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OZET

Balb/c Farelerde Farklh Zamanlarda Yapilan BCG Asisimin Allerjik Duyarlanma ve
Astim Gelisimine EtKisi

Amag; Basil Calmette-Guerin (BCG) asisinin allerjik hastaliklarin gelisimi iizerine etkisinin
oldugunu belirten bir¢ok c¢alisma vardir. Bu c¢alismada BALB/c farclere hayatin farkli
donemlerinde (dogum sonrasi birinci, ikinci haftalarda ve eriskin donemde) BCG asis1

yapilarak asinin allerjik enflamasyon ve astim gelisimi {izerine etkileri incelenmistir.

Gerec¢ ve Yontem; Caligmaya alinan denekler BCG uygulanma zamanina gore farkli gruplara
ayrildi. Grup IA; 7 giinlikken BCG yapilan, Grup IB; 7 giinlikken BCG yapilmayan, Grup
ITA; 14 giinlikken BCG yapilan, Grup IIB; 14 giinlikken BCG yapilmayan, Grup HIA;
eriskin donemde BCG yapilan, Grup IIIB; eriskin donemde BCG yapilmayan, Grup IV;
herhangi bir islem uygulanmayan olarak belirlendi. BCG yapilan farelere 8 hafta sonra
intraperitoneal OVA uygulandi (0, 7, 14, ve 21. giinde) ve daha sonra 21-28 giinler arasinda
ise OVA ile ‘challange’ yapilarak astim modeli olusturuldu. BAL siv1 ornekleri ve akciger
dokusu alindi. BAL s1visindan ‘cytospin’ preperatlar hazirlanarak hiicre morfolojisi belirlendi.
Ayrica ELIZA yontemiyle IL-4, 1L-12, IL-10 ve IFN-y bakildi. Akciger biyopsisinde

inflamasyon skoru ve goblet hiicre sayilar1 belirlendi.

Bulgular; Eozinofil sayisi ve inflamasyon skoru hayatin 7. giiniinde ve hayatin 14. giiniinde
BCG uygulanan gruplarda BCG uygulanmayan ve yetiskin donemde BCG uygulanan (grup
I11A) gruba gore istatistiksel anlamli diistiktii (p<0,05). Allerjik duyarlanma olusturulan tiim
farelerin akcigerlerinde goblet hiicreleri saptandi, ancak BCG yapilan grupta goblet hiicre
sayis1 daha diisiiktii. IL-4 diizeyleri grup IA ve grup IIA da grup IB, grup IIB ve grup IIIA’ya
gore istatistiksel anlamli diisiik bulundu (p<0,05). 1l-12 diizeyleri grup I1A’da, 1IB ve
IITA’dan daha yiiksekti (p<0,05). Bununla birlikte grup IA ve grup IIA arasinda istatistiksel
fark yoktu. Benzer olarak IL-10 ve IFN-y diizeyleri grup IA ve 11A’da IB, IIB ve IlIA ile
karsilastirildiginda ytiksek bulundu (p<0,05). Grup IA’da IL-4 ve IL-12, IL-4 ve IL-10
arasinda istatistiksel anlamli ters korelasyon vardi (sirasiyla, r=-0,702; p=0,023, r=-0,807,
p=0,005 ). Grup IIA’da IL-4 ve IL-12 diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli ters korelasyon
vardi (r=-0,706, p=0,023), ancak IL-4 ile IL-10 arasinda ters korelasyona karsin istatistiksel
anlamli degildi. Grup IA, grup IIA ve grup IIIA’da IL-12 ve IFN-y arasinda istatistiksel
anlaml1 pozitif korelasyon vard1 (r=0,796; p=0,006, =0,867; p=0,001, r=0,916; p=0,001).

Vi



Sonu¢; BCG asisinin allerjik enflamasyon ve astim gelisimini engelleyebilir. BCG’nin erken
uygulaniminda IL-4 ve IL10 ile IL-12 arasindaki ters korelasyondan ve daha sonra asilanan
grupta sadece IL-4 ve IL-12 arasinda ters korelasyondan dolay1 bu etkinin erken donemde
Treg hiicreleri ve Thl hiicreleri aracilifiyla, daha ge¢ donemde ise Thl hiicrelerinden IL-12
tiretimi tizerinden oldugunu 6ne siirebiliriz. Ancak kesin mekanizmanin aydinlatilmasi igin

daha ileri ¢aligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: BCG asis1, astim, Balb/c fareler, inflamasyon skoru, IL 4, IL 10, IL 12,
IFN-y
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ABSTRACT

Effect of Bacillus Calmette-Guerin (BCG) Administration at VVarious Age in Balb/c Mice
on Allergic Responsiveness and Asthma Development

Backgrounds and Aims;. There are several reports about the effect of Basil Calmette-Guerin
(BCG) vaccine on development of allergic diseases. In this study we aimed to evaluate the
effects of BCG administration on allergic responsiveness and asthma development at various
age of life (first and second week after birth and adulthood) in Balb/c mice.

Material and Method; Balb/c mice included to the study were divided into different groups
according to the BCG administration time. Groups were labeled as Group IA; BCG
administered at 7 th day of life, Group IB; without BCG administration at 7 th day of life,
Group I1A; BCG administered at 14 th day of life, Group 11B; without BCG administration at
14 th day of life, Group IIA; BCG administered at adulthood, Group I1IB; without BCG
administration at adulthood, Group 1V; no procedure was performed. In first three groups
mice were sensitized intraperitoneally with OVA after 8 weeks (on 0, 7, 14 and 21 th days)
and after that challenge was performed with inhaled OVA between 21-28 days to develop
asthma model. Following kethamine anesthesia and servical dislocation mice were sacrificed,
BAL fluid and lung tissues were taken. Cytospin slides were prepared from BAL fluid and
cell morphology was determined. IL-4, IL-12, IL-10 and IFN-y were evaluated by ELISA
method. Inflammation score and goblet cell count were defined on lung biopsy.

Results; Eosinophil count and inflammation score was low statistically significant in groups
in which BCG administered at 7" day of life and at 14" day of life compared to groups
without BCG administration and group with BCG administration at adulthood (p<0.05). In all
allergic sensitized mice lungs goblet cells were found, but goblet cell count was lower in BCG
administered group (p<0.05). IL-4 levels were found to be lower in group IA and IIA
compared to group IB and I1B and 111A(p<0.05). IL-12 levels were higher in 1A than IIB and
IIA (p<0.05). However there was no statistically difference between Group IA and IlIA.
Similarly IL-10 and IFN-y levels were higher in group IA and 1A compared to IB, 1IB and
I1IA (p<0.05). In group IA there were statistical significant reverse correlation between IL-4
and IL-12, and between IL-4 and IL-10 (r=-0.702; p=0.023and r=-0.807; p=0.005,
respectively.). In group IlA there was statistical significant reverse correlation between IL-4

and IL-12 levels (r=-0.706, p=0.023), however despite the reverse correlation between IL-4

VIl



and IL-10, it was not statistical significant. In Group IA, Group IlA and Group IlIA, there was
statistical significant positive correlation between IL-12 and IFN-y (r=0.796; p=0.006,
r=0.867; p=0.001; r=0.916, p=0.001).

Conclusion; BCG vaccination may prevent allergic inflammation and asthma development.
Because of reverse correlation between IL-4 and IL-10 and IL-12 in early administration of
BCG and reverse correlation only between IL-4 and IL-12 in later vaccinated group, we may
suggest that this effect mediated by Treg cells and Thl cells in early period and by IL-12 via
production from Thl cells in late period. However to identify the exact mechanism further

investigation should be performed.

Keywords: BCG vacination, asthma, Balb/c mice, inflammation score, IL 4, IL 10, IL 12,
IFN-y



1. GIRIS ve AMAC

Allerjik hastaliklar tim diinyada onemi giderek artan bir saglik sorunu haline
gelmistir. Bronsiyal astim, allerjik rinit, atopik dermatit gibi allerjik hastaliklarin sikligi
gerek lilkemizde gerekse diinyanin birgok iilkesinde gittikce artmaktadir. Bu artisin
nedenleri hala kesin olarak bilinmemesine karsin, gelismekte olan iilkelerde batili
yasam tarzi, allerjen maruziyetinin artisi, ailede birey sayisinin azalmasinin ve yasam
kalitesinin iyilesmesinin 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.*?

Allerjik hastaliklarin ¢ogu ¢ocukluk caginda baglamakta, okul ¢agr doneminde
pik yapmakta ve sonraki dekatlarda azalarak her yas grubunda goriilebilmektedir. Son
yillarda yapilan genis popiilasyonlu epidemiyolojik calismalar ¢ocuklardaki atopik
hastaliklarin sikliginda 6nemli bir artis oldugunu géstermektedir.2 Literatiirde yasam
tarzinin iyilegsmesi ve as1 programlarinin artmastyla bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin
azalmasinin atopik hastaliklarin sikligini arttirdigini savunan hipotezler meveuttur.>*
Ayrica sanayilesmis toplumlardaki modern ev yasam tarzi, hava kirliligi, sigara i¢cimi
gibi faktorlerin de etkili oldugu ileri siiriilmektedir.” Sitokinler aracihigiyla T yardimci
hiicre 2 (Th2)’nin farklilagmasini engelleyen c¢ocukluk cagina 6zgii enfeksiyonlarin,
ozellikle de tiiberkiilozun azalmasi, allerjik hastaliklarin sikliginin artis1 ile paralellik
gosterdigi diisiiniilmektedir.>®

Yasamin diger donemlerine kiyasla fotal hayat ve erken bebeklik doneminde
immiin cevabin yetersiz oldugu eskiden beri bilinmektedir.” Bagisiklik sisteminde T
hiicrelerinin alt tipi olan dogal T hiicreleri uyari ile T yardimci hiicre 1 (Thl) ve T
yardimc1 hiicre 2 (Th2)’ye doniistir. Th2 hiicreleri allerjik hastaliklarin gelisiminde
onemli rol oynarlar. 1989 yilinda Strachan ve arkadaslarinin ortaya attifi ‘hijyen
hipotezine’ gore; aile i¢i enfeksiyon sikliginda azalma atopik hastaliklarin sikliginin
artmasiyla sonuglanmaktadir.? Bu hipotezde kardes sayisindaki artisin, dolayisiyla da
enfeksiyon kaynagmin artisinin allerjik hastaliklara karsi koruyucu bir mekanizma
olusturdugu one siiriilmiistiir. Hayatin erken doneminde mikrobiyal etki ile immiin
sistemin Th2 yanittan Thl yanita dogru kaydig diisiiniilmiistir.® Enfeksiyonlarin atopi
gelisimi tizerinde inhibe edici etkisinin nedeni, Thl sitokinlerinin salinimini arttirmasi

ve dolayisiyla bu sitokinler aracilifiyla hiicresel immiin yanitt Thl'e ¢evirmesi olarak



agiklanabilir.” Atopik bireylerde Th2 hiicreleriyle iliskili olarak interlokin-4 (IL-4) ve
interlokin-5 (IL-5) seviyelerinde artis ve interferon-y (IFN-y) seviyesinde azalma
saptanmistir. Mikrobiyal ajanlar; oOzellikle hiicre i¢i bakteriler, viriisler, bazi
protozoanlar ve mantarlar IFN-y salinimi ile IL-4’¢ bagli IgE yapimini azaltarak Th2’
ye doniisiimii dogrudan inhibe edip atopide baskin olan Th2 yanitini azaltirlar.'® BCG
de iceren mikobakteri tiirleri tiirberkiilozdan korunmak i¢in as1 olarak kullanilmaktadir.
Bunun yaninda Thl yanitin1 giiglii bir sekilde arttirdiklar bilinmektedir.” Fareler
lizerinde yapilan c¢alismalar mikobakteriyel enfeksiyonlarinin 6nceden allerjenle
duyarlagtirilan  farelerde Th2 immiin yamitii inhibe ettigini  gdstermistir.'!
Micobacterium vaccae'nin Thl yanitini arttirip Th2 yanitini azaltmasi ile baskin bir Th1l
cevab1 olusturarak atopi gelismesinin engelledigi bildirilmistir. BCG ile asilanmanin
astim, allerjik rinit ve atopik dermatit prevelansindaki rolii tam olarak anlasilmis
degildir. Mikobakteriyel antijenlerinin immiinglobulin E (IgE) araciligi ile
duyarlanma ve astim gelisimi iizerine etkisi bircok modelde arastirilmistir.»**? Bizim
caligmamizda ovalbumin ile duyarlanmis BALB/C farelere hayatin farkli donemlerinde
(dogum sonrasi birinci, ikinci haftalarda ve erigkin donemde) BCG asis1 yapilmig ve

asinin allerjik enflamasyon ve astim gelisimi lizerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Allerji, atopik bireylerde immiinolojik mekanizmalarla ortaya ¢ikan asiri
duyarlilik reaksiyonudur. Akut asir1 duyarlik reaksiyonu, ilk kez 1902 yilinda Richet ve
Portier tarafindan tanimlanmis ve kopeklere bagisiklama amaciyla verilen yabanci
maddelere kars1 gelisen bu yanita anaflaksi adi verilmistir.”® insanlarda ise tetanoz ve
difteriye karsi pasif immiinizasyon saglamak amaciyla verilen at serumu sonrasinda
anaflaksi tanimlanmistir. 1906°da ise Clemon von Pirquet, immiinite ve hipersensitivite
reaksiyonlart arasindaki iligkinin yabanci madde ile immiin sistem arasindaki etkilesime
bagli oldugunu tahmin etmis ve ilk kez allerji terimini kullanmustur.*® Diger ¢aligmalarla
beraber Ishizakas, 1969 yilinda yeni bir immiinglobulin sinifinin, IgE nin bulundugunu
onayladi.™* Giiniimiizde allerjik reaksiyonlar; temasla, solunum, oral veya parenteral
yollarla alinan yabanci antijenlere karsi B lenfositlerde IgE antikor yapiminin artisi ile
karakterize genetik olarak belirlenmis hastaliklar1 kapsamaktadir.

Hipersensitivite reaksiyonlan hem hiimoral hem de hiicre aracili yanit
olarak ortaya ¢ikabilir.”®> Bu reaksiyonlar, olay1 baslatan mekanizmalar agisindan
Gell ve Coombs tarafindan dért tip olarak siniflandirilmistir (Sekil 1).2°1°

Tip | ; Anafilaktik tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu (IgE aracili)

Tip II; Sitotoksik tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu (IgG ve IgM aracil)

Tip III; Immiin kompleks tipi asir1 duyarlilik reaksiyonu (IgG ve IgM
immiinkompleks aracili)

Tip IV; Gecikmis tipte asirt duyarlilik reaksiyonu (T hiicre aracili)

Burada ilk ii¢ reaksiyon antikorlara bagimli olup erken (birkag¢ dakika veya
saat) veya ge¢ faz yanit seklinde olusabilir. Erken faz yanitta deri reaksiyonlari
olusturabilirler ve bu reaksiyonlar ayni siireler i¢inde sona erer. Dordiincii tip
reaksiyon ise gecikmis tipte asir1 duyarhilik reaksiyonu olarak adlandirilip T
hiicreleri ve makrofajlara bagimli olarak gelisir ve sonraki 48-72 saat i¢inde cilt
reaksiyonu ortaya gikabilir. Bu reaksiyon giinler ve haftalarca devam edebilir.'’
Allerjik reaksiyonun temelini Tip I hipersensitivite reaksiyonu olusturur. Allerjik
reaksiyonlar, allerjen adi verilen antijenlere kars1 duyarli bireylerde allerjen ile

yeniden karsilagsma sonucu ortaya ¢ikmakta ve basit lokal reaksiyonlardan dliime kadar



degisen derecelerde goriilebilmektedir.’® Gelisen reaksiyonlarn siddeti allerjenin tiiriine,
temas sekline ve kisinin duyarlilik derecesine gore degismektedir. Allerjenle ilk kez
karsilasma bireyde zararli bir etki olusturmaz. Ancak allerjenin T hiicreleri
tarafindan taninmasina ve B hiicrelerinin IgE sentezi icin uyarilmasina sebep olur.
Olusan IgE antikorlar1 mast hiicreleri ve bazofillerin yilizeyinde bulunan yiiksek
afiniteli (FceRI) ve diisiik afiniteli (FceRII) IgE reseptorlerine baglanir. Bu asamadan
sonra birey allerjene duyarli hale gelmistir. Ayni allerjene yeniden maruz
kalindiginda mast hiicreleri tetiklenir ve degraniilasyon sonucu Vvazoaktif
aminler, l6kotrienler ve sitokinler gibi enflamasyon ve 6dem tablosuna yol agan molekiiller
ortama salinir. IgE adezyon molekiilleri, ortama salinan sitokinler, mediyatorler ve diger
faktorler de bu enflamasyona katkida bulunurlar. Bunun sonucunda ise doku hasari
meydana gelir ve ortaya ¢ikan klinik tablo astim, atopik dermatit, allerjik rinit ve
sistemik anaflaksi olarak adlandirilir.®

En sik rastlanan allerjik hastaliklar; atopik dermatit, astim bronsiyale ve allerjik
rinittir. Bu hastaliklarin hepsi bir arada olabilecegi gibi, bazen ardisik bir sira izleyerek
ortaya ¢ikmakta ve belki de immiin sistemin matiirasyonu ile iliskili olarak belli yas
donemlerinde daha fazla goriilebilmektedirler. Allerjik hastaliklar genellikle “allerjik
yiirliylis” olarak da adlandirilan bir kronolojik sira izlemektedir. Yasamin ilk yillarinda
daha ¢ok besinlere bagli olarak ortaya cikan atopik dermatit insanin hayatindaki ilk
allerjik reaksiyon iken, daha sonra 6zellikle 2 yas civarinda brons allerjisi (astim) ve

okul caglarinda da allerjik rinit 6n plana ¢ikmaktadir.
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2.1. Astim

Sekil 1. Hipersensitivite Reaksiybnlarl. Kuby Immunology. 4th ed.’dan alinmstir

Astim, c¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen kronik hastaligi olup havayollarinin

enflamatuvar hastaligi olarak tanimlanir. Akcigerde bir¢ok kompleks enflamatuvar

stire¢ sonucunda havayollarinda 6dem, asir1 mukus sekresyonu, 16kosit infiltrasyonu ve

havayolu hiperreaktivitesi gelisir. Havayolu enflamasyonu pek ¢ok hiicrenin birbiriyle

kompleks etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar. Eozinofiller, T lenfositler, makrofajlar ve

nétrofiller bu enflamasyonda énemli rol oynar.”’ Bu hiicreler disinda havayolunun kendi

hiicrelerinden olan epitel, endotel, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar da ortama saldiklar1

mediyatdrler, sitokinler ve kemokinler araciligiyla etkin rol oynarlar ve enflamasyonun

devamina katkida bulunurlar.?

Astimda temel patoloji geri doniisiimlii havayolu obstriiksiyonu ve bronsiyal diiz



kas asir1 duyarliligidir. Astimli hastalarda meydana gelen havayollarindaki yapisal
degisiklikler akciger fonksiyonlarinin bozulmasinda o©nemli rol oynar. Epitel
hiicrelerinin  yapisindaki bozulma, mukus bezleri, diiz kas ve kan damarlarinin
hiperplazisi, kollajen ve diger ekstraselliiler matriks proteinlerinin subepitelyal
depolanmasi sonucu havayollarinda kalinlagsma gibi yapisal degisimler havayollarinda
‘remodelling’ (yeniden yapilanma) seklinde tanimlanmaktadir.®® Bu  durum
enflamasyonla olusan doku hasarina tamir yanit1 seklinde gelisen aktif ve kompleks bir
siirectir.

