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Amac: Bu calismada, tolerans kirici molekullerin bir immiinoterapi modelinde sinanmasi amaglandi.

Hastalar ve yontemler: Bu calismaya basarili subkiitan immiinoterapi almig astim hastalar1 (n=3)
alind1. Heparinli kandan izole edilen periferik kan mononiikleer hiicreler, immiinoterapi alerjenleri
ve kontrol alerjenlerinin yoklugu veya varliginda, bes giin siire ile interlokin (IL)-1B, IL-6, TLR4
ve TLRS ligand stimiuilasyonu ile kulture edildi. CFSE seyreltme yontemi ile akim sitometrisi kul-
lanilarak CD4* T hiicre proliferasyonu incelendi.

Bulgular: Hastalarin timinde immiunoterapi alerjenlerine CD4* T huicre yanitsizlig1 mevcuttu. Bu
yanitsizligin IL-1f3 uyarimi ile ortadan kalktig1, ancak bazi kontrol alerjenlerine yanitsizligin sirdiigit
gozlendi.

Sonug: Alerjik hastalik frekanslarindaki artigin frenlenebilmesi, ¢evresel tolerans mekanizmalari ve
bu yolaklar tizerinde etkili faktorlerin iyi anlagilmasi ile miimkiin olabilecektir. Toleransi kiran faktor-
lerin iyi belirlenmesi ile daha etkili ¢cevresel tolerans olusturma yontemlerinin gelistirilmesi miimkiin
olabilecektir.

Anahtar sozciikler: Alerjen; astim; imminoterapi; enflamasyon; ¢evresel tolerans.

Objectives: This study aims to test tolerance-breaking molecules in an immunotherapy model.

Patients and methods: Asthmatic patients (n=3) with successful subcutaneous immunotherapy were
enrolled to study. Peripheral blood mononuclear cells isolated from heparinized blood were cultured in
the absence or existence of immunotherapy allergens and control allergens, under interleukin (IL)-1B,
IL-6, TLR4- and TLR8-ligand stimulation for five days. CD4* T cell proliferation was investigated by
flow cytometry, with CFSE dilution method.

Results: All patients were CD4* T cell unresponsive to immunotherapy allergens. This
unresponsiveness was broken by IL-1B stimulation; however, it was maintained in the presence of
certain control allergens.

Conclusion: It is requisite to understand peripheral tolerance mechanisms and influential factors on
these pathways to minimize the incidence of allergic diseases. It is possible to develop more effective
and novel peripheral tolerance induction modalities by defining the factors which are capable of
breaking peripheral tolerance.

Key words: Allergen; asthma; immunotherapy; inflammation; peripheral tolerance.

Alerjik hastaliklarin goriilme sikligi her gegen giin
artmaktadir. Gelismis iilkelerdeki niifusun %30’u alerjik
hastaliklardan etkilenir iken %10-12 kadari ise astimdan
etkilenmektedir.!. Astim, eozinofil, mast hiicreleri ve
aktive olmusg T lenfositlerinin yogun olarak bulundugu,
kronik enflamasyon ile karakterize bir solunum yolu

hastaligidir ve temel bulgularini havayolu enflamasyonu
ve bronkokonstriksiyon olusturmaktadir.” Hastaligin en
yaygin grubunu atopik, yani alerjik astimlilar olustur-
maktadir.? T hiicrelerinde alerjenlere 6zgii yanmitsizlik
uyarmay1 amaglayan immiinoterapi, alerjik hastaliklarin
tedavisinde 6nemli bir déniim noktas1 olmustur ve etki
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mekanizmalari heniiz aydinlatilmaktadir.®) Alerjik enfla-
masyon olaylarinin hepsi T hiicre aktivasyonu gerektirdi-
ginden, alerjenlere kars: saglanacak T hiicre toleransinin
patolojik olaylarin oniine gecebilecegi bildirilmigtir.”
Alerjene 6zgi regiilatér T (Treg) hiicrelerinin olusumu
ve bu hiicrelerin baskilayici sitokinleri olan interlo-
kin (IL)-10 ve transforme edici biiyiime faktorii beta
(TGF-p)ynin iiretimleri, temel alerjenlere karsi baski-
lanmis proliferatif yanit ve azalmis sitokin salgilar: ile
karakterize olan ¢evresel T hiicre toleransinin agiga ¢ik-
masini saglamaktadir.”! Immiinoterapinin mast hiicrele-
ri, eozinofiller gibi efektor hiicrelerin sayisinda ve araci
salinimlarinda azalmaya yol agarak hastaligin klinik sey-
rinde diizelmelere neden oldugu iddia edilmektedir.>®
Alerjene 6zgii immiinoterapi, dogal kaynaklardan elde
edilmis alerjen oOziitlerinin kullanimi ile gerceklestiril-
mekte ve {i¢ ila bes yil kadar stirmektedir. Standardize
edilmis alerjen 6ziitleri, “as1” olarak adlandirilmaktadir.”
Tedavi sonucunda mast hiicreleri, bazofiller ve eozinofil-
lerin deri, burun, goz ve bronsiyal mukozada toplanma-
larinda azalma, alerjene 6zgii IgA ve I1gG4 diizeylerinde
artma, IgE diizeylerinde ise azalma gergeklesmektedir.
Toleransin uyarilmasi giinler ile aylar igerisinde gercek-
lesmekte ancak olugