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I.Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri:

Polene Duyarh Allerjik Rinitli Hastalarda Mevsim Oncesi Allergoid Immiinoterapinin
Klinik ve Immiinolojik Etkileri: Spesifik IgE ve IgG4’iin Klinik Etkinlikteki Rolii:

Giris: Allergoid immiinoterapinin immiinolojik ve klinik etkileri ile ilgili veriler yetersizdir. Bu
calismada, polene duyarl allerjik rinitli hastalarda mevsim oncesi uygulanan ¢ayir polenlerini igeren
allergoid immiinoterapinin allerjen spesifik IgE ve IgG4 diizeyleri {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Boliimiimiizde, 2009-2011 yillarinda, TUBITAK proje destegi ile
gerceklestirilen, c¢ift-kor, plasebo-kontrollii arastirmamizda, polenlere duyarl, allerjik rinitli 31
hastaya, mevsim Oncesi, ¢ayir polenlerini igeren allergoid immiinoterapi (n=16) ya da plasebo (n=15)
uygulanmigtir. Tiim hastalarda ilk immiinoterapi / plasebo enjeksiyonundan once (Subat 2010) ve
immiinoterapi / plasebo enjeksiyonlariin sonunda (Mart, Nisan 2010) ve pik polen déneminde (May1s
2010) bazofillerde, bir aktivasyon belirteci olan CD203¢ ekspresyonu Ol¢lilmiis ve hastalarin ayni
zamanlarda alinan serum 6rnekleri -80°C’de saklanmistir. Bazofil CD203c ekspresyonlari ¢ayir poleni
ekstrakti ile in vitro stimiilasyon sonrasi akim sitometrisinde Ol¢iilmiistiir. Mevsim Oncesi, kisa siireli
allergoid immiinoterapinin, ¢ayir polenlerine bagl allerjik rinit tedavisinde etkili oldugu saptanmustir.
Ayrica, uygulanan immiinoterapi protokoliiniin CD203c ile degerlendirilen bazofil aktivasyonu
tizerinde baskilayici etkisi oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin devami olan bu projede, bu 31 hastanin
3 farkli zamanda alinan ve -80°C’de saklanan serumlar1 serum &rneklerinde, Timothy poleni spesifik
IgE ve 1gG4 Immuno-CAP fluoroenzyme yontemi ile dl¢tilmiistiir.

Bulgular: immiinoterapi grubundaki hastalarin ¢ogunda (14/16) Timothy polenine kars1 spesifik
IgG4 diizeylerinde tedavi sonrasi artis saptandi. Plasebo grubundaki hastalarda ise Timothy polenine
kars1 spesifik 1gG4 diizeylerinde belirgin degisiklik saptanmadi. Immiinoterapi grubundaki hastalarin
cogunda (14/16) Timothy polenine karsi spesifik IgE diizeylerinde tedavi sonrasi artig saptandi.
Plasebo grubundaki hastalarda ise Timothy polenine kars1 spesifik IgE diizeylerindeki artis daha az
belirgindi (9/15). Tedavi sonu ve tedavi sonrasi pik polen donemindeki spesifik [gG4 diizeyleri ile 4.5
ug/mL ¢ayir poleni ekstrakti ile in vitro stimiilasyon sonras1t CD203c¢ aktive bazofil ylizdeleri arasinda
zay1f negatif korelasyon saptandi. Cayir poleni ekstraktinin diger konsantrasyonlar ile stimiilasyon
sonrast CD203c aktive bazofil yiizdeleri ile spesifik IgG4 diizeyleri arasinda ise korelasyon
saptanmadi. Tedavi sonu ve tedavi sonrast pik polen donemindeki spesifik IgG4 diizeyleri ile ilag
skorlar1 arasinda zayif negatif korelasyon saptandi. CD203c aktive bazofil yiizdeleri ile spesifik IgE
diizeyleri arasinda korelasyon saptanmadi.

Sonug: Cayir polenlerini igeren allergoid ile mevsim Oncesi, kisa siireli, immiinoterapinin, birinci
yilindaki klinik ve immiinolojik etkilerinin degerlendirildigi ¢alismamizin sonuglari, immiinoterapinin,
allerjenle indiiklenen bazofil aktivasyonu fiizerinde yararli etkisi oldugunu, allerjen spesifik 1gG4
diizeylerini arttirdigin1 ve klinik olarak etkili oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin daha uzun siireli
caligmalarda degerlendirilmesi ve IgG aracili inhibitor aktivitenin fonksiyonel inhibisyon testleri ile
degerlendirilmesi yararl olabilir.
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Introduction: There is limited data regarding the immunological and clinical effects of
allergoid immunotherapy. In our previous study, short-term pre-seasonal protocol have been shown a
suppressive effect on the CD203c expression of activated basophils. We aimed to evaluate the impact
of pre-seasonal allergoid immunotherapy on allergen specific IgE and IgG4 levels, and its relation to
CD203c expression.

Method: Randomized, double-blind, placebo-controlled study was conducted between 2009-
2011 years. Thirty-one patients with allergic rhinitis sensitized only to pollens received either allergoid
immunotherapy prior to the onset of the pollen season (n=16) or placebo injections (n=15). Basophil
CD203c expression was analyzed using flow cytometer after in-vitro stimulation with Timothy pollen
extract. Timothy allergen specific IgE and IgG4 antibody levels were measured with the Immuno-CAP
fluoroenzyme assay (Phadia, Uppsala, Sweden). Symptom and medication scores, visual analogue
scales were also recorded for clinical assessment. These tests were repeated at three different time
points including immediately before (February 2010) and after (March-April 2010) the
immunotherapy/placebo periods, and at the peak pollen season (May 2010).

Results: Timothy grass pollen-specific IgG4 levels were increased in the majority of patients
treated with immunotherapy (14/16). However, no significant changes were detected for Timothy-
specific 1gG4 levels in the placebo group. Most of the patients (14/16) demonstrated increase in
Timothy-specific IgE levels after treatment. The increment of Timothy-specific IgE was less prominent
in the placebo group (9/15). A weak negative correlation was found between the specific IgG4 levels
and the CD203c expressing activated basophil percentages at the end of treatment and at the peak
pollen season after treatment. There was also weak negative correlation between the specific 1gG4
levels and the medication scores. No correlation was observed between the CD203c expressing
activated basophil percentages and specific IgE levels.

Conclusion: Our results indicate that pre-seasonal immunotherapy has early advantages such
as rising specific IgG4 antibodies, blunting of basophil activation and useful clinical effect. It may be
relevant rather to determine the blocking activity or affinity of allergen-specific IgG4 subset using
functional assays.



I.Amac¢ ve Kapsam:

Allerjik rinit sik goriilen kronik hastaliklardandir. Tiim erigkinlerin %10-30’unu ve ¢ocuklarin %40
kadarim etkilemektedir (1). Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir arastirmada erigkinlerde allerjik rinit
prevalansi erkeklerde kirsal bolgede %17.5, kentsel bolgede %11.7, kadinlarda kirsal bolgede %21.2,
kentsel bolgede %17 bulunmustur (2). Polenler solunumsal allerjilerin en sik nedenlerindendir.
Ankara’da mevsimsel allerjik riniti olan hastalarda en Onemli etkenin ¢ayir polenleri oldugu
gosterilmistir (3). Allerjik hastaliklarin tedavisine yaklasimlar; hasta egitimi, hastayr duyarli oldugu
allerjenden uzaklastirmak, korunma yontemlerinin uygulanmasi, ila¢ tedavisi ve immiinoterapidir.
Allerjenden korunma pratik olarak her zaman miimkiin olmayabilir. Antihistaminikler,
glukokortikoidler, bronkodilatorler, antilkotrienler gibi birgok ilag ile tedavi hastalarin bir¢ogunda
etkili olmasina ragmen siirekli ila¢ kullanmak istemeyen ya da ilaglarin yan etkileri nedeniyle
kullanamayan, ilaca ragmen yakinmalar1 devam eden hastalar da bulunmaktadir. IgE aracili allerjik
hastaliklarm tedavisinde allerjene spesifik immiinoterapi (SIT) 6nemli bir etkiye sahiptir (4). SIT
allerjik hastaliklarin dogal seyrini degistirebilecek tek tedavi yontemidir (5). SIT, hastanin duyarli
oldugu klinik olarak gdsterilmis olan allerjen ekstresinin giderek artan subklinik dozlarda verilmesi ile
hastada klinik ve immiinolojik toleransin olusturulmaya calisilmasi esasina dayanir. Burada amag
hastanin immiin cevabini degistirerek semptomlarin ve ila¢ kullaniminin azaltilmasi1 ya da ortadan
kaldirilmasidir. Geleneksel (konvansiyonel) immiinoterapide allerjen artan dozlarda 8-16 hafta siire ile
subkutan olarak uygulanir ve sonrasinda uygulamaya sabit bir dozda (idame dozunda) 3-5 y1l devam
edilir. Ancak allerjen doz artim asamasinin kisa tutuldugu veya yalniz mevsim dncesinde uygulanan
immiinoterapi yontemleri de mevcuttur. Daha etkin ve yan etki profili daha giivenli immiinoterapi
yaklagimlari i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.

Immiinoterapinin temel amaci duyarlanmis hastalarda allerjene yamitsiz ya da toleran T
hiicrelerinin olugmas1 ve predominant Th2 hiicre ya da IgE aracili immiin yanitlarin baskilanmasi ve
sonugta sorumlu allerjene karsi periferal toleransin uyarilmasidir. Bagarili immiinoterapiden sonra IL-
10 salgilayan ve allerjen-spesifik B hiicrelerini IgG4 {iretimi yoniinde uyaran allerjen-spesifik
regiilator T hiicreleri olusur. Allerjen-spesifik IgG4 antikorlarimin mast hiicreleri ve bazofiller
iizerindeki IgE ile allerjenin baglanmasini inhibe eden bloke edici etkisi vardir. Mevcut bilgiler,
regiilatér T-hiicre aracili immiintoleransin roliinii aydinlatsa da SIT nin basarili klinik sonuclarina yol
acan kesin mekanizmalar tam bilinmemektedir (6).

Geleneksel SIT rejimleri idame doza ulasmak icin sik aralarla uzun siire enjeksiyonlar
gerektiginden ve 3-5 yil siireyle aylik enjeksiyonlara devam edildiginden hasta i¢in zahmetli
olabilmektedir. Allergoidlerin amaci immunojenite korunurken allerjenitenin azaltilmasidir, boylece
enjeksiyonlarin sayisinin ve yan etki riskinin azalmasi beklenmektedir.

Bu nedenle, aluminyum hidroksit ya da diger adjuvanlara adsorbe edilmis depo preperatlarin ve
kimyasal olarak modifiye allerjenlerin (allergoidler) kullanilmasi1 enjeksiyonlarin sayisinin ve yan etki
riskinin azalmasina olanak saglayabilir. Mevsim Oncesi kisa siireli immiinoterapi geleneksel
immiinoterapi protokollerinden farkli bir immiinoterapi programidir. Bu programda enjekte edilen
allerjen dozu c¢ok hizli (genellikle 7 hafta i¢inde) arttirilir, bdylece doz artim fazi geleneksel rejimlere
gore belirgin olarak kisalir ve bu doz artim fazini bir idame fazi takip etmez.

Klinik ¢aligmalarda depo allergoid preperatlarin klinik etkinliginin iyi oldugu gosterilmistir (7-9).
Pastorello ve arkadaslarinin ¢ayir polenlerine bagh allerjik riniti olan 19 olgu ile yaptiklar ¢ift-kor,
plasebo-kontrollii ¢aligmada aktif grubun Mayis ayindaki semptom-ilag¢ skorlariin plasebo grubundan
anlaml sekilde daha diisiik oldugu ve aktif grupta erken donemde spesifik IgE, IgGl ve IgG4
diizeylerinde anlamli artiglar oldugu gosterilmistir. Ancak yliksek IgG4/IgGl orani daha yiiksek
semptom-ilag skorlar1 ile iliskili bulunmustur (7). Corrigan ve arkadaslarinin ¢ayir polenlerine baglh



mevsimsel allerjik rinokonjunktiviti olan 154 hasta ile yaptiklar1 plasebo kontrollii mevsim oncesi kisa
stireli allergoid immiinoterapi ¢alismasinda aktif grubun semptom-ilag skorlarinin plasebo grubundan
anlaml sekilde daha diisiik oldugu ve spesifik IgG1 ve 1gG4 diizeylerinin anlamli sekilde yiikseldigi
gosterilmistir (9). Mevsim Oncesi allergoid immiinoterapinin klinik olarak etkili oldugunu gosteren
calismalar olmakla birlikte immiinolojik degisiklikler ve immiinoterapinin etkinligi arasindaki iliskiler
tam olarak anlagilamamustir.

Immunoterapinin immunolojik mekanizmalari ile ilgili verilerin ¢ogu konvansiyonel immiinoterapi
caligmalarindan elde edilmistir ve allergoid immiinoterapinin immunolojik etkileri ile ilgili veriler
kisithidir. Allergoidlerin klinik ve immiinolojik olarak etkili oldugunu gosteren g¢aligsmalar olmakla
birlikte (7-9), yakin zamanda yayinlanmis 3 in vitro ve farelerde immiinizasyon caligmasinda
allergoidlerin allerjenitesindeki azalma ile birlikte immiinojenitesinin de az oldugu ileri siiriilmiistiir
(10-12).

Son yillarda bazofil aktivasyonu ile ekspresyonu artan ve allerjik hastalarda duyarlanmanin
gosterilmesinde kullanilabilecek bir ektoenzim olan ‘CD203¢’ tanimlanmistir (13,14). Allergoidlerin
kisa siirede klinik etkinlik gosterebilmesinin altinda yatan temel mekanizmada bazofil aktivasyonu rol
oynayabilir. Akoz ekstrelerin kullanildigr hizli (rush) yontemle immiinoterapi ile bazi hastalarda
bazofil aktivasyon belirteci olan CD203c¢ ekspresyonunda azalma oldugu bulunmustur (15). Ancak
allergoid ekstrelerin CD203c ekspresyonu iizerindeki etkileri konusunda yapilmis bir c¢alismaya
rastlanmamustir.

Béliimiimiizde, 2009-2010 yillarinda, TUBITAK proje destegi ile gerceklestirilen, cift-kor,
plasebo-kontrollii arastirmamizda, polenlere duyarli, allerjik rinitli 31 hastaya, mevsim Oncesi, ¢ayir
polenlerini iceren allergoid immiinoterapi (n=16) ya da plasebo (n=15) uygulanmigtir. Tiim hastalarda
ilk immiinoterapi / plasebo enjeksiyonundan once (Subat 2010) ve immiinoterapi / plasebo
enjeksiyonlarinin sonunda (Mart, Nisan 2010) ve pik polen doneminde (Mayis 2010) bazofillerde, bir
aktivasyon belirteci olan CD203c ekspresyonu Ol¢iilmiis ve hastalarin ayn1 zamanlarda alinan serum
ornekleri -80°C’de saklanmistir. Bazofil CD203c ekspresyonlar1 ¢ayir poleni ekstrakti ile in vitro
stimiilasyon sonrasi akim sitometrisinde Olgiilmiistiir. Bu g¢alismada, mevsim Oncesi, kisa siireli
allergoid immiinoterapinin, ¢ayir polenlerine bagl allerjik rinit tedavisinde etkili oldugu saptanmustir.
Ayrica, uygulanan immiinoterapi protokoliiniin CD203c ile degerlendirilen bazofil aktivasyonu
iizerinde baskilayici etkisi oldugu bulunmustur. Bu ¢aligmanin devami olan bu projede, allergoid
immiinoterapi ile CD203c eksprese eden bazofil aktivasyonunda saptadigimiz baskilanma ile birlikte,
diger immiinoterapi uygulamalarinda bulunmus olan spesifik immiinglobulin G4 (IgG4) diizeyindeki
artma (9,16-18) ve spesifik immiinglobulin E’deki (IgE) artisin baskilanmasi (16) gibi diger
immiinolojik etkilerin de roliinii aragtirmak, mevsim Oncesi allergoid immunoterapinin immunolojik
etkileri konusunda daha ayrintil1 bilgi elde etmek amaclanmistir.