Astim patofizyolojisinde temel unsurlarin kronik enflamasyon ve havayolu
‘remodelling’i oldugu gosterilmistir.""?° Astim yanut, allerjenlerle tetiklenir. Antijenin
allerjen yapida olabilmesi i¢in Oncelikle dendritik hiicre, T ve B lenfosit araciligiyla
sensitizasyon ger¢eklestirdikten sonra IgE yanitina neden olmasi gerekmektedir. Ayrica
ayn1 ve benzer antijene tekrar maruziyet sonrasinda yeniden erken ile ge¢ faz yanitlarin
ortaya ¢ikmasini saglamalidir.??

Allerjik enflamasyonun temelini erken tip hipersensitivite reaksiyonu olusturur
ve erken ve gec¢ faz olmak iizere iki evrede gerceklesir. Erken fazda mediyator salinimi
on plandayken gec faz ise T lenfositler ve eozinofiller basta olmak tizere ortama hiicre
gocii ve doku enflamasyonu ile karakterizedir (Sekil 2). Erken ve ge¢ faz yanit,
brongiyal allerjenlerin IgE araciligiyla havayolu hiperreaktivitesine neden olur.
Enflamasyonda temel unsur allerjene karsi spesifik IgE’nin olusmasidir. Erken faz
yanit1 gecici olup allerjenle karsilasma sonrasinda 5-30 dakikada ortaya ¢ikar ve
kendiliginden veya tedaviyle diizelir. Ge¢ faz yanit1 ise erken fazdan 3 ile 8 saat sonra
gelisir ve daha sonra havayolu asir1 duyarliligini arttiran ajanlarla tekrar gelisebilir. Geg
faz allerjenle tekrar karsilasilmadan da gerceklesebilir ve birkag¢ giin siirebilir. Ancak
allerjenle tekrar karsilagildiginda ge¢ faz yanitinin siiresi uzar.?® Allerjik hastaliklarda
enflamatuvar yanit uygunsuz bir bicimde tetiklenir ve siddetli bir doku infiltrasyonu ve

epitelyal hasarina neden olur. Sonugta da doku tahribati ile yarardan ¢ok zarar verir.
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Sekil 2. Tip 1 asir1 duyarhlik reaksiyonunun patogenezi. ‘Kumar: Robbins and Cotran: Pathologic
Basis of Disease, 7th ed.’dan alinmistir

2.2. Astim Patogenezindeki Anahtar Olay; Allerjik Enflamasyon

Allerjik enflamasyon, birka¢ farkli mekanizmanin rol oynadigr karmasik bir
stirectir. Enflamasyonun baslamasi i¢in allerjenin dendritik hiicreler gibi araci hiicrelerle
immiin sisteme tanitilmas: gerekmektedir. Antijen sunan hiicreler tarafindan alinan
madde parcalanarak Major Histokompatibilite Kompleksi Klass 1l (MHC Class II)
icerisinde T lenfositlere tanitilir. Antijenlere kars1 gelistirilen spesifik immiin yanit Thl
ve Th2 hiicrelerinin karsilikli etkilesimi sonucunda olusur. T hiicrelerinin aktive
edilmesi allerjik enflamasyonun temelini olusturmasina ragmen esasen Th2 doniistimii
kilit rol oynar. Allerjik enflamasyonda antijenin antijen sunan hiicrelerle etkilesimi

sonrasinda B hiicreleri IgE yapimina bagslar ve Th2 hiicrelerinin salgiladig: sitokinler ile


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Major_Histokompatibilite_Kompleksi&action=edit&redlink=1

mast hiicreleri, eozinofiller makrofajlar ve nétrofiller enflamasyona dahil olur. Burada
B lenfositler, eozinofiller, mast hiicreleri, bazofiller, nétrofil, makrofaj ve T lenfositler

etkin rol oynarlar.

2.3 Allerjik Enflamasyonda Rol Oynayan Hiicreler

2.3.1. B lenfositler

Allerjik hastaliklarda B hiicreleri, IgE salinimi ile enflamasyonun gelismesine
neden olur. Plazma hiicrelerinin uygun uyar1 sonrasinda B hiicrelerine doniismesi
sonucu IgE sentezlenir. Bu doniisiimiin gergeklesebilmesi igin IL-4 ve 1L-13 gibi iki
onemli sitokinin varli§inin yanisira ardigik gelisen iki sinyalin iletimi 6nemlidir.

a) STAT sistemi (Sinyal iletimi ve transkripsiyon aktivatorleri) ; IL-4 ve 1L-13
birlikte immiin globiilinin a zincirine baglanir ve agir zincirin sabit bolgesindeki epsilon
(e) smifi doniisiimii i¢in gerekli gen transkripsiyonuna neden olur. Bunu diger sinyal
iletimi takip etmelidir.

b) NF-kB (niikleer faktor kapa beta); B hiicrelerinde bulunan CD40, T
hiicrelerindeki CD40 ligandi ile kars1 karsiya gelmelidir.

B hiicrelerindeki bu iki sinyal iletimi sonucunda IgE yapim1 gergeklesir. Allerjen
icin Ozglin IgE gelistirmis kisi, o allerjen i¢in duyarli hale gelmis olur. IgE
sentezlendikten sonra kanda serbest olarak dolasir. Daha sonra yiiksek afiniteli IgE
reseptorlii (FceRI) tasiyan mast hiicresi ve bazofile, diisiik afiniteli IgE reseptorii

(FceRID) tasiyan lenfosit, eozinofil, trombosit ve makrofaja baglanlr.24

2.3.2. IgE ve Reseptorleri

Tip | hipersensitivite reaksiyonlarina aracilik eden IgE, allerjik hastaliklarin
patogenezinde temel mekanizmay1 olusturur (Sekil 3). IgE sentezi yapan B hiicreleri,
esas olarak solunum ve gastrointestinal sistemdeki lenfoid dokularda yerlesmistir. Bu
nedenle IgE antikoru, antijenin viicuda girdigi yerde sentezlenir ve Oncelikle bu
bolgelerdeki mast hiicresi ve bazofillere, geri kalan1 da dolasim yoluyla tiim viicuda
yayilarak hem dokudaki mast hiicrelerine hem de dolasimdaki bazofiller iizerindeki IgE
reseptorlerine baglanir.”®

Serbest IgE'min serumdaki yari omrii 2-3 giin kadardir. Mast hiicresi veya

Langerhans hiicresi iizerindeki FceRI'ne baglandiginda yar1 émrii birkac haftaya kadar



uzar. Serumda sadece monomer halinde bulunur ve komplemani ¢ok zayif baglar.
Sekretuvar parcasi yoktur ve mukozalardan aktif olarak salgilanmaz. Bununla birlikte
IgE sistemi insanlarda daha ¢ok mukozalarda etkidir.?

Insanda 14. kromozomun ikinci immiingobiilin agir zincir gen bolgesinde tek
fonksiyonel E geni bulunur.?” IgE igin hiicreler iizerinde 2 farkli reseptdriin varlig:
bilinmektedir. Bunlar; yiiksek afiniteli IgE reseptorleri (FceRI) ve diisiik afiniteli IgE
reseptorleridir (FceRII). Patojenlere karsi verilen IgE tipi immiin yanitin allerjik
enflamatuvar yanita doniismesinde bazofil ve mast hiicreleri {izerinde bulunan FceRI
onemli rol oynar. Bunun yaninda Langerhans hiicrelerinin yiizeyinde bulunan FceRI,
ciltteki antijenin yakalanmasinda ve antijenin sunulmasinda gorev alir. FceRI’nin
yapisinda bir alfa (a), bir beta (B) ve iki gama (y) zinciri bulunur. Alfa zinciri IgE
baglama gorevini Ustlenir. FceRIl (CD23 antijen)’in a ve B formlart mevcuttur. Alfa
formu B hiicresi ve Langerhans hiicrelerinde bulunur, IL-4 ile ekspresyonu artar.?® Beta
formu ise makrofaj, B hiicresi, follikiiler dendritik hiicreler ve muhtemelen
eozinofillerde bulunur. Bu reseptorlerin hiicre yiizeyinde ifade edilmesi antijenle uyari

sonrasinda olur.

Antijen /_?f/f

(Allerjen) 7 4
P -
If | 7 .A"a
Fid .«"'/ e

. f“ . Dendritik
Wi Hiicre
| p

T

S ﬁ“ e Y T Yardime
,AQ @ [ Hiscre
?’;/ - \ / --_/}q-%@

A -
L
L

Le]

JL:%}/L’ &
=<

c':

- =<
Plazma H\F
Hicresi

B Lenfosit

Sekil 3. Allerjik reaksiyonda IgE olusumu



2.3.3. Eozinofiller

Eozinofiller, allerjik hava yolu hastaliklarinda epitelyal hasar, deskuamasyon,
subepitelyal fibrozis ve havayolu asir1 duyarliligi ile iligskilendirilmistir. Havayolundaki
eozinofil sayis1 genel olarak astimin siddeti ile dogru orantilidir. Eozinofiller bazi
sitotoksik proteinleri salgilayarak, hiicresel sitotoksisite, muskarinik M, reseptorlerinin
diizenlenmesi, mast hiicrelerinin ve bazofillerin degraniilasyonu, mukus sekresyonunun
uyarilmasi gibi allerjik hastaliklarin patofizyolojisi ile iliskili olan olaylar1 diizenler.
Ayrica lipid mediyatorlerin, sisteinil 16kotrienlerin ve 6zellikle de I6kotrien C4’iin
kaynagidir. Gliniimiizde sisteinil 16kotrienlerin ve bunun gibi diger bazi mediyatorlerin
in vitro olarak allerjenle uyarilmis insan akcigerleri tarafindan salindig1 gosterilmistir.”

Eozinofillerin yar1 dmrii 24 saatten az olup IL-3, IL-5 ve graniilosit-makrofaj
koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) varliginda enflamasyon alanina goc ederler.
Damar endotelini gectikten sonra doku igerisinde ilerlemesi i¢in mast hiicreleri,
makrofaj, aktive epitel ve T-lenfositler tarafindan salgilanan Eotaksin-1, Eotaksin-2,
Eotaksin-3, RANTES (CCLS5 olarak adlanirilan kemotaktik sitokin), membran kofaktor
protein 3 (MCP-3) ve MCP-4 gibi kemokinlere ihtiya¢ duyarlar. Bununla birlikte bu
kemokinlerin varliginda eozinofil 6mrii uzayarak ortamda eozinofil birikimi olur.
Eozinofiller icerdikleri toksik {iirtinler nedeniyle allerjik enflamasyonun ge¢ fazinin
effektdr hiicresi gibidir. icerdikleri major basic protein (MBP), eozinofilik katyonik
protein (ECP), eozinofil peroksidaz (EPO) ve eozinofil kdkenli norotoksin solunum
yollarinda epitelyal hasara neden olur. Sisteinil I0kotrienler (sLT) ise vaskiiler
permeabilitede artmaya, diiz kas kontraksiyonuna ve hipertrofisine, mukus bezlerinde
hipertrofiye ve ek eozinofil gociine yol acarlar. Makrofajlara benzer sekilde matriks
metalloproteinazlarin1 sentezlerler. Bu enzimler ise ekstraselliller matriks yikimina

neden olur.*

2.3.4. Mast Hiicreleri

Onceden duyarlanmus kisilerde tekrar allerjenle karsilasma sonrasi allerjen, mast
hiicresi tizerinde allerjen i¢in 6nceden olusturulmus IgE molekiilii ile birleserek mast
hiicresini aktive eder ve allerjik enflamasyonun erken faz cevabini olusturur.
Havayolunda bulunan mast hiicreleri, bag dokusu mast hiicreleri olarak submukozada

ve mukozal mast hiicreleri olarak epitelde bulunurlar ve farkl tiirde kimyasal madde
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salgilarlar. Allerjen maruziyeti sonrasi bu iki tip mast hiicresinin sayisinda artis tespit
edilmistir. Mast hiicresinin aktivasyonu ile basta histamin olmak iizere 16kotrien C4
(LTC4) ve prostoglandin D2 (PGD2) salgilanir. Sonucgta klinik olarak allerjik
hastaliklarin bulgulari ortaya ¢ikar. Mast hiicrelerinin sentezledigi timdr nekrozis faktor
alfa (TNF-a), ge¢ faz reaksiyonunda endotel iizerinde intraselliiler adezyon molekiil-1
(ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekil-1 (VCAM-1) gibi adezyon
molekiillerinin ekspresyonuna neden olarak kandaki hiicrelerin hedef organa ulagsmasini
saglar. Ayrica IL-4 ve IL-13 salinimi ile B hiicrelerinden IgE sentezlenir. IL-5 ve GM-
CSF ise dolasimdan dokuya eozinofil goglinde rol oynar. IL-4, IL-13 gibi sitokinler
histamin ve triptaz gibi mediyatorler epitelyum degisimi ve ‘remodelling’ olusumuna
neden olur.?* Allerjik enflamasyonda 6nemli rol oynayan mast hiicreleri, fibroblastlarin

gbclinil ve cogalmasini uyaran mediyatorlerin de ana kaynagldlr.29

2.3.5. Bazofiller

Bazofiller ge¢ faz yanitta daha etkin olup eozinofillerle birlikte mediyator
saliimini gerceklestirirler. Mast hiicreleri gibi allerjenlere IgE/FceRI ile baglanirlar ve
aktive olduklarinda histamin, sLT’ler, prostoglandinler, kallikreinler, IL-4, IL-13 gibi
sitokin ve mediyatorleri salgilarlar. Insanlar iizerinde yapilan bircok ¢alismada
allerjenle indiiklenen ge¢ faz yanitta burun ve brons mukozasinda bazofil infiltrasyonu

gés‘[erilmistir.31

2.3.6. Notrofiller

Notrofiller konak savunmasinda ve antijene karsi enflamatuvar yanitta onemli
hiicrelerdir. Allerjik havayolu hastaliklarindaki rollerinin tam olarak bilinmemekle
birlikte ciddi astimli hastalarin balgaminda, az sayida bronkoalveolar lavaj (BAL)
orneklerinde ve brons biyopsilerinde saptanm1st1r.32 Notrofillerin steroide direngli
oldugunun gosterilmesinden dolay1 bu hastalardaki notrofil artisi steroide zayif yanit ile
agiklanabilir.*® Nétrofiller astim patogenezinde etkin olup bronkokonstriiksiyon, doku
hasar1 ve kronik enflamasyona neden olan bir¢ok proenflamatuvar mediyatorleri,
proteazlar1 ve sitotoksik bilesimlerin sentezini ve saliniminmi gergeklestirir. Son yillarda
astiml1 hastalarin nétrofillerinde yiiksek afiniteli IgE reseptoriiniin eksprese edildiginin

gosterilmesi ile allerjik hastaliklarda ndtrofillerin rolii desteklenmistir.** Boylece
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notrofillerin  allerjik enflamasyonda IgE-bagimli mekanizma yoluyla etkili oldugu

distiniilmektedir.

2.3.7. Makrofajlar

Astimda havayollarina go¢ eden makrofajlar, kandaki monositlerden farklilagir
ve FceRII'ye allerjen baglanmasi ile aktive olurlar. Lokotrien D4, makrofajlardan TNF-
a ve nitrik oksid gibi enflamatuvar iirlinlerin salinimin1 uyarir. Makrofajlarin salgiladig:
bir ¢ok farkli sitokin allerjik enflamasyonda hiicrelerin koordinasyonunu saglar.
Makrofajlar farkli immiinolojik yanitlarin olugmasi i¢in degisik ozellikte sitokin
salgilama kapasitesine sahiptir. Mevcut uyariya bagli olarak enflamasyonun siddetini
azaltip cogaltabilirler. Makrofajlar oynadiklar1 antienflamatuvar rolle allerjik
enflamasyonun gelisimini engellemektedirler. Alveolar makrofajlar normalde lenfosit
fonksiyonlar1 iizerine baskilayici etkileri olmakla beraber astimda muhtemelen allerjen
maruzuyeti sonrast bu etkide bir yetersizlik gelismektedir. Makrofajlardan salinan
enflamatuvar protein olan IL-10’un sekresyonu astimli hastalarda azalmistir. Saglikli
insanlardaki makrofajlar, muhtemelen IL-12 salinimi ile T lenfositlerde salgilanan IL-5
sekresyonunu baskilamaktadir. Ancak bu baskilanma da allerjik astimli hastalarda
bozulmustur.*®

Makrofajlar ayrica T lenfositler igin allerjeni isleyip antijen sunan hiicre gibi
davranirlar. Ancak bu etki alveolar makrofajlarda ¢ok daha az islevseldir. Allerjik
hastaliklarda makrofajlarin alt tipleri degisik tip enflamatuvar, antienflamatuvar ve

fagositik rol iistlenirler.*®

2.3.8. T lenfositler

T lenfositler allerjik hava yolu enflamasyonunda antijene kars1 immiin sistemin
adaptasyon ve koordinasyonunda kilit rol oynar. Yiizeylerindeki belirteclere gore T
lenfositler iki ayr1 gruba ayrilirlar ve farkli gorevler iistlenirler. CD4+ yiizey antijeni
olan T lenfositler humoral immiinite ile iligkili olup yardimci T hiicreleri olarak
adlandirilirlar. Bunun yaninda sitotoksik T hiicreler yilizeylerinde CD8+ antijeni tasirlar
ve hiicre aracili yanmitta gorev alirlar. CD4+ lenfositler, antijen sunan hiicrelerin
yiizeyindeki MHCII ile yabanci antijenleri tanirlar. Bdylece antijen spesifik

enflamatuvar yaniti ve immiinuglobulin yapimini diizenledikleri i¢in astim ve allerjik
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rinitin patogenezinde énemli yer tutarlar.”®

Farelerde yapilan deneysel calismalarda, CD4+ T hiicre klonlarinin yaptigi
sitokinler incelendiginde, farkli klonlarin ya IL-2, interferon gama (IFN- vy), timor
nekrozis faktor alfa (TNF- a) veya IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ve IL-9 salgiladigi
goriilmiistiir. Birinci klonun olusturdugu yanit Th 1, ikincisi ise Th2 tipi yanit seklinde
adlandirilmistir.”® CD4+ T lenfositlerin antijenik uyari ile Thl ve Th2 alt tipine
farklilastig1 diisiintilmekte ancak bu doniisiimiin nasil oldugu halen agiklanamamaktadir.
Ortaya konan bazi mekanizmalar ise su sekildedir;24

a) Allerjenin miktari; Allerjen miktar1 az ise Th2 yaniti, fazla ise Thl yaniti
olustugu gosterilmistir.

b) Allerjenle karsilasma zamani ve siiresi

c) Ortamda mevcut olan sitokinler; IFN- vy ile IL-12 ve IL-18 ortamda mevcutsa
bu sitokinler Thl tipi sitokin profiline neden olur. Eger ortamda IL-4 varsa Th2 tipi
sitokin profili gézlenir.

d) Allerjenin yapisal 6zelligi; Bakteriyel antijenlerdeki mevcut ‘sitidin fosfat
guanozin’ (CpG) dizilimi Thl cevabina neden olurken, paraziter etkenler Th2 cevabi
olusturur.

e) Yeni tanimlanmis bir transkripsiyon faktorii olan T-bet, Thl cevabi
olustururken, c-maf, GATA-3’iin yanisira PGE2 ve nitrik oksid (NO)de Th2 cevabina

neden olur.

2.3.8.1. Th1 Hiicreler
Th1 hiicreleri IL-3, TNF- a, yiiksek miktarda IFN- y iiretirler. IFN- y patojenin
intraselliiler proliferasyonunu engeller ve fagosit icindeki intraselliiler patojenleri

oldiirtir. Ayrica sitotoksik CD8+ hiicrelerinin gelisimini desteklerler.

2.3.8.2. Th2 Hiicreler

Th2 hiicreleri IFN- vy haricinde IL-4, IL-5, IL-9, ve IL-13 {iretirler. Bu sitokinler
mast hiicrelerini, eozinofil, makrofaj ve epitel hiicrelerini etkileyerek allerjik
enflamasyona dahil ederler. Yardimci T hiicrelerinin farklilagmasinda en onemli etken
antijenle etkilesim sonrasi mikro ¢evrede salinan sitokinin ¢esididir. CD4+ T hiicresinin

antijenle ilk karsilagmasi sirasinda ortamda IL-12 veya IFN-y'nin baskin olmast Thl
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hiicresine farklilagsmaya, IL-4 ve IL-13"in baskinlig1 ise Th2 hiicresine farklilasmaya
neden olur.*

Hayatin erken doneminde gegirilen enfeksiyonlarin Thl iliskili yanitin baskin
hale gelmesine neden oldugu, bununla birlikte cocukluk ¢aginda enfeksiyon gegirmeme
veya temiz bir ¢evrede bulunmanin ise Th2 hiicre yanitin1 baskin hele getirdigi ve

atopiye zemin hazirladigina dair kanitlar mevcuttur.>*®

2.3.8.3. T regiilatuvar Hiicreler

Thl ve Th2 hiicrelerinin olusturdugu immiin yanit mekanizmast CD4+
regiilatuar T hiicrelerince (Tr) diizenlenir. Regiilator (diizenleyici) T hiicreleri,
sitotoksik ve T yardimci hiicre etkinligini baskilayarak immiin reaksiyonlari
diizenlerler. Ge¢ duyarlilik reaksiyonlarmi ve antikor yapimimi inhibe ederler. Bu
hiicreler, immiin toleransin devaminda ve otoimmiinitenin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynarlar. Tr hiicreleri; Treg, Trl ve Th3 hiicreleri seklinde tanimlanmig olup IL-10,
TGF-B gibi inhibitoér sitokinlerin salinimi ile Thl yanmitim baskilamaktadir. Fare
modellerinde Treg hiicrelerinin timusda gelistigi ve muhtemelen organa 0zgi
otoimmiinitenin gelismesini engelledigi distiniilmektedir Trl hiicreleri ise genellikle
akciger lenf nodlarindaki dogal T hiicresinden farklilagsmakta ve salgiladigi 1L-10 ile
effektor Th hiicrelerini baskilamaktadir. Tr hiicrelerinin {i¢linciisii olan Th3 hiicreleri
timor biliylime faktor beta (TGF-B) iiretmektedir. Th3 hiicreleri bagirsaktaki lenf
dokularinda gelismekte olup oral toleransin saglanmasi ile iliskilidir.*’

Hiicre i¢i bakterilerce aktif hale getirilen makrofajlar tarafindan IL-12 {iretilir.
Hiicre i¢i organizmalar aynm1 zamanda Naturel Killer (NK) hiicrelerinden IFN- y
salgilamasini dogrudan veya IL- 12'nin NK hiicresini uyaran etkisi ile artirirlar. IFN- vy
CD4+ hiicrelerinde Thl hiicrelerine degisimi saglar. Sonug¢ olarak hiicre ig¢i
mikroorganizmalar Th1 baskin cevab1 olusturur.

Atopik hastalik Oykiisii olmayan hastalardan izole edilen paraziter hastaliklara
spesifik yardime1 T hiicre klonlarinin ¢ogunu Th2 hiicre profili olusturmaktadir. Yiiksek
diizeyde 1L-4 ve diislik diizeyde IL-2 ve IFN-y salgilayip giiclii IgE yanitina neden olur.
Diger taraftan atopik hastalardan elde edilen allerjen spesifik CD4+ T hiicre klonlar1
Th2 lenfokin profiline sahiptir ve IgE sentezine neden olur. Buna karsin ayni hastalarda

veya atopik olmayan hastalardan elde edilen allerjik olmayan antijenlere spesifik T

14



hiicre klonlar1 Th1 lemfokin profiline sahiptir. Dolayisiyla parazitler tarafindan salinan
antijenlerin  genetik yatkinlik olmaksizin Th2/IgE yanitina neden olabilecegi
gosterilmistir. Ancak genetik yatkinligin allerjenlere karsi gosterilen Th2/IgE yanitinin
olusmasinda kritik etken oldugu goriilmektedir.*® Paraziter enfeksiyonlar lenfositlerden,
mast hiicrelerinden veya diger non-B, non- T hiicrelerden (bazofil ve mast hiicre serisi)
IL-4 salgisini uyarir ve bdylece parazite 6zglin CD4+ T lenfositlerin Th2 tipine doniisiip
IgE ve eozinofillere bagli reaksiyonlarla parazitin uzaklastirilmasini saglar.

Helmintlere karsi reaksiyon gosteren Th2 hiicreleri, IFN- y haricinde IL-4, IL-5,
IL-9, ve IL-13 iiretirler. Helmint enfeksiyonlari, eozinofili (IL-5 araciligiyla) ve 1L-4
araciligiyla B hiicreleri tarafindan tiretilen IgG4 ve IgE olusumunu destekleyen helmint-
spesifik Th2 hiicrelerinin gelisimiyle iliskilidir. ilging olarak helmint enfeksiyonlar1 Th2
hiicrelerinin lokal infiltrasyonu ile karakterize olup Thl hiicreleri gibi Th2 hiicreleri de
enfeksiyon bolgesine go¢ edebilmektedir. Asil olarak allerjik astimin patogenezi,
allerjik astimla iligkili havayolu allerjenlerine karsi gelisen havayolu yanitinda Th2
hiicrelerinin benzer lokal aktivitesine dayanmaktad1r.3g

Allerjik hastaliklarda immiin cevabin baslangi¢ evresinde dogal T hiicrelerinden
Th1l ve Th2 hiicre gruplarma donilisiimii saglayan sitokinler baslica makrofajlar, mast
hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan salgilanir. Antijen uyarimi ile antijen sunan
dendritik hiicrelerden IL-12 saliimi artar ve dogal T hiicreler Thl efektor hiicrelere
doniislir. Antijen miktarinin az olmas1 durumunda gerekli uyar: sinyalleri olusamaz ve
bdylece Thl yanitindan ziyade Th2 yanit1 baskin hale gelir. Farklilasan T hiicrelerinin
salgiladig1 sitokinler de secilen Th klonunun devam eden farklilasma ve klonal
genislemesini  diizenler. Th2 hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 ve IL-10
makrofajlardan IL-12 salgilanmasin1 6nler. IL-4 ayrica IFN-y {iretimini inhibe eder.
Boylece Thl klonunun gelismesi engellenir. Th 1 hiicresinin salgiladigi IFN-y ise
makrofajlart uyardigi gibi Thl farklilasmasi arttirir ve herhangi bir Th2 hiicre
cogalmasini da baskilar (Sekil 4).40 Bunun yaninda Th2 farklilasmasina neden oldugu
gosterilen yeni tanimlanmis bir faktor ise timik stromal lenfopoetin olup astimli
hastalarin periferik dokularda epitel hiicrelerinden salindigi ve dendritik hiicrelere
reseptorleri araciligiyla baglanip T hiicrelerinin Th2 yoniinde farklilagsmasina yol actigi
géisterilmistir.41

Bazi kisilerde neden antijenlere kars1 Th2 tipi sitokin tiretip alerji gelistirdigi,
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digerlerinin de ayni antijene karst Thl yanitinin baskin veya karigik T hiicre cevabini
verdigi tam olarak anlasilamamistir. Alleljik ve non-allerjik ailelerdeki IgE diizeyi ile
kromozom 5q31 iizerinde yerlesmis bir veya daha fazla polimorfik gen arasindaki iliski
gosterilmistir.** Begsinci kromozomdaki bu bolgede IL-13, IL-4, IL-5, interferon
diizenleyici faktor-1, koloni sitiimiile edici faktor-2 (GM-CSF) genlerini de
saptanmistir. IL-9 geni de ayn1 bolgede bulunmasi sagirticidir.

Dendritik
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Sekil 4. Allerjik hastaliklarda T hiicre sitokin salinimi. Patterson’s Allergic Diseases 2004 den
alinmistir

2.4. Allerjik Enflamasyonda Sitokin Fonksiyonu

Sitokinler kiiciik glikolizasyona ugramis protein pargalart olup hiicreler arasi
sinyalizasyonu saglayarak biliylime, proliferasyon, hiicrelerin doniisimii  ve
immiinglobulinlerin alt tiplerinin olusumu gibi bir ¢ok farkli fonksiyonlar1 mevcutur.
Sitokinler, lenfositlerden salgilandiklar1 zaman lenfokinler, monosit ve makrofajlar
tarafindan salgilandiginda monokinler, l6kositler tarafindan salgilandiklar1 zaman ise
interlokin olarak adlandirilmaktadir Son yillarda allerji iizerine yapilan ¢aligmalarda,

enflamatuvar yanitin dlizenlenmesi, silirdiiriilmesi ve etkisinin arttirilmasinda
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sitokinlerin kritik rol iistlendigi saptanmistir.’’ Bazi enflamatuvar ve sitotoksik
fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in, Th1 hiicreleri, makrofajlarin ve NK hiicrelerinin beraber
etkilesimi gereklidir. Thl hiicreler; IFN-y, TNF-B ve TNF-a, makrofajlar; TNF-a, IFN-
v, IL-4, IL-13 ve NK hiicreleri de IFN-y ve IL-12 salgilar. Bu sitokinler 6zellikle viriis
ile enfekte olan hiicrenin etkili bir bi¢imde sitolizinde beraber ¢alisirlar. Ayni sitokinler
makrofaj ve grantilositlerin 6ldiirme fonksiyonlarini arttirirlar.

IFN-y en Onemli makrofaj aktive edici faktor olup aktive makrofajlarin
tarafindan IL-12 salgilanimini saglar. IFN-y NK hiicreleri, Th 1 ve CD8+ T hiicrelerinin
proliferasyonu ve sitokin sekresyonlart i¢in kuvvetli bir uyaricidir.?®

Plazma hiicrelerinin uygun uyart sonrast B hiicrelerine doniismesi sonucunda
IgE sentezlenir. B hiicrelerinde IgE yapimi igin gerekli en 6nemli sitokin IL-4’tir. 1L-4
aslen B hiicrelerinin uygun antijenik uyarimi sonrast salinan B hiicre biliylime faktorii
olarak tanimlanmistir. Th lenfositlere ek olarak NK hiicreleri, dogal T hiicreleri,
eozinofiller, bazofiller ve muhtemelen de mast hiicrelerince de sekrete edilir. Mast
hiicreleri ve eozinofillerde IL-4, aktif olmayan formda bulunur ve allerjik enflamatuvar
yanitta hizlica ortama salinir. IL-4 B hiicre araciligiyla MHC class II antijen, B7,1
(CD80), B7,2 (CD86), CD40, yiizey IgM ve disiik afiniteli IgE reseptor (CD23)
ekspresyonunu uyarir. Ayrica g-germline agir zincir transkripsiyonunu baslatarak
immiinglobulin alt tiplerinin IgM’den IgE’ye kaymasina neden olur. Endotelde VCAM-
1 ifadesini arttirir ve eozinofillere 6zgii kemokinlerin endotel hiicresinde salinimin
uyarabilir. Diger B hiicrelerini aktive eden sitokinler (IL-2, -5, -6, -9) IL-4 ile beraber
IgE sekresyonunu arttirir. Anti IL-4 antikorlar1 verilen veya genetik olarak 1L-4 veya
IL-4 reseptor defekti saglanan veya IL-4 sinyal proteini olan STAT-6 eksikligi
gelistirilen farelerde IgE’nin olmadigi veya salimimimin azaldidi saptanmigtir.
Transgenetik fare modellerinde, artmis IL-4 seviyelerinin havayollarinda mukus
birikimine neden oldugu saptanmlstlr.20

IL-3, IL-4, IL-9 ve IL-10 farede mast hiicre biiyiime faktorii olarak gorev
goriirler ve IL-13, IL-4 ile birlikte astimda havayolu asir1 duyarliligini, mukus
hipersekresyonunu ve havayolunda eozinofiliyi saglarlar. IL-13 eotaksin {iretimini
arttirarak endotelyal hiicrelerde  VCAM-1 ekspresyonunu saglar. Bunun yaninda
eozinofil apopitozisini engeller. IgE ve 1gG, iiretimini, tek ve spesifik reseptorii ile

bagimsiz olarak gergeklestirir. IL-4’e kiyasla Th2 hiicre doniisiimiine katkis1 yoktur.
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Immiinize olmayan farelere giinliik 1L-13 verilmesiyle havayolu asir1 duyarliligs,
pulmoner eozinofili, total serum IgE seviyelerinde yiikselme ve havayollarinda mukus
sekresyonunun arttig1 goriilmiistiir.

IL-5 eozinofiliye neden olmakla birlikte astimli hastalarin BAL sivilarinda
artmig miktarda saptanmistir. Fare, domuz ve maymunlarda olusturulan astim
modelinde IL-5 antikorlart1 uygulanim sonrasinda BAL sivisinda ve havayolu
dokusunda eozinofillerin sayisinda azalma saptanmlstlr.20

IL-9 astim patogenezinde onemli bir sitokindir. Th2 ve CD8+ T hiicrelerinin
proliferasyonunu  ve aktivitesini arttirlar. Ayrica eozinofillerin  ayrigmasini,
aktivasyonunu ve havayollarinda toplanmasini diizenler. B hiicrelerini IgG ve IgE
salimmmi i¢in uyarir, Th2 hiicrelerinin apopitozunu engeller. Mast hiicrelerinin
ayrigmasini, proteaz tretimini ve IgE reseptor ekspresyonunu saglar. IL-9 gen lokusu,
atopi, artmis serum IgE seviyesi ve havayolu asir1 duyarlilig: le iliskilendirilmistir.*?

Th2 sitokini olan IL-10 un astimdaki rolii halen aydinlatilmamistir. Astimli
hastalarin allerjenle uyarilmasi sonucu alinan BAL sivilarinda IL-10 seviyelerinde artig
saptanmigstir. IL-10 mast hiicrelerinin ve bazofillerin proliferasyonuna, ayrismasina ve
degraniilasyonuna neden olur.?’

Th 2 hiicre yanitinin sitokin paterni sonucunda artan mast hiicresi ve eozinofiller
IgE’yi baglayip yiizey reseptorii seklinde kullanir ve antijenle bu sekilde bag olusturup
degisik mediyatorler salgilarlar. IL-4 Th2 hiicrelerinin farklilagmalarini arttirirken Th1
hiicrelerine farklilagmay engeller. Ancak Thl hiicrelerde IFN-y yapimiyla IL-4’e bagl
IgE sentezini baskilar, eozinofil ve mast hiicre aktivasyonunu durdurur, Th2

proliferasyonunu azaltir.®

2.5. T hiicre Fonksiyonlar:1 ve Enflamasyondaki Etkileri

T hiicreleri astimda sitokin saliniminda, eozinofillerin enflamatuvar yanitin
koordinasyonunda, eozinofillerin toplanmasinda ve mast hiicrelerinin hava yollarinda
kalmasinda 6nemli rol oynar. Dogal T hiicrelerinden doniisen Th1l ve Th2 hiicrelerinin
farkli fonksiyonlar1 mevcuttur. Hiicresel immiinitenin temel hiicreleri Th 1 hiicreleridir.
Thl yanit ile hiicre i¢i bakterileri ve viriisleri ortadan kaldirmay1 saglar.44 IFN-y ise
makrofajlar aktive edip, mikrobisidal etkilerini gii¢lendirir ve fagositozu arttirir. Ayrica

insan monositinde IL-12 nin p35 transkripsiyonunu arttirarak, IL-10’u inhibe ederek ve
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CD40 ekspresyonunu arttirarak IL-12 seviyesinde yiikselmeye neden oldugu
saptanmistir. Farelerde yapilan caligsmalarda IFN-y, fagositlerdeki Fc reseptoriine
baglanarak, klasik kompleman yolunu aktive eden IgG2a izotip liretimini arttirir. IFN-y,
TNF-a ile beraber CD95 (Fas) ekspresyonunu arttirir ve eozinofillerin Fas ligand-aracil
apopitozunu saglar.?® Th 1 hiicreleri, B hiicrelerinde ise yalmzca sadece IgM, IgG2a
antikorlarinin sentezini uyarir. Sonug¢ olarak bu antikorla opsonize edilen bakteriler
fagositlerce ortamdan temizlenir. IFN-y ve IL-2 CD8+ sitotoksik hiicrelerin
farklilasmasina ve aktivasyonuna neden olur.

Allerjik enflamasyonda énemli rol oynayan Th2 hiicrelerinin esas fonksiyonu ise
IgE ve eozinofillere bagli immiin reaksiyonlarin baslatilmasidir. Th2 hiicreleri, B
hiicreleriyle IgM, IgG1, IgA ve IgE yapmu igin iliski kurar.*® IgE aracihi allerjik
hastaliklarda, 6zellikle allerjik astimda baslica Th2 lenfositler etkindir.*® Thl ve Th2
hiicreleri arasindaki iliski ortama salinan sitokin tiiriine gore degisiklik gosterir. Thl
yaniti daha ¢ok enfeksiydz olaylarda 6n planda iken Th2 yaniti daha ¢ok allerjik

hastaliklarin patogenezinde etkin rol oynar.

2.6. Th1 Yamtim Etkileyen Faktorler

Bakteriyel antijenler ve hiicre i¢i parazitler Thl immun yaniti uyarirlar. Thl
hiiceleri tarafindan salgilanan sitokinler sarkoidoz, lepra, tiiberkiiloz gibi graniilomatoz
hastaliklarda gecikmis tip asir1 duyarlhilik reaksiyonuna yol agar. Bunun yaninda
mikobakteri, Salmonella gibi hiicre i¢ci mikroorganizmalar, Hepatit B’ye kars1 gelisen
immun yanittan, otoimmiinite gelisiminden, allograft rejeksiyonu ve gebeligin erken
sonlanmasindan Thl immiin yaniti1 sorumludur. Allerjik hastaliklarin patogenezinde
Th1/Th2 dengesi 6nemli rol oynamaktadir. Son 10 yilda gelismis iilkelerde atopik allerji
prevalansindaki belirgin artis, kismen g¢ocukluk ¢aginda (hava yolu allerjenleri ile
duyarlanma peryodu) ve Th2 gelisimini engelleyen sitokin artisina yol agan
enfeksiyonlarda, 6zellikle tiiberkiiloz enfeksiyonlarindaki belirgin azalma ile paralellik
géstermektedir.6 Allerjik hastaliklarin gelismesinde, enfeksiyonlarin 6ne siiriilen inhibe
edici etkisi mikroorganizmalarm, Th 1 sitokinlerinin salinimini indiiklemesi sonucu
allerjenlere verilecek yaniti, mikro ¢evredeki bu sitokinler araciligiyla Th 1'e ¢evirmesi
olarak agiklanabilir.” Hayvanlarda yapilan bir ¢ok ¢ahismada BCG’nin ve diger

mikobakteriyal enfeksiyonlarin Thl yanitint indiikleyerek alerji gelisimini engelledigini
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gostermistir.

