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1 GIRiS

Alerjik rinit (AR), toplumda sik gorulen ve alerjik inflamasyonun hakim
oldugu kronik bir hastaliktir. Hastaligin aktif oldugu dénemlerde &zellikle
nazal mukozada T helper 2 (Th2) tipi sitokinlerin hakim oldugu ve
inflamasyonda daha ¢ok Th2 tipi sitokinlerin baskin oldugu gosterilmigtir. T
helper hlcreler, transkripsiyon faktorleri ve urettikleri sitokinlere goére T helper
1 (Th1), Th2, T regulatuvar (T.g) hlcreler olmak uzere alt siniflara
ayrilmaktadir. Bu hucrelerden Th1, sitokin paterni yéninden interferon y
(IFN-y), interlokin 2 (IL-2), timdr nekrozis faktor B agirhkli bir Gretim yaparken
transkripsiyon faktorl olarak T bet’ i kullanmaktadir. Th2 hicreler ise sitokin
paterni olarak interlokin 4 (IL-4), interlokin & (IL-5), interlokin 6 (IL-6),
interlokin 10 (IL-10) gibi Uretim yaparken GATA-3 transkripsiyon faktorinu
kullanmaktadir. Bizim ilgi alanimiz igcinde olan Ty hicreler ise
immunosupresif etkili IL-10 ve transforming growth faktér g (TGF-B) seklinde
sitokin Uretimi yaparken FoxP3 transkripsiyon faktorini kullanmaktadir.
Hastaligin klratif tedavisi igin su an yalnizca alerjen spesifik immunoterapi
secenegi mevcuttur. Bu tedavinin uygulandigi ve yanit alinan vakalarda;
oncelikle Th2 tipi sitokinler azalir ve Th1 tipi sitokinler artar. Zaman igerisinde
ozellikle Treg hUcrelere ait olan sitokinler yukselir. Bu sitokinler; hem Th1 hem
de Th2 tipindeki immunolojik yanitlari inhibe eder. Trg hucreler, IL-10 ve
TGF-B gibi immunsupresor sitokinlerin sekrete edilmesi yoluyla anti-
inflamatuvar etki yaratirlar ve hastalikta remisyon ve belki de kur olmasini
saglarlar. AR’ li hastalarda teorik ve hipotetik olarak alerjene yanit sirasinda
Treg hlcrelerin sayisal ve/veya fonksiyonel eksikligine bagh daha gok Th2

tipindeki yanitin olugsmasi dnemli bir patogenetik mekanizmadir.



Bu calismada; AR’ li hastalarda T.eg hucre yetmezliginin varligi, spesifik
immunoterapiye Ty yaniti ve buna sekonder Th1 veya Th2 hucrelerinin

degisiminin gosterilmesi amacglanmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 ALERJIK RINIT TANIMI VE GORULME SIKLIGI

AR, nazal mukozanin alerjik inflamasyonu sonucu ortaya c¢ikan bir
tablodur. Tum ulkelerde, tim etnik gruplarda ve tUm yasta insanlarda gorulGr.
Klinik tablo ¢ok agir seyretmemesine ragmen hastanin sosyal hayatini ve
yasam kalitesini etkilemektedir (1-5). Ayrica ¢ok yuksek bir ekonomik maliyeti

s0z konusu olup yeterince tedavi edilememektedir (5).

800 milyonun Uzerinde AR’ li hasta vardir ancak hem gelismis hem de
gelismekte olan ulkelerde, immun reaksiyon farklihgina bagli olarak kentsel

ve kirsal alanlarda hala fark gérinmektedir (6-14).

AR c¢ok sik gorulmekle birlikte pek ¢ok hasta hekime bagvurmamaktadir.
Bu nedenle prevelans aslinda daha yuksektir. Farkli toplumlarda, yastan
bagimsiz AR prevelansi % 10 - 25 arasinda degdismektedir (14). Ulkemizde,
yapilan ¢aligmalarda rinit prevelansinin gocuklarda % 4.5 - 36.3, erigkinlerde
% 8.9 - 27.7 arasinda degistigi gozlenmektedir (15-33).

Manisa’ da yapilan bir galismada AR prevalansi % 14.5 oraninda

saptanmistir (33).

2.2 ALERJIK RINIiT SINIFLAMASI

AR, klasik bilgilerimize goére mevsimsel ve yil boyu olarak iki grupta
incelenmektedir. Mevsimsel alerjik rinit ve yil boyu alerjik rinit ayrimi alerjene
temas etme suresi esas alinarak vyapilan bir siniflandirmadir. Bu
siniflandirma altta yatan patolojiyi, inflamasyonu yansitmamakta; hastanin,

hastaliktan ne kadar etkilendigi konusuna ve AR’ in hastanin yasam kalitesini



nasil etkiledigi Uzerine vurgu yapmamaktadir. Bu nedenle AR igin yeni bir
siniflandirma gereksinimi dogmustur. Bu siniflama Dinya Saglk Orgti ile
isbirligi icinde yuritilen Alerjik Rinit ve Astim Uzerine Etkisi (ARIA) adi
altinda 2001 yilinda yayimlanan derlemede kabul edilmis ve alerjik riniti
ciddiyetine goére hafif, orta-adir ve intermittan, persistan olarak

degerlendirmistir.

2.3 ALERJENLER

Alerjenler; spesifik immunglobin E (IgE) antikor olusumunu uyaran ve bu
antikor ile reaksiyona giren antijenlerdir. Alerjen kaynagi olarak hayvanlar,
bitkiler, mantarlar ya da kug¢uk molekil agirlikli kimyasal ajanlar mevcuttur ve
bunlar solunum yolu, oral, parenteral yollarla vicuda alinabilirler. Gergekte
alerjenlerin ¢ogu ev i¢i ve ev disl yerlesimleri nedeniyle surekli inhale etmek

durumunda oldugumuz vucut sivilarinda ¢ézunur o6zellikte proteinlerdir.

Mevsimsel alerjik rinitten baglica; ¢ayir, agag, yabani ot polenleri ile
mevsimsel dagilim gésteren mantarlar sorumludur. iklim ve bodlgeye gore
degismekle birlikte farkli polen gruplarinin polenizasyonunun mevsimsel
Ozellik gosterdigi bilinmektedir. Aga¢ polenleri, Mart-Nisan aylarinda, gayir
polenleri Mayis-Temmuz basi arasinda dis ortamda bulunurlar. Agustos sonu
ve sonbahar ise ortamda yabani ot ve hububat polenlerinin bulunma
zamanidir. Polenizasyon donemi ve polenin havada bulunma suresi
bdlgeden bolgeye degisebilmektedir. AR’ te semptomlarin havadaki polen
sayisi ile korele oldugu bildirilmigtir. Bir polenin alerjiye neden olabilmesi igin
1 m?® havada 25-50 polen olmasi gerekir. Ulkemizde ézellikle Ege bélgesinde,
AR’ e en fazla neden olan alerjenlerden biri zeytin polenidir (34-36).
Polenizasyon sezonu Mayis-Temmuz aylari arasinda gozlenir (36). Fakat
yapilan bir calismada Manisa bdlgesinde zeytin polen alerjisinin beklenenden
daha uzun strdugu goézlenmistir (37). Yil boyu alerjik rinitten ise i¢ ortam

alerjenleri olan ev tozu akarlari, hamam bocegi, hayvan tuyleri ile mantarlar



sorumludur. Ev tozu akarlari nem oraninin arttigi donemlerde artarak duyarli

kisilerde semptomlarda mevsimsel bir artmaya da yol agabilmektedir.

2.4 ALERJIK RINIiT IMMUN PATOGENEZI

AR’ te burun mukozasinda inflamasyona gétliren olaylar zinciri oldukga
karisiktir ve duyarlanmig bireyin alerjenler ile kargilasmasiyla baglar. AR’ e

neden olan baslica alerjenler aeroalerjenlerdir.

AR; 2 fazl alerjik reaksiyon ile karakterizedir. 1. faz; bireyin duyarlanma
fazidir. Bu faz; bireyin polen, ev tozu, hayvan epiteli ve doékuntuleri gibi bir
alerjenle kargilasmasi ile baslar. Humoral yanitin indiklenmesiyle birlikte IgE

olusumu meydana gelir. Bu alerjenler, mast hicre Uzerindeki IgE’ e
baglanirlar. (Sekil 1)

Varolan medyatirler
- Histamin

I}egmmlasy' - Proteaz
‘& *3

. e 1

Alerjen

Yew tiretilen
medyatirler

\ - CysLTs
Neosentez - Prostaglandin

- PAF

- Bradilkinin

- Interlikin

-TNF-a

- GM-CSF
CysLTs: sisteinil likotrien; GM-CSF: granulosit-malirofa) koloni stimulan fal:tor; PAF:
platelet aktivator falktor; TNF-e: tiunér nekrozan faktor

MMast

hiicresi

Sekil 1. Sensitize hastalarda alerjen maruziyetine karsi olugan reaksiyon—
medyatorler (38-41).

2. faz ise klinik fazdir. Bu faz; erken ve geg¢ yanith fazlar olmak Uzere ikiye

ayrilir. Erken faz inflamatuvar yanitta alerjenler mast hicre tzerindeki IgE’ e



baglanir. Dakikalar icinde alerjenin mast hicreye bagl en az 2 spesifik IgE
molekull ile gapraz baglanmasi hucrenin degranule olmasi, histamin, triptaz,
CysLT, sitokinler (IL-4, IL-5, IL-6 ve TNFa), kemotaktik faktorler ve enzimlerin
salinmasi ile sonuglanir (Sekil 1). Bu medyatorlerin endotel, sinirler, damar
ve mukoz bezler uzerindeki etkisi ile vazodilatasyon, mukus yapiminda artis,
hapsirik, burun akintisi ortaya ¢ikar. Bunlar Tip 1 immun yanitin akut fazini

olustururlar.

Erken fazin aksine, gec faz; alerjen maruziyetini takiben 2-4 saat iginde

meydana gelen bir hicresel olaydir. (Sekil 2) (41-44).

Hiicresel inflamasyon
Eozimofil
CysLT, GM-CSF,
* TNF IL-1, IL-3,
PAF, ECP, MBP

Kemotalktik Bazofil
faltiorler Histamin, CyvsLT,
- TINFo IL-4, IL-5, IL-6

Histamin IL-4, IL-6

Alerjen ':?
(CvsLTs, PAF,

PG l CysLT I1.-5)

Ionosit

0 CysLT, TNF-q PAF,
IL-1

Mast Hitcresi Lenfosit

IL-4, IL-13, IL-5,
IL-3, GM-CSF

ECP=eoznofil katyonik protein; MBP=major hazik protem; PG=prostaglandin

Sekil 2. Sensitize hastalarda alerjen maruziyetine karsi gelisen reaksiyon-

inflamatuvar hicreler (44-47).

inflamatuvar hiicreler aktive olurlar ve ddem, doku hasari gibi durumlara
sebep olan medyatorlerini agiga cikarirlar (47-49). Akut fazin slregelen
hapsirik ve burun akintisina bu dénemde burun tikanikligi da katilarak AR’ in

tim klinik tablosu tamamlanmis olur. Mast hicresinden salinan histamin



damar endoteli Uzerinde P selektin ortaya c¢ikisina neden olarak Iokosit

adezyonunun ilk basamagi olan ‘rolling’ olayini baslatir.

CysLT; nazal havayolu direncini ve havayolu obstruksiyonunu arttirir.
Damarsal gecirgenligi ve mukus sekresyonunu arttirarak rinoreye neden
olurlar (49-53). Ayni zamanda eozinofiller bagta olmak Uzere inflamatuvar
hicreler icin kemoattraktandirlar. Bu eozinofilleri aktive ederler ve CysLT’ de
dahil olmak Uzere daha fazla medyator agiga ¢ikar. Bu da artmig inflamasyon

ve konjesyona sebep olur (53,54).

Diger medyatdrlerden PG, kinin ve noropeptitler de AR patogenezinde
onemlidir. PG’ lerden oOzellikle PGD2, konjesyon ve rinoreye sebep olur
(55,56). Alerjen maruziyetinden sonra Kkininler agiga c¢ikar; bradikinin
konjesyon, rinore ve bogazda tahris meydana getirir (57,58). Noropeptitler,

vazodilatasyon yoluyla konjesyona neden olurlar (59-62).

AR’ deki inflamatuvar olayda sitokin salinimi énemli rol oynar. Mast
hicresinden salinan TNFa; E-selektin, ICAM-1, VCAM-1 gibi I6kosit endotel
adezyon molekullerinin upregulasyonuna ve bunu izleyen |6kosit-endotel
adezyonu ve kemotaktik uyarilar altinda transendotelyal migrasyonuna
neden olur (62-65). Ayrica mast hucresinden IL-4 salinimi VCAM-1
upregulasyonu yapmakta, IL-5 salinimi ise eozinofil aktivasyonu ve
kemotaksisine goturmektedir. Mast hlcresi ve epitel gibi diger hicrelerden
IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler, eotaxin 1, 2, 3 gibi
kemokinler ve GM-CSF gibi eozinofil buyume faktorleri de salinabilir (65).
Nazal alerjen maruziyetinden sonra mukozal eozinofili ile iligkili olarak IL-4,
IL-5, GM-CSF’ de artis tespit edilmistir (66)

Eozinofil ve T lenfosit gibi inflamatuvar hucrelerin mukozaya gogunde
sitokinler ve kemokinlerin ve bunlarin endotel Uzerinde adezyon molekulleri
ortaya c¢ikigl Uzerine etkisinin 6nemli roli vardir. Mukozaya go¢ eden
eozinofiller bundan sonra ECP, MBP ve diger inflamatuvar maddeleri salarak
inflamasyona katilirlar. Bu aktif eozinofiller, T lenfositler, bazofiller ve bunlar
kaynakli medyatorler, enzimler, sitokinler alerjen maruziyetini izleyen 2 - 4

saat sonra ortaya c¢ikan ge¢ faz olaylara aracilik ederler. Akut fazin slren



hapsirik ve burun akintisina bu donemde burun tikanikligi da katilarak AR’ in

tum klinik tablosu tamamlanmis olur.

2.5 T REGULATUVAR HUCRELER

Bir cok immunolojik olaydan Th2 lenfositlerden salinan sitokinler
sorumludur. IL-4 ve IL-13 asiri miktarda IgE yapiminda, IL-5 ve IL-9 eozinofil
kemotaksisi ve maturasyonunda, IL-3 ve IL-9 mast hicre gelisiminde, IL-9 ve
IL-13 brons hiperreaktivitesinde, IL-4, IL-9 ve IL-13 ise asiri mukus

yapiminda rol oynarlar (67).

Gunluk yasantida polen, kedi, ev tozu akari gibi alerjenler inhalasyonla
alinmaktadir. Atopik olmayan kisiler bu alerjenlere zayif yanit vermekte ve
alerjene 6zgu IgG1 ve IgG4 gibi antikorlar yapmaktadir. Invitro ortamda
alerjenlerle karsilasan T lenfositler Th1 hlcre 6zelligi tagiyarak IFN-y sentez
etmektedir. Bunun aksine atopik kigi alerjenle kargilasinca asiri miktarda
spesifik IgE yapmakta ve Th2 lenfosit kaynakli sitokinler ortamda artmaktadir.
Bu yanitin farklilasmasinda genetik ve gevresel faktorler dnemlidir. Antijen
sunan dendritik hdcrenin  maturasyonu, sunulan antijenin 6zelligi,

mikroortamin sitokin profili polarizasyonda rol oynar.

Duyarl bireylerde ortamda IL-4 varliinda CD4" yardimci T hicreler
anormal Th2 aracili alerjik immun yaniti tetiklerken, IL-12 varliginda bu
farkhlasma Th1 yoninde olur. Th1 ve Th2 huicrelerin diferansiyasyonunda
transkripsiyon faktorleri dnemli roller Ustlenir. GATA3 ve STAT-6 Th2 lenfosit
gelisimi ve IL-5 sentezini kontrol ederken, T-bet ise Th1 lenfosit gelisimi, IL-

12 ve IFN-y yapimini kontrol eder (Sekil 3).



GEC TiP HIPERSENSITIVE
OTOIMUNITE

TFN-y
T-bet IL-2
CD4 1L-12 * :
|

I
) : 1)

|
y |
Dendritik Hiicre L4 | *
GATA-3 IL-4, [L-5
STAT-6 IL-9, IL-13

ALERJIK INFLAMASYON

Sekil 3: Th1 ve Th2 farklilagsmasi

Son yillarda CD4" hiicrelerden farklilasan ve effektér immun yaniti kontrol
eden ve baskilayan yeni bir grup T hdcresi tanimlanmistir. Bu hucrelere

regulatuvar T hicreleri (Trg) denilmektedir (Sekil 4).



GEC TiP HIiPERSENSITIVE

GATA-3 IL-4, IL-5
STAT-6 IL-9, IL-13

ALERJIK INFLAMASYON

Sekil 4: immun yanitta regulatuvar T hiicreleri

CD4" lenfositlerden Foxp3 transkripsiyon faktoriinin kontrolinde Treg
hicreler farklilasir. Bu hicrelerden IL-10 ve TGF- gibi sitokinler salgilanir.
IL-10 ve TGF-B, Th1 ve Th2 lenfosit fonksiyonlarini duzenler. Teg
hicrelerden IL-10 ve TGF-B yapimi ve salinimi gevreden gelen degisik
immanolojik  uyarilarla  idame  ettiriimektedir. ~ Mikroorganizmalarla,
endotoksinlerle ve parazitlerle surekli kargilasma T.g htcreleri aktif bir
konumda tutmakta, dolayisiyla Th1 ve Th2 lenfosit fonksiyonlari kontrol altina
alinmaktadir. Dogal ve adaptif immunolojik uyaranlarin yoklugu Teqg
lenfositlerin aktivitelerinde ve IL-10, TGF-B gibi sitokinlerin yapiminda
azalmaya neden olmaktadir. Boylece Th1 ve Th2 lenfositler lzerinde Teq
baskisi azalmaktadir. Dolayisiyla son vyillarda sadece Th2 kaynakli alerjik
hastaliklarda degil, Th1 kaynakl insuline bagli diyabetes mellitus gibi
otoimmun hastaliklarda da artislar gorilmektedir. Cogu alerji vakasinda
hastalik kontrol edilebilse de, uzun donem sifa ya da kalici tedavi elde

edilememektedir. Regulatuvar T hucrelerin indlklenebilir IL-10 dretici Treq
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hiicre ve timik kdkenli dogal olarak ortaya gikan CD4"CD25" T,eq hiicreler gibi
alt siniflari hakkinda elde edilen son bilgilerle kalici tedavilere biraz daha

yaklasiimistir.

ic ya da dis antijenlere/alerjenlere kargi olusan immiin tolerans; klonal
delesyon, anerji ve T4’ in de icinde bulundugu birka¢c mekanizma tarafindan
gerceklestiriimektedir. Bu toleransi T.eq hucreleri non regulatuvar effektor T
hucrelerinin aktivasyon ve fonksiyonunu engelleyerek gerceklestirir. Treg
hdcrelerinin alt gruplar mevcuttur. Bunlar; merkezi olarak timusta gelisen
viicudun oto/kendi-antijenlerine 6zel T hiicreleri (CD25 * Teg hiicreleri) ile
periferde ekzojen antijen/alerjenlere maruz kalmakla gelisen T hucreleri
(adaptif Treg hucreleri) yer alir. Alerjene Ozel adaptif T.g htcrelerinin
alerjenlere kargl gelisen immun vyanitlarda ve alerjik hastaliklarin

onlenmesinde dnemli bir rol oynadiklari digtunulmektedir.

2.5.1 Timus kaynakl dogal Teq hiicreleri

Dogal T.g hicreleri timusta geligirler ve periferde yer alan CD4" T
hucrelerinin % 5 - 10’ unu olustururlar. Dogal T.g hlcreleri; ‘CD25" (IL-2
reseptory), bir immunglobulin stperfamilyasi Uyesi olan sitotoksik ‘T-lenfosit
iligkili protein 4 (CTLA-4 / CD152), tumor nekroz faktoru-sinir hucresi
blylume faktorl reseptor ailesi proteinlerinin bir Uyesi olan ‘glukokortikoid ile
indUklenen timoér nekroz faktérli - GITR’ ve bir transkripsiyon faktori olan
FoxP3 (68) molekiillerini eksprese ederler. Aktive edilmis CD4" T hiicreleri
uzerinde CD25 fazla miktarda eksprese edilir. Bu nedenle immun aktivasyon
durumunda bir Trg hlicre belirteci olarak CD25’ in degeri neredeyse yok
olmaktadir (68). Buna karsin, FoxP3 ekspresyonu buyuk olglide afT-hucre
reseptor hucreleriyle kisithidir ve FoxP3 ekspresyonu baskilayici (supresor)
etki gosterir (69). Farelerle yapilan galismalar, DNA’ ya baglanan FoxP3’ nin
cekirdege lokalize olarak bir transkripsiyonel reseptor olarak davrandigini
(70) ve Tweg hlcresi dizilerinin belirteg faktoru olarak fonksiyon gordigunu

(71-74) ortaya ¢ikarmigtir.
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Dogal Ty hucreleri TCR-ligand etkilegsimleri ile regulatuvar o6zellik
tasimayan T hicrelerinden farkli mekanizma ile timusta geligirler (74). Dogal
Treg hucrelerinin pozitif seleksiyonunda onemli bir rol oynayan faktortn timik
stromal lenfopoetin oldugu dusunulmektedir; bu faktor timik medulladaki
Hassal korpuskullerinde oldukga fazla eksprese edilir ve dendritik hicrelerin
timositlerinde FoxP3 ekspresyonunu aktive eder (75). Dogal CD25" Tieq
hucrelerinin gelisimiyle sonuglanan bu mekanizmanin adaptif T,eg hlcrelerinin

gelisiminde de rol oynayip oynamadigi bilinmemektedir.

2.5.2 Alerji ve Dogal CD25" T,eg hiicreleri

CD4'CD25" T  hicreleri inhale edilen alerjenlere karsi yaniti
baskilayabilirler (6rnegin, kedi alerjenleri ya da ot polenleri gibi); alerjik
olmayan vericilerden alinan CD25" T hiicreleri kendilerine ait olan, alerjen ile
uyarilmig  CD4'CD25" T hucreleri aracih@iyla proliferasyonu ve IL-5
sekresyonunu baskilamistir ancak bu baskilanma alerjik olan vericilerde
gerceklesmemektedir (76). Alerjik vericilerdeki CD25" T hiicresinin inhibisyon
aktivitesindeki kaybin en belirgin oldugu dénemler, polen sayisinin en fazla
oldugu semptomatik dénemlerdir. Caligmalarda ‘dogal’ CD25" T hiicresi
populasyonunun alerjenleri taniyan T hucrelerinden ya da aktive edilmis
CD25" eksprese eden antijene 6zgl ‘adaptif’ Trg hiicrelerinden olustugunu

gOstermistir (77).

2.5.3 Ekzojen antijene 6zgii adaptif T,eq hlicreleri

Dogal Ty hucrelerinin timusta kendi antijenlerine maruz kalarak pozitif
seleksiyon ile secildikleri acik olmasina karsin, alerjene 0zgu adaptif Treg
hicreleri ekzojen alerjenlerle (6rnegin yiyecek ya da bitkiler) karsilastiktan
sonra timustan ziyade periferde olugur. Bu durum, adaptif T.eq hucrelerinin

dogal CD25" T,eq hiicrelerinden farkl yollarla olustugunu gosterir. Adaptif Treq
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hicreleri 2 alt gruba ayrilir; Treg tip 1 hlicresi ve T helper 3 hiicresi. Adaptif T
hdcrelerinin  kolayca taninmalarini ve izole edilmelerini saglayacak net
isaretleyicileri (marker) olmadigindan bu hicrelerin olusumundaki 0zel
karakteristiklerin  ve yollarin  galisiimasi  oldukga gugtir.  immin
disregulasyonu, poliendokrinopatisi, X iligkili sendromu ya da FoxP3 geninde
mutasyonu olan hastalarda otoimmun hastaliklarin ya da yiyecek alerjisi ve
egzemanin gelisimi FoxP3 eksprese eden duzenleyici T hucrelerinin hem
otoimmunitenin duzenlenmesinde hem de ekzojen alerjenlere kargi alerjik
yanitin duzenlenmesinde énemli bir rol oynadigini gosterir. Bu nedenle,
dogal ve adaptif Treg hlicreleri FoxP3 ekspresyonu bakimindan iligkili olabilir.
Bu ylzden de alerji olusumu, FoxP3 eksprese eden alerjene 6zgu Treq

hicrelerinin yetersiz dizeyde olusumuna bagl olabilir (78).

Bir dizi deneysel c¢alismada antijene 0zgu adaptif Ty hucreleri
induklenmistir. Ornegin, antijenlerin intravendz ya da oral yollardan
uygulanmasi ile gergeklestirilen tolerans indiiksiyonu antijene 6zgl (CD25%)
adaptif Treg hUcrelerinin (79) ya da supresif Th3 hucrelerinin (80) geligimini
saglamigtir. Bu galismalarda FoxP3 ekspresyonu incelenmemigtir. Bunlara
ek olarak; peptidin subkutan olarak uygulanmasi (81) ya da subkutan olarak
ozmotik pompalarla uygulanmasi (82) ya da antijenin solunum yoluna
uygulanmasi (83, 84) ya da antijenin 1s1 ile Oldurialmis ‘Listeria
monocytogenes’ adjuvani ile birlikte uygulanmasi (85) FoxP3 eksprese eden,
antijene 0zgl Teg htcrelerinin geligimini induklemigtir. Bu T.g hlcrelerinin
bazilari IL-10 eksprese ederken (86), bazilari TGF-p (84) ya da hem IL-10 ve
IFN-y (85) eksprese etmigtir. IL-10 Ureten Treg hlcreler (Th2 polarizasyonu ve
FoxP3 icin major dizenleyici olan GATA-3 eksprese eden hicreler), IL-10 ve
IFN-y Ureten T.eg hlcreler (T-bet ve FoxP3 eksprese eden hucreler) (85, 86)
ve TGF-B Ureten hicreler (FoxP3 eksprese eden hucreler) oldukga etkili
inhibitor aktivitelere sahiptirler ve farelerde astim modelleri Uzerinde hava
yollarinda hiper yanitin gelisimini engellemiglerdir. Bu nedenle, FoxP3
eksprese eden ve dogal Ty hucreleri ile iligkili olabilecek T.eg hlcresi tipleri

Th2 nedenli inflamasyonun gelisimini inhibe edebilir.
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2.5.4 Alerji ve astimda IL-10 ve tolerans

Buglne kadar alerjik hastaliklarin olusumunun alerjene 6zgl Th1 ve Th2
hlcreleri arasindaki dengesizlige bagh oldugu dusunulmekteydi. Ancak, son
zamanlarda alerjinin daha ¢ok alerjene 0zgu T.g hicreleri ile Th2 hucreleri
arasindaki dengesizlige bagli oldugu dusunulmektedir. Alerjik olmayan kisiler
ile kiyaslandiginda alerjik kisilerde IL-4 sekresyonunun sikliginda ve alerjene
0zgu T hucrelerinin sayisinda bir artis varken IL-10 sekresyonunun sikliginda
ve alerjene 0zgu T hlcrelerinin sayisinda bir azalma s6z konusudur (87).
Alerjik kisilerde alerjene 6zgl toleransin yoklugunun (ve Tg hucrelerinin
kisith gelisiminin) sanayilesmis Ulkelerdeki gelismis hijyen sartlari ile iligkili
oldugu hipotezi 6ne sirlilmustir; muhtemelen azalan enfeksiyonlar, sindirim
sisteminde kommensal mikrofloradaki degisimler ve toll-benzeri reseptor

sinyallesmesindeki disus bundan sorumlu tutulmustur (88).

