde histamin
salinimini tetikleyebilir, kompleman araciligi ile mast hicrelerini aktive
edebilir (34, 46).

Bu bilgilere ragmen invivo bu otoantikorlarin etkisi kesinlesmemistir.
IgG icermeyen serum bile pozitif OSDT’ ne neden olabilir. Ginimuzde hem
immunglobdlin hem de dusik molekul agirlikli molekuller olarak cesitli
histamin salgilatici faktorler tanimlanmistir. Fakat OSDT pozitifligine neden

olan temel bir neden tanimlanamamisgtir (47).

2.2.3 Plazmada histamin salgilatici faktorler

Bazi KiU hastalarinda trombin gibi trombosit kaynakl pihtilasma
faktorlerinin yiiksek diizeylerde oldugu gosterilmistir. Bir calismada 28 KiU’ i
hastanin serumunda kontrollerden daha yuksek dizeyde polipeptid F1+2
saptanmigtir. Bu peptid protrombinin trombine dontisimu sirasinda uretilir ve

dizeyi Urtikerin klinigi ile uyumludur (48, 49).

Trombin, mast hicreleri ve bazofilleri aktive edebilir, permeabiliteyi
arttirir, C5a Uretimini arttirir (50, 51, 52)). KiU hastalarinda IgG bagimli mast
hiicrelerinin histamin saliniminda artig gosterilmigtir (46).

Pihtilasma faktérlerindeki anormalliklerin saptanmasi KiU de otolog
plazma deri testi (OPDT) kullanimina yol agmistir. OPDT; OSDT’ nin Na-
sitrat antikoagulan iceren plazmanin intradermal enjeksiyonu ile uygulanan
bir varyantidir. Bir calismada KiU hastalarinda; OSDT %53 pozitif, OPDT ise
%86 pozitif saptanmistir. Ancak bu testin heniz gecerlilik ve guvenirligi
netlesmemistir (48). KiU, klinik olarak remisyonda bile olsa OSDT(+)’ ligi
surmektedir (53). OSDT’ ne benzer sekilde, Urtiker olmasa bile anti-FceRI
antikorlar; pemfigus, SLE, dermatomiyozit gibi otoimmun hastaliklarda da

saptanabilir (54).
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2.2.4 Hucresel defekt teorisi

KiU de mast hiicre ve bazofillerde sinyal veya fonksiyonlarinda bozukluk
oldugu gosterilmistir. KiU de mast hiicre sayisi deride normaldir ancak
saghkh kontrollere goére immunolojik olmayan sekilde mast hicre
degranulasyonu (48/80 maddesi veya kodein stilfat ile) daha kolay histamin
salinimi olur (55, 56). KiU hastalarinda serum bazofil sayisi irtikerin klinik
siddetiyle uyumlu olarak, deriye bazofil migrasyonu olmasindan dolayi

normallere gére dusuktur (57, 58).

KiU hastalarinda fonksiyonel farklliklarina gére 2 b azofil fenotipi

tanimlanmi gtir;
1- IgE reseptdr aktivasyonuna normal yanit veren bazofiller (responder)
2- IgE aracili aktivasyona yanit vermeyen yanitsiz tip (nonresponder) (59).

Her iki bazofil alt grubu yaklasik ayni sayidadir. Yanitsiz alt grupta IgE
reseptor aracili sinyalleri normalde inhibe eden regulatuvar proteinlerin hiicre
ici duizeyi yuksektir. Calismalarda otoantikor dizeyinden veya OSDT’ inden
farkh olarak bazofil yanitindaki normalizasyon ile semptomlarin dizeldigi

gosterilmistir (60, 61).

Sonug olarak bazi KU hastalarindaki birincil bozuklugun humoral degil

selller ya da subseliler olabilecedi sdylenebilir (62).

KiU olgularinda periferik kandaki mononiikleer hiicrelerde p21 Ras

yolunda regulasyon bozuklugu gdsterilmistir (63)
2.2.5 Kompleman sisteminin rolt

Kronik otoimmun drtikerli hastalarin serumlarindan elde edilen IgG’ nin
kompleman eklenmeden deri mast hicrelerinden histamin salinimi
yapamadigl; C2 ve C5 icermeyen serumlarin boyle bir etkisinin olmadigi
gOsterilmistir (64). Ayrica KU'li hastalarin serumundan elde edilen 1gG’ nin
bazofillerden histamin salinimini saglamak igcin kompleman kullandiklar da
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gOsterilmistir. C5a reseptorleri sadece derideki mast hucrelerinde bulunur;
akciger ve barsak mukozasinda bulunmaz. Fonksiyonel otoantikorlarin neden

sadece deri bulgularina yol actigi bu sekilde aciklanabilir (65).

2.2.6 Histolojik bulgular

Kronik drtikerli hastalarda dolasimdaki bazofil sayisinin azaldigi
bilinmektedir. Ayrica bazofil sayisi ile Urtiker siddeti arasinda negatif bir
korelasyon olmasi da dolasimdaki bazofillerin lezyon bdlgesine
migrasyonundan kaynaklandigi disunulmustir (66). Claveau ve arkadaslari
histamin saliniminin deride arttigini, periferik kanda ise azaldigini saptayarak

benzer bulgular elde etmiglerdi (67).

Yeni calismalarda kronik Urtikerli hastalarin serumlari diger kronik
urtikerli olgularin serumlart ile inktube edildiginde saghkl kontrol grubuna gore
bazofillerden daha fazla histamin salinimina yol actigr gosterilmis;
immunolojik uyaranlara olan yanitsizliktan farkl olarak bilinmeyen bir serum
faktorandn asirn bir yanita yol actigi dusundlmustir (33). Antikor pozitif ve
negatif olgularin biyopsi bulgular karsilastirildiinda 6nemli bir fark
saptanmamistir. KiU ve KOU hastalarininin biyopsilerinde CD4+ lenfosit,
monosit ve granulosit agirhkl perivaskiler infiltrasyon saptanmistir. Sabroe
ve arkadaslar ise otoimmin ve idiyopatik Grtikerlilerin biyopsi bulgularini
kargilastirdiginda otoimmun grupta granulositlerin daha fazla bulundugunu,
diger hucreler agisindan bir fark olmadigini; sitokin duzeylerinin (IL-4, IL-5,
IFN-gamma) otoimmun grupta daha yuksek bulundugunu gdstermislerdir
(68). Caprioni ve arkadaglari OSDT vyapilan yerden aldiklari biyopsi
orneklerinde Th1/Th2 lenfositler ve nétrofillerden zengin hicreler ile kemokin
aktivitesinde artis saptamiglardir. Ayrica dokunti olmayan deriden alinan
biyopsilerde de benzer bulgularin gdsterilmesi, yaygin bir immin asiri

yanitinin varligini gostermiglerdir (69).

12



2.2.7 Otoantikorlarin belirlenmesi
2.2.7.1 in vivo testler: Otolog serum deri testi (OSDT)

1946 yilinda Malmros kronik drtikerli bazi hastalarin serumlari kendi
derilerine enjekte edildiginde ani bir kizariklik ve kabarti olustugunu
bildirmistir (70). 1986 yilinda Grattan drtiker hastalarinin bazilarinda
remisyonda olmadiklari donemde intradermal otolog serum enjeksiyonu
sonrasi Urtikeriyel dokiuntllere benzeyen lezyonlarin gelistigini géstermistir
(29). Bu go6zlem guinimuizde otolog serum deri testi olarak kullaniimaktadir.
OSDT aktif kronik idiyopatik drtikerli hastalarin %50-60" nda pozitif
saptanmisg, fiziksel Urtiker ya da saglikh olgularda gosterilmemistir (38). Tam
olarak 6nemi ve klinik pratige katkisi bilinmese de akut Urtiker ile bagvuran

NSAIi duyarliligi olan olgularda da yiiksek pozitiflik gosterilmistir (71, 72).

OSDT in vitro bazofil histamin salinim aktivitesini en iyi gosteren in
vivo test yontemidir (1). Hasta serumunun enjeksiyonundan otuz dakika
sonra deg@erlendirildiginde normal salin enjeksiyonuna gére 1.5 mm ve daha
fazla olusan pembe renkli kabarti pozitif kabul edildiginde testin %70
duyarlihginin, %80 Ozgulliginin oldugu go6sterilmistir  (26). OSDT
pozitifliginin IgE’ yi inaktive etmek icin serum 30 dakika stre ile 56C’ de
Isitildiginda ve heparinize plazma kullanildiginda da devam ettigi bildirilmisgtir.
Ancak bir baska calismada heparinize plazma ile yapilan testte pozitiflik daha
disuk bulunmustur (73, 74).

Kronik drtikerli OSDT pozitif bulunan hastalarin kucuk bir kisminda
distuk molekal agirlikh bir faktorin bazofillerden degdil mast hicrelerinden

histamin salinimina neden oldugu dusundlmektedir (38).

