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1- OZET

Allerjik astim gelismis lilkelerde popiilasyonun % 25’ den fazlasimi etkileyen
kronik bir havayolu hastahigidir. Ilag tedavisi ve allerjenle temastan kaginma
allerjik hastaliklarin kontroliinde etkili olmaktadir. Allerjen spesifik immiinoterapi
ise sadece allerjik hastaliklarin semptomlarini tedavi etmekle kalmaz ayni1 zamanda
hastaligin altinda yatan sebeplerini de tedavi edebilir. Sublingual immiinoterapinin
(SLIT) allerjik hastalarin tedavisinde efektif oldugu gosterilmistir. SLIT’in tam
olarak mekanizmasi hala bilinmemektedir, fakat oral mukozada bulunan antijen
sunan hiicrelerin (ASH) T regiilator hiicrelerin IL-10 iiretimini arttirarak allerjik
immiin cevabi baskilamalarina neden oldugu bilinmektedir.

Bu calismaya ev tozuna duyarli olan 4-10 yas arasi1 10 astimli hasta alindi.
Calismaya alman hastalar iki gruba ayrildi. Ilk gruba tedavi igin sublingual
immiinoterapi ve farmakoterapi verildi (n=5). Ikinci gruba tedavi icin
farmakoterapi verildi (n=5). Caligmanin basinda ve 8 ay sonra her iki gruptaki
hastalardan PKMH izolasyonu yapildi. Izole edilen PBMC’ ler Derpl, Betvl, PHA
ile kiiltiire edildi ve kiiltiirin 5. giliniinde alinan slipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-
13 ve IFN-y sitokinleri analiz edildi.

Calismamizin diger boliimiinde her iki gruptaki hastalardan ASH ve CD4" T
hiicreleri magnetik ayirim ile ayrildi. Ayrilan hiicreler Derpl antijeni ile ¢apraz
kiiltiir yapildi. Capraz kiiltiiriin 5. giinlinde alinan siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-
13 ve IFN-y sitokinleri analiz edildi.
Analizler sonucunda SLIT ve farmakoterapi tedavisi alan hastalardan izole edilen
ASH ile sadece farmakoterapi alan hastalardan izole edilen CD4" T hiicrelerinin
Derp 1 ile yapilan kiiltiiriinde IL-10 seviyesi yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak; SLIT grubundan izole edilen ASH in vitro olarak allerjen ile
uyarildiginda kontrol grubundan izole edilen CD4" T hiicresinden IL-10 salinimin
tetiklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Astim, ASH, CD4" T hiicresi, sitokin, spesifik immiinoterapi.



2- SUMMARY

THE ROLE OF DENDRITIC CELL IN MUCOSAL IMMUNOTHERAPHY

The most common form of allergy IgE mediated hypersensitivity affects more
than 25% of the population in industrialized countries. Asthma is currently defined as
a chronic inflammatory disease in which allergens are often implicated as causative
and triggering factors of respiratory attacks.

T cell and antigen presenting cell are functionary to asthma mechanisms.
Although we have some ideas about sublingual immunotherapy, we don’t have any
idea of sublingual immunotherapy effect mechanism. In this study, APC’s effects to
the CD4" T cell which the children had treatment SLIT that we evaluated the effect
that SLIT on the APC and/or CD4" T cell.

In this study ten patients (age range 4-10 years) suffering from mild to moderate
asthma with single sensitization to mite allergen were enrolled. Patients divided in
two groups. First group had given sublingual immunotherapy and pharmacotherapy for
treatment (n=5). Second group had given pharmacotherapy for treatment ( n=5). At the
beginning of and 8 months later PBMC were isolated and cultured with Derpl,
Betvl, PHA and supernatants were collected at the fifth day and IL-5, IL-10, IL-13
and IFN-y cytokines level analyzed . In a separate experiment APC and CD4" T cell
were separated with magnetic separation from both two groups and cross culture were
performed with Derpl stimulation Supernatants were collected at the fifth day IL-5,
IL-10, IL-13 and IFN-y cytokines level analyzed.

We concluded that antigen delivery via sublingual route stimulates toleregenic

antigen presents cell, which stimulates IL-10 secretion in untreated CD4" T cells.

Key words: Asthma, APC, CD4" T cell, cytokines, specific immunotherapy.
y



3. GIRIS VE AMAC

Astim; havayollarinda ¢esitli cevresel allerjenlere karsi asir1 hassasiyet
sonucunda ortaya c¢ikan kronik obstriiktif akciger hastalig1 olarak tanimlanmaktadir
(1,2). Kronik astimi olan hastalarda hava yolu inflamasyonu ve asir1 duyarliligi
hastaligin en belirgin 6zelligi olup (3,4), cogunlukla serum IgE diizeylerinde artisla
seyrettigi goriiliir (5). Eosinofiller ve mast hiicrelerinin sayilarinda artis olmakta ve
humoral bagisiklik yanitindan sorumlu olan Th2 tip sitokinlerden IL-4, IL-5 ve IL-13
diizeylerinde artis gozlenmektedir. Buna karsin hiicresel immiin yanitta rol oynayan
[FN-gama gibi Thl tip sitokinler allerjik inflamasyonu baskilamakta ve olusabilecek
havayolu asir1 duyarliligini da engelleyebilmektedir (6). Bu nedenle immiin
mekanizmayr Th2 den wuzaklastirarak Thl yoniine dogru kaydirmak atopik
hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yaklasim haline gelmistir (7).

Saman nezlesi, atopik dermatit, besin allerjisi ve astim gibi IgE aracilikli
allerjik hipersensitivite hastaliklar1 bir¢ok gelismis iilkede popiilasyonun %?25’den
fazlasi etkilemektedir (8). Allerjik cevap ¢evredeki allerjenlere karsi olusur ve klinik
ozellikleri arasinda allerjik astim yer almaktadir. Astim genellikle allerjenlerin neden
oldugu ve solunum giicliigiiniin tetiklendigi kronik inflamatuar bir hastaliktir (9).

Astim ve allerjik hastaliklara neden olan faktorler ve efektor hiicreler iyi
karakterize edilmis olmalarina ragmen bu hastaliklarin gelisimine kars1 koruyan
spesifik immiinolojik mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamistir (10).
Astim, basta T hiicreleri olmak iizere eosinofiller, antijen sunucu hiicreler (ASH)
gibi bircok hiicrenin rol aldigi, havayollarinin kronik yangisal bir hastahigidir.
Giiniimiizde antijen sunma kapasitesine sahip ASH’lerin astimin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (11). Farelerde yapilan
deneysel calismalarda T hiicre tiplerinin ve ASH’ lerin astimin gelismesinde

onem tasidig ileri siriilmektedir (12).

T hiicre cevabinin diizenlenmesinde antijen sunucu hiicrelerin 6nemli gorevleri
vardir. ASH’lerin farkli tipleri T hiicresine antijen sunarak T hiicresinin Th1 veya Th2

yoniinde farklilasmasina neden olurlar (13).



Giliniimiizde astimin tedavisinde kullanilan ilaglar sadece semptomlar1 kontrol altina
almaktadir (14). Yapilan caligmalar gostermistir ki allerjene 0zgii uygulanan
immiinoterapi, hastaligin seyrini degistirebilen ve yeni duyarhiliklarin olusmasini
onleyebilen bir tedavi se¢enegidir (8). Spesifik immiinoterapi (SIT); ASH, T ve B
hiicre cevabin etkilemek ve allerjik cevapta yer alan efektor hiicrelerin fonksiyonlarini
ve sayilarin1 diizenlemektir. SIT uygulamasimi takiben allerjen duyarlilagsma
bolgelerinde eosinofil ve Th2 hiicreleri sayilarinda azalma, deride bulunan mast
hiicrelerinde, mukozada eosinofil ve bazofil sayisinda mevsimsel artiglarinda azalma
gozlenmistir. Bazofillerden salinan IgE aracilikli histamin saliminda da diists
saptanmistir (17). Kisinin duyarli oldugu allerjeni artan dozlarda uygulayarak bu
allerjene tolerans gelistirmeyi amaclayan SIT’in giinlimiizde en sik cilt altina
uygulanan subkutan immiinoterapi (SCIT) ve dil altina uygulanan sublingual
immiinoterapi (SLIT) formu kullanilmaktadir (18). Her iki immiinoterapinin
immiinolojik etkinlik mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. Uygulanan
immiinoterapi yontemlerinin etki mekanizmalarinda ayn1 etkiler gdzlenmekle birlikte
farkliliklar1 da mevcuttur. Giiniimiizde en ¢ok uygulanan immiinoterapi
yontemlerinden SCIT de IL—10 sitokininde ve regiilatuar T hiicrelerinin sayisinda artis
gozlenirken; diger bir immiinoterapi yontemi olan SLIT’de IL-10 sitokininde artis ve
mukozal tolerans gelisimi gozlenmektedir (19).

Immiinoterapi yontemlerindeki bu farkliligin nedenleri iistiine yapilan ¢alismalarda her
iki yontemin etki mekanizmasi1 hakkinda bilgiye sahip olunmasina ragmen hala bu
yontemlerin mekanizmalarinda gorevli hiicrelerden olan ASH ve T hiicreler hakkinda
yeterli bilgiye sahip degiliz.

SIT uygulamalarinin  klinik  etkileri  yapilan calismalar  dogrultusunda
karsilastirildiginda klinik anlamda daha giivenilir ve efektif uygulamanin SLIT oldugu
belirtilmistir  (20). Tim bu bilgiler géz Oniinde bulunduruldugunda SIT
uygulamalarindan SLIT’in etki mekanizmasindaki énemli kriterlerden olan ASH ve T
hiicreleri iizerindeki etkisi arastirmaya agik konulardan bir tanesidir.

Bu ¢alismamizda, Marmara Universitesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali
tarafindan takip edilmekte olan ev tozu akarina (HDM) duyarli astimli ¢ocuklarda

tedavi amaci ile sadece farmakoterapi alan hastalar ile farmakoterapi tedavisi ile



birlikte sublingual immiinoterapinin (SLIT) uygulandigi gocuklardan izole edilen
antijen sunucu hiicreler ve CD4" T hiicrelerinin ev tozu akari ile ¢apraz kiiltiirlerini
yaparak SLIT’in etki mekanizmasmin ASH ve/veya CD4" T hiicresi iizerindeki

etkisini arastirmayi amagladik.
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Astim ve allerjik hastaliklara neden olan faktorler ve efektor hiicreler iyi
karakterize edilmis olmalarina ragmen bu hastaliklarin gelisimine kars1 koruyan
spesifik immiinolojik mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamistir (10).
Astim, basta T hiicreleri olmak iizere eosinofiller, antijen sunucu hiicreler (ASH)
gibi bircok hiicrenin rol aldigi, havayollarinin kronik yangisal bir hastahigidir.
Giiniimiizde antijen sunma kapasitesine sahip ASH’lerin astimin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (11). Farelerde yapilan
deneysel calismalarda T hiicre tiplerinin ve ASH’ lerin astimin gelismesinde

onem tasidig ileri siriilmektedir (12).

T hiicre cevabinin diizenlenmesinde antijen sunucu hiicrelerin onemli gorevleri
vardir. ASH’lerin farkli tipleri T hiicresine antijen sunarak T hiicresinin Th1 veya Th2

yoniinde farklilasmasina neden olurlar (13).



Giliniimiizde astimin tedavisinde kullanilan ilaglar sadece semptomlar1 kontrol altina
almaktadir (14). Yapilan caligmalar gostermistir ki allerjene 0zgii uygulanan
immiinoterapi, hastaligin seyrini degistirebilen ve yeni duyarhiliklarin olusmasini
onleyebilen bir tedavi se¢enegidir (8). Spesifik immiinoterapi (SIT); ASH, T ve B
hiicre cevabin etkilemek ve allerjik cevapta yer alan efektor hiicrelerin fonksiyonlarini
ve sayilarin1 diizenlemektir. SIT uygulamasimi takiben allerjen duyarlilagsma
bolgelerinde eosinofil ve Th2 hiicreleri sayilarinda azalma, deride bulunan mast
hiicrelerinde, mukozada eosinofil ve bazofil sayisinda mevsimsel artiglarinda azalma
gozlenmistir. Bazofillerden salinan IgE aracilikli histamin saliminda da diists
saptanmistir (17). Kisinin duyarli oldugu allerjeni artan dozlarda uygulayarak bu
allerjene tolerans gelistirmeyi amaclayan SIT’in giinlimiizde en sik cilt altina
uygulanan subkutan immiinoterapi (SCIT) ve dil altina uygulanan sublingual
immiinoterapi (SLIT) formu kullanilmaktadir (18). Her iki immiinoterapinin
immiinolojik etkinlik mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. Uygulanan
immiinoterapi yontemlerinin etki mekanizmalarinda ayn1 etkiler gdzlenmekle birlikte
farkliliklar1 da mevcuttur. Giiniimiizde en ¢ok uygulanan immiinoterapi
yontemlerinden SCIT de IL—10 sitokininde ve regiilatuar T hiicrelerinin sayisinda artis
gozlenirken; diger bir immiinoterapi yontemi olan SLIT’de IL-10 sitokininde artis ve
mukozal tolerans gelisimi gozlenmektedir (19).

Immiinoterapi yontemlerindeki bu farkliligin nedenleri iistiine yapilan ¢alismalarda her
iki yontemin etki mekanizmasi1 hakkinda bilgiye sahip olunmasina ragmen hala bu
yontemlerin mekanizmalarinda gorevli hiicrelerden olan ASH ve T hiicreler hakkinda
yeterli bilgiye sahip degiliz.

SIT uygulamalarinin  klinik  etkileri  yapilan calismalar  dogrultusunda
karsilastirildiginda klinik anlamda daha giivenilir ve efektif uygulamanin SLIT oldugu
belirtilmistir  (20). Tim bu bilgiler géz Oniinde bulunduruldugunda SIT
uygulamalarindan SLIT’in etki mekanizmasindaki énemli kriterlerden olan ASH ve T
hiicreleri iizerindeki etkisi arastirmaya agik konulardan bir tanesidir.

Bu ¢alismamizda, Marmara Universitesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali
tarafindan takip edilmekte olan ev tozu akarina (HDM) duyarli astimli ¢ocuklarda

tedavi amaci ile sadece farmakoterapi alan hastalar ile farmakoterapi tedavisi ile



birlikte sublingual immiinoterapinin (SLIT) uygulandigi gocuklardan izole edilen
antijen sunucu hiicreler ve CD4" T hiicrelerinin ev tozu akari ile ¢apraz kiiltiirlerini
yaparak SLIT’in etki mekanizmasmin ASH ve/veya CD4" T hiicresi iizerindeki

etkisini aragtirmay1 amagladik.



4. GENEL BILGILER

4.1. IMMUN SISTEM ve HUCRELERI

Immiinite yabanci organizmalara &zellikle infeksiyon hastaliklarina karsi direng olarak
tanimlanmaktadir. Infeksiyonlara karsi savunmayi saglayan hiicreler, dokular ve
molekiillerin toplamina immiin sistem denir. Bu hiicrelerin ve molekiillerin mikroplara
kars1 diizenli olarak verdikleri tepkiye immiin yanit denir.

Immiin sistemin mikroplara veya diger infeksiyona neden olmayan organizmalara
kars1 verdikleri hizli ve tiim organizmalara kars1 verilen ayn1 cevaba dogal bagisiklik
denir. Dogal bagisiklik elemanlar1 epitel bariyer, fagositik immiin sistem hiicreleri,
immiin sistemi diizenleme gorevine sahip 6zel proteinlerdir (21).

Enfeksiyon ajanlarina, yabanci antijen ve mikroplara karsi verilen cevaba edinsel
immiinite denir. Edinsel immiinite dokulari istila eden mikroplara karsi harekete gecen
bir tip konak savunmasidir. Bu nedenle istilact mikroplara kars1 uyarlanabilmektedir
ve Ozgiilliik tasimaktadir. Edinsel immiinitenin elemanlari ise antikor adi verilen 6zel
savunma gorevli proteinler, lenfosit adi verilen savunma gorevli hiicreler ve epitel
bariyerdir. Edinsel immiinitenin hafiza ve 6zgiilliik 6zellikleri vardir. Dogal ve edinsel
immiinitenin cevabinda gorevli hiicrelere 16kosit ad1 verilir. Lokositler kemik iliginde
iiretilerek fonksiyonel hale gelecegi dokulara go¢ ederler. Immiin sistemin oncelikli
hiicreleri lenfositler, antijen sunucu hiicreler ve efektdr hiicrelerdir. Lenfositler
yiizeylerinde tagidiklar1 6zel molekiiller ile tanima ve yabanci antijenlere karsit cevap

olusturmakla gorevlidirler (22).



4.1.1 Bve T HUCRELERI

Lenfositler morfolojileri ile birbirlerinden ayirt edilebilirler. Lenfositlerden en 6nemli
iki tanesi B ve T lenfositleridir. B lenfositleri hiicre dis1 antijenleri tanirlar ve antikor
tiretebilen hiicrelere farklilagabilirler. Bu fonksiyonlar1 ile humoral immiinitede rol
almaktadirlar. B hiicreleri yiizeylerinde antijenleri taniyan ve hiicre aktivasyon
islemlerini baglatan reseptorler olarak gorev alan antikorlar bulundururlar. T
lenfositleri hiicre i¢i antijenleri tanir. Mikroplar1 ve infekte olmus hiicreleri yok ederek
hiicresel immiinitede rol alir. T hiicreleri antikor liretmezler, fakat yiizeylerinde T
hiicre reseptorleri tasirlar (22). T hiicrelerinin reseptorleri yalnizca peptit yapilt
antijenleri tanirlar. Bu peptit yapili antijenleri major histokompatibilite antijenleri
(MHC) adi verilen 6zel peptit sunan molekiillere bagli durumdadirlar. T hiicreleri
yiizeyinde tasidiklar1 CD4 ve CDS8 glikoprotein yiizey proteinleri ile iki ana gruba
ayrilmaktadir. Yiizeyinde CD8 glikoprotein molekiiliinii eksprese eden T hiicresine
CD8" T hiicresi denir. CD8 " T hiicresi sitotoksik &zellige sahiptir ve sitoksik T
hiicresi ad1 verilir. CD8" T hiicreleri viruslerle veya diger hiicre ici patojenlerle enfekte
olmus hiicreleri &ldiirerek infeksiyonun yayilmasmi engellemis olurlar. CD8" T
hiicresi MHC smif [ ile baglantili olan hiicreyi taniyabilir. Yiizeyinde CD4
glikoprotein molekiiliinii tastyan T hiicresi CD4" T hiicresi olarak adlandirilir. CD4™ T
hiicresi sitokin salgilayarak diger immiin sistem hiicrelerini aktive eder. CD4" T
hiicresi MHC simif II ile sunulan antijenlere cevap olustururlar (23).

CD4" T hiicreleri kendilerini aktive eden efektdr mekanizmalara ve sitokinlere bagl
olarak antijenlere kars1 farkli cevap olustururlar. CD4" T hiicrelerinin farklilasmasina
bagl olarak iki farkli alt gruba ayrilmaktadir. CD4" T hiicrelerin alt gruplar1 yardimci
T hiicresi 1 ve 2 ( Th1\Th2) olarak bilinmektedir. CD4" T hiicrelerinin alt gruplarma
ayrilmasinda iki sitokin &nemli géreve sahiptir. IL-12, CD4" T hiicresinden Thl
farklilagmasini saglarken, IL-4 Th2 farklilagsmasini saglamaktadir. Bazi mikroplar
makrofaj ve dendritik hiicreler {izerinde bulunan Toll benzeri Reseptorlere (TLR)
baglanarak bu hiicrelerden IL-12 salinimini saglarlar. IL—12, antijen ile uyarilmis

CD4" T hiicresi iizerindeki reseptdre baglanarak STAT- 4 transkripsiyon faktdriinii



aktive eder ve CD4" T hiicresi Thl hiicresi olarak farklilagir. T-bet olarak bilinen
transkripsiyon faktorii Thl gelisiminde oldukga kritik bir role sahiptir. T-bet IFN-y
{iretimini saglar ve Thl cevabin olusumunu saglar. Antijenle ile uyarilmis CD4" T
hiicresinden Th2 hiicresinin farklilasmasinda STAT 6 transkripsiyon faktoriin aktive
edilmesinde gorevli IL—4 sitokini dnemlidir. Baska bir transkripsiyon faktorii olan
GATA-3 Th2 gelisiminde kritik bir role sahiptir. CD4" T hiicresinden farklilasan Thl
ve Th2 hiicreleri fenotipik olarak farkli olmamakla birlikte salgiladiklar: sitokinler ile
birbirlerinden ayirt edilmektedirler. IFN-y Thl sitokini olup Thl farklilasmasina
onciiliik eder ve Th2 proliferasyonunu engeller. Thl hiicresi tarafindan iiretilen IFN-y
hiicre i¢i mikroplarin yok edilmesinde gorevlidir. IL—4, IL-5 ve IL—13 Th2 hiicreleri
tarafindan {Uretilir, Th2 farklilasmasimi saglar ve Thl aktivasyonunu engeller.
Helmintik parazitlerin infeksiyonlarinda ve allerjik reaksiyonlarinda Th2 cevabin

olugsmasindan sorumlu sitokinlerdir (22).

4.1.2.DOGAL OLDURUCU HUCRELER (NK)

Dogal immiinitede rol alan diger bir lenfosit ¢esidi dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerdir.
Bu hiicreler kemik iliginde iretilirler. T hiicreleri ile ayn1 kokeni paylasirlar, fakat
gelisme yerleri T hiicrelerinden farklidir. NK hiicrelerinin ylizey reseptorleri B ve T
hiicrelerinden farkli olup viral infeksiyonlara karst1 koymakla goérevli savunucu
hiicrelerdir. NK hiicreleri viicuda giren patojenlerden c¢ok patojenle enfekte olmus
hiicrelere saldirilar.

NK hiicreleri her zaman sitotoksiktir ve sitoplazmalarinda perforin ve granzim denilen
genis graniiller bulundururlar. Bu graniiller sayesinde enfekte olmus hiicreleri degrade

ederler (24).
4.1.3. MAKROFAJ
Kemik iliginden perifere ¢ikan ilk hiicre tipi heniliz degisimini tamamlamamis olan

monositlerdir. Monositler 12-20um c¢apinda, fasiilye bi¢iminde niikleuslar1 olan

hiicrelerdir. Niikleuslar1 tek lobludur. Monositler dokulara yerlesip maturasyonlarini



tamamladiktan sonra makrofaj adim1 alirlar. Makrofajlar tiim organlarda ve bag
dokularda  bulunan hiicrelerdir. Bulunduklar1 yere gore farkli bigimde
adlandirilabilirler.

Makrofajlarin fonksiyonlart mikroplari, antijenleri ve hasarli dokular1 fagosite etmek
ve lizozomal enzimleriyle degrade etmektir. Ayrica salgiladiklari enzimler, lipid
kaynakli mediatorler, patojenlerin Oldiiriilmesinde ve infeksiyonun yayillmasini
engellemede rol oynarlar. Yabanci organizmalara karsi verilen tehlike sinyallerine
yanit olarak immiin sistemi aktive ederek dogal immiin sistemin savunmasinda rol
alirlar. Bu fonksiyonlar1 sirasinda sitokin salimimui yaparlar. IL-1,TNF-a, IL-6, IL-8,

IL—-12 sitokinlerin salinimlarindan sorumludurlar (25).

4.1.4. NOTROFIL

Kemik iliginde olusan fagositik 6zellikteki hiicrelerdir. Makrofajlardan farkli olarak
sagliklt dokularda bulunmazlar, fakat doku hasar1 gerceklestiginde hizli bir sekilde bu
alana gog¢ edebilirler. Notrofiller 3-5 loblu, 12-15 um capinda olabilirler. Yasam
stireleri 4-10 saat arasindadir. Bu siire igerisinde bir inflamasyon alanina gitmezlerse
apoptoza ugrayarak makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Notrofiller makrofajlar
gibi genel patojen tanima mekanizmasinda mikroorganizmalar1 fagosite ederek yer
alirlar.

Notrofiller ve makrofajlar patojenleri patojenle ilgili molekiiler pattern (PAMP) lar
araciligiyla, pattern tanima reseptorleri (PRR) ler ile tanirlar.

Notrofil, eozinofil ve bazofiller graniilosit adi ile tanmirlar. Bu hiicreler
mikroorganizmalar1 oldiirerek inflamasyonu arttirirlar. Bu hiicrelerin ntikleuslari

diizensiz olarak boliindiiklerinden polimorfoniikleer 16kosit adin1 alirlar (26).

4.1.5. EOSINOFILLER

Allerjik  iltihabi  durumlarda goriilen hiicreleridir. Bu  hiicreler  bronsial

hiperreaktivitenin gelismesinde baslica rol oynarlar.



Astmatik iltihapta karakteristik olarak bulunan eosinofillerin havayollarina gelmesi ve
bronsial hiperreaktivitiye yol agmas sitokinlerin ve mediatdrlerin bir dizi etkilesimi ile
gerceklesir. Havayollarinda allerjenle karsilasmis yardimer T lenfositleri, mast
hiicreleri ve eosinofillerden salgilanan IL-5, kemik iligindeki onciil eosinofillerin
perifere ¢cikmasina ve yiizeylerinde Very Late Antijen 4 (VLA—4) ad1 verilen yapisma
molekiiliiniin gosterimine yol agar. Damar i¢inde dolasan eosinofiller, endotel hiicre
yiizeyinde IL—4 indiiksiyonu ile olusan VCAM-1 (Vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1)
ve ICAM-I (Hiicre i¢i yapisma molekiilii-1) yapisarak damar disina ¢ikar. Ortamda
bulunan MIP-1, IL-5 ve PAF (Platelet Activity Factor)’in kemoatraktan etkileri ile
mukozaya yerlesirler. IL-5,GM-CSF, IL-3 ve PAF ise eozinofilleri aktive eder ve ayni

zamanda apoptozu Onleyerek yasamlarini uzatirlar (27).

4.1.6. BAZOFIL

Diger graniilositlerde oldugu gibi kemik iliginde olusup burada gelisimini tamamlayan
bazofiller kan dolasimina katilirlar. Bazofiller total kan lokositlerin %1’den azini
olustururlar. Normal durumlarda bazofiller dokularda bulunmazlar. Bazofiller
inflamasyon alaninda genelde eosinofiller ile birlikte bulunurlar. Bazofiller ¢esitli
mediatorler salgilarlar ve FceRI eksprese ederler ve antijenin IgE’ye baglanmasini
tetiklerler.Bazofiller ~antijenin sunuldugu alanda toplanarak hipersensitivite

reaksiyonlarinin yapilandirilmasinda rol alirlar (28).

4.1.7. MAST HUCRESI

Mast hiicreleri kemik iliginden koken almaktadirlar. Mast hiicreleri normalde kan
dolagiminda yer almazlar. Mast hiicrelerinin dnciilleri periferik dokuya olgunlasmamis
mast hiicresi olarak go¢ ederler ve uyarim sonucunda olgunlasirlar. Olgunlagsan mast
hiicreleri genellikle kan damarlarinin yaninda veya epitel altinda bulunurlar.

Solunum epitelindeki yiizeysel yerlesimleri nedeniyle inhale edilen allerjenlere verilen
erken yanitta mast hiicrelerinin major rol oynadig: diisiiniilmektedir. IgE molekiilleri

Fc kisimlariyla mast hiicre ylizeyinde kendilerine ait yiliksek afiniteli tip I reseptorlere



baglanir. Ayni allerjenin yeniden viicuda girmesi ile iki Fc reseptorii arasinda koprii
olusturur. Kopriilesme sonucu protein kinazlar, enerji ve kalsiyum gerektiren bir sinyal
iletimi baglar, ekzositoz ile mast hiicresinden degraniilasyon gergeklesir. Ortama
salinan mediatorler erken allerjik reaksiyondan sorumludur. Bu reaksiyon kendini

bronkospazm, vazodilatasyon, 6dem, mukus sekresyonunun artis1 olarak gosterir (29).

4.1.8. ANTIJEN SUNAN HUCRELER (ASH)

Mikroplarin viicuda giris yerleri deri, gastrointestinal sistem ve solunum sistemi, epitel
icine yerlesmis ve antijenleri yakalayip periferik lenfoid dokulara tasiyan ozgiil
hiicrelerle doselidir. Bu hiicrelerin basinda antijen sunan hiicreler gelmektedir.
ASH’ler mikroplar1 ve diger antijenleri yakalamakta Ozellesmislerdir. ASH’ler
yakaladiklar1 antijenleri lenfositlere sunarak olusturdugu sinyal ile lenfositlerin
prolifere olmasini ve farklilagmasini saglar. ASH’lerden dendritik hiicrelerdir T hiicre
cevabinda rol alan hiicrelerdendir. Hiicresel immiin yanit boyunca T hiicrelerine
antijen sunan makrofajlar olup, B hiicreleri humoral immiin yanit boyunca yardimci T
hiicrelerine antijen sunmaktadirlar. Ozel bir ASH olan folikiiler dendritik hiicreler
folikiiler fazda humoral immiin yanit boyunca B hiicrelerine antijen sunmaktadirlar
(30).

CD4" T hiicreleri protein yapili antijenlere karsi olusturulan immiin cevabi kontrol
eder. CD4" T hiicreleri hiicresel immiinitede efektdr hiicre gorevine sahiptir. Ayrica B
lenfositleri ile sitotoksik T hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasinda 6nemli
goreve sahiptir. CD4" T hiicresinin immiin cevabin olusumunda etkin olabilmesi igin
MHC II molekiiliinii eksprese eden hiicreler tarafindan CD4" T hiicresine immiin
cevabin olusturulacagi antijenin sunulmasi gerekir. MHC II molekiilii ise immiin
sistem hiicreleri arasinda sadece ASH tarafindan eksprese edilir.

ASH’lerin CD4" T hiicre aktivasyonu icin iistlendigi iki dnemli gorevi vardir. Birinci
gdrevi protein yapidaki antijeni CD4" T hiicresinin taniyabilecegi peptit formuna
doniistiirmektir. Ikinci dnemli gdrevi ise; bazi ASH’ler peptit MHC kompleksinin
CD4" T hiicresi tarafindan antijenin T hiicre reseptorleri ile tanmmasinin Stesinde

tanima fonksiyonunun kostimulatdrler araciligi ile gerceklesmesini saglarlar.



Literatiirde ASH olarak dendritik hiicre, makrofaj ve B hiicresi bilinmektedir. Bu
hiicreler profesyonel ASH olarak tanimlanmakta olup i¢lerinden daha spesifik olarak

antijen yakalama ve sunma fonksiyonuna dendritik hiicreler sahiptir (31).

MAKROFAJ HUCRESI

Makrofaj aktif fagositoz 6zelligine sahip bir ASH’dir. Bakteri ve parazit gibi fagosite
ettigi infeksiyona yol acan organizmalar1 sunmakla gorevlidir. Makrofaj hiicresel
immiin cevabin efektdr fazinda fagosite ettigi mikroplar1 aktif CD4" T hiicresine sunar.
Makrofajlar diisiik seviyede MHC II molekiilii eksprese eder, fakat yliksek seviyede
IFN-y iiretirler. Yiiksek seviyede iiretilen IFN-y makrofajin CD4" T hiicresine antijen

sunumunu ve CD4" T hiicresinin aktive olmasini saglar (32).

B HUCRESI

B lenfositi sahip oldugu antijen reseptorleri ile solubl protein antijenleri baglayabilir.
Immiin B hiicreleri periferik lenfoid dokularda bulunan folikiillerde konuslanmislardir.
Olgun immiin B hiicrelerinin Omiirleri antijenle karsilagtiklar1 siire ile smirhidir.
Antijen dolasima veya lenfoid dokulara girdiginde B hiicresi reseptorleri ile antijeni
baglar. Antijen baglayan reseptorler bu asamadan sonra iki kritik goérev dstlenir.
Antijen baglamis olan reseptdrlerin bir gorevi B hiicresinin aktive olabilmesi i¢in
biyokimyasal sinyaller olusturmak, ikinci gorevi ise eger baglanmis olan antijen
protein yapida ise antijeni B hiicre yiizeyinde sunarak CD4" T hiicresinin antijeni
tanimasimi saglamaktir. Bu gorev B hiicresinin antijen sunma gorevi olarak

tanimlanmaktadir (33).

DENDRITIK HUCRE

Dendritik hiicreler (DH) lenfoid organlarda, deri, gastrointestinal alanin epitelinde,
parenkimal organlarda ve hava yollarinin bazal membraninin altinda ve {istiinde

bulunmaktadir. Tiim dendritik hiicreler kemik iliginden koken almaktadirlar. Immatiir



(olgunlasmamis) haldeki dendritik hiicreler epitel doku, gastrointestinal ve
havayollarindaki epitelde yerlesirler (34). Burada antijenle karsilasan immatiir
dendritik hiicreler yakaladiklar1 antijenleri lenf nodlarina transfer ederler ve bu
yolculuk sirasinda matiire (olgun) hale gelirler (35). Antijeni yakalayarak profesyonel
ASH’lerin sahip oldugu kostimulator ve kemokinleri eksprese ederek matiirasyonlarin
tamamlarlar. Matiire dendritik hiicreler lenf nodlarmin T hiicre zonunda yer
almaktadirlar. Matiire dendritik hiicreler bu zonda CD4+ T hiicrelerine antijen sunarak
CD4" T hiicresini aktive ederler (36). DH’ler lenf nodunda T hiicrelerin zengin oldugu
alana go¢ ederler. Bu alanda DH’ler T hiicreleri ile etkilesime girerler. Bu siireg
sonunda T hiicreleri aktive olur, bdliiniir ve farklilasirlar (37). Ayrica DH spesifik
ekspresyonlar1 ve salgiladiklart sitokinler ile T hiicresinin polarizasyonunu etkiler (38).
Antijen kisa immiinolojik peptitler halinde MHC II kompleksine baglanarak CD4" T
hiicrelerine DH hiicreler tarafindan sunulur (39).

ASH’ler dogal immiin cevabin diizenlenmesinde goérev alirlar. Dogal immiin yanit
non-spesifik patojenlerin  PAMP yardimi1 ile patojenlerin ayrilmasiyla olusur.
Profesyonel ASH olan DH’ler PAMP ile taninan antijeni CD4" T hiicresine sunarak T
hiicre cevabini olusturur (40). T hiicre subgruplarindan Th2 cevabinin yapilandirildigt
siregte de DH’in rolii bulunmaktadir. Th2 sensitizasyonu sonrasinda DH’ler T
hiicresine antijen sunarak hava yolu inflamasyonunu kontrol eder (41). Yapilan
calismalarda allerjik hastalarin periferal kanindan izole edilen DH’ler Der p 1 (ev tozu
allerjeni) ile inkiibe edildiginde CD86 kostimulatér ve PD-1 ekspresyonu ile IL-10
sekresyonunun arttifn  gozlenirken, saglikli bireylerde CDS80 kostimulator
ekspresyonunun arttig1 gézlenmistir (42).

DH’ler miyeloid ve plasmoid olmak tizere iki farkli altgruba ayrilmaktadir. Myleoid
DH (mDH) astmatik 0Ozellik gosteren antijenlere karst Th2 sensitizasyonunun
olugmasina neden olur. mDH’ler bakterial ve viral enfeksiyonlara karsi Thl cevabin
olugmasina neden olmaktadir. Plasmoid DH (pDH) Th1 cevabina neden olmazlar, Th2
sensitizasyonunu engeller ve tolerans olusumunda gorevlidirler. Yapilan ¢alismalarda
saptanan bulgulara gére pDH astmatik hastalarin kanlarinda saglikli bireylere kiyasla
daha fazla oranda bulunmustur. Bu sebeple pDH’lerin Th2 fenotipe sahip hiicreler

oldugu soylenmektedir.
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mDH ve pDH T hiicre cevabinin olusumunda gorevli hiicrelerdir (43). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda sadece DH alt gruplarmin T hiicre cevabinin olusumunda gorevli
olmadig1 sitokinlerin ve/veya inflamatuar mediatorlerin salinnminda gorevli olduklar

ayrica immiin cevabin yapilandirilmasinda etkili olduklar1 gosterilmistir (44).

4.1.9. T HUCRESINE ANTIJEN SUNUMU

T lenfositleri protein yapili antijenlere karsi verilen edinsel immiin yanitta onemli
gorev Ustlenmektedirler. T lenfositleri protein yapili antijjen fragmanlarini
taniyabilmesi icin hiicre ylizeyinde MHC molekiillerini bulunduran ASH’ye ihtiyaci
vardir. T hiicrelerinin biiylik bir bolimii ASH’lerde MHC molekiillerine baglanan ve
bu molekiillerce gdsterilen peptit antijenlerini tanir (45). MHC, peptit yapilari immiin
sistemde gdsteren molekiiler olan genetik bir bolgedir. Her bireyde farkli T hiicreleri
kolonileri ancak o bireyin kendi MHC molekiilleri ile gdsterilen peptitleri taniyabilir.
T hiicrelerinin bu o6zelligi MHC smirliligi olarak adlandirilmaktadir. Mikrobik
antijenleri yakalayip T lenfositlerinin tanimasi i¢in gosteren 6zellesmis hiicreler olarak
bilinen ASH’ler naif T hiicrelerine yakaladiklar1 antijenleri sunarak immiin yanitin
tetiklenmesini saglarlar. ASH’lerin CD4" T hiicrelerini ile ilgili iki énemli gorevi
vardir. Birincisi; ASH'ler antijenleri T hiicreleri taniyabilecekleri forma doniistiiriir ve
MHC molekiillerinde sergiler. ikinci gérevi ise; peptit-MHC kompleksinin T hiicresi
tarafindan taninmasini saglamaktir (46).

Viicuda giren mikroplarin protein yapili antijenleri profesyonel ASH’lerce yakalanir
ve immiin yanitin basladigi periferik lenfoid organlarda yogunlastirilir. Mikroplar
viicuda genellikle deri, gastrointestinal ve solunum yolu ile girerler (47). Mikrobial
antijenler daha bir¢ok infekte olmus dokuda bulunabilirler. Deri, mukozal epitel doku,
parenkimal organlar bolgesel lenf nodlarinin i¢ine kadar ilerleyebilen lenf
kilcallarindan olusmaktadirlar. Lenf nodlar1 lenfatik kanallar ile gelen soluble ve
partikiiler antijenleri dolasima katilmadan once siizmek ile gorevlidirler. Immatiir
dendritik hiicreler epitelde doku veya diger dokularda bulunarak eksprese ettikleri

mannoz ve Toll benzeri reseptorler ile antijenleri yakalarlar (48). Yakalanan antijenler
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MHC molekiiliine baglanabilecek peptit fragmentlerine doniistiiriiliir. Yakalanan
antijenler inflamatuar sitokinlerin tiretilmesiyle beraber dogal immiin yanit1 baglatirlar.
Antijen ve sitokin kompleksi dendritik hiicrelerin aktive olmasini saglar (49). Aktive
dendriitk hiicreler epitelyum duvarindan ayrilarak lenf nodunda yer alan T hiicre
zonuna gog¢ edebilmelerine saglayacak CCR7 adli spesifik kemokin reseptor eksprese
etmeye baslar. T hiicre zonunda iiretilen CCR7 kemokini dendritik hiicreyi T hiicre
zonundaki lenf noduna ceker. iImmiin T hiicreleri ayn1 sekilde CCR7 kemokin
reseptorii eksprese ederek dendritik hiicre ile birlikte ayni lenf noduna go¢ etmesinin
sebebini agiklamaktadir (50). Dendritik hiicrelerin yakaladiklar1 antijenler ile birlikte
ilgili lenf noduna gocii sirasinda olgun hale gegerler. Olgunlasan dendritik hiicreler
yiiksek seviyede MHC II eksprese eder. Ayni zamanda olgunlasan dendritik hiicreler T
hiicresini aktive edebilmek i¢in kostimulator molekiiller eksprese ederler (51).
Antijenler dendritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicreleri gibi ASH’ler tarafindan
solubl form halinde lenf kanallar1 ile lenf nodu ulasirlar. Makrofaj hiicreleri antijeni
fagositoz ile alirken B hiicreleri solubl form ile antijeni tanir. Dendritik hiicreler,
makrofajlar ve B hiicreleri antijeni alirlar ve immiin T hiicresine sunarlar. Boylece naif

T hiicresi efektor hale gelir (52,53).