I. Materyal ve Yontem
Calisma Hastalan

Bu calismada, bdliimiimiizde, 2009-2011 yillarinda, TUBITAK proje destegi ile gerceklestirilen,
cift-kor, plasebo-kontrollii arastirmaya katilan, polenlere duyarli, allerjik rinitli 31 hastanin 3 farkl
zamanda alinan ve -80°C’de saklanan serumlar1 kullanilmistir. Bu projenin devami oldugu ¢aligmaya
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklari Ana Bilim Dali, Immiinoloji ve Allerji
Hastaliklar1 Bilim Dalina bagvuran ve takipte olan hastalar arasindan sadece polene duyarl allerjik
rinit tanis1 almis, astimi1 ve brons hiperreaktivitesi olmayan, immiinoterapiye uygun olan, Ankara’da
yasayan ve bilgilendirilmig goniillii olur formunu okuyarak calismaya katilmay1 kabul eden 31 hasta
alindi. Hastalara mevsimsel allerjik rinit tanist uyumlu klinik 6ykii (polen sezonu boyunca tipik
semptomlarin (rinore, hapsirik, burun tikaniklig1 ve burunda kasinti varlig1) ve uyumlu deri prik testi
sonuglarina dayanarak konuldu. Allerjik rinit klinik siniflamasi tiim olgularda orta-agir persistandi.



Hastalara randomizasyon ile Subat 2010°da baslayan mevsim oncesi immiinoterapi protokoliinde
standardize ¢ayir poleni allergoid ekstresi (n=16) ile veya plasebo (n=15) ile haftada 1 kez toplam 7
enjeksiyon uygulandi. Tiim hastalarda ilk immiinoterapi / plasebo enjeksiyonundan 6nce (Subat 2010)
ve 7 immiinoterapi / plasebo enjeksiyonunun sonunda (Mart, Nisan 2010) ve pik polen déneminde
(Mayis 2010) bazofillerde CD203c ekspresyonu 6l¢iildii ve hastalarin ayn1 zamanlarda alinan serum
ornekleri -80°C’de saklandi. Tiim hastalara polen sezonu boyunca ihtiya¢ halinde kullanmalar1 i¢in
ilag tedavisi (oral antihistaminik, nazal kortikosteroid) verildi. Hastalar rinit yasam kalitesi anketleri,
semptom ve ila¢ skorlarinin kaydedildigi hasta giinliikleri ile izlendi.

Immiinoterapi Protokolii

Calismada kullanilan immiinoterapi bilesigi Allergovit® (Allergopharma KG, Reinbek, Germany),
6 cayir poleninin karigimimnin (Holcus lanatus, Dactylis glomerata, Lolium perenne, Phleum pratense,
Poa pratensis, Festuca pratensis) aluminyum hidroksite adsorbe edilmis depo allergoid preparatidir.
Bu allergoid preparati 2 konsantrasyonda, A sisesi (1000 terapétik tinite (TU)/mL) ve B sisesi (10 000
TU/mL) olarak sunulmaktadir.

Tedavi protokolii mevsim Oncesi 7 hafta siire ile haftada bir kez ¢ayir poleni allergoid ya da
plasebo enjeksiyonlarini igermekteydi. Subkutan enjeksiyonlar Subat 2010°da A sisesinden 0.1 mL ile
basladi ve doz 1 haftalik aralarla B sisesi 0.6 mL’ye kadar arttirilarak uygulandi. Hastalarin bireysel
toleransina gore doz semasinda ayarlamalar yapildi. Plasebo ise % 0.9 sodyum kloriir icermekteydi.

Bazofil Aktivasyonu ve Akim Sitometrisinde CD203c¢ Ol¢iimii

Tiim olgularin vendz tam kan 6rnekleri (4mL) EDTA-iceren tiiplere (Vacutainer, K2E, Becton
Dickinson) giiniin ayn1 saatinde alindi. Tiim testler kan 6rneklemesinden sonraki 2 saat i¢inde yapildi.
CD203c ekspresyonu Allergenicity Kit (Cellular Analysis of Allergy, BeckmanCoulter, Marseille,
France) kullanilarak, iireticinin talimatlarina gore Olciildii. Kullanilan g¢ayir poleni ekstraktlari
Allergopharma’dan (Reinbek, Germany) temin edildi. Ekstrakt kaba materyalden hazirlanan 6 ¢ayir
poleninin karistmindan (Phleum pratense, Lolium perenne, Holcus lanatus, Dactylis glomerata, Poa
pratensis and Fescuta pratensis) olugsmaktaydi. Kullanilan allerjen ekstraktinin konsantrasyonlari
iretici firmadan alinan bilgi ile ekstredeki major allerjen miktar1 Pl p 5 igerigi esas alinarak ifade
edildi. Ekstrakt 45.1 pg/mL, 4.5 pg/mL, 4.5x10™ pug/mL, 4.5x10” ug/mL Phl p 5 konsantrasyonlar
elde edilecek sekilde Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Diagnostics, St. Louis, Mo., USA) ile
diliie edildi.

Klinik Etkinligin Degerlendirilmesi

Tiim hastalar polen sezonu boyunca (01 Mart — 01 Eyliil) semptom ve ilag ihtiya¢larini hazirlanmis
giinliiklere kaydetti. Semptomlar skorlanirken 4-puanlik bir skala (0-3; 0 = ‘semptom yok’, 3 = ‘agir
semptom var’) kullanildi. Tiim hastalara ihtiya¢ halinde kullanmalar1 i¢in basamakli bir tedavi rejimi
(1. basamak, oral antihistaminik; 2. basamak, nazal kortikosteroid; 3. basamak, oral kortikosteroid)
onerildi. Ilag skorlar1 su sekilde degerlendirildi: 0 = ilag alim1 yok; 1 = oral antihistaminik alinmus; 2 =
nazal kortikosteroid kullanilmis; 3 = oral kortikosteroid kullanilmis. Ortalama kombine skor (OKS);
semptom skoru (ORTSS) ve ilag skoru (IS) toplanip 2’ye boliinerek hesaplandi (OKS = [ORTSS+IS] /
2). Primer klinik etkinlik 6l¢iitii olarak tiim polen sezonundaki gilinliik OKS’larin egri altinda kalan
alanlarinin (AUC) 6l¢iimii degerlendirildi.



