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OZET

Ertek B. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Karsi Gelisen Asiriduyarlilik
Reaksiyonlarinda CD4* T Hiicre Yamitlar. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Immiinoloji AD. Yiisek Lisans Tezi.
Istanbul, 2016.

Siprofloksasin (SPFX), en yaygin olarak kullanilan kinolon grubu antibiyotik
olup, kullanan hastalarin yaklasik %1-2’sinde kutanéz ters ilag reaksiyonlar
olusturmaktadir. Gecikmis tip asiriduyarlilik reaksiyonlarinin (ADR) kesin olarak tani
konulmasi zor olmakla beraber lenfosit transformasyon testi (LTT), T hiicre aracili ge¢
tip ilagc ADR’da kullanilan in vitro tan testidir. Calismamizda aktivasyon molekiilleri,
SPFX ile uyarilmigs CD4" T hiicrelerinde, hiicre igi sitokin salinimlar1 ile LTT testi ve
buna ek olarak plazma ve SPFX ile uyarilmig kiiltiir {ist sivilarinda IL-4, IL-10, IL-2,
IFN-y sitokin diizeyleri aragtirilmigtir.

Calisgmaya SPFX ile gecikmis tip ADR geciren hastalar (n=8, 45+12 yas) ve
SPFX’i tolere eden saglikli kontroller (n=10, 47+13 yas) dahil edilmis, LTT testi ile
akan hiicre 6lgerde SPFX spesifik CD4" T hiicre oranlar1 arastirilmistir. CD4™ T hiicre
CD25, CD28, CD69 ve HLA-DR aktivasyon molekiil ekspresyonlar1 ve ilagla uyarim
sonrast CD4" T hiicre i¢i IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y igerikleri akan hiicre 6lger cihazi ile
Ol¢lilmiistiir. Plazma ve SPFX uyarimli kiiltiir sivilarinda IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y
diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir.

IL-2 ve IL-4 salgilayan CD4" T hiicre oranlarindaki artig ile birlikte IL-10
salgilayan CD4" T hiicre oranlarinda azalma bu hiicrelerin kinolonlarla iliskili geg tip
ADR’da rol oynayabilecegini desteklemektedir. Hasta grubunda plazma ve SPFX
stimiile kiltiir Gist stvilarinda IL-10 diizeyleri ve IL-10°CD4" T hiicre oranindaki azalma
gecikmis tip ADR’lara bagh regiilasyon bozuklugunu kanitlamaktadir. Bulgularimiz,
LTT ve hiicre igi sitokin dl¢iimii, in vivo testler negatif olsa bile kinolon ADR tanisinda

onemli bir tan1 testi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: lag allerjisi, CD4" T hiicre, siprofloksasin, LTT, hiicre i¢i sitokin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 41041
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ABSTRACT

Ertek B . CD4* T cell response in delayed type hypersensitivity reactions due to
quinolones. Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of Experimental

Medicine (DETAE), Department of Immunology, Msc Thesis. Istanbul, 2016.

Ciprofloxacin (CPFX) is a widely used quinolone antibiotic which induces
cutaneous adverse drug reactions in about 1% to 2% of treated patients. Definite
diagnosis of delayed type hypersensitivity reactions (DTHR) may be challenging;
however the lymphocyte transformation test (LTT) can be beneficial for in vitro
diagnosis of drug hypersensitivity reactions. The aim of this study was to evaluate the
activation markers, intracellular cytokine secretion, LTT of drug stimulated CD4" T
cells, and additionally IL-4, IL-10, IL-2, IFN-y levels in plasma and CPFX-stimulated
culture supernatants.

Patients who experienced DTHR to CPFX (n=8, mean age: 45 + 12 years) and
healthy subjects (n=10, mean age: 47 + 13 years) were included in the study.
Intradermal tests and patch tests with CPFX were performed, LTT was analyzed in
order to determine CPFX-specific CD4" T cells by flow cytometry. CD25, CD28, CD69
and HLA-DR expression of CD4" T cells and intracellular 1L-2, IL-4, IL-10 and IFN-y
levels were studied in CPFX-specific CD4" T cells by flow cytometry. IL-2, IL-4, IL-10
and IFN-y levels in plasma and drug stimulated culture samples were analyzed by
ELISA.

Increased IL-2 and IL-4-secreting CD4" T cells together with decreased IL-10
secreting CD4" T cells are associated with quinolone-related DTHR. Reduced IL-10
levels in plasma, CPFX-stimulated cultures and also IL-10"CD4" T cells demonstrate
the loss of regulation, which may be due to the DTHR. Intracellular cytokine
measurement with LTT can support the diagnosis of quinolone hypersensitivity when

the in vivo tests remain negative.
Key Words: Drug allergy, CD4" T cells, ciprofloxacin, LTT, intracellular cytokines

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 41041



1. GIRIS VE AMAC

[lag agiriduyarlilik reaksiyonlar1 nadir olmakla birlikte dliimciil seyredebilmektedir.
[lag aldiktan sonra ilk 1 saat i¢inde gelisen akut iirtiker, nefes darligi, anafilaksi gibi
reaksiyonlar erken tip; 1 saatten daha ge¢ donemde gelisen daha c¢ok deride goriilen
reaksiyonlar 6rnegin makiilopapiiler dokiintii, Steven Johnson sendrom (SJS), toksik
epidermal nekrolizis (TEN) geg tip reaksiyonlar olarak tanimlanir.

Ilag allerjilerinde tan1 son derece zahmetli ve zor karar verilebilen bir siirectir. Bu
durumun en 6nemli nedenleri; hastanin ayni1 anda birden fazla ilag kullaniyor olabilmesi,
altta yatan hastaligin klinik belirtilerinin ilacin olusturdugu belirtilerle benzerligi,
hastanin yanlhis veya eksik bilgi veriyor olmast ve tami testlerinin smirliligi ve
yetersizligidir. Klinik olarak uygulanan tani testleri (deri prik, intradermal, yama ve
provokasyon testleri) cogu kez yetersiz kalmaktadir. Ciinkii birgok ila¢ i¢in deri testine
uygun standart ekstre bulunmamaktadir. Ilag allerjisinde altin standart olarak kabul edilen
ila¢ provokasyon testleri ise ciddi sistemik reaksiyonlara yol acabilmektedir. Bu nedenle
in vitro tan testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Erken tip reaksiyonlarin tanisinda bazofil aktivasyon testi (BAT), gec tip
reaksiyonlarin tanisinda ise lenfosit transformasyon testi (LTT) gelistirilmekte olan in
vitro alternatif tam testleridir. Ilag-sensitize T hiicrelerini belirlemek i¢in kullanilan en
yaygin ve en eski yontem LTT’dir. Bu testin spesifitesi % 90-95 iken, ¢esitli faktorlere
bagli olarak sensitivitesi %30-70 arasinda degismektedir.

Edinsel hiicresel immiin yanitta rol alan yardimect T (Th)l hiicreleri interferon
gamma (IFN-y) ve interlokin (IL)-2 sitokinlerinin salgilanmasindan sorumludur. Th2
hiicreleri ise Ozellikle allerjik reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olan IL-4, IL-5,
IL-13 gibi sitokinlerin {iretiminde rol almaktadir. Immiinregiilasyonda rol oynayan
regiilator T hiicreleri (Treg) ise IL-10 ve transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-f) gibi
sitokinler salgilayarak immiin yanit baskilayici etki gosterirler.

Kinolonlara kars1 gelisen asiriduyarlilik reaksiyon sikligi gectigimiz on yil i¢inde
artmisg, glinlimiizde kinolonlarin en sik allerjiye neden olan non-betalaktam antibiyotik
oldugu gosterilmistir. Siprofloksasin (SPFX); en yaygin olarak kullanilan kinolonlardan
olup, kullanan hastalarin yaklasik %1-2’sinde kutandz ters ilag reaksiyonlarina sebep

olmaktadir. Kinolonlara kars1 gelisen gec tipte raksiyonlara yonelik az sayida c¢aligma



bulunmakla birlikte, kinolonlara bagli gec tip asiriduyarlilik reaksiyonlarmmin T hiicre
immiin yanit1 ile iligkili oldugunu gosteren ¢alismalar vardir.

Calismamizda SPFX’e baglh geg¢ tip asiriduyarlilik reaksiyonlar1 geciren hastalarda
SPFX ile aktive edilen CD4" T hiicre igi Th1, Th2 ve regiilator sitokin diizeyleri, lenfosit
proliferasyonu, plazma ve SPFX stimiile periferik kan mononiikleer hiicre kiiltiir iist

stvilarinda sitokin diizeylerinin incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tla¢ Reaksiyonlar
Gilinlimiizde teshis ve tedavi amaciyla kullandigimiz ilaglarin hizla artigina paralel
olarak istenmeyen ilag reaksiyonlarina daha sik rastlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii bir
ilacin tani, tedavi veya koruma amaciyla uygun dozda kullanimi sirasinda olusan
istenmeyen ve zararli yanit1 ilag ters etkisi olarak tanimlamaktadir (1). Ilag reaksiyonlari
immiin ve immiin olmayan mekanizmalarla gelismektedir. Diinya Allerji Organizasyonu,
olusumunda immiinoglobiilin (Ig)E veya T hiicre aracili asiriduyarlilik reaksiyonlarinin
yer aldigi ilag reaksiyonlarini ilag allerjisi olarak tanimlamaktadir (2).
Ilag reaksiyonlar1 yasami tehdit edebilecek durumlara neden olabilmesi,
hastanede yatis siiresini uzatabilmesi, tedavi maliyetini arttirabilmesi nedeni ile
onemli bir saglik sorunudur. Istenmeyen ilag reaksiyonlari hastanede yatan

hastalarin %10-20’sinde, genel popiilasyonun ise %7’sinde olusmaktadir (3).

Tablo 2-1: Istenmeyen ilag reaksiyonlarinin smiflamasi

Tip A reaksiyonlar Ornekler

Yiiksek doz Karaciger yetersizligi (asetaminofen)

Yan etki Bas agrisi, bulant1 (metilksantinler)

Dolayl etkiler Antibiyotik kullanimi sonrasi ishal gelisimi

Ilag etkilesimi Makrolidlerin teofilin diizeyini arttirmasi

Tip B reaksiyonlar

fntolerans Tek doz aspirin ile kulak ¢mlamasinin
gelismesi

Idiyosenkrazi (farmakogenetik) G6PD eksikliginde antioksidan ilaglarla anemi

Immiinolojik ilag reaksiyonlart Beta laktamlar ile anaflaksi




2.1.1.Simflandirma

Istenmeyen ilag reaksiyonlari Tip A (beklenen ya da duyarli olmaksizin herkeste
goriilebilen) ve Tip B (sadece duyarli olan az bir grup insanda goriilen ve beklenmeyen)
olmak {iizere iki ana gruba ayrilmistir (Tablo 2-1). Tip A reaksiyonlar ilacin farmakolojik
etkisiyle ve dozu ile iligkili olup istenmeyen ila¢ reaksiyonlarinin %80’ini olustururlar.
Maglarm yiiksek doz kullanimi, farmakolojik yan etki, dolayh etki ve ilag-ilag etkilesimi bu
gruptandir. Tip B reaksiyonlar ilacin bilinen farmakolojik etkisiyle iliskili olmayan, dozdan
bagimsiz olarak meydana gelen reaksiyonlar olup, reaksiyonlarmn %20’sini olusturur. Allerjik,
yalanci allerjik (psodo-allerjik) ve idiyosenkrazik ilag reaksiyonlari bu gruba girmektedir (4).

Daha az goriilmesine karsin reaksiyon siddetlerinin fazla olabilmesi ve hatta
Oliimle sonuc¢lanabilmesi nedeni ile bu reaksiyonlar olduk¢a Onemlidir (5).
Istenmeyen ilag reaksiyonlarinin yalnizca %15 kadari ilag allerjilerine baglhdir (3).
Thong ve arkadaslarimin iki yillik prospektif g¢alismasina gore hastanede yatan
hastalarin %0,42’sinde allerjik ilag reaksiyonu gdézlemlenmistir. ilag allerjisine bagl
mortalite ise 1000 basvuruda 0,09 siklikta saptanmistir (6). Ingiltere’de 1992-2001
yillar1 arasinda anafilaksiye baglh 6limler incelendiginde birinci siray1 %44 ile ilaglar
almaktadir (7). Istanbul Tip Fakiiltesi Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali’ nda yapilan
retrospektif calismaya gore; 1 Ocak 2008 ve 30 Aralik 2011 yillar1 arasinda anaflaksi
tanis1 almig 516 hasta incelendiginde, bu reaksiyonlarin %90.7 gibi biiyiik bir
ylizdeyle ilaglardan kaynaklandigi goriilmiistiir (8).
2.1.2. Risk Faktorleri

Tiim ilaclar allerjik reaksiyona neden olabilmekte ve tedavi rejimi veya kisi ile
ilgili faktorler allerjik reaksiyon olasigini etkileyebilmektedir (3). Ilacin molekiiler
biiyiikliigiiniin fazla olmasi, saf olmamasi riskini artirir. Yine tek doz kullanima gore
uzun siireli yiiksek doz ila¢ kullanimlar1 daha fazla allerjik reaksiyona neden olur.
Uzun siireli kullanimlarda ilacin aralikli ve tekrarlayan dozlarda verilmesi devamli
kullanima gore daha fazla reaksiyona neden olur. En fazla reaksiyon lokal
uygulamalarda izlenirken bunu parenteral ve oral uygulama takip etmektedir (3,9).

Kisisel faktorler degerlendirildiginde daha az ilagla karsilastiklarindan dolay1
cocuklarda allerjik reaksiyonlar daha az goriilmektedir. Kadinlarda risk erkeklerden
iki kat daha fazladir. ila¢ metabolizmasinda gérev alan enzimlerdeki kisisel
farkliliklar, ailesel genetik yatkinlik ve kiside ayn1 anda olan enfeksiy6z durumlar

riski arttirabilmektedir. Ailede ila¢ allerjisi varlig riski 15 kat arttirmaktadir (10).



Bugiin bazi insan ldkosit antijeni (HLA) tipleri ile kesin ve gii¢lii iligkisi
belirlenmis ila¢g asiriduyarlilik reaksiyonlar1  bilinmektedir. Yine genetik
polimorfizmin ilag¢ allerjisi olusumunda 6nemli bir rolii oldugu kabul edilmektedir
(11). Ilag allerjisi ile iliskisi tanimlanmis Epstein Barr viriis (EBV) ve insan
immiinyetmezlik viriisi (HIV) gibi viral enfeksiyonlar da reaksiyon riskini
artirmaktadir (12). Ila¢ karsi asiriduyarhilik reaksiyonlarmin gelisiminde kisinin

atopik olmasinin riski arttirmadig1 da gosterilmistir (13).