4.2. IMMUN SiSTEMDE TOLERANS

4.2.1. T HUCRE AKTIVASYONU

Hiicresel bagisiklik sistemi, hiicre i¢i mikroplarla olusan infeksiyonlara karsi savasta
rol oynayan edinsel immiin yanitin bir koludur. Immiinitenin bu kolu T hiicre aracilig
ile gerceklesir. iki tip enfeksiyon, hiicre i¢inde saklanan mikroplarin bulunup nasil ve
nerede cevap verilecegi hakkinda yol gosterici olabilir. Birinci tip enfeksiyonda
mikroplar dogal bagisiklik sisteminin erken koruyucu sistemlerinden biri olan
fagositoz ile hiicre i¢ine alinir, fakat bu mikroplarin bir kismi fagositlerin o6ldiiriicii
aktivitelerine karsi direng kazanmistir. Patojenik hiicre i¢i bakteri ve protozoalarin
cogu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilme hatta cogalabilme yetenegindedir.
Sitoplazmik mikroplar mikrobisidal mekanizmalardan korunmustur. Ciinkii bu

mekanizmalar vezikiiler kompartmanlarla smirlandirilmistir. Ikinci olarak viriisler pek
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cok hiicrede reseptorlere baglanabilir ve bu hiicrelerin sitoplazmasinda enfeksiyona
neden olarak cogalabilir. Fagositik vezikiillerde veya enfekte hiicrelerin
sitoplazmalarinda yasayan mikroplarin ortadan kaldirilmasit edinsel bagisiklik
sisteminde T lenfositlerinin ana fonksiyonudur (54). CD4+ T hiicreleri antikor
tiretiminde B hiicrelerine de yardim eder. T Ienfositlerinin fonksiyonlarini
gostermesinde ortak 6zellik; fagosit, enfekte konak hiicreleri veya B lenfositleri gibi

diger hiicrelerle etkilesime girmesidir (55).

4.2.2. T HUCRE YANITININ FAZLARI

T lenfositleri yabanci protein antijenlerini araylp bulmak igin periferik lenfoid
organlarda devamli olarak dolasirlar. Naive T hiicreleri antijen tanimada rol oynayan
antijen reseptorleri ve diger molekiilleri eksprese ederler. Fakat naive T lenfositleri
mikroplarin eliminasyonu i¢in gerekli efektor fonksiyonlar1 gdsterme yetenegine sahip
degildir (56). Bu fonksiyonlar1 gosterebilmek i¢in naive T hiicreleri efektor hiicrelere
farklilagmak i¢in uyarilmalidir, bu silire¢ antijen tanimasi ile baglamaktadir.
Mikroplarin protein antijenleri mikroplarin girdigi bolgelerden naive T hiicrelerinin
yer aldig1 periferik lenfoid organlara tasinir. Bu organlarda antijen islenir ve
profesyonel antijen sunan hiicreler ( ASH) iizerinde MHC molekiilleri tarafindan
sunulur. Boylece naive T lenfositleri ilk olarak periferik lenfoid organlardaki protein
antijenleri ile karsilasir (57). Ayn1 zamanda T hiicreleri antijeni goriir, mikroplardan
veya mikroplara karsi gelisen dogal immiin reaksiyonlardan ek sinyalleri alirlar.
Uyarilarin kombinasyonuna yanit olarak antijene 6zgiil T hiicreleri sitokin salgilamaya
baglarlar. Baz1 sitokinler antijen ile birlikte fonksiyon goriir ve mikrop kokenli ikinci
sinyallerle antijene 6zgiil T hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarirlar. Bu ¢ogalmanin sonucu
olarak ‘klonal genisleme’ olarak adlandirilan, antijene 6zgii kenfositlerin sayisinda
hizla artis izlenir (58). Aktive lenfositlerin bir kismi naive T hiicrelerinin degisimi ile
sonuclanan, efektér T hiicre populasyonunda mikrobiyal antijenleri taniyabilen,
mikroplar1 elimine edebilen farklilagsma siirecine girerler. Baz1 efektor T hiicreleri lenf
digiimii icinde kalabilirler ve lenf diiglimiindeki enfekte hiicreleri eredikasyonunda

veya mikroplara kars1 antikor yanitlarinin olusumunda B hiicrelerine sinyal saglamada

13



islev gosterirler. Baz1 efektdr T hiicreleri ise naive T hiicrelerinin T hiicrelerinin
farklilastig1 lenfoid organlardan ayrilirlar ve dolasima katilabilirler, eredikasyonlari
inhibe edecekleri enfeksiyon bdlgelerine go¢ ederler. Antijene yanit olarak ¢ogalan
diger T hiicreleri uzun 6miirlii, fonksiyonel olarak inaktif ve ayni mikropla tekrar
karsilagtiginda hizlica yanit verebilen, aylarca veya yillarca dolasimda kalan hafiza
(memory) T hiicrelerine dontisiir (59). Efektor T hiicreleri enfeksiyona neden olan
ajani ortadan kaldirdiginda T hiicre genislemesini ve farklilagmasini saglayan uyaran
sinyal de kaybolur. Sonug¢ olarak ¢ok fazla genislemis antijene 6zgiil lenfosit klonu
oliir, boylece sistem bazal dinlenme safhasina geri doner. Olaylarin bu dizisi CD4+ T

ve CD8&+ T lenfositleri i¢in ortaktir (60).

4.2.2.1. KLONAL GENISLEME

Aktivasyondan sonra 1 veya 2 giin i¢inde, T lenfositleri cogalmaya baglar ve antijene
Ozgiil klonlar genisler. Bu cogalma enfeksiyonda savasacak efektor hiicreleri
tiretebilen antijene 0zgiil lenfositlerin olusumunu saglar. Bu noktada CD8+ T
lenfositlerindeki klonal genisleme dikkati ¢ekmektedir (61). Enfeksiyon sirasinda
gergeklesen klonal genislemenin bazi 6zellikleri vardir. Birinci olarak; mikroba 6zgii T
hiicre genislemesine mikrobu tanimayan komsu hiicrelerde saptanabilir bir artis eslik
etmez. Ikinci olarak; birgok protein antijenini iceren kompleks mikroplarin neden
oldugu enfeksiyonlarda bile c¢ogalan klonlarin biiyiik bir kismi mikrobun sadece
immiinite agisindan baskin peptiti i¢in 6zgiildiir. CD4" T ve CD8 T hiicreleri

arasindaki klonal genislemedeki bu fark fonksiyonlarindaki farklilig1 da gosterir (62).

4222. NAIF T HUCRELERIN EFEKTOR HUCRELERE
FARKLILASMASI

Antijen ile uyarilarak ¢ogalan T hiicreleri enfeksiyonlar1 yok etmek iizere efektor
hiicrelere farklilasmaya baslarlar. Bu farklilasma gen ekspresyonu (&rnegin; CD4"™ T
ve CD8" T hiicrelerinde sitokinleri kodlayan genlerin aktivasyonu gibi.) veya sitolitik

proteinlerdeki ( CD8" T hiicrelerinde ) degisiklik sonucu olusur. Bu islemler klonal
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genisleme ile baslar ve mikropla karsilastiktan sonra 3-4 giin i¢inde farklilasmis
efektor T hiicreleri gelisir. Bu hiicreler periferik lenfoid organlardan ayrilir,
emfeksiyon bolgesine go¢ eder ve kendilerini uyaran mikrobial antijenlerle burada
tekrar karsilagirlar. Antijenin taninmasi asamasinda, efektor hiicreler enfeksiyonu yok
etmek {izere yanit verirler. CD4" ve CD8" efektdr popiilasyonlarinin efektdr hiicreleri
farkli fonksiyon gosterir ve bunlarin farklilagsma kaliplar1 da benzer sekilde birbirinden
farklidir (63).

CD4" T hiicreleri esas olarak makrofajlarin ve B lenfositlerin aktivasyonunda
fonksiyonel olarak etkili ylizey molekiilii ve sitokinleri iireterek antijene yanit veren
efektor hiicrelere farklhilasirlar. CD4™ T hiicrelerinin efektér fonksiyonunda rol
oynayan en Oonemli hiicre ylizey proteini CD40 ligand (CD40L) ‘dir. CD40L geni
CD4" T hiicrelerinde antijen tanima ve es-uyarima kars1 yanitta transkripsiyonel olarak
aktif hale gegcer ve bunun sonucunda CD40L aktivasyon sonrasinda yardimeci T
hiicrelerinde eksprese olur. CD40L’1in reseptorii olan CD40 molekiilii esas olarak
makrofajlar, B lenfositleri ve dendritik hiicrelerde eksprese olur. CD40’1in baglanmasi
bu hiicreleri aktive eder ve bu nedenle CD40L makrofajlarin ve B lenfositlerin
aktivasyonunda Onemli bir role sahiptir. Dendritik hiicrelerdeki CD40 ve T
hiicrelerinde eksprese edilen CD40L molekiilleri arasindaki reaksiyon ASH’lerdeki es-
uyaranlarin ekspresyonunu ve T hiicrelerini aktive eden sitokinlerin iiretimini stimule
eder ve boylece ASH ile saglanan T hiicre aktivasyonu i¢in pozitif geri bildirim
mekanizmasini saglar (64).

CD4" T yardimer T hiicreleri degisik sitokinleri iireterek farkli fonksiyonlara neden
olan efektdr hiicre alt gruplarina farklilasabilirler. Bu alt gruplarin en iyi tanimlanani
Thl ve Th2 hiicreleri olarak adlandirilmistir. Thl hiicreleri tarafindan iiretilen en
onemli sitokin IFN-y makrofajlarin giliclii bir aktivatoriidiir. Ayrica mikroplarin
fagositozunu uyaran antikor izotiplerinin {iretimini de stimule eder, ¢iinkii bu
antikorlar direkt olarak fagosit Fc reseptdriine baglanirlar ve fagosit kompleman
reseptorlerine baglanan kompleman iirlinlerini aktive ederler. Bu nedenle, Thl
hiicreleri fagosit aracili sindirimi ve mikroplarin 6ldiirmesini uyarir, bu nedenle
hiicresel immiinitenin anahtar yapitasidir. [IFN-y ayni zamanda antijen sunan hiicreler

tizerinde MHC sinif II molekiillerinin ve B7 es-uyaranlarinin ekspresyonunu uyarir, bu
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etki T hiicre yanitlarim1 da arttirmaktadir. Diger taraftan Th2 hiicreleri, IgE antikor
tiretimini stimule eden IL-4 ile eozinofilleri uyaran IL-5 iiretirler. Bu nedenle, Th2
hiicreleri 6zellikle helmintik parazitlere karsi etkili eozinofil aracili, fagosit bagimsiz
immiiniteyi stimule eder. IL-4,IL-10 ve IL-13 gibi Th2 hiicreleri tarafindan {iretilen
stitokinlerin bazilar1 makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve Thl hiicreleri aracili
immiiniteyi baskilar. Bu nedenle, bir mikroba karsi hiicre aracili immiin yanitlarin
etkisi bu mikroba yanitta Thl ve Th2 hiicrelerinin aktivasyonu arasindaki denge ile
saglanabilir.

Thl ve Th2 hiicrelerinin gelisimi rastlantisal bir olgu degildir, naive CD4+ T
hiicrelerinin mikrobial antijenlerle karsilastigi zaman aldi§1 uyar1 tarafindan
diizenlenir. Makrofajlar ve dendritik hiicreler IL-12 adi verilen bir sitokin iireterek
bakteri ve virlislere yanit verirler. Naive T hiicresi ayn1t ASH tarafindan sunulan bu
mikroplarin antijenlerini tanidig1 zaman, T hiicreleri ayn1 zamanda IL-12’ye de maruz
kalir. IL-12, T hiicrelerinin makrofajlar1 mikroplar1 6ldiirmek iizere aktive eden IFN-y
treten Thl alt grubuna farklilasmasimni uyarir. Dogal immiin yanit bu durumda,
ASH’den IL-12 iiretimi ile edinsel immiin yanitin dogal gidisini etkiler ve Thl
hiicrelerine dogru yonlendirilir. Eger enfeksiyoz mikrop ASH tarafindan IL-12
tiretimine neden olmazsa T hiicreleri bu durumda IL-4 {iretir. Bu da bu hiicrelerin Th2
alt grubuna dogru farklilagsmasini indiikler (65). Thl ve Th2 farklilagsmasindaki denge
oncelikle belirli enfeksiyonlara karsi yanitta dendritik hiicrelerin tipleri tarafindan
etkilenebilir. Mikroplarin siniflarindaki farkliliklara gbre tanimlanan farkli dendritik
hiicre alt gruplari, mikroplar tarafindan aktive olduklarinda farkli sitokinleri
salgilamalar1 ve farkli yanit vermeleri sonucunda efektér T hiicrelerini Th1 veya Th2
yoniinde indiiklerler. CD4" yardimci T hiicrelerinin Thl veya Th2 alt grubuna
farklilagmas1 edinsel immiinitenin O6zellesmesine Ornektir. Bu ornek farkli tipteki
mikroplara kargt immiin yanitlarin nasil bu mikroplara karsi en etkili bi¢ciminde
diizenlendigini gostermektedir. Antijenle uyarilmis yardimer T hiicresinden Thl veya
Th2 hiicresinin gelismesinin, olusan alt grup T hiicrelerine dogru farklilasmay1 arttiran
ve karsit popiilasyonunun gelisimini inhibe eden sitokinleri iretilir. Bu ‘gapraz-

diizenleme’ yanitin bir yone kaymasinda artisa neden olabilir (66).
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4.2.3. T HUCRE AKTiVASYONU ve CD28 FONKSIYONU

T hiicreleri T hiicre reseptorii (TCR) ile aktive olur. Peptit antijenlert MHC I ve MHC
II kompleksleri ile tanirlar. T hiicrelerinin aktive olabilmeleri i¢in peptit yapili
antijenlerin ASH tarafindan T hiicrelerine sunulmasi1 gerekir. Boylece MHC/peptit-
TCR kompleksi ile T hiicre aktivasyonu tamamlanmig olur. T hiicre cevabinin
yapilandirilmasinda onemli role sahip olan faktorler arasinda kostimulator
molekiillerde de bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri CD80/B7-1 ve CD86/ B7-2
dir. T hiicre yilizeyinde bu kostimulator molekiiller ile birlikte CD28 kostimulator
molekiil eksprese edilir. CD28 kostimulator ekspresyonu sitokin gen ekspresyonuna,
sitokin mRNA stabilizasyonuna, hiicre proliferasyonunu artmasina, glikoz yikiminin
artmasina ve hiicre canliliginin desteklenmesini saglar ( Boise et al. ,1995; Frauwirth
et al. , 2002; Lindstein et. al. 1989). Bu bilgiler 1518inda CD28 ligand ( CD28L) T
hiicresinde restimulasyonla cevap olusmasimi saglar. Fakat TCR’nin kostimulasyon
yoklugunda olusturdugu cevaba anerji denir ( Schwartz, 2003). T hiicresinde anerji T
hiicre odakli periferal tolerans mekanizmasmi diizenler. Ozellikle kendinden olan
antijenlere karst immiin sistemin aktive olmasinin istenmedigi durumlarda T hiicre

anerji mekanizmasi fonksiyonel hale gelir (67).

4.2.4. T HUCRE ANERJISININ NEDEN OLDUGU DURUMLAR

Anerji hem in vitro hem de in vivo olarak gdzlenebilir. In vitro olarak anerji ilk defa
1980’lerde Schwratz laboratuarlarinda CD4" Thl hiicre klonlar1 kullanilarak
karakterize edilmistir.

ASH ile antijenin T hiicresine sunulmasiyla kostimulator liganlar aktive olur, T hiicre
proliferasyonu ve az miktarda IL-2 sekresyonu olur. T hiicresinin tekrar ayni antijen
ile stimule olmasi sonrasinda olusan cevaba anerji denir. Anerjide sunulan peptit yapili
antijenin bir ajan esliginde sunulma durumu goézlenmektedir. Bu ajanlarin baglicalar
MHC-peptit kompleksleri ile birlikte bulunan plonar lipit bilayer, anti-CD3
monoklonal antikoru, mitojen concovalin A yada peptitlerdir ( Gajewski et. al. 1994).

IL-2 bloke edildiginde ve T hiicre proliferasyonu engellendiginde anerjik T hiicresi
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diger sitokinlerin O6rnegin IFN-gamma ve IL-13 gibi sitokinlerin sekresyonlarini
azaltir. Anerjik durum uzun siire stabil kalabilir. Fakat ekzojen sitokinler ile ( IL-2
yada IL-15) bu durum geri doniistimlii olarak farklilik gdosterebilir ( Beverly et al.
,1992; Essery et al. , 1988). Anerjide gozlenen geri doniisiim kanser ve kronik
infeksiyonda goriilen anerji ile birlikte, ilgili aragtirmalarla bakis a¢is1 kazandirmak da

ve dogru T hiicre cevabinin restrosyonuna olanak saglar (68).

4.3. REGULATOR HUCRELER

Immiin sistemin en belirgin 6zelliklerinden biri, bircok mikroba karsi yamt
olustururken bireyin 6z antijenlerine karsi yamit olusturmamasidir. immiinolojik
tolerans olarak adlandirilan 6z antijenlere yonelik yanitsizlik hali, lenfosit
reseptorlerinin  ekspresyon diizenekleri sadece 0z olmayan antijenlere yonelik
reseptorler olusturmaya yatkinlik gostermemesine karsilik muhafaza edilmektedir (69).
Tolerans, immiin sistemin kendi antijenine kars1 yanit eksikligi seklinde ifade edilir.
Fakat tolerans i¢in yapilabilecek en uygun tanimlama potansiyel olarak hasara yol
acan immiin yanitin 6nlendigi, baskilandigi veya hasarin olmadigi yone kaymanin
saglandigi bir mekanizmadir. Solunum yollar1 ve intestinal mukozadan giren
antijenlere karsi olusan immiin yanitta periferal tolerans biiyiik O6nem tasir. Bu
bolgeler, cesitli ¢evresel ve patojenik olmayan antijenlere maruz kalmaktadir. Bu
antijenler de aktif immiin sistemden daha ¢ok yanitsizlik ve tolerans durumunu arttiric
etki gostermektedir (70). Tolerans mekanizmalar1 klonal delesyon ve antijen spesifik
effektor T hiicrelerinin cevapsizligini igerir. Antijenin diisiik dozlart aktif hiicresel
regiilasyonun tetiklenmesini saglarken, yiiksek doz ise anerji ve delesyonu
baslatmaktadir. Anerji, antijenle tekrar karsilasmanin ardindan antijen spesifik T
hiicrelerinin uzun stireli prolifere olamamalaridir (71).

Diizenleyici T hiicreler tarafindan aktif siipresyon in vivo olarak hem organizmanin
kendi antijenlerine hem yabanci antijenlere kars1 periferal toleransin indiiksiyonu ic¢in
gereklidir. Pek ¢ok diizenleyici T hiicre, inhibitor hiicre ylizey molekiillerinin
gosterimi ve /veya IL-10 ve TGF-beta gibi immiin sistemi diizenleyici sitokinlerin

tiretimi ile etkilerini gosterirler (72).
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Timusta 6z antijeni taniyan bazi olgunlasmamis T hiicreleri diizenleyici ( regulator)
hiicre niteligi kazanarak periferik dokulara girerler. Oz antijenlere baglanan
olgunlasgmamis T hiicresinin negatif secilim ile silinmesini veya regiilator T hiicre

olmasini neyin belirledigi heniiz bilinmemektedir (73).