2.5.5 Alerjik hastaliklarda alerjene-6zglu immiinoterapiler

Eger alerjik hastalik alerjene 6zgu Ty hucrelerinin yokluguna bagli ise
etkili alerji tedavileri ile IL-10 gibi sitokinleri Ureten T.eg hucrelerinin geligimi
indUklenmelidir (89). Her ne kadar rekombinant IL-10’ un kendisini kullanan
tedaviler iyi tolere edilseler de, IL-10 hem inflamatuvar hem de inflamatuvar
olmayan etkilere sahiptir ve farmakolojik bir ajan olarak uygulandiginda
alerjik hastaligi alevlendirebilir (90). Bu nedenle alerjen immunoterapisi ile
alerjene 0zgu T.g hucreleri araciligiyla IL-10 uretimi daha etkileyici bir
yaklasimdir ve alerjili hastalar tedavi etme potansiyeline sahiptir. Alerjen
immunoterapileri, 6zel alerjen ekstraktinin artan dozlarinin subkutan, dil alti
ya da burun ici yollardan uygulanmasini igerir ve AR, astim, venom

anafilaksisi gibi (91-93) IgE aracihkh hastaligi olan hastalarda oldukca

14



etkilidir. Neredeyse bir yuzyildir kullanilmakta olan geleneksel alerjen
desensitizasyon immunoterapisi  (92,93) Twg hucrelerinin  geligimini
induklediginden dolayl da bugun de alerji tedavisinde etkilidir. Bu nedenle
basarili bir alerjen immunoterapisi alerjene 6zgu Th2 yanitindaki dusus ve
alerjenle induklenmig IL-10 sekrete eden T.eg hucrelerinin artigi ile iligkilidir
(94,95).
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3 GEREG VE YONTEM

3.1 Hasta Sec¢imi

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi i¢ Hastaliklari
Anabilimdali, immanoloji Bilimdali ve Alerji Birimine 2007-2008 tarihleri ve
Nisan-Haziran aylari arasinda burun akintisi, tikaniklik, hapsirik semptomlari
ile basvuran ve anamnez, fizik muayene, deri prick testi dahil diger
laboratuvar bulgulari ile mevsimsel alerjik rinit (zeytin pozitif) tanisi alan 40
hastanin calismaya dahil edilmesi planlandi. Fakat; alinan biyopsi
materyalinin  yetersiz olmasi, 1 yilik immunoterapiyi hastalarin
tamamlamamasi ve 1 yilin sonunda bazi hastalara ulagilamamasi gibi

nedenlerden dolayi 24 hasta g¢alismayi bitirdi.

Calismaya dahil edilme kriterleri: hastanin semptomatik hastalik
déneminde olmasi, deri prick testi ile kanitlanmig zeytin agaci polen alerjisi
varligi, arastirma oOncesinde immunoterapi uygulanmamis olmasi olarak
kabul edildi. Negatif deri prick testi varligi ve daha dnceden immunoterapi
gibi immunomodulatuvar bir tedavi almis olmasi dislanma kriteri olarak kabul
edildi.

3.2 Kontrol grubu

Bagka bir nedenle (septum deviasyonu ya da rinoplasti vb.) nazal
operasyon yapilma endikasyonu bulunan ve deri testi negatif olan non-atopik
20 kisinin kontrol grubuna alinmasi planlandi fakat 15 adet hasta gruba dahil
edilebildi. Operasyon sirasinda alinan tanisal amagcli inferior tlrbinat biyopsi

orneklerinden faydalanildi.
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3.3 Deri Prick Testi

Deri prick testi EAACI rehberine uygun olarak alerji tanisini desteklemek
ve sorumlu alerjen ve/veya alerjenleri saptamak icin hastalarin 6n kol i¢
yuzune lanset kullanilarak uygulandi. Bu testte ticari olarak elde edilebilen
alerjen (cayir otu polenleri: Hulcus lanatus, Lolium perene, Fectuca pratensis,
Phleum pratense, Poa pratensis, Dactylis glomerata, hububat polenleri:
Hordeum vulgare, Avena sativa, Secale cerela, Triticum sativum, yabani ot
polenleri: Artemisia vulgaris, Urtica dioica, Taraxacum vulgare, Plantago
lanceolata, aga¢ poleni: Olea europaea, Fraxinus excelsior, Ulmus scabra,
Alnus glutinosa, Quercus robur, akarlar: Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides  pteronyssinus, mantarlar, kedi koépek tlyu)
(Allergopharma Joachim Ganzer KG, Reinbek, Almanya) ekstreleri kullanildi
(96).

Pozitif kontrol olarak standardize histamin (histamine 1.7 mg/mL) ve
negatif kontrol olarak gliserinli salin (9mg NaCl, 4 mg phenole, 563 mg
gliserol/mL) (Allergopharma Joachim Ganzer KG, Reinbek, Almanya)
kullanildi. Prick testi, alerjen ve kontrol solisyon uygulamasindan 15 dakika
sonra degerlendirildi. Deri prick testlerinin zeytin agaci polen ekstresi (Olea
europaea)’ nin ve histaminin neden oldugu kabariklik en az 3 mm veya daha

ustiinde olan hastalar zeytin agaci polenine kargi alerjik olarak kabul edildi.

17



3.4 Alerjik Rinit Semptom Skorlamasi

Alerjik rinokonjonktivit semptom skorlari, hastalarin semptomatik oldugu
aktif hastalik déneminde alindi. Rinit icin burunda tikaniklik, kasinti, su gibi
akinti, hapsurma sikayetlerinin her biri ayri ayri sorgulanarak skorlamasi
yapildi ve 0 ile 12 puan arasinda degerlendirildi. Semptomatik olmayan
mevsimsel alerjik rinit hastalarin skoru 0; glinde 1 saatten az semptomu olan
hastalarin skoru 1; gunde 1-2 saat semptomu olan hastalarin skoru 2; ginde
2 saatten fazla semptomu olan hastalarin skoru 3 olarak degerlendirilip bu

skorlarin toplami esas alindi.

3.5 Burun Yikamasi

Burun yikamasi iglemi hastalarin her bir nazal kavitesine nazogastrik
sonda ile 10 cc serum fizyolojik verilerek yapildi. Verilen serum fizyolojik

tekrar toplanip 10 cc’ lik enjektorde biriktirilerek ELISA yontemi ile ¢alisildi.

3.6 ELISA Yontemi

Nazal yikama sivisi Celal Bayar Universitesi Biyokimya Bolimiinde ELISA
yontemi ile analiz edilerek IL-10, IL-4, IFN-y, TGF-B calisild1.

a) IL-10 materyal metod; Ray Bio Human IL-10 immunassay kit ile ELISA
metodu ile ¢alisiimistir. Ray Biotech, Inc. Web: www.raybiotech.com, e-mail:

info@raybiotech.com Kkiti ile g¢alisiimistir. Intra-assy varyasyon katsayisi <

%10 olarak saptanmigtir. Inter-assay varyasyon katsayisi < %12 olarak

saptanmistir. Kitin sensitivitesi 1 pg/mL’ dir.
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b) IL-4 materyal metod; Ray Bio Human immunassay kit ile ELISA metodu

ile calisiimigtir. Ray Biotech, Inc. Web: www.raybiotech.com, e-mail:

info@raybiotech.com Kkiti ile ¢aligiimigtir. Intra-assay varyasyon katsayisi <

%10 olarak saptanmigtir. Inter-assay varyasyon katsayisi < %12 olarak

saptanmistir. Kitin sensitivitesi 5 pg/mL’ dir.

c) TGF-B materyal metod; Ray Bio Human TGF- immunassay kit ile ELISA

metodu ile ¢alisiimistir. Ray Biotech, Inc. Web: www.raybiotech.com, e-mail:

info@raybiotech.com Kkiti ile ¢aligiimigtir. Intra-assay varyasyon katsayisi <

%10 olarak saptanmigtir. Inter-assay varyasyon katsayisi < %12 olarak

saptanmistir. Kitin sensitivitesi 80 pg/mL’ dir. ,

d) IFN-y materyal metod; Ray Bio Human IFN g immunassay kit ile ELISA
metodu ile ¢caligiimistir. Ray Biotech, Inc. Web: www. raybiotech.com, e mail:

info@raybiotech.com Kkiti ile ¢alisiimistir. Intra-assay varyasyon katsayisi <

%10 olarak saptanmigtir. Inter-assay varyasyon katsayisi < %12 olarak

saptanmistir. Kitin sensitivitesi 15 pg / mL’ dir.