Pihtilasma esnasinda olusan vazoaktif faktdrlerin OSDT pozitifligine
katkida bulundugu soylenebilir bu yizden OSDT kronik otoimmin artiker
tanisinda spesifik bir test olarak kabul edilmemektedir (33).
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Sekil 2. Otolog serum deri testinde pozitiflige neden olan otoantikorlar

2.2.7.2 In vitro testler

ELISA ya da Western Blot yontemleri ile serumdaki fonksiyonel ve
fonksiyonel olmayan total antikorlar 6lctlebilmektedir. Bazi otoimmin
bagdoku hastaliklarinda ve diger kronik Urtiker tiplerinde de bu antikorlar var
oldugui i¢in bu testlerin 6zgulligu oldukga dugtktir (62). Bugln igin en yararli
in vitro test otoantikorlara bagl bazofil ve deri mast htcrelerinden histamin
saliniminin gosterilmesidir (39). Anti- FceRla antikorlarin saptanmasi igin
dondr bazofilleri laktik asit ile kargilastirilir IgE’ lerinden ayrilmasi saglanir.
Ayrica bazofiller IgE ile duyarhlastirilarak anti-Igg antikorlari saptanmaya
calisilir. inkiibasyon ortamina IL-3 eklenerek olciim daha duyarli hale getirilir.

Bazi arastiricilara goére test icin mast hicreleri bazofillere gére daha ¢ok
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tercih edilmelidir (75, 76). OSDT (+) KiU’ li hastalarin serumlari atopik
donoriin  bazofilleri ile inkiibe edildiginde hedef bazofillerde CD63
ekspresyonuna neden olmaktadir (77). Benzer sekilde donér bazofillerinde
CD203c ekspresyonunun OSDT pozitifligi ile iligkili oldugu gosterilmistir (78).
Bazofil aktivasyon gostergelerinin ekspresyonu akim sitometrisi kullanilarak
saptanabilir. Bu testin ileride otoimmun kronik Urtiker i¢in bir tarama testi

olabilecegini séylemek mumkinduir (62).

Bazofil histamin salinimi Glgiimleri KOU’ li hastalarda fonksiyonel
antikorlarin tespit edilmesi igin “altin standart” testtir. Ancak standardizasyon
gucligu ve zaman almasi nedeni ile bugin daha cok arastirma amacli
kullaniimaktadir. Western Blot ve ELISA gibi fonksiyonel olmayan, antikorlari
da tesbit ettiginden 6zgul degildir. OSDT in vitro bazofil histamin salinim

aktivitesini en iyi gésteren in vivo test yontemidir (1).

2.3 T LENFOSIT ALT GRUPLARI

Edinsel immun yaniti olusturan T lenfositler; hiicre ylizey es-reseptér
ekspresyonu ve farkli MHC molekdlleri ile etkilesmeleri sonucu CD4(+) ve
CD8(+) olarak 2 alt gruba ayrilmaktadir. Bugin i¢cin CD4(+) T lenfositler ise 4
gruba ayrilmaktadir; T helper 1(Thl), T helper 2(Th2), T helper 17(Th17),
regulatuvar T hicre (T reg) (79).

Thl hicreler; bashca 1L-2, IFN-y, TNF-f sekrete eder ve
mycobacterium gibi hlcre i¢i organizmalara karsi immunitede gorevli
hiicrelerdir. IFN-y sekresyonu ile makrofajlart aktive ederek hicresel
immunite, gecikmis tip IV hipersensitivide, sitotoksik T lenfosit
farkhlasmasinda rol alir. Ayrica proinflamatuvar 6zellikte olan Thl hicreler

bazi otoimmun hastaliklarda da rol alir (80).

Th2 hdcreler; I1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 sekresyonu yapar. Parazitik
enfeksiyonlara karsi gelisen immunitede, IgE sentezi ve alerjik inflamasyonda
rol alirlar (81).
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Hem Th1 hem de Th2 hicreler naive T hticrelerden geligir. Antijenle ilk
kargilagsma sirasinda IL-12 veya IFN-y ya da IL-4 varliginda naive T hicre
Thl veya Th2'ye polarize olur. Bu fenotip polarizasyonu sirasinda IL-4, IFN-y

salinimini inhibe eder veya tam tersi de olabilir.

Infante-Duarte ve ark. tarafindan 2000 yilinda tanimlanan IL-17 Ureten
Th17 hicreler farkli bir alt gruptur (82, 83). Thl hicrelerin IFN-y sekresyonu ile
inflamasyona nasil aracilik ettigi net degildir. Bu ylizden Th17’ lerin kesfi bu
surecin anlasiimasina katkida bulunmustur. Th17 hdcreler, IL-17, IL-6, TNF-a
ve IL-22 eksprese eder (84, 85). Th17 hucreler bakteri, fungus gibi hiicre disi
patojenlere karsi gelisen immuin yanitin erken fazinda rol alirlar. Ayrica
otoimmunite ve inflamasyonda da 6nemlidirler. Otoimmin modellerde Thl
hiicrelerin genetik delesyonu olmadan IL-17’ nin nétralize edilmesi patolojiyi
ortadan kaldirmaktadir (86). Anti-IL-17 deneysel artiritlerde eklem hasarini
azaltmig, astim modellerinde eozinofilik infiltrasyonu arttirmig, notrofil
infilltrasyonunu ise azaltmigtir (87). Disaridan uygulanan IL-17’ nin pulmoner
eozinofili ve brons asiri duyarlligini azalttigi béylece IL-17’ nin regulatuvar rolt
olabilecegi dusunulmustur (88). Thl7' nin yonettigi notrofil infiltrasyonu Th2
aracil eozinofili ile ters yonludur. Tekrar uyarilmadan sonra Th17 hicreler IL-
17 agirhikh fenotipi kaybetmez. Th17 hicreler Thl ve Th2 hicreler ile yarigan
ayri bir alt gruptur (89). Calismalarin cogu fare modelleri tGizerinde olsa da IL-
17’ nin proinflamatuvar rolt ve Th17 hicrelerin otoimmunitede 6nemli rol aldigi
gosterilmistir. Th17 hicrelerin en 6nemli sitokini olan IL-17’ nin IL-6, TNF-a ve
IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinleri ve CXCL1, CXCL2, CXCL8 gibi akut
inflamasyonda goérevli kemokinleri indikledigi bilinmektedir. Bu kemokinler
Th17 aracili enflamasyonun tipik 6zelligi olan noétrofillerin toplanmasini saglar
(90, 91). Thl ve Th2 hucrelerden farkh olarak Th17 hicreler notrofil birikimi ve
yasamlarini surdirmesini, matriks degradasyonu ve vyapisal hucrelerde
proinflamatuvar sitokinlerin indiksiyonunu destekleyerek doku
enflamasyonuna aracilik eder. Hastaliklardaki bu patolojik streclerin yani sira
saglikli kisilerde Th17 hicreler bakteri ve mantar enfeksiyonlarina karsi
immunitede rol almaktadir (92).
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T hicre alt gruplarini belirlemekte mantikli olan yaklagim hicrelerin
sitokin reseptor ekspresyonlarini saptamaktir. Thl hicreler, IL-12 reseptor
zincirlerinin her ikisini de eksprese eder (IL-12RB1 ve IL-12R (2), Th2 ve
Th17 hicreler yalnizca IL-12RB1 eksprede eder. Th2’ ler ayni zamanda IL-4
reseptorleri eksprese ederken Thl7, IL-23 reseptoru (IL-23 reseptord; IL-
12RB1 ve IL-23R zincirinden olusmus bir heterodimerdir), TGF-f3, IL-6, IL-21
reseptorleri de eksprese eder (93, 94).

T helper hiicreler kemokin reseptdrlerine gére de siniflandirilabilirler.

Thl: CXCR3, CCR5

Th2: CCR3, CCRS8, CCR10

Th17: CCR2, CCR6 sekrete eder.

Bu reseptorlerin sekresyonu 6zel ve surekli degildir (95, 96, 97).
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Sekil 3. T helper alt gruplari, sitokinleri ve transkripsiyon faktérleri.
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2.3.1 T yardimci hicre farklila gmasinin antijen ile modulasyonu

Fare modellerinde genellikle antijenin dugtuk dozlari ve alum gibi
adjuvanlar Th2 yaniti uyarir. Antijenin yuksek dozlarn ve mikobakteriyel
adjuvanlar (Freud’s adjuvan) Thl yaniti uyarir. Ancak insanda bu farklilasma
net gosterilememistir (98, 99). Mikobakteriyel DNA fragmanlarindan elde
edilen CpG oligodeoksinikleotid (TLR9 ile bagl) insanda Thl yaniti
uyarmaktadir. HPV asisi gibi monofosfolipid A iceren adjuvan olarak da TLR4
ligand kullanan agilarin T hiicre polarizasyonunda etkileri net degildir (100,
101, 102, 103).