4.3.1. T REGULATOR HUCRELER

1990’l1 yillardan beri T hiicre aracilikli immiin baskilama agiklanmaktadir. Ayri
sistemlerde bir¢ok tip supresdr T hiicresi ve onlarin biyolojik hedefleri yogun olarak
arastirilmaktadir. Bir ¢ok acidan supresor T hiicre mekanizmalar1 ve onlarin etkileri
heniiz net olarak aciklanamamistir. Fakat T regiilator (Treg) hiicrelerin immiin cevabi
hiicre-hiicre interaksiyonu yada {rettikler1 supresor sitokinler ile baskiladigi

bilinmektedir (74).

4.3.2. CD4 *CD25" REGULATOR T HUCRESI

Sakaguchi ve arkadaslari tarafindan CD4" T hiicrelerinin kiigiik bir kismim ( yaklasik
%S5-10) olusturan, organ-spesifik otoimmiinitede, allograft rejeksiyonun dnlenmesinde
ve self-toleransin saglanmasinda onemli rol oynayan hiicreler olarak tarif edilmistir
(73,75). Bu hiicreler yiizeylerinde IL-2 reseptdr zinciri (CD25) eksprese etmektedirler
ve timusta iiretilmektedirler (75,76). CD4 “ CD25 " T hiicreleri IL-12 iiretimini inhibe
ederek, CD4" ve CD8" T hiicrelerinin THR (T hiicre reseptdrii) uyarimlarinda
cogalmasini baskilamaktadir (77). CD25" diizenleyici T hiicreleri igin spesifik olan
transkripsiyon faktorii FoxP3 ve TNF reseptorii tanimlanmustir. CD25" hiicrelerin
azalmas! otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (73,78). CD4 *
CD25 " T hiicrelerinin insanlarda da periferal kandan izole edilebilecegi ve in vitro
olarak fonksiyonlar1 kaybolmadan calisabilecegi gosterilmistir (79). CD25" hiicreleri
CTLA-4 sinyaline bagli olarak, direkt olarak hiicre-hiicre iliskisi ile ve sitokin
bagimsiz bir yol ile immiin yanitlar1 baskilayabilmektedir(73,80,81). Normal immiin
yanitlarin olusmasinda ve spesifik immiinoterapide mukozal alerjenlere karsi

diizenleyici T hiicre cevabinda IL-10 ve TGF-B etki etmektedir. Allerjik olan
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bireylerde spesifik immiinoterapinin CD4 *~ CD25 * T hiicrelerinde antijen spesifik
aktiviteyi arttirdigl gosterilmistir (82). Ancak bu fonksiyonu gerceklestirirken diger
hiicreleri (CD4 " CD25 °) anerjik hale getirmeyip bu hiicrelerin yiiksek seviyede IL-10
salan hiicreler haline doniismesine neden olmaktadir. IL-10 {ireten anerjik T hiicreleri
daha sonra IL-10 bagimli yol ile T hiicre cogalmasini baskilamaktadir (83).

CD4 " CD25 ~ hiicre populasyonunun IL-2 iiretiminin artigim1 inhibe etmektedir.
TGF-B , CD4" CD25 T hiicrelerinin supresdr fonksiyonlarindaki rolleri hala tam
olarak anlagilamamistir (84,85). Yapilan calismalarda bu hiicrelerin aktivasyonunun
antijen spesifik oldugu, timik seleksiyona girdikleri, self-peptitler i¢in yliksek affinite
ile THR interaksiyonuna ve IL-2 sinyalizasyonuna ihtiya¢ gosterdikleri gosterilmistir.
Ancak in vitro ortamda THR uyarimina kars1 anerjiktir. Dendritik hiicreler tarafindan
Toll-like reseptdrleri yoluyla iiretilen IL-6 varliginda CD25" diizenleyici hiicrelerin
bloke edildigi gosterilmistir (85). CD4™ CD25" T reg hiicreleri otoimmiiniteyi
engelleyerek normal immiin sistemde profesyonel Treg hiicreleri olarak
adlandirilmaktadir. CD4 * CD25 * Treg hiicreleri elimine edildiginde cesitli otoimmiin
hastaliklarla birlikte bireyin genetik yapisina bagl olarak gastirit, tiroid gibi hastaliklar
gelisir (74).

4.3.3. TH3 HUCRELERI

TGF-B salgilayan T hiicrelerinin mukozal boélgelerde 6rnegin oral toleransinin
indiiksiyonunda diizenleyici role sahip oldugu diisiintilmektedir (86). Mukozal
tolerans, tolerans indiiksiyonunun agiklanabilmis mekanizmalarindan biridir. Oral
yolla alinmasiyla beraber antijene kars1 hiicresel ve humoral immiin yanitlarin spesifik
olarak baskilanmasi ile ifade edilmektedir (87). Bu amagla yapilan calismalarda ilk
olarak Chen ve arkadaglar1 tarafindan oral olarak antijen alinmasindan sonra
mezenterik lenf nodlarinda yiiksek miktarda TGF-B ve ¢esitli miktarlarda da IL-4 ve
IL-10 iireten CD4 * T hiicreler belirlenmistir. TGF-p salinimindan sorumlu olan bu
hiicreler Th3 olarak isimlendirilmektedir (85). Oral tolerans mukozal florada bulunan
bakteriyel antijenlere ve besin proteinlere karsi asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin

onlemesi i¢in olusmaktadir. Diisiik doz antijenin oral yolla alinmasi peyer plaklar1 ve
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lenf nodlar1 gibi GALT ile iligkili olan yapilarda oral tolerans gelisimine neden
olmaktadir. Barsakta antijen-sunan hiicre olarak gorev alan dendritik hiicreler
dinlenme fazindaki T hiicrelerinin sitokin mikrogergevesine bagli olarak aktiflesmesini
saglarlar boylece Th2 veya Th3 hiicre farklilagsmasinmi arttirir. Th3 hiicreleri antijen-
spesifik bir yol ile tetiklenirken, antijen spesifik olmayan bir yol ile siipresyonu
gerceklestirmektedir. Th3 hiicreleri IgA yapimina katkida bulunarak primer olarak
TGF-B salmaktadir. Th1 ve Th2 hiicreleri i¢in supresif etkilere sahiptir (87,88).

4.3.4. Trl HUCRELERI

[k kez Groux ve arkadaslari; IL-10 varliginda CD4 " T hiicrelerinin bazilarmin yiiksek
seviyede IL-10, diisiik seviyede IL-2 salinimi ve hi¢ salinmayan IL-4 sitokin profiline
ve diisiik proliferasyon kapasitesine sahip olduklarini gostermislerdir (89). Dolayisiyla
Tr1 hiicreleri Th1 ve Th2 T hiicre klonlarindan farkli yeni bir CD4 " T hiicre alt grubu
olup, yiiksek seviyede immiin sistemi baskilayict sitokinler olan IL-10 ve TGF-B’y1
yiiksek seviyede salgilamalar1 fakat buna karsin IL-4 salgilamamalari ile karakterize
edilmistir (90,91). IL-5 etkisini yenebildikleri siirece prolifere 6zellik gosterirler (92).
Trl hiicreleri IL-10 ve TGF-f iireterek naive ve hafiza Thl ve Th2 hiicre cevabini
baskilar. Trl hiicreleri allerji ve otoimmiinitede periferal toleransin modulasyonunu
saglayacak hiicresel terapi ve yeni terapatik ajanlarin gelismesi icin yeni hedeflerin
idendifikasyonunda gorev alir (15). IL-10 ile birlikte IFN-a sinerjistik bir sekilde
calisarak Trl hiicrelerinin farklilasmasini kolaylastirmaktadir. THR ( T hiicre
reseptorii) bagimli aktivasyonu takiben Trl hiicre klonlar1 CD40L, CD69 ve HLA-DR
gibi normal T hiicre aktivasyon isaretlerini gosterir. Thl ve Th2 hiicrelerinin aksine
Trl hiicreleri CCR7 eksprese etmektedir. IL-15’in Trl hiicreleri gelisim faktorii
oldugu gosterilmistir. Trl hiicreleri hem antijen sunan hiicrelerinin hem de T
hiicrelerinin fonksiyonlarin1 diizenleme, allerjene karsi toleransin indiiksiyonunun
saglanmasinda gorevlidir. Antijene karsi olusan yanitta CD4" T hiicrelerinin
cogalmasimi baskilamaktadir. IL-10 ile artan CD4" Trl hiicreleri antijen spesifik

immiin yanitlar1 diizenlemektedir (85,91).
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Trl hiicreleri naive CD4 ™ T hiicrelerini stimule ederek IL-10,IFN-y veya IL-4 ve IL-
10 kombinasyonunun ortamda bulunmasini saglar (89,93). Vitamin D3 ve
deksamethasan Trl hiicrelerinin sitokin profilini yenebilirse insan ve farelerin naive
CD4+ T hiicrelerinin Trl hiicrelerine farklilagmasini saglar (94). IL-10 ve TGF-B
tireten Trl hiicreleri insanlarda allerjen spesifik immiinoterapi boyunca yiiksek ve
artan allerjen dozuna bagl olarak Trl hiicrelerin olusumuna neden olur (95). Oral
tolerans gelistiren hayvanlarda mesenterik lenf nodlarindan izole edilen CD4+ T
hiicrelerini uygun antijen ve anti-CD3 ile aktive edildiginde CD4 * T hiicre kolonu
yiiksek seviyede TGF-B ve farkli miktarlarda IL-4,IL-10 iirettigi gosterilmistir. Trl
hiicreleri myelin esas proteini ile birlikte ensephalitis indiiksiyonu baskilama
fonksiyonunu yerine getirdiginde Th3 hiicresi olarak in vitro ortamda baskilanmay1
saglar. Th3 ve Trl hiicreleri immiinolojik 6zellik bakimindan ayn1 T hiicre kokeninden
gelir (15). Ancak Th3 hiicrelerinin trl hiicrelerine gore daha fazla TGF-f salgiladigi
bilinmektedir.

Respiratuar tolerans sirasinda IL-10 tireten dendritik hiicreler ile kiiltiire edildiginde Tr
hiicre klonlarinin gelistigi goriilmiistiir. Tr hiicreleri havayolu asir1 duyarliliginin ve
havayolu inflamasyonunun gelisimini baskilamaktadir. Bu hiicrelerin allerjen-spesifik
T hiicreleri lizerinde inhibitor etkileri IL-10 {iretimine ayrica ICOS-ICOS ligand
yolunun Th2 yaniti humoral immiinite gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu
calismalar Tr hiicrelerinden iiretilen IL-10’un Th2 hiicrelerinin fonksiyonlar: iizerinde
ve ayrica Thl hiicre fonksiyonlar: lizerinde direkt olarak etkisi oldugu gosterilmistir.
Tr hiicreleri gelisimleri i¢in ICOS-ICOS ligand kostimulasyonuna gerek duymaktadir
(85,96). Farkli miktarlarda IL-4 ve IL-10 tiretirler ve mukozal yanit ile iligkilidirler.
Th3 hiicreleri Tr hiicre gelisimi i¢in gerekli olan IL-10 iirettikleri bilinmektedir. Bu
sebeple Tr hiicrelerinin de Th3 hiicreleri gibi solunum yolu hastaliklarinin immiin
yanitinda gorev aldiklar diisiiniilmektedir (85). Dendritik hiicreler havayollarindaki en
onemli antijen sunan hiicrelerdir. Olgunlasmamis dendritik hiicreler diisiik seviyede
major doku uyumlulugu kompleksi (MHC) Sinif II ve yardimc1 molekiiller eksprese
etmektedirler (95). Buna karsin gastrointestinal kanaldaki dendritik hiicreler ise hem

IL-10 hem de TGF-f iiretmektedirler. Tr hiicrelerinin havayolu inflamasyonunu ve
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havayolu asir1 duyarliligini 6nlemesine karsin CD25 © T hiicreleri havayolu

inflamasyonunu 6nleyebilirken, havayolu asir1 duyarliligini 6nleyememektedirler (85).

4.3.5. DIGER REGULATOR HUCRELER

Oral tolerans ile artan CD8 ~ T hiicrelerinin lokal siispansiyon i¢in gerekli olduguna
dair yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (97). CD8 © Tr hiicreleri sadece tolerans
gelisiminde degil, ayn1 zamanda toleransin indiiklenmesinde ve otoimmiinitenin
onlenmesinde rol oynamaktadir. Cift negatif (CD4 ~ CD8 "THRaf+) Tr hiicreleri pek
cok otoimmiin hastaliklarda toleransin saglanmasinda rol oynamaktadir (75).
Arastirmalar CD4+ T hiicrelerin ve CD8+ Treg hiicrelerin oral toleransta rol aldiklari
diisiiniilmektedir (98,99). Yeni bir supresor hiicre klonu olarak CD8 “ CD28" T hiicre
populasyonu goze carpmaktadir. HLA 1 allojenik antijenleri ile smirlidir. B7
molekiiliinlin ekspresyonunu onlemede rol oynamaktadir (100). CD4 “CDS8 " TCRaf+
Treg hiicreleri birgok otoimmiin hastaliklara karsi tolerans gelisiminde gorevlidir.
CD4 CDS8 "TCRof+ Treg hiicreleri MHC I molekiiliine spesifiktir. Bu hiicreler CD8 *
T hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitotoksik oOzelliklerine karsi baskilayici etki
gosterir (101).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalara gore IL-10 salin1 yapan B hiicreleri regiilator role
sahip oldugu bilinmektedir (102). IL-10 iiretebilen B hiicreleri artirit gelisimini
engelleyerek regulator etki gostermektedirler. Bu tip hiicrenin baskilayici etkilerinin
IL-10 sitokinine bagl oldugu bildirilmistir. Zira IL-10’dan yoksun farelerden izole
edilen B hiicreleri artirit gelisimini engelleyemedikleri gosterilmistir.

Yapilan caligmalarda ortaya ¢ikan bulgulara gore dendritik hiicreler periferal T hiicre
toleransina neden olmaktadir. Bu sebeple bu tip dendritik hiicreler regiilator etkiye
sahip olduklar1 bildirilmistir. Farelerden izole edilen plasmositoid dendritik (pDH)
hiicreler havayolu antijenleri ile karsilastiklarinda IL-10 tiretirler (96). Olgun pDH

( B7hi) CD4 " Trl benzeri hiicre gelisimini stimule eder. CD4" Trl benzeri hiicreler

+/+

yiiksek seviyede IL-10 iiretebilen hiicrelerdir. IL-10"" farelerden izole edilen pDH IL-
107" fareye adoptif olarak transfer edildiginde alic1 farede havayolu antijenine karst

cevapsizlik olusmustur. Bu bulgulara goére IL-10 sitokinin DH olgunlagmasini
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engelledigi ve boylece CD4+ T hiicresinde alloantijen spesifik anerji olusumuna neden
oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir (103).

NK, epitel hiicreler, makrofaj ve glial hiicrelerden de supresor sitokinlerden IL-10 ve
TGF-p iiretilmektedir. Fakat bu hiicreler profesyonel regiilator hiicreler degillerdir
(104,105). Bu hiicrelerden salinan supresor sitokinler doku hiicrelerine yerleserek

regiilator immiin cevabin yapilandirilmasinda goérevlidirler.

4.4. ALLERJIK ASTIM iIMMUNOPATOGENEZI

Astim en yaygin olarak bilinen kronik inflamatuar hastaliktir. Astim semptomlarinin
insidans1 farkli popiilasyonlarda, ¢ocukluk cagindaki bireylerde %1-30 arasinda
farklilik gostermekte ve bircok tlkede oOzellikle geng bireyler arasinda astim
insidansinda zamanla bir artiy gozlenmekte. Diinyanin bir¢cok {ilkesinde astim
morbidite ve mortalitesi artmaktadir (106).

Allerjik astim kronik bir akciger hastaligi olup cevresel ve hava yolu allerjenlerine
kars1 bireyin allerjik reaksiyon verdigi bir hastaliktir. Allerjik astimda c¢evresel
allerjenlere kars1 Th2 aracilikli cevap olusturulur. Astim Th2 hiicrelerinde salinan IL-
4, IL-5, 1IL-9, IL-10, IL-13 ve granolosit makrofaj-koloni stimule edici faktor (GM-
CSF) tarafindan kontrol edilir. Ayrica immiin sistemde gorevli olan hiicrelerden mast
hiicreleri ve eozinofiller astim cevabinda gorevli hiicrelerdendir. Astim patolojik
semptomlar1 ise havayolu obstruksiyonu, mukus tretiminde artis, kronik eozinofil
inflamasyonu, brongial diiz kas hipertrofisi, epitel hiicrelerde dokiilme ve airway
remodeling ve IgE antikor sentezidir (107).

Yapilan caligmalarda astimda epitelyal hasarlarin olustugu gozlenmistir. Ayrica
bronkoalveol sivilarinda (BAL) da epitel hiicre sayilarinda artig gosterilmistir. Bu
nedenle epitel hiicrelerindeki hasar veya diger bir deyisle epitel dokiilmesi astimin
patolojik 6zelliklerinden biri olarak kabul edilmektedir (108).

Astimda goriilen diger bir degisiklik ise subepitelial retikular bazal membran
kalinlagmasidir. Lamina retikularisin kalinlagsmasi; retikiilin birikmesi ile olusan
asmatik bronkosun karakterisitik ozelligidir (109). Subepitelial kalinlagma;

proteoglikanlar gibi ekstraselliilar matriks komponentlerin depolanmasi, havayolu asir1
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duyarliligi, astim ataklarinin sikligi, fibroblast ve miyofibroblastlarin sayisi ile pozitif
yonde korelasyon gosterir (109).

Allerjik cevaptan havayolu diiz kasi etkilenebilir ve ayn1 zamanda allerjik cevaba
katkida bulunabilir (110). Astimda kiiciik ve/veya biiyiikk havayollarinda diiz kas
kitlesinde artis goriilmektedir (111,112). Normal bireylere kiyasla astimli bireylerde
kas kitlesinde 3 ila 4 kat arasinda artis oldugu belirtilmistir. Bu artisin sebebi tam
olarak bilinmemekle birlikte kasilma ve gevsemeye sebep olabilecek muhtemel
mekanizmalarin mast hiicrelerinden IgE-bagimli histamin ve prostaglandin salinimu,
noral uyarimlar, trofik uyarimlar ve sitokinler olabilecegi diistiniilmektedir (113).
Ayrica inflamatuar mediatorler, sitokinler ve gelisim faktorleri ile diiz kas
proliferasyonu artmaktadir (111).

Astimin karakteristik 6zelliklerinden biri ise; mukusun asir1 derecede tretilmesidir.
Mukus mekanik olarak havayolu liimenini daraltabilir ve agir astimda yapiskan plaklar
olusturarak havayolunu tahrip edebilir (114). Goblet hiperplazisi hem astimda hem de
kronik bronsitte biiylik havayollar1 patolojisinin en Onemli 6zelligidir. Yapilan
caligmalarda astimli hastalarda normal saglikli bireylere gore goblet hiicre sayisinin
2,5 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Mukusun asir1 derecede yapimi olursa
havayolu obstriiksiyonuna neden olmaktadir (115).

Astimda goriilen degisikliklerde bir digeri ise vaskiiler degisiklikledir. Bronsial
mukozal kan damarlarinin vazodilatasyonu, vaskiileritisinde artis ve bronsial duvarda
6dem olusumu astimda havayollarinda meydana gelen yeniden yapilanmanin
karakteristik  Ozellikleridir. Astimda havayollarinin damar yapisinda yeniden
yapilanma gerceklesmektedir. Kronik inflamasyonu olan dokularda inflamatuar
hiicrelerin toplanmasi i¢in kan damarlarinda ya proliferasyon olusmakta ya da

genislemeler meydana gelebilmektedir (116).

4.4.1. HAVAYOLLARINDA YENIDEN YAPILANMADA ROL ALAN
SITOKINLER

IL-2: T hiicrelerinden ve biiyiik granular lenfositlerden salinir. T hiicreleri tarafindan

uretilen IL-2 antijen spesifik hiicrelerin proliferasyonunda gorevlidir. IL-2 ayni
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zamanda diger immiin hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilagmasmi saglar. NK
hiicreleri yiiksek seviyede IL-2 ile uyarilmaktadir. B hiicresi ise IL-2 ile stimule
edildiginde biiyiime faktorii ve antikor iiretimini gerceklestirmektedir. Boylece B
hiicreleri lizerinde gelisim ve farklilagsmay arttirici etkiye sahiptirler. Ayni1 zamanda
IL-2 T hiicre gelisimini de desteklemektedir (117).

IL-3: Multispesifik hemapoetin olarak bilinmektedir. IL-3 biitiin hemapoetik serilerin
onciilerinin gelisimini uyarmaktadir (117). En onemli etkisi eozinofiller ve mast
hiicreleri tlizerinde olmaktadir. Bu hiicreler hem IL-3 salinimi yapmakta hem de IL-3
ile uyarilmaktadirlar. Eozinofiller ve mast hiicreler disinda ayrica Thl ve Th2
lenfositlerden de salinmaktadir. IL-3’ilin ortamdaki varligi, eozinofil i¢in kemotaktik
olup, yasam siiresini, aktivasyonunu; lipid mediatorler ve serbest oksijen radikellerinin
salinmasini; mast hiicrenin ¢ogalma ve farklilagmasini arttirmaktadir (118,119) .

IL-4: IgE {retimi ve mast hiicrelerini, eozinofil aracilikli reaksiyonlar1 ve makrofaj
aracilikli reaksiyonlarim1 uyarir (21). IL-4 B hiicrelerinin aktivasyonunu ve
farklilagmasini arttirarak, 1gG4 ve IgE iiretimine neden olur. T hiicreleri tlizerinde de
gelisim ve aktivasyon faktorii olarak etki gosterir. T hiicresini Th2 yonde
farklilagsmasinm1 arttirmaktadir. IL-4 makrofa; hiicresini aktive edebilen IFN-y ile
antogonist olarak caligmaktadir. Boylece hiicre aracilikli immiin reaksiyonu inhibe
eder (110).

IL-5: En 6nemli gorevi olgun eosinofil hiicresini aktive etmek , eosinofil hiicresinin
gelisimini ve farklilagmasini saglamaktir. Boylece IL-5 eozinofillerin adhezyonlarini
dolayisiyla yasam siirelerini arttirmaktadir. IL-5 CD4 © Th2 hiicresinden salinmakla
birlikte ayrica CD8" ve CD4 CDS$ hiicreler tarafindan da iiretilmektedir (120).
Allerjen inhalasyonu havayolunda BAL’da IL-5 iiretimini artmasina ve ayrica
havayolu asir1 duyarliliginin artmasina neden olmaktadir. IL-4,IL-13 ile birlikte
vaskiiler adhezyon molekiili (VCAM-1) gdsterimini arttirip; eozinofil, mast hiicresi
ve bazofil hiicrelerinin aktivasyonunu saglar ve havayolu inflamasyonuna neden olur
(121).

IFN-y: IFN-y makrofajlar1 aktive ederek dogal bagisiklikta, hiicre aracilikli
immiinitede gorev alarak edinsel immiinitede yer almaktadir. Dogal bagisikliktaki

gorevlerinden bir digeri ise notrofil ve NK hiicrelerini aktive etmektir.
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ASH’nin smif I ve smif II MHC molekiilii ile kostimulatér molekiilleri eksprese
etmesini uyarir. Immiin CD4" T hiicresinin Th1 yéniinde farklilasmas saglarken ayni
zamanda Th2 hiicrelerin proliferasyonunu engeller. IFN-y B hiicresinin IgG alt
gruplarindan IgG2 ve 1gG4 iiretimini uyarirken IL-4 aracilikli IgE ve IgG1 {iretimini
engellemektedir (21).

IL-10: IL-10 Th2 hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar, keronositler, dendritik hiicreler,
mast hiicreleri ve bazi tiimdr hiicreleri tarafindan {iretilen anti-inflamatuar bir sitokin
olup, bu hiicrelerin farklilasmasinda ve gelismelerin diizenlenmesinde gorevlidir
(113,122). Th1 hiicre klonlarindan IFN-y ve IL-2 {iretimini sagladig1 buna karsin IL-
10’un in vitro olarak insan lenfositlerinden IL-5 iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir
(123). Ayrica IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF ve TNF-a gibi monosit ve makrofajlardan
salian cesitli inflamatuar sitokinlerinin de salinimini azaltmaktadir. Dolayisiyla IL-10
direkt olarak Th2 cevabinin Thl yanitina doniislimiinii saglamaktadir (124). Antijen
spesifik immiinoterapi boyunca artan IL-10 antijen spesifik IgE ve IgG4 antikor
sentezini diizenler. IL-10 allerjen spesifik total IgE iiretimini baskilayarak I[gG4
tiretimini arttirir. Boylece IL-10 sadece T hiicre toleransina yol agmakla kalmaz, ayni
zamanda spesifik antikor formu ve spesifik cevabmi diizenler (21). Allerjik
inflamasyon hiicrelerinden mast, bazofil, eozinofil gibi hiicreler aktive olabilmek ve
canli kalabilmek i¢in T hiicre sitokinlerine ihtiya¢ duyarlar. Fakat bu sitokinler Th2
hiicrelerini baskilamaz ve regiilatér T hiicre olusumunu saglayamazlar(74,21). 1L-10
mast hiicrelerinden salinan proinflamatuar sitokinlerin salinimini, eosinofil
fonksiyonunu ve aktivasyonunu azaltir (74,125,126). TO ve Th2 hiicrelerinden iiretilen
IL-5 sitokinini baskilar ve aktive olmus eozinofillerin araciligi ile olusan GM-CSF
tretimini ve CD40 ekspresyonunu inhibe eder. Ayrica hiicre Oliimiinii arttirir. T
hiicrelerinin direkt olarak I1L-10 ile baskilandiginda CD28 kostimulasyonu inhibe olur.
IL-10 PKMH icinde yer alan T hiicresinin farkli antijenlere ve siiperantijenlere karsi
proliferatif cevap olusturmasini engeller. IL- 10 diisiik sayida TCR sahip ve CD28
molekiiliine ihtiyag duyan T hiicrelerini baskilamakla gorevlidir (74,127,128). IL-
10’un immiin yanitin farklilagmasinda ve toleransta rol alan diizenleyici T hiicrelerinin

farklilasmasi ve fonksiyonu i¢in 6nemli oldugu diistiniilmektedir (129).
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IL-12: IL-12 NK ve T lenfositlerinden IFN-y iiretmeni stimule eder. Bu sekilde CD4
T lenfositlerinin IFN- vy iiretebilen Thl hiicrelerine farklilagmasini saglar. IL-12 inhale
antijenlere karst Th2 kaynakli cevabi engelledigi, eozinofiliyi ve asir1 duyarliligi
baskiladig1 bilinmektedir. IL-10 ve IFN-y iiretimi i¢in etkili bir uyarandir. Ayrica NK
hiicrelerinin ve CD8+ T hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarini arttiric1 etkiye sahiptir
(21,130).

TGF-B:T hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasin1 ayrica makrofajlarin
aktivasyonunu engeller. B hiicrelerinden IgA iiretimini stimule eder. TGF-B immiin
sistemi baskilayic1 etkin bir sitokin oldugu i¢in; otoimmiin hastaliklar ve atopik
dermatit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 gibi kronik inflamatuar tedavi etmede
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. TGF-B hem Th2 hem de Thl sitokinlerini
diizenleyebilmektedir (74).

4.4.2. Th1/Th2 DENGESI

1986°’da Mosmann ve Coffman T hiicrelerinin ayrimini sitokin profillerine gére Thl
ve Th2 seklinde yapmustir. [FN-y, TGF- ve IL-2 iireten T hiicrelerini Thl; IL-4,
IL-5,IL-9, IL-13 iireten T hiicrelerini Th2 olarak tanimlamislardir. Thl ve Th2
hiicrelerinin  birbiri  {izerinde karsilikli olarak diizenleyici etkisi oldugunu
belirtmislerdir (131). Astimi olan hastalarin biyopsi ve BAL sivilarinda yapilan
incelemede, sadece T hiicreleri, eozinofiller ve mast hiicrelerinde sayica artis olmadig,
ayni zamanda IL-4 ve IL-5 miktarlarinda da artis oldugu gozlenmistir. Bu da astimin
Th2 baskin bir immiin cevap ile karakterize edildigi fikrini uyandirmistir. Allerjik
olmayan bireylerde Thl tip sitokin profili baskin oldugu (132), ayrica allerjen
immiinoterapisi alan allerjik bireylerde sitokin profilinin Th2’den Thl’e kaydigi
goriilmistiir (133,134). Allerjen ile artan havayolu asir1 duyarliliginin olugsmasinda
Th2 hiicrelerinin ve sitokinlerinin 6nemi yapilan pek cok calismada gosterilmistir
(135,136). Yapilan bu arastirmalarda Th2 hiicre klonunun pasif transferinin havayolu
asirt duyarliligint arttirdigr goriilmiistiir. Th1 hiicreleri, Th2 hiicre gelisimini inhibe
edebilir ancak Th2 efektor hiicrelerinin fonksiyonunu inhibe edemez. Ayni sekilde

Th2 hiicreleri de, Th1 hiicrelerinin gelisimini inhibe edebilmektedir (85).
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Immun cevapta Th1/Th2 dengesini etkileyen faktdrler sirasinda; antijen tipi, antijenin
dozu, duyarlilagtirma yolu, antijen sunan hiicrenin fonksiyonu, farkli tip kostimulator
molekiillerin segici aktivasyonu, lokal olarak tiretilen sitokin mikrogevresi, bireyin

genetik yapisi ve enfeksiyonlar sayilabilir (129).

4.4.3. HIJYEN HiPOTEZIi

Son yillarda Ozellikle sanayilesmis bolgelerde cocukluk cagi astimi ve allerjik
hastaliklarda rahatsiz edici boyutta bir artis s6z konusudur (137). Bati
topluluklarindaki bu belirgin artisin sadece genetik faktorler ya da tani olanaklarindaki
iyilesme ile agiklanmasimin pek miimkiin olmadigi vurgulanmakta, c¢evresel
faktorlerin, ozellikle batililasmis yasam  bi¢iminin  6nemli rol oynadigi
disiiniilmektedir (138). Astim ve diger allerjik hastaliklardaki prevalans artisinin
nedeni ile ilgili olarak en etkileyici aciklama ilk kez 1989 yilinda David Strachan
tarafindan yapilmistir (139). Strachan'a gore; “Son yiizyil siliresince aile yapisinin
kiigiilmesi, ev i¢i konforundaki iyilesme, kisisel temizlik standartlarinda yiikselme,
ailedeki geng¢ bireyler arasinda ¢apraz enfeksiyonlar1 azaltmistir. Bu durum, atopik
hastaliklarin yayginlagmasina neden olabilir.” Hijyen hipotezi” olarak adlandirilan bu
aciklama, 17 414 Ingiliz ¢ocuk ile yapilan bir calismada evdeki ¢ocuk sayisiyla saman
nezlesi arasinda negatif korelasyonun gosterilmesinden sonra giindeme gelmistir
(139). Bu bulgu daha sonra yapilan birkag¢ epidemiyolojik ¢calisma ile dogrulanmistir.
Baslangicta hijyen hipotezinin en 6nemli dayanagi, allerjik hastalik prevalansi ile
artmig enfeksiyon yiikiinlin dolayli belirleyicileri arasindaki negatif korelasyonun
gosterildigi epidemiyolojik c¢alismalar olmustur (140,141). Aymi yillarda, yasamin
erken doneminde bagisiklik sisteminin gelisimi iizerine yapilan caligmalarin, bu
hipotezin biyolojik temellerini olusturan veriler sagladig1 bildirilmektedir. Hipoteze
gore yagsamin erken donemindeki olaylar (6zellikle enfeksiyon), bagisiklik sisteminin

gelismesinde temel rolii oynamaktadir (142,143).

Hijyen hipotezinin immiinolojik temelinde Th-1 ve Th-2 T hiicrelerin rol oynadig iki

ana immiinolojik yoldan s6z edilmektedir. Bu iki efektor hiicre grubu karsilikli
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inhibitér ve regiilator ozelliklere sahiptir. Cevresel faktorlerin, 6zellikle cocukluk
doneminde sistemik enfeksiyonlarin varligi ya da yoklugunun genetik yatkinlig1 olan
cocuklarda dominant Th hiicre fenotipinin belirlenmesinde ©6nemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (144). Th-1 ve Th-2 hiicreler, ya gecikmis hiicresel yanit ve diisiik
serum IgG diizeyi (Th-1) ya da yiiksek IgE diizeyi, eozinofili, atopi, hava yolu asir1
duyarlilig1 (Th-2) ile sonuglanan sitokin ve kemokin etkilesim siirecini baslatir (145).
Th-2 hiicreler 1L-4, IL-5, IL-10 iiretirken, Th-1 hiicrelerde antagonistik sitokinler
tiretilmektedir (IFN-y , lenfotoksin , IL-2) ve bu sitokinler, mikrobiyal antijenlere bir
yanit olarak yapilmaktadir. Gebelik siiresince, dogumda ve yasamin ilk aylarinda Th-2
bagisiklik yanit1 baskindir (146). Yasamin erken doneminde mikrobiyal ajanlar,
ozellikle intraseliiler patojenler, bagisiklik sisteminin dogustan var olan hiicrelerinden
olan makrofajlardan IL-12 {retimine neden olur. IL-12, Th-1 hiicrelerin
ayrimlasmasinda gerekli en Onemli faktérdiir. Bu sitokinin  {iretiminin
mikroorganizmalar tarafindan tetiklenmesi, basarili bagisiklik yanitinin baglangicinda
anahtar belirleyicidir. Hijyen hipotezine gore eger IL-12 iiretimi, ¢ocukluk c¢aginda ilk
sistemik enfeksiyonun erken evresinde meydana gelmezse Th-2 hiicreler baskin olacak
ve genetik olarak yatkin ¢ocuklarda atopi gelisecektir (138). Baska bir deyisle Th-1
yolunu gii¢lendirecek enfeksiyonlara maruziyetin engellenmesi, allerjik hastalik riskini
artiracaktir. Hijyen hipotezinin atopi prevalansindaki artis egilimini agiklayabildigi
belirtilmekle birlikte, astim i¢in kanitlarin atopideki kadar belirgin olmadigi
vurgulanmaktadir (147). Ancak allerjik astimda diger allerjik hastaliklarda ortaya
¢tkan immiinolojik mekanizmalar s6z konusu oldugundan astim prevalansindaki artista
da ayni faktorlerin rolii olmasi beklenir. Literatiir incelendiginde, hipotezin ileri
sirdiigii gerekcelerle iliskili oldugu diisiiniilen pek ¢ok cevresel faktoriin ele alindigi
dikkati cekmektedir. Bu faktorlerden bir tanesi ailenin biiyiikligidiir (148). Aile
icinde kardes sayisinin fazla olmasinin koruyucu etkisi oldugu ileri siiriilmektedir.
Kreslerin ¢ocuklarda sonradan gelisen atopi ve allerjik hastaliklar iizerindeki etkisi,
astim gelisimini etkileyen faktorlerden biri olarak bilinmektedir (149). Bir aragtirmada
yasaminin birinci yili i¢inde (6-11 ay) krese wverilen, kiiciik ailelerden gelen
cocuklarda, 1 yasindan sonra verilenlere gore ge¢ donemde (5-14 yas) atopi ve saman

nezlesi prevalansinin daha diisiik oldugu saptanmistir (150). Bireylerin sosyoekonomik
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durumlar1 astim ve atopi gelisiminde 6nemli faktorlerden bir tanesidir. Avrupa'da
sosyoekonomik diizeyi diisiik olanlarda ve biiyiik ailelerde allerjik hastaliklarin daha
az oldugunun saptanmasi, batili yasam bi¢imine ge¢is sonucu kiiciilen aile yapisinin
atopi ve astimdan koruyucu etkiyi (bebegin bagisiklik sistemini uyaracak enfeksiyona

maruz kalmasini) ortadan kaldirdig: teorisini giiclendirmektedir (151,152).
4.5. IMMUNOTERAPI

Allerjik ve astim hastaliklar1 sanayilesmenin yogun olarak goriildiigii iilkelerde biiytik
saglik problemleri olarak raporlandirilmaktadir. Ulke popiilasyonlarinin yaklasik %20-
30 tip I allerjik semptomlarindan rinit, conjunktivitis, atopik dermatit ve bronsial astim
hastas1 olarak tespit edilmistir (8,153). Bu hastaliklarin morbidite ve mortalitenin en
biiyiik nedenlerinden biri oldugu gosterilmistir. Atopik hastalar rahatsizliklar ile ilgili
bliyiik sosyoekonomik problemlerle karsi karsiya kalmaktadirlar. Saglik problemleri
icin maddi olarak agir yiikk altina girmek zorunda kalmaktadirlar (154). Bu tip
hastaliklarda birey zararsiz gevresel antijenlere karsi allerjen-spesifik IgE {iretirler.
Sensitize olmus birey tekrar aym allerjen ile karsilastiklarinda effektor hiicreler
tizerinde bulunan ve IgE baglanmis bulunan FcER I arasinda c¢apraz reaksiyona ve
anafilaktik  mediatorlerin  salinnmimna neden  olmaktadir.  Antihistaminikler,
kortikosteroidler, bronkodilatorler ve anti-IgE antikor terapileri gibi allerjik
hastaliklarda  kullanilan ilaglar olusan inflamatuar reaksiyonlar1 Onlemede
kullanilmakta fakat hastalik semptomlarini azaltmak i¢in bireyin uzun siireli ilag
kullanmas1 gerekmektedir (155). Allerjen —spesifik immiinoterapi (SIT) sadece allerjik
rahatsizliklarin semptolarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle bécek venom
allerjik reaksiyonlarinda oldukga basarili oldugu gosterilmistir ve hastalarin allerjik
rinitleri gliclenmistir. Fakat diger kompleks allerji sendromlarinda 6rnegin ekzema,
besin ve kiif allerjik sendromlarinda ayni basariyr gosterememistir (156). Bu durum
allerjik hastaliklarin tedavisinde daha etkili bir tedavi i¢in yeni terapatik ajanlarin ve
stratejilerin bulunmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Fakat yeni tedavi stratejilerinin
bireylerin yasam kalitelerini ylikseltmeli ve allerjik hastaliklarin tedavisi i¢in yaptiklari

yillik masraflarini azaltmasi gerekliligi g6z 6ntinde bulundurmalidir (8,74).
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Immiinoterapi sonradan ortaya c¢ikan allerjenlerin neden oldugu semptomlarin
diizeltilmesi i¢in allerjik bireylere miktar1 yavas yavas artan allerjen ekstratlarin
uygulamasi olarak tanimlanmaktadir. Allerjen ekstratlarinin standartizasyonu ‘World
Healty Organization’ tarafindan yapilmis ve allerjen immiinoterapisi baglig1 altinda as1
olarak diizenlemesi yapilmistir. Allerjen —SIT dogal kaynaklardan var olan allerjen
karigimlar1  ile istenmeyen nonallerjik komponentleri icermektedir. Allerjik

hastaliklarda immiinoterapatik tedavi siiresi 3 ila 5 yil arasinda siirebilmektedir (157).
4.5.1. SUBKUTAN IMMUNOTERAPI