3.7 Rinomanometri

Burun i¢i hava akimi ve basing 6lcimu rinomanometri cihazi ile yapildi.
Rinomanometri cihazi olarak Betterflow ZAN 100 USB Rhinomanometry
(ZAN Ferraris Respiratory, Messgeraete Gmbh, Northern Bavaria, Almanya)
kullanildi. Sistemin igerisinde pre ve post akim nazal basinglari transduser
araciligi ile dlgen ve kaydeden bir sensor bulunmaktadir. Burun deliklerinin
birinden hava akimi saglaniyorken diger burun deliginden nazal basing
Olcumleri yapilmaktadir. Bu sistemde burun i¢indeki hava akimi ve basinglar
Olgulip, degerlendirimekte ve istatistik analiz i¢cin  bilgisayara

kaydedilmektedir.

Hava akimi hem sad hem de sol burun deliginden olmak Uzere, nazal
pasajda 150 Pascal (Pa) basing altinda, saniyede gecen hava akimlarinin

toplami olarak rapor edildi.
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3.8 inferior Tiirbinat Biyopsi

Hastanin omuz hizasindaki 1sik kaynagi ve alin aynasi ile saglanan gorus
esliginde Killian (veya Hartmann) burun spekulumu araciliginda saga acili
Blakesley-Wile forceps ile punch biyopsi alinmasi iglemi uygulandi. Biyopsi
materyali engel olusturan bir patoloji olmadigi takdirde sol nazal kaviteden ve
alt konka ©6n ucundan alindi. Biyopsi materyali alindigi sirada nazal
mukozanin enfekte ya da enflame olmamasina ve alinan materyalin en az 2
mm derinliginde olmasina dikkat edildi. Biyopsi isleminden once hastanin
biyopsi uygulanacak olan nazal kaviteye Xylocain (Lidocain HCI %2) den 2
puff sikilarak lokal anestezisi yapildi. Punch biyopsi alinmasi sonrasinda
hemostazi saglamak amaciyla nazal kaviteye Jetokain (Lidokain-Adrenalin)
emdirilmis pamuk tampon yerlestirildi. Hastalar bu iglem sonrasinda 5-10
dakika arasinda istirahat ettirilerek kanama agisindan tekrar kontrol edildi.
Hemostaz saglandigi tespit edildikten sonra hastalar 48 saat boyunca
hapsurma, ikinma, sumkirme, okslirme gibi basing artimina sebep olacak
hareketlerden kaginacag! ve gerekirse soguk su ile nazal lavaj yapabileceqi

konusunda bilgilendirilerek iglem sonlandirildi.

3.9 Isik Mikroskobik Gere¢ Ve Yontem

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Boliminde, nazal
biyopsiler parafine gomulerek bloklandi, deparafinize edildikten sonra

immunohistokimyasal olarak boyanarak mikroskobik incelemeleri yapildi.
Parafin Takibi;
1) Fiksasyon: % 10 formalin 24-48 saat

2) Akarsuda yikama 12-16 saat
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3) %60 etil alkol 30 dk

4) %70 etil alkol 30 dk
5) %380 etil alkol 30 dk
6) %95 etil alkol 30 dk
7) %100 etil alkol I'de 1 saat
8) %100 etil alkol II'de 1 saat
9) Ksilen-alkol'de 30 dk
10) Ksilen I’ de 45 dk
11) Ksilen II'de 45 dk
12) Ksilen-parafinde 30 dk

13) 60°C’lik etlivde erimis parafinde 1 saat
14) Parafin I'de 1 saat
15) Parafin II'de 1 saat bekletildiler.

Etivden c¢ikarilan pargalar parafine gomulerek bloklandl. Isik
mikroskobunda incelemek Uzere hazirlanan parafin bloklardan 5 mikronluk
seri kesitler alindi. Preparatlarin ilk bolumu histokimyasal yontemlerle
Hematoksilen-Eozin (Surgipath) ile boyandi. Seri kesitlerin digerlerine ise

immunohistokimya boyamasi yapildi.

Histokimyasal boyama igin ayrilan preparatlar 60 °C’lik etivde bir gece

deparafinize edildi.

Hematoksilen-Eozin Boyasi;

1) Ksilen | 30 dk
2) Ksilen I 30 dk
3) % 95 alkol 2 dk
4) % 80 alkol 2 dk
5) % 70 alkol 2 dk

21



6) % 60 alkol 2 dk
7) Akar su 5 dk
8) Hematoksilen 3 dk
9) Akarsu 5 dk
10) Asit-alkol 1sn
11) Akarsu 2 dk
12) Eozin 4 dk
13) % 80 alkol 2 dk
14) % 95 alkol 2 dk
15) Ksilen 30-60 dk

16) Entellan ile kapama

3.9.1 indirekt immiinohistokimya Yéntemi

Kullanilan Malzemeler:

e Ksilen

o Alkol

PBS (Fosfat Tampon Solusyonu)

Tripsin (BioGenex Kat No: EK001-5K, Ca USA)

Pap-pen (Beckman Coulter Kat No: IM3580 Fransa)

% 3 Hidrojen Peroksidaz (DBS Kat No: KO33 Pleasanton-CA)
Bloking sollsyonu (Zymed Kat No:85-9043 USA)

Primer Antikor T-bet (sc-21003,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor FoxP3 (sc-56680,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)

Primer Antikor Gata3 (sc-268,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
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e Sekonder Antikor Kit (Zymed Histostain- Plus Broad Spectrum Kat No:85-
9943 South San Francisco)

e DAB (Kat. No: 1718096 Roche indianapolis USA)
e Mayers Hematoksilen (JTBaker Kat No:2810 Holland)
e Entellan (Surgipath Kat No: 16125 USA)

Boyama Yontemi

immiinohistokimyasal yéntemle boyanacak preparatlar 60°C’ lik etiivde bir

gece bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama basglatildi.

1) Ksilen 30 dk
2) Ksilen 30 dk
3) % 95 alkol 2 dk
4) % 80 alkol 2 dk
5) % 70 alkol 2 dk
6) % 60 alkol 2 dk

7) Kesitlere tripsin konarak 37 °C’ de10 dakika inktbe edildi.
8) Distile su 5 dk

9) Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, Dakopenle
cevresine daire c¢izildi. Bu islem dokularin kurumasini engellemek ve
uygulanacak maddelerin lam Uzerinde dagiimasini engellemek amaciyla

yapildi. Uzerine PBS damlatildi.

10) PBS’ le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

11) % 3’ Iuk Hidrojen Peroksidaz’ da 5 dakika tutuldu.
12) PBS’ le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

13) Bloking solisyonu damlatildi, 1saat bekletildi.

14) Dokulara primer antikor damlatildi 1 saat bekletildi. (Bizim ¢alismamizda
primer olarak T-bet, FoxP3, GATA-3 kullanildr)
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15) PBS’ le yikama gercgeklestirildi (3x5 dk).
16) Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi 30 dk boyunca.
17) PBS’ le yikama gercgeklestirildi (3x5 dk).

18) Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dk
uygulandi.

19) PBS’ le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

20) DAB boyamasi yapildi 3 dk.

21) Distile su ile yikandi.

22) Mayers hematoksilen ile zit boyama. 1-2 dk.
23) Distile su ile yikandi.

24) % 80 etil alkol 2 dk.

25) % 90 etil alkol 2 dk.

26) Ksilen 30 dk.

27) Entellan ile kapatildi.

imminohistokimyasal ~ yéntemle  boyanan  preparatlar, boyanma
derecelerine gore kuvvetli (+++), orta (++) ve zayif (+), belirsiz-varyok (%)
diye tanimlandi. Preparatlar i1sik mikroskobu ile iki histolog tarafindan

degerlendirildi.

3.10 Polen Sayimi

Aeropalinolojide havadaki polen yogunlugunu ve polen cinsini saptamak
icin gravimetrik ve volumetrik olmak Uzere iki yontem kullaniimaktadir. Bu
calismamizda ucuz, basit ve kullanisli oldugundan gravimetrik yontem tercih

edilmistir.

Gravimetrik ydntem, yercekimi etkisiyle cm? e disen polen miktarini

belirlemeye yarayan bir yontemdir. Durham araci kullanilarak yapilan bu
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yontemde havadaki polenler genelde gunlik veya haftalik olarak toplanir.
Durham araci Manisa il merkezinde bulunan iki farkli park alanina
yerlestirilmistir. Arastirmamizda Manisa ilindeki polenler Mart 2007 -
Temmuz 2007 ve Mart 2008 — Temmuz 2008 tarihleri arasindaki surede,

haftalik toplanmis ve sayimlari yapilimigtir.

3.11 istatistiksel Analiz

Calismaya katilan tim hastalarimizdan onam formlari alind.. istatistikler
icin Statistical Package for Social Sciences Version (SPSS) 11.0 programi
kullaniimistir. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi vakalarinin sonuglari, kontrol
grubu vakalarinin sonuglari gruplar arasinda Mann-Whitney testi kullanilarak;
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi hastalarimizn degerleri grup iginde

Independent Samples T test kullanilarak yapildi.
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4 BULGULAR

Calismamiza i¢ Hastaliklari Alerji - immunoloji Poliklinigi’ ne basvuran AR
tanisi almig 19’ u kadin (% 79.1), 5’ i erkek (% 20.8), yas ortalamalari 35.5
12 olan toplam 24 hasta alinmigtir. Kontrol grubu olarak 8’ i kadin (% 53.3),
7’ si erkek (% 46.6) yas ortalamasi 29 + 10 arasinda degisen toplam 15 kisi
¢alismaya dahil edilmigtir.