2.3.2 Sitokinlerle modilasyon

Her Th alt tipi icin dominant olan sitokin, transkripsiyon faktori ve
sinyal molekdlleri vardir. Karekteristik transkripsiyon faktdrtinin aktivasyonu
ile polarizasyon baglar. Bu baslangi¢c polarizasyonu dominat sitokin ve
transkripsiyon faktorinin amplifikasyonu izler (104). IL-12; Thl farklilagmasi
icin baslangi¢ sitokindir. Dendritik hiicrelerden salinan IL-12, naive CD4+ T
hicreler Uzerindeki IL-12R (IL-12RB2)’ Gnu baglar sonugta STAT4 aktive
olur. STAT4, Tbet transkripsiyon faktortiini aktive eder ve IFN-y salinimi
induklenir. IFN-y’ nin Th1 hucreler Gzerindeki reseptorine baglanmasi STAT-
1’ i aktive eder ve sonrasinda Tbet calisir. IL-12 ayni zamanda NK hicrelerin
IFN-y salinimini indtikler boylece Thl gelisimi saglanir (105, 106, 107, 108).
IL-18, Th1l yaniti ilerletmede IL-12 ile birlikte caligir. Dendritik htcrelerden
salinan tipl interferonlar ayni zamanda Th1l yolaginin mattrasyonunu uyarir
(109, 110, 111).

IL-4 Th2 gelisiminde en dnemli sitokindir. NK, T, mast ve eozinofil gibi
pek cok hicreden salinir.Ancak roli I1L-12 kadar net bilinmemektedir. IL-4
kendi amplifikasyonunu etkiler. STAT6’ yi aktive eder, ardindan da

transkripsiyon faktorii GATA3 aktive olur ve IL-4 sekresyonu induklenir.
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Epitelyal hicre sitokini olan timik stromal lenfopoetin (TSLP) Th2 hiicreye
dogru geligimi saglar (114, 115, 116).

Th17 hicreler bakteri, fungus gibi hiicre disi patojenlere kargi gelisen
immun yanitin erken fazinda gorev alirlar. Proinflamatuvar sitokin ve kemokin
salinimini  indukler, nétrofillerin - toplanmasini  saglarlar bu ylzden
otoimmiunite ve doku inflamasyonunda 6nemlidirler. Daha 6nce Thl aracili
oldugu dusundlen inflamatuvar hastaliklarda bugin icin Th17’ lerin énemli
rol anlasiimistir. Th17 hiicreler karakteristik olarak; IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-
26, IL-6 ve TNF-a sekrete eder. Ayrica Th17 farklilagsmasinda IL-23 ve TGF-
B 6nemli rol almaktadir. IL-23 heterodimerik bir sitokindir; 1L-23p40 ve p19
subdnitlerinden olusur. IL-23 p40 subunitini IL-12 ile paylasir. IL-12 ve IL-23
ortak yapilari olmasina ragmen c¢ok farkli etkileri vardir. IL-23; dendritik hiicre
ve makrofaj gibi aktive olmus antijen sunan hucrelerce salnir (117, 118). IL-
23 hem exvivo izole edilmis memory Th17 hicrelerin hem de in vitro Uretilmis
Th17 lerin IL-17 Gretimini artirir. Ayrica Thl hicrelerin IL-12 yoluyla IFN-y
uretmelerini  baskilar. Thl hucrelerin IL-17 UGreten Th17 hicrelere
farkhlasmasini saglar. 1L-23 Th17 alt tipinin yasami, stabilizasyonu ve
devami i¢cin 6nemli rol alir. Th17 farkhlagsmasi icin IL-13 ve IL-6 veya IL-13 ve
IL-21 olmasi gereklidir. Ancak IL-6 stimulasyonu dominant yolaktir. IL-1, IL-6,
IL-21 STAT3 U aktive eder ve ardindan transkripsiyon faktéri RORyt aktive
olur. IL-17a, IL-17f ve IL-21 sekrete edilir. IL- 21 Thl7 farkhlagsmasini
amplifiye eder. Farede Thl7 farklilagsmasinda 6nemli olan IL-23 ve TGF-
insanda halen tartismalidir (119).

T hicre polarizasyonunda transkripsiyon faktorleri dnemlidir. Thl
farkhlagsmasi icin Thet (TBX21 veya T-box 21), Th2 farklilagsmasi icin GATAS,
Th17 farklilagmasi icin RORyt 6énemli rol alir (120, 121).

Tbet; IFN- y ve IL-12RB2 gen transkripsiyon indiksiyonu ile Thl
gelisimini saglar. IL-4, IL-5 ve IL-17 sekresyonunu inhibe eder. Ayni zamanda
GATAS’ Un hedef DNA ile etkilesimini 6nleyerek Th2 farkhlasmasini inhibe
eder.
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GATAGS; farelerde Th1l farklilagsmasini inhibe etmigtir.

RORyt ekspresyonu, Thl ve Th2 farkhlasmasini farede bloke etmistir
(122, 123).

2.3.3 Dendritik hicrelerle modulasyon

En guclu antijen sunan hicre olan dendritik hiicreler (DC)’ in en az 5

alt tipi vardir ancak fonksiyonel olan DC1 ve DC2 alt tipleridir.

DC1: CD11(+), CD123(zayif +) = IL-12 ve tipl IFN sekrete eder Thl

farkhlasmasini saglar.
DC2: CD11(-), CD123(+) = Th2’ ye kayigi saglar.

DC1 ve DC2 plazmositoid veya myeloid prekirsoérlerden gelisebilir. Bu
farkhlasma karsilagilan antijenin yapisi ile ilgili olabilir. DC’ ler toll-like
reseptdrler (TLRs) olarak bilinen molektller eksprese ederler. TLRs farkl
mikroorganizmalar Uzerinde eksprese olan farkli patojen iligkili molekuler
patern (PAMP)’ leri tanir (124, 125, 126, 127).

Myeloid DC2’ ler ; TLR3, TLR4, TLR8 eksprese eder.
Plasmositoid DC1’ ler ise ; TLR7, TLR9 eksprese eder.

TLR’ lerin ligasyonu DC’ leri aktive eder ve sitokin Uretimi artar.
Bakteriyal DNA da bulunan CpG motifleri tantyan TLR9’ un ligasyonu; IL-12
ve IFN-y sekresyonu ile Thl’ e farklilasmayi saglar. TLR’ lerin parazitler ile
ligasyonu DC’ leri indUkler, TLR2 ve TLR4’ Un ligasyonu Th2’ ye yonlenmeyi

saglar.

Hayvan modellerinde TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 ligasyonu Thl7
polarizasyonunu saglamistir. DC’ ler Uzerindeki TLR’ lerin ligasyonu DC

maturasyonunu baslatir, MHC2 ekspresyonu, CD80/86 ekspresyonu artar,
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sitokinlerin translasyon ve transkripsiyonu artar sonug¢ olarak DC’ ler T hiicre
polarizasyonunu etkilerler (127, 128, 129, 130, 131).

2.3.4 T regulatuvar hicreler ile modulasyon

Fare calismalarinda regulatuvar T hicreler (Treg) timik(naturel-
(nTreq)), periferal (indikte(iTreg)) olarak ayrilir. nTreg ; CD4+CD25+ ve
Foxp3 eksprese ederler. Ayrica etkilerinin ilgili sitokin ve hticre-hlicre temasi
ile gelistigi gosterilmistir. iTreg hicreler antijen sunan hicrelerin aktivasyonu
sonucu Uretilir. Eski literatiire gore bu hicreler Tr1( IL-10 sekrete eder), Th3
(TGF- sekrete eder)’dur (132, 133).

insanda Treg hiicreler en iyi helmintik enfeksiyonlarda calisiimistir.
Parazitik enfestasyonlarin yogun oldugu bélgelerde atopi insidansi azalmigtir.
Bu durum parazitik enfestasyonlarin Treg matirasyonunu indukledigini
dusundirmektedir. Parazitik enfestasyonu olan hastalarda Treg’ lerin yiksek
dizeyde IL-10 ve/veya TGF-[ sekrete ettigi gorulmastir (134).

Saglikh kisilerde cevresel alerjenlere karsi verilen immun yanitta Treg’
ler dominant hicrelerdir. Alerjik yanitin gelismesi Treg’ lerin baskilanmasina
veya Th2'’ lerin artmasina bagli olabilir (135).

[I-6; Treg gelisimini inhibe eder

IL-2; Th17 gelisimini engeller

IL-27; Th17 polarizasyonunda rol alir.
Treg’ ler Th17 gelisimini inhibe eder

insanda Treg gelisimi icin TGF-B ve IL-2 indilksiyonu STAT5S’ iaktive
eder ve ardindan Foxp3 aktive olur. Treg’ ler IL-10, IL-35, TGF-B sekrete
eder. TGF-B Treg’ ler icin amplifiye edici sitokindir (136). Treg’ lerin periferal

toleransin saglanmasi ve surdirilmesinde dnemli oldugu gosterilmigtir. Hem
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nTreg hem de 1Treg’ ler calismalarda alerjen spesifik efektor hicreleri inhibe
etmigstir. Su yolaklarda rol almaktadirlar:

-Dendritik hiicrelerin baskilanmasi

-Efektér Thl, Th2, Th17’lerin baskilanmasi
-Alerjen spesifik IgE sentezinin baskilanmasi
-IgG4 sentezinin uyariimasi

-Mast hicre, bazofil ve eozinofillerin baskilanmasi

-Efektoér T hicrelerin dokulara migrasyonunun engellenmesi (137).
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ll. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Celal Bayar Universitesi i¢c Hastaliklari Erigkin Alerji-
immiinoloji Bilim Dali, Histoloji-Embrioloji Anabilim Dali, Biokimya Anabilim
Dali ile birlikte yapiimistir. Tip fakultesi etik kurul yodnetimi tarafindan
onaylanmis ve bilimsel arastirmalar projeler komisyonu tarafindan

desteklenmistir.

Ocak 2009-Ocak 2010 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi I¢
Hastaliklar Erigkin Alerji-imminoloji poliklinigine bagvuran kronik Urtiker ile
uyumlu semptomlari olan hastalar deg@erlendirildi. Olgularin 6ncelikle
anamnezi alindi ve fizik muayeneleri yapildi. Kronik Urtiker nedenlerine

yonelik rutin poliklinik tetkikleri yapildi:

(1) Tam kan sayimi, eritrosit sedimentasyon hizi, karaciger fonksiyon
testleri, serum serbest T4, T3 ve TSH dizeyleri, antitiroglobulin (anti-

TG) ve antimikrozomal antikor (anti-TPO) diizeyleri,
(2) Otoimmunite paneli (ANA, Anti-DNA, RF)

(3) Enfeksiyon paneli (HBsAg, antiHBs, antiHCV, digkida parazit taramasi,

tam idrar analizi
(4) Gida alerjenleri ve inhaler alerjenler ile deri prik testleri;

(5) Fiziksel drtiker acisindan 6yki velveya provokasyon testleri (soguk

urtikeri icin buz testi, dermografizm icin derinin ¢izilmesi).

Urtiker nedeni olabilecek, gaita da parazit saptanan, gida prik testi
pozitif olan, sinlzit, driner enfeksiyon veya viral hepatit gibi kronik
enfeksiyonu olan, tiroid otoantikorlari pozitif saptanan hastalara nedene

yonelik tedavi baslanarak ¢alismaya dahil edilmemislerdir.
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Kronik drtikeri aciklayacak herhangi bir neden saptanamayan olgulara
urtikerin aktif oldugu donemde otolog serum deri testi (OSDT) uygulanmistir.

Test 6ncesinde hastalar bilgilendirilmis ve onamlari yazili olarak alinmigtir.

3.1 Otolog serum deri testinin yapili  gI

Testten 4 hafta 6nce uzun etkili antihistaminler, 3 giin once ise kisa
etkili antihistaminler kesilmistir. Hastalardan 10 cc vendz kan steril diz
tuplere alinarak 30 dakika stire ile oda isisinda pihtilasmaya birakildi. Daha
sonra kanlar 5009’ de 15 dakika santriftij edilerek serumlar ayrigtirildi. Bu
hazirlanmis serumdan 50 uL bir instlin enjektériine alinarak, 6n kolun volar
yluziune intradermal olarak enjekte edildi. Otolog serumun enjekte edildigi
bdlgeden 5’ er cm uzaga sirasiyla pozitif kontrol olarak 10 uL’ lik histamin
(Allergopharma,Germany) ve negatif kontrol olarak 50u L serum fizyolojik
(negative control for intracutaneous test, Allergopharma, Germany)
intradermal enjekte edilmistir. Otuz dakika sonra olusan eritem ve
endurasyon degerlendirildi. Endurasyonun en genis cap! ve bu capa dik
gelen capi Olculmustiur. Eritem ve endurasyon Sabroe ve ark. Inin
tanimladig! sekilde derecelendirilmigtir. Buna gore: Derece 0: Derinin serum
fizyolojikle olusan kizarikliga yakin renkte kizarmasidir. Hafif pembe ya da
deri renginde olmasi beklenir. Derece 1: Serum fizyolojigin enjekte edildigi
bdlge deri renginde iken otolog serumun pembe renk olusturmasidir. Derece
2: Serum fizyolojigin enjekte edildigi bolge deri renginde iken, otolog serumun
histamine esdeger kirmizi renk olusturmasidir. Pozitif test reaksiyonu: Otolog
serumun olusturdugu eritemin derece 2 olmasi ve ayni zamanda endurasyon
capinin serum fizyolojigin olusturdugu endurasyon capindan 1.5mm blyuk
olmasi olarak degerlendirilmistir. Butin otolog serum deri testleri tek bir

arastirici tarafindan yapildi.

OSDT sonuclarl negatif olan 20 hasta ve pozitif olan 20 hastadan

periferik kan alinarak, serumlarindan sitokin paternlerini saptamak icin
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periferik kan mononiikleer hiicre kultiri (PKMHK) yapilmistir. islem

oncesinde hastalar bilgilendirilmis ve onamlari alinmistir.

3.2 Periferik kan mononukleer hiicre kilttrt

PKMHK uygulamasi i¢in hastadan 15cc ventdz kan alindi. 50 mL’lik
falkon icine heparinize kan bosaltildiktan sonra , lzerine ayni volimde
“phosphate buffer solution (PBS)” eklenir. PBS ile sulandirilan kan pipet ile
Uc-dort kez kanstirildiktan sonra Gzerine kan ile ayni volimde olmak tzerine
ficoll tipun yan duvarindan cok yavasca sizdirilarak birakilir. Tapler hi¢
karistirmadan ve sarsmadan 20 dakika, 2300 rpm, 4C’ de santrifij edildikten
sonra en altta eritrositler ¢oker, eritrositlerin Gzerinde yogunlugu yiiksek olan
ficoll ve en yukarida PBS ve plazma olacaktir. Ficoll ve PBS birlesim yerinde
bir bulut seklinde mononukleer hucreler gozlenecektir ve pastor pipeti ile
sivinin i¢cin girilerek mononukleer hucreler toplanacaktir. Toplanan
mononukleer hicreler yeni bir 50 mL’ lik falkonda toplanarak Uzerine PBS
doldurulacak ve 10 dakika 2000 rpm 4-8C’ de santrifij edilir. MononUkleer
hiicreler falkonun dibine ¢Okecektir, Gzerine PBS eklendikten sonra kalmig
olan eritrositleri lizis etmek i¢in 500-1000 pL distile su konarak, otuz saniye
distile su ile inkibe edilir. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika 1300
rpm 4-8C’ de santriftij edilir. Santriflj sonrasind a hicreler falkonun dibinde
coken PKMHK icerisinde %210 fotal calf serum, %1 L-glutamine, %21 penisilin-
streptomycin iceren RPMI-1640 icere kiltur vasati ile htcreler sulandirilir.
Elde edilen hicrelerin bir kismi hiicre canlilik oraninin hesaplanmasi amaci
ile Trypan blue boyasi ile boyanir. Trypan blue boyasini alan hiicreler mavi
renkte ve 6lu hicreler, mikroskopta boya almayan huicrelerde canli hicreler
olarak gozlenerek oli-cani hicre sayimi yapilir. Geriye kalan hicreler %5
CO; ve %95 hava ortaminda kulttre edilir.
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3.3 Biokimyasal analizler

PKMNH kulturiinden elde edilen hiicre siipernataninda ELISA ile IL-4, IL-
10, TGF-B1, IFN-y, IL-17, IL-23 dlzeyleri dl¢Uimustir.

3.3.1 IL-4 8lgiimii

Biosource (Nivelles, Belgium) ELISA kit ile ¢calisildi. Kitin sensitivitesi 2
pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi %3 icin 47.9 pg/ml, %2.9 i¢in 119.3
pg/ml, interassay varyasyon katsayisi %3.9 icin 48.8 pg/ml, %4.4 i¢in 119.1
pg/ml’ dir.

3.3.2 IL-10 8lgiimi

Biosource (Nivelles, Belgium) ELISA kit ile ¢alisildi. Kitin sensitivitesi 1
pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi %2.9 icin 57.6 pg/ml interassay
varyasyon katsayisi %2.9 icin 138 pg/ml, %2.9 icin 55.7 pg/ml ve %2.8 icin
140.3 pg/ml’ dir.

3.3.3 1L-23 dlgimu

Bender MedSystems (Vienna, Austria, Europe) ELISA kit ile ¢aligildi.
Kitin sensitivitesi 10 pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi %3.8 icin 414
pg/ml, %3.0 icin 690 pg/ml, interassay varyasyon katsayisi %3.7 icin 401
pg/ml ve %7.3 icin 675 pg/ml’ dir.

3.3.4 TGF-B1 6lciimii

Biosource (Nivelles, Belgium) ELISA kit ile ¢caligildi. Testin duyarlihgi
15.6 pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi 183.9 pg/ml icin % 5.5, 1537
pg/ml icin %6.2, interassay varyasyon katsayisi 181.02 pg/ml icin %7.5 ve
1547.9 pg/ml igin % 7.9'dir.
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3.3.5IL-17 olgimi

RayBio (Ray Biotech, Inc, GA, USA) ELISA kit ile calisildi. Testin
sensitivitesi 10 pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi < %10, interassay

varyasyon katsayisi < %12’dir.

3.3.6 IFN-y 6lcimu

Biosource (Nivelles, Belgium) ELISA kit ile ¢alisildi. Testin duyarliigi 4
pg/ml’ dir. intraassay varyasyon katsayisi 203.4 pg/ml icin %5.2 ve 381.0
pg/ml icin %5.5, interassay varyasyon katsayisi 190.1 pg/ml i¢cin % 6.0 ve
398.1 pg/ml icin %6.0’dir.

3.4 Kontrol grubu

Ayrica olgularla benzer yas ve cinsiyet dagilimi gosteren urtiker ve
herhangi bir alerjik yakinmasi olmayan tip fakiltesi 6drenci ve
calisanlarindan gondlli olan 20 kisiye kontrol grubu olarak OSDT uygulandi.
OSDT sonuglari (-) olanlardan 15cc ven6z kan alinarak PKMHK yapilmigtir.
Kontrol grubunda OSDT sonuclari (-)’ dir.

istatiksel Analiz

istatistikler icin Statical Package for Social Sciences Version (SPSS)
16.0 programi kullanildi. OSDT(+), OSDT(-) ve kontrol grubu olarak 3 grubun
kargilastiriimasinda Kruskal- Wallis testi, OSDT(-) ve OSDT(+) hasta grublari
ile kontrol grubunun karsilastiriimasinda Mann-Whitney testi, kontrol grubu ile
total hasta grubunun karsilastirmasinda ise Independent Samples test
kullanildr.
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IV. BULGULAR

Calismaya I¢ hastaliklari erigkin alerji-immunoloji  poliklinigine
basvurmus ve kronik idiopatik urtkiker tanisi almig olan, 29 kadin(%72,5) 11
erkek (%27,5 olan 40 hasta alinmistir. Hastalarin yas ortalamasi 38,2 yil (21-
64)'dir. OSDT(+) olan 20 hasta, OSDT(-) olan 20 hasta vardir. Kontrol
grubul0 erkek (%50), 10 kadin (%50), yas ortalamasi 28,2 yil olan 20 saglikli
gonulliden olugturulmustur. Kontrol grubu hastalarinda OSDT(-)’ dir.

Tablo 3. Demografik veriler.

Hasta grubu I Kontrol grubu

OSDT(+) OSDT(-) OSDT(-)
Vaka sayisi (n) 20 20 20
erkek 11(%27,5) 10 (%50)
kadin 29 (%72,5) 10 (%50)
Yas ortalamasi 38,25+10,4 vl 28,515,45 yil

Calismaya alinan hasta ve kontrol grubu vakalarindan periferik kan
alinarak oncelikle OSDT uygulanmis ardindan PKMHK yapilmigtir. PKMHK

supernatantlari ELISA yontemi ile caligilarak sitokin duzeyleri dl¢iimustar.

3 grup; OSDT(-), OSDT(+) olan hasta grubu ve kontrol grubu kendi
aralarinda karsilastirildiginda yalnizca IL-4 dizeyinde anlamli farklilk
saptanmistir (p= 0,00). Kontrol grubunda IL-4 dizeyi anlamli olarak her iki

hasta grubundan daha ytksektir.
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OSDT(-) ve OSDT(+) olan iki hasta grubu kendi arasinda
kargilastirildiginda yalnizca IL-4 dizeyi anlamli olarak OSDT(+) olan grupta
yuksek, OSDT(-) hasta grubunda diisik saptanmistir (p=0,04).

OSDT(-) olan hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda IL-23
(p=0,009), IL-10 (p= 0,009), IL-4 (p=0,00), IL-17 (p=0,05) duzeyleri anlamli
olarak kontrol grubunda yiksek , OSDT(-) olan hastalarda dusuk

saptanmistir.

OSDT(+) olan hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda IL-4
(P=0,03), IFN-y (P=0,05) duzeyleri OSDT(+) olan hasta grubunda kontrollere
gore daha dusuk saptanmigtir.

OSDT g6z oOnine alhnmadan hasta grubu ile kontrol grubu
kargilastirildiginda; IL-23 (p=0,01) ve IL-10 (p=0,04) duzeyleri kontrol

grubunda anlamli olarak yuksek saptanmistir.

Hastalarin yasi ile sitokin duzeylerinin korelasyon analizi yapildiginda
IL-17 ve IFN-y duzeyleri ile yas arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir
(p=0,05, p=0,00).

Cinsiyet ile sitokin duzeyleri arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir.
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Grafik 1. IL-4 deg@erlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi (OD: otolog

serum deri testi).

IL-4 dizeyi; hem OSDT(+) hem de OSDT(-) hasta grubunda
kontrollerle karsilastirildiginda anlamh olarak dusik saptanmistir (p=0,03,
p=0,00). Hasta gruplari kendi arasinda kargilastirildiginda IL-4 dizeyi
OSDT(+) olan hasta grubunda anlamli olarak ytksek saptanmistir (p=0,04).
Hasta gruplari ve kontrol grubu kendi aralarinda karsilastiniidiginda IL-4

dizeyi anlamli olarak kontrol grubunda yiiksek saptanmistir (p=0,02).
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Grafik 2. IL-23 degderlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

IL-23 dizeyi; OSDT(-) olan hasta grubu ile kontrol grubu
kargilastirildiginda kontrol grubunda yuksek , OSDT(-) olan hastalarda dusuk
saptanmistir (p=0,009). OSDT g6z 6nune alinmadan hasta grubu ile kontrol
grubu karsilastinldiginda 1L-23 dizeyi kontrol grubunda anlamh olarak
yiksek bulunmustur (p=0,01). IL-23 dizeyi ortalamasi hasta grubunda
kontrol grubuna goére anlamh dizeyde daha dusuktur. OSDT (-) hastalarda

hem OSDT(+) olanlara gére hem de kontrollere gore daha dusuktur.
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Grafik 3. IL-17 degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

IL-17 duzeyi; OSDT(-) olan hasta grubu ile kontrol grubu
kargilastirildiginda anlamli olarak kontrol grubunda yuksek , OSDT(-) olan
hastalarda dusuk saptanmistir (p=0,05). Hastalarin yasi ile sitokin
duzeylerinin korelasyon analizi yapildiginda IL-17 duzeyleri ile yas arasinda
negatif bir korelasyon saptanmistir (p=0,05). IL-17 dizeyi ortalamasi; hasta
grubunda, OSDT(-), OSDT(+) olanlarda kontrollere gére daha dusuktur.
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Grafik 4. IFN-y degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

IFN-y duzeyi; OSDT(+) olan hasta grubu ile kontrol grubu
kargilastirildiginda OSDT(+) olan hasta grubunda kontrollere gére daha
diusik saptanmistir (p=0,05). Hastalarin yagsi ile sitokin duzeylerinin
korelasyon analizi yapildiginda IFN-y dizeyleri ile yas arasinda negatif bir
korelasyon saptanmistir (p=0,00). IFN-y dizeyi ortalamasi hastalarda
kontrollere gére daha duguktir. OSDT(-) lerde OSDT(+) olanlardan hem de

kontrollerden daha ytksektir.
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Grafik 5. IL-10 degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

IL-10 dizeyi ortalamasi; OSDT(-) olan hasta grubunda kontrollere
gore anlamli dusuktir (p=0,009). OSDT g6z 6nune alinmadan hasta ve
kontrol grubu karsilastirildiginda hasta grubunda IL-10 kontrollere gore
anlamh dusiuk izlenmistir (p=0,04). IL-10 dizeyi ortalamasi hasta grublarinda

kontrollerden daha dusuktar.

34



5000+

P=0.29
I 1
P=0.42
1
P=0.97
I 1
. P=0.39
I 1
4000+ " .
3000
E [ )
>
£ .
@I_ ° .I R v
LL o* ™ a v
O] M v
|_
2000 . . v’
—d I —_— v
10004 o - N v
o L sl v
0 T T T T
D < & W&
N \’Z}rb Q’z}\ o"’\\\
O e ¥ <
& ©

Grafik 6. TGF-B deg@erlerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

TGF-B diuzeyi ortalamasi istatiksel anlamli fark olmamakla birlikte her
iki hasta grubunda kontrol grubundan daha dusuktir. OSDT(+) olan
hastalarda OSDT(-) olanlara gore daha ytksektir.
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Tablo 3. Kontrol ve OSDT(+) hasta

kargilastiriimasi ve p degerleri.

grubunun sitokin diizeyi ortalamalari

Sitokin Kontrol OSDT(+) P

IL-23 33,95+15,4 26,29+14,9 0,59
IL-10 5,39+3,6 4,51+2,03 0,22
IL-4 6,15+1,75 5,38+1,19 0,03
IL-17 123,9+71,02 100,95+16,94 0,99
TGF-B 1433,37+1084 1429,42+567,55 0,29
IFN-y 13,09+9,03 9,87+10,11 0,05

Tablo 4. Kontrol ve OSDT(-) hasta grubunun sitokin dtizeyi ortalamalari

kargilastiriimasi ve p degerleri.

Sitokin Kontrol OSDT(-) P
IL-23 33,95+15,4 22,56+8,25 0,009
IL-10 5,39+0,82 3,33+1,41 0,009
IL-4 6,15+1,75 5,24+2,9 0,00
IL-17 123,9+71,02 109,65+47,2 0,05
TGF-B 1433,37+1084 1420,85+898,8 0,42
IFN-y 13,09+9,03 14,59+11,88 0,38
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Tablo 5. Kontrol ve OSDT(-) ve OSDT(+) hasta grubunun sitokin dizeyi

ortalamalari karsilastirilmasi ve p degerleri.