Subkutan Immunoterapi ( SCIT) yaklasik olarak bu yiizyilda kesfedilmistir. SCIT
bdcek venom, ev tozu, ¢cimen, polen ve hayvan epiteli allerjenlerinin neden oldugu
allerjik reaksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (158). SCIT allerjen spesifik
deri, burun, g6z de meydana gelen densitizasyon veya duyarlanma sonucu meydana
gelen semptomlar1 azaltmaktadir. Ozellikle SCIT ile Betvl ve Feldl allerjenlerine
kars1 olusan semptomlarin azaldigi SCIT uygulanan bireylerde gozlenmistir. Bu
bireylerde IgG4 {iiretimini artmasina bagli olarak allerjen spesifik IgE iiretimini
azaldig1 gosterilmistir (159). Yapilan calismalarda SCIT allerjik  bireylerde
Th1/Th2 cevabim1 azaltarak IL-10 iiretimini arttirmis ve T regiilatdr hiicre
farklilagmasini  saglamistir. Allerjik-SIT sadece tip [ allerjik reaksiyonlarin
tyilestirilmesini saglar. Ciinkii kapasite olarak sadece bu tip reaksiyonlarin
diizeltilmesine kullanilabilir. SCIT’ ten bir terapi yontemi olarak kullanilmakta fakat
SCIT icin ¢oklu injeksiyona ihtiya¢c duyuldugu buna bagl olarak siddetli ve aci
veren etkilere sebep olabilecegini 6zellikle anafilaksi durumunun olusabilecegini
g6z ard1 etmemek gerekmektedir. SCIT’in bu etkileri dikkate alindiginda SIT icin
farkli, alternatif, daha giivenli mukozal yollar yapilan calismalar sonucu ortaya
atilmistir. Nazal, oral ve sublingual yollar mukozal immiinoterapi uygulama yollar1

olarak ideal oldugu son zamanlardaki ¢caligsmalarla desteklenmistir (160).
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4.5.2. SUBLINGUAL IMMUNOTERAPI

Allerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilan SCIT den sonra son yildan daha fazla
bir siire nce yeni bir immiinoterapi ydntemi olan sublingual immiinoterapi (SLIiT)
uygulanmaya baglandi (160). 1980’lerde ve 1900’lerde yapilan ilk g¢alismalarla
sublingul terapinin daha giivenli ve etkin olduguna dair veriler elde edilmistir (161).
Son 20 yilda yapilan ¢aligmalar allerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilan SLIT’in
giivenilirlik ve etkinlik konusunda daha basarili olduguna dikkatleri ¢ekmislerdir.
Wilson ve arkadaslarinin yayimladigi meta-analiz sonuglarina gére SLIT anlamli
olarak hastalardaki allerjik rinit semptomlarini ile ila¢ kullanma gereksinimlerini
azalttigin1  gostermislerdir (161). 2006 yilinda Calamita ve arkadaglarinin
yaymladigi calismada SLIT’in astim tedavisinde de giivenilir ve tekin oldugu
gosterilmistir. Yapilan ¢alismada astimli bireylerde SLIT tedavisine bagl olarak ilag
kullanim1 azalmis, tedavi siirecinin bagslangicina gore solunumu testleri normal
diizeye yaklasmistir. SLIT tedavisinin en dikkat cekici dzelligi giivenilir olmasidir.
Son 20 yildir SLIT ile yapilan klinik denemelerde ciddi sistemik reaksiyonlar

gozlenmemistir (162).

SLIT immiinizasyonu boyunca allerjen ekstrati dil altinda 1-2 dakika bekletilir.
Boylece allerjenin oral Langerhans benzeri hiicreler tarafindan yakalanmasi
saglanmis olur. SLIT’in biyolojik mekanzimasi hala agiklanmaya ¢alisilmaktadir.
Kesin olarak bilinenlerin yaninda hala agiklanamamis noktalarda mevcuttur. 4-6
hafta titrasyon fazindan sonra maksimum doza ulasilir ve haftada bir kez uygulama
ile tedavi silireci devam eder. SLIT 1n yapilan ¢alismalarda polen ve HDM na kars1
duyarli bireylerde {iretilen allerjen spesifik IgE seviyesinin distigii ve 1gG4
seviyesinin arttig1 gosterilmistir. IgE seviyesinin diismesine bagli olarak bazofil ve
monosit degranulasyonunun 6nlendigi gosterilmistir. SLIT hedef organlarina (goz,
burun vs.) allerjen duyarlilasmasina neden olan inflamatuar hiicrelerinin
yerlesmesini engeller (163,164,165). SLIT ile ¢imen ve ev tozu allerjenlerine karsi
tiretilen inflamatuar mediatorlerin azalmasini saglar. ICAM 1 ’in epitel hiicreler
tizerinde eksprese edilmesini SLIT tedavisi ile azaltilmistir (166,167). Ayrica nazal

mukozaya nétrofil ve eozinofil yerlesimini azaltmaktadir. SLIT HDM allerjisi olan
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hastalarda Th2 sitokinlerinden IL-13 {iretimini azaltir ve periferal kan mononiiklear
hiicrelerin proliferasyonunu azaltir (168,169,170). Ayrica SLIT ile HDM allerjisi
olan hastalarda T hiicrelerinden IL-10 sitokininin tiretilmesini tetiklemektedir. SLIT
tedavisi ile imunoterapi uygulamalarin siklikla karsilasilan yeni sentisizasyonlarin

gelisimini astim ve rinitte engellemektedir.

ARIA’nm en son yayinladigr yayinlarda SLIT’in astim, allerjik rinit gibi allerjik
hastaliklarda daha efektif olduguna dair giiclii kanitlar gosterilmistir. Fakat hala
SLIT mekanizmasi hakkinda aciklanmasi gereken noktalar bulunmaktadir. Bu

sebeple SLIT ile ilgili daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerekmektedir (160).
4.6. Luminex Yontemi

xMAP Teknolojisi Nasil Cahisir

Luminex, renk kodlu mikrokiireleri iki floresan boya ile i¢ten boyamak icin patentli
teknikler kullanmaktadir. Bu boyalarin kusursuz konsantrasyonlari ile her biri ayr1 bir
biyodeneye spesifik reaktifler ile kaplanabilmektedir. Boylece 100 farkli boncuk
kiimesi elde edilmis olur. Reaktifler antijen, antikor, oligoniikleotit, enzim, substrat
veya reseptOr igerebilir. Boncuk tarafindan test 6rneginden bir analit yakalandiginda,
farkli bir floresan boya ile etiketli raportdr molekiil her bir mikrokiire lizerinde

reaksiyonu tamamlamak i¢in devreye sokulmaktadir.

Daha sonra mikrokiireler biiyiik bir hizla, isaretlemek amaci ile kendilerine emdirilmis
olan boyalar1 uyaran/tanimlayabilen, bir lazerin éniinden gegerler. Ikinci bir lazer ise
raportér molekiil iizerindeki floresan boyayi uyarir. Son olarak yiiksek hizli dijital
sinyal islemcileri her bir mikrokiireyi tanimlar ve floresan raportor sinyalleri sayesinde

mikrokiirenin ait oldugu biyo deneyin sonucunu kantitaif olarak dlger.
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Uygulamalar
la¢ Arastirmalar/Genomik

Farmakogenomik uygulamalar i¢in single nucleotide polymorphism (SNP)
teshisi

Transkripsiyonel profillendirme ile ekspresyon analizi

Ila¢ Arastirmalar1/Proteomics

Kinaz ve proteaz gibi enzimatik hedeflerin inhibisyonu ile potansiyel ilag
bilesenlerini yliksek sekilde verimli taramasi

[lag adaylarinin yaygin kinazlara kars1 kinaz seciciliginin taranmasi
Hayvan ve insan klinik deneklerde serum analitlerinin dl¢timii

Toksikoloji ve ilag metabolizmasi ¢aligmalarinda kullanilmak iizere ilag ve ilag
metabolitlerinin ¢oklu analit profillendirilmesi

Reseptor-ligand analizleri ile ila¢ hedefinin dogrulanmasi

Diagnostik
Kistik fibroz gibi genetik yolla gegen hastaliklarin taranmasi
Hepatit gibi enfektif hastaliklarin serolojik olarak taranmasi
Hormon seviyelerinin ¢oklu olarak profillendirilmesi
Transplantasyon i¢in HLA tiplendirmesi

Coklu otoimmiin ve allerji testleri

Temel Arastirma
Gen ekspresyon analizi
Genotiplendirme
Protein ekspresyon analizi
Antikor avidite analizi
Hayvan modeli serum analitlerinin profillendirilmesi
Antikor epitop haritalandirmasi
Enzim/substrat arastirmalari

Protein-protein etkilesim analizleri
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali’nda yapilmustir.
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’ndan 17.03.2008 tarih ve
B.30,2.MAR.0.01.02/AEK/132 sayili rapor ile onay almistir. Marmara Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler Birimi (BAPKO) tarafindan SAG-C-YLP-030408—
0070 nolu yiiksek lisans projesi olarak desteklenmistir.

Calismanin ana basamaklari
1- Calismaya alinacak hastalarin klinik kriterleri ve takibi
2- Calisma gruplari
a. Gruplarin belirlenmesi

b. Protokol

(93]
]

Hastalardan vendz kan alimi1 ve PKMH izolasyonu
izole edilen PKMH’ den ASH ve CD4 " T lenfosit izolasyonu

Hiicre kultiru

S U A
1 1 1

Hiicre kiiltiir siipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeyinin

Olciilmesi.

5.1. Calismaya alinacak hastalarin klinik kriterleri ve takibi

Bu calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Allerji-immiinoloji Bilim Dali’nda takibe alman, 5-10 yas
arasi, en az bir yildir astim tanisi ile izlenen ev tozu akarlarina (Dermatophagoides
Farinae (Der f 1)) ve(Dermatophagoides Pteronyssinus ( Der p 1)) duyarli ¢ocuklar
dahil edilmistir.

(Calismaya katilan hastalarin sikayetleri 1 ay siire ile yakindan takip edildi. Bu
donemde sikayetleri ve kullandiklar ilaglar takiplerini yapan uzman doktor tarafindan
glinliik kartina kaydedilmeye baslandi. Ayn1 donemde hastalar randomize olarak iki

gruba ayrildi. Her iki grupta 5’er hasta olacak sekilde gruplara yerlestirildi. Tedavi
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doneminde hastalar tedaviye bagli sikayetlerini ayr1 bir takip kartina kaydettiler.

Boylece tedavinin yan etkileri uzman doktor tarafindan degerlendirilmis oldu.

Calismaya Alinma Kriterleri

1.

Ev tozu akarina kars1 gerekli ¢evresel Onlemlerin alinmasina ve uygun inhale
kortikosteroid tedavisine ragmen astim semptomlarmi kontrol altina

aliabilmesi i¢in inhale kortikosteroid tedavisine gereksinim duymak.

Allerji deri testinde Der p 1- Der f 1 pozitifligi (>3mm endiirasyon) gosterilmis

olmasi

En az bir yildir antienflamatuar tedaviye (inhaler steroidler) ragmen astim

semptomlar1 devam etmesi veya ilacin kesilememesi
Daha 6nce immiinoterapi almamis olmasi

Baska herhangi bir kronik hastaliginin olmamasi

5 yasindan kiiciik ve 10 yasindan biiylik olmamak

En az 2 yildir Pediatrik Allerji-immiinoloji poliklinigimizde persistant astim

tanisi ile takipte olmak.

FEV1> %80 olmasi.

5.2. Allerji Deri Testi Uygulamasi

Allerji deri testi hastalarin tiimiiniin 6n kolun i¢ yiizeyinden uygulandi. Allerjen olarak

ev tozu akarlart Der p 1 ve Der f 1, polen, ¢cimen ve havyan epiteli soliisyonlari

kullanildi (ALK-Abello). Erken faz cilt reaksiyonu allerjenler yerlestirildikten 15

dakika sonra degerlendirildi. Deride meydana gelen endiirasyonun capi Olglilerek

>3mm ustd anlamli kabul edildi.

Calismaya alinan hastalar allerji deri testi sonucunda Der p 1 ve Der f 1 allerjenine

kars1 duyarli olup, kullanilan diger allerjenlere kars1 duyarliliklar: tespit edilmemistir.
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5.3.Calisma Gruplan

Calismaya Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 Alleri- Immiinoloji Bilim Dal1 polikliniginde takipli ve astim tanist almis 4-10
yas aras1 10 hasta se¢ildi.

Calismaya alinma kriterlerine uyan hastalar her grupta 5 hasta olacak sekilde rastgele
olarak iki gruba ayrildi. Grup I olarak kodlandirilan ‘Sublingual immunoterapi
Grubu (SLIT)’na alman hastalara tedavi amaci ile farmakoterapi ve sublingual
immiinoterapi verildi. Grup II olarak kodlandirilan ‘Farmakotx Grubu’na ise tedavi
amaci ile sadece farmakoterapi verildi. Calismaya alinan hastalarin demografik

Ozellikleri Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1 Demografik Data

GRUP1 GRUP II
(IMMUNOTERAPI (KONTROL
GRUBU) GRUBU)
Toplam Hasta Sayisi 5 5
Cinsiyet (Kiz/Erkek) 2/3 3/2
Yas Ortalamasi 7,6 7,2
(6-10) 4-9)
Calismadan Ayrilan Kisi - -
Sayisi
Duyarh olunan allerjen Derp1 Derp1
Der f 1 Der f 1
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5.4. Calisma Protokolii

SLIT grubu (Grup I) ve Farmakotx grubu (Grup II)’ ndaki hastalar randomize olarak
belirlendikten sonra tedavi siiregleri baslamistir. Grup’l deki hastalara farmakoterapi
ile birlikte SLIT tedavisi verilirken; Grup II’ deki hastalara sadece farmakoterapi
verilmistir.

Calismaya alinan tiim hastalardan ¢alismaya baslamadan 6nce ve ¢aligmanin 8. ayinda
ti¢ farkl kiiltiir yapilmagtir.

Birinci kiiltiirde calismanin 0. ayinda ve 8. ayinda yapilan birinci kiiltiirde tiim
hastalardan izole edilen PKMH’lerden 6 x 10’ hiicre alind1. Hiicre kiiltiir plagina her
bir hastadan alinan 6 x 10° PKMH’ler ayr1 ayri Der p 1 ( 10pg/ml), Betv 1( 10pg/ml)
ve PHA (5pg/ml) antijenleri ile kiiltiire edildi. Kiiltiiriin besinci giiniinde toplanan
siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine liiminex yontemi ile
bakildu.

Ikinci kiiltiirde ¢alismanin 8. ayinda Grup I den izole edilen ASH ile Grup II den
izole edilen CD4" T hiicresi 1:3 oraninda Der p 1 (10pg/ml) antijeni ile birlikte kiiltiire
kondu. Her bir kuyuya 500uL de toplam 6 x 10° olacak sekilde hiicre konuldu.
Kuyularin son hacmi 500pL ye tamamlandi. Kiiltiiriin besinci giliniinde toplanan
siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine liiminex yontemi ile
bakildu.

Uciincii kiiltiir calismanin 8. ayida Grup II den izole edilen ASH ile Grup I den izole
edilen CD4" T hiicresi 1:3 oranindan Der p 1 (10pg/ml) antijeni ile birlikte kiiltiire
edildi. Yapilan kiiltiirlerdeki her bir kuyuya 500uL de toplam 6 x 10> olacak sekilde
hiicre konuldu. Kuyularin son hacimleri 500uL ye tamamlandi. Kiiltiiriin besinci
giinlinde toplanan supernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine
liiminex yontemi ile bakildi.

Kiiltiir plaklart 37° C’de CO0,’li etiivde 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
toplanan stlipernatanlarda IL-10, IL-13, IL-5, IFN-y sitokin diizeyleri Luminex yontemi

ile 6l¢tldii. Calismamizin protokolii Tablo 5. 2’ verilmistir.
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Tablo 5.2 Calisma Protokolii

5
)
) Z £, : ) ) )
GRUPLAR | SURE B E IZOLASYON TEDAVI SURE | 2. HUCRE 3. HUCRE
T o KULTURU | KULTURU
-
. :E =
Grup I PKMH SLIT ve 3 5
(SLIT) izolasyonu farmakoterapi =2 i)
= B~
. ardindan + +
B <t <t
= S | ASHveCD4’ 3 3
*® =~ | T hiicre izole z = :'-,_
= : = =
” - % = =
s 2 | edildi. = 3
v © °
A 2 =
- =
Grup II PKMH z <
(Farmakotx) izolasyonu Farmakoterapi :_ E_
= =
ardindan & 5
ASH ve CD4 *

T hiicre izole

edildi.

1. kiiltiirlerde Der p 1, PHA ve Betvl antijenleri uyaran olarak kullanilmis, 2. ve 3.
kiiltiirlerde ise Der p 1 antijeni uyaran olarak kullanilmistir.

5.5. Kandan PKMH izolasyonu

Calismaya alinan hastalardan EDTA’l1 tiiplere 10 cc vendz kan alindi. Hastalardan

alman kandan PKMH izolasyonu yapilmak {izere steril ortam olan UV kabinine alinan

kan ornekleri steril 50 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. PKMH izolasyonu fikol ayirma

yontemi ile yapildi.
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5.5.1. PKMH izolasyon Protokolii

1. Steril falkon tliplere alinan kan oOrnekleri 1/1 oraninda steril PBS ile
sulandirildi.

2. Her hasta i¢in ayr1 steril 50 ml’lik falkon tiip alinarak hastalara gore
kodland1. Her tiipe 3 cc steril fikol ayiraci eklendi.

3. PBS ile voliimii arttirilan kan 6rnekleri hastalara uygun olarak kodlanmis
falkon tiiplerde bulunan fikol {izerine steril pastor pipeti kullanilarak
yayildi. Bu islem sirasinda kan 6rnegi ile fikoliin karigmamasi i¢in yayma
islemi yavasca gergeklestirildi.

4. Yayma islemi tamamlandiktan sonra tiipler 20 dakika 2000 rpm devirde
santrifiij edildi.

5. Santriflij sonrasinda tiipler steril UV ortamina alindi. Her kodlanmis tiip
ile ayn1 kodu tasiyan yeni steril 15 ml’lik falkon tiipler hazirlandu.

6. Santriflij islemi sonrasinda tiiplerin ortasinda toplanmig olan buffy-coat
kismi hazirlanmis yeni falkon tiiplere alindi.

7. Tiplere hiicre kiiltiir mediumu RPMI 1640 %10 FCS konularak 1500 rpm
de 10 dakika santrifiij edilerek yikama islemi yapildi.

8. Santrifiij islemi sona erdikten sonra tiiplerin iistleri bosaltild1 ve ¢Okmiis
olan lenfositler kaldirilarak yikama islemi 2 kez hiicre kiiltiir mediumu ile
tekrarland.

9. Son yikama isleminden sonra hiicreler 1ml’ye hiicre kiiltiir mediumu ile
tamamlandi.

10. 1 ml’deki lenfosit sayisi tayini i¢in lenfosit silispansiyonundan 10puL
almarak 10pL Tripan mavisi ile karistirildi.

11. Boyayi i¢ine almamis ve sismemis lenfositler canli olarak nitelendirilerek
Thoma laminda 16 biiylik kare 40x’lik biiylitme altinda sayildi.

12.Cikan sayr 2 x 10* ile carpilarak lenfosit sayisi belirlendi. Hiicre

kiiltiiriinde kullanilmak iizere 5 x 10°’1ik lenfosit siispansiyonu hazirlandi.
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RPMI 1640 hazirlama Protokolii

1. 500 mL’lik Fetal Calf Serumu (FCS) 56° C’de 30 dak. bekletilip inaktivasyonu
saglandiktan sonra i¢ine S0mL L-glutamin eklendi.

FCS ve L-glutamin karisimi 50°lik falcon tiiplere ayrilarak -20° C de sakland.
450 mL hazir RPMI 1640 soliisyonu i¢gine 50 mL FCS+L-glutamin eklendi.

5 mL sodyum piirivat eklendi.

5 mL ampisilin eklendi.

A

2,5 mL gentomisin eklendi.

5.6. izole edilen PKMH’den ASH ve CD4" T Lenfosit

Izolasyonu
Her hastadan izole edilen PKMH’ler sayildiktan sonra toplam hiicre
poplilasyonlarindan magnetik boncuklar ile Automacs aleti kullanilarak ASH
ve izolasyon sonrasi geride kalan hiicre populasyonundan ise spesifik magnetik
boncuklarla CD4" T hiicre izolasyonu yapildi. Resim 5.1°de kullanilan

Automacs cihazinin goriintiisli verilmistir.
5.6.1. PMBC’den ASH Izolasyonu

1. Ayrilan PKMH MACS rinsing buffer ile 300 x g de 10 dakika santrifiij
edilerek yikama islemine tabi tutuldu.

2. Santrifiij isleminden sonra tiiplerin list kisminda toplanan sivi kisim atildu.
Dibe ¢oken hiicreler kaldirildi. Hiicreler tizerine 80uL buffer eklendi.

3. Siispansiyonun iizerine 20uL MACS HLA-DR Microbeads eklenerek
homojen olarak karigmasi saglandi. 4 -8°C de 15 dakika inkiibe edildi.

4. Hiicreler toplam hacmin 1-2 mL kadar rinsing buffer ile 300 x g de 10
dakika santrifiij edilerek yikandi.
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5. Santrifiyj isleminden sonra {istte toplanan sivi kisim atilarak dibe c¢oken
hiicreler kaldirildi.

6. Son hacim 500uL ye rinsing buffer ile tamamlandi.

7. HLA- DR hiicrelerin pozitif seleksiyonu i¢in Automacs aleti kullanildi.
‘Possel” programi segilerek ‘Posl’ kismindan mikrobead ile isaretlenmis

HLA-DR" hiicrelerin secimi yapildi.

5.6.2. PKMH’den CD4" T Hiicre izolasyonu

1. Ayrilan PKMH MACS rinsing buffer ile 300 x g de 10 dakika santrifiij
edilerek yikama iglemin tabi tutuldu.

2. Santrifuj isleminden sonra tiiplerin {ist kisminda toplanan sivi kisim atildu.
Dibe ¢oken hiicreler kaldirildi. Hiicreler iizerine 80uL buffer eklendi.

3. Siispansiyonun iizerine 20uL MACS CD4" T Microbeads eklenerek
homojen olarak karismasi saglandi. 4°-8° C de 15 dakika inkiibe edildi.

4. Hiicreler toplam hacmin 1-2 mL kadar rinsing buffer ile 300 x g de 10
dakika santrifiij edilerek yikandi.

5. Santriflij isleminden sonra iistte toplanan sivi kisim atilarak dibe ¢oken
hiicreler kaldirildi.

6. Son hacim 500uL ye rinsing buffer ile tamamlandi.

7. CD4" T hiicreler automacs aleti kullanilarak ‘Depletes’ programi secilerek
‘negl’ kismindan mikrobead ile isaretlenmemis CD4 T hiicreleri alindi,

“‘Pos1’ kismindan ise CD4" T hiicreleri alinmis oldu.

5.7.Hiicre Kiltiiri

1. Kiiltiir
Hiicre kiiltiiri 48 kuyulu steril diiz tabanli hiicre kiiltiir plaklarinda yapildi.
Calismanin 0. ayinda ve 8. aymnda yapilan birinci kiiltiirde tiim hastalardan izole

edilen PKMH’lerden 6 x 10’ hiicre alindi. Hiicre kiiltiir plagina her bir hastadan
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alinan 6 x 10° PKMH’ler ayr1 ayr1 Der p 1 (10pg/ml), Betv 1(10pg/ml) ve PHA
(Spg/ml) antijenleri ile kiiltiire edildi. Kiltiirlin besinci giliniinde toplanan

siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine luminex yontemi

ile bakild.

Tablo 5.3 PKMH Kkiiltiir semasi

GRUP HUCRE UYARAN (DOZ)
Der p 1 (10png/ml)
Tiim Hastalar PKMH PHA (5pg/ml)
Betv 1 (10pg/ml)
Us

1. Kiiltiir 0. ay ve 8. ayda yapildi.

Ikinci Kiiltiir

Hiicre kiiltiiri 48 kuyulu steril diiz tabanli hiicre kiiltiir plaklarinda yapildi.
Calismanin 8. ayinda Grup I den izole edilen ASH ile Grup II den izole edilen
CD4" T hiicresi 1:3 oraninda Der p 1 (10ug/ml) antijeni ile birlikte kiiltiire kondu.
Her bir kuyuya 500uL de toplam 6 x 10° olacak sekilde hiicre konuldu. Kuyularin
son hacmi 500uL ye tamamlandi. Kiltiiriin besinci giiniinde toplanan
siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine luminex yontemi
ile bakildi.

Uciincii Kiiltiir

Hiicre kiiltiiri 48 kuyulu steril diiz tabanli hiicre kiiltiir plaklarinda yapildi.
Calismanin 8. ayinda Grup II den izole edilen ASH ile Grup I den izole edilen
CD4" T hiicresi 1:3 oranindan Der p 1 (10pg/ml) antijeni ile birlikte kiiltiire edildi.
Yapilan kiiltiirlerdeki her bir kuyuya 500pL de toplam 6 x 10° olacak sekilde hiicre
konuldu. Kuyularin son hacimleri 500uL ye tamamlandi. Kiiltiiriin besinci giintinde
toplanan siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine luminex

yontemi ile bakildi.
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Kiiltiir plaklar1 37° C’de C0,’li etiivde 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
toplanan siipernatanlarda IL-10, IL-13, IL-5, IFN-y sitokin diizeyleri Luminex

yontemi ile 6l¢iildii Tablo 5.4 de yapilan 2. ve 3. kiiltiir semalar1 gosterilmistir.

Tablo 5.4 ASH ve CD4" T hiicre kiiltiirleri

KONTROL SLIT UYARAN (DOZ)
2. Kiiltiir CD4 + ASH Der p 1 (10pg/ml)
3. Kiiltiir ASH + CD4 Der p 1 (10pg/ml)

2. Kiiltiir ve 3. Kiiltiir tedavinin 8. ayinda izole edilen hiicreler ile yapildi.

5.8 Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarinda IL-10 Sitokin Diizeyinin

Luminex Sistem Yontemi ile Olciilmesi

Multipleks yontemi geleneksel ELISA yonteminden gelistirilmistir. Multipleks
yonteminde amac¢ az miktarda caligilan 6rnek ile es zamanli olarak multipli sitokin
diizeylerini tesbit edebilmektir. Flow sitometri kokenli olmakla birlikte farkli bir
sistemdir. Multipleks yontem ile yiiksek seviyede gilivenilir analiz yapilabilmektedir.
ELISA yontemine gore daha az ornek voliimii ile ¢alisilabilir ve ayn1 anda ¢oklu
sitokin diizeyi Ol¢limii daha ekonomik sekilde yapilabilir. Es zamanli sitokinlerin
analizinin yapilmasit ekonomik oldugu kadar arastirmacilara zamandan da tasarruf
etmelerine olanak saglamaktadir. Kosullarin ayni kalmasi sarti ile sitokin panelleri
analiz edilen Orneklerle ayni sitokin diizeylerinin analizleri yapilabilir. xXMAP
teknolojisinden gelistirilen Lumineks 100 IS sistimi esnektir ve flow sitometri ilkesi
ile paralellik gostermektedir. Lumineks 100 IS sistemi 3 farkli teknolojinin
kombinasyonundan olusmaktadir. Ilk teknoloji 100 farkli segenekte ve 5.6 mikron

olgekli florasan boyama yapabilen teknolojidir. ikincisi ise flow sitometrik temelli
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olan aletlerden olusmaktadir. Lazer, optik ve yiiksek seviyede digital sinyal islemcisi

ozelliklerine sahiptir. 3. teknolojisi ise IS 2.3 software analiz teknolojisidir.

Luminex® Corporation fen bilimleri endiistrisi ve klinik tanida kullanilmak tizere
yenilikci XxMAP® teknolojisi uygulamalarimi  gelistirmekte, {retmekte ve
pazarlamaktadir. Acik bir tasarim olan xMAP teknolojisi biyolojik testlerin
coklandirilmasin1 (multiplexing) ve geleneksel metotlara kiyasla zaman, iscilik ve

maliyette azalma saglamaktadir.

xMAP teknolojisi kullanilan sistemler, daha sonra kompak bir analizérde
degerlendirilmek tizere, mikro kiire olarak bilinen renk kodlu boncuklarin yiizeyinde
farkli biyodeneyler gerceklestirmektedir. Analizdr, birden fazla lazer ve yiiksek hizli

dijital sinyal islemcisi yardimi ile coklu deneyleri okumaktadir.

Calismamizda glivenilir olan ve geleneksel yontemlere gore daha hizli ve ekonomik
sonug alabilmek i¢in kiiltiirlerden elde edilen 6rneklerde I1L-5, IL-10, IL-13, IFN-y
sitokin diizeyleri Lumineks yoOntemi ile analiz edilmistir. Resim 5.2’de kullanilan

luminex cihazinin goriintiisii verilmistir.

Luminex® 200™ Total System 0052 20,

Resim 5.2 Luminex Cihazi
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5.9. Istatistik Degerlendirme

Yapilan ii¢ kiiltiir sonunda toplanan supernatanlarda saptanan IL-5, IL-10, IL-13 ve
IFN-y sitokin diizeylerinin karsilagtirmast Mann-Whitney U testi kullanilarak yapild.
Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Release 5.0.1-SPSS Inc., 1989 to 1992) paket
programi kullanilarak yapildi.

Yapilan karsilagtirmalarda p degeri < 0.05 bulundugunda, gruplar arasinda fark

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismaya Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Alleri- Immiinoloji Bilim Dal1 Poliklinigi’nde takipli ve astim tanis
almis 4-10 yas aras1 10 hasta seg¢ildi.

Calismaya alinan hastalarin 1 ay sikayetleri yakindan takip edildi. Bu dénemde
sikayetleri ve kullandiklar ilaglar takiplerini yapan uzman doktor tarafindan giinliik
kartina kaydedilmeye baslandi. Calismaya alinan hastalara allerji deri testi uygulamasi
yapildi. Allerji deri test uygulamasi sonucu hastalarin sadece ev tozuna karst duyarl
olduklar1 ve diger antijenlere karsi duyarli olmadiklar1 saptandi. Ayn1 donemde basit
randomizasyon yontemiyle hastalar rastgele olarak iki gruba ayrildi. Her iki grupta
5’er hasta olacak sekilde gruplara yerlestirildiler. Grup 1 olarak kodlandirilan
‘Sublingual immiinoterapi Grubu’na alian hastalara tedavi amaci ile farmakoterapi
ve sublingual immiinoterapi verildi. Grup II olarak kodlandirilan ‘Farmakotx
Grubu’na ise tedavi amaci ile sadece ilag tedavisi verildi.

Caligmanin 0. ay ve 8. ayinda tiim hastalardan PKMH izolasyonu yapilarak Der
p 1, Betv 1, PHA uyaranlarina kars1 verdikleri IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin
yanitlarina bakildi (Birinci Kiiltiir). Kiiltiiriin besinci giinlinde sitokin yanitlarina
bakmak amaci ile supernatanlar toplandi. Sitokin yanitlar1 Luminex yodntemi
kullanilarak 6l¢iildi.

Tedavinin 8. ayinda SLIT ve Farmakotx grubunda yer alan hastalardan izole
edilen PKMH’ lerden ASH ve CD4" T hiicre izolasyonu spesifik mikrobeadler
kullanilarak Automacs aleti ile yapildi. SLIT grubundan izole edilen CD4" T hiicresi
ile Farmakotx grubundan izole edilen ASH Der p 1 antijeni kullanilarak hiicre kiiltiirii
yapildi (ikinci kiiltiir). SLIT grubundan izole edilen ASH ile Farmakotx grubundan
izole edilen CD4" T hiicresi Der p 1 antijeni kullanilarak hiicre kiiltiirii yapild:
(Ugiincii Kiiltiir). Yapilan kiiltiirlerin besinci giiniinde IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y
sitokin yanitina bakmak amaci ile siipernatanlar toplandi. IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y

sitokin seviyesi Luminex yontemi kullanilarak ol¢tildii.
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6.1. Hastalarin klinik degerleri

Calisamaya alinan hastalar 8 ay boyunca klinik agidan takip edilmistir. Hastalara
solunum fonksiyon ve bronkodilatorlii provokasyon testleri yapilarak hastalik
semptomlar1 8 ay boyunca izlenmistir. Tablo 6.1 da hastalarin calisma baslangicindaki

ve ¢aligma sonundaki solumun fonksiyon test degerleri Tablo 6.1 de verilmistir.

Tablo 6.1 Tedavi siirecine gore solunum testi degerleri

0. ay 8. ay
9 S 2 < o 2
2 5= E 4 |= E &
& A A E A A
1.Hasta | PHARMATX | 9 K 101 | 109 | 153 97 101 | 145
2.Hasta | SLIT 7 K 97 72 104 | 104 89 108
3.Hasta | PHARMATX | 8 E 87 92 112 | 104 | 100 | 121
4.Hasta | PHARMATX | 4 K
5.Hasta | SLIT 9 K 123 | 131 | 144 | 128 | 113 | 140
6. Hasta | SLIT 6 K 102 88 123 | 116 98 130
7.Hasta | PHARMATX | 8 E 77 81 90 80 72 82
8.Hasta | SLIT 10 | E 108 | 86 96 112 96 92
9. Hasta | SLIT 6 K 105 | 85 95 110 95 90
E

10. Hasta | PHARMATX 7 108 95 106 104 85 88
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6.2 Allerji Deri Testi Sonuclan

Calismaya alinan hastalara allerji deri testi yapilmis ve hastalarin Der p 1ve Der f 1’ye

olan duyarhiliklar1 tespit edilmistir. Hastalarin c¢aligma baslangicinda ve calisma

sonunda Der p 1ve Der f 1 antijenleri ile yapilan cilt deri testi sonuglar1 Tablo 6.2” de

verilmistir.

Tablo 6.2 Hastalarin Allerji Deri Testi Sonuclari

0. ay 8. ay
=~ T I I I B R
S g |5 &E|z&EE |5 8E |58 E
= gUv3avs | gvsiavs
1. Hasta PHARMATX 9 10x10 8x8 8x8 8x8
2. Hasta SLIT 7 13x10 11x7 10x10 4x4
3. Hasta PHARMATX 8 12x12 16x16 10x10 12x10
4. Hasta PHARMATX 4 10x10 3x3 8x8 15x15
S5.Hasta | SLIT 9 11x10 6x6 8x8 5x5
6. Hasta SLIT 6 13x13 6x6 10x10 5x5
7. Hasta PHARMATX 8 10x10 10x5 10x7 10x7
8. Hasta SLIT 10 10x10 8x8 8x6 6x6
9. Hasta | SLIT 6 5x5 5x5 5x5 5x5
10. Hasta | PHARMA 7 8x8 5x5 6x6 6x6
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6.3. PKMH izolasyonu Sonuclari

Calismaya aliman bireylerden 10 ml vendz kan alindi ve Fikol ayirma yontemi
kullanilarak PKMH izolasyonu yapildi. Hastalardan izole edilen PKMH sayilar
degerlendirildiginde izole edilen PKMH sayilarinin mikrobead yontemi ile PKMH’den
ASH ve CD4" T hiicresi ayirmak igin yeterli oldugu tespit edilmistir. Hastalara gore
PKMH izolasyon sayilar1 Tablo 6.3°de verilmistir.

Tablo 6.3 Hastalardan Izole Edilen PKMH Sayilar

KONTROL PKMH SAYISI
GRUBU (ml)
1. Hasta 4,7 x 10°
2. Hasta 3,4 x10°
3. Hasta 2,8 x 10°
4. Hasta 1,4 x 10°
5. Hasta 1,5 x10°

IMMUNOTERAPI
GRUBU
1. Hasta 2,3 x 10°
2. Hasta 1,4 x 10°
3. Hasta 2,6 x 10°
4. Hasta 2,4 x 10°
5. Hasta 2,4x10°
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6.4. ASH ve CD4" T Hiicre izolasyon Sonugclar

Her hastadan izole edilen PKMH’lerden HLA-DR mikrobeadleri kullanilarak ASH ve

CD4 mikrobeadleri kullanilarak CD4" T hiicresi izolasyonu yapildi. Calismamizda

izole edilen ASH ile CD4" T hiicrelerini Der p 1 antijeni ile hiicre kiiltiirii yapilda.
izole edilen ASH ve CD4" T hiicre sonuglarina gore; bu kiiltirde ASH:CD4 " T hiicre

orani 1:3 olarak belirlendi. Hastalara gore toplam PKMH’den izole edilen ASH ve

CD4" T hiicre sayilar1 Tablo 6.4° de verilmistir.

Tablo 6.4 Hastalardan Izole Edilen ASH ve CD4" T Hiicre Sayilar

KONTROL GRUBU ASH Sayisi CD4" T Hiicre Sayisi
(ml) (ml)
1. Hasta 2,4 x 10° 1,28 x 10°
2. Hasta 1,46 x 10° 3,68 x 10°
3. Hasta 1,4 x 10° 6,0 x 10°
4. Hasta 2,98 x 10* 8,8 x 10°
5. Hasta 9,0 x 10° 7,6 x 10°
IMMUNOTERAPI
1. Hasta 1,5 x 10° 6,6 x 10°
2.Hasta 8,4 x 10° 1,54 x 10°
3. Hasta 1,56 x 10° 8,6 x 10°
4. Hasta 1,0 x 10° 1,14 x 10°
5. Hasta 1,44 x 10° 52x10°
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HT.A-DR PERCP

ASH ve CD4" T Hiicre Saflig

Grup I ve Grup II’ deki hastalardan izole edilen ASH ve CD4" T hiicrelerinin safligini
tespit edebilmek icin gruplardan izole edilen CD4" T ve ASH’lerden 50 pL’lik
ornekler iki ayr1 FACS (flow sitometri) tlipline alindi. Grup 1 ve Grup Il ‘den alinan
CD4" T hiicrelerin safligimi anti-CD4; ASH’lerin safligini tesbit edebilmek igin anti-
HLA-DR eklenerek karanlik ortamda 1 saat bekletildi. Bekleme siiresi sonunda anti-
CD4 ve anti-HLA-DR’nin eklendigi tiiplerdeki CD4" T ve ASH safliklar1 FACS aleti
kullanilarak tespit edildi. ASH izolasyonunda kullanilan Automacs mikrobeadleri ile

elde edilen ASH ve CD4" T hiicrelerin safliklar1 Sekil 6.1 ve 6.2°de gosterilmistir.

ASH Safhig:

Izotip Kontrol Deney Grubu
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Sekil 6.1 ASH FACS analiz sonucu
FACS analizi degerlendirildiginde PKMH’lerden HLA-DR izolasyonu %95.6
safliktadir.
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CD4 APC
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CD4" T Hiicre Saflig1
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Sekil 6.2 CD4 FACS analiz sonucu
FACS analizi degerlendirildiginde PKMH’lerden CD4" T hiicreleri  %96.9
safliktadir.

6.6. Kiiltiir Supernatanlarinda Sitokin Seviyeleri

1. Kiiltiir

(Calismaya alinan hastalardan izole edilen PKMH’ler Der p 1, Betvl, PHA uyaranlari
kullanilarak hiicre kiiltiirii yapildi. Kiiltiiriin 5. gilintinde IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y
sitokinlerin degerleri ¢alismanin 0. ay1 ve 8. ayinda luminex yontemi ile 6lgiildii.

SLIT ve Farmakotx gruplarinin Der p 1, Betvl ve PHA uyaranlar ile 0. ve 8. ayda
yapilan kiiltiirlerinden elde edilen sitokin degerleri karsilagtirildiginda IL-5, IL-13 ve
IFN-y sonuglart bakimindan her iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlemlenmistir. Fakat Farmakotx grubunda SLIT grubuna kiyasla Betvl ve PHA
uyarimlarinda IL-10 diizeyinin istatistiksel olarak anlamh diisiik oldugu bulunmustur
(P=0.04). 0. ve 8. ayda yapilan birinci kiiltiirdeki sitokin degerleri Tablo 6.6, 6.7, 6.8,
6.9 da gosterilmistir.
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Tablo 6.6 PKMH Kkiiltiiriinde 0. ay ve 8. ayda olciilen IL-5 sitokin degerleri

(pg/ml)
IL-5 Uyaranlar 0.ay 8.ay P degeri
( mean/std) ( mean/std)
Derp 1 0 612 0,33
) Betvl 0 0 1,0
SLIT Grubu PHA 32,2+12,45 108,25+ 63,55 0,13
Derp 1 9,3+13,15 10,67 £18,48 1,0
Farmakotx Betvl 535+7,6 1,9+2,7 0,79
Grubu
PHA 137+£143,4 128 £80,48 1,0

Tablo 6.7 PKMH Kkiiltiiriinde 0. ay ve 8. ayda olciilen IL-10 sitokin degerleri

(pg/ml)
IL-10 Uyaranlar 0.ay 8.ay P degeri
( mean/std) ( mean/std)
Derp 1 98,25+138,9 323,2+350,1 0,88
. Betv 1 121117 7,6+11,24 0,21
SLIT Grubu PHA 604.7+ 606 63.4+ 80,96 0,37
Derp 1 230,5+159,3 106+ 48,04 0,34
Farmakotx Betv 1 149+76,9 14,5+18,45 0,04
Grubu PHA 600,81443 | 49,64+32,97 0,04
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Tablo 6.8 PKMH Kkiiltiiriinde 0. ay ve 8. ayda él¢iilen IL-13 sitokin degerleri

(pg/ml)
IL-13 Uyaranlar 0.ay 8.ay P degeri
( mean/std) ( mean/std)
Derp 1 0 14,7+£6,35 0,19
. Betvl 2,4+2.23 3,73+5,63 0,75
SLIT Grubu PHA 6904 + 4378 1422+ 4083 0,46
Derp 1 19,85+24,16 25+33 0,86
Farmakotx Betvl 10,2+13,12 6,12+2,78 0,14
Grubu PHA 7615+4131 | 1222,2£594,67 0.8

Tablo 6.9 PKMH Kkiiltiiriinde 0. ay ve 8. ayda olciilen IFN-y sitokin degerleri

(pg/ml)
IFN-y Uyaranlar 0.ay 8.ay P degeri
( mean/std) ( mean/std)
Derp 1 0 4,05+5,72 0,44
) Betvl 0 0 0,37
SLIT Grubu PHA 725,74 930 19241452 1,0
Derp 1 0 0 1,0
Farmakotx Betvl 0 1,6+2,26 1,0
Grubu PHA 886+ 5019 36,15£12,9 0,09
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2. Kiiltiir

Calismanin 8. ayda SLIT grubu (Grup 1) izole edilen ASH ve Farmakotx grubu (Grup
1) ndan izole edilen CD4" T hiicreleri Der p 1 antijeni ile kiiltiir yapildi. Kiiltiiriin 5.
giinlinde toplanan siipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin seviyeleri

Luminex yontemi ile 6l¢iildii.

3. Kiiltiir

Calismanm 8. ayda SLIT grubu (Grup I) izole edilen CD4" T hiicresi ve Farmakotx
grubu (Grup II) ndan izole edilen ve ASH Der p 1 antijeni kiiltlir yapildi. Kiiltiiriin 5.
giinlinde toplanan siipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin seviyeleri

Luminex yontemi ile 6l¢iildii.

Elde edilen sonuglara gore 2. kiiltiirde Der p 1 ile indiiklenenen IL-10 (ort. 56,06), 3.
kiiltirde Der p 1 indiiklemesi sonucu olusan IL-10 (ort. 24,28) iiretiminden anlaml
olmasa da yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen sitokin degerleri Tablo 6.10°

da verilmistir.

Tablo 6.10 SLIT ve FARMAKOTERAPI gruplari arasinda yapilan capraz
kiiltiirde 8. ay sitokin degerleri (pg/ml)

SLIiT ASH + KONTROL CD4'T |SLITCD4"' T + KONTROL ASH | P
(Mean/std) (Mean/std) degeri
IL-10 56,06 77,85 24,28 + 39,16
0,09
TFN-y 0 0 1.0
IL-5 + +
556+10,31 0,84 +1,68 0.47
IL-1 + +
3 9,97+16,37 1,8%3,5 0.48
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Sekil 6.3 Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarinda IL-10 Sitokin Diizeyinin Siitun Grafigi
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7. TARTISMA VE SONUC

Allerjen spesifik immunoterapi halen bilinen tedavi yontemleri arasinda allerjik
solunum yolu hastaliklarinin dogal seyrini degistirme kapasitesine sahip olan tek
tedavi secenegidir.

Etkin medikal tedaviye ragmen allerjik rinit ve astim semptomlart kontrol altina
alinamayan hastalar bulunmaktadir.

Allerjik rinit ve astimda semptomlarin hastalara verdigi sikintilar, okul ve is
basarisinin etkilenmesi, devamsizliklara neden olmasi, sosyal ve fiziksel kisitlamalar,
duygusal durumun bozulmasi ile yasam kalitesi oldukca etkilenmektedir (180). Ayrica
bazi hastalar diizenli ila¢ kullanmaya tepki verip SIT gibi diger tedavi seceneklerine
yonelmektedir. Medikal tedaviye (Farmakotx) yanit vermeyen, diizenli ya da uzun siire
Farmakotx kullanmay1 istemeyen ve Farmakotxnin yan etkileri goriilen hastalar i¢in
SIT endikasyonu vardir (177).

Allerjen spesifik subkiitan immiinoterapinin uzun donem olumlu etkisinin oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir. Elde edilen veriler subkiitan immiinoterapinin yeni
sensitizasyonlart Onledigini ve allerjik rinitli hastalarda astimin gelismesini
engelleyebilecegini gostermektedir (178). Ayrica bu terapdtik yaklagim Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan astim tedavisi ile biitiinlesmis bir allerji tedavi stratejisi olarak kabul
edilmektedir (171). Ancak klinik caligmalar subkiitan immiinoterapinin allerjik
rinokonjuktivitte etkinligini gostermesine ragmen, sistemik yan etkilerinin olmasindan
dolayi, klinik uygulamada ve 06zellikle cocuklarda kullanimi hala tam giivenilir
degildir. Subkutan immiinoterapinin en 6nemli yan etkisi anaflaktik reaksiyonun
olugma riskidir. Bu nedenle allerjen spesifik immiinoterapi uygulamalarinda allerjenin
verilig yolu ve dozu konusunda ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir.

Son yillarda oOngoriilen uygulama yollarindan biri  sublingual allerjen
immiinoterapisidir.

Sublingual immiinoterapinin etkinligi ve giivenilirligi bir¢cok kontrollii ¢alismada
gosterilmistir (179). Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 1998 yilinda yaymlanan

bildiride, ¢ocuk ve erigkinlerde allerjenin subkiitan yol yerine alternatif olarak
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sublingual yolla verilebilecegi belirtilmistir (171). Sublingual immiinoterapinin
immiinolojik mekanizmas1 giiniimiizde tam olarak aydinlanmamistir. Bu konuda
yiiriitiilmiis pek az arastirma mevcuttur. Ote yandan subkiitan immiinoterapinin etki
mekanizmasi konusunda literatiirde pek ¢ok arastirmaya rastlamak miimkiindiir.

Calismamizda astim tanisi almis ve ev tozu allerjisi olan hastalarimizi iki gruba
ayirarak bir gruba tedavi amaci ile Farmakotx verirken, diger gruba tedavi amaci ile
sublingual immiinoterapi (SLIT) ve Farmakotx verildi. Calismamizda SLIT
mekanizmasinda dendritik hiicrelerin roliinli arastirmay1 amacladik.

Tedavi siirecine baslamadan Once her iki grupta yer alan hastalardan PKMH
kiiltiiri yapilarak izole edilen PKMH’ler Der pl, Betvl, PHA uyaranlar ile kiiltiir
edildi. Kiiltiiriin 5. giinlinde toplanan kiiltiir siipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-13 ve
IFN-y sitokin diizeyleri luminex yontemi ile 6lgiildii.

Tedavinin 8. ayinda tekrar tiim hastalardan PKMH izolasyonu yapilarak Der p 1,
Betvl, PHA uyaranlan ile kiiltiir edildi. Kiiltiiriin besinci giiniinde toplanan kiiltiir
siipernatanlarinda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeyleri luminex yontemi ile
ol¢iildii.

0. ve 8. ayda Derpl, Betvl, PHA uyaranlar ile yapilan kiiltiirler sonrasi elde
edilen veriler degerlendirildiginde IL-5, IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerinde SLIT ve
Farmakotx gruplar arasinda istatistiksel fark olmadigi bulunmugstur. Fakat Farmakotx
grubunda Betvl, PHA uyarimlarinda IL-10 sitokin degeri istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulunmustur (P= 0.04).

Allerjik bireylerin tedavisinda kullanilan antijen spesifik immiinoterapi (SIT) IL-
10 iiretebilen ASH’lerin sayisinda artisa sebep oldugu ve IL-10’un T hiicrelerinin
regiilator fenotip ve fonksiyon kazanmasinda etkili bir sitokin oldugu gosterilmistir. T
regiilator hiicreler SIT mekanizmasinda Thl ve Th2 dengesini saglamakta gorevli
hiicre tipi oldugu bilinmektedir (74).

Bohle ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada 52 hafta boyunca SLIT tedavisi alan
hastalarda yapilan analizlerde IL-10 iiretiminin artti§1 ve Treg transkripsiyon faktorii
FoxP3 ekspresyonun arttig1 gosterilmistir (175).

Akdis ve arkadaslarinin yaymladiklar1 c¢alismalarinda SLIT’in allerjik immiin

yanit1 baskilamakla gorevli olan IL-10 iiretimini arttirdigini belirtmislerdir (176).
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ASH’ler T hiicrelerine antijen sunarak T hiicre farklilasmasinda gorev alirlar.
Yapilan hayvan ¢aligmalarinda olusturulan havayolu allerjik inflamasyon modellerinde
profesyonel antijen sunucu hiicre olarak tanimlanan dendritik hiicrelerin (DH)
duyarlilastirma ve sensitizasyon fazlarinda kritik 6neme sahip olduklar1 gdsterilmistir
(172).

DH’ler deri, solunum yollar1 ve mukozal alanlara yerleserek immiin sistem
icerisinde kritik rol iistlenirler. DH, ’ler allerjik-immiinojenik reaksiyonlarin gelisimini
izleyen allerjik hastaliklarin gelisimi; antiallerjik, tolerojenik reaksiyonlar1 bastirmak
veya allerjik immiin cevabin inhibisyonu gibi 6nemli gérevleri vardir (171).

DH’ler viicutta lokalize olduklar1 yerler ve istlendikleri goérevler gbz Oniinde
bulunduruldugunda immiinoterapotik faktor olarak subkutan enjeksiyonlar, sublingual
yada intranasal mukus uygulamalari i¢in oldukg¢a idealdir (172,173).

DH’ler 6nemli sitokinler iiretmektedirler. IL-10 DH, makrofaj, B hiicreleri gibi
farkli ozellikteki ASH’ler tarafindan salinan ve bu hiicrelerin farklilasmasinda gorev
alan anti-inflamatuar bir sitokindir (173).

Basta ASH’ler tarafindan saliman IL-10 immiinoregulatdr bir sitokindir. IL-10
sitokini IFN-y ve IL-12 sitokinlerinin Th, hiicrelerinden salinimi inhibe etmektedir.
Ayrica IL-10 Th, hiicrelerinden salinan IL-5 inflamatuar sitokin diizeyini diisiirerek
Th, cevabinin azalmasinda gorev almaktadir. IL-10 MHC II ekspresyonunun azaltarak
T hiicresine antijen sunumunu azaltilir ve bdylece T hiicresinin stimulasyonu
engellerler. Boyle bir durumda T hiicresi uyarilmadig1 i¢in anerji olusumu goézlenir
(172).

Bellinghausen ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada IL-10 ile muamele edilmis DH’
ler Th; ve Th, hiicrelerinin DH’ ler tarafindan stimule edilme kapasitelerini azalttigini
gostermistir (174).

Yapilan ¢aligmalar Farmakotx ile birlikte tedavi amagli uygulanan antijen spesifik
immiinoterapinin astimli hastalarda semptomlar1 azalttigi ve bu hastalarin tedavi
yanitlarinda daha etkin sonuglar alindigi gosterilmistir.  Fakat tedavi amaci ile
uygulanan antijen spesifik immiinoterapinin tedavi silirecindeki etki mekanizmasi
hakkinda yeterli bilgiye heniliz sahip degiliz. Biz c¢alismamizda astimli hastalarda
Farmakotx ile birlikte uygulanan SLIT’in ASH iizerinden mi yoksa, ASH tarafindan
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kendisine antijen sunulan CD4" T hiicresi {izerinden mi etki gosterecegi sorusuna yanit
aramaya ¢alistik. Bu amacla ¢alismamizin 8. ayinda sadece Farmakotx ve Farmakotx
ile birlikte SLIT tedavisi alan hastalardan ASH ve CD4" T hiicresi izole ettik. izole
edilen hiicreleri gruplar arasinda capraz olarak Der pl ile birlikte kiiltiir yaptik.
Kiiltiiriin besinci gilinlinde toplanan siipernatanlarda IL-5, IL-10, IL-13 ve IFN-y
sitokin diizeylerine baktik.

Yapilan capraz kiiltiiriin ilki, SLIT grubundan izole edilen ASH ile Farmakotx
grubundan izole edilen CD4+ T hiicresi Der pl antijeni kullanilarak kiiltir edildi.
Yapilan diger ¢apraz kiiltiir ise; Farmakotx grubundan izole edilen ASH ile SLIT
grubundan izole edilen CD4+ T hiicresi Der pl antijeni kullanilarak kiiltiir edildi.
Kiiltiirlerin besinci giinlinde yapilan kiiltiirlerden toplanan siipernatanlarda IL-5, IL-10,
IL-13 ve IFN-y sitokin diizeylerine luminex yontemi ile bakildi.

Calismanin 8. aymda yapilan capraz kiiltiiriin amaci SLIT grubundan izole edilen
ASH’nin Farmakotx grubundan izole edilen CD4" T hiicresine antijen sunumu sonrasi
sitokin diizeylerini, Farmakotx grubundan izole edilen ASH’ nin SLIT grubundan izole
edilen CD4" T hiicresine antijen sunumu sonrasi belirlenen sitokin diizeyleri ile
karsilastirmak ve belirlenen sitokin diizeylerinden SLIT etki mekanizmasi hakkinda
fikir sahibi olmakti.

Yapilan ¢apraz kiiltiirlerde bakilan sitokin diizeyleri degerlendirildiginde SLIT
grubundan izole edilen ASH ve Farmakotx grubundan izole edilen CD4" T hiicresinin
Derpl varliginda yapilan kiiltiiriinde IL-10 diizeyinin yapilan diger ¢apraz kiiltiire
kiyasla istatistik olarak anlamli olmasa da yiiksek oldugu bulunmustur. Calismamiz bir
on calisma niteliginde oldugundan calismaya katilan hasta sayisi arttirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilikta artacaktir.

Buldugumuz sonug istatistiksel olarak anlamli olmasa da SLIT mekanizmas1 hakkinda
yapilan diger ¢alismalarda SLIT’in IL-10 sitokin seviyesini arttirdigina dair veriler
literatiirde mevcuttur. IL-10 Th2 cevabini Thl yanitina doniistimiinii saglamaktadir
(124). IL-10 un antijen spesifik total IgE iiretimini baskiladigi ve IgG4 iiretimini
arttirarak T hiicre toleransina neden oldugu bilinmektedir (21).

Bizim ¢alismamizda yapilan sitokin yanitlarinin literatiirdeki ¢alismalardan farkli

yonleri birka¢c nedenle agiklanabilir: Bu calismada asil ama¢ SLIT cevabinin
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olusumunda ASH ve/veya CD4" T hiicrelerinin rollerini arastirmakti. Tedavinin 8.
ayinda yapilan sitokin ¢alismalarida IT nin mekanizmasina yonelik ¢ikarimlar sdyle
aciklanabilir: Oncelikle sitokinlerin IT sirasinda dinamigi ¢ok iyi bilinmemektedir.
Literatiirdeki calismalarda da bu nedenle degisik zamanlamalar sonucu degisik veriler
elde edilmektedir. Bu sorunu gidermek i¢in IT’nin baslangicindan itibaren seri sitokin
Olclimleri yapmak aydinlatict olabilir. Calismamizin 8. ayinda yapilan PKMH
kiiltiirlerinden elde edilen sitokin yanitlarinin farkliligi kismen bu yolla agiklanabilir.
Ayrica hiicre kiiltiir ortaminda kullanilan antijen (Derp 1) dozu sitokin yanitinda
belirleyici &nemli bir faktordiir. Ote yandan simdiye kadar in vitro calismalarda
belirlenmis standart bir Derp 1 dozu yoktur. Farkli Derp 1 dozu ile ayn1 zaman
diliminde degisik tipteki sitokin salimimin arttigi gézlenmistir. Bizim ¢alismamizda
yiiksek doz Der p 1 kullanilmistir (10pg\ml). Genel olarak yiiksek antijen dozunda IL-
10 yanmitinin baskilanabilecegi kabul edilmektedir. Calismamiz 8. ayinda yapilan
capraz kiiltiirde ise sadece ASH ve CD4" T hiicreleri Derp 1 antijeni ile kiiltiir
edilmigtir. Literatiirde 1ise IL-10 dreten farkli hiicre popiilasyonlar1 oldugu
bilinmektedir. Biz ¢alismamizda IL-10 iiretim yolaklarinda gorevli sadece iki hiicre
tipini kullandik.

Sonug olarak ev tozu allerjisi olan astim tanisi almis bireylerde tedavi amacl
uygulanan SLIT hastalarin IL-10 diizeylerinin Farmakotx grubundaki hastalara kiyasla
yiiksek oldugu bulunmustur. Calismamizin 8. aymda SLIT grubundan izole edilen
ASH ile Farmakotx grubundan izole edilen CD4+ T hiicresinin Der pl antijeni
varliginda yapilan kiiltiiriinde IL-10 seviyesinin Farmakotx grubundan izole edilen
ASH ve SLIT grubundan izole edilen CD4" T hiicresinin Der p1 uyaran ile yapilan
capraz kiiltiiriine kiyasla daha yiiksek bulunmasi ise bize SLIT’in ASH popiilasyonu
tizerinden bir mekanizma ile etki gostererek IL-10 sitokin tretimini arttirdigini
disiindiirmektedir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde ¢cocukluk ¢agi allerjik rinit
ve astimda SLIT yoéntemi ASH’lerin IL-10 {iretimini arttirarak Th2 cevabinn
baskilanmasinda etkin bir role sahip oldugu gézlenmektedir.

Gilinlimiizde hastaliklarin tedavi siireglerinde farmakoterapiden uzaklasarak hiicre
boyutunda daha spesifik stratejiler gelistirilmektedir. Astimli hastalarin tedavisinde

immiinoterapinin ve DH°‘lerin biiyilk 6nemi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple
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gelistirilecek olan bir dendritik hiicre asist bu tip hastaliklarin tedavi siirecini
hizlandirilmasinin, daha etkin sonuclarin alinmasinin ve bu konuda yeni bilgilere

ulasilmasinin 6niinii agacagini diistinmekteyiz.
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