2.2. Ilaclarin T hiicreleri Tarafindan Taninmasi

Iaglarn antijenik olma 6zellikleri kimyasal yapilari ile iligkilidir. Molekiiler agirligi 1000
D’den biiyiik olan ilaglar, 6rmegin L-asparaginaz, heterolog antiserumlar ve insiilin, dogrudan
immiin yaniti uyararak asiriduyarlilik reaksiyonlarini baslatabilirler. ilaglarm ¢ogu 1000
D’den diisiik molekiiler agirlikta basit organik bilesiklerdir. Kii¢iik molekiiller i¢in degisik

hipotezler one siiriilmistiir.

2.2.1. Hapten hipotezi

Kiiciik molekiillerin immiinojenik olabilmesi i¢in metabolize olup biyoaktif hale
gelmeleri gerekmektedir. Daha sonra bu molekiiller plazmadaki yiiksek molekiiler agirliklt
tastyict bir protein ya da hiicre ylizeylerindeki biiyiik molekiillii yapilara kovalan olarak baglanir.
Bu olay ‘haptenizasyon” olarak tanimlanir (14,15). Buna en iyi Ornek penisilin grubu

antibiyotiklerdir (Sekil 2-1a).
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Sekil 2-1: ilaclarin T hiicreleri tarafindan taninmasi

2.2.2. Pro-hapten hipotezi

Ilaglarn ¢ogu igin dogrudan haptenizasyon reaksiyonu gerceklesemez. Bu ilaglarm,
karaciger veya bagka bir yerdeki metabolizmasi sonucu olusan reaktif ara {irtinler hapten gorevi
goriir ve biiyiik molekiil agirlikli proteinlere baglanir (4). Bu ilaglara en iyi 6rnek sulfonamid

grubu antibiyotiklerdir (Sekil 2-1b).

2.2.3. Pi-kavramm

Bunlarin diginda bazi ilaglar herhangi bir tanitict ara molekiile ihtiya¢ olmadan T hiicre
reseptoriine (THR) baglanarak T hiicreyi dogrudan uyarir ve immiin yanit olusturur,
farmakolojik etkilesim (pharmacological interaction, Pi) olarak adlandirilan bu durumda ilagla
daha onceden karsilagsma gerekli degildir (16). Bu nedenle kimyasal olarak reaktif
olmayan veya bilinen metabolizmasi olmayan (inert) ilaglarla gelisen veya ilk
karsilasmada olusan ani reaksiyonlar bu hipotezle acgiklanabilir (5,17,18). Bu
hipotez, spesifik doku uyumluluk kompleksi (MHC) molekiilii, THR ve ila¢ antijeni
arasindaki etkilesim sonucu istenmeyen reaksiyonlarin olustugunu savunmaktadir.

Bu mekanizma 6zellikle T hiicre aracilikli deri reaksiyonlarinda yer almaktadir (16) (Sekil 2-1c¢).



2.2.4. Tehlike Hipotezi

Matzinger’in 1998’te 6ne siirdiigii tehlike hipotezinde ise 6nemli olan antijenin
viicuda yabanci olmasi degil, olusturdugu tehlike sinyalleridir. Bu sinyallerin
kaynag1 kimyasal stres, ilacin veya reaktif metabolitinin sitotoksik etkisiyle hasara
ugrayan hiicreler, nekrotik hiicre Slimii veya ilagtan bagimsiz olarak eslik eden
enfeksiyon gibi bagka bir kostimiilator olabilir (5). Normalde olusmayan bir immiin
yanit sayilan stres faktorlerinden herhangi biri varliginda tehlike sinyali olusturup
immiin yanit1 baglatabilmektedir (Sekil 2-2).

Ilaglarin biyoaktivasyonunu saglayan faz 1 reaksiyonlarin, detoksifikasyonunu
saglayan faz 2 reaksiyon asamalar1 da asiriduyarlilik yanitina neden olabilmektedir (19).
Bu noktada metabolizmada yer alan bazi enzimlerin degisik nedenlerle azalmasi veya
fonksiyon kayb1 da immiinojenik yanita neden olabilir (5,18).
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Sekil 2-2: Tehlike hipotezi: ikincil uyaranlar varh@mnda ila¢ molekiiliiniin immiin
mekanizmasi

2.3. Tla¢ Asinnduyarhihk Reaksiyonlarimin Simiflandirilmasi

Asiriduyarlilik reaksiyonlari bir¢ok farkli immiin mekanizma igerir ve buna bagh
olarak farkli klinik bulgular gosterir (20). Bu heterojeniteyi agiklamak ve in vivo
meydana gelen kompleks olaylar1 sadelestirmek i¢in Gell ve Coombs ila¢ asiriduyarlilik
reaksiyonlarim1 Tip [-IV olarak 4 kategoriye siniflandirmistir. Bu siniflandirma, mast
hiicre ve bazofiller iizerinde bulunan, yliksek affiniteyle IgE reseptoriine baglanan IgE

antikorunun olusumuna, kompleman baglayic1 antikorlara ve enflamasyonun farkli



formlarint diizenleyen T hiicre reaksiyonlarina dayanir. Bu reaksiyonlar birbirleriyle
sikica iligkilidir, 6rn: B hiicrelerinin IgG ve IgE iireten plazma hiicrelerine doniismeleri T
hiicrelerinin yardimina baglidir.

Gell ve Coombs siniflandirmast 1960’1 yillarda gelistirilmistir. Glinlimiizde
immiin sistemin sadece tek bir ¢esit ve spesifik hafizaya sahip olmadigi, farkli tip T
hiicreleri tarafindan diizenlendigi ac¢iga kavusmustur. Farkli reaksiyonlari tanimlama
adina T hiicre fonksiyonlarinin ¢esitliligini daha iyi agiklamak i¢in bu smiflandirma

genisletilip gilincellenerek T hiicre aracili Tip IV reaksiyonlar kendi iginde dort alt tipe
ayrilmustir (Tablo 2-2) (21).

Tablo 2-2: Antikor (I-III) ve T Hiicre Aracili Asiriduyarhlik Reaksiyonlar (IVa-d)
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2.3.1. Tip I (IgE aracili) Reaksiyonlar
IgE araciligiyla gelisen Tip I reaksiyonlar en sik karsilasilan reaksiyon grubudur ve
ilag alimini takiben ilk bir saat i¢ginde ortaya ¢iktiklari i¢in ‘erken reaksiyonlar’ olarak da

adlandirilmaktadir. IgE sistemi kiigiik miktardaki antijenlere tepki gostermekte ve bu



spesifik IgE reseptoriine baglanan IgE (Fc-e-RI) ile basarir. Fc-¢-RI c¢apraz
baglanmasinda, erken semptomlara neden olan ve ge¢ goézlenen allerjik
enflamasyonlarin olugsmasina olanak saglayan histamin, triptaz, Idkotrien,
prostaglandin ve tiimdr nekroze edici faktér (TNF)-a gibi ¢esitli mediyatorler
salinir. Tlaclara kars1 gelisen IgE aracili reaksiyonlarin genellikle bir hapten-tasiyici
komplekse karsi Oncelikli olarak gelisen immiin yanita dayali oldugu
diistiniilmektedir. B hiicreleri, yiizey Ig reseptorleri ile hapten-tasiyict kompleksin
birbirleriyle etkilesimi sonucu IgE sekrete eden plazma hiicrelerine doniisiirler. Bu
olgunlagsmaya B hiicreleri ile etkilesen T hiicreleri hapten tasiciy1r kompleks ve IgE
dontisiim faktorlerinden I1L-4 ve IL-13 salinimi yardimei olur. Bu duyarlagsma fazi
normalde semptomsuzdur. Ilacla yeniden karsilasma durumunda, hapten-tasiyici
kompleks tekrar olusup mast hiicreleri iizerinde bulunan ila¢ spesifik IgE
antikorlarina c¢apraz baglanir ve mast hiicre degraniilasyonu ve erken allerjik
semptomlara neden olur. IgE aracili reaksiyonlar duyarli bireylerde hafiften c¢ok
agir, hatta olimeciil rahatsizliklara neden olabilirler. Reaksiyonlar oral alimda
dakikalar, parenteral uygulamada ise saniyeler i¢inde gerceklesebilir. Semptomlar
basit bolgesel kasinti, yliz, gogiis veya parenteral uygulama bolgesinde kizariklik
ile baslay1ip, akut bronkospazma ve yaygin iirtiker ve 6deme kadar ulasabilir. Daha
agir ve kompleks reaksiyonlar anafilaksi olarak adlandirilir. Genellikle ilk 15
dakikada gerceklesen anafilaktik sokta yaygin kizariklik, kasinti ve iirtiker ile
birlikte larinks ©demine bagli solunum, dolasim problemleri ve biling kaybi

gbzlenir (21).

2.3.2. IgG aracih Tip II (Sitotoksik mekanizma) ve Tip III (Immiin Kompleks
Birikimi) Reaksiyonlar

Tip I ve Tip III reaksiyonlar kompleman baglayict IgG antikorlarmin
formasyonuna dayanir. Nadiren IgM antikoru da bu reaksiyona katilmakta ve
reaksiyonlar benzer ozellikler gostermektedir. Bu reaksiyonlar, immiin komplekslerin
formasyonu ile kompleman ile Fc-Fcy reseptorii tasiyan hiicrelerin (makrofajlar, dogal
oldiiriici (NK) hiicreler, graniilositler, lokositler, eritrositler, trombositler) etkilesimine
dayanmakta ancak hedef yapilar ve fizyolojik sonuclar farkliliklar gostermektedir. Tip 11
reaksiyonlarda hiicre yilizeyinde bulunan protein-ilag/metabolit yapisina karsi B hiicreleri
tarafindan IgG otoantikorlar1 olusturulmaktadir. IgG ile baglanan hiicreler kompleman

aktivasyonuna, fagositoza ve antikora bagimli hiicresel sitotoksisite gibi yikici olaylara
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duyarl hale gelir. Hem eritrositlerin immiin aracili zarar gérmesi sonucunda ortaya ¢ikan
hemolitik anemi hem de trombositlerin zarar gérmesi sonucu ortaya ¢ikan trombositopeni
Tip II asirnduyarlilik reaksiyonlar1 olup, belirli ilaglarin yan etkileri sonucu
olusurlar. Penisilin, kinidin ve metildopa bu mekanizma yolu ile hemolitik anemi ve/veya
trombositopeni ile iligkilendirilmistir (22).

Tip I reaksiyonun olusumu ise dolasimda serbest olarak bulunan ilacin
antijenik yapisi ile buna kars1 olusan IgG veya IgM sinifindaki antikorlarin birlesip
immiinkompleks  olusturarak  postkapiller  veniillerde  birikmesi  esasina
dayanmaktadir. Tip III reaksiyonun klinik semptomlarina, serum hastalig,
vaskiilitler, ilag atesi ve bazi cilt eriipsiyonlar1 6rnek gosterilebilir (20).

2.3.3. Tip IV (T hiicre aracili) Reaksiyonlar

Gecikmis tipte asiriduyarlilik reaksiyonlar1 olarak da bilinen, Tip IV asiriduyarlilik
reaksiyonlari, ilag-spesifik efektér T hiicreleri araciligiyla meydana gelir. T hiicreleri
gerek doku i¢ine sizip organ hasaria yol acarak, gerek antikor doniisiimii i¢in sitokin
iiretimi yaparak tiim ila¢ reaksiyonlarina katilirlar. Diger asiriduyarlilik reaksiyonlarindan
antijenle karsilagilmasindan duyarlilik reaksiyonun gergeklesmesine kadar gegen siirenin
uzunlugu ile ayrilmaktadir. Geg tip reaksiyonlar sitokin paternlerine ve farkli immiin
sistem hiicrelerinin periferik aktivasyonuna gore kategorize edilmistir.

Tip 4a reaksiyonlarda Thl hiicreler uyarilmakta ve yogun sekilde IFN-y ve
TNF-a salgilayarak makrofaj ve monositleri uyarmaktadir. Th2 hiicrelerin ana rol
aldigt Tip 4b reaksiyonda ise salgilanan IL-5 eozinofilik enflamasyon
olusturmaktadir. Tip 4c¢ reaksiyonda ise CD8 eksprese eden sitotoksik T hiicreler
perforin ve granzim B gibi enzimler salgilayarak direkt hiicre lizisi yapmaktadir.
Notrofilik enflamasyonla kendini gosteren Tip 4d reaksiyonda T hiicrelerden
salinan CXCL-8 notrofillerin 6mriinii arttirirken graniilosit makrofaj koloni stimiile
edici faktdor (GM-CSF) ise nétrofil apoptozunu onleyerek enflamasyona katkida
bulunmaktadir. Ayni ila¢ birden fazla immiin yanit mekanizmasi araciligi ile
asiriduyarlilik reaksiyonlarina neden olabilmektedir (23).

Allerjik ilag ile ayn1 ortama konan hasta lenfositlerinin allerjik olmayan kisilerde
goriilmeyen sekilde prolifere olmasi dikkat cekicidir. Bir¢ok ilag, spesifik T hiicre
yanitina neden olabilmektedir. Antijenik yapidaki ilag veya ilacin metaboliti hiicre
icine alinir veya hiicre i¢inde olusup MHC sinif I ile sunulur. Reaktif olan ilag¢ veya

metaboliti ise eger hiicre disinda proteinle haptenizasyona ugramigsa MHC sinif 11 ile
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sunulmaktadir (5). Uyarilan T hiicrelerden salinan IL-4, B hiicrelerden IgE
salgilanmasina neden olurken, IL-5 ise eozinofilleri aktive etmektedir (24). Az sayida
hiicre grubu ise IFN-y iiretimi ile olaya katilir. B hiicresi olmayan agamaglobulinemili
bir cocukta ilaca bagli akut gelisen makiiler dokiintiilerin patolojik incelemesinde
mononiikleer hiicrelerin gézlemlenmesi bu dokiintiilerin T hiicre aracili olusturdugunu

desteklemektedir (25).