Hasta grubu Kontrol grubu
Vaka sayisi (n) 24 15
Erkek 5 7
Kadin 19 8
Yas ortalamasi (mean £ SD) 355+12 29+£10

Tablo 1. Demografik verilerimiz.

Calismamizda; polenler, Manisa ili gevresinde Mart 2007 — Temmuz 2007
ve Mart 2008 — Temmuz 2008 tarihleri arasindaki surede, haftalik olarak
toplanmig ve sayimlari yapilmistir. Mart ayinda baglayan polenizasyon Nisan,
Mayis, Haziran aylarinda gittikce artarak pik yapmig ve Haziran ayi sonu ve

Temmuz ayi baginda polenizasyonda azalma go6zlenmigtir (Sekil 5).

26



45,0

Sekil 5. Manisa ili Mart-Temmuz 2007 ve Mart-Temmuz 2008 haftalik

polen sayimi

Hasta grubumuzdaki vakalarimiz ve kontrol grubu vakalarimiz zeytin
polen sezonu doneminde degerlendirildi. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi
dénemlerinde olmak Uzere hastalarimizdan ve kontrol grubumuzdan nazal

yikama sivilari toplanarak IFN v, IL-4, IL-10, TGF-$ ¢ahsild1.
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Grafik 1: IFN-y degerlerinin kontrol grubu ve tedavi 6ncesi, tedavi dncesi

ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi kargilastiriimasi

IFN-y degerleri; tedavi dncesi donemde kontrol grubu ile kargilastirildigi
zaman AR’ li hastalarda anlamli olarak disik saptanmistir (p=0.012). IFN-y
degerleri tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi karsilastirildigi zaman anlaml bir
fark saptanmamigstir (p=0.597). Tedavi sonrasi, kontrol grubu ile
kargilastinldigi zaman IFN-y de@erleri anlamh olarak dusik saptanmistir
(p=0.012).
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Grafik 2. IL-4 degerlerinin kontrol grubu ve tedavi dncesi, tedavi dncesi ve

tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi karsilastiriimasi

IL-4 degerleri tedavi oncesi ve kontrol grubu, tedavi oncesi ve tedavi
sonrasl, tedavi sonrasi ve kontrol grubu kargilastirildiginda anlaml bir fark

saptanmamigtir (sirasiyla; p=0.558, p=0.668, p=0.721)
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Grafik 3. IL-10 degerlerinin kontrol grubu ve tedavi 6ncesi, tedavi dncesi

ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi kargilastiriimasi

IL-10 degerleri tedavi 6dncesinde kontrol grubu vakalarinin degerlerinden
anlaml élgude yuksek saptandi (p=0.020). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi
IL-10 duzeyleri karsilastinldigi  zaman anlamh  bir fark izlenmemistir
(p=0.726). Tedavi sonrasi IL-10 degerlerinin de kontrol grubu degerlerinden
anlamli dlgude yuksek oldugu saptanmistir (p=0.033).
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Grafik 4. TGF-3 deg@erlerinin kontrol grubu ve tedavi dncesi, tedavi dncesi

ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi kargilastiriimasi

Tedavi Oncesindeki TGF-B degerlerinin kontrol grubu vakalarindaki
degerlerden istatistiksel anlamliik olmasa da dusuk oldugu saptanmistir
(p=0.178). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi degerleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamigtir (p=0.704). Tedavi sonrasinda da istatistiksel anlam ifade
etmese de TGF-B degerlerinin kontrol grubu vakalarindan dusik oldugu

izlenmistir (p=0.296).
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Tedavi oOncesi ve tedavi sonrasi donemlerinde olmak Uzere
hastalarimizdan ve kontrol grubumuzdan nazal biyopsi materyalleri alinarak
T-bet, FoxP3, GATA 3 c¢aligildi.
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Grafik 5. T-bet degerlerinin kontrol grubu ve tedavi dncesi, tedavi oncesi

ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi kargilastiriimasi

T-bet degerlerinde tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi kontrol grubu ile

kargilastirimasinda istatistiksel olarak anlamh duasuklik saptanmistir

32



(p=0.001). Tedavi sonrasi degerlerinde tedavi 6ncesine gore istatistiksel

olarak anlamh olmasa da artis saptanmistir (p=0.398).

p=0.001
80 ' '
p=0.001
oo p=0848
60_ ° r 1
o
- 40 s
m AA
20_ u AA
O T T T
Kontrol grubu Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi

Grafik 6. FoxP3 degerlerinin kontrol grubu ve tedavi éncesi, tedavi dncesi

ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi kargilasgtiriimasi

FoxP3 degerlerinde tedavi oncesi ve tedavi sonrasi donemlerde kontrol

grubu ile kargilagtirlmasinda istatistiksel anlamh dusUklik saptanmistir

33



(p=0.001). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi degerleri arasinda anlamli bir

iliski saptanmamistir (p=0.848).
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Grafik 7. GATA-3 degerlerinin kontrol grubu ve tedavi Oncesi, tedavi

oncesi ve tedavi sonrasi, kontrol grubu ve tedavi sonrasi karsilastiriimasi

GATA-3 degerlerinde tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi dénemlerde kontrol

grubu ile kargilastirimasinda, istatistiksel anlanmli bir fark saptanmamistir
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(p=0.276, p=0.147). Ancak tedavi sonrasi donemde istatistiksel anlanmli bir

fark olmasa da tedavi dncesi ddoneme gore diusuklik saptanmistir (p=0.429).
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5 TARTISMA

AR, genetik olarak atopik olan bireylerde 6zellikle solunumsal alerjenlere
maruziyet sonrasi ortaya c¢ikan duyarlanma periyodu ardindan tekrar
maruziyetle olugsan nazal mukozanin inflamasyonu ile karakterize bir
hastaliktir (97). Hastalik, giderek artan sikhgini ozellikle gelismis ve
gelismekte olan (lke popilasyonunda gostermektedir (6-14). Ulkemiz de
gelismekte olan ulkeler i¢in de yer almakta olup, alerjik hastalik insidansinda
son yillarda artis gozlenmektedir (15-33). Bu sebeple ulkemiz i¢cin dnemli bir
saglik sorunu olan bu hastalik igin immunoloji alanindaki gelismelere paralel
olarak artan sayida calisma yapilmaktadir. Biz de c¢alismamizda bu
hastaligin patogenezinde rol oynayan hucreler ve onlarin urlnleri olan
sitokinlerin duzeylerini nazal mukozal yuzeyde gostermeyi amacladik. Bu
hastalarda kuratif tedavi adayi olan alerjen spesifik immunoterapinin yukarida
bahsi gecen hicre ve JUrlnlerinde meydana getirdigi degisiklikleri
gozlemleyerek; bu tedavinin etki mekanizmalari hakkinda bilgi sahibi olmayi
hedefledik.

Hasta ve kontrol grubu vakalarimizin demografik verileri arasinda bir tek
kadin hasta sayisinin kontrollerden fazla olmasi disinda bir fark yoktu. Bu da
degerlendirdigimiz parametreler agisindan g6z ardi edilebilecek bir durum

olarak gorulmektedir (Tablo 1).

Yasadigimiz bolge olan Ege Bodlgesi’ nde AR’ e en fazla sebep olan
alerjenlerden birinin zeytin poleni olmasindan dolayi (34-36) ¢calismamiza AR
semptomlari olan ve deri prick testinde zeytin polen duyarliigi saptanan
hastalar dahil edildi. Literatirde zeytin polenizasyon sezonu Mayis basi
Haziran sonu olarak belirtilse de (36) Manisa bodlgesinde polenizasyon
dénemi Mart ayi ortasindan Haziran ayi ortasina kadar strmektedir (98).
Bizim c¢alismamizda Manisa ilinde polen sayimi Mart-Temmuz aylari

arasinda haftalk olarak yapildi. Nisan, Mayis, Haziran aylarinda
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polenizasyonun pik yaptigi, Temmuz basinda giderek azaldigi saptandi
(Sekil 5). Bolgemizde yapilan daha onceki bir calismada da zeytin poleni
duyarl solunumsal alerjisi olan vakalarda polenizasyon donemi disina tasan
alerjik semptomlar gozlenebildigi bildirilmistir. Calismamiz sonucunda 2007
ve 2008 yillari kargilastirildiginda zeytin polenizasyonu zamani ve yogunlugu
acisindan fark saptanmamasi, dissal alerjen kaynagi agisindan g¢alismamiza
etki edebilecek olan bir faktorin olmadigini gostermistir. Hasta grubumuzda
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi galisma ornekleri ayni sezon déneminde

alindidi igin alerjen uyaranlari dedismemis gézukmektedir.