2.7. BCG ve Astim iliskisi

BCG ile agilanmanin astim, allerjik rinit ve atopik dermatit prevelansindaki rolii
tam olarak anlagilmis degildir. Son donemde Bati toplumunda astim prevelansindaki
artis1 agiklamaya calisan hijyen hipotezi, astim ve allerjik hastaliklarin prevelansi ile
aseptik cevre arasindaki ters iligkiyi vurgulamistir. Bu hipotezi iireten yayinlardan
birinde Shirakawa ve arkadaslari, Japon okul ¢agi cocuklarinda mikobakterilere
maruzuyet, tuberkiilin yamt miktar1 ile atopi arasindaki ters iliskiyi gosterlerdir.®
Yilmaz ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada ise atopik hastaliklar ile tiiberkiilin
yanitlar1 arasindaki iliski arastirilmis ancak BCG ile asilanan c¢ocuklarda hayatin ileri
doneminde gelisebilecek atopik durumla tiiberkiilin yanitlar1 arasinda anlamli bir iliski
bulunamamustir.’ Fare deneyleri, saglikli ve astiml yetigkinlerde ve okul gag1
cocuklarinda yapilan ¢alismalarda, BCG ile asilamanin Thl yanitinda ve diizenleyici
fonksiyonlarinda artisa neden oldugu, buna karsin Avustralya gibi Orta ve Kuzey
Avrupa da yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda BCG asilamasinin erken yasta
yapildiginda astim veya atopi prevelansi iizerine etkisinin olmadigi saptanmasina
ragmen farkli etnik gruplarinda bu c¢alismalar yapildiginda arastirmacilar BCG
asilamasinin Batili {ilkelerde bazi gogmen gruplarinda ve gelismekte olan iilkelerde
koruma saglayabilecegini géstermistir.48 L. Garcia-Marcos ve ark. dogumda yapilan
BCG asisimin homojen populasyonlu Ispanyol okul ¢ag cocuklarinda atopik
hastaliklarin gelisimine etkisini arastirmiglar ve BCG asilamasinin astim ve allerjik rinit
izerine zay1f ancak anlamli etkisinin oldugunu saptamlslardlr.48

Batili iilkelerde BCG asilamasinin koruyucu etkisinin oldugunu gosteren tek
calisma Almanya da Gruber ve ark. tarafindan yapilmis ve bu agilamanin astim iizerinde
istatistiksel olarak anlaml1 ancak zayif koruyucu etkisi oldugu gdsterilmistir.*® Ancak bu
etki allejik rinit ve atopik dermatitte saptanmamistir. Bu ¢alismada Dogu ve Bati
Almanya’dan BCG asisin1 rutin kullanan ve kullanmayan merkezlerden alinan 6 ve 7
yas okul ¢agi cocuklar1 degerlendirilmistir. Lojistik regresyon analizi ile Dogu-Bati
arasindaki etkinin kontrolii saptanmaya calisilsa da yasam tarzi etkisi ile BCG etkisi

arasindaki farki saptamanin zor oldugu sonucuna varilmastir.
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Son dénemde yapilan ¢alismalar Th2 hiicrelerinin allerjik hastaliklarda kronik
enflamasyonun yoneticisi oldugunu gostermistir. Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-
13 iretirler. Buna karsin Thl hiicreleri IL-2, IFN-y ve TNF-B sekrete ederler. Thl
veTh2 yanitlarinin belli derecede antagonist calismalarindan dolay1 bazi enfeksiyonlarin
baslica Thl yamitin1 arttirdigi ve allerjik Th2 yanitim kisitlandigr disiiniilebilir.
Immunosupresif fonksiyonlar1 ve sitokin profili olarak Thl ve Th2 hiicrelerinden farkli
olan T regiilatuvar hiicreleri allerjik Th2 hiicre yanitin1 baskilayabilmekte ve allerjen-
spesifik immiinoterapide ana rol oynamaktadir. Mikobakteriler Thl yanitin1 giiclii
sekilde uyarirlar, Bunun yaninda mikobakterilerin bazi komponentleri T regiilatuvar
hiicrelerini tetikleyebilirler. Mikobakteriyel lipoproteinler dendritik hiicrelere ve
Makrofaj bagli Toll-like-reseptorlerine (TRL) baglanirlar ve IL-12 sentezini saglarlar,
bu da Thl yanmitimi saglar. Bir ¢ok faktér T hiicrelerinin Thl ve Th2 hiicrelerine
doniistimii saglarken mikobakteri enfeksiyonlar1 veya agilama Thl yanitinin olugsmasina
neden olur. Bat1 Afrikada, Guinea-Bissau’da hayatin erken doneminde yapilan BCG ile
asilamanin , ileri yaslarda hava kaynakli allerjenler i¢in yapilan deri testlerinde atopide
bir diisiise neden oldugu gosterilmistir. Bu calismada en fazla atopi sikliginda
azalmanin yagsamin ilk haftasinda agilananlarda oldugu saptanmlstlr.50 Bundan sonra
yapilan c¢alismada erken BCG asilamasinin hirilti, atopik duyarlanma ve allerjik rinit
semptomlarinda hayatin ilk 24 ayma kadar koruma sagladigi ancak sonraki dénemde
etkili olmadig1 goriilmiistiir.”® Dogumda yapilan BCG asisimn 2 ve 5 yaslarinda atopi,
astim ve allerjik hastaliklarin gelisiminin degerlendirilmesi igin skin-prick testi
kullanilarak yapilan uluslararas1 prosfektif bir calismada, BCG asisinin ¢ocuklarda
allerjik semptomlarin gelismesi lizerine koruyucu etkisinin oldugu ancak Tiirkiye ve
Tayland gibi hala rutin asilama yapilan iilkelerde IgE ile duyarlanmaya etkisinin
olmadig1 saptanmlstlr.52

Isve¢’te yapilan retrospektif bir calismada Isve¢’te dogan cocuklarda BCG ile
iliskili atopik hastaliklarin sikliginda azalma goriilmemis olup c¢ogunlugu Asya ve
kuzey Amerika da go¢ eden ailelerin ¢cocuklarinda atopik hastaliklarin sikliginda azalma
saptanmistir. Bu da etnik kimligin aginin immiinomodiilator etkisine yatkinlikla iligkili

olabileceginin diisiindiirmektedir.>>**

BCG asilamasi ile tiliberkiiloz enfeksiyonu
arasindaki ayirnmda c¢ok oOnemlidir. Avrupadaki bazi iilkeleri, Amerika, Avustralya,

Kanada ve Yeni Zelanda’yr da iceren 23 iilkede 85 merkezli ¢alismada tiiberkiiloz
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sikligr ile astim, allerjik rinokonjuktivit ve atopik egzema semptomlarinin siklig
arasindaki iligki aragtirllmistir. Sonugcta tiiberkiiloz bildirim orani ile hayat boyu olan
hirilt1 ve astim arasinda anlamli olarak ters iliski saptanmistir. Tiiberkiiloz oraninda
100.000 de 25 artig hirilt1 prevelansinda %4.7 diisiise neden oldugu gérﬁlmﬁstiir.54’55

Alerji ve astim modeli olusturulan hayvanlarda Bacillus Calmette —Gue rin ve
diger mikobakterilerin antijenlerin altta yatan mekanizmalarinin IgE ile
duyarlanmasi ve astim iizerine etkisi arastirilmistir. Bir calismada IgE ye yiiksek
derecede yanit veren Balb-c fare, ovalbuminle duyarlandirilmadan 14 giin 6nce BCG
ile enfekte edilmistir. BCG ile asilama anlamli olarak IgE/IgG1 antikor yanitini ,
splenositlerden IL-4 , IL-10 sekresyonunu, havayolu asir1 duyarliligini, havayoluna
eozinofil gociinii ve BAL sivisinda IL-4 velL-5 seviyelerinin artisin1 engellemistir.
Buna paralelel olarak anti-ovalbumin spesifik 1gG2a antikoru ve splenositlerde IFN-y
iiretiminde artis saptanmistir.”>>°

Ovalbuminle hava yolu eozinofilisi olusturulan fare modeli kullanilan bagka bir
calismada allerjenle duyarlanmadan 4 hafta 6nce intra nazal BCG verilen farelerde,
BCG verilmeyen farelere gore akcigerlerdeki eozinofil sayisinda %90-95 oraninda
azalma saptanmistir. Bu durum lenf nodlarindan gelen T hiicreleri tarafindan salinan IL-
5 diizeyindeki azalma ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte BCG’nin neden oldugu
havayolu eozinofilisi, IFN-y reseptorii ¢ikarilmig farelerde giiglii bir sekilde azalmis
olup intranazal IL-5 uygulanimi sonrasi kismen geri donisimlii oldugu goriilmustiir.
BCG enfeksiyonunun allerjen 6zgii Th2 yanitim1 baskilamasi sadece akcigerlerle sinirli
kalmakta, kan eozinofil sayisini veya allerjen 6zgii IgGl ve serum IgE seviyesini
etkilememektedir. Ancak IFN-y nm bu etkiyi nasil diizenledigi halen
bilinmemektedir.”®>" Mikobakterilerin 6zellikle TRL2’ye baglanarak belirgin olarak IL-
12 sentezine yol actig1 ve boylece Thl doniisiimiinii ve IFN-y ve TNF-a sekresyonunu
sagladig bilinmektedir.”’ Bu sitokinlerin invitro ve in vivo olarak Th2 immiin
mekanizmalarmi baskiladigi gdsterilmistir.”*®* Bu baglamda TRL2’yi tetikleyen bir
mikobakteriyal muramil-tripepdit analogunun IFN-y, IL-12 ve ayrica IL-10’u arttirip
Th2 sitokinlerini, IgE’yi ve akcigerde eozinofiliyi baskilamaktadir.® Mikobakteri ve
atopi arasindaki ters iliskiyi gostermek i¢in yapilan diger calismalardan elde edilen
bilgilere gore mikobakterilere maruz kalimda belirgin Th2 kisitlayic1 etki

gé’)riilmektedir.55’56'64'66
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Allerjik hastaliklarda terapotik ajan olarak Bacillus Calmette —Gue'rin ve
diger mikobakterilerin arastirildigi bir ¢alismada, daha 6nceden ev tozu akarlarina
alerjisi olan astimli ¢ocuklara uygulanan BCG serum IgE seviyelerinde diisiise neden
olmus ancak periferal kandaki mononiikleer hiicrelerce iiretilen IL-2, IL-4, IL-5 ve
IFN-y iizerine etkisi olmamistir.” BCG agilamasimin astimh insanlar iizerinde yapildig:
baska bir kontrollii randominize c¢alismada, Th2 immiin yanit lizerine herhangi bir
baskilayict etkinin goriilmemesine karsin akciger fonksiyonlarinda ciddi diizelme

oldugu ve astim tedavisine gereksinimin azaldig1 tesbit edilmistir.%®

Ayni grup
tarafindan yapilan sonraki bir g¢alismada BCG ile tekrar asilananlarda akciger
fonksiyonlarinin daha fazla diizeldigi ve IFN-y/IL-4 oraninda belirgin artis oldugu
gén’ilmﬁstﬁr.eg Intradermal BCG asismnin atopik ¢ocuklarda uygulandig: bir ¢alismada
daha once ekspiresyonu olmamasina karsin periferik kandaki mononukleer hiicrelerde
IFN-y mRNA ekspiresyonuna neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica atopik ¢ocuklarin geg
tip hipersensitivite yanit gelisiminin azaldig1 goriisiine zit olarak tiim hastalarda asidan 8
hafta sonra uygun tiiberkiilin deri yanit1 gelistigi saptanmistr.”

Insan ve hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda elde edilen bilgiler 1518inda
atopik hastaliklar tizerine BCG nin tedavi ve koruyucu etkisi arasindaki uyumsuzluk
oldugu goriilmiis ve agilama zamani, uygulanim yeri, genetik farklilik ve etnik durum,
degisen derecede c¢evresel mikobakteri maruzuyeti gibi faktorlerin buna neden
olabilecegi diistiniilmistiir.”*

Insanlarda T regiilatuvar hiicrelerinin duruma bagh olarak allerjik
bozukluklarin baskilanmasinda 6nemli rol oynadgina dair kanitlar mevcutur. Basaril
immiinoterapi uygulanan hastalarda T regiilatuvar hiicrelerinin  IL-10 ve
transforming growth faktor beta (TGF-f) iiretimini arttirarak allerjen-spesifik T
hiicre yanitsizligina neden oldugu gosterilmistir. Allerjen spesifik immiinoterapi
asisindaki adjuvanlarin allejen spesifik T regiilatuvar hiicrelerinin liretimine neden
olarak allerjen spesifik immiinoterapinin basarisini arttirdigi ileri siiriilmektedir. Bu
goriisii destekleyici olarak , M.vaccae’nin CD4+CD45RB'™" Ty hiicrelerinin 1L-10
ve TGF-B sekresyonuna neden oldugu ve alerjiye yatkin fareleri havayolu
enflamasyonundan korudugu gosterilmistir. M.vaccae, enflamasyonda IL-10, TGF-3
ve TNF-o gibi imminomodiilatuvar sitokinlerin sekresyonu ile potansiyel

regiilatuvar rol oynadig1 gésterilen CD11c” hiicrelerini tetikler.”*
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Giliniimiize kadar olan kanitlarin ¢ogu hayatin erken doneminde yapilan
gelistirilmis mikobakteriyal asiya gereksinim duyuldugunu ileri stirmektedir. Th2
immiin yanitinin baskilanip Thl yanitinin uyarilmasi, mikobakteriyel antijenlerin altta
yatan etki mekanizmalarini agiklayamamasina karsin Tieg hiicrelerinin BCG’yi de igeren
diger mikobakteri tipleri tarafindan uyarilmasinin aragtiritlmasi daha degerli olabilir.

Son zamanlarda hayvan deneylerinde astim modelinin kullanilmast allerjik
havayolu enflamasyonu ve havayolu hiperreaktivite mekanizmasinin anlasilmasinda
yeni bir bakis agis1 saglamistir. Fare, tavsan, domuz, kdpek ve insan olmayan primatlar
gibi birkag tiiriin, farkli ¢esitte allerjenle sensitizasyonu ve sonrasinda spesifik allerjenle
havayollarinin uyarilmasi ile astimin karakteristik patolojik, immiinolojik, fizyolojik
Ozelliklerinin  olugmas1 saglanabilir. Hayvan modelleri insanlarin  kompleks
hastaliklarinin patogenezinin arastirilmasinda 6nemli yer teskil eder. Zamanlama,
uyarilma, konum ve allerjenle tetikleme tipi, hayvan modelindeki astimin
olusturulmasinda 6nemli bilesenlerdir. Hayvanlarda gec-faz allerjen spesifik pulmoner
hastalik olusturulmasinda ovalbumin (OVA) ve diger allerjenlerin (6rn. akar, polen,
parazitik\ fungal proteinler) uygulanim protokolleri tanimlanmistir. Fareler, insan
reaktif havayolu hastalilarina benzer olarak akciger fizyolojisinde IgE aracili allejik
yanitin ve metakolinin neden oldugu degisikliklerin olusturulmasina uygundur.

Biz de bu tez ¢alismasinda BCG asisinin BALB/c farelere farkli donemlerde
(dogumdan sonra erken ve ge¢ donemde, ayrica eriskin doneminde) yapilarak Thl
baskin yanit olusturup allerjik enflamasyon ve astim gelisiminin engellenebileceginin

gosterilmesi amacladik.

24



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Cukurova Universitesi TIPDAM Etik Kurulundan 28.11.2007 tarih
ve 4 numarali karar ile onay almistir.

Calisma, Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezinde Balb/c farelerle yapildi. Hayvanlarin bakim ve izlemi TIPDAM
boliimiinde gergeklestirildi.

3.1. Farelerin Takibi

Calismaya 4 aylik, gebe Balb/c fareler alindi. Gebe fareler oda 1sisinda (18-
21°C), 12 saat aydmlik 12 saat karanhk siklus olusturularak, %40-%70 rutubetli ortam
saglanarak izlendi. Beslenmeleri Pellet yemle (ad-libidum) saglandi. Dogum sonrasinda
yavrular annelerin yaninda birakildi. Kannibalizmi 6nlemek igin gorevli veteriner hekim
tarafindan gerekli onlemler alindi. Yavru fareler 1 aylik olunca olasi g¢iftlesme ve
gebeligi onlemek icin cinsiyetleri belirlenip anneden ayirildilar. Ayri kafeslere konulan

yavru fareler {i¢ gruba ayrildi. Hayvanlar kulak c¢entikleme ve kafeslerin etiketlenmesi

ile kimliklendirildi.

3.2. Denek Gruplar:

Deney hayvanlar1 dort gruba ayrildi.

Grup I; 7 giinliik grup; Bu gruptaki yavru fareler BCG yapilan ve kontrol grubu
olacak sekilde iki gruba ayrildi.

Grup IA; Deney hayvanlarinin 10 tanesine dogduktan bir hafta sonra intra
dermal (ID) yolla BCG asis1 (5x10° CFU, Pasteur Merieux Serum & Vaccine)
uygulandi. BCG agis1 yapilan farelerin kulaklar1 ¢entiklendi. 1 ay sonra cinsiyetlerine
gore ayirim yapildi. 8 haftalikken astim modeli olusturuldu (Sekil 4). Astim modeli
olusturulduktan 28 giin sonra ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon uygulandi.
BAL siv1 6rnekleri ve akciger dokusu alindi.

Grup IB; Yavru farelerin 10 tanesine ise BCG asis1 yapilmadan 8 haftalikken
asttim modeli olusturuldu. 28 giin sonra ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon

uygulandi. BAL siv1 6rnekleri ve akciger dokusu alindi.
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—_—
Dogum 7.giin BCG & hafta Servikal dislokasvon

BAL alinmasi

Akciger dokusunun alimi1

Sekil 5. 7 giinliik yavru farelerde astim modelinin olusturulmasi

Grup IlI; 14 gilinliik grup; Yavru fareler BCG yapilan ve kontrol grubu olacak
sekilde iki gruba ayrildi.

Grup IlA; Bu gruptaki farelerin 10 tanesine dogumdan sonra 14 giinliikken
BCG agsis1 yapilip kulaklari ¢entiklendi. 8 haftalik olduklarinda atopi modeli olusturulan
farelere 28 giin sonra ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon uygulandi. BAL sivi
ornekleri ve akciger dokusu alindi.

Grup I1B; Bu gruba 10 yavru fare alindi. 8 haftalikken astim modeli olusturulan
farelere, 28 giin sonra ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon uygulandi. BAL sivi
ornekleri ve akciger dokusu alindi.