Spesifik Immiinglobulin E ve immiinglobulin G4 Ol¢iimii

Tiim hastalardan {i¢ farkli zamanda [ilk immiinoterapi / plasebo enjeksiyonundan once (Subat
2010), immiinoterapi / plasebo enjeksiyonlarinin sonunda (Mart, Nisan 2010) ve pik polen déneminde
(Mayis 2010)] alinan ve -80°C’de saklanan serum orneklerinde, Timothy poleni (Phleum Pratense)
spesifik IgE ve IgG4 ol¢liimii Immuno-CAP fluoroenzyme yontemi ile FEIA (Fluoro enzyme immiine
assay) kiti (Pharmacia, Uppsala, Sweden) kullanilarak, iireticinin talimatlarina gore yapildi.

istatistiksel inceleme

Gruplar arasi ortalama karsilagtirmalart siirekli degiskenler i¢in, normal dagilima uygunluguna
gore, Student’s T test ya da Mann-Whitney test ve gruplar arasi yiizde karsilastirmalart X* test
kullanilarak yapildi. Timothy poleni (Phleum Pratense) spesifik IgE ve IgG4 degerleri ve bazofillerin
CD203c molekiil ekspresyonunda zamanlar arasindaki degisim degerlendirilirken, grup-zaman
karsilagtirmalarinda, dagilim normal olmadigi i¢in, SAS 9.0 programinda FI-LD-F1 tasarimi igin
gelistirilen makro kullanilarak analizler yapildi (19). Faktorlerin anlamliliklarinin degerlendirilmesinde
Anova tipi istatistikten yararlanildi. Yiizde degisimleri degerlendirilirken OWL ydntemi kullanildi.
Grup i¢inde, bazal (zaman 1), tedavi periyodu sonu (zaman 2) ve pik polen donemindeki (zaman 3)
bazofil aktivasyon testi sonuc¢lar1 Friedman Test kullanilarak karsilastirildi. Friedman Test sonuglari
degerlendirilirken Bonferoni diizeltmesi uygulandi. Grup i¢inde bazofil aktivasyon testi sonuglarinin
ikili karsilastirmalar1 (zaman 1 — zaman 2, zaman 1 — zaman 3, zaman 2 — zaman 3) Wilcoxon signed
rank test kullanilarak yapildi. Bu ikili karsilastirmalarin istatistiksel anlamliligi degerlendirilirken
Bonferoni diizeltmesi uygulandi. Korelasyonlar Spearman’s korelasyon testi ile degerlendirildi.

II. Analiz ve Bulgular

Calisma Gruplan
- Cahigmaya polene duyarhi orta-agir persistan mevsimsel allerjik rinitli 31 hasta alindi
Immiinoterapi (n=16) ve plasebo gruplar1 (n=15) arasinda yas, cinsiyet, hastalik siiresi acisindan fark

yoktu. Tki grubun demografik ve hastalik dzellikleri Tablo 1°de dzetlendi.

Tablo 1. Olgularin demografik ve hastalik 6zellikleri.

Immiinoterapi Plasebo P
n 16 15
Cinsiyet (K/E) 7/9 9/6 >(0.05
Yas (ort.£SD) 28.0+9.3 31,9+ 10.0 >0.05
Hastalik siiresi 4.0 (2.0 - 30.0) 7.0 (3.0 - 30.0) >0.05

(medyan (min-maks.)) (yil)
Cayir poleni karisimi ile deri prik 9.8 3.5 10.7+£4.3 >0.05
test sonucu (ort. 6dem capi) (mm)

Tiim hastalar tedavi periyodunu tamamladi. Toplam 3 hasta calisma sona ermeden oOnce
caligmadan ayrildi. Calismadan ayrilan bu 3 hastanin tiimii immiinoterapi grubundaydi: 2 hastaya takip
periyodu boyunca ulagilamadi, diger 1 hasta ise calisma ya da tedavi ile iliskili olmayan nedenler ile
(calismada kalmay1 istemesine ragmen askerlik gorevi nedeniyle takiplerine gelemedi) calismadan
ayrildi. Hasta akis1 Sekil 1°de 6zetlendi.
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Sekil 1. Hasta dagilimi.

Cayir Polenlerini Iceren Allergoid ile Mevsim Oncesi Immiinoterapinin Timq:[hy Poleni
(Phleum Pratense) Spesifik Immiinglobulin E ve Immiinglobulin G4 Diizeyleri Uzerindeki
Etkileri

Immiinoterapi grubundaki hastalarin cogunda (%87.5) (14/16) Timothy polenine kars1 spesifik
IgG4 diizeylerinde tedavi sonrasi artig saptandi. Plasebo grubundaki hastalarda ise Timothy polenine
kars1 spesifik 1gG4 diizeylerinde belirgin degisiklik saptanmadi (Tablo 2, Tablo 3). Tedavi 6ncesi
(zaman 1), tedavi sonu (zaman 2) ve tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni
spesifik IgG4 diizeyleri immiinoterapi ve plasebo gruplarinda karsilastirildi. Tedavi sonundaki (zaman
2) Timothy poleni spesifik IgG4 diizeyleri, immiinoterapi grubunda medyan %?216.6 (min-maks: -
%100.0 - %5000.0) artarken, plasebo grubunda medyan %5.5 (min-maks: -%50.0 - %100.0) azaldi
(P<0.001). Tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni spesifik 1gG4 diizeyleri,
immiinoterapi grubunda medyan %953.7 (min-maks: -%100.0 - %8650.0) artarken, plasebo grubunda
medyan %8.3 (min-maks:-%36.4 - %100.0) artt1 (P<0.001) (Tablo 5).



Tablo 2. Olgularin demografik, hastalik 6zellikleri, deri prik test, Timothy Poleni spesifik IgE ve
Timothy Poleni spesifik IgG4 sonuglart (1-15 no’lu hastalar plasebo grubu, 16-31 no’lu hastalar
immiinoterapi grubundadir) (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo dncesi, Zaman 2: immiinoterapi/Plasebo
sonrast (tedavi bitimi), Zaman 3: Pik polen dénemi).

Hasta zj{fns / Sem[.).tonT Sem[').tonT DPT Timothy poleni spesifik IgE Timothy poleni spesifik
insiyet siiresi siiresi Cayir 1G4 (mg/L)
(i) (ay)/yl  poleni (kU/L) g g
karl@({jng Zamanl Zaman2 Zaman3 Zamanl Zaman2 Zaman3
(mm)

1 30/K 5 7 8,5 3,33 2,99 2,73 0,02 0,01 0,02
2 19/K 11 7 12,0 21,40 13,00 13,70 0,12 0,09 0,13
3 34/K 10 3 17,5 5,66 3,34 4,94 0,06 0,05 0,07
4 32/K 10 3 10,0 0,22 0,19 0,31 0,07 0,08 0,08
5 47/E 20 4 11,5 34,70 16,70 44,20 0,22 0,16 0,23
6 17/E 3 8 6,5 62,40 56,60 49,10 0,26 0,24 0,28
7 19/E 3 3 10,0 19,00 13,90 23,60 1,10 1,04 1,15
8 48/E 5 3 20,5 3,91 2,51 4,34 0,08 0,08 0,08
9 38/E 30 4 14,5 9,95 6,79 29,00 0,24 0,21 0,35
10 27/K 5 6 9,5 6,86 6,80 10,40 0,11 0,12 0,07
11 32/K 5 6 6,0 0,41 0,54 1,28 0,01 0,02 0,01
12 24/K 8 7 11,0 1,50 0,76 1,54 0,24 0,22 0,26
13 43/E 5 3 4,0 3,36 1,94 3,69 0,53 0,53 0,63
14 27/K 20 8 8,5 21,50 14,00 26,70 0,20 0,19 0,28
15 41/K 7 4 10,0 3,10 2,10 2,55 0,06 0,06 0,12
16 23/E 2 4 5,5 12,90 14,50 1,08 1,43
17 18/K 3 4 8,0 16,50 26,60 35,40 0,07 1,96 1,97
18 29/E 3 3 7,0 3,29 2,49 5,67 0,02 0,02 0,07
19 17/K 3 5 9,0 7,45 5,14 6,16 0,96 1,56 3,53
20 24/K 4 7 11,5 28,30 46,60 37,10 0,18 2,32 2,71
21 21/E 3 5 13,5 17,40 37,70 35,30 0,07 1,32 4,81
22 35/K 30 5 12,5 50,20 71,20 69,20 0,16 8,16 14,00
23 29/E 12 4 8,5 17,03 23,90 21,40 1,04 1,33 2,16
24 19/K 2 6 10,0 26,30 29,80 31,20 0,08 2,71 5,00
25 21/K 11 4 9,0 59,20 53,20 73,20 0,45 0,48 0,85
26 20/E 9 4 3,5 0,78 1,52 1,84 0,01 0,0 0,0
27 30/E 10 2 18,5 23,10 76,60 68,90 0,40 6,53 7,44
28 35/E 12 6 8,5 15,10 64,20 68,70 0,41 1,93 4,32
29 36/E 4 2 8,5 30,60 33,80 15,70 0,34 0,53 0,53
30 45/E 4 4 10,0 2,50 6,64 7,73 0,09 1,81 1,96
31 46/K 2 6 13,0 3,17 4,25 8,87 0,10 0,15 0,54