Sitokin OSDT(+) OSDT(-) P

IL-23 26,29+14,9 22,56+8,25 0,35
IL-10 4,51+2,03 3,33+1,41 0,81
IL-4 5,38+1,19 5,24+2,9 0,04
IL-17 100,95+16,94 109,65+47,2 0,25
TGF-B 1290,91+707,4 1420,85+898,8 0,39
IFN-y 9,87+10,11 14,59+11,88 0,59

Tablo 6. Kontrol ve hasta grubunun sitokin diizeyleri ortalamalari

karsilastiriimasi ve p degerleri

Sitokin Kontrol Hasta P

IL-23 33,95+15,4 24,42+12,05 0,01
IL-10 5,39+3,6 3,92+1,82 0,04
IL-4 6,15+1,75 5,31+2,19 0,14
IL-17 123,9+71,02 105,30+35,28 0,18
TGF-B 1433,37+1084 1425,14+742 0,97
IFN-y 13,09+9,03 12,23+11,15 0,77
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Tablo 7. Kontrol, OSDT(+) ve OSDT(-) hasta gruplarinin sitokin diizeyleri

ortalamalari kargilastiriimasi ve p degerleri.

Sitokin Kontrol OSDT(+) OSDT(-) p

IL-23 33,95+15,4 26,29+14,9 22,56+8,25 0,07
IL-10 5,39+3,6 4,51+2,03 3,33+1,41 0,07
IL-4 6,15+1,75 5,38+1,19 5,24+2,9 0,00
IL-17 123,9+71,02 100,95+16,94 109,65+47,2 0,19
TGF-B 1433,37+1084 | 1429,42+567,55 | 1420,85+898,8 | 0,87
IFN-y 13,09+9,03 9,87+10,11 14,59+11,88 0,17
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V. TARTISMA

Haftada en az iki kez tekrarlayan, 6 haftadir devam eden urtiker “kronik
urtiker” olarak adlandinlir (1, 6). Kronik urtiker tanisinda oncelikle fiziksel,
alerjik, pstdoalerjik ve enfeksiydz nedenler diglanir. Nedeni bulunamayan
olgular ise KiU olarak adlandirilir. Kronik trtikerli olgularin %50’ den fazlasi bu
gruba girmektedir (109, 130, 131).

Son yillarda KiU’ li olgularin bir kisminda mast hiicrelerinin ve
bazofillerin ylksek afiniteli IgE reseptorinin a alt birimine karsi (anti-FceRl)
ya da IgE’ ye karsi IgG otoantikorlar tespit edilmistir. Kronik otoimmun Grtiker
olarak adlandirilan bu olgulardaki otoantikorlar fonksiyonel olarak aktiftir ve
saghkh dondrlerin bazofillerinden ve derideki mast hicrelerinden in vitro
olarak histamin salinimina neden olmaktadir. Bu antikorlar otolog serum deri

testi ile saptanmaktadir.

Kronik trtikerle ilgili en buylk gelisme hastalarin yaklagsik %30-50
sinin otoimmuniteyle iliskili olmasi ve bu grup hastaligin idiopatik degil OiU
olarak adlandiriimasidir.

CD4+ T hucreler farkh diferansiyasyon ve fonksiyonel dzellige sahip alt
gruplara ayrilabilir. Bugtn icin bilinen Thl, Th2, Treg, Th17 4 major Th lenfosit
alt grubudur. Bu alt gruplarin hepsi birbirlerini aktivasyon veya inhibisyon
yonunde etkileyebilmektedir. Her Th alt tipi icin dominant olan sitokin,
transkripsiyon faktorti ve sinyal molekdilleri vardir. Karakteristik transkripsiyon
faktorinin aktivasyonu ile polarizasyon baglar. Bu baslangic polarizasyonu

dominat sitokin ve transkripsiyon faktériiniin amplifikasyonu izler.

KiU hem otoimmiin hem de alerjik hastaliklarin 6zelliklerini tagir. Altta
yatan kompleks bir immiin disfonksiyon oldugu bilinmektedir. KiU de hakim
olan Th alt grubunu ve sitokin paternini belirlemek hastaligin patofizyolojisini
aciklamak agisindan énemlidir.
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Literatirde KiU’ in imminopatogenezinde CD4+ Th hiicrelerin ve
sitokinlerin rolind inceleyen az sayida calisma vardir. Bu calismalarin
cogunda lezyonlarin aktif oldugu donemde biopsi materyalleri ile

degerlendirme yapimistir.

Biz bu calismada KiU’ de rolii olan Th alt gruplarini ve sitokinlerini
saglikh  kontrollerle  karsilastirarak  belirlemeyi ve  boylece KiU
immunopatogenezine yeni bir bakis acgisi getirmeyi amacladik.

Oncelikle KOU’ li olgularin ayrimi icin maliyeti yiiksek ve uygulanimi
zor olan bazofil salinim testi yerine otolog serum deri testini (OSDT) tercih
ettik. OSDT bazofil histamin salinim testlerine goére duyarlihgr ve 6zgullugu
yiuksek, maliyeti diusik ve guvenli bir yoéntemdir. OSDT in vitro bazofil

histamin salinim aktivitesi ile en iyi paralellik gosteren in vivo test yontemidir.

20 OSDT(-) ve 20 OSDT(+) olmak Uizere toplam 40 KiU hastasinin
alindigi calismamizda sitokin paternlerini belirleyebilmek icin periferik kan
mononukleer hicre kalturd yapildi. Hicre kaltirl stpernatantlarindan ELISA
yontemi ile IL-4, IL-17, IL-23, IL-10, TGF-B , IFN-y calisildi.

IL-4 dizeyi; hem OSDT(+) hem de OSDT(-) hasta grubunda
kontrollerle karsilastirildiginda anlaml olarak distuk saptanmistir (p=0,01,
p=0,00). Hasta gruplari kendi arasinda kargilastirildiginda IL-4 duzeyi;
OSDT(+) olan hasta grubunda OSDT(-) olanlara gére anlamli olarak ytksek
saptanmistir (p=0,04). Hasta gruplari ve kontrol grubu karsilastiriidiginda IL-

4 duzeyi anlamh olarak kontrol grubunda yiksek saptanmistir (p=0,02).

Literatirde Cohen ve ark. yapti§i calismada benzer sekilde KU
hastalarinin PKMHK slUpernatantlarinda IL-4 diizeyi kontrollere goére anlamli
dizeyde dusik saptanmigtir. (63).

Lokosit hicre kalturlerinde uyariimig IL-4 sekresyonunun ¢ogundan
bazofiller sorumludur (63). KU hastalarinda bazofillerin IgE aracili ve IgE

aracliliksiz uyarilara daha az yanit verdigi gosterilmistir (63, 67).
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Bu KU hastalarinda disiik IL-4 dizeyi bazofillerdeki kantitatif veya
fonksiyonel defekten kaynaklanabilir. Bu calismada hasta ve kontrol
grubunun baslangic bazofil sayilari normaldir. PKMHK sirasinda bazofiller
yok olmustur. Ancak vyinede uyari sonrasi erken donemde IL-4
sekresyonunun ¢ogu bazofil kaynaklidir ve 48 saat boyunca da hasta
grubunda kontrollere gore dusuk kalmigtir. Lenfositlerin yani sira mast
hiicreleri ve bazofiller KiU hastalarinda sitokin dengesini etkileyen IL-4 gibi
pek cok sitokin sekrete eder. Sonug olarak bu calismada KiU hastalarinda

azalmig IL-4 sekresyonu bazofillerden ziyade lenfositler ile ilgilidir.

Th2 diferansiyasyonu icin major sitokin olan IL-4’ Gin yoklugunda Th1l
aracili immun yanitin hakim olmasi beklenmektedir. Ancak Cohen ve ark.
calismasinda da Thl kaynakl sitokinlerin arttigi gosterilmemistir.

Bizim calismamiz, W.-C. Chen ve ark. calismasi (138) ve Cohen ve
ark. calismasi ile uyumlu olarak KiU hastalarinda IL-4 diizeyi kontrollerden

daha dusuk izlenmistir.

Piconi ve ark. calismasinda IL-4 dizeyi hasta ve kontrollerde benzer

izlenmistir (139).

Caproni ve ark. calismasinda OSDT vyapilarak olusturulan deri
lezyonlarindan punch biyopsi alinmig, saglikli kontroller ve hastalarin
lezyonsuz bolgelerinden alinan biopsi ornekleri ile karsilagtiriimigtir (140).
KU’li hastalarin biopsi érneklerinde ilk 30 dakika icinde IL-4 diuizeyi en yiksek
saptanmig, daha sonra azaldigi izlenmigtir. Saglikli kontrollerden alinan
orneklerde IL-4 ekspresyonu izlenmemistir. KU hastalarinin normal deri
bdlgesinden alinan érneklerde de IL-4 dizeyi dusik saptanmistir.