Grup I11; Yetiskin grup; Bu grupta, 2 aylik fareler alindi. BCG yapilan ve BCG
yapilmayan olarak 2 gruba ayrild1.

Grup IlA; intra dermal BCG yapilan 10 yetiskin fare gruba alindi. BCG
yapilan gruptan 1 erkek ve 1 disi fare saptayamadigimiz nedenden dolay1 exitus oldu.
Deneklere astim modeli uygulandi. Astim modeli olusturulduktan 28 giin sonra ketamin
anestezisi ve servikal dislokasyon uygulanarak BAL sivi 6rnekleri ve akciger dokusu
alind1.

Grup 111B; Bu gruba BCG asis1 yapilmayan 10 yetiskin fare alindi. Astim
modeli olusturuldu. 28 giin sonra ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon uygulandi.

BAL siv1 6rnekleri ve akciger dokusu alind1
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Grup 1V; Kontrol grubu; Bu grupta rastgele segilen 5 tane, tigii erkek ve ikisi
disi olan yetiskin fareler alindi. Ketamin anestezisi ve servikal dislokasyon uygulanan

farelerin BAL s1v1 6rnekleri ve akciger dokusu alindi.

3.3. Farede Astim Modelinin Olusturulmasi

[lk ii¢ gruptaki tiim farelere 8 haftalik olduklarinda tek doz olarak birer hafta ara
ile 3 kez Ovalbumin (OA) (Grade V, Sigma A-5503) 25 mikrogram/ml dozunda IP
uyguland1 (Sekil 4). OA, %0,9’luk NaCl i¢inde ¢oziiliip adjuvan olarak 13 mg/ml
olacak sekilde Aliminyum Hidroksid eklendi. Tiim enjeksiyonlarda 29GX1/2’lik
(Icc=100 tinite, MEDSET) insiilin enjektorii kullanildi. Son enjeksiyondan bir hafta
sonra inhalasyon yontemi kullanilarak OVA ile challange yapildi. inhalasyon %0,9
NaCl i¢inde %5 konsantrasyonda OVA olacak sekilde 51t/dk nebulizator (Sunrise Med.
Model No; 4650U) ile 20 dakika siiresince yapildi. 20x15x10 cm. ebatlarinda bir ucu
nebulizatore bagli olan aerosoliin digar1 ¢ikacagi deliklere sahip plastik kutu kullanildi.
OA inhalasyonunun diger fareleri etkilememesi i¢in ayr1 bir oda kullamldi. Inhalasyona

bir hafta boyunca hergiin devam edilerek astim modeli olusturuldu.

Laman(giin) 0 7 14 21 28
Servikal dislokasyon
BAL ve akciger
dokusunun alinmas:
Gumup 1 OVA(IP) OV AR OVAIP)  OVA inhalasynm
Gurup 2 OVAIIP) OVAalIP) OVA(IP)  ©OVA inhalasyonu
Gunup 2 OWALIR) OVALIP) OVA(IF)  OVA inhalasyonu

Sekil 6. Deney hayvanlarina uygulanan islemlerin zamansal gosterimi

3.4. BAL Alinmasi

Ketaminle sedatize edilip servikal dislokasyon uygulanan farelere boyun
altindan vertikal insizyon yapildi. Trakea aciga c¢ikarilip orta hatta sabitlendi. 24 G
kateter ile trakeaya steril olarak girildi. 0.3 ml PBS ile 5 kez bronkoalveolar lavaj
yapildi. Alinan BAL s1vist 4 °C de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre sayim1 i¢in ayrildi.
Siipernatan ise 1L-4,IL-10, IL-12 ve IFN gama analizi igin -80°C da saklandi.
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3.5. Akciger Dokusunun Alinmasi

Gogiis duvart agildiktan sonra aorta kesildi ve akcigerler sag ventrikiil yoluyla
kansiz berrak sivi gelene kadar PBS ile perfuze edildi. Akcigerlerin 25 cmH20 basingla
15 dakika %10 formalin fosfatli tamponla 24 G intratrakeal kateter kullanilarak
inflasyonu saglandi. Alinan akciger dokular1 formol i¢ine konuldu ve 48 saat siireyle
fiksasyon uygulanarak parafine gémiildii. Morfolojik ve histolojik analiz i¢in seri mid
sagital kesitler alindi. Akciger dokusundan elde edilen preperatlar hematoksilen eozin

boyasiyla boyandi. Patolojik incelemeler bu preparatlar {izerinden yapildi.

3.6. Bal Sivisinda Hiicre Sayim

Aliman BAL sivist ¢okeltisinden Shandon Cytospin 4 ile ‘cytospin’ preperatlar
hazirlanarak Papanikolau boyasi ile boyandi. Preperatlar farkli iki kisi tarafindan 40x
biliylitmede mikroskop altinda incelendi. 200 hiicre sayilip makrofaj, lenfosit,
polimorfoniikleer 16kosit, ecozinofil ve brons epiteli olarak kaydedildi. Sonuglarin

ortalamasi alinarak kaydedildi.

3.7. Akciger Dokusunun Degerlendirilmesi

Akciger dokusundan alinan mid sagital kesitler hematoksilen eozinle boyandi.
Mikroskop altinda 20x biiyiitmede peribonsiyal inflamasyon derecesine gore
degerlendirildi.

0; Inlamasyon yok

1+ Peribronsiyal inflamasyon; Brons etrafinda lokal inflamatuvar hiicre birikimi
var.

2+ Peribronsiyal Inflamasyon; Brons etrafinda 5 den az hiicre dizisinde
mononiikleer hiicre birikimi.

3+ Peribronsiyal Inflamasyon; Brons etrafinda 5 den fazla hiicre dizisinde
mononiikleer hiicre birikimi.

Ayrica akciger dokusundan hazirlanan kesitler miisin boyasi ile boyandiktan

sonra miisin varligina gore degerlendildiler.
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3.8. Fare Bal Sivisinda IL-4, IL-10, IL-12, IF-y’nin Eliza Yoéntemi ile
Degerlendirilmesi

Farelerden alman BAL sivis1 ELIZA yontemi ile ¢alisilmadan dnce -80°C de
saklandi. Oda 1sisinda eritilen BAL sivis1 IL-4 (BMS613, Bender MEDSystems
Avusturya), IL-10 (BMS614, Bender MEDSystems Avusturya), IL-12  (BMS6004,
Bender MEDSystems Avusturya) ve IFN-y (BMS606, Bender MEDSystems Avusturya)
hazir kitleri kullanilarak ELISA Plate Reader (Medispec ESR 200) aletinde ¢alisildi.
Yikama isleminde ELISA Plate Washer (Medispec ESW 300) kullanildi.

Eliza Basamaklari;

1- Calisma Oncesi yikama solusyonu, Assay Buffer, Fare L4, IL10, IL-12, IFN-
v Standart solusyonu kitler i¢in belirtilen talimatlara uygun olarak hazirlandi. Calismada
96 kuyuluk 1L4, IL10, IL-12, IF-y i¢in ayr1 ayr1 monoklonal antikorla kapl diiz zemin
plak kullanildi.

2- Kuyucuklar yaklasik 400 pl yikama solusyonu (Wash Buffer) ile 2 kez
yikandi. Son yikama sonrasinda kuyucuklardaki solusyon bosaltildi. Ancak kuyucuklar
kurumadan calisilmasina 6zen gosterildi.

3-Kuyucuklar plak tizerinde 8 adet ¢ift kolon olacak sekilde dizildi. Kuyucuklar
A, Ay, By, By, Cy, Cy, Dy, Dy, Eq, Ey, Gy, Gy, Hy, Hy olarak adlandirildi (Sekil 5). Her
kuyucuga 100 ul 6rnek solusyondan (Sample Diluent) pipetlendi. Son iki kuyucuk, H;
ve Hj kor kuyucuk olarak degerlendirildi. Hazirlanmis Standart solusyon A; ve A; adi
verilen kuyucuga pipetlendi. A; ve A, den 100 pl alinip B; ve B, kuyucuguna kondu. Bu
islem yedi kez tekrarlandi. En son kuyucuklar olan G; ve G, den 100 pl alinip disari
atild.

4- Kor kuyucuklara 100 pl 6rnek soliisyondan konuldu.

5- BAL sivisinin konacagi kuyucuklara 50 pl 6rnek soliisyon konuldu.

6- Ornek kuyucuklara 50 pl BAL s1vis1 kondu.

7- Biyotin Konjugat soliisyonu hazirlandi.

8- Tim kuyucuklara 50 pl Biyotin Konjugat pipetlendi.

9- Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25°C) 200 rpm hizda
sallayici iginde 2 saat inkiibe edildi.

10- Streptavidin-HRP soliisyonu hazirlandi.
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11- Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez 300 pl
yikama solusyonu ile yikandi.

12- Tiim kuyucuklara 100 ul Streptavidin-HRP solusyonu konuldu.

13- Kuyucuklar adezif filmle kaplanip oda 1sisinda (18-25°C) 200 rpm hizda
sallayici i¢inde 1 saat inkiibe edildi.

14- Adezif filmler ¢ikarilip kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar 3 kez 300 pl
yikama solusyonu ile yikandi.

15-Tiim kuyucuklara Tetrametil-Benzidin Substrat solusyonundan 100 pul
pipetlendi.

16- Kuyucuklar oda 1s1sinda (18-25°C) 10 dakika inkiibe edildi. Direkt yogun
151¢a maruz kalmamasina 6zen gosterildi.

17-Plak iizerindeki renk degisimi dikkatle takip edildi. En yiiksek
konsantrasyondaki standart (A1, Az koyu mavi rengi aldiginda 100 pl Stop solusyonu
kondu. Stop solusyonunun tiim kuyucuklarda esit dagildig1 ve tiniform oldugu goriildii.

18- Sonuglar Stop solusyonu konduktan hemen sonra okundu.

19- Renk reaksiyonu primer dalga boyun 450 nm olan filtre ile okundu.

20- Standartlarin verdigi optik dansiteye gore absorbans- pg/ml grafiginde egri

¢izildi. Orneklerin verdigi optik dansite bu egri iizerinden pg/ml cinsinden hesaplandu.

1 2 3 4

A | Standard 1 Standard 1 Bmek 1 Ormek 1
(1000.0 pg/ml) |(1000.0 pg/ml)

B |Standard 2 Standard 2 Omek 2 |Omek 2
(500.0 pg/ml) (500.0 pg/ml)

C Standard 3 Standard 3 Orek 3 Omek 3
(250.0 pg/ml} (250.0 pg/ml)

D |Standard 4 Standard 4 Ormek 4 |[Omek 4
(125.0 pg/ml} (125.0 pg/ml)

E Standard 5 Standard 5 Omek 5 |OGrmek 5
(62.5 pg/ml) (62.5 pg/ml)

F Standard 6 Standard 6 Omek 6 |Omek 6
(31.3 pg/ml) (31.3 pg/ml}

G Standard 7 Standard 7 Omek 7 Ormek 7
(15.6 pg/ml) (15.6 pg/ml)

H Kér Kér Omek 8 Ornek 8

Sekil 7. Kuyucuklar plak iizerindeki dizilimi ve adlandirilmasi
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3.9. istatistiksel Analiz
Calismanin istatistiksel analizi SPSS (Versiyon 11,0) paket programi ile yapildi.

Sayisal bulgular ortalamasi + standart sapma olarak ifade edildi. Bulgularin
karsilagtirilmalart Kruskal-Wallis ve Man-Whitney U testleri kullanilarak yapildi.

Korelasyon analizi i¢in ise Spearman testi kullanildi. Testlerde p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza agirhigi 5 ile 30 gram arasinda olan 65 tane Balb/c fare alindi.
Calisma sirasinda yetiskin olup BCG yapilan gruptan 2 Balb/c fare bilinmeyen neden

dolay1 exitus oldu.

4.1. Gruplar

Calismaya alman farelerin gruplar icerisindeki cinsiyetlerine gore dagilimi tablo
1’de gosterilmistir. Gruplarin dagilimi;

Grup IA; 7 gilinliikken BCG yapilan ve 6. haftada OVA ile astim modeli
olusturulan grup.

Grup IB; 7 giinlikken BCG yapilmayan ve 6. haftada OVA ile astim modeli
olusturulan grup.

Grup HA; 14 giinliikken BCG yapilan BCG yapilan ve 6. haftada OV A ile astim
modeli olusturulan grup.

Grup 1IB; 14 giinliikken BCG yapilmayan ve 6. haftada OVA ile astim modeli
olusturulan grup.

Grup IIIA; Yetiskin donemde BCG yapilan ve 6. haftada OVA ile astim modeli
olusturulan grup.

Grup IIIB; Yetiskin donemde BCG yapilmayan ve 6. haftada OVA ile astim
modeli olusturulan grup.

Grup 1V; Herhangi bir islem yapilmayan grup.

Tablo 1. Gruplardaki Fare Sayisimin Dagilimi

Gruplar Toplam
Cins Grup | Grup Il Grup I Grup IV )
A* B* A B A B
Erkek (n) 2 6 7 5 4 5 3 32
Kiz (n) 8 4 3 5 4 5 2 31
Toplam (n) 10 10 10 10 8 10 5 63

A*; BCG yapilan grup.
B*; BCG yapilmayan grup.
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4.2. BAL Bulgulan

7 giinliik BCG yapilan grupta (Grup I1A) BAL sivist hiicre sayiminda eozinofil
sayist % 1,8+1,13 (0-4), 7 giinliikken BCG yapilmayan grupta (Grup IB) ise %
24,6+10,9 (12-44) idi. 7 ginlik BCG yapilan grupta, 7 giinliikken BCG yapilmayan
gruba gore eozinofil sayisi istatistiksel olarak anlamli disiik bulundu (p=0,000). 7
giinliikken BCG yapilan grupla 14 giinliikken BCG yapilan grup arasinda eozinofil
sayisindaki fark anlamli degildi (p=0,739). Ancak eriskin donemde BCG yapilan gruba
gore ecozinofil sayisi istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0,000). 7 giinliikken
BCG yapilan grupla herhangi bir islem yapilmayan grup arasinda anlamh fark yoktu
(p= 0,679). Eozinofil sayilarmin diger gruplar arasi karsilastirilmalari tablo 3’te
verilmistir.

14 giinliikken BCG yapilan grupta eozinofil sayis1 % 1,7+1,05 (0-78) iken, BCG
yapilmayan kontrol grubunda % 34,6+6,1 (22-40) idi. 14 giinlikken BCG yapilan grup
ile 14 gilinliikken BCG yapilmayan grup arasinda eozinofil sayisi agisindan anlamli fark
vardi (p=0,000). 14 giinliikken BCG yapilan grup ile eriskin donemde BCG yapilan ve
yapilmayan grup arasinda eozinofil sayilar1 karsilastirildiginda anlamli fark bulundu
(p=0,000). Ancak herhangi bir islem uygulanmayan grup ile 14 giinliikken BCG yapilan
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,953).

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta eozinofil sayis1t % 21£11,6 (6-40) iken
yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta % 29,249,5 (14-40) idi. Yetiskin donemde
BCG yapilan grup ile yetiskin déonemde BCG yapilmayan grup arasinda eozinofil
sayilar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,173).

Herhangi bir islem uygulanmayan, rastgele secilen erigkin grupta eozinofil sayisi
% 1,4£0,89 (0-2) olarak bulundu. Herhangi bir islem uygulanmayan grup ile yetigkin
donemde BCG yapilan ve yetiskin donemde BCG yapilmayan grup karsilastirildiginda
eozinofil sayilart agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,002, p=0,001).

Gruplarin eozinofil sayilar1 ve istatistiksel olarak karsilastirilmasi tablo 2 ve

tablo 3’de gosterilmistir. BAL s1visinda eozinofil hiicreleri sekil 7°de gosterilmistir.
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Tablo 2. BAL Sivisindaki Hiicrelerin Dagilinm (%6)

Gruplar Eozinofil* Lenfosit Makrofaj Notrofil

(% ort.= SS) (% ort.= SS) (% ort.= SS) (% ort. £ SS)
IA 1,8+1,13 32+16,1 51,94226 13,2125
1B 24,6+10,9 14,2+10,3 46,4+19,8 14,3£10,9
1A 1,7+1,05 26,3+15,3 39,1£25,9 24,6+18,3
11B 34,6+6,1 23,3+13,7 26,2+ 22499
A 21£11,6 16,1£11,2 41,0417.,5 32445
1B 29,2495 26,1+12,4 31,7£12,5 34,6128
v 1,4+0,89 75+11,9 2+1,5 15,6+17,5
* 200 hiicre i¢inde eozinofil yilizdesi.
Tablo 3. BAL Sivisindaki Eozinofil Sayilarinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi (p)
Gruplar 1A IB 1A 11B 1A 111B 1V
1A - 0,000* 0,739 0,000* 0,000* 0,000* 0,679
IB 0,000* - 0,000* 0,043* 0,633 0,315 0,001*
1A 0,739 0,000* - 0,000* 0,000* 0,000* 0,953
11B 0,000* 0,043* 0,000* - 0,012* 0,280 0,010*
1A 0,000* 0,633 0,000* 0,012* - 0,173 0,002*
111B 0,000* 0,315 0,000* 0,280 0,173 - 0,001*
v 0,679 0,001* 0,953 0,010* 0,002* 0,001* -

*p<0,05 anlaml1.

Sekil 8. 7 giinliikken BCG yapilmayan grubun BAL sivisinda eozinofil hiicreleri (Papanikolau
boyasi ile boyanma, biiyiitme 40x)
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4.3. Akciger Biyopsi Bulgular:

4.3.1. inflamasyon Skoru

7 gilinlikken BCG yapilan grupta akciger bulgular1 incelendiginde 5 farede
inflamasyon saptanmayip diger 5 farede ise 1+ inflamasyon saptandi. 7 giinliikken BCG
yapilan grup ile 14 giinlikken BCG yapilan grup arasinda inflamasyon skoru
karsilagtirildiginda fark saptanmazken (p=0,353), diger gruplarla karsilastirildiginda
inflamasyon skorunun diisiik oldugu goriildii.

14 giinliikken BCG yapilan grupta 3 farede inflamasyon saptanmadi. 6 farede 1+
inflamasyon, 1 farede ise 2+ inflamasyon saptandi. 14 giinliikken BCG yapilan grup ile
7 glinlik BCG yapilan grup ve herhangi bir islem uygulanmayan grup hari¢ diger
gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,05).

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta 1 farede inflamasyon yokken, 1 farede
1+ inflamasyon, 2 farede 2+ inflamasyon ve 4 farede 3+ inflamasyon saptandi.
Yetigkin donemde BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG yapilmayan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,965). Yetiskin donemde BCG
yapilan grup ile Herhangi bir islem uygulanmayan grup arasinda ise istatistiksel olarak
anlaml1 fark vardi (p=0,006).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta 5 farede de inflamasyon yoktu.
Gruplarm inflamasyon skor dagilimi tablo 4 ve sekil 8°de gosterilmistir. inflamasyon
skorununun gruplar aras1 karsilagtirllmasi ise tablo 5’de gosterilmistir. Akciger

biyopsisinde inflamasyon skoru sekil 9°da gosterilmistir.