OC: 6dem capi



Immiinoterapi grubundaki hastalarin cogunda (%87.5, 14/16) Timothy polenine kars: spesifik
IgE diizeylerinde tedavi sonrasi artis saptandi. Plasebo grubundaki hastalarda ise Timothy polenine
kars1 spesifik IgE diizeylerindeki artis daha az belirgindi (%60, 9/15) (Tablo 2, Tablo 3). Tedavi 6ncesi
(zaman 1), tedavi sonu (zaman 2) ve tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni
spesifik IgE diizeyleri immiinoterapi ve plasebo gruplarinda karsilastirildi. Tedavi sonundaki (zaman
2) Timothy poleni spesifik IgE diizeyleri, immiinoterapi grubunda medyan %41.1 (min-maks: -%31.0 -
%325.2) artarken, plasebo grubunda medyan %32.3 (min-maks: -%51.9 - %31.7) azald1 (P<0.001).
Tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni spesifik IgE diizeyleri, immiinoterapi
grubunda medyan %72.3 (min-maks: -%48.7 - %355.0) artarken, plasebo grubunda medyan %11.0
(min-maks:-%36.0 - %212.2) artti (P=0.05).Tedavi sonu (zaman 2) ile tedavi sonrasi pik polen
donemindeki (zaman 3) spesifik IgE diizeyleri karsilastirildiginda ise plasebo grubundaki artigin
immiinoterapi grubundan daha fazla oldugu saptand: (sirasiyla medyan (min-maks); %69.8 (%-13,3 -
%327.4) vs. %7.0 (%-53.6 - %127.7); P=10.011) (Tablo 6).

Tablo 3. Immiinoterapi ve plasebo grubundaki hastalarin Timothy polenine kars1 spesifik IgG4
sonuclar1 (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo dncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi
bitimi), Zaman 3: Pik polen donemi).

Zaman 1 Zaman 2 Zaman 3
Plasebo
N 15 15 15
Ort. 0.22 0.21 0.25
SD 0.28 0.26 0.30
Medyan 0.12 0.12 0.13
Minimum 0.01 0.01 0.01
: Maksimum 1.10 1.04 1.15
Immiinoterapi
N 16 16 15
Ort. 0.34 2.02 3.33
SD 0.37 2.26 3.64
Medyan 0.17 1.50 2.16
Minimum 0.01 0.00 0.00

Maksimum 1.08 8.16 14.00




Tablo 4. Immi}noterapi ve plasebo grubundaki hastalarin Timothy polenine karst spesifik IgE
sonuglari (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo oncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi
bitimi), Zaman 3: Pik polen donemi).

Zaman 1 Zaman 2 Zaman 3

Immiinoterapi
N 16 16 15
Ort. 19.61 31.13 32.42
SD 16.68 25.28 26.20
Medyan 16.77 28.20 31.20
Minimum 0.78 1.52 1.84

Maksimum 59.20 76.60 73.20




Tablo 5. Timothy polenine karsi spesifik IgG4 diizeylerinde zamanlar arasinda saptanan
degisim (%) (AlgG4) (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo 6ncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo
sonrast (tedavi bitimi), Zaman 3: Pik polen dénemi).

A 1gG4 (%)

A1gG4 (%)

A 1gG4 (%)

(zaman1-2) (zaman1-3) (zaman 2-3)

Plasebo

Medyan -545 8,33 18.88

Min. - 50.00 -36.36 - 50.00

Maks. 100.00 100.00 100.00
Immiinoterapi

Medyan 216.62 953.66 74.33

Min. - 100.00 - 100.00 0.00

Maks. 5000.00 8650.00 264.39

P <0.001 <0.001 =0.06

Tablo 6. Timothy polenine kars1 spesifik IgE diizeylerinde zamanlar arasinda saptanan degisim
(%) (AIgE) (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo 6ncesi, Zaman 2: iImmiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi
bitimi), Zaman 3: Pik polen donemi).

A IgE (%) A IgE (%) A IgE (%)
(zaman1-2) (zaman1-3) (zaman 2-3)
Plasebo
Medyan -32.26 11.00 69.78
Min. -51.87 -35.98 -13.25
Maks. 31.71 212.20 327.10
Immiinoterapi
Medyan 41.09 72.34 7.00
Min. - 31.01 - 48.69 - 53.55
Maks. 325.17 354.97 127.71
P <0.001 =0.05 =0.011




Cayir Polenlerini Iceren Allergoid ile Mevsim Oncesi Immiinoterapinin Bazofil
CD203c Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

Cayir poleni ekstraktimin 4.5x10™* pg/mL, 4.5x10” pg/mL Phl p 5 igeren konsantrasyonlart ile in
vitro stimiilasyon sonras1 CD203c¢ ile degerlendirilen aktive bazofil yiizdelerinde bazal degerlere gore
degisimler (ACD203c) karsilagtirildiginda, immiinoterapi ve plasebo gruplari arasinda anlamli fark
saptand1 (p<0.05). Bu iki konsantrasyonda cayir poleni ekstrakti ile stimiilasyondan sonraki CD203c
molekiilii eksprese eden aktive bazofil diizeylerinde, immiinoterapi / plasebo dncesi — immiinoterapi /
plasebo sonu ve immiinoterapi / plasebo oncesi — pik polen déonemi karsilastirildiginda, immiinoterapi
grubunda plasebo grubuna gore anlamli azalma saptandi (P < 0.05) (Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9). Cayir
poleni ekstraktinin 45.1 pg/mL, 4.5 ug/mL Phl p 5 igeren konsantrasyonlarinda ve negatif kontrol,
pozitif kontrol sonuglarinda ise iki grup arasinda ACD203c agisindan anlamli fark saptanmadi (P >
0.05).

Tablo 7. Antijen ile in vitro stimiilasyondan sonra bazofillerin CD203c¢ molekiil
ekspresyonunda  zamanlar arasinda  saptanan  degisim (%) (ACD203c¢) (Zaman 1:
Immiinoterapi/Plasebo dncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi bitimi), Zaman 3: Pik
polen donemi).

4.5x10” pg/mL  4.5x107 pg/mL | 4.5x10°pg/mL  4.5x10”° pg/mL
ACD203c (%) ACD203c (%) ACD203c (%) ACD203c (%)
(zaman1-2) (zaman1-3) (zaman1-2) (zaman1-3)
Plasebo
Medyan 72,69 50,16 25,19 - 9,50
Min. -44.51 -22,44 - 87,50 - 68,00
. Maks. 172,67 438,22 175,70 464,60
Immiinoterapi
Medyan -1,89 -3,49 - 57,89 - 72,07
Min. - 61,89 - 76,14 - 96,74 - 98,86
Maks. 693,75 256,25 1442,86 571,43
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05




Tablo 8. 4.5x10* pg/mL Phl p 5 iceren cayir poleni ekstrakt: ile _in vitro stimiilasyon
sonrasinda Sl¢iilen CD203c eksprese eden aktive bazofil yiizdeleri (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo
oncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi bitimi), Zaman 3: Pik polen dénemi).