[lag alimim takiben ilk 1 saat sonrasinda ortaya ¢ikan Tip IV reaksiyonlar,
genellikle makiilopapiiler dokiintii seklinde kendini gosteren reaksiyonlardir. Daha az
olarak fiks ilag erilipsiyonu, eksfolyatif dermatit, akut generalize ekzantematdz
pustiilozis (AGEP), eozinofili ve sistemik belirtilerin eslik ettigi derideki
reaksiyonlarin agir formlar1 olan eozinofilinin eslik ettigi ila¢ reaksiyonu ve sistemik

semptomlar (DRESS), SJS ve TEN de goriilebilmektedir (23).

2.4. lla¢ Asinnduyarhihk Reaksiyonlarinda Tam1 Yontemleri

[lag allerjilerinde tan1 son derece zahmetli ve zor karar verilebilen bir siirectir. Bu
durumun en 6nemli nedenleri; hastanin ayni1 anda birden fazla ilag kullaniyor olabilmesi,
altta yatan hastaligin klinik belirtilerinin ilacin olusturdugu belirtilerle benzerligi,
hastanin yanlis veya eksik bilgi veriyor olmasi, ayrica tani testlerinin say1 ve bu testlerin
bir¢ok merkezde yapilabilirliliginin sinirli olusudur. Yapilan bir caligmada ilag allerjisi
tanis1 ile allerji klinigine gonderilen hastalarin sadece %23’linde gercek ilag allerjisi
saptanmistir (26). Cocuklarda yapilan bir calismada ila¢ reaksiyonu Oykiisii veren
hastalarda ileri degerlendirme yapilmis ve %94’liniin suglanan ilact tolere ettigi
goriilmiistiir (27). Ilag allerjisi dykiisiiniin gercek ilag allerjisinden 10 kat daha fazla
oldugu diisiiniilmektedir. Ilaclarin metabolizmasinin ve immiin reaktif iiriinlerinin
bilinmemesi de tanida zorluklara neden olmaktadir (28).
2.4.1. Oykii

Klinik tablonun ilag allerjisine ait olup olmadigni saptamak icin ayrintili bir
oykiiniin biiyiik onemi vardir. Oykiiniin uygun ve yeterli bir sekilde alinabilmesini
kolaylastirabilmek i¢in Avrupa ilag Allerjisi Calisma Grubu (European Network for Drug
Allergy, ENDA), &6zgiil bir anket formu hazirlamistir (29). Oykiide en 6nemli temel
nokta, hastada olusan reaksiyonun bilinen asiriduyarlilik reaksiyonlarindan hangisi ile
uyumlu olduguna karar verilmesidir. Bunu, belirlenmesinden sonraki agama ise tani igin

yapilacak teste karar verilmesidir (4).
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2.4.2. in Vivo Testler

2.4.2.1. Deri (prik, intradermal, yama) Testleri

Testin segiminde reaksiyonun tipi ve ortaya cikig siiresi dnemlidir. Ilk bir saat
icinde ortaya c¢ikan reaksiyonlarda “prik” ve “deri i¢i” (intradermal) testler, bir saatten
sonra ortaya ¢ikan reaksiyonlarda intradermal testler ge¢ okunmali ve deri yama testi
yapilmalidir. Deri prik ve intradermal testler IgE aracili erken reaksiyonlar1 gosterirken,
daha geg ortaya cikan reaksiyonlarda deri yama testi veya ge¢ okunan deri ici testler ile T
hiicre aracili gelisen reaksiyonlar saptanmaktadir (30). Testler reaksiyondan en erken dort
ile alt1 hafta sonra uygulanmalidir. Test sirasinda ilacin Onerilen irritan olmayan dozlari
uygulanmalidir. Pozitif deri testi kisinin IgE aracili reaksiyonlar igin risk altinda

oldugunu belirleyebilir, ancak negatif deri testi reaksiyon gelisme olasiligin1 dislayamaz

(31).

2.4.2.2. Provokasyon Testleri

Uygulamasi hala tartigmali olan tant yontemlerinden biri de silipheli ilacin kendisi
veya farmakolojik benzerinin ¢ok diisiikk dozlardan baglanarak kontrollii olarak hastaya
verilmesi ilkesine dayanan ilag provokasyon testleridir (32). Ilag provokasyonu ilag
allerjisi tanisinda altin standart olarak belirtilse de mutlaka risk-yarar orant géz Oniine
alarak yapilmalidir (1). Uyan testleri ciddi anafilaksi, SJS ve TEN gibi ciddi deri
lezyonlarinin gelistigi hastalarda yapilmaktadir (33). Bir ¢alismada beta laktam allerjisi
saptanmis 257 hastanin %69,3’line deri testi ile %30,7’sine oral provokasyon testi ile tani
konulmug ve Oykiide allerji tarifleyen hastalari sadece deri testi ile degerlendirmenin
yeterli olmayacagi diistintilmiistiir (34).
2.4.3. in Vitro Tam Testleri

Erken tip reaksiyonlarin tespitinde deri testlerine bir secenek olarak ilaca 6zgiil IgE
Olciimii  yapilabilir (35). Spesifik IgE 0Olgiimii hala erken ilag reaksiyonlarinin
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan in vitro yontem olsa da beta laktamlar, kas
gevseticiler ve insiilin gibi sinirlt sayida ilag icin uygulanmasi miimkiindiir. Bu testlerin
deri testlerine gore duyarliliklar1 diigiik olsa da deri testi negatif iken spesifik IgE
degerleri pozitif olan hastalar bildirildiginden hizli ciddi reaksiyon olmus hastalarda
provokasyon sonucu ortaya cikabilecek riskten kaginmak amaci ile yapilmasi yararli
olabilir (36). ilacin sadece kendisinin degil metabolitlerinin de allerjen olabilmesi spesifik

IgE ol¢limiintin degerini azaltmaktadir (37). Bazofil aktivasyonunu gostermek amaci ile
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serum triptaz diizeyi ve bazofillerden histamin saliniminin degerlendirilmesi, akan hiicre
Olcer yontemi ile bazofil uyart testi (BAT), hiicresel allerjen uyar1 testi (CAST)
yapilabilmektedir (38). Bazofiller aktive olduklarinda yiizeylerindeki CD45, CD63,
CD69, CD203c gibi belirleyiciler eksprese etmektedir. Bu belirleyicilerin BAT ile
olciimii allerjinin taninmasinda giivenilir bir yéntemdir. ilag allerjisi degerlendirilmesinde
duyarlilig1 %36-97,7, 6zgiilligi %90-95 olarak bildirilmistir (39,40).

Geg tip ila¢ asiriduyarliklik reaksiyonlarinin in vitro tanisinda ilag-spesifik aktive
T hiicrelerinin analiz edilmesi esasina dayanmaktadir. LTT ilag ile duyarlanmis T
hiicrelerini belirlemede kullanilan en yaygin ve en eski yontemdir. LTT nin duyarlilig
ilaca ve reaksiyonun tipine bagli olarak % 60-70 arasinda degisirken, 6zgiilliigii ise %
85-93 olarak tespit edilmistir. Gliniimiizde ilag-spesifik T hiicrelerinin reaktivitesini
analiz etmek amaciyla T hiicre aktivasyon belirtegleri ve sitokin Ol¢timleri
kullanilmaktadir. T hiicre uyarimindan sonra eksprese edilen CD25, CD69, CD71 ve
HLADR gibi aktivasyon molekiilleri spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak akan
hiicre olger cihazinda analiz edilebilmektedir. T hiicre aracili ilag reaksiyonlarinda
CD69’un ilagla uyarilmis T hiicre analizinde bir in vitro belirte¢ oldugunu gdsteren
caligmalar mevcuttur. Bunun yaninda hiicre i¢i ya da kiiltiir sivilarinda ELISPOT veya
akan hiicre olcer ile IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 ve IFN-y gibi Thl ve Th2 sitokinlerin
salmmminin degerlendirilmesi, gec¢ tip ilag reaksiyonlarinda ila¢ duyarlilanmasini
belirlemede umut vadeden bir yontem olabilecegi gosterilmistir (41).
2.5. T Hiicre Immiinitesi

Edinsel immiin yanitin hiicreleri olan lenfositler, viicutta klonal ekspansiyona sahip
her bir antijene spesifik THR eksprese eden hiicre grubudur. Saglikli bir eriskinde toplam
lenfosit sayis1 yaklasik 5x10'"’dir. En biiyiik T hiicre alt gruplar1 aff antijen reseptoriinii
eksprese eden yardimc1 CD4" T lenfositleri ve CD8" sitotoksik T lenfositleridir. CD4"
yardimc1 T lenfositler CD3"CD4'CDS8" fenotipine sahip olup, insanda kanda, lenf
diigiimiinde, hem de dalaktaki tiim lenfositlerin yarisi oraninda bulunmaktadirlar (42).
2.5.1.T hiicre aktivasyonu

T hiicresi THR araciliftyla antijen baglanmasi ve sinyal iletimi ile aktive olmaktadir.
(Cozliniir antijenlere reaksiyon veren B hiicrelerinin aksine, T hiicreleri antijen sunucu hiicreler
tarafindan MHC sinif 11 protein oluguna baglanan kiiciik peptidlerin antijen sunumu sonrasinda
uyarilabilmektedir. Peptid-MHC kompleksinin THR ne baglanmasi T hiicre aktivasyonuna yol
acacak bir seri biyokimyasal olay1 tetiklemektedir (43).
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2.5.2. T hiicre ¢cogalmasi

Belirli bir peptid antijene yanit veren naif T hiicre sayis1 az olmakla beraber bu hiicrelerin
patojene karst immiin yaniti baslatilabilmesi i¢in cogalip sayica artmalari gerekmektedir.
Dolayistyla THR-MHC peptid kompleksi birlesimi ve kostimiilator molekiil uyarimi sonucunda
klonal ¢ogalma meydana gelmektedir. THR ve CD28 ile olusan ikinci uyari sonrasinda aktive
olan T hiicreleri hem hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli bir sitokin olan IL-2’yi iiretmekte hemde
yiizeylerinde o, B ve 7y zincirlerinden olusan yiiksek afiniteli IL-2 reseptoriinii eksprese
etmektedir. I1L-2/IL-2 reseptor etkilesimi T hiicrelerinin efektér ve hafiza fenotipine
farklilasmasini saglamakta bu da antijen spesifik immiin yanitlarda T hiicre immiinitesini
arttirmaktadir (43, 44).
2.5.3. T hiicre gelisimi

T hiicrelerinin antijenle sekonder lenfoid organlarda karsilasmakta ve bu bolgelerde gok
sayida olgun T hiicresinin bulunmasit hiicresel immiin yanitin baslamasinda 6nemli bir
basamaktir. T hiicresi kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden koken almaktadir.
Hematopoetik kok hiicreden kokenlenen hematopoetik progenitdrler (lenfoid progenitor
hiicreler) timusa gider ve sayica artarak olgunlasmamis timositleri olusturur. Kemik iligi
kokenli timik progenitdr hiicreler kortikomediiller bolgeden timusa girer ve bu donemde THR,
CD3, CD4 veya CD8 ecksprese etmezler ve c¢ift negatif timositler (CD4 CD8") olarak
adlandirilirlar. Gelisimin ilk asamasinda diger hiicrelere farklilagma kapasitelerini kaybederler
ve Thy-1, CD44 ve CD2S5 gibi baz1 T hiicre yiizey molekiillerini eksprese etmeye baglarlar. TCR
af lokuslarinda THR gen rearranjmanmi baslatilir ve korteksten subkapsiiler zon bolgesine
gecerler. Gelisim stiresince hem CD4 hem de CD8 eksprese eden timositler ¢ift pozitif timositler
(CD4"CD8") olarak adlandiriimakta ve pozitif ve negatif seleksiyona hazir hale gelmektedir.
Timik antijen sunan hiicreler tarafindan sunulan peptid-MHC kompleksi ile uyarilmayan
THR’ne sahip olan T hiicreleri apoptozise ugrarlar. Timositler timik epitelyal hiicreler ve diger
timik antijen sunan hiicreler ile yiiksek aviditede THR-peptid MHC kompleksi olusturuyorsa
timositler apoptozise ugrar (negatif seleksiyon). Negatif seleksiyon immiin tolerans gelisimi i¢in
onemli bir mekanizmadir ancak %100 etkili bir sistem degildir. Timustan ayrilan T hiicrelerinin
periferde efektor fonksiyonlarini ortadan kaldirilmasi Treg hiicre gelisimi ile saglanmaktadir.
Treg'lerin bir alt grubu da timusta gelismekte ve yiizeylerinde CD4 ve CD25 eksprese edip Foxp3
transkripsiyon faktorii tagimaktadir. Diisiik avidite ve afinite ile peptid-MHC kompleksini
tantyanlar ise tek pozitif olgun T hiicresi haline gelmektedir (pozitif seleksiyon). MHC smuf |
molekiilii ile uyarilan THR’ne sahip olan olan T hiicreleri CD8" T hiicre MHC simf IT molekiilii
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ile uyarillan THR tastyan T hiicreleri CD4" T hiicrelerine doniisiirler. Olgunlasmanin bu son
asamasinda tek pozitif timositler (CD4"CD8" veya CD4 CD8") olarak periferik dokulara
giderler. Timositlerin %98’1 timustaki gelisim siirecinde ya pozitif seleksiyon yada
negatif seleksiyonla Olmekte, sag kalmay1 basaran %2 oranindaki hiicreler timustan
ayrilip olgun immiinolojik ozelliklerini tamamlamig T hiicresi haline gelmektedir. T
hiicreleri timustan ayrildiktan sonra sekonder lenfoid organlara giderler. Antijen ile heniiz
etkilesime girmemis bu hiicreler naif T hiicreleri olarak adlandirilir. Naif T hiicresi 6zgiil
antijeni ile karsilagsmazsa lenfoid dokuyu terk eder ve tekrar kan dolagimina katilir. Naif T
hiicresi antijen sunan hiicre ile etkilesime girdiginde ¢ogalip farklilasarak efektor T hiicrelerine
doniistirler ve antijene karsi hizli yanit veren hiicreler haline gelirler (45,46).
2.5.4. Yardime1 T hiicre fonksiyonlar:

T lenfositlerinin biiylik bir ¢cogunlugunu yardimci T lenfositleri (Th) olusturmaktadir.
Th hiicreleri B hiicrelerinin plazma hiicrelerine doniisiimii, sitotoksik T hiicre ve makrofaj
aktivasyonu gibi immiinolojik siireglere katkida bulunurlar. Bu hiicreler yiizeylerinde CD4
glikoproteinini eksprese ettiklerinden dolayt CD4" T hiicreleri olarakta bilinmektedir. Bu
hiicreler antijen sunucu hiicre tarafindan MHC simif II molekiiliiyle sunulan peptid antijen
sunumundan sonra aktive olmaktadir. Aktivasyon sonrasi hizlica béliiniirler ve immiin yanitlart
regiile eden sitokinleri salgilarlar. Sitokin profillerine gére CD4" T hiicreleri Th1, Th2, Th9,
Th17, Th22 ve T folikiiler efektor hiicre alt tiplerine ayrilmaktadir (47).
2.5.5. Th1 hiicreler

Thl hiicreler makrofajlari, NK hiicreleri ve CD8" T hiicrelerinin aktive ederek hiicre igi
patojenlerle savagir. Thl hiicreler B hiicrelerinden IgG2a antikor iiretimi i¢in immunglobulin
siif doniistimiinii uyararak viriis ve hiicre dis1 bakterilerin yokedilmesini de saglamaktadir. Thl
yolagim gii¢lendiren faktdrler antijenin yapisi, antijen sunan hiicredeki kostimiilator sinyaller ve
sitokin mikrogevresidir. Th1 farklilasmasmdaki en 6nemli rol oynayan sitokinlere IL-12, IL-18,
IL-21 ve IL-27 ornek gosterilebilir. Thl hiicreleri sinyal iletici ve transkripsiyon protein
aktivatorii (STAT)-4 ve T-bet transkripsiyon faktorlerini eksprese ederler ve temel olarak
IFN-y, IL-2 ve TNF-a gibi sitokinler salgilarlar. T-bet, T-box ailesinin bir {iyesidir ve Thl
yoniine farklilagsma ve fonksiyon kazanmast ile iligkili anahtar transkripsiyon faktoriidiir. CD4*
T hiicrelerinden salgilanan IFN-y makrofajlar aktive ederek fagositik fonksiyonlarin arttirmakta
ve hiicre i¢i bakterilerin dldiirtilmesine yardimci olmaktadir. Thl hiicrelerinin otoantijenlerle
asir1 uyarmmi Tip 4 gecikmis tip asiriduyarlilik reaksiyonlarina neden olmakta ve agirn Thl
aktivasyonu enflamatuvar hastaliklar ve doku hasarina yol agabilmektedir (48).
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2.5.6. Th2 hiicreler

Th2 hiicreler hiicre dis1 parazitlere kars1 immiin cevapta kritik role sahiptirler. Paraziter
enfeksiyonlarin girig yeri olan deri, akciger ve bagirsaklardaki epitelyal hiicreler ve dogal
immiin sistemin hiicreleri tarafindan parazitlere karst IL-4, IL-25 ve IL-33 salgilanarak naif T
hiicrelerinin Th2’e farklilagmasmi saglar. Allerjik hastaliklarin gelisimi siiresince efektor
Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 iiretir. Ayrica iiretilen IL-25, IL-31 ve IL-33{in
Th2 hiicre yaniti ve enflamasyonda rolleri de bulunmaktadir. Th2’ye yo6nlenmeyi
saglayan IL-4 reseptdre baglandigi zaman STAT-6’y1 aktiflestirmekte ve STAT-6
aktivasyonu Th2 transkripsiyon faktorii olan trans-etkili T hiicre spesifik transkripsiyon
faktorii (GATA)-3’lin ekspresyonunu arttirmaktadir. GATA-3 Th2 farklilasmasinin ve Th2 tip
sitokin {retiminin baglica diizenleyicisidir. GATA-3 fonksiyonu bozuklugunda Th2
farklilagmas1 gerceklesemez. 1L-4, Th2 hiicre farklilasmasi igin pozitif uyaran olmasinin
yaninda B hiicrelerinden IgE iiretimini stimiile etmektedir. IgE mast hiicrelerini stimiile ederek
bronkokonstriiksiyon, barsak peristalsisi ve helmintlerle miicadele icin gastrik sivi
asidifikasyonunu saglayan lokotrien, serotonin ve histamin salinimina neden olmaktadir. Th2
hiicrelerinden tiretilen IL-5 eozinofil gogli ve aktivasyonuna neden olmakta ve helmintlerle
miicadeleyi arttirmaktadir. Th2 kaynakli IL-13 ise yine helmintleri yok edilmesi ve havayolu
asir1 duyarlihiginin artisgina neden olmaktadir. Th2 hiicrelerinin asir1 aktivasyonlart IgE aracili
Tip 1 asinduyarlilik ve allerjik rinit, atopik dermatit ve astim gibi allerjik reaksiyonlara neden
olmaktadir (49).
2.5.7. T hiicre aracili immiinitenin baskilanmasi

Immiin sistemin efektdr hiicrelerinin dokulara hasar verme giicii diisiiniildiigiinde
tolerans mekanizmalarinin 6nemi anlagilabilmektedir. Timusta T hiicre olgunlagmasi sirasinda
merkezi tolerans kontrol noktalar1 bulunmakla beraber yeterli olamamaktadir. Dolayisiyla
periferde T hiicrelerinin selfe karsi aktif efektor hiicreler haline gelmesini engelleyen periferik
tolerans mekanizmalar1 bulunmaktadir. Periferik tolerans otoreaktif T hiicrelerinin
olgunlasip perifere ¢ikmalarindan sonra gelisen immiinolojik tolerans mekanizmasidir.
Bu mekanizmada otoreaktif hiicreler Treg hiicreleri tarafindan baskilanmakta ve anerjik
lenfosit olusumu gerceklesmektedir. Bu hiicreler enflamatuvar dénemlerde kostimiilator
sinyaller gibi baz1 ylizey reseptorlerine bagli olarak yanit verme yeteneklerini de

kisitlamaktadir (50).
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2.5.7.1. Regiilator T hiicreler
Regiilator T hiicreler (Treg) baskilayici T hiicreleri olarakta bilinen CD4" T hiicrelerinin

bir alt grubudur. Bu hiicreler immiin sistemin modulasyonu, self antijenlere karsi toleransin
stirdiiriilmesi ve otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesinden sorumludur. Genellikle efektor T
hiicrelerinin ¢ogalma, aktivasyon ve regiilasyonlarinin  baskilanmasini saglayarak asiriya
kacan reaksiyonlar1 onleyerek onemli bir self-kontrol noktast olarak gérev yapmaktadir. Bu
hiicreler CD4, CD25 ve Forkhead box protein 3 (FoxP3) eksprese etmektedir. Periferde
Treg’lerin iki farkli grubu bulunmaktadir. Dogal Treg (nTreg) timustaki gelisim sirasinda
fonksiyon kazanir, indiiklenebilir Treg (iTreg) timus diginda periferde naif CD4* T hiicrelerin
farklilagmasi1 sirasinda gelisirler. Hem nTreg hem de iTreg transkripsiyon faktorii Foxp3
ekspresyonu ve CD25 yiizey ekspresyonu ile karakterizedir. Treg’ler immun baskilayici
etkilerini IL-10 ve TGF- gibi baskilayici sitokinlerin salimmi, apoptozisin tetiklenmesi ve
hiicre-hiicre temasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile gosterirler (51).
2.6. Allerjide CD4* T Hiicre Fonksiyonlari

Allerjik hastaliklarda allerjen spesifik immiin yanitlarda allerjen spesisifik CD4" T
hiicrelerinin 6nemi biiyiiktiir. Bu hiicreler yalnizca allerjen duyarlilanmasi igin degil
bunun yaninda allerjik hastaliklarin biitiin  enflamatuvar siireclerinde de rol
oynamaktadirlar. Aktive olmus allerjen spesifik T hiicrelerinin allerjik hastalarin periferik
kanlarinda, burun, akcigerler, deri ve bagirsaklar gibi hedef organlarda da yogun bicimde
bulundugu gosterilmistir (52,53).

Allerjik duyarlanma olusturulmus hayvan modellerinde bloke edici antikorlarla bu
T hiicrelerin etkisizlestirilmesi veya uzaklagtirilmasi hastalik gelisimini baskilamistir
(54,55). Allerjene spesifik CD4" T hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-
13 gibi sitokinler allerjik enflamasyonu diizenlemekte ve mikrocevrede Th2 tip
sitokinlerin yliksek diizeyde bulunmasi patogenezin allerjik hastaliga dogru yonlenmesine
neden olmaktadir (52,56,57). Ornegin; IL-4 ve IL-13, B hiicrelerinden allerjide sorumlu
antikor olan IgE tipinde antikor iiretimi saglarlar, IL-5 allerjik iltihapta en Onemli
hiicrelerden biri olan eozinofil ¢ogalmasindan ve olgunlagsmasindan, enflamasyon
bolgesine eozinofil toplanmasindan sorumludur; IL-9 ise yine allerjide sorumlu histamin
gibi bircok mediyatoriin kaynagi olan mast hiicreleri ve bazofillerin aktive olmasini
tetiklemektedir (57,58). Bunlara ek olarak bazi Th2 tip sitokinler hava yolu asir1
cevapliligi, mukusun asir1 salgilanmasi gibi hastalia 6zgii bulgular1 olusturabilirler

(53,59).
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Kemik iliginden kaynaklanan Th hiicrelerin Th2 tipinde hiicre grubuna
yonlenmesi ve Th2 tip sitokin salgilamasi bir takim hiicre i¢i sinyal molekiillerinin
karmagik agi tarafindan diizenlenir. Th2 tipindeki sitokin iiretiminin baslatilmasi igin
allerjik rinitte 6rnegin burunda bolgesel olarak IL-4 varligi mutlaka gereklidir (60). IL-4
reseptdriiniin uyarilmasi ile hiicre i¢i bazi molekiiller aktive olur ve bdylece Th2 sitokin
iiretimi icin gerekli genlerin uyarilmasi olusur (60,61). Bu molekiillerden STAT6’nin
aktivasyonu etkin bir IL-4 olusumu ve Th2 doniisiimii i¢in ¢ok énemlidir (61,62). STAT6
geni silinmis farelerde Th2 hiicre gelisimi yetersizdir bu nedenle IL-4 iiretiminde de
yetersizlik oldugu gosterilmisitir. STAT6 aktivasyonundan sonra Th2 hiicrelerde GATA-
3 gibi transkripsiyon faktorlerinin artig1 saglanarak Th2 tipinde gelisim saglanir (63). Th2
tipinde bir yanitin gelismesi allerjene 6zgiil IgE yapiminin artisi ve bdylece allerjik
bulgularin meydana gelmesi ile sonuglanir. Yiiksek diizeyde IgE’nin bulunmasi hem akut
allerjik reaksiyon hem de kronik enflamasyonun olusmasi i¢in gereklidir. Allerjene 6zgiil
IgE esasen dokulardaki mast hiicreleri ve dolasan bazofillerdeki IgE reseptoriine (FceRI)
baglanir. Hiicre yiizeyindeki IgE’lerin spesifik allerjenle capraz baglanmasi soucunda bu
hiicrelerin graniillerinden histamin, 16kotrien, prostaglandin ve platalet aktive edici faktor
(PAF) gibi enflamatuvar mediyatorlerden salinir. Ardindan dakikalar icerisinde bazi
sitokinler aciga ¢ikmakta ve diiz kas kasilmasi, mukus iiretimi ve damar disina siv1 kagisi
gibi akut allerjik reaksiyon cevaplari olugmaktadir. Bunu takiben allerjik mediyatorler
aracili1 ile bu bolgelere Th2 hiicre, eozinofil, bazofil ve monositlerin gd¢leri sonucu
uzamig allerjik itihabi durum tetiklenir ve saliman yeni mediyatorler ile erken faz
reaksiyon semptomlar1 ve lokal dokuda hasar meydana gelir (64). Allerjik reaksiyonlarin
uzamasi ve olusan enflamatuvar degisikler sonucu ciddi doku hasarlar1 ve hedef organ
anormallikleri meydana gelir. Allerjenlerin kronik allerjik enflamasyondaki rolleri ¢ok iyi
tanimlanmistir. Allerjik olmayan uyaranlarin da bu siirecte rol oynadigi gosterilmistir.
Ornegin enfeksiyonlar allerjik semoptomlarin gecici olarak alevlenmesinin yani sira
hastaligin ilerlemesi ve doku hasarmin artmasina neden olan enflamatuvar yanitlarin
artmasina da yol agmaktadir. Nonspesifik irritanlar, allerjenle c¢apraz reaksiyon veren
intirinsik proteinler, enflamatuvar hiicrelerin kendi kendine uyarilmasi ve epitel

hiicrelerindeki hasarlar da enflamasyonun devamliligina neden olmaktadirlar (65).

Saglikli kisilerde allerjik kisilerden farkli olarak allerjene tolerans olugmasi
nedeniyle sistemik ya da lokal bir reaksiyon gelismemektedir. Saglikli kisilerde allerjen

maruziyeti sonrast periferik kanda az miktarda allerjen spesifik Thl hiicresi
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bulunmaktadir; ancak, allerjen spesifik reaksiyonlarin regiilasyonunda Treg hiicreleri
karsimiza ¢ikmaktadir (66). Allerjen spesifik Treg hiicreler cok yogun miktarda IL-10 ve
TGF-B iiretmekte ve bu sitokinler immiin sistemi baskilamaktadir (67). Allerjisi olan
kisilerde bu tiir hiicrelerin say1 ve fonksiyonlarinin arttirilmasi sonucunda allerjinin
iistesinden gelindigi gozlenmistir. Allerjik kisiler arastirildiginda da bu kisilerin periferik

kanlarinda ¢ok sayida allerjene spesifik Treg hiicresi oldugu gézlemlenmistir (68).

2.7. Kinolonlara Kars1 Asiridduyarhilik Reaksiyonlar:

Kinolonlar ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan gittikge 6nemi
artan, genis spektrumlu sentetik antibiyotiklerdir (69). 1k kinolon olan nalidiksik asit
(NLDXA), 1964 yilinda tanimlanmis ve bunu 1980’lerde orijinal molekiile florid
grubunun eklenmesi ile genisletilmis bir antibakteriyel spektrum = gdsteren
fluorokinolonlar takip etmistir (70). Glinlimiizde genis aktivitesi ve ¢ok direncli
organizmalarin tedavisinde daha etkili olan c¢esitli yeni kinolonlar gelistirilmeye
calisilmaktadir. (71). Ayrica kinolonlar, farkli yapiya sahip olduklar1 ve dolasiyla ¢apraz
reaksiyon gostermedikleri i¢in diger antibiyotiklere (6rn: penisilin) karsi asiriduyarlilik
reaksiyonlar1 olan hastalarda kullanilabilmektedir. Ancak, kinolonlar da istenmeyen ilag
reaksiyonlarina sebep olabilmektedir. Kinolonlara karsi gelisen geg tipte asiriduyarlilik
reaksiyonlarina yonelik az sayida calisma bulunmaktadir. Bu reaksiyonlarin T hiicre
immiinitesi ile iligkili oldugunu gosteren bir ¢alisma mevcuttur (72). Geg tip reaksiyonlar
erken tiplere oranla daha seyrek goriilmektedir. SPFX en yaygin olarak kullanilan
kinolonlardan olup, kullanan hastalarin yaklasik %1-2’sinde kutandz advers ilag
reaksiyonlarina sebep olmaktadir (Sekil 2-3). SPFX ile ilgili olarak en sik tanimlanan
reaksiyonlar Tip I IgE aracili firtiker, anjioddem, anafilaksi gibi erken gelisen
reaksiyonlardir (73). Kinolon tedavisinde gelisen gec¢ tip reaksiyonlarin &zellikle
ekzantemin farkli tiirleri seklinde T hiicre aracili olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Ancak T hiicreleri i¢in kinolonlarin immiinojenitesi ve belirgin ¢apraz reaktiviteleri

detayli olarak incelenmemistir (74).
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Sekil 2-3: SPFX’in kimyasal yapisi

Cilt testleri giivenilir olmadig: i¢in erken tip reaksiyonlarda tan1 koymada zorluklar
yasanmaktadir. Cilt testleri bazi kinolon allerjilerinde faydali olmakla birlikte bazi
kinolonlarda yanlis pozitif sonuca sik olarak rastlanmaktadir (75). Erken tip kinolon
allerjisinin her ne kadar IgE aracili oldugu diisiiniilse de spesifik IgE saptanmasi oldukga
zordur. Radyoaktif immiinolojik yontem (RIA) metodu ile in vitro sartlarda kinolonlara
kars1 spesifik IgE ilk kez Manfredi daha sonra da Aranda ve ark. tarafindan
degerlendirilmis ve farkli kinolonlara kars1 farkli sikliklarda pozitif sonuglar saptanmistir
(75,76). Kinolonlara kars1 erken tip asiriduyarhilik reaksiyonu tanisinda altin standart ilag
provokasyon testidir. Bu test ciddi reaksiyon olugsma ihtimaline ragmen taniy1
dogrulamada, alternatif ila¢ seciminde ve ¢apraz reaksiyon tespitinde kullanilmaktadir.
Yama yada intradermal testlerin ge¢ kinolon allerjisi tanisinda kullanima ile ilgili yapilan
caligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Bir ¢alismada gec kinolon reaksiyonlarinda
yama testinde %350 pozitiflik saptanirken diger bir calismada pozitif sonug
saptanmamustir (72,77). Intradermal testlerin ge¢ okunmasi da kullanilacak diger bir
metod olmakla birlikte irritan yanit olasiligi net degildir (78). Tani i¢in ayrica lenfosit
transformasyon testleri de kullanilabilmektedir. Schmid ve ark.’lar1 yaptiklari ¢alismada
ge¢ tip reaksiyon gegiren alti hastada SPFX ve moksifloksasin ile proliferatif yanit

saptamig, kontrol grubunda ise bu test negatif olarak bulunmustur (72).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Secimi

Calismaya Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Allerji Bilim Dal1
Poliklinigi’ne SPFX’e kars1 gec tip asiriduyarlilik reaksiyonu nedeniyle bagvuran hastalar
alinmistir. Detayli anamneze gore SPFX’e bagli asiriduyarlilik reaksiyonlarindan ilag
kullanimini takiben 1 saatten daha uzun siire sonra gelisenler ge¢ tip reaksiyon olarak
siiflandirilmis ve anamneze gore tarif edilen reaksiyonu siipheli olan hastalarda SPFX
ile kademeli deri ve oral provokasyon testleri uygulanmigtir. Caligmaya 18-60 yas
araliginda toplamda 8 hasta (yas ortalamast 50 £ 12.1) ve 10 saglikli kontrol (yas
ortalamasi 46.5 + 12.6) dahil edilmistir. Genel durumda diiskiinliige yol acan malignite
bulgusu olanlar, diyabet, kontrolsiiz hipertansiyon ve kardiyolojik hastaligi oldugu
gosterilmis bireyler calisma disinda birakilmistir. Deney asamalari i¢in her bir hastadan
15 ml heparinize periferik vendz kan alinmigtir.

Calisma igin Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu onay: almmis, hasta ve
saglikli kontroller kan verme asamasinda bilgilendirilmis ve kendilerinden géniillii riza
formu alinmustir.

3.2. Deri Testi Uygulamasi

Tiim hastalara SPFX’in ticari formunundan (Cipro 400 mg/200 ml IV Flakon,
Biofarma Ilag) 5 mg/ml konsatrasyonunda deri prik testi uygulanmustir. ilag prik deri
testleri ile birlikte histamin (10 mg/ml) pozitif kontrol, serum fizyolojik ise negatif
kontrol olarak uygulanmustir. ilag testlerinde 20. dakikada 6dem ¢apr negatif kontrole
gére 3 mm ve lizerinde olan sonuglar pozitif olarak degerlendirilmistir. Prik deri test
sonuglar1 negatif saptanan hastalara ayni ilag konsantrasyonlar: ile intradermal testler
uygulanmigtir. 1k olarak 1/1000 diliisyon ile intradermal testler yapilmis, negatif
bulunmasi durumunda 1/100 diliisyonu uygulanmistir. Tarif edilen ge¢ reaksiyonun
saptanmasi amaciyla intradermal deri testleri 24 saat sonra tekrar degerlendirilmistir. Bu
hastalara ayrica prik soliisyondaki ila¢ konsantrasyonlari1 ile yama testleri uygulanip,
(vazelin) negatif kontrol ile karsilastirilarak 24. ve 48. saatlerde test bolgesindeki 6dem
ve vesikiilopapiiler lezyonlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Saglikli kontrollere prik,
intradermal ve yama testleri ayn1 konsantrasyonlarda uygulanmustir.

3.3. Provokasyon Testlerinin Uygulanmasi
Provokasyon testleri deri testleri negatif bulunan ve sorumlu ilag ile hayati tehlike

tasimayan gec¢ tip asiriduyarlilik reaksiyonu gegiren hastalara tiim acil miidahale
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imkanlar1 hazir halde bulundurularak yapilmistir. Tek kor plasebo kontrollii uygulanan
provokasyon yonteminde ilacin 1/100 dozundan baslanarak 30 dakika aralarla doz Tablo
3-1’deki sekilde arttirilarak 5 dozda tam doza ulasilmasi hedeflenmistir. Ilaca bagl
anafilaksi, Stevens Johnson sendromu, toksik epidermal nekroliz, akut jeneralize
ekzantematdz piistiiloz, biilloz ila¢ dokiintiisii gecirmis olan hastalara provokasyon

yontemi uygulanmamugtir.

Tablo 3-1: Provokasyon testinde kullanilan SPFX dozlar

SPFX Dozlar1 (mg)

1. 5

50
100
150
200

Rl Bl Bl

3.4. Yiizey Molekiil Ekspresyonlarinin Saptanmasi

Kontrol ve hasta gruplarindan alinan heparinize tam kan 6rneklerinden elde edilen
100ul (2x10%/ml) hiicre siispansiyonu lizerine aragtirilacak antikorlar olan anti human-
CD3-fluorescein izotiyosiyanat (FITC)/CD19-fikoeritrin(PE) (BD Biosciences, San
Diego, USA), anti human-CD4-FITC/CDS8-PE (BD Biosciences, San Diego, USA), anti
human-CD69-PE (BD Biosciences, San Diego, USA), anti human-CD28-PE (BD
Biosciences, San Diego, USA), anti human-CD3-FITC/HLADR-PE (BD Biosciences,
San Diego, USA), anti human-CD25-FITC (BD Biosciences, San Diego, USA), anti
human-CD4-Peridinin Klorofil Protein kompleksi (PerCp) (BD Biosciences, San Diego,
USA) ve izotipik kontrol antikorlar1 olan anti human-IgG1-FITC (BD Biosciences, San
Diego, USA), anti human-IgG2-FITC (BD Biosciences, San Diego, USA) ve anti human-
IgG1-PerCp (BD Biosciences, San Diego, USA) antikorlarindan 5’er pl eklenip ve tiipler
30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edimistir (Tablo 3-2). Inkiibasyon
sonrasinda 2 ml lize edici soliisyon (BD Biosciences, San Diego, USA) eklenerek 10 dk

inkiibe edilerek ve eritrositler ortamdan uzaklastirmmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler



23

izotonik bir tampon ¢ozelti olan 2 ml fosfat tuz ¢ozeltisi (PBS) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MA) eklenerek 5 dk 2000 rpm’de 1 kez yikanmistir. Hiicrelerin iizerine %2
paraformaldehit igeren PBS ilave edilerek akan hiicre 6lger cihazi (FACSCalibur, Becton
Dickinson, San Jose, CA) ile ylizey molekiil ekspresyonlar1 analiz edilmistir. Bu analiz
sonrasinda deney ve hasta grubunda T hiicre yiizde orani, CD4" ve CD8" T hiicre alt
gruplar1 ve yardimci T hiicre (Th) aktivasyon molekiillerinin ekspresyonlar1 saptanmistir.

Tablo 3-2: Lenfosit alt gruplar ve aktivasyon molekiil ekspresyonlarinin belirlenmesinde
kullanilan monoklonal antikorlarm listesi

FITC PE PerCP
1. Tiip IgG1 1gG2 IgG1
2. Tiip CD4 CD8

3. Tiip CD3 CD19

4. Tiip CD25 CD28 CD4
5. Tiip CD3 HLA-DR CD4
6. Tiip CD69 CD4

3.5. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

Periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) heparinize kandan steril sartlarda
Ficoll (Sigma Chem. Co., St.Louis, MA) yogunluk gradiyent santrifiijii ile izole
edilmistir. Bu amagla her bireyden alinan heparinize kan 6rnekleri, 1:1 oraninda PBS ile
diliie edilip ve 1:2 (Ficoll:kan) oraninda Ficoll {izerine yayilarak oda 1sisinda 800 g’de 25
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra interfazdan toplanan PKMH’ler 2 kez PBS ile 370
g’de sogutmali santrifiijde yikanip, santrifiijii takiben eritrositler lize edici soliisyon ile
patlatilmistir. Elde edilen PKMH’ler tripan mavisi boyama yontemi ile boyanip Neubauer
hemositometresinde sayilmistir. Hiicreler deneylerde kullanilana kadar buzda RPMI-
1640’11 mediumda muhafaza edilmistir.
3.6. PKMH Hiicre Kiiltiir Asamalari

Hasta ve kontrol gruplarinda in vitro ortamda sorumlu ilag ile uyarim sonrasi CD4*
T hiicre alt gruplarinda hiicre i¢i IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10 sitokin salinimlar1 akan hiicre
Olger cihazinda incelenmistir. Bu amagla PKMH izolasyonu sonrasinda hiicreler plak
bagina 1x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu steril doku kiiltiirii plaklarinda 1:1
oraninda RPMI-1640 (%10 fetal calf serum, 1mM sodyum piriivat, %1 MEM (Minimal
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essential medium) non esansiyel aminoasit ve vitamin solusyonu, 2 mM L-glutamin, 100
U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 50 uM 2 merkaptoetanol, (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MA) igeren ortama alinmstir. ilagla uyarimda etkin dozajin belirlenmesi
amaciyla yaptigimiz 6n deneylerde SPFX’in ticari formundan 0,1, 1, 5, 10 ve 20 pg/ml
olmak {izere bes farkli konsantrasyon ile stimiilasyonsuz sartlarda hiicre ici sitokin
deneyleri ve LTT deneyleri yapilmistir. En optimal konsantrasyonlarin 5 ve 10 pg/ml
SPFX oldugu gosterilmistir. Kiiltiir asamalarinda stimiilasyonsuz, 5 ve 10 pg/ml SPFX’li
kosullar kullanilmis ve PKMH’ler 18 saat 37°C %5 CO:’li inkiibatorde kiiltiire alinmistir.
Hiicre igi sitokin tayini yapilacak kuyucuklar fitohemagliitinin (PHA, 10pug/ml) (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MA) ve kiiltiiriin son 4 saatinde 10 pg/ml Brefeldin A (BFA) ilave
edilmistir.
3.7. Hiicre ici Sitokin Tayini

Kiiltiir sonrast hiicreler bir kez PBS ile yikanarak oOnce hiicre ylizey molekiil
ekspresyonu i¢in 10 pl anti human-CD4-allofikosiyanin (APC) (BD Biosciences, San
Diego, USA), ile boyanip ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast hiicrelere 250 ul Cytofix solusyonu (BD Biosciences, San Diego, USA) eklenerek
hiicre zarlarinda por olusturma asamasina gecilmistir. 20 dakika +4°C’de inkiibasyonun
ardindan hiicreler Perm/Wash (BD Biosciences, San Diego, USA) solusyonu ile bir kez
2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve bunu takiben hiicrelere 100 pl Perm/Wash
ilave edilmistir. Hiicre i¢i sitokinlerin belirlenmesi amaciyla anti human- IFN-y-PE
(Diaclone, France), anti human- IL-2-PE (Diaclone, France) anti human- IL4-PE
(Diaclone, France) ve anti human- IL-10 (Diaclone, France) monoklonal antikorlari
eklenmis ve 20 dakika +4°C’de inkiibe edilmistir (Tablo 3-3). Nonspesifik baglanmalarin
onlenmesi amaciyla ilk analiz tiipii olarak otofloresan tiipii kullanilmistir. inkiibasyonu
takiben hiicreler 2000 rpm’de 10 dakika PermWash solusyonu ile santrifiif edilmis ve 500
uL %1°lik paraformaldehitli PBS ilavesinin ardindan BD FACS Calibur akan hiicre dlger

cihazinda analiz yapilmigstir.
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Tablo 3-3: Hiicre ici sitokin tayininde kullanilan monoklonal antikorlarn listesi

PE APC
1. Tip Otofloresan
2. Tiip IFN-y CD4
3. Tiip IL-2 CD4
4. Tiip IL-4 CD4
5. Tiip IL-10 CD4