Tablo 4. Akciger Biyopsisinde inflamasyon Skoru

Gruplar Inﬂ(zt)zlz:)sryzrsssgoru Min.-Max
Grup IA 0,50+0,52 0-1
Grup IB 1,90+0,87 1-3
Grup lHA 0,80+0,63 0-2
Grup 1B 2,20+0,91 1-3
Grup 1A 2,12+1,12 0-3
Grup 111B 2,20+0,78 1-3
Grup IV 0 0
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— p=0,353

p=0,008

Grupldi GruplB

Sekil 9. Akciger biyopsisinde inflamasyon skor dagiliminin sematik gosterimi

Grupllih  GrupllB

[ p=0.018 _“

Grup A Grup IIIB

@ BCG yapilan
# BCG yaplimayan

Tablo 5. Akciger Biyopsisinde inflamasyon Skorununun Gruplar Arasi Karsilastirilmasi (p)

Gruplar 1A 1B 1A 11B 1A 111B v
1A - 0,002* 0,353 0,000* 0,006* 0,000* 0,129
IB 0,002* - 0,011* 0,481 0,573 0,481 0,001**
1A 0,353 0,011* - 0,004* 0,016* 0,002* 0,028*
11B 0,000* 0,481 0,004* - 0,965 0,971 0,001*
1A 0,006* 0,573 0,016* 0,965 - 0,965 0,006*
1B 0,000* 0,481 0,002* 0,971 0,965 - 0,001*
v 0,129 0,001* 0,028* 0,001* 0,006* 0,001* -

* p<0,05 anlaml
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(a) - (b) -
(c) - (d) -
Sekil 10. Akciger biyopsisinde peribonsiyal inflamasyon derecesine gore inflamasyon skorunun
gosterimi. (a) Peribongsiyal inflamasyonun olmadig1 normal akciger dokusu (Grup 1V),
(b) brons etrafinda lokal inflamatuvar hiicre birikiminin oldugu 1+ peribronsiyal
inflamasyon (Grup IA), (c) brons etrafinda 5 den az hiicre dizisinde mononiikleer hiicre
birikiminin oldugu 2+ peribronsiyal inflamasyon (Grup I1A) ve brons etrafinda 5 den

fazla hiicre dizisinde mononiikleer hiicre birikiminin goriildiigii 3+ peribronsiyal
inflamasyon (Grup I11A) (hematoksilen eozinle boyanma, biiyiitme 20x).

4.3.2. Goblet Hiicre Dagilim.

Akciger biyopsisinde goblet hiicreleri dagiliminda 7 giinliikken BCG yapilan
grupta 3 farede goblet hiicresi mevcut olup 7 farede ise goblet hiicresi goriilmedi.

7 giinlikken BCG yapilmayan grupta ise 4 farede goblet hiicresi vardi. 6 farede
ise goblet hiicresi goriilmedi.

14 giinliikken BCG yapilan grupta 4 farede goblet hiicre mevcut olup 6 farede
goblet hiicresi goriilmedi

14 giinlikken BCG yapilmayan grupta ise 6 farede goblet hiicresi saptandi. 4
farede goblet hiicresi saptanmadi.

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta 4 farede goblet hiicresi saptanmis olup
diger 4 farede goblet hiicresi yoktu.
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Yetigkin donemde BCG yapilmayan grupta ise 7 farede goblet hiicresi goriildii. 3
farede ise goblet hiicresi yoktu.

Herhangi bir islem uygulanmayan gruptaki 5 farede de goblet hiicresi
saptanmadi.

Akciger biyopsisinde goblet hiicre dagilimi tablo 6 ve sekil 10°da gdsterilmistir.

Sekil 11°de ise akciger dokusunda miisin boyasi ile goblet hiicreleri gosterilmistir.

Tablo 6. Akciger Biyopsisinde Goblet Hiicre Dagilimi

Goblet Hiicresi Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup Toplam
1A IB 1A 11B 1A 111B v (n)
Var 3 4 4 6 4 7 0 28
Yok 7 6 6 4 4 3 5 35
Toplam (n) 10 10 10 10 8 10 0 63

100% +
90%
80%
70% 1
60% -
50% 1
40% -
30% 1

B Yok
OVar

10% -
0%

Grup IA Grup IB Grup IA Grup lIB Grup llIA Grup lIB Grup IV

Sekil 11. Akciger biyopsisinde goblet hiicre dagilimi
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Sekil 12. 7 giinliikken BCG yapilmayan grubun akciger dokusunda goblet hiicreleri (miisin boyasi
ile boyanma, biiyiitme 20x)

4.4. BAL Sivisinda Sitokin Degerleri

4.4.1. interlokin-4

BAL sivisinda IL-4, IL-12, IL-10 ve IFN-y diizeyleri dlgiildiigiinde 7 giinliikken
BCG yapilan grupta IL-4 diizeyi 2,8+1,2 pg/ml (0-4) idi. 7 giinliikken BCG yapilmayan
grupta ise IL-4 diizeyi 6,1+1,9 pg/ml (2,5-8,1) olarak saptandi. IL-4 diizeyleri
karsilagtirildiginda 7 giinliikken BCG yapilan grup ile 7 giinliikken BCG yapilmayan
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,002). 7 giinlikken BCG
yapilan grup ile yetiskin donemde BCG vyapilan grup ve herhangi bir islem
uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05). Ancak 7
giinliikkken BCG yapilan grup ile 14 giinliikken BCG yapilan grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,063).

14 giinliikken BCG yapilan grupta 1L-4 diizeyi 1,79+1,3 pg/ml (0-3,6) olup 14
giinlikken BCG yapilmayan grupta ise 6,12+4,79 pg/ml (0-18) idi. 14 giinliikken BCG
yapilan grup ile 14 giinliikken BCG yapilmayan grup, yetiskin donemde BCG yapilan
grup ve yetiskin donemde BCG yapilmayan grup arasinda IL-4 diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,005). 14 giinliikken
BCG yapilan grup ile herhangi bir islem uygulanmayan grup arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p=0,099).

Yetigskin donemde BCG yapilan grupta IL-4 diizeyi 5,38+2,29 pg/ml (2,64-8,1)
idi. yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise IL-4 diizeyi 3,86+1,23 pg/ml (2,1-
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5,7) olarak bulundu. IL-4 diizeyleri karsilastirildiginda yetiskin donemde BCG yapilan
grup ile yetiskin donemde BCG yapilmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p=0,146). Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile herhangi bir islem
uygulanmayan grup arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,002).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta ise IL-4 diizeyi 0,59+0,83 pg/ml (O-
1,8) idi. Herhangi bir islem uygulanmayan grup ile 7 giinliikken BCG yapilmayan grup,
14 giinliikken BCG yapilmayan grup, yetiskin donemde BCG yapilan grup ve yetiskin
donemde BCG yapilmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi
(p<0,05).

Gruplar aras1 IL-4 diizeyi ve karsilastirilmasi tablo 7, tablo 8 ve sekil 12°de

gosterilmistir.

Tablo 7. BAL Sivisinda Sitokin Dagilimi (%0)

Gruplar Interlékin 4 Interlékin 12 Interlékin 10 Interferon gamma
(pg/ml ort.= SS) | (pg/mlort.xSS) | (pg/mlort.x SS) (pg/ml ort.% SS)
1A 2,8+1,2 88+67 59,6+28,6 48,2426,3
IB 6,1+£1,9 51,4442.5 19,44229 28,14+30,1
HA 1,79+1,3 113,1£67,1 79,2+59,3 33,5+20,3
11B 6,12+4,79 61,1£32,2 36,2437,2 10,3+9,14
A 5,38+2,29 50+44,5 9,12+14,6 17,7412,7
1B 3,86+1,23 32,6213 11,1121 9,07+9,46
v 0,59+0,83 21,6£17.9 4,4+9,83 1,48+2,03

Tablo 8. BAL Sivisindaki interlékin-4 Degerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi (p)

Gruplar 1A 1B 1A 11B 1A 1B v
1A - 0,002* 0,063 0,011* 0,027* 0,165 0,005*
IB 0,002* 0,000* 0,579 0,633 0,011* 0,001*

1HA 0,063 0,000*

- 0,002* 0,001* 0,004* 0,099
11B 0,011* 0,579 0,002* - 0,829 0,123 0,005*
1A 0,027* 0,633 0,001* 0,829 - 0,146 0,002*
1B 0,165 0,011* 0,004* 0,123 0,146 - 0,001*
v 0,005* 0,001* 0,099 0,005* 0,002* 0,001* -

* p<0,05 anlaml
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p=0,027

21 p=0,063 — p=0,001
5 -
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o T T T

Grupld Grup B Grup A  Grup lIB Grup A Grup IIB Grup IV

Sekil 13. IL-4 degerlerinin sematik olarak gruplar arasi karsilastirilmasi

4.4.2. Interlokin-12

Gruplar arasi interlokin-12 diizeyi degerlendirildiginde 7 giinlikken BCG
yapilan grupta IL-12 diizeyi 88+67 pg/ml (20-265) ve 7 giinlikken BCG yapilmayan
grupta ise 51,4442,5 pg/ml (12-145) idi. IL-12 diizeyi gruplar arasinda
karsilastirildiginda 7 giinlikken BCG yapilan grup ile 7 gilinliikken BCG yapilmayan
grup, 14 giinliikken BCG yapilan grup, 14 giinliikken BCG yapilmayan grup ve yetiskin
donemde BCG yapilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). 7
giinliikken BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG yapilmayan ve herhangi bir
islem uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,003).

14 giinliilkken BCG yapilan grupta IL-12 diizeyi 113,1+67,1 pg/ml (42-270) olup
14 giinliikken BCG yapilmayan grupta ise 61,1+£32,2 pg/ml (28-130) idi. 14 giinliikken
BCG yapilan grup ile 14 giinliikken BCG yapilmayan grup arasinda IL-12 diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p=0,019). 14 giinliikken BCG yapilan
grup ile yetiskin donemde BCG yapilan grup, yetiskin donemde BCG yapilmayan grup
ve herhangi bir islem uygulanmayan grup arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
saptand1 (p<0,05).

Yetiskin donemde BCG yapilan gruptaki IL-12 diizeyi 50+44,5 pg/ml (0-142)
idi. Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise IL-12 diizeyi 32,6+21,3 pg/ml (12-
59) olarak bulundu. Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG
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yapilmayan grup arasinda IL-12 diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmadi (p=0,762). Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile herhangi bir islem
uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,222).

IL-12 diizeyi herhangi bir islem uygulanmayan grupta 21,6+17,9 pg/ml (9-52)
olarak bulundu. Herhangi bir islem uygulanmayan grup ile 7 giinlikken BCG
yapilmayan grup, yetiskin donemde BCG yapilan grup ve yetiskin donemde BCG
yapilmayan grup arasinda IL-12 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0,05).

Gruplar arasi1 IL-12 diizeyi ve karsilastirilmasi tablo 7, tablo 9 ve sekil 13°da

gosterilmigtir.

Tablo 9. BAL Sivisindaki interlékin-12 Degerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmas (p)

Gruplar 1A 1B 1A 11B 1A 111B v
1A - 0,063 0,393 0,123 0,101 0,003* 0,003*
IB 0,063 - 0,015* 0,280 0,829 0,393 0,055
1A 0,393 0,015* - 0,019* 0,034* 0,000* 0,001*
11B 0,123 0,280 0,019* - 0,360 0,043* 0,013*
1A 0,101 0,829 0,034* 0,360 - 0,762 0,222
11B 0,003* 0,393 0,000* 0,043* 0,762 - 0,129
v 0,003* 0,055 0,001* 0,013* 0,222 0,129 -

* p<0,05 anlaml

160 -
140
120_
100
BBCG yaplan
E'ﬂ_
50 - wBCG
yapilmayan
4{_"_
20 T
ﬂ Grup lA Grup B ! Grup lla GrupllE ) Grup NA Grup NIB ! Grup IV

Sekil 14. IL-12 degerlerinin sematik olarak gruplar arasi karsilastirilmasi

42



4.4.3. Interlokin-10

BAL sivisinda 6lgiilen IL-10 diizeyi 7 giinliikken BCG yapilan grupta 59,6+28,6
pg/ml (14-120), 7 giinliikken BCG yapilmayan grupta ise 19,4+22.9 pg/ml (0-82) idi. 7
giinliikken BCG yapilan grup ile 7 giinliikken BCG yapilmayan grup arasinda IL-10
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,004). 7 giinliikken
BCG yapilan grup ile 14 giinlikken BCG yapilan grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (p=0,853). 7 giinliikken BCG yapilan grup ile yetiskin donemde
BCG yapilan grup ve herhangi bir islem uygulanmayan grup arasinda IL-10 diizeyleri
acisindan anlamli fark saptandi (p=0,001).

14 giinliikken BCG yapilan grupta IL-10 diizeyi 79,2+59,3 pg/ml (38-215) olup
14 giinlikken BCG yapilmayan grupta ise 36,2+37,2 pg/ml (0-110) idi. 14 giinliikken
BCG yapilan grup ile 14 giinlikken BCG yapilmayan grup arasinda IL-12 diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p=0,035). 14 giinliikken BCG yapilan
grup ile yetiskin donemde BCG yapilan grup ve herhangi bir islem uygulanmayan grup
arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05).

Yetiskin donemde BCG yapilan gruptaki IL-10 diizeyi 9,12+14,6 pg/ml (0-33)
idi. Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise IL-10 diizeyi 11,1+12,1 pg/ml (0-29)
olarak bulundu. Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG
yapilmayan grup arasinda IL-10 diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmad: (p=0,829). Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile herhangi bir iglem
uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,622).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta 6lgiilen 1L-10 diizeyi 4,4+9,83 pg/ml
(0-22) idi. Herhangi bir islem uygulanmayan grup ile 7 giinliikken BCG yapilmayan
grup, 14 giinliikken BCG yapilmayan grup ve yetiskin donemde BCG yapilmayan grup
arasinda IL-10 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05)

Gruplar aras1 IL-10 diizeyi ve karsilastirilmasi tablo 7, tablo 10 ve sekil 14’de

gosterilmistir.
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Tablo 10. BAL Sivisindaki interlokin-10 Degerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmas (p)

Gruplar 1A IB 1A 1B A 1B v
1A - 0,004* 0,853 0,247 0,001* 0,000* 0,001*
IB 0,004* - 0,000* | 0,247 0,101 0,529 0,075
1A 0,853 0,000* - 0,035* 0,000* 0,000* 0,001*
11B 0,247 0,247 0,035* - 0,173 0,105 0,055
A 0,001* 0,101 0,000* | 0,173 - 0,829 0,622
1B 0,000** 0,529 0,000* | 0,105 0,829 - 0,440
v 0,001* 0,075 0,001* | 0,055 0,622 0,440 -

* p<0,05 anlaml1
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Sekil 15. IL-10 degerlerinin sematik olarak gruplar arasi karsilastirilmasi

4.4.4. interferon Gamma

Gruplar aras1 interferon gamma diizeyi degerlendirildiginde 7 gilinlikkken BCG
yapilan grupta IFN-y diizeyi 48,2+26,3 pg/ml (16-89) ve 7 giinlikken BCG yapilmayan
grupta ise 28,1+£30,1 pg/ml (0-82) idi. IFN-y diizeyi gruplar arasinda karsilastirildiginda
7 giinliikken BCG yapilan grup ile 7 giinliikken BCG yapilmayan grup ve 14 giinliikken
BCG yapilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). 7 giinliikken
BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG yapilan grup ve herhangi bir islem
uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark saptandi (p<0,05).

14 giinlikken BCG yapilan grupta IFN-y diizeyi 33,54+20,3 pg/ml (14,2-82) olup
14 giinlikken BCG yapilmayan grupta ise 10,3+9,14 pg/ml (0-28) idi. 14 giinliikken
BCG yapilan grup ile 14 giinlikken BCG yapilmayan grup arasinda IFN-y diizeyleri
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acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,001). 14 giinliikken BCG
yapilan grup ile yetiskin donemde BCG yapilan grup arasinda ise istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=0,101). 14 giinliikken BCG yapilan grup ile herhangi bir
islem uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vard: (p=0,001).

Yetiskin donemde BCG yapilan gruptaki IFN-y diizeyi 17,7+12,7 pg/ml (0-35)
idi. Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise IFN-y diizeyi 9,07+£9,46 pg/ml (0-
20,8) olarak bulundu. Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile yetiskin donemde BCG
yapilmayan grup arasinda IFN-y diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0,173). Yetiskin donemde BCG yapilan grup ile herhangi
bir islem uygulanmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p=0,011).

IFN-y diizeyi herhangi bir islem uygulanmayan grupta 1,48+2,03 pg/ml (0-4)
olarak bulundu. Herhangi bir islem uygulanmayan grupla 7 giinliikken BCG yapilmayan
grup ve yetiskin donemde BCG yapilmayan grup arasinda IFN-y diizeyleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi.

Gruplar arast IFN-y diizeyi ve karsilagtirilmasi tablo 7, tablo 11 ve sekil 15°de

gosterilmistir.

Tablo 11. BAL Sivisindaki interferon Gamma Degerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi (p)

Gruplar 1A 1B 1A 11B 1A 1B v
1A - 0,105 0,165 0,000* 0,006* 0,000* 0,001*
IB 0,105 - 0,393 0,315 0,696 0,218 0,075
1A 0,165 0,393 - 0,001* 0,101 0,003* 0,001*
11B 0,000* 0,315 | 0,001* - 0,237 0,529 0,028*
1A 0,006* 0,696 0,101 0,237 - 0,173 0,011*
1B 0,000* 0,218 | 0,003* 0,529 0,173 - 0,165
v 0,001* 0,075 | 0,001* 0,028* 0,011* 0,165 -

* p<0,05 anlaml
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Sekil 16. IFN-y degerlerinin sematik olarak gruplar arasi karsilastirilmasi

4.5. Korelasyon

4.5.1. Interlokin-4

7 glinliikken BCG yapilan grupta inflamasyon skoru ile 1L-4 degeri arasinda
pozitif bir korelasyon saptand1 ve istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,709, p=0,022). IL-
4 ile IL-12 arasinda negatif korelasyon saptandi ve istatistiksel olarak anlamliydr (r=-
0,702, p=0,023). Benzer sekilde IL-4 ile IL-10 arasinda negatif korelasyon saptandi ve
istatistiksel olarak anlamliydi (r=-0,807, p=0,005). 7 giinlik BCG yapilan grupta
korelasyonlar sekil 17°de gdsterilmistir.

7 gilinliikken BCG yapilmayan grupta ise inflamasyon skoru ile IL-4 degeri
arasinda pozitif bir korelasyon bulundu ve istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,863,
p=0,001). IL-4 ile IL-12 arasinda ise negatif korelasyon saptandi ancak istatistiksel
olarak anlamli degildi (r=-0,596, p=0,069). Benzer sekilde IL-4 ile IL-10 arasinda
negatif korelasyon saptanirken istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,037, p=0,919).