Zaman 1 Zaman 2 Zaman 3 P

Immiinoterapi <0.025
n 16 16 15 Zaman 1-2: <0.05
Ort. 423 234 25.9 Zaman 1-3: <0.001
SD 30.7 20.7 21.3 Zaman 2-3: > 0.05
Medyan 27.3 11.8 27.6
Min. 1.6 6.0 2.8

Maks. 90.2 73.5 69.8




Tablo 9. 4.5x10° pg/mL Phl p 5 igeren cayir poleni ekstrakti ile in vitro stimiilasyon
sonrasinda Olciilen CD203c eksprese eden aktive bazofil yiizdeleri (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo
oncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonrasi (tedavi bitimi), Zaman 3: Pik polen dénemi).

Zaman 1 Zaman 2 Zaman 3 P
Plasebo >0.025
N 15 15 15
Ort. 12.4 16.5 17.8
SD 7.6 19.8 21.1
Medyan 11.1 8.1 6.9
Min. 23 1.2 2.4
' Maks. 28.4 78.3 69.7
Immiinoterapi <0.025
N 16 16 15 Zaman 1-2: <0.05
Ort. 253 9.7 6.8 Zaman 1-3: <0.05
SD 23.9 8.8 6.0 Zaman 2-3: > 0.05
Medyan 16.7 7.5 5.0
Min. 0.7 1.4 0.8
Maks. 80.5 31.0 23.8

Mevsim Oncesi Kisa Siireli Cayir Polenlerini Iceren Allergoid Immiinoterapinin
Klinik Etkinligi

Calismamizda primer klinik etkinlik 6lciitii olarak ortalama kombine skor kullamldi. Immiinoterapi
sonrasi tiim polen mevsimi (Mart 2010 — Eyliil 2010) i¢in OKS’lar immiinoterapi grubunda plasebo
grubundan anlamli sekilde daha diisiik bulundu (P < 0.05) (Tablo 4.12). ki grup arasindaki fark
medyan AUC ile degerlendirildiginde % 52.9 saptandi.



Tablo 10. 2010 y1l1 polen mevsimi i¢in ortalama kombine skorlarin analizi.

Immiinoterapi vs.

Immiinoterapi Plasebo plasebo (%) P
OKS (total AUC)
n 13 15
Medyan 43.4 92.2 52.9 <0.05
Minimum 1.6 37.1
Maksimum 114.2 243.2

AUC: Egri altinda kalan alan

Immiinoterapi sonrasi tiim polen mevsimi (Mart 2010 — Eyliil 2010) i¢in semptom skorlar:
(medyan AUC) immiinoterapi grubunda plasebo grubundan daha diisiik bulundu (sirasiyla, 68.0 vs.
83.8). Ancak iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P > 0.05). Immiinoterapi
sonrasi tiim polen mevsimi i¢in ilag skorlart immiinoterapi grubunda plasebo grubundan anlaml
sekilde daha diisiik bulundu (P < 0.05). Iki grubun ila¢ kullanimlar1 arasindaki fark medyan AUC ile
degerlendirildiginde % 49.1 saptandi.

Timothy Poleni (Phleum Pratense) Spesifik Immiinglobulin G4 Diizeyleri ile Bazofil
CD203c Ekspresyonu Arasindaki Korelasyon

Tedavi sonu (zaman 2) ve tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni spesifik
IgG4 diizeyleri ile 4.5 pg/mL cayir poleni ekstrakti ile in vitro stimiilasyon sonrast CD203c aktive
bazofil yiizdeleri arasinda zayif negatif korelasyon saptandi (sirasiyla, r = - 0.387 ve 0.376, P = 0.032
ve P =0.041). Cayir poleni ekstraktinin diger konsantrasyonlar1 (45.1 pg/mL, 4.5x10™ pg/mL, 4.5x10"
> ug/mL Phl p 5) ile in vitro stimiilasyon sonrasi CD203c¢ aktive bazofil yiizdeleri ile Timothy poleni
spesifik IgG4 diizeyleri arasinda ise korelasyon saptanmadi (P > 0.05).

Timothy Poleni (Phleum Pratense) Spesifik Immiinglobulin G4 Diizeyleri ile Klinik
Skorlar Arasindaki Korelasyon

Tedavi sonu (zaman 2) ve tedavi sonrasi pik polen donemindeki (zaman 3) Timothy poleni spesifik
IgG4 diizeyleri ile ile tiim polen sezonundaki ilag skorlari arasinda zayif negatif korelasyon saptandi
(swrasiyla, r = - 0.397 ve 0.382, P = 0.036 ve P = 0.045). Timothy poleni spesifik IgG4 diizeyleri ile
ortalama kombine skorlar, ortalama total rinokonjunktivit semptom skorlar1 arasinda ise korelasyon
saptanmadi (P > 0.05).

Timothy Poleni (Phleum Pratense) Spesifik Immiinglobulin E Diizeyleri ile Bazofil CD203c¢
Ekspresyonu Arasindaki Korelasyon

Cayir poleni ekstrakti (45.1 pg/mL, 4.5x10* pg/mL, 4.5x10° pg/mL Phl p 5) ile in vitro
stimiilasyon sonras1 CD203c aktive bazofil yiizdeleri ile Timothy poleni spesifik IgE diizeyleri arasinda
korelasyon saptanmadi (P > 0.05).

Immiinoterapi ve plasebo gruplarindan birer hastanin Timothy poleni spesifik IgG4 ve IgE
degerleri ve cayir poleni ekstraktinin 4.5x10™ pg/mL, 4.5x10” pg/mL Phl p 5 igeren konsantrasyonlari
ile in vitro stimiilasyon sonras1t CD203c aktive bazofil oranlar Sekil 2 ve Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 2. immiinoterapi grubundaki bir hastanin (21 numarali hasta) Timothy poleni spesifik 1gG4 ve
IgE degerleri (A) ve cayir poleni ekstraktinn 4.5x10” pg/mL, 4.5x10° pg/mL Phl p 5 igeren
konsantrasyonlari ile in vitro stimiilasyon sonrast CD203c ile degerlendirilen aktive bazofil yiizdeleri
(B) (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo &ncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonras1 (tedavi bitimi),
Zaman 3: Pik polen dénemi).
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Sekil 3. Plasebo grubundaki bir hastanin (2 numarali hasta) Timothy poleni spesifik 1gG4 ve IgE
degerleri (A) ve cayrr poleni ekstraktiun 4.5x10* pg/mL, 4.5x10° pg/mL Phl p 5 igeren
konsantrasyonlari ile in vitro stimiilasyon sonras1 CD203c ile degerlendirilen aktive bazofil yiizdeleri
(B) (Zaman 1: Immiinoterapi/Plasebo dncesi, Zaman 2: Immiinoterapi/Plasebo sonras1 (tedavi bitimi),
Zaman 3: Pik polen donemi).