3.8. CFSE Diliisyon Metodu ile Lenfosit Transformasyon Test (LTT) Analizi

Hasta gruplar1 ve saglikli kisilerden izole edilen PKMH’lerin proliferatif yanitlari
akan hiicre Olger cihazinda 5-(ve 6)-karboksifluorescein diasetat siiksinimidil ester
(CFSE) (Life Technologies, USA) diliisyon metodu ile analiz edilmistir. LTT i¢in bu
amacla, goniillii hasta va saglikli heparizine vendz kanlarindan Ficoll konsantrasyon
gradyan yontemi ile steril kosullarda izole edilen PKMH'lerin bir kism1 CFSE boyast ile,
son kullanim konsantrasyonu 5 mikromolar (Mm) olacak sekilde, 6 dakika siireyle
karanlik ve +4°C’de inkiibe edilmistir. RPMI1640 mediumu ile 2 kez 2000 rpm’de 5
dakika yikama asamalarini takiben Neubauer hemositometresi kullanilarak Tripan mavisi
ile boyanmis hiicreler mikroskop altinda sayilmis ve 6x10° hiicre/ml olacak sekilde
hiicreler zenginlestirilmis RPMI-1640 medyumu igerisinde 48 kuyucuklu diiz tabanli
kiiltiir plaklarma ekilmistir. Her bir deneyde toplam 4 sart kullanilmistir. Hiicreler
stimiilasyonsuz, SPFX (5 ve 10 ug/ml) ve pozitif kontrol olarak PHA’li (10 pug/ml)
sartlarda 37°C’de, %5 CO; igeren hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde 5 giin boyunca kiiltiire
edilmistir. Kiiltiir siiresinin ardindan toplanan hiicreler, anti human CD4-PE (BD
Biosciences, San Diego, USA) monoklonal antikoru ile 20 dk karanlikta inkiibe edilmis
ve PBS ile yikamanin ardindan akan hiicre 6l¢er cihazinda degerlendirilmistir. Cell Quest
veya WinMDI programu ile veri analizi yapilmustir. ilgili kosulun uyarilmamis kosulla

karsilastirilmasi ile stimulasyon indeksi degerleri hesaplanmistir.
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3.9. ELISA Yontemiyle IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y Diizeylerinin Saptanmasi
Kontrol ve hasta grubundan izole edilen plazma ornekleri ile LTT deneylerinden
alinan kiiltlir tst sivilarinda IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeyleri ELISA yontemiyle

analiz edilmistir.

3.9.1. IL-2 ELISA Tayini

e Standart ve Orneklerin Konulmasi: ELISA kiti olarak human IL-2 ELISA Kiti
(Invitrogen Corporation, CA) kullanilmustir. Inkiibasyon tamponu, biyotinlenmis anti-
IL-2 solusyonu, ornekler ile rekombinant human IL-2 standartlar1 kapli ELISA
kuyularina pipetlenmis, ve plak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben yikama tamponu ile plaklar 4 kez ELX50 cihazinda (Biotek Instruments,
USA) yikanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirilmistir.

e Konjugat ilavesi: 100 pl/kuyu oraninda Streptevidin-HRP ¢alisma solusyonu ilavesini
takiben plaklar 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmis ve inkiibasyonu takiben yikama
tamponu ile plaklar ELX50 cihazinda 4 kez yikanmuigtir.

e Substrat Ilavesi: Bu asamada 100 pl/kuyu oraninda stabilize edilmis kromojen plaga
pipetlenmis ve 20 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

e Reaksiyonun Durdurulmasi: Plaklara 100 pl/kuyu oraninda stop soliisyon ilave edilip
reaksiyon durdurulmustur.

e Plaklarin Okunmasi: Plaklardaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda
ELX800 ELISA okuyucusunda (Biotek Instruments, USA) okunarak
degerlendirilmistir. IL-2’nin deteksiyon limiti <4 pg/ml olarak kitte belirtilmistir.

3.9.2. IFN-y ELISA Tayini

e Standart ve Orneklerin Konulmasi: ELISA kiti olarak human IFN-y ELISA Kkiti
(Invitrogen Corporation, CA) kullanilmistir. Inkiibasyon tamponu, biyotinlenmis anti-
IFN-y konjugati, ornekler ile rekombinant human IFN-y standartlar1 100 pl/kuyu
olacak sekilde kapli ELISA kuyularina pipetlenmis, ve plak 1,5 saat oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben yikama tamponu ile plaklar 4 kez ELX50
cihazinda (Biotek Instruments, USA) yikanarak baglanmayan antikorlar

uzaklagtirilmigtir.
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Konjugat ilavesi: 100 pl/kuyu oraninda Streptevidin-HRP ¢aligma solusyonu ilavesini
takiben plaklar 45 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmis ve inkiibasyonu takiben
yikama tamponu ile plaklar ELX50 cihazinda 4 kez yikanmuigtir.

Substrat ilavesi: Bu asamada 100 pl/kuyu oraninda stabilize edilmis kromojen plaga
pipetlenmis ve 30 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Reaksiyonun Durdurulmasi: Plaklara 100 pl/kuyu oraninda stop soliisyon ilave edilip
reaksiyon durdurulmustur.

Plaklarin Okunmasi: Plaklardaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda
ELX800 ELISA okuyucusunda (Biotek Instruments, USA) okunarak
degerlendirilmistir. IFN-y’nin deteksiyon limiti <4 pg/ml olarak bildirilmistir.

3.9.3. IL-4 ELISA Tayini
e Standart ve Orneklerin Konulmasi: ELISA kiti olarak human IL-4 ELISA Kkiti

(Invitrogen Corporation, CA) kullanilmistir. Biyotinlenmis anti-IL-4 konjugati,
ornekler ile rekombinant human IL-4 standartlar1 100 pl/kuyu oraninda kapli ELISA
kuyularina pipetlenmis ve plak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. inkiibasyonu
takiben yikama tamponu ile plaklar 4 kez ELX50 cihazinda (Biotek Instruments,
USA) yikanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirilmistir.

Konjugat ilavesi: 100 pl/kuyu oraninda Streptevidin-HRP ¢aligma solusyonu ilavesini
takiben plaklar 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmis ve inkiibasyonu takiben yikama
tamponu ile plaklar ELX50 cihazinda 4 kez yikanmuigtir.

Substrat Ilavesi: Bu asamada 100 ul/kuyu oraninda stabilize edilmis kromojen plaga
pipetlenmis ve 30 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Reaksiyonun Durdurulmasi: Plaklara 100 pl/kuyu oraninda stop soliisyon ilave edilip
reaksiyon durdurulmustur.

Plaklarin Okunmasi: Plaklardaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda
ELX800 ELISA okuyucusunda (Biotek Instruments, USA) okunarak
degerlendirilmistir. IL-4’1lin deteksiyon limiti <2 pg/ml’dir.

3.9.4. IL-10 ELISA Tayini
e Standart ve Orneklerin Konulmasi: ELISA kiti olarak human IL-10 ELISA kiti

(Invitrogen Corporation, CA) kullamlmistir. Inkiibasyon tamponu, &rnekler,

rekombinant human IL-10 standartlar1 50 pl/kuyu oraninda kapli ELISA kuyularina
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pipetlenmis ve plak 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben yikama
tamponu ile plaklar 4 kez ELX50 cihazinda (Biotek Instruments, USA) yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklastirilmistir.

e Biyotin ilavesi: 100 pl/kuyu oraninda biyotinlenmis anti-IL-10 biyotin konjugat
soliisyonunun ilavesini takiben plaklar 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilmis ve
inkiibasyonu takiben yikama tamponu ile plaklar ELX50 cihazinda 4 kez yikanmuistir.

e Konjugat ilavesi: 100 pl/kuyu oraninda Streptevidin-HRP ¢alisma solusyonu ilavesini
takiben plaklar 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmis ve inkiibasyonu takiben yikama
tamponu ile plaklar ELX50 cihazinda 4 kez yikanmuigtir.

e Substrat Ilavesi: Bu asamada 100 pl/kuyu oraninda stabilize edilmis kromojen plaga
pipetlenmis ve 30 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

e Reaksiyonun Durdurulmasi: Plaklara 100 pl/kuyu oraninda stop soliisyon ilave edilip
reaksiyon durdurulmustur.

e Plaklarin Okunmasi: Plaklardaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda
ELX800 ELISA okuyucusunda (Biotek Instruments, USA) okunarak
degerlendirilmistir. IL-10’un deteksiyon limiti <1 pg/ml olarak belirtilmistir.

3.10. istatistiksel Analizler
Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15 yazilimi kullanilmistir.  Egli  verilerin

istatistiksel ~ karsilagtirllmasinda ~ Wilcoxon  testi, farkli  gruplarin istatistiksel

karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik smirt

p<0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hasta grubunun genel ve klinik o6zellikleri (SPFX’e karsi olusan asiriduyarhhk
profilleri)

Caligmaya alinan 8 hastanin 7’si kadin (yas ortalamasi, 47.5 + 12.6) olup reaksiyon
baslamasi i¢in gecen ortalama siire SPFX aldiktan sonra 11,5 saat ve degerlendirme ile
oykiideki reaksiyon arasinda gecen siire ortalama 29.3 + 25.2 ay olarak tespit edilmistir.
Calismaya alinan 8 hastanin 3’1 ge¢ baslangich iirtiker, 4’1t makiilopapiiler dokiintii, 1’1
ise fiks ilag¢ erlipsiyonu tariflemistir. Yapilan deri testlerinde geg¢ intradermal test sonucu
5 hasta da negatif, 1 hasta da ise pozitif bulunmustur (Tablo 4-1).

Caligmamiza dahil edilen iki hastanin prik test sonucu pozitif oldugundan
intradermal testler uygulanmamistir. 5 hastaya uygulanan yama testleri negatif
bulunurken, 3 hastaya yama testi yapilmamistir. Reaksiyonlar1 ciddi olan veya testi kabul
etmeyen 5 hastaya provokasyon testi uygulanmamis, provokasyon testi uygulanan, 2

hasta negatif, 1 hasta pozitif sonu¢ vermistir.

Tablo 4-1: SPFX ile asiriduyarhlik reaksiyon profilleri ve SI (stimiilasyon indeksi) olarak

LTT sonuclar:
. RXN I PATCH LTT (sonug) LTT
*
H c YAS SURE ZAMANI RXNTIPT GECID PT TEST (5pg/ml) (sonug)(10pg/ml)
PRURITIS,
BIRGUN  KABARMA,
1 K 44 25 SONRA VOZDE 1 X 0 1.8 (+) 1.3(-)
ANJIOODEM
6 SAAT  KIZARIKLIK,
2 K 29 60 SONRA  KASINTL MPE 0 0 0 0,63 (-) 0,54 (-)
7-8 SAAT TUM VUCUTTA
3 K 30 6 SONRA  DOKUNTU 0 ! 0 X X
BiR GUN KASINTI,
4 E 64 23 SONRA KABARMA X X X 0,8 (-) 0,4 (-)
6 SAAT I
5 K 55 36 SONRA  FIKSILACER. 0 X X 3,1 (+) 3,5 (+)
6 K 57 7 GEC DOKUNTU X X 0 0,5(-) 0,4 (-)
7 K 42 6 GEC DOKUNTU 0 X 0 2(4H) 1(-)

MPE: Makiilopapiiler Ekzantem; RXN: Reaksiyon; X: Uygulanamadi; *Siire: Geligen reaksiyon
ile analiz arasindaki siire, ID: Intradermal, ER: Eriipsiyon, PT: Provokasyon testi, H:Hastalar,
C:Cinsiyet

LTT sonuglar1 degerlendirilen hastalarda stimiilasyon indeksi >1,5 pozitif olarak
kabul edilmistir. Buna gore 5 pg/ml konstantrasyonda SPFX ile uyarilan 7 hastanin

3’tinde LTT pozitif; 10 pg/ml ile uyarim sonrast sadece 1 hastada LTT sonucu pozitif
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saptanmistir (Tablo 6). LTT sonucu negatif olan hastalarda (n=3) hiicre ici sitokin
salimimlar1 degerlendirildiginde; IL-2 diizeyi 10 pg/ml’de SPFX dozunda, IL-4 diizeyi
hem 5 pg/ml hem de 10 pg/ml SPFX dozunda saglikli kontrole gore istatistiksel olarak
yiiksek saptanmistir (p=0,02, p=0,037 ve p=0,000, sirasiyla) (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: LTT sonucu negatif olan hastalarda hiicre ici sitokin 6l¢iimlerinin
degerlendirilmesi (ortalama + SD)

LTT NEGATIF

HASTALAR SAGLIKLI KONTROL p DEGERI

SITOKINLER 5pg/ml  10pg/ml  Spg/ml 10 pg/ml  Spg/ml 10 pg/ml

IFN-y 132422  11,1£49  166+46  17,7+45 0,152 0,936
IL-2 125+1,7  14+4,08 73+ 1,8 7,9+ 1,8 0,586 0,02
IL-4 17,5+0,5  142+38 51+1,5 518+ 1,4 0,037 0,000

IL-10 4,1+1,6 8,2+53 109+3,8  11,1+3,7 0,115 0,309

4.2. Lenfosit Alt Gruplar1 ve Aktivasyon Molekiil Analiz Sonug¢lar:

SPFX’e kars1 gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu geciren hastalar ve saglikli
kontrol grubunda tam kan lizis yontemi kullanilarak CD3™ total lenfosit, CD4" T hiicre,
CD8" sitotoksik T hiicre (Tc¢) ve CD19" B lenfosit oran1 akan hiicre dlger cihazinda analiz
edilmistir. Ayrica hem total lenfosit populasyonu hem de CD4" T hiicrelerinde
aktivasyon ve kostimiilator molekiil belirtecleri olarak CD25, HLA-DR, CD28 ve CD69
ekspresyonlari saptanmistir.

4.3. B ve T Lenfosit Oranlar

Hasta grubunda CD4" T hiicre ve B lenfosit oranlari kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksek bulunurken, CD8" sitotoksik T hiicre ve total T lenfosit
oranlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goézlenmemistir (p=0.012 ve

p=0.005, sirastyla) (Sekil 4-1, Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Hasta ve saghkh bireylerde CD4, CD8, CD3 ve CD19 boyamasi sonucunda akan

hiicre ol¢er goriintiileri

4.4. Total Lenfosit Aktivasyon ve Kostimiilator Molekiil Ekspresyonlari

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, hiicre aktivasyonu ile orantili olarak artis

gosteren aktivasyon ve kostimiilator yiizey molekiilleri CD25" ve CD25*CD28" lenfosit

oranlar1 hasta grubunda yiiksek saptanmasina karsilik, CD28, CD69, HLA-DR,
CD3"HLA-DR" ile CD25"CD28" lenfosit oranlar1 agisindan anlamlilik goriilmemistir

(p=0.002 ve p=0.017, sirastyla) (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Total lenfosit aktivasyon ve kostimiilator molekiil ekspresyonlar:
4.5. CD4" Th Hiicrelerinde Aktivasyon ve Kostimiilator Molekiil Ekspresyonu
CD4"HLA-DR" ve CD4°CD25" T lenfosit oranlari hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yiliksek bulunmustur (p=0.022 ve p=0.001, sirasiyla). Buna karsilik,
CD4'CD28*, CD4"CD69" T hiicre oranlar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4-4, Sekil 4-5).
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Sekil 4-4: CD4" Th lenfositlerinde aktivasyon ve kostimiilator molekiil ekspresyonlari
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Sekil 4-5: Saghikh ve hasta grubunda CD4" T lenfosit popiilasyonunda CD28, CD25, CD69
ve HLA-DR ekspresyonlarmin akan hiicre dlger goriintiileri

4.6. CD4" T hiicre i¢i IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 salimim

CD4" T hiicrelerinde IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10 salinimlarinin belirlenmesi
amaciyla hastalardan ve saglikli kontrollerden izole edilen PKMH’ler, 5 pg/ml ve 10
pg/ml SPFX olmak tizere iki farkli konsantrasyon ve stimiilasyonsuz sartlarda kiiltiire
alinmigtir. Kiiltiir asamalar1 sonrast CD4" T hiicrelerindeki IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10
diizeyleri akan hiicre dlger cihazinda incelenmistir.

Hasta grubunda stimiilasyonsuz, 5 pg/ml ve 10 pg/ml SPFX uyarimi sonrasi CD4*
T hiicre IL-2 (p=0.02, p=0.001 ve p=0.001, sirasiyla) ve IL-4 (p=0.001, p=0.001 ve
p=0.001, sirastyla) ekspresyonlarinda artig saptanmasina karsin IL-10 salinimi (p=0.001,
p=0.001 ve p=0.002, sirasiyla) kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik saptanmuistir.
CD4'TFN-y* T hiicre orani ise sadece stimiilasyonsuz kosulda hasta grubunda kontrol
grubuna gore disiik bulunmustur (p=0.001). Stimiilasyonsuz kiiltiir sartlariyla
karsilastirildiginda hasta grubunda CD4" T hiicrelerinde 5 ug/ml SPFX uyarimi sadece
IFN-y ekspresyonunu (p=0.011) 10 pg/ml SPFX uyarimi ise hem IFN-y hem de IL-2
(p=0.012,ve p=0.022) oranlarin1 anlamli derecede yiikseltmistir. Kontrol grubunda SPFX
uyarimi uyarim olmayan kiiltiir sartlar1 ile kargilagtirildiginda CD4*IL-2%, CD4'IL-4",
CD4'IL-10" ve CD4" IFN-y" T hiicre oranlarinda degisiklige neden olmamistir. Hasta
grubunda ise SPFX’in 5 pg/ml ve 10 pg/ml’lik uyarim dozlari stimiilasyonsuz sarta gore

hiicre i¢i IL-4 ve IL-10 saliniminda farklilik yaratmamustir (Sekil 4-6, Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: Saghkh ve hasta grubunda CD4" T lenfositlerinde 10 pg/ml SPFX uyarimi
sonrasinda hiicre ici IL-2, IL-4 ve IL-10 saliniminin akan hiicre dl¢cer goriintiileri

4.7. Lenfosit Transformasyon Test (LTT) Sonuclar:

Hasta gruplarn ve saglikli kisilerden izole edilen PKMH’ler, CFSE boyandiktan
sonra stimiilasyonsuz, SPFX (5 ve 10 pg/ml) ve pozitif kontrol olarak PHA (10 pg/ml)
iceren sartlarda 5 giin kiiltire alinmig, CD4" T hiicrelerinin proliferatif yanitlar1 akan
hiicre 6lger cihazinda analiz edilmistir. Stimiilasyon indeksi, ilag¢ spesifik CD4" T hiicre

proliferasyon oraninin stimiilasyonsuz sartlardaki CD4" T hiicre proliferasyon oranina
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boliinmesiyle hesaplanmistir. Hasta ve saglikli grup arasinda ilagla uyarim sonrasi
lenfosit proliferasyonu stimiilasyon indeksi ac¢isindan degerlendirildiginde fark
saptanmamasina karsilik, hasta grubunda 5 pg/ml dozunda SPFX uyarimi sonrasi

stimiilasyonsuz sarta gore proliferasyonda artisa neden olmustur (p=0.014) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Hasta ve saghkhlarda 5 pg/ml ve 10 pg/ml SPFX ile uyarim sonrasit CD4" T
hiicre proliferasyonu

4.8. SPFX uyarmml Kkiiltiirlerde 1L-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeyleri

LTT testi i¢in 5 gilin stimiilasyonsuz, SPFX (5 pg/ml ve 10 pg/ml) ve PHA’I1
sartlarda kiiltiire alinan PKMH’lerden toplanan kiiltiir iist sivilarinda ELISA yontemiyle
IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeyleri saptanmistir.

Hasta grubunda stimiilasyonsuz, 5 pg/ml ve 10 pg/ml dozda SPFX ve pozitif
kontrollerde IL-10 diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik bulunmustur
(p=0.0001, p=0.004, p=0.001, p=0.0001, sirastyla). Hasta grubunda 10 pg/ml, kontrol
grubunda ise hem 5 pg/ml hem de 10 pg/ml ilag uyarimi IL-10 diizeylerini ilagsiz
kosullara gore diistirmiistiir (p=0.028, p=0.019 ve p=0.008, sirasiyla). Hasta grubu ve
kontrol grubu arasinda farkli ilag dozlarinda istatistiksel agidan IL-2 diizeylerinde
farklilik saptanmamasina ragmen, kontrol grubunda 10 pg/ml SPFX uyarim dozu 5 pg/ml
uyarim dozuna gore IL-2 salintmini arttirmistir (p=0.022). Gruplar arasinda IL-4
diizeyleri analiz edildiginde, ila¢ allerjisinde stimiilasyonsuz, 5 pg/ml SPFX ve PHA’l1
sartlarda IL-4 diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir (p=0.003, p=0.013
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ve p=0.0001, sirastyla). Sadece hasta grubunda 10 pg/ml SPFX ila¢ uyarimsiz kosula
gore kiiltiir {ist sivisinda IL-4 diizeyini azaltmistir (p=0.043). Hasta ve kontrol
gruplarinda 5 ve 10 pg/ml SPFX ile uyarilmig ve stimiilasyonsuz sartlarda IFN-y
diizeyleri agisindan farklilik bulunmazken, hasta grubunda PHA’ I1 sartta I[FN-y diizeyi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik saptanmistir (p=0.0001) (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: PKMH Kkiiltiir siipernantlarinda IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeyleri
4.9. Plazma IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeylerinin saptanmasi

Hasta ve kontrollerden alinan plazma orneklerinde IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y
diizeyleri ELISA yoOntemiyle arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda hasta grubunda
plazma IL-2 seviyesi kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
saptanmistir (p=0.009). IL-10 ve IFN-y plazma diizeyleri incelendiginde hastalarda
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak daha diisilk bulunmustur (p=0.001 ve
p=0.0001). Hasta ve kontrol gruplarinda plazma IL-4 diizeyleri arasinda istatistiksel
acidan anlamlilik saptanmamistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: Hasta ve kontrol grubu plazma 6rneklerinde IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y

diizeyleri
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5. TARTISMA

Florokinolonlardan 6zellikle SPFX, levofloksasin ve son donemlerde moxifloksasin
gibi belli tiirevlerin kullanimi yillar gectikge artmaktadir. Buna paralel olarak bu ilaglara
kars1 gelisen asiriduyarlilik reaksiyonlarinin da son on yilda artmis oldugu goriilmektedir.
Gilinimiizde florokinolonlar muhtemel olarak en sik allerjik reaksiyona sebep olan
betalaktam dis1 antibiyotiklerdir. Florokinolonlara karst gelisen asiriduyarlilik
reaksiyonlart en ¢ok IgE ve T hiicre aracili mekanizmalarla gerceklesmektedir. T hiicre
aracil1 reaksiyonlar IgE aracili reaksiyonlara gore daha az bildirilmistir ve makiilopapiiler
dokiinti, fiks ilag eriipsiyonu, AGEP, SJS ve TEN gibi reaksiyonlar1 kapsamaktadir (79).

Ilag allerjisi tamisinda amag ilag asiriduyarlilk reaksiyonunun sebep oldugu
semptomlart dogrulamak ve sorumlu ilaci tanimlamaktir. Giinlik klinik uygulamada
temel olarak kullanilan in vivo cilt testlerinin (yama, prik ve intradermal testler)
duyarliliklart disiiktiir. Erken reaksiyonlarin tanisinda altin standart oldugu diisiiniilen
ilag provokasyon testleri ise risklerinden dolay1 hastalarca kabul gérmemektedir. Geg
reaksiyonlar i¢in provokasyon testleri standardize edilmemistir. Bu nedenlerden dolay1 in
vitro yontemler hastalar i¢in daha giivenilir olup ila¢ allerji tablosunun patolojik
mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina olanak saglayabilir (80).

T hiicre aracili geg tip asiriduyarlilik reaksiyonlarinda farkli T hiicre alt gruplari rol
oynamaktadir. Caligmalar in vitro sartlarda T hiicre proliferasyon ve aktivasyon
testlerinin ilag allerji tanisinda kullanilabilirligini gostermektedir (81,82). LTT ilaca kars1
sensitize T hiicrelerini belirlemek amaciyla kullanilan en yaygin in vitro testtir. Bunun
disinda T hiicre aracili ilag allerjisinin tanisinda T hiicre yiizey molekiilii olan CD69’un
ol¢limii ve ilagla uyarim sonrasi sitokin tayininin yararlt oldugunu gosteren caligmalar da
mevcuttur (80). LTT’nin 1iyi tamimlanmis ilag asiriduyarlhilik reaksiyonlarinda
duyarliliginin  %60-70 arasinda degistigini gosteren c¢aligmalar vardir. Bu testin
sensitivitesi, ilaca ve reaksiyonun tipine bagli olarak degismekte ve ge¢ tip
reaksiyonlarda diger cilt testlerine gore kullanilabilir oldugu gosterilmistir (83-86).
LTT’ nin MPE, piistiilar ve biilloz dokiintli, DRESS gibi T hiicre aracili ilag asiriduyarlilik
reaksiyonlarinda yararli oldugu saptanmistir (87,88,90). Ancak cesitli dezavantajlarindan
dolay1 hala tartismali olan bu testte pozitif sonu¢ sorumlu ilact tanimlamaya yardime1

olurken, cikan negatif sonug ilag allerjisini ekarte ettirmemektedir. Cesitli kinolanlara
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kars1 gelisen gec tip ilag asiriduyarlilik reaksiyonlarinda T hiicrelerinin etkilesimini
gosteren yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Scmid ve arkadaslarinin yaptigi bu
calismada SPFX, moksifloksasin ve norfloksasin ile ge¢ tip reaksiyon yasayan 6 hasta
caligmaya dahil edilmistir (72). Uygulanan yama testlerinde 6 hastanin 3’iinde pozitif
sonug elde edilirken, LTT testi tiim hastalarda ilaglarin farkli konsantrasyonlarinda (0,1
pg/ml-20 pg/ml) pozitif olarak saptanmistir. LTT’de 20 pg/ml’nin istii toksik olarak
kabul edilmis, optimal konsantrasyon 10 pg/ml olarak belirlenmistir (72). Calismamizda
yaptigimiz 6n deneylerimizde de SPFX i¢in en uygun konsantrasyonlar 5 ve 10 pg/ml
olarak belirlenmistir. Calismaya dahil edilen 8 hastanin 3’tinde LTT testinin pozitif sonug
vermesine karsilik, 5 pg/ml konsantrasyonda SPFX ile uyarilmis T hiicrelerinin
proliferatif kapasitesi kontrol grubu ile karsilastirilidiginda hasta grubunda anlamli
derecede arttig1 saptanmuigitr.

T hiicrelerinin tam olarak aktive olabilmesi i¢in antijen sunucu hiicre tarafindan
MHC vyoluyla sunulan antijenin THR ile etkilesime girmesi sonucu antijen-THR
etkilesim bolgesinde kostimiilatér, adezyon ve sinyal iletiminde rol oynayan molekiil
ekspresyonu artmaktadir. T hiicrelerinde aktivasyon ve antijen taninmasindan sonra
yarim saat i¢inde erken aktivasyon yiizey belirtegleri olan CD40 Ligand (CD40L) ve
CD69’un ekspresyonu artarken, CD25, CD71, HLA-DR ve ¢esitli adezyon
molekiillerinin ekspresyonu 1-2 giin sonra olusmaktadir. Aktivasyondan 3-5 giin sonra T
hiicreleri fonksiyonel olarak farklilagmakta ve immiin yamtlar1 regiile eden sitokinleri
salgilayan farkl tipte efektor CD4" T hiicre alt gruplarina ayrilmaktadirlar (80). Allerjik
hastaliklarin gelisimi siiresince efektdr Th2 hiicreleri I1L-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 iiretirler.
Bununla birlikte Thl hiicreleri hiicre i¢i patojenlere karst koruyucu IFN-y, Treg hiicreleri
ise yiiksek oranda IL-10 ve TGF-f iireterek immiinsupresif fonksiyon gosterirler (47).

T hiicre aracili ilag asiriduyarlilik reaksiyonlarinda CD69 ekspresyonunun ilagla
stimule T hiicre aktivasyonunda in vitro bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmiis ve yapilan
akan hiicre Olger analizlerinde ilagla stimiile MPE, SJS ve DRESS hastalarinda T
hiicrelerinde CD69 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (90,91). Benzer bir ¢aligmada
CD69’un CD71 veya CD25 gibi diger aktivasyon molekiilleriyle karsilastirildiginda hizli
ve giiclii artisindan dolay1 ilag allerjisi tanisinda uygun bir in vitro belirte¢ oldugu
diistiniilmiistiir (82). Calismamizda SPFX’e kars1 geg tip ila¢ asiriduyarlilik reaksiyonu
geciren hastalarin periferik kan orneklerinde, CD4°CD69" T hiicre orani arasinda

kontrole gore fark saptamamamiza ragmen, CD4"HLA-DR" ve CD4°CD25" T hiicre
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oranlari istatistiksel olarak yiiksek saptanmistir. CD4" T hiicrelerinde erken aktivasyon
belirteci CD4"CD69" hiicre ekspresyonunda fark saptanmamasi, ge¢ aktivasyon belirteci
CD4'HLA-DR" ve CD4"CD25" T hiicre ekspresyonunda artig gozlenmesi bu hiicrelerin
fenotipik olarak IL-2 sekrete eden hafiza T hiicre fenotipinde olduklarini
diisiindiirmektedir.

Birgok arastirmaci, ¢esitli ilag allerjilerinde Th1 veya Th2 tip immiin reaksiyonun,
klinik tablo ile korelasyonu iizerine yogunlagmistir. Bazilar1 gec tip asiriduyarlilik
reaksiyonunda Th1 tip sitokin paterninin baskin oldugunu gosterirken, bir¢cok ¢aligmalar
karisik bir Th1/Th2 paterninin oldugunu belirtmistir. Buna gore birgok ¢aligmada ilagla
uyarim sonrast yapilan sitokin Ol¢timlerinde, IFN-y’nin kutandz ilag reaksiyonlarinda
baskin bir sitokin oldugu saptanmis ve patofizyolojilerinde 6nemli rol oynayabilecegi,
gec tip asiriduyarhilik reaksiyonlarinda sorumlu ilaci tanimlamada uygun bir in vitro
belirte¢ oldugu gosterilmistir (92-98). Asiriduyarlilik reaksiyonlariin farkl alt tiplerinde
tanimlanan bir diger sitokin ise IL-5’dir. IL-5 Ol¢limiiniin ¢esitli ilag reaksiyonlarinda
(MPE, DRESS) ilag¢ sensitizasyonunu belirlemede yararli bir in vitro belirte¢ oldugunu
gosteren caligmalar mevcuttur (95, 99-101). Son yillarda yapilan ve geg tip asiriduyarlilik
reaksiyonlarinin tanisi i¢in en uygun sitokini bulmay1 amaglayan iki ¢alisma vardir (98,
102). Khall ve arkadaglarinin ¢alismasinda penisilinle MPE o&ykiisii olan hastalarda
sorumlu ilagla uyarim sonrast IL-2, IL-5 ve IFN-y ekpresyonlari degerlendirilmis,
penisilin allerjisinin degerlendirilmesinde ikinci giinde IL-2 ve 5. giinde IL-5 ve IFN-y
Olciimiiniin hassas ve spesifik bir metod olabilecegi one siiriilmiistiir (98). Diger
caligmada ise amoksisilin veya sulfanomid ile gec tip asiriduyarlilik reaksiyonu gegiren
hastalardan izole edilen PKMH’lerin ilaglarla uyarim sonrasi kiiltiir {ist sivilarinda 17
farkli sitokin ve kemokin diizeyleri degerlendirilmis, buna gore hasta grubunda
sagliklilara gore IL-2, IL-5, IL-13 ve IFN-y’nin baskin olarak sekrete edildigi
gbzlenmistir. Bu sitokinlerin Ol¢iimiiniin geg¢ tip asiriduyarlilik reaksiyonunda, ilag
sensitizasyonunu belirlemede umut vadeden bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir (102).
Bulgularimiz, SPFX duyarlilig1 olan hastalarda 5 pg/ml ve 10 pg/ml, SPFX ile uyarimin
CDA4'IL-2" ve CD4'IL-4" T hiicre oranini arttirdigi, CD4"IL-10" T hiicre oranlarinda ise
azalmaya yol actigim1 gostermektedir. LTT kiiltiir Uist sivilarinda sitokin diizeyleri
incelendiginde hasta grubunda SPFX uyarimi sonucu IFN-y ve IL-2 diizeylerinde farklilik
saptanmamasina karsilik, IL-10 diizeyinde azalma, IL-4 diizeyinde ise artisga neden

olmustur. Hastalardaki plazma IL-2 diizeyleri kontrol grubuna oranla yiiksek, IL-10 ve
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IFN-y diizeyleri diisiik saptanmistir. Bulgularimiz kinolonlara bagli geg tip asiriduyarlilik
reaksiyonlariin periferde IL-2 ve IL-4 salgilayan CD4" T hiicre artisi ile birlikte, azalmig
IL-10"CD4" T hiicre oranlari ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem plazma ve
ilag uyariml kiiltiir sivilarinda hem de IL-10 salgilayan CD4" T hiicrelerinde saptanan
azalma ilaca bagh gelisen gecikmis tip asiriduyarlilik reaksiyonlarinda regiilator
mekanizmalardaki bozuklugu isaret etmektedir.

Ayrica LTT testi negatif olan hastalarda hiicre i¢i sitokin degerleri incelendiginde,
SPFX stimiile hiicre i¢i IL-2 ve IL-4 diizeyleri saglikli kontrollere gore anlamli oranda
artmistir. Buna gore LTT testi negatif olan hastalarda akan hiicre dlcer cihazi ile sorumlu
ilagla stimiile CD4" T hiicrelerinde hiicre igi IL-2 ve IL-4 salimimlarinin saptanmasinin,
SPFX’e baghh ge¢ tip asiriduyarlilik reaksiyonunun tanisinda yararli olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Calisgmamizda 72 ve 60 ay dnce SPFX’e bagli ge¢ tip hipersensitivite reaksiyonu
tarifleyen iki hastanin LTT ve ilag provokasyon testleri negatif saptanmistir. LTT nin
negatif sonuglanmasi ilag allerjisini dislamamaktadir. Provokasyon testi ise, reaksiyonun
tizerinden ¢ok fazla siire gecmesi nedeniyle negatif sonuglanmig olabilir ya da oykiide
tarif edilen olaylar ilag alimma bagl olmayabilir. Uzerinden uzun siire gegen allerjik
reaksiyonlarda provokasyon testleri negatif kalabilecegi i¢in, LTT ya da hiicre i¢i sitokin
Olgtimleri gibi in vitro testlerin bu reaksiyonlarin tani asamasinda yardimci olmasi
acisindan onem kazanmaktadir. LTT testi negatif saptanan iki hastamizda hiicre ici
sitokin diizeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi gilivenilir olmayacaktir.
Dolayisiyla bu metodun kullanilabilirliginin test edilmesi i¢in daha fazla hasta igeren
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Beklenmeyen geg tip ilag reaksiyonlarinin in vivo tanisi, cogu zaman hastanin ilagla
yeniden karsilagmak istememesi ya da yanlis negatif sonuglar alinabilmesi nedeniyle
kisitlanmaktadir. Bulgularimiz, IL-2 ve IL-4 sekrete eden CD4" T hiicrelerinde artis,
IL-10°CD4" T hiicrelerinde azalmanin SPFX hipersensitivitesi olan hastalarda geg tip
asiriduyarlilik reaksiyonlariyla iligkili olabilecegini gostermektedir. Mevcut sonuglarimiz,
LTT ve hiicre ici sitokin tayinlerinin SPFX’e karsi asiriduyarlilik reaksiyonlarmin
tanisinda cilt testlerinin yetersiz kalabildigi bu hasta grubunda in vitro test olarak

yardimci olabilecegini diisindiirmektedir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRME FORMU

[lag reaksiyonlar1 yasanu tehdit edebilecek durumlara neden olabilmesi, hastanede
yatig siiresini uzatabilmesi, tedavi maliyetini artirabilmesi nedeni ile énemli bir saglik
sorunudur. Istenmeyen ilag reaksiyonlar1 hastanede yatan hastalarin %10-20’sinde, genel
popiilasyonun ise %7’sinde olusmaktadir. Istenmeyen ilag reaksiyonlarinin yalmzca %15
kadar1 ilag allerjilerine baglhdar.

Ilag allerjilerinde tan1 son derece zahmetli ve zor karar verilebilen bir surectir. Bu
durumun en onemli nedenleri; hastanin ayni1 anda birden fazla ilac kullaniyor olabilmesi,
altta yatan hastaligin klinik belirtilerinin ilacin olusturdugu belirtilerle benzerligi,
hastanin yanlis veya eksik bilgi veriyor olmasi, ayrica tani testlerinin sinirliligi ve bircok
merkezde yapilabilirliliginin sinirlt olusudur.

Giliniimiizde tani1 amacli, hastadan alinan detayli oykiiye gore deri ( prik ve
intradermal) testleri yapilir. Ancak bu testlerin negatif ¢ikmasi tek basina tani koyucu
degildir. Siipheli ilacin kendisi veya farmakolojik benzerinin ¢ok diisiik dozlardan
baslanarak kontrollii olarak hastaya verilmesi ilkesine dayanan ila¢ provokasyon testleri,
ilag allerjisi tanisin1 koymada altin standart olarak kabul edilse de ciddi reaksiyonlara
sebebiyet verebilmesi nedeniyle riskli bir yontemdir. Tiim bu bilgiler 15181nda ilag allerjisi
tanis1 koymada % 100 giivenli bir tan1 yontemi yoktur. Bazofil aktivasyon testleri ve
lenfosit transformasyon testleri gibi yeni laboratuvar tani yontemlerinin gelistirilmesi
durumunda provokasyon testlerine ihtiyac azalabilir.

Cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kinolon grubu antibiyotiklere karsi,
asirt duyarhilik reaksiyonlarinin artmis oldugu goriilmektedir. Bu c¢alismada kinolon
grubu antibiyotiklere karsi, asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin tanisinda kullanilan klinik
yontemlerin, yeni gelistirilen laboratuvar yontemleriyle ve saglikli kontrollerle
karsilastirilmast amaglanmaktadir.

Size bu calismada, kinolon grubu antibiyotiklerden reaksiyon yasadiginiz sorumlu
ilagla taninin netlestirilmesi i¢in ( eger Oykiide net olarak belirtilmemis ise) rutinde tani
koyma adma kullanilan cilt prik-intradermal testler, provokasyon ve yama testleri
uygulanacaktir.Cilt testlerinde, sorumlu ila¢ belirli dozlarda sulandirilarak, belirli

araliklarla cilde lanset ve enjektor yardimiyla uygulanir. Cilt testleri negatifse ve dykiide
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ciddi reaksiyonlar tanimlanmiyorsa ilag yiikleme (provokasyon) testi yapilacaktir. Ilag

yiikleme testinde ilag hap formunda belirli araliklarla agiz yoluyla alinacakir. Tim bu

islemler acil miidahale sartlarinin  bulundugu allerji poliklinigimizde, uzman
hekimlerimizin gbzetimi altinda yapilacaktir.
Tarif edilen ge¢ reaksiyonu tanimlamak amaciyla ise deri yama testleri yapilacaktir.

Bu testte ise sorumlu ilag belirli forma getirilerek 6zel yama test materyaliyle hastanin

sirtina yapistirilir. En az 24 saat hasta ile temas halinde kaldiktan sonra test materyali

uzman hekimlerimizce agilir ve sonug¢ degerlendirilir.

Laboratuvar testleri i¢in de ( lenfosit transformasyon testi) heparinli tiipe 15 cc kan
alinacaktir.

Tiim bu islemler esnasinda bir takim istenmeyen durumlar olusabilir;

- Deri prick testleri uygulamasindan sonra kolunuzda gegici kizariklik ve sislikler
olabilir.

- llag yiikleme islemi esnasinda ise nefesinizde daralma, hirilti, gogsiintizde sikisma
hissi, Oksiirlik, gozlerinizde, burun veya bogazinizda kasinti, hapsirik, burun
tikanikligi veya akintisi, cildinizde kizariklik, kasinti, g6z kapaklarinizda,
dudaklarmizda sisme, tansiyon disiikliigii ve allerjik sok gibi durumlardan biri
goriilebilir.

- Yama testi uygulamasindan sonra ilagla temas edilen bolgede kizarklik, kasmnti ,
yanma veya batma tarzinda sikayetleriniz olabilir.

Tiim bu istenmeyen durumlarin olugsmasi ve engellemesi amaciyla gerekli malzeme ve

imkanlarimiz bulunmaktadir. Gerekli tibbi uygulamalar aninda yapilacaktir.

Calismaya 30 hasta ve 10 saglikli goniillii alinacaktir.

Ayrica, sizlerden yapilan islemler nedeniyle iicret alinmayacak ve Odeme
yapilmayacaktir. Caligmaya katilmay1 kabul etmezseniz veya ayrilmak isterseniz bu
durum olagan tibbi bakimlariniz1 etkilemeyecektir.

Test 6ncesi ve sonrast tiim sorunlarimizda Uzm.Dr.Semra DEMIR’i 0212 4142000-
32458 nolu telefondan arayabilirsiniz.

Bilimsel ¢aligmalara destek ve katkiniz icin tesekkiir ederiz.

Sahsima Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Allerji Bilim Dali ve Istanbul

Tip Fakiiltesi Immunoloji BD laboratuarinda yukarida adi gecen tiim ilachi--ilacsiz tetkik

yvontemlerinin (1. ve 2. vontemler) hepsinin vapumasini ve her tirlii sonucunu kabul

ediyorum.
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Hastanin adi-soyadi: tarih:

Imza:

Hasta yakinin (1.derece) ad1 soyadi: tarih:

Imza:

Doktor ad1 soyadi: Imza
tarih:

Taniklik edenin ad1 soyadi: tarih:

GONULLU ONAY FORMU

Saym Bio. Belkis ISLEYEN tarafindan I¢ Hastaliklar1 AD/Allerji BD’da tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.
Bu bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim. Eger
bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da biiyilik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Aragtirma
sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi1 sirasinda kisisel bilgilerimin

ihtimamla korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak aragtirmacilart1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan aragtirma dist

da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir ddeme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun
aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya c¢ikmast halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir

yiik altina girmeyecegim).
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Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte Uzm.
Semra DEMIR’i 0506 3092961, I¢ Hastaliklari/Allerji BD ‘ten arayabilecegimi

biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay:
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diistinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek)
olarak yer alma kararmni aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve

goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin

Adi-soyadi,......ooeiiiii Tarih:............ooils
AdIESI: .ot Telefonno:.................
Imzast.................:

Adi-soyadi:......oooiiiiii Tarih:............oooill.
AATESIE oo Telefonno:.................
TMZASL: oo,

Taniklik edenin ad1 soyadt: Tarih:
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