Ying ve arkadaglarinin caligmasinda (142) KU hastalarinin deri
biopsilerinde IL-4 ve IL-5’in 6nemli etkilerinin yani sira, IFN-y da da artis
saptanmigtir. Bu bulgularla Urtikeryal inflamasyonda Thl ve Th2 kaynakli
sitokinlerin birlikte rol aldigi dusundlmustir. Erken donemde Th2, bazofil ve
mast hicre kaynakli sitokinlerin, 24 saati gecen donemde Thl kaynakl

sitokinlerin etkin oldugu gorulmustdr.
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Bu iki calisma da KU’ de lokal olarak Th2 aracili inflamasyonun hakim
oldugu gosterilmistir. Ancak bizim calismamizda; KU de lokal inflamasyonda
hakim olan Th2 kaynakli sitokin IL-4, sistemik dolasimda baskin olarak
saptanmamistir.  Alerjik rinit astim gibi hastaliklarda Th2 aracili
inflamasyonun ve sitokinlerin tim hava yollarinda ve sistemik dolasimda
hakim oldugu bilinmektedir. Literatirde otoimmuin tiroid hastalarindan yapilan
tiroid hticre kultirleri ile periferik kan hiicre kiltarlerinde, Thl ve Th2 kaynakh

sitokin duzeyleri arasinda anlamli farkhliklar oldugu gosterilmistir (144).

Literattr bilgileri ve bizim c¢alismamiz sonugclari ile KU patogenezinde
IgE aracilh reaksiyonlarin, Th2 aracili inflamasyonun ve sitokinlerinin lokal
inflamasyonda rol alirken, sistemik olarak c¢ok bluyuk rol almadigi

dusundlmustar.

Calismamizda IL-10 dizeyi; OSDT(-) hasta grubunda (p=0,009) ve
OSDT g6z 6nune alinmadan hasta grubunda kontrollerden daha digsik
saptanmistir (p=0,04). Bu sonuclar Santos ve ark. calismasindan farkhdir
(141). Santos ve ark. calismasinda IL-10 duzeyi KU hastalarinin PKMHK
supernatantlarinda kontrollerden anlamh dizeyde yuksek bulunmustur.
Ancak bizim sonuclarimiza benzer sekilde OSDT(+) olanlarda OSDT(-)’ lere

gore IL-10 daha ytksektir.

Piconi ve ark. calismasinda da bizim sonuclarimizdan farkh olarak IL-
10 duzeyi hem OSDT(-) hem de OSDT(+) olan hasta grubunda kontrollerden
yuksek bulunmustur. Hastalarda IL-10 dizeyi yuksekligine IFN-y dizeyinde
azalmanin eglik ettigi gosterilmigtir. Ayrica OSDT(+) grupta IL-10 duzeyinin
biraz daha yuksek oldugu belirtiimistir. Bu durum OSDT(+) olan hastalarin
serumlarinda bulunan solubl faktérlerden dolayr PKMHK sonuglarinin
etkilenmig olabilecegi duguincesi ile agiklanmistir. Anti-inflamatuvar bir sitokin
olan IL-10' un KU hastalarinda inflamasyonu kontrol altina almak igin
yiukselmis olabilecedi belirtiimigtir. Bizim calismamizda IL-10 ve IFN-y

(p=0,05) diizeyi hasta grubunda kontrollere gére daha disik saptanmistir
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Cohen ve ark. ¢caligmasinda bizim sonuglarimiza benzer sekilde IL-10
dizeyi KU hastalarinda kontrollerden ve akut (rtiker hastalarindan daha
disuk bulunmustur. Ancak PHA uyarisi sonrasi her 3 grubun IL-10 sitokin

paterni benzer izlenmistir.

W.-C. Chen ve ark. calismasinda da bizim sonuclarimiz ile kismen
uyumlu olarak tim Thl ve Th2 kaynakl sitokinler gibi IL-10 diizeyi de KU
hastalarinda digtuk bulunmustur.

Irinyi B. ve arkadaslarinin calismasinda (144) KU hastalarindan
PKMHK yapilip flowsitometri ile CD4" ve CD8" T lenfosit sayisi ile IL-10, IL-
13, IL-4 ve IFN-y diizeyleri 6l¢ilmustir. KU hastalari ile kontrollerin CD4" ve
CD8" T lenfosit sayisi B lenfosit sayilarinda fark bulunmamistir. OSDT(+) ve
OSDT(-) olan KU hasta grublari arasinda CD4" ve CD8" T lenfosit sayisi ile
IL-10, IL-13, IL-4 ve IFN-y dizeyleri agisindan fark saptanmamigtir. Bu
calismada bizim calismamizdan farkl olarak; IL-10 KU hastalarinda yiiksek
saptanirken bizim sonuclarimizla uyumlu sekilde IL-4 ve IFN-y dizeyi ise

dusuk bulunmustur.

Dendritik hucre, NK, B lenfosit, Th2, Treg tarafindan Uretilen IL-10
antijen spesifik immian yaniti baskilar, makrofajlari deaktive ederek T
lenfositlerin sitokin sentezini azaltir. Thl ve makrofajlarin cogu fonksiyonunu
inhibe ederken, Th2 aracili inflamasyonu da kontrol edebilmektedir. Antijen
sunan hicrelerden IL-12 salinimini baskilayarak naive Th hicrelerin Th2’ ye
diferansiyasyonunu saglar ancak bazi durumlarda da Th2 yaniti baskilar. Bu

durum proinflamatuvar sitokin ve kemokinlerin baskilanmasiyla sonuclanir.

IL-10 dretiminin @ KU hastalarinda azalmis olmasi Treg hiicre
fonksiyonlarinda vyetersizlik oldugunu dusundarmustir. Calismamizda
PKMHK yontemi kullaniimis olmasindan dolayi IL-10 diizeyinin Treg hicreler
ile direk iligkili oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica IL-4 ve IFN-y saliniminin da
azalmis olmasi Thl hem de Th2 fonksiyonlarin KiU hastalarinda yetersiz

oldugunu gosterebilir.
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Calismamizda; IFN-y dizeyi; OSDT(+) hasta grubunda kontrol
grubuna gére disik saptanmistir (p:0,05). istatiksel anlamli olmamakla
birlikte IFN-y dlizeyi ortalamasi hasta grubunda kontrollerden daha dusuktr.

Hastalar arasinda da OSDT(+) olanlarda OSDT(-)’ lere gore daha dusuktir.

W.-C. Chen ve ark. calismasinda 34 KU hastasi 17 saglikli kontrol ile
kargilastiriimis hasta grubunda IFN-y dizeyi anlamh sekilde dusuk
bulunmustur. Ancak sadece IFN-y degil bizim sonucglarimiza benzer sekilde
IL-10, IL-4, IL-12, TNF-a dizeyleri de hastalarda digsuk saptanmis ve sonug
olarak KU patogenezinde sitokin imbalansina yol acan bir immin

disregulasyon vardir denilmigtir.

Szegedi ve ark. calismasinda ve Cohen ve ark. calismasinda bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak IFN-y KU hastalarinda kontrollerden diisiik
bulunmustur. Ayrica PHA uyarisi sonrasinda da benzer patern devam

etmistir.

Santos ve ark. calismasinda IFN-y , KU ve kontrol grubunda benzer

dizeylerde saptanmistir.

Piconi ve ark. calismasinda ise KU hastalarinda IFN-y diizeyinde

azalma oldugu belirtilmigtir. Bu sonugclar bizim ¢calismamiz ile uyumludur.

Calismamizda TGF-B degerlendirmesinde kontrol ve hasta gruplari
arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir. Ancak TGF-B dizeyi
ortalamasi hastalarda kontrollerden daha dusukttr.

W.-C. Chen ve ark. calismasinda TGF-B dizeyi, bizim ¢alismamizla

uyumlu olarak, hasta ve kontrol grubunda benzer dizeylerde bulunmustur.

Bu calisma sonucunda KU hastalarinda Treg hiicre fonksiyonlarinda
defekt oldugu ve bu fonksiyonel defekti kompanse edebilmek icin Treg hiicre
sayisinin artmis olabilecedi soylenmistir. Ancak ilerleyen calismalarda KU
hastalarinda lezyon bolgesinde Treg hiicre sayi ve fonksiyonlarinda defekt
olup olmadiginin arastirilmasi gerekliligi belirtiimistir. Bu ¢calismada OSDT ile

KU hastalarinin anormal sitokin paterni arasinda bir iligki saptanmamistir. KU
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hastalarinda immundisregulasyon igin anormal sitokin sekresyon paterninin

OSDT’ den daha iyi bir gosterge oldugu séylenmistir.

Bizim calismamiz ve yukaridaki literatir bilgileri esliginde KiU
hastalarinda IL-10 ve TGF-B duzeylerinin dusik saptanmasi IL-10
kaynaginin Treg oldugunu diisiindurmistiir. Calismamizda KiU hastalarinda
IL-10 ve TGF-B’ nin birlikte dustk izlenmesi bu grup hastalarda Treg defekti
dusuncesini desteklemektedir.

Calismamizda IL-23 hasta grubunda anlamh dizeyde dusuk
saptanmigtir  (p=0,01). Ozellikle de OSDT(-) olan hasta grubunda
kontrollerden anlamh olarak IL-23 daha dusuk bulunmustur (p= 0,009).