I11. Sonu¢ ve Oneriler

Calismamizda, ¢ayir polenlerini iceren allergoid ile mevsim Oncesi, kisa siireli immiinoterapi
uygulanan grupta daha diisiik kombine semptom ve ilag skorlar1 oldugu gosterildi. Kombine skorlarda
aktif grup ve plasebo grubu arasinda immiinoterapi lehine %52.9 fark saptandi. Bu diizelme klinik
etkinligin tedavinin ilk yilinda bile var oldugunu gostermektedir. Ayrica, immiinoterapi sonrasi erken
donemde CD203c ile degerlendirilen bazofil aktivasyonunda azalma saptandi ve bu azalmanin pik
polen doneminde de devam ettigi gozlendi. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, polen mevsimi dncesi
allergoid immiinoterapi uygulanan hastalarda cayir poleni ile in vitro stimiilasyon sonrasinda CD203c
ile degerlendirilen bazofil aktivasyonunda, plasebo grubundan farkli olarak, anlamli azalmanin
bildirildigi ilk ¢aligmadir.

Allerjen  spesifik  immiinoterapinin  etkinligi  ile  iliskili  biyolojik  degisikliklerin
degerlendirilmesinde bazofil aktivasyonu onemli bir parametre olabilir. Ciinkii, bazofiller allerjik
inflamasyonda onemli efektor hiicrelerdir, bu hiicrelere periferik kanda ulasilabilir ve bazofil
aktivasyon testleri iyi standardize edilmis yontemlerdir (20, 21). Bazofil aktivasyon testleri i¢inde ilk
kullanilanlar salinan histaminin 06l¢iildiigi ve mikroskopik olarak degraniile olan bazofillerin
yilizdesinin degerlendirildigi yontemlerdir (22). Ancak, kanda dolasan bazofil sayisinin azlig1 histamin
salmim testlerinin kullanimini kisitlamistir ve bu yontemin duyarlihigi ve ozgilligli yeterli
bulunmamistir (22). Son 10 yilda ise akim sitometrik yontemlerin kullanimi ile antijen spesifik
uyarimdan sonra ¢esitli hiicre yiizey belirteclerinin ekspresyonu kullanilarak bazofil aktivasyonunun
degerlendirilmesi i¢in yeni yontemler gelistirilmistir (22). /n vitro bazofil aktivasyon testlerinde
kullanilmak iizere iki temel belirteg, CD63 ve CD203c¢ belirlenmistir. Bu bazofil ylizey belirteclerinin
ekspresyonundaki degisiklikler spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak akim sitometrisinde
Olgiilebilir.

Daha Once farkli immiinoterapi protokollerinin bazofil CD203c ekspresyonu iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir (15, 23-25). Ancak, bu calismalarin ¢ogu, az sayida hastada yapilmis, plasebo
kontrollii olmayan ac¢ik dizaynl calismalardir. Husagaci poleni ve kedi ekstrakti ile hizli (rush)
immiinoterapi uygulanan 12 hasta ve kontrol grubu olarak kedi allerjik 4 hastanin alindig1 ¢aligmada,
immiinoterapinin CD203c¢ ekspresyonunda azalmaya neden oldugu saptanmistir (23). Baska bir
calismada, Japon sedir agaci poleni allerjisi olan 9 hastaya hizli (rush) semada uygulanan



immiinoterapi ile tedavinin 1. ay1 ve 1. yil1 sonunda, Japon sedir agaci poleni ile stimiilasyon sonrasi
Olgiilen CD203c ekspresyonunda azalma egilimi saptanmis, ancak degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (15). Horak ve arkadaslarinin, 89 polen allerjik hastanin sublingual
immiinoterapi ya da plasebo koluna randomize edildigi c¢alismasinda, CD203c ekspresyonu ile
degerlendirilen bazofil aktivasyonunda tedavi sonrasi degisiklik saptanmamistir (24). Yakin zamanda
yayinlanan bir bagka calismada ise, yaban aris1 allerjisi olan 18 hastada subkutan immiinoterapi
uygulanmis, immiinoterapinin doz artim asamasinda, allerjenle indiiklenen, CD203c ile degerlendirilen
bazofil aktivasyon diizeylerinde bir degisiklik saptanmamistir (25). Ayni ¢alismada, tedavinin 3.
haftasinda bazofil sensitivitesinde gegici bir artig saptanmistir (25).

Bazi caligmalarda ise venom immiinoterapinin seyrinde CD63 ile degerlendirilen bazofil
aktivasyonu arastirilmistir (26-28). Kucera ve arkadaslarinin ¢alismasinda, ortalama 4.4 y1l (3.1 — 5.4
yil) venom immiinoterapi uygulandiktan sonra ar1 sokmasi provokasyonunda sistemik reaksiyon
goriilen hastalarn 100 ng/mL ar1 venomu konsantrasyonundaki bazofil CD63 ekspresyonlari,
reaksiyon goriilmeyen hastalarinkinden daha yiiksek bulunmustur. Bu iki grubun 1000 ng/mL ar1
venomu konsantrasyonundaki bazofil CD63 ekspresyonlar1 arasinda ise anlamli fark saptanmamistir
(26). Ancak, bu c¢alismada hastalarin immiinoterapi Oncesi bazofil CD63 ekspresyonlari
degerlendirilmemistir (26). Ebo ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, CD63 ile degerlendirilen bazofil
aktivasyonu iizerinde, 5 giinliik semi-rush venom immiinoterapinin bir etkisi saptanmazken; idame
dozda 6 ay venom immiinoterapi sonrasi ile tedavi Oncesi degerler karsilastirildiginda, 0.01 pg/mL
konsantrasyon ile stimiilasyon sonrasi dl¢iilen CD63 ekspresyonlarinda anlamli azalma saptanmistir
(27). Ayn1 calismada 0.1 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyon ile stimiilasyon sonrasi dl¢iilen CD63
ekspresyonlarinda ise anlamli degisiklik saptanmamistir (27). Erdmann ve arkadaglarinin ¢alismasinda
ise, venom immiinoterapinin baslanmasindan 6 ay sonra CD63 ile degerlendirilen bazofil
aktivasyonunda bir baskilanma saptanmamistir (55 28). Ebo ve arkadaglar1 (27), Erdmann ve
arkadaslarinin g¢alismasinda (28) venom immiinoterapi ile bazofil aktivasyonunda baskilanmanin
saptanmamasina, bu calismada bazofil aktivasyonunun maksimal yanita neden olan allerjen
konsantrasyonlar1 kullanilarak degerlendirilmesinin neden olabilecegini diisiinmiislerdir (27). Her ne
kadar bizim c¢alismamizda kullanilan allerjen ve bazofil aktivasyonunu degerlendirme yontemi
farkliysa da, bizim ¢aligmamizda da submaksimal allerjen konsantrasyonlari (4.5x10™ png/mL, 4.5x10°
> ng/mL) ile stimiilasyon sonrasi Slgiilen bazofil CD203¢ ekspresyonlarinda immiinoterapi sonrast
baskilanma gdsterilmisken, maksimal allerjen konsantrasyonlarinda (45.1 pg/mL, 4.5 pg/mL) bu
baskilanma gdsterilmemistir.

Daha once ¢esitli aragtirmalarda immiinoterapinin allerjen spesifik IgG antikorlarimi arttirdigi
gosterilmistir (16-18,29). Bazofil aktivasyonundaki degisikliklerin hem spesifik IgE’lerdeki azalma
hem de allerjen spesifik IgG’lerin artmasi ile iliskili oldugu disiiniilmektedir. Bazofil aktivasyonunun
allerjen spesifik IgG4 ile direkt baskilanmasi IgE-allerjen baglanmasinin engellenmesi ve/veya
inhibitor IgG reseptorlerinin uyarilmasi yoluyla olabilir (30). Bu nedenle, biz ¢ayir polenlerini igeren
allergoid ile mevsim oncesi immiinoterapi sonrasi erken donemde CD203c ile degerlendirilen bazofil
aktivasyonunda saptadigimiz azalmanin allerjen spesifik IgE ve IgG4 diizeyleri ile iligkisini
degerlendirmek istedik. Ancak, aktive bazofil ylizdeleri ile Timothy poleni spesifik 1gG4 diizeyleri
arasinda, tek konsantrasyonda (4.5 pg/mL) zayif negatif korelasyon disinda korelasyon saptanmadi.
CD203c aktive bazofil yiizdeleri ile Timothy poleni spesifik IgE diizeyleri arasinda ise korelasyon
bulunmadi. Terapétik allerjen ekstraktinin farkli komponentlerine karsi heterojen IgG antikor yaniti
olusabilir. Bu heterojenite IgG antikor diizeyleri ile klinik diizelme arasinda korelasyon
saptanmamasina neden olabilir (29). Ayrica, IgG antikorlarinin koruyucu aktivitesi, diger faktorlere
(6rn. epitop Ozgulliigl, affinite/avidite, diizey/titre, sinif/altsinif) bagh olarak degiskenlik gosterebilir
(29). Bu nedenle, IgG aracili inhibitor aktivitenin degerlendirildigi fonksiyonel inhibisyon testlerinin
yapilmas1 yararli olabilir. Cesitli ¢aligmalarda immiinoterapi sonrasi aliman IgG4 iceren hasta
serumlarinin bazofil aktivasyonunu baskilayabildigi gosterilmistir (25, 31).



Ceuppens ve arkadaslarinin randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii calismasinda, gluteraldehid ile
modifiye edilmis hus agaci polenlerini igceren allergoid immiinoterapi ve plasebo gruplarindan 5’er
hastanin serumlarinin, hus agaci poleni allerjisi olan bir dondriin bazofil aktivasyonunu bloke edici
etkisi degerlendirilmistir (31). Aktif gruptaki hastalarin serumlarinin Bet v [ ile indiiklenen bazofil
aktivasyonu iizerinde baskilayici etkisi saptanmustir (31).

Allergoidler, allerjenlerin gluteraldehid ya da formaldehid ile modifikasyonu sonucunda elde
edilirler ve teorik olarak T hiicre epitoplarim1 korurken, IgE epitoplari nispeten azdir (32, 33).
Boylelikle allergoid immiinoterapi nispeten yiiksek dozlarda allerjenin giivenli olarak
uygulanabilmesine olanak saglamaktadir (7, 9). Allergoidler Avrupa’da subkutan immiinoterapi
uygulamalarinda sik kullanilmaktadir. Ancak, Amerika’da Food and Drug Administration onayl bir
allergoid bulunmamaktadir. Pollinex Quattro TLR-4 agonisti monofosforil lipid A eklenmis 6zel bir
allergoiddir. Bizim ¢alismamizda kullanilan Allergovit (Allergopharma KG, Reinbek, Germany) ise 6
cayir poleni allerjeninin aluminyum hidroksite adsorbe edilmis depo allergoid preperatidir.
Allergoidler konusundaki bir endise, allergoidlerin standart ekstrelere gore daha az olan allerjenitesinin
ayni zamanda azalmis bir immiinojenite ile iligkili olabilecegi diistincesidir (12,32). Ancak, allergoid
immiinoterapinin allerjen-spesifik IgG1 ve 1gG4 diizeylerini arttirdigi bazi ¢calismalarda gosterilmistir
(9, 16, 17). Bizim calismamizda, geleneksel immiinoterapi rejimlerine 6nemli bir alternatif olan
allergoid ile mevsim Oncesi immiinoterapi sonunda saptanan ve pik polen doneminde de devam ettigi
gozlenen bazofil aktivasyonundaki azalmanin ve allerjen spesifik 1gG4 diizeyinlerindeki artigin elde
edilen klinik yarar ile birlikte degerlendirildiginde, allergoidlerin immiinojenitesini destekler yonde
katk1 sagladigini diisiiniiyoruz.

Polen allerjisi olan hastalarda bir tedavi secenegi olan mevsim Oncesi, kisa siireli, allergoid
immiinoterapinin geleneksel immiinoterapi rejimlerine gore daha az sayida enjeksiyon gerektirmesi
tedaviye uyumu artiran bir faktér olabilir. Bununla birlikte, polen allerjisinde allergoid
immiinoterapinin etkinliginin degerlendirildigi ¢ift-kor, randomize kontrollii caligmalarin sayisi ve bu
caligmalardaki kiimiilatif hasta sayist azdir (34). Corrigan ve arkadaslarinin, 154 hastanin ¢ayir poleni
allergoid ya da plasebo koluna randomize edildigi ¢ift-kor ¢alismasinda mevsim oncesi allergoid
immiinoterapinin klinik olarak etkili oldugu gosterilmistir (9). Ayn1 ¢alismada kombine semptom-ilag
skorlarinda, aktif grup lehinde, ilk y1l saptanan %26.6 farkin, ikinci sezon %48.4’e ¢iktig1 bulunmustur

(9).

Bu calismada aktif grupta yer alan 61 hastaya 3. yil ac¢ik sekilde immiinoterapi uygulanmis ve 3.
yilda semptom ve ilag skorlarinda 2. yila gore anlamli ek diizelme saptanmistir (35). Drachenberg ve
arkadaslarinin, randomize, ¢ift-kor, plasebo kontrollii calismasinda ise 81 ¢ayir poleni duyarli hastaya,
mevsim Oncesi, adjuvant i¢eren allergoid uygulanmistir ve semptom skorlar1 ve kombine semptom-ilag
skorlarinda aktif grup lehinde fark saptanmistir (17). Ayrica, bazi1 agik kontrollii ¢aligmalarda allergoid
immiinoterapinin klinik olarak etkili oldugu gdsterilmistir (16, 36, 37).

Cayir polenlerini igeren allergoid ile mevsim oOncesi, kisa siireli, immiinoterapinin, birinci
yilindaki klinik ve immiinolojik etkilerinin degerlendirildigi c¢alismamizin sonuglari, allergoid
immiinoterapinin allerjik rinokonjunktivitli hastalarda klinik olarak etkili bulundugu diger ¢aligmalarin
sonuglart (9,37) ile uyumludur. Ayrica, bu sonuglar, allergoid immiinoterapinin birinci yilinda
allerjenle indiiklenen bazofil aktivasyonu iizerinde yararh etkisi oldugunu ve allerjen spesifik 1gG4
diizeylerini arttirdigin1  gdstermektedir. Immiinoterapinin tedavi kesildikten sonra uzun siireli
etkilerinin saglanmasi i¢in en az 3 yil uygulanmasi onerilmektedir (38). Bu nedenle, mevsim oncesi
kisa siire allergoid immiinoterapinin,uzun siireli uygulanmasimnin klinik ve immiinolojik etkisinin
aragtirtlmasinda allerjen spesifik IgG4, bazofil aktivasyonuna etkisi ile birlikte fonksiyonel inhibisyon
testleri ile IgG aracili inhibitor aktivitenin de arastirilmasinin yararli olacagini diisiiniiyoruz .
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VII. Ekler :

a) Mali Bilango ve Agiklamalari

SIRA NO | EKONOMIK MIKTAR | OLCU | PROJEDE GERCEKLESE | KALAN
I BIRIM | ONGORULE | N HARCAMA | ODENE
SINIFLANDIRM I N K
A
TOPLAM
ODENEK
Sarf Malzemesi
Adi
1 Spesifik Ig kitleri | 180 test Test: 7200.00 TL 7200.00 TL 0 TL
(FEIA) kU/ml
TOPLA 7200.00 TL 7200.00 TL 0TL
M

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimima Dair A¢iklamalar

Proje kapsaminda makine ve techizat alinmamustir.

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz ayrintilari) -
d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapi Projeleri i¢cin uygulanmaz) -
e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapi Projeleri icin uygulanmaz)

Proje sonuglar1 makale olarak yazim agamasindadir, heniiz yaymlanmamuistir.