Calismamiz sonucunda yogun alerji semptomlarinin oldugu dénemlerde
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi grubumuzda, (T.g gOstergesi olan
sitokinlerden) TGF-B’ nin ve (T, transkripsiyon faktoru olan) FoxP3
ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha dusuk degerlerde
oldugu saptandi (Grafik 4-Grafik 6-Resim 3). Bu durum Akdis ve
arkadaglarinin yaptigi calismada saptanan, alerjik kigilerde alerjene 6zgu Tieg
hicre sayisinda azalma ile uyumlu bulunmustur (87) . Ancak 1 vyillik
immunoterapi sonrasinda, ayni gruplar arasinda TGF-§, FoxP3 dederlerinde
anlamli bir yukselme saptanmazken, IL-10 degerlerinde anlamli yukseklik
saptanmigtir (Grafik 3-Resim 4). Aslinda alerjen spesifik immunoterapi
sonrasinda alerjenle indiklenmis IL-10 sekrete eden T4 hlcre sayilarinda
artis beklenmektedir (94,95); Ancak bu artis 1 yillik immunoterapi uygulamasi
sonucunda pek olasi degildir (99). Bu tur bir degisimin olugsmasi i¢cim
immuanoterapi alan vakalarinin 2.-3. yillarini degerlendirmek gerekmektedir
(100). Bizim calismamiz 1 yilhk immuUnoterapi vakalarinin degdisimlerini
gozlemledigi icin bu tur bir degisimin simdiden meydana gelmemis olmasi

surpriz degildir.

Th2 yaniti gostergesi olan IL-4 tedavi 6ncesi, tedavi sonrasi, kontrol grubu
kargilastirimasinda anlamli fark gdéstermezken transkripsiyon faktérti olan
GATA-3 (101), tedavi sonrasi gruplarinda istatistiksel anlamli olmasa da
tedavi 6ncesine gore dusuk degerlerde saptandi (Grafik 2-Grafik 7-Resim 5).
LiteratUrde, alerjik olmayan Kisiler ile karsilastirildigi zaman alerjik bireylerde

IL-4 sekresyonunda (87) ve nazal biyopsi spesimenlerinde GATA-3

37



ekspresyonunda (101) artis saptanmaktadir. Oysa bizim calismamizda IL-4
degerinde ve GATA-3 degerlerinde tedavi 6ncesi dénemde s6z konusu bu
yukseklik saptanmamigtir. IL-4 son derece dusuk duzeylerde bile etkili
olabilen bir sitokin oldugu icin (87) bizim kisitli sayidaki hastamizdan elde
ettigimiz duzey farkliliklari anlam ifade etmemis olabilir. GATA-3 degerlerinde
tedavi sonrasinda ise tedavi oncesine gore anlamli azalma tespit edilmigtir
(Resim 6). Bu durum alerjen immunoterapisi ile baskin olan Th2 yanitinin
azalmasi ile iligkilidir (94,95).

Th1 yaniti gostergesi olan IFN-y (101) ve transkripsiyon faktoru olan T bet
(101) degerleri; tedavi dncesi ve tedavi sonrasi grubumuzda kontrol grubu ile
karsilastinildigi zaman anlamli olarak dustk bulundu (Grafik 1-Grafik 5). Bu
durum alerjik rinitli hastalarda azalmis Th1 yaniti ile uyumludur (102). IFN-y
degerlerinde tedavi oncesi ve tedavi sonrasi kargilastiriimasinda anlamli bir
fark saptanamazken T-bet degerlerinde tedavi sonrasinda tedavi Oncesi
déneme goére bir artis saptandi (Resim 7-8). Burada ortaya c¢ikan
transkripsiyon faktori degisikligine eslik edemeyen bir IFN-y duzeyi
mevcuttur. IFN-y esas kaynagi Th1 hadcreler gibi gbézikse de, hem
makrofajlar hem de dogal o6lduricu huacreler gibi hlcreler de bu sitokini
sekrete etmektedir. Alerjen spesifik immunoterapi sonucunda nazal mukozal
antijen sunan hicrelerin (Makrofaj gibi) ve dogal &ldiricia hicrelerinin
azaldigini gosteren calismalar vardir (103). Bu nedenle aslinda hem
baslangictaki hem de tedavi sonrasi IFN-y’ nin kaynaginin yalniz Th1 tipi
hicreler olmadigi, transkripsiyon faktoru artigina ragmen IFN-y dizeyinin
artmamasi bu degisikliklere baglanabilir. Alerjen spesifik immunoterapi ile
amac¢ Th1 yanitinin baskinhgini arttirmaktir (104). Bizim galismamizda da
immunoterapi sonucunda elde edilen Th1 tipi sitokinlerin transkripsiyon

faktoru artisi bu calismalar isiginda beklenen bir sonugtur.

Alerjik riniti olan hastalarimizda alerjik donemde dusuk degerlerde
olmasini bekledigimiz Th1 ve T.q sitokin ve transkripsiyon faktorlerinde
dusukliuk saptadik. Yuksek degerlerde olmasini bekledigimiz Th2 sitokin

degerlerinin kontrollerden farkli olmadigini ancak transkripsiyon faktorlerinde
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yukseklik oldugunu saptadik. Ancak alerjen spesifik immunoterapi
sonrasinda hastalarimizda klinik agidan iyilesme saptarken, sitokin paterni ve
transkripsiyon faktorleri acgisindan inceledigimiz zaman uzun sureli
immunoterapilerin sonuglarini gbézlemek agisindan erken bir zamanda

oldugumuzu goérduk.

Literaturlerde 5 yillik immunoterapi sureci sonrasinda gerek sitokin gerek
transkripsiyonel faktorleri ile Th1, Treg, Th2 hucrelerinin degisimi hakkinda
galisma bulunmamaktadir. ilerleyen zamanlarda bu konu ile ilgili yapilacak

calismalar alerjik hastaliklarin tedavisine 151k tutacaktir.
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6 SONUGLAR VE ONERILER

Calismamizda AR patogenezinde rol oynayan hucreler ve onlarin Grinleri
olan sitokinlerin dluzeylerini nazal mukozada gostermek ve alerjen spesifik

immunoterapi sonrasinda bu Urinlerin degisimini gostermeyi amacladik.

Bu calismada Manisa ilinde haftalilk polenizasyon sayimi yapildi.
Sehrimizde Mart ayinda baslayan polenizasyonun Nisan, Mayis, Haziran
aylarinda gittikce artarak pik yaptigi ve Haziran ayir sonu, Temmuz ayi

basinda giderek azaldigi gozlemlendi.

Nazal yikama materyallerinde ELISA yontemi ile IFN-y, IL-4, IL-10, T-bet
sitokinleri galisildi. IFN-y deg@erleri; tedavi dncesi donemde kontrol grubuna
g6re anlamh dusuk saptanirken (p=0.012), tedavi sonrasi ddnemde anlamli
bir fark saptanmadi (p=0.597). Tedavi sonrasi, kontrol grubu ile
kargilastinldigi zaman |IFN-y degerleri anlamli olarak dislUk saptandi
(p=0.012).

IL-4 degerleri tedavi oncesi ve kontrol grubu, tedavi oncesi ve tedavi
sonrasl, tedavi sonrasi ve kontrol grubu karsilastirildiginda anlamh bir fark
saptanmadi (sirasiyla; p=0.558, p=0.668, p=0.721)

IL-10 degerleri tedavi oncesi donemde kontrllere gore anlamh olgude
yuksek saptandi (p=0.020). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi IL-10 duzeyleri
kargilastinldigi zaman anlamli bir fark izlenmedi (p=0.726). Tedavi sonrasi
IL-10 degerlerinde kontrol grubu degerlerine gore anlamli dlgude yukseklik

oldugu saptandi (p=0.033).

Tedavi Oncesindeki TGF-p degerlerinin kontrol grubu vakalarindaki
degerlerden istatistiksel anlamlilik olmasa da dusuk oldugu (p=0.178), tedavi

oncesi ve tedavi sonrasi deerleri arasinda ise anlamli bir fark olmadigi
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saptanmistir (p=0.704). Tedavi sonrasinda da istatistiksel anlam ifade
etmese de TGF-B degerlerinin kontrol grubu vakalarindan duisik oldugu

izlenmistir (p=0.296).

T-bet degerlerinde tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi kontrol grubu ile
kargilastirimasinda istatistiksel olarak anlamli  dusukluk saptanirken
(p=0.001), tedavi sonrasi degerlerinde tedavi o6ncesine gore istatistiksel

olarak anlamh olmasa da artis saptanmistir (p=0.398).

FoxP3 degerlerinde tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi donemlerde kontrol
grubu ile karsilastirlmasinda istatistiksel anlaml dusuklik saptanmistir
(p=0.001). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi degerleri arasinda anlamli bir

iliski saptanmamistir (p=0.848).

GATA-3 degerlerinde tedavi oncesi, tedavi sonrasi donemlerde kontrol
grubu ile karsilastirlmasinda, istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir
(p=0.276, p=0.147). Ancak tedavi sonrasi donemde istatistiksel anlanmli bir

fark olmasa da tedavi dncesi ddoneme gore dusuklik saptanmistir. (p=0.429).