IL-17; OSDT(-) hasta grubunda kontrollerden anlamli olarak dusuktr
(p=0,05). IL-17 dlzeyi ortalamasi; istatiksel anlamli olmamakla beraber hasta

grubunda kontrollere gore daha dusuk saptanmistir.

Literatirde KiU hastalarinda IL-17 ve IL-23 sitokinleri ile Th17
fonksiyonlarini arastiran, bir ¢calisma vardir. Santos ve ark. calismasinda
bizim ¢alisma sonuglarimiza zit sekilde IL-17 hasta grubunda kontrollerden
yuksek izlenmistir. Ancak bu calismada bizim calismamizdan farkli olarak

PHA ile nonspesifik T hiicre uyarisi sonrasi IL-17 duzeyi calisiimistir.

Bizim calismamizda IL-23 ve IL-17 diuzeylerinin hasta grubunda dusuk
saptanmasina bagll olarak KiU hastalarinda Th17 baskin immin yanitin
patogenezde c¢ok etkili olmadigi sdylenebilir.

OSDT agisindan bakildiginda 6zellikle OSDT (-) olan hastalarda IL-4,
IL-10, IL-17, IL-23 duzeylerinin anlamli olarak dustk saptanmasi bu grup
hastalarda Th2, Th17 ve Treg fonksiyonlarinin yetersiz veya baskili oldugunu

dusundirmastar.

Calismamizda IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B, IL-17, IL-23 duzeyleri
ortalamalari hastalarda kontrol grubundan daha digsiuk saptanmigtir. Bu
sonuclar ve literatiir bilgileri esliginde KiU hastalarinda Thl, Th2, Th17 ve

Treg hicre fonksiyonlarinin baskili veya yetersiz oldugu soylenebilir.
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VI. SONUCLAR VE ONERILER

Kronik idioptik drtiker hastalarinda Th alt gruplarini belirlemeyi
amagcladigimiz ¢calismamizda hasta grubunda IL-4, IL-23, IFN-y, IL-17, IL-10
dizeylerinde kontrollere gore anlamli azalma saptandi. TGF-f duzeyi
ortalamasi istatiksel anlamli olmamakla birlikte hastalarda daha dusukti. Bu
sonuclar 1siginda KiU hastalarimizda Thl, Th2 ve TH17 ve Treg aracili
iImmun yanitin baskin olmadigini veya tim Th alt grup fonksiyonlarinda
yetersizlik oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismamizda PKMHK supernatantlarinda, lenfositler icin nonspesifik
veya spesifik bir uyarl yapiimadan ELISA yontemi ile sitokin duzeyleri
degerlendirilmigtir. Gelecekte vyapilacak calismalarda PKMHK' nde T
lenfositler igin spesifik veya nonspesifik uyari yapilarak sitokin dizeyleri daha

kesin olarak degerlendirilebilir.
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VII. OZET

Haftada en az iki kez tekrarlayan, 6 haftadir devam eden urtiker “kronik
urtiker” olarak adlandinlir (1, 6). Kronik urtiker tanisinda oncelikle fiziksel,
alerjik, psodoalerjik ve enfeksiydz nedenler diglanir. Nedeni bulunamayan
olgular ise kronik idiyopatik Urtiker (KiU) olarak adlandirilir. Kronik urtikerli
olgularin %50’den fazlasi bu gruba girmektedir (109, 130, 131).

Son yillarda KiU' li olgularin bir kisminda mast hiicrelerinin ve
bazofillerin ylksek afiniteli IgE reseptorinidn a alt birimine karsi (anti-FceRl)
ya da IgE’ ye karsi IgG otoantikorlar tespit edilmistir. Kronik otoimmun Grtiker
(KOU) olarak adlandirilan bu olgulardaki otoantikorlar fonksiyonel olarak
aktiftir ve saglikli donérlerin bazofillerinden ve derideki mast hiicrelerinden in
vitro olarak histamin salinimina neden olmaktadir. Bu antikorlar otolog serum

deri testi ile saptanmaktadir.

Kronik trtikerle ilgili en buylk gelisme hastalarin yaklasik %30-50
sinin otoimmuniteyle iliskili olmasi ve bu grup hastalidin idiopatik degil “
otoimmin urtiker” (OiU) olarak adlandiriimasidir. Otoimmiin hastaliklarin
etiopatogenezinde CD4+ Th alt gruplarinin dnemli oldugu bilinmektedir.
CD4+ Th hicreler farkli diferansiyasyon ve fonksiyonel 6zellige sahip alt
gruplara ayrilabilir. Bugin icin bilinen Thl, Th2, T reg, Thl7 4 major T

lenfosit alt grubudur.

Bu tez calismasinda OSDT ve periferik kan mononukleer hiicre kaltura
yontemlerini kullanarak, KiU’ in otoimmiinite ve yardimei T lenfosit alt gruplari
ve sitokinleri ile iliskisini belirleyerek KiU patogenezinde bir ilerleme

saglamayi amacladik.

20 OSDT(-) ve 20 OSDT(+) olmak lizere toplam 40 KiU hastasinin
alindigi calismamizda sitokin paternlerini belirleyebilmek icin periferik kan
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mononukleer hicre kalttrt yapildi. Hicre kulttrt sipernatantlarindan ELISA
yontemi ile IL-4, IL-17, IL-23, IL-10, TGF-B , IFN-y calisildi.

Calismamizda IL-4, IL-10, IFN-y, IL-17, IL-23 duzeyleri istatiksel
anlamli olarak hastalarda kontrol grubundan daha disuk saptanmistir. TGF-3
dizeyi ortalamasi da istatiksel anlamli olmamakla birlikte hastalarda
kontrollerden daha dusuktir.

Bu sonuglar ve literatur bilgileri esliginde KiU hastalarinda Th1, Th2,

Th17 ve Treg hicre fonksiyonlarinin baskili veya yetersiz oldugu séylenebilir.

OSDT agisindan bakildiginda 6zellikle OSDT (-) olan hastalarda IL-4,
IL-10, IL-17, IL-23 duzeylerinin anlamli olarak dustk saptanmasi bu grup
hastalarda Th2, Th17 ve Treg fonksiyonlarinin yetersiz veya baskili oldugunu

dusUndirmastar.

Calismamizda PKMHK supernatantlarinda, lenfositler icin nonspesifik
veya spesifik bir uyari yapilmadan ELISA yodntemi ile sitokin dizeyleri
degerlendirilmigtir. Gelecekte vyapilacak calismalarda PKMHK' nde T
lenfositler icin spesifik veya nonspesifik uyari yapilarak sitokin diizeyleri daha

kesin olarak degerlendirilebilir.
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VIll. SUMMARY

Primarily in the diagnosis of chronic urticaria, physical, allergic,
pseudo-allergic and infectious causes are excluded. The unknown facts are
called chronic idiopathic urticaria (CIU). More than 50% of patients with

chronic urticaria is in this group.

Recently,in some patients with CIU, against high-affinity IgE receptor
in mast cells and basophils the a subunit (anti-FcRI) or versus IgE, IgG
autoantibodies were detected.

This fact is called chronic autoimmune urticaria. In the patients with
CAU autoantibodies are functionally active and lead to the release of
histamine in vitro,in healthy donors’basophils and mast cells in the skin.
These antibodies are detected by using autologous serum skin test (ASST).
The most development about chronic urticaria is that approximately 30-50%
of patients are associated with autoimmunity and this type of disease is
called autoimmun urticaria (AlU) not as idiopathic. CD4+ T hepler subsets
are important in pathogenesis of autoimmun diseases. CD4+T cells can be
divided into sub groups which have different diffrentiation and functional
features. In present Thl, Th2, T reg, Thl7 are known as four major T

lymphocete subsebts.

In this study we aimed to provide a progress in the pathogenesis of
CIU by using ASST and peripheral blood mononuclear cell culture methods
and by determining in CIU, autoimmunity and its relationship with helper T
lymphocyte subsets and cytokines. In our study we have done the research
on 20 ASST(-) and 20 ASST(+) of 40 patients with CIU. Peripheral blood
mononuclear cell culture was performed to determine cytokine patterns. In
cell culture supernatants, IL-4, IL-17, IL-23, IL-10, TGF-B, IFN-y were studied
by ELISA method.
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In the study, IL-4, IL-10, IFN-y, IL-17, IL-23 levels of patients were
lower than control group’s levels statistically significantly. Although not
statistically significant TGF-3 avarage level of patients was lower than control

group’s levels.

With these results and literature data, it can be said that Thl, Th2,
Th17 ve Treg cell function are not enough or they are compulsive in patients
with CIU. From the perspective of ASST(-), especially in patients with CIU,
IL-4, IL-10, IL-17, IL-23 levels were determined signifacantly low therefore in
this type of patients groups,we think that Th2, Th17 ve Treg functions are not
enough or they are compulsive.

In this study, in PKMHK supernatants cytokine levels was evaluate by
using ELISA method witout specific or non specific stimulus for lymphocytes.
In future studies,in PKMHK cytokine levels can be evaluated more clearly by
stimulating specifically or non specifically for T lymphocytes.
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