14 giinliikken BCG yapilan grupta inflamasyon skoru ile IL-4 degeri arasinda
pozitif bir korelasyon vardi ve bu istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,709, p=0,022). IL-
4 ile IL-12 arasinda da negatif korelasyon saptandi ve istatistiksel olarak anlamliyd1 (r=-
0,706, p=0,023). IL-4 ile IL-10 arasinda ise negatif korelasyon saptanirken istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (r=-0,448, p=0,194). 14 ginlik BCG yapilan grupta

korelasyonlar sekil 18’de gosterilmistir.
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14 giinlikken BCG yapilmayan grupta inflamasyon skoru ile IL-4 degeri
arasinda pozitif bir korelasyon saptandi ve bu istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,842,
p=0,002). IL-4 ile IL-12 arasinda ise negatif korelasyon bulunurken bu deger
istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,600, p=0,067). Benzer olarak IL-4 ile IL-10
arasinda negatif korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,579,
p=0,080).

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta ise inflamasyon skoru ile IL-4 degeri
arasinda pozitif bir korelasyon bulundu ve bu istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,843,
p=0,009). IL-4 ile IL-12 arasinda ise negatif korelasyon saptandi, ancak istatistiksel
olarak anlamli degildi (r=-0,323, p=0,435). IL-4 ile IL-10 arasinda ise negatif
korelasyon saptanirken istatistiksel olarak anlamli degildi fark yoktu (r=-0,518,
p=0,188).

Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta inflamasyon skoru ile IL-4 degeri
arasinda pozitif bir korelasyon vardi ve bu istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,753, p=
0,012). IL-4 ile IL-12 arasinda ise negatif korelasyon saptandi, ancak bu istatistiksel
olarak anlamli degildi (r=-0,062, p=0,864). Benzer sekilde IL-4 ile IL-10 arasinda
negatif korelasyon saptanirken istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,104, p=0,775).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta IL-4 ile IL-12 arasinda pozitif
korelasyon saptandi ve bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,335, p=0,581). IL-4
ile IL-10 arasinda ise negatif korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli
degildi (r=-0,395, p=0,510).

IL-4 ile ilgili korelasyonlar tablo-12’de gosterilmistir.

Tablo 12. interlékin-4 ile lgili Korelasyonlar

Korelasyonlar

Gruplar | inf. skoru -1L-4 IL-4-1L-12 IL-4 - 1L-10 IL-4-Eozinofil

r p r p r p r p
1A 0,709 0,022* -0,702 0,023* | -0,807 0,005* 0,134 0,712
IB 0,863 0,001* -0,596 0,069 -0,037 0,919 0,232 0,518
1A 0,709 0,022* -0,706 0,023* | -0,448 0,194 0,210 0,954
11B 0,842 0,002* -0,600 0,067* | -0,579 0,080 0,745 0,013*
A 0,843 0,009* -0,323 0,435 -0,518 0,188 0,771 0,025*
1B 0,753 0,012* -0,062 0,864 -0,104 0,775 0,239 0,506
v - - 0,335 0,581 -0,395 0,510 - -
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4.5.2. interlékin-10

7 gilinlikken BCG yapilan grupta 1L-10 ile IL-12 arasinda pozitif korelasyon
saptanirken bu deger istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,698, p= 0,025). IL-10 ile IFN-y
arasinda ise pozitif korelasyon bulundu. Ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi
(r=0,255, p=0,476).

7 giinliikken BCG yapilmayan grupta IL-10 ile IL-12 arasinda pozitif korelasyon
saptanirken, bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,307, p= 0,389). IL-10 ile IFN-y
arasinda ise pozitif korelasyon bulundu, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi
(r=0,386, p=0,271).

14 giinliikken BCG yapilan grupta ise IL-10 ve IL-12 arasinda pozitif korelasyon
saptanirken bu istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,842, p= 0,002). Benzer olarak IL-10
ile IFN-y arasinda pozitif korelasyon vardi ve istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,697,
p=0,025).

14 giinliikken BCG yapilmayan grupta IL-10 ile IL-12 arasinda pozitif
korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,252, p= 0,482). 1L-10
ile IFN-y arasinda ise korelasyon saptanmadi ve istatistiksel olarak anlamli degildi
(r=0,231, p=0,520).

Yetigkin donemde BCG yapilan grupta IL-10 ve IL-12 arasinda negatif
korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,302, p=0,467). IL-10
ile IFN-y arasinda ise negatif korelasyon vardi, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi
(r=-0,329, p=0,323).

Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise 1L-10 ile IL-12 arasinda pozitif
korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,507, p=0,135). IL-10
ile IFN-y arasinda ise pozitif korelasyon saptandi, ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi (r=0,349, p=0,323).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta IL-10 ve IL-12 arasinda pozitif
korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,707, p=0,182). IL-10
ile IFN-y arasinda ise negatif korelasyon vardi, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi
(r=-0,395, p=0,510).

IL-10 ile ilgili korelasyonlar tablo-13’de gosterilmistir.
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Tablo 13. interlokin-10 ile ilgili Korelasyonlar

Korelasyonlar

Gruplar IL-10 - IL-12 IL-10 - IL-4 IL-10 - IFN-y

r p r p r p
1A 0,698 0,025 -0,807 0,005 0,255 0,476
IB 0,307 0,389 -0,037 0,919 0,386 0,271
1A 0,842 0,002 -0,448 0,194 0,697 0,025
11B 0,252 0,482 -0,579 0,080 0,231 0,520
HIA -0,302 0,467 -0,518 0,188 -0,329 0,426
11B 0,507 0,135 -0,104 0,775 0,349 0,323
v 0,707 0,182 -0,395 0,510 -0,395 0,510

4.5.3. interlokin-12

7 giinliikken BCG yapilan grupta 1L-12 ile IFN-y arasinda pozitif korelasyon
vard1 ve istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,796, p=0,006).

7 giinlikken BCG yapilmayan grupta ise IL-12 ile IFN-y arasinda pozitif
korelasyon saptandi (r=0,926). Bu istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,000).

14 giinliikken BCG yapilan grupta IL-12 ve IFN-y arasinda pozitif korelasyon
mevcut olup bu deger istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,867, p=0,001).

14 giinliikken BCG yapilmayan grupta IL-12 ile IFN-y arasinda pozitif
korelasyon saptanirken bu istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,912, p=0,000).

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta IL-12 ve IFN-y arasinda pozitif
korelasyon mevcut olup istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,916, p=0,001).

Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta ise IL-12 ile IFN-y arasinda pozitif
korelasyon vardi ve istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,785, p=0,007).

Herhangi bir islem uygulanmayan grupta IL-12 ve IFN-y arasinda korelasyon
saptanmadi ve istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,224, p=0,718).

IL-12 ile ilgili korelasyonlar tablo-14’de gosterilmistir.

Tablo 14. interlékin-12 ile ilgili Korelasyonlar

Korelasyonlar

Gruplar IL-12 - IL-10 IL-12 - IL-4 IL-12 - IFN-y

r p r P r p
1A 0,698 0,025 -0,702 0,023 0,796 0,006
IB 0,307 0,389 -0,596 0,069 0,926 0,000
1A 0,842 0,002 -0,706 0,023 0,867 0,001
11B 0,252 0,482 -0,600 0,067 0,912 0,000
1A -0,302 0,467 -0,323 0,435 0,916 0,001
111B 0,507 0,135 -0,062 0,864 0,785 0,007
v 0,707 0,182 0,335 0,581 0,224 0,718

49



4.5.4. Eozinofil ve Inflamasyon Skoru

Gruplar arasi eozinofil sayis1 ve inflamasyon skoru arasindaki korelasyonda, 7
giinliikken BCG yapilan grupta eozinofil sayis1 ve inflamasyon skoru arasinda pozitif
korelasyon saptandirken bu istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,801, p=0,005).

7 giinlikken BCG yapilmayan grupta eozinofil sayisi ve inflamasyon skoru
arasinda pozitif korelasyon bulunurken bu istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,930,
p=0,000).

14 giinlikken BCG yapilan grupta eozinofil sayisi ile inflamasyon skoru
arasinda pozitif korelasyon vardi ve bu istatistiksel olarak anlamliydr (r=0,671,
p=0,034).

14 giinliikken BCG yapilmayan grupta ise eozinofil sayis1 ve inflamasyon skoru
arasinda pozitif korelasyon saptanmis olup bu istatistiksel olarak anlamliydi (r=0,832,
p=0,003).

Yetiskin donemde BCG yapilan grupta eozinofil sayisi ile inflamasyon skoru
arasinda pozitif korelasyon vardi ve istatistiksel olarak anlamliyd: (r=0,892, p=0,003).

Yetiskin donemde BCG yapilmayan grupta eozinofil sayisi ve inflamasyon
skoru arasinda pozitif korelasyon saptanmis olup istatistiksel olarak anlamliydi
(r=0,736, p=0,015).

Eozinofil sayisi ve inflamasyon skoru arasindaki korelasyon tablo 15°te

gosterilmistir.

Tablo 15. Eozinofil ve inflamasyon Skoru Arasindaki Korelasyon

Korelasyon Eozinofil-inflamasyon skoru
Gruplar r p

1A 0,801 0,005

IB 0,930 0,000
1A 0,671 0,034

11B 0,832 0,003
1A 0,892 0,003
111B 0,736 0,015
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Sekil 17. 7 giinliikken BCG yapilan grupta korelasyonlarin sematik gosterimi. (a) IL-4 ile IL-12
arasindakikorelasyon, (b) IL-4 ile IL-10 arasindaki korelasyon, (c¢) IL-12 ile IFN-y
arasindaki korelasyon, (d) IL-12 ile IL-10 arasindaki korelasyon.

51



¥
250,00 =| 200,00 = ~
P
i
7
///
-] + //
- 200,00 ~ 1.0 //
€ c s
= . = /
g ™~ g /[
N 1800 S e
5 \ ' 5 100,00 = /
= | g Ve
= \\\ + = //
o \ g
A R
- pd 3
. \ ~ 5000 '} y
50,00~ R //
(a) 0,:)0 1,:)0 2,(‘)0 3,(‘)0 (b) 50,‘00 1(X)I,(I] 150‘,[1) 2(1)‘,(1] 250‘,[1)
IL-4(pg/ml) IL-12(pg/ml)
¢
80,00= //
Ve
Ve
/!
CE\ 60,00 ya
IS
g
]
5 2/
2 4000 i
i 3 +
v
* e
/
20,00 //
o
50,‘00 100I 00 15(;,(20 ZUJI,CO 25£;(D
(©
IL-12(pg/ml)
Sekil 18. 14 giinlilkken BCG yapilan grupta korelasyonlarin sematik gosterimi. (a) IL-4 ile IL-12

arasindaki korelasyon, (b) IL-12 ile IL-10 arasindaki arasindaki korelasyon, (c)
korelasyon, (d) IL-12 ile IFN-y arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA

Allerjik hastaliklarin siklig1 gerek lilkemizde gerekse diinyanin birgok iilkesinde
gittikce artmakta ve bu artisin nedenleri hala kesin olarak bilinmemektedir. Gelismekte
olan iilkelerde batili yasam tarzi, allerjen maruziyetinin artisi, ailede birey sayisinin
azalmasmin ve yasam kalitesinin iyilesmesinin allerjik hastaliklarin sikligindaki bu
artisda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.*

Son yillarda yasam tarzinin iyilesmesi ve asilama programlarinin yayginlagmasi
sonucunda bakteriyal ve viral enfeksiyonlarin azalmasinin, atopik hastaliklarin
prevelansinda artisa neden oldugunu savunan hipotezler gelistirilmistir.*’ Strachan ve
arkadaslarinin ortaya attigi ‘hijyen hipotezine’ gore; aile i¢i enfeksiyon sikliginda
azalma atopik hastaliklarin sikliginin artmasiyla sonuglanmaktadir.®> Bu hipotezde
kardes sayisindaki artisin, dolayisiyla da enfeksiyon kaynaginin artiginin allerjik
hastaliklara kars1 koruyucu bir mekanizma olusturdugu 6ne stiriilmiistiir. T hiicrelerinin
alt tipi olan dogal T hiicreleri uyar1 ile Thl ve Th2’ye dontisiir. Th2 hiicreleri allerjik
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynarlaur.3 Hayatin erken doneminde mikrobiyal etki
ile immiin sistemin Th2 yanittan Th1 yanita dogru kaydig: diisiiniilmiistiir.®

Mikobakterin allerjik hastaliklarin gelisimi iizerine bir¢ok insan ve hayvan
caligmalar1 yapilmistir. BCG asisinin insanlar iizerinde allerjik hastaliklar1 onledigi
hipotezi tartigmalidir. Ancak bir¢ok fare calismasinda BCG asisinin bu etkisi farkli

immunolojik markerlarla desteklenerek g('js‘[erilmistir.s'él’1l

Maggi ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada PPD’nin spesifik T hiicre klonlarinda Th1 sitokin yapimini uyardig:
gésterilmistir.73 Baska bir ¢alismada ise Lin ve arkadaslar1 6lii oral BCG tedavisi ile
astim hastalarmda %80 oraninda diizelme oldugunu gérmiislerdir.”* Huygen ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada ise canli M.bovis ile enfekte yedi farkli fare tiiriinde,
mikobakteriyel 85A major antijen komponentine karst Th1 benzeri sitokin salgilandigi
goriilmiistiir.” Bunun yaninda Yilmaz ve arkadaslarinin yaptig1 bir alismada ise atopik
hastaliklar ile tiiberkiilin yanitlar1 arasindaki iligki aragtirilmis ancak BCG ile asilanan
cocuklarda hayatin ileri doneminde gelisebilecek atopik durumla tiiberkiilin yanitlart

arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir.*’ Isveg’te yapilan retrospektif bir calismada

da Isveg’te dogan gocuklarda BCG ile iliskili atopik hastaliklarin sikliginda azalma
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goriilmemis olup cogunlugu Asya ve kuzey Amerika da go¢ eden ailelerin ¢ocuklarinda
atopik hastaliklarin sikhiginda azalma saptanmustir. >>>*

Bu ¢alismamizda BCG asisinin allerjik inflamasyon iizerine etkisi konusundaki
farkli sonuglar nedeniyle M.bovis’in atopi ve astim gelisimi iizerine etkili olup
olmadigin1 arastirmay1 amagladik ve buna yonelik olarak ovalbumin ile duyarlanmis
BALB/c farelere BCG asis1 uygulayarak inflamasyon bulgularini degerlendirdik. Ayrica
BCG farkli zamanlarda uygulanarak uygulama zamaninin astim gelisimine etkisi
incelenmis ve olasi mekanizmalar aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Astiml1 hastalarin havayolundaki eozinofil sayisi genel olarak astimin giddeti ile
dogru orantilidir. Farelerde olusturulan astim modellerinde antijenle duyarlilagtirildiktan
18-24 saat sonra farelerin BAL sivisinda nétrofil, lenfosit, ve Ozellikle eozinofillerde
belirgin artis oldugu gt’m’ilrniis‘a'ir.85 Bizim ¢alismamizda BCG yapilmayan ve OVA ile
astim olusturulan farelerde eozinofil sayisinda artis saptanmustir. 7 giinlik ve 14
giinlikkken BCG yapilan farelerin BAL sivisinda eozinofil sayisinin istatistiksel anlamli
diisiik oldugu bulunmustur. Eriskin donemde BCG yapilan grupta eozinofil sayisinda
fark bulunmamistir. Bu sonuglar BCG’nin erken dénemde eozinofil inflamasyonunu
engelledigini  diisiindliirmektedir. BCG’nin bu inflamasyona etkisini inceleyen
calismalarda, farelerde olusturulan astim modelinde allerjenle duyarlanma Oncesi ve
sonrasinda BCG asisisinin havayolu duyarliligint baskiladigi goriilmiistiir. Koh ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada OVA ile duyarlanmadan once, duyarlanma sirasinda, OVA ile
provokasyondan once ve provakasyon sirasinda BCG uygulanan dort grup fare ve
kontrol grubu c¢alismaya dahil edilmistir. OVA ile duyarlanmadan once, duyarlanma
sirasinda ve provakasyon sirasinda BCG uygulanan grubun BAL sivisinda eozinofil
sayist kontrol gruba gore azalma saptanmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.® Bizim bulgularmiza benzer olarak Kim ve ark. allerjik rinit
gelistirdikleri farelerde BCG’nin etkisini arastirmis ve BCG yapilmayan grubun BAL
stvisinda makrofaj, eozinofil, lenfosit ve notrofil sayisinin BCG yapilan gruba gore daha
fazla oldugu saptamislardir.”™® Diger bir calismada ise Hopfenspirger ve ark. benzer
olarak OVA ile duyarlanmis farelere intra nazal ve intra peritoneal yolla BCG ve M.
Vaccea uygulamis ve havayolu hiperreaktivitesi, ge¢ allerjik yanit ve eozinofili
degerlendirmislerdir. M. Vaccea uygulanan grupta lenfositlerde anlamli disiis

saptanmigtir. Sadece intra nazal olarak BCG ile enfekte edilen grubun akciger
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dokusunda ve BAL sivisinda eozinofilinin baskilandigi goriilmiistiir.*® Barros ve
arkadaslar1 bizim c¢alismamizdaki bulgularla benzer sonuglar saptamis olup bu
caligmada yiiksek ve diisiik antikor yanitlarina gore genetik olarak secilmis fareler
lizerinde calismiglar ve OVA ile duyarhilagtirilan yiiksek ve diisiik antikor yanith
farelerin BAL sivisinda kontrol grubuna gore eozinofil sayisinda artis oldugunu
gormiislerdir. Bu artis yiiksek ve diisiik antikor yanit1 olan fareler arasinda ise daha
anlamli bulunmustur. Ayrica OVA ile duyarlastirma sonrasinda akciger dokusunda
eozinofil sayisinda artig saptanmlstlr.e6 Yapilan diger ¢alismalarda BCG’nin akciger
dokusunda eozinofil sayisinda azalmaya neden olmasinin IL-10 ve TGF-§ seviyesinde
artis1 saglayarak IgE tiretimini baskilamasi olarak kaydedilmistir.%'88

Ayrica calismamizda farkli zamanlarda uygulanan BCG’nin farelerin akciger
dokusundaki enflamasyona etkisi degerlendirilmistir. 7 ve 14 giinlikken BCG yapilan
farelerin akciger biyopsilerinde daha az inflamasyon saptanmis ve BCG yapilmayan
grupla aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak erigkin grupta
BCG’nin inflamasyon derecesine herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmistiir.
Akcigerlerde inflamasyon skorlarinin degerlendirildigi bir calismada Basdemir ve ark.
farelerin akcigerlerinde gelisen allerjik enflamasyon iizerine inhale budesonidin etkisi
arastirmis  ve akciger Dbiyopsileri peribronsiyal enflamasyon derecesine gore
degerlendirmislerdir. Kontrol grup, deksametazon verilen grup ve budesonid verilen
grupla karsilastirnldiginda akciger dokusunda en fazla enflamasyonun, oncesinde
herhangi bir ila¢ verilmeden OA ile duyarlilastirilan farelerde oldugu gés‘terilmistir.92
Calismamizda BCG yapilan tim gruplarda Th2 tipi yanitta salgilanan IL-4 ile
inflamasyon derecesi arasinda istatistiksel olarak anlam pozitif bir korelasyon
bulunmustur. Ayrica inflamasyon derecesi ile eozinofil sayisi arasinda tim BCG
yapilan gruplarda anlamli korelasyon saptanmistir. Bu bulgular da erken donemde BCG
asisinin alerjik inflamasyonu baskiladigini géstermektedir.

Astiml1 hastalarda meydana gelen havayollarindaki yapisal degisiklikler akciger
fonksiyonlarmin bozulmasinda 6nemli rol oynar. Epitel hiicrelerinin yapisindaki
bozulma, mukus bezleri, diiz kas ve kan damarlarinin hiperplazisi, kollajen ve diger
ekstraselliiler matriks proteinlerinin subepitelyal depolanmasi sonucu havayollarinda
kalinlagsma gibi yapisal degisimler havayollarinda ‘remodelling’ (yeniden yapilanma)

seklinde tanimlanmaktadir.? Ekstraselliller matriksin yeniden yapilanmasi olarak da
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adlandirilan bu durum patolojik olarak bazal membranda kalinlagma, diiz kas
hipertrofisi, yeni vaskiiler yapilar ve sinir yapilarinin olusmasi ve goblet hiicre
hiperplazisi ile karakterizedir. Calismamizda asttm modeli olusturulan tiim farelerin
akciger biyopsisinde goblet hiicreleri saptandi. Ancak herhangi bir islem uygulanmayan
grupta goblet hiicrelerinin olmadigin1 gordiik. Bu bulgular BCG’nin goblet hiicre
gelisiminin baskilandigini diisiindiirmektedir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
da benzer bulgular saptanmis ve BCG yapilan, OVA ile duyarlanmis farelerde mukus
iceren goblet hiicrelerinde anlamli diisis, mukus sekresyonu ve brongiyal epitel
hiperplazi de azalma goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada BCG ile olusturulan sistemik
enfeksiyon, allerjen spesifik IgE olusumunu, goblet hiicre gelisimini ve OVA ile
olusturulan pulmoner eozinofiliyi baskiladigi saptanmistir.™ Bunun yaninda goblet
hiicrelerinin baskilandigi 7 ve 14 giinlik BCG yapilan farelerde eozinofil sayisi,
inflamsyon skoru ve IL-4 seviyelerinde BCG yapilmayan gruba gére anlamli diisiis
saptanmigtir. Sonug olarak BCG yapilan gruplarda astim gelisiminin engellenmesinin
yani sira goblet hiicre gelisiminin de baskilandigi bulunmustur.

Mikobakteri ve atopi arasindaki ters iliskiyi gdstermek icin yapilan diger
calismalardan elde edilen bilgilere gore mikobakterilere maruz kalimda belirgin Th2

kisitlayicr etki goriilmektedir.®*

Bunun yaninda mikobakterilerin bazi komponentleri
T regiilatuvar hiicrelerini tetikleyebilirler. Mikobakteriyel lipoproteinler dendritik
hiicrelere ve makrofaj bagli ‘Toll-like’ reseptorlerine baglanirlar ve IL-12 sentezini
saglarlar. Bu olay Thl yanitin saglar.78 Bir ¢ok hayvan calismasinda BCG ve diger
mikobakteriyal enfeksiyonlarin Thl veya Treg hiicrelerin olusturdugu immun yanit
mekanizmasi ile allerji ve astimi1 baskiladigi gésterilmistir.56'55’ 64,7282

BCG agisinin  astim  gelisimi  {izerine etkisini inceleyen arastirmalarla

mekanizmalar aydinlatilmaya (;ahsllmlstlr.4’47'48'5°'55

Patojen mikroorganizmanin immun
sistemdeki dendritik hiicreler ve NK hiicreleri ile karsilagsmasi sonrasinda ortama TNF-
a, IFN-y ve B, IL-1, IL-6, IL-10 ve IL-12 gibi sitokinler salgilanir.?®* CD4+ T hiicresinin
antijenle ilk karsilagmasi sirasinda ortamda IL-12 veya IFN-y'nin baskin olmast Thl
hiicresine farklilagsmaya, IL-4 ve IL-13"lin baskinlig1 ise Th2 hiicresine farklilasmaya
neden olur.®® IL-12 iiretimi dogal T hiicrelerinin Thl hiicrelerine doniisiimiine neden
olur® Bir ¢ok faktér T hiicrelerinin Thl ve Th2 hiicrelerine déniisiimii saglarken

mikobakteri enfeksiyonlar1 veya agilama Thl yamitimn olusmasina neden olur.*” Son
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donemde yapilan c¢alismalar Th2 hiicrelerinin alerjik hastaliklarda kronik
enflamasyonun ydneticisi oldugunu gdstermistir.”®”” Allerjik enflamasyon da Th2
hiicreleri IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 iiretirler. Buna karsin mikrobiyal enfeksiyon sonucu
Th1 hiicreleri IL-2, IFN-y ve TNF-B sekrete ederler.”® Yang ve arkadaslari, bakteriyal
enfeksiyon gelisiminin allerjik reaksiyonu baskiladigini gdstermistir. Bu c¢alismada
OVA ile duyarlanmay1 takiben BCG ile enfekte edilen farelerde Thl yanitinin
gostergesi olan IFN-y diizeyinde artig ve IL-4 iiretiminde ise azalma saptanmistir. BCG
ile enfekte edilen farelerde 1L-12, IFN-y ve IFN-y/IL-4 oraninda artis bulunmustur ve
bu da BCG ile olusturulan enfeksiyonun allerjik reaksiyonu baskilandigin
desteklemektedir."* Bizim ¢alismamzda da benzer olarak Th2 tipi yamtta salgilanan IL-
4 diizeyi degerlendirildiginde, hayatin erken doneminde BCG yapilan grupta (7
glinlikken BCG yapilan ve 14 giinlikken BCG yapilan) kontrol grubuna gore IL-4
diizeyinde anlamli azalma saptandi. Eriskin donemde ise belirgin azalma yoktu. IL-4
diizeyindeki bu diisiis hayatin erken doneminde BCG’nin Th2 tipi yanit1 baskiladigini
gostermektedir. Bununla birlikte 7 giinliik ve 14 giinliikkken BCG yapilan farelerde 1L-4
ile IL-12 arasinda anlamli negatif korelasyon bulunmasi Thl ve Th2 tipi yanit
arasindaki dengeyi gostermektedir ve IL-12 diizeyindeki bu yiikseklik dengenin Th2 tipi
yanittan Thl tipi yanita kaydigini disiindiirmektedir. Ancak eriskin déonemde BCG
yapilan grupta IL-4 ile IL-12 arasinda negatif korelasyon saptanmasina karsin
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Erigkin donemde BCG yapilan grupta IL-4
diizeyinde diisme olmamasi ve bunun BCG yapilmayan gruba gore farkli olmamasi, IL-
12 diizeyinde de istatistiksel anlamli degisiklik olmamasi1 nedeniyle bu bulgular ge¢
donemde yapilan BCG’nin Th1/Th2 dengesini degistirmedigini ve astim gelisimini
engellemedigini gostermektedir. Bizim ¢alismamizi destekler nitelikte olan Herz ve ark.
yaptig1 calismada OVA ile duyarhilastirilan farelerde BCG asisinin etkisi arastirilmis ve
dalak monontikleer hiicrelerince iiretilen IFN-y miktarinda artig, 1L-4 iiretiminde ise
azalma saptanmistir. BAL sivisinda ise IL-4 ve IL-5 diizeylerinde azalma oldugu
bulunmustur.”

IL-12 ve IFN-y’nin diizeylerinin yliksek olmast Thl yamitinin etkili oldugunu
gostermektedir. Calismamizda 7 ve 14 giinlilkken BCG yapilan farelerde I1L-12 ve IFN-
v arasinda pozitif iliski bulunmus ancak yetiskin donemdeki bu pozitif iligki anlaml

saptanmamustir. Dolayisiyla BCG’nin erken ve ge¢ donemde etkisini Thl tipi yanitt
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kullanarak gosterdigini sdyleyebiliriz. Erb ve ark. BCG’nin allerjik inflamasyona
etkisinin mekanizmalarini agiklamaya calistiklari arastirmalarinda BCG’nin havayolu
eozinofilisini baskiladigin1 saptamistir. OVA ile havayolu eozinofilisi olusturulan
farelerde intranazal BCG verilmis ve havayolunda eozinofil sayisinda azalmanin IL-5
ile korele oldugunu bulunmustur.Ancak bu baskilanmanin IFN-y reseptor defekti olan
farelerde goriilmedigini saptamislar, dolayisiyla BCG’nin baskilayici etkisinin IFN-y
iizerinden oldugunu diisiinmiislerdir.>® Bagka bir calismada da Hylkema ve arkadaslar:
genetik olarak Th2 tip yanit veren farelerde BCG etkisini arastirmis, astima yatkin
Brown Norway (BN) ve Sprague Dawley (SD) siganlar {izerinde g¢aligmiglardir.
BCG’nin SD siganlarin akcigerlerinde eozinofil ve makrofaj sayisinda azalmaya neden
oldugu ancak BN sicanlarinin akcigerlerinde bu etkinin olmadigi goriilmiistiir. BN
sicanlarinda ise total serum IgE seviyesinde azalma oldugu ancak SD siganlarda bu
etkinin olmadig1 bulunmustur. Her iki sican grubunda, akcigerlerde IFN-y ve IL-4
tireten hiicrelerin sayis1 iizerine BCG’nin etkisi olmamistir. Kontrol grubuna gére BN
ve SD sicanlarda IFN-y seviyesinde artis saptanmistir. Ancak bu artis SD sicanlarda
daha anlamli bulunmustur. BCG’nin immunomodiilasyon yollarindaki etkisinin ve
derecesinin genetik olarak farkli her iki si¢an tipinde Th2 tipi yanit gelistirmeye genetik
olarak yatkinhga bagli oldugu sonucuna varlmisti.® Bunun yaninda bizim
bulgularimizdan farkli olarak Hopfenspirger ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada OVA
ile sensitize edilen BCG veya M. Vaccea uygulanmis farelerle sadece sensitize edilen
fareler arasinda serum IFN-y diizeyleri arasinda fark bulunamamustir.?® Ancak serum
sitokin diizeylerinin havayolu inflamasyonunu tam olarak yansitamayabilecegi goz
oniinde bulundurulmalidr.

Son yillarda Thl iliskili otoimmiin hastaliklarla ve Th2 iliskili allerjik
hastaliklarin sikliginda paralel bir artisin olmasi Thl ve Th2 arasinda bir dengenin
oldugunu belirten hipotezi tartisilir hale getirmistir.93 Dogumdan itibaren immiin
sistemin zararsiz olarak kabul ettigi ve Treg hiicrelerini giiclii bir sekilde uyaran
saprofitik mikobakteriler, helmintler ve laktobasillere maruziyetin azalmasi1 Treg
hiicrelerin aktivasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Bunun sonucunda IL-10
salinimi ile immun sistemde diizenleyici gorev {istlenen Treg hiicrelerin etkisinin
azalmasiyla astim ve Crohn gibi allerjik ve otoimmun hastaliklar artmistir.” Thl

yanitim1 baskilayan IL-10 diizeyi degerlendirildiginde hayatin erken doneminde BCG
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yapilan grupta (7 gilinlikken BCG yapilan ve 14 giinlikken BCG yapilan) kontrol
grubuna gore IL-10 diizeyi yliksek saptanmistir. Ancak eriskin donemde BCG yapilan
grupta IL-10 diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek saptanmasina ragmen bu yiikseklik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir ve bu BCG’nin hayatin erken evresinde Thl
tipi yanit1 daha baskin bir sekilde olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte IL-
10 Treg hiicrelerinin gostergesidir. 7 giinliik ve 14 gilinlik BCG yapilan grupta 1L-10
diizeyinin yiiksek olmasi alerjik inflamasyonun baskilanmasinda Treg hiicrelerinin etkili
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica IL-10 ile IL-12 arasinda erken donemde BCG
yapilan farelerde pozitif korelasyon bulunmus ve istatitiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. 1L-10 diizeyi diger inflamatuvar sitokinlerle karsilastirildiginda 7 giinliik
BCG yapilan grupta IL-4 ile IL-10 ve IL-12 arasinda ters yonde iligki varken, 14 giinliik
BCG yapilan grupta sadece IL-4 ve IL-12 arasinda ters yonde iliski bulunmustur. Bu da
erken donemde BCG asisinin Treg ve Th1 yolu ile etkili oldugunu diisiindiirmekte; daha
ge¢ donemde yapilan BCG’nin daha ¢ok IL-12 ve IFN-y ile, yani Thl araciligiyla etkili
oldugunu diistindiirmektedir Dolayisiyla hayatin erken doneminde BCG’nin Thl tipi
immun yanit1 etkilemesinin yani sira Treg hiicrelerden IL-10 salinimina neden olarak
astim gelisimini engelledigini sdyleyebiliriz. Calismamizi destekler nitelikte olan baska
bir arastirmada da M.vaccae’nin havayolunda eozinofili gelisimi lizerine baskilayici
etkisi, allerjen spesifik Treg hiicrelerinin  IL-10 veTGF-f iretimi ile
iliskilendirilmistir.85 Ayrica bagka bir calismada OVA ile duyarhilastirilmadan 6nce
1styla Oldiiriilmiis M.vaccae uygulanan farelerde havayolu enflamasyonuna karsi uzun
donem koruyucuk saglandig1 ve Treg hiicrelerde artis oldugu gérﬁlmﬁsﬁir.sg

BCG’nin uygulama zamani kadar BCG asisinin farkli yollarla veriligsinin de
etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Choi ve arkadaglar1 Balb/c farelerde astim
reaksiyonunun BCG asilamasi ile baskilanmasinin, aginin verilis yolunu karsilagtirarak
arastirmiglardir. Denek farelere cilt alt1 asilamanin astim reaksiyonlarini intra nazal yola
gore anlamli olarak daha fazla baskiladigi goriilmistiir. Dalak hiicrelerinin
supernantinda bakilan IFN-y seviyesi ve IFN-y/IL-5 oran1 astim grubunda normal gruba
gore anlamli olarak diigiik oldugu gortilmiistiir. Buna karsin BCG ile asilanan grupta

astim grubuna gore daha yliksek IFN-y seviyesi ve IFN-y/IL-5 oram saptanm1s‘ur.79
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Sonu¢ olarak biz calismamizda BCG asisinin hayvan modellerinde astim
gelisimini  etkiledigini gosterdik. Erken donemde (7 ve 14 giinlerde) BCG
uygulanmasinin allerjik inflamasyonu, goblet hiicre gelisimini, eozinofil sayisini ve IL-
4 {iretimini azalttig1 ancak erigskin donemde etkili olmadig1 gozlenmistir. BCG’nin erken
uygulaniminda IL-4 ve IL10 ile IL-12 arasindaki ters korelasyondan ve daha sonra
astlanan grupta sadece IL-4 ve IL-12 arasinda ters korelasyondan dolay1 bu etkinin
erken donemde Treg hiicreleri ve Thl hiicreleri araciligiyla, daha ge¢ donemde ise Thl
hiicrelerinden IL-12 {iretimi tizerinden oldugunu One siirebiliriz. Ancak kesin
mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalar yapilmalidir. Bunun yaninda
Treg hiicrelerinin 6zellikle yasamin erken doneminde astim gelisimi iizerine etkisi
vardir. Treg hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesi hem astim hem de diger otoimmiin

hastaliklarin gelisiminde ve tedavisinde {imit vaat eden yaklasimlar olacaktir.
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6. SONUCLAR

1- Calismamizda 7 giinlik BCG yapilan ve astim gelistirilen grup ve 14
giinliikken BCG yapilan gruplarda BCG yapilmayan ve astim olusturulan gruplara gore
BAL sivisinda eozinofil sayisindaki fark istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu.

2- 7 giinlikken BCG yapilan grup ve 14 giinliikken BCG yapilan gruplarda
eriskin donemde BCG yapilan gruba gore BAL sivisinda eozinofil sayisi istatististiksel
olarak anlaml1 diisiik bulundu.

3- 7 giinlikken BCG yapilan grup ve 14 giinliikken BCG yapilan gruplarda
BCG yapilmayan gruplara gore inflamasyon skoru istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu.

4- 7 giinlikken BCG yapilan grup ve 14 giinliikken BCG yapilan grup ile
erigkin donemde BCG yapilan grup inflamasyon skoru yoniinden karsilastirildiginda
inflamasyon skorunu istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu.

5- Allerjik duyarlanma olusturulan tiim farelerin akciger biyopsisinde goblet
hiicreleri goriildii, ancak BCG yapilan grupta goblet hiicre siklig1 daha az saptandi.

6- 7 giinliikken BCG yapilan grup ve 14 giinliikken BCG yapilan gruplar ile
BCG yapilmayan gruplarda BAL IL-4 diizeyi yoniinden karsilastirildiginda, I1L-4
diizeyinin istatistiksel olarak anlaml1 diisiik oldugu saptandi.

7- 7 giinliikken BCG yapilan grup ve 14 giinlikken BCG yapilan gruplarda
BAL IL-4 diizeyi eriskin donemde BCG yapilan gruba gorea istatistiksel daha diisiik
bulundu.

8- 14 giinliikkken BCG yapilan grupta, 14 giinliikken BCG yapilmayan gruba ve
erigkin donemde BCG yapilan gruba gore I1L-12 diizeyi daha yiiksek bulundu (Ancak 7
giinlikken BCG yapilan grupla arasinda herhangi bir fark yoktu.).

9- 7 giinliikken BCG yapilan grup ve 14 giinliikken BCG yapilan gruplarda,
BCG yapilmayan gruplara gére BAL IL-10 diizeyi istatistiksel olarak anlamli ytliksek
saptandi.

10-7 giinliikken BCG yapilan grup ve 14 giinlikken BCG yapilan grup ile
eriskin donemde BCG yapilan grup arasinda IL-10 diizeyi karsilastirildiginda 1L-10

diizeyinin istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek oldugu saptandi.
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11- 7 ve 14 giinlikken BCG yapilan gruplarda BAL IFN-y diizeyi BCG
yapilmayan ve eriskin donemde BCG yapilan gruba gére anlamli yiiksek bulundu.

12-7 giinliikken BCG yapilan ve astim olusturulan grupta IL-4 ve IL-12, IL-4
ve IL-10 arasinda istatistiksel anlamli ters korelasyon bulundu.

13- 14 giinliikken BCG yapilan ve astim olusturulan grupta IL-4 ve IL-12
diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli ters korelasyon saptandi (Ancak IL-4 ile IL-10
arasinda ters korelasyona karsin bu istatistiksel anlamli degildi.).

14-7 giinliikken, 14 giinliikkenve eriskin donemde BCG yapilan ve astim
olusturulan gruplarda IL-12 ve IFN-y arasinda istatistiksel anlamli pozitif korelasyon
bulundu.

15- Hayatin erken doneminde yapilan BCG agisinin allerjik enflamasyon ve
astim gelisimini 6nledigi saptandi.

16- 7 giinliikken BCG yapilan grupta IL-4 ve IL10 ile IL-12 arasindaki ters
korelasyondan dolay1 erken dénemde BCG’nin etkisinin Treg hiicreleri ve Thl
hiicreleri araciligiyla oldugunu diistindtirmiistiir.

17- 14 giinlikken BCG yapilan grupta sadece IL-4 ve IL-12 arasinda ters
korelasyondan dolayi1 BCG’nin ge¢ donemde etkisinin Thl hiicrelerinden ve IL-12

tiretimi tizerinden oldugunu diistindiirmiistiir.
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