Spesifik alerjen immunoterapisi AR hastalarinda esas tedavi yontemidir.
Basarili bir alerjen immunoterapisi alerjene 6zgu Th2 yanitindaki dusus ve
alerjenle indiklenmis IL-10 sekrete eden T4 hucrelerinin artigi ile iligkilidir.
Bizim calismamizda alerjen spesifik immunoterapinin 1 yilinin sonunda
hastalarimizda klinik acgidan iyilesme saptarken sitokin paterni ve
transkripsiyon faktorleri agisindan henuz 1 yilhk sirenin yeterli olmadigini
saptadik. Bu konu ile ilgili daha uzun sureli ¢alismalarin yapilmasi veriler

acisindan daha saglikli bilgilerin elimize ge¢gmesini saglayacaktir.
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7 OZET

Alerjik Rinitte Regulatuvar T Hucrelerin Rolu

Alerjik Rinit (AR); nazal mukozanin inflamasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir
tablodur. Biz calisgmamizda bu hastalik patogenezinde rol oynayan hucreler
ve onlarin drunleri olan sitokinlerin duzeylerini nazal mukozada gostermek ve
alerjen spesifik immunoterapi sonrasinda bu urtnlerin degisimini gostermeyi

amagcladik.

Bu calismaya Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ic
Hastaliklari Anabilimdali, immiinoloji Bilimdali ve Alerji Birimine 2007-2008
tarihleri ve Mart-Temmuz aylari arasinda basvuran klinik ve deri testi ile
zeytin pozitif alerjik rinit tanisi alan 24 hasta dahil edildi. Kontrol grubu olarak
da herhangi bir nedenden dolay! opere edilecek olan klinik ve deri testi ile
non-atopik 15 kisi ¢calismaya alindi. Her hastaya tedavi oncesi ve 1 yillik
immunoterapi sonrasinda deri prick testi, semptom skorlamasi,
rinomanometre ile nazal hava akimi élgimu, nazal yikama ve nazal biyopsi
uygulandi. Kontrol grubuna ise deri prick testi, nazal yikama ve nazal biyopsi
uygulandi. Nazal yikama materyalleri ELISA yontemi ile ve nazal biyopsi
materyalleri immunohistokimyasal ydontemle incelendi. 2007-2008 vyillari ve
Mart-Temmuz aylari arasinda Manisa ilinde Durham araci ile haftalik polen

sayimi yapildi.

Calismamiza Ii¢ Hastaliklari Alerji-immunoloji Poliklinigi’ ne bagsvuran AR
tanisi almig 19’ u kadin (% 79.1), 5’ i erkek (% 20.8), yas ortalamalar1 35.5 £
12 olan toplam 24 hasta alindi. Kontrol grubu olarak 8’ i kadin (% 53.3), 7’ si
erkek (% 46.6) yas ortalamasi 29 + 10 arasinda degisen toplam 15 Kisi

calismaya dahil edildi. Manisa ilinde Nisan, Mayis, Haziran aylarinda
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polenizasyonun pik yaptigi, Temmuz baginda giderek azaldigi saptandi.
Tedavi dncesi grupta kontrol grubu ile karsilastinldigi zaman TGF-, FoxP3,
IFN-y, T-bet degerlerinde dusuklik, IL-10 degerinde yukseklik saptanirken,
GATA-3, IL-4 degerinde anlaml bir fark saptamadik. Tedavi sonrasi grupta
kontrol grubu ile karsilastinldigr zaman ise TGF-p, FoxP3, IFN-y degerlerinde
anlaml dugukluk saptanirken IL-10 degerlerinde anlamli artis saptandi. IL-4,

GATA-3 degerlerinde anlaml fark saptanmadi.

Alerjen spesifik immunoterapi sonrasinda hastalarimizda klinik agidan
iyilesme gdzlemlememize ragmen, sitokin paterni ve transkripsiyon faktorleri
acisindan inceledigimiz zaman uzun sureli immunoterapi sonuglarini

gOzlemek agisindan erken bir zamanda oldugumuzu saptadik.

Anahtar kelimeler: IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B, FoxP3, T-bet, GATA-3,

alerjen spesifik immunoterapi.
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8 SUMMARY

Role of Regulatory T cells in Allergic Rhinitis

Allergic Rhinitis (AR) is a disease which is characterized by nasal mucozal
inflammation. In this study, we aimed to observe the cells involved in the
pathogenesis of the disease, levels of the cytokines, products of these cells.
We also sight the nasal mucosal inflamatory cells and cytokines changes

during allergen specific immunotherapy.

Twenty-four patients applying to Celal Bayar University, Medical Faculty,
Department of Internal Medicine, Division of Immunology and diagnosed with
olive positive allergic rhinitis by clinical and skin test findings between March
and June in 2007-2008 were included in the present study. Fifteen patients to
be operated for any reason and found to be non-atopic by clinical and skin
test findings were included as control group. Skin prick test, symptom
scoring, measurement of nasal airway flow by rhinomanometry, nasal lavage
and nasal biopsy were performed before treatment and during one year
immunotherapy in each patient. Skin prick test, nasal lavage and nasal
biopsy were also performed in the control group. Nasal lavage cytokine
contains were studied by ELISA method and nasal biopsy materials were
studied by immunohistochemical method. A weekly pollen count was carried

out in Manisa by Durham apparatus between March and July in 2007-2008.

Twenty-four patients (mean age 35.5 + 12 years) applying to Internal
Diseases Allergy-Immunology Out-patient Clinic were included in our study,
and 19 (79.1 %) of these patients were female and 5 (20.8%) were male.

Fifteen patients, including 8 females (53.3 %) and 7 male (46.6 %), with a
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mean age of 29 + 10 years were included in the study as the control group.
Pollenization was found to be at peak level in April, May and June and start
to decrease gradually at the beginning of July in Manisa. In the patient group,
when compared with the control group before treatment, TGF-§3, FoxP3, IFN-
v, T-bet values were found to be lower and IL-10 value was found to be
higher, while there was no significant difference in GATA-3, IL-4 values.
When the patient group was compared with the control group after treatment,
there was a significant decrease in TGF-$, FoxP3, IFN-y values and IL-10
values were significantly increased. No significant difference was found in IL-
4 and GATA-3 values.

Although we did not observe any improvement in our patients during
allergen-specific immunotherapy, we examined cytokine pattern and
transcription factors and found that we were at an early stage to observe long

term immunotherapy results.

Key words: IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B, FoxP3, T-bet, GATA-3, allergen-

specificimmunotherapy.
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9 KISALTMALAR

AR- Alerjik Rinit

ARIA- Alerjik Rinit ve Astim Uzerine Etkisi
CysLTs- Sisteinil Lokotrien

ECP- Eozinofil katyonik protein

GM-CSF- Granulosit-Makrofaj koloni stimulan faktor
IL-2- interlokin 2

IL-4- interl6kin 4

IL-5- Interlokin 5

IL-6- interlokin 6

IL-10- interldkin 10

IFN-y- interferon gama

Ig E- immunglobulin E

MBP- Major bazik protein

PAF- Platelet aktivator faktor

PG- Prostoglandin

Th2- T helper 2

Th1-T helper 1

Treg- T regulatuvar

TGF-p - Transformig growth faktér beta

TNF-o- TUmoOr nekrozan faktor alfa
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10 EKLER

Histolojik Kesit Bulgulari

Resim 1. Tedavi 6ncesine ait doku orneginde nazal mukozanin gok katli

yalanci ¢ok kath prizmatik epitel (E) ile ortllu oldugu goérulmektedir. Epitel
icerisinde c¢cok sayida lenfositik infiltrasyon bulunmaktadir. Epitelin altinda
kollegen liflerden ve hicrelerden olusan lamina propria (Lp) gdézlenmektedir.
Lamina propriada ¢ok sayida kan damari (D) bulunmaktadir. Hematoksilen
Eozin. Orginal buyutme X200 (HE).
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Resim 2. Tedavi sonrasina ait nazal mukoza doku 6rneginde yalanci gok

kath prizmatik epitel ile ortGlu oldugu, lamina poprianin (LP) ve (Oklar)
go6rulmektedir. D: Kan damari, B: Bez Hematoksilen Eozin. Orginal buyttme
X200. (HE)
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Resim 3. (Tedavi 6éncesi FoxP3) immunohistokimyasal teknikle boyanmis

seri kesit orneklerinde Fox pozitif hicreler (oklar) gérilmektedir. Orginal
blayitme X200.

49



Resim 4. (Tedavi sonrasi FoxP3) immunohistokimyasal teknikle

boyanmig seri kesit 6rneklerinde sayida Fox pozitif hacreler (oklar)
gorulmektedir. Orginal buyutme X200.

50



Resim 5. (Tedavi 6ncesi GATA-3) immunohistokimyasal teknikle

boyanmis seri kesit drneklerinde az sayida GATA pozitif hicreler (oklar)

gorulmektedir. Orginal buyutme X200.
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Resim 6. (Tedavi sonrasi GATA-3) Immunohistokimyasal teknikle

boyanmig seri kesit 6rneklerinde ¢ok sayida GATA pozitif hicreler (oklar)
gorulmektedir. Orginal buyutme X200.
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Resim 7. (Tedavi éncesi T-bet) immunohistokimyasal teknikle boyanmis

seri kesit 6rneklerinde az sayida T-bet pozitif hiicreler (oklar) gorulmektedir.
Orginal buyutme X200.
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Resim 8. (Tedavi sonrasi T-bet) immunohistokimyasal teknikle boyanmis

seri kesit érneklerinde ¢ok sayida T bet pozitif hiicreler (oklar) goérulmektedir.
Orginal buyutme X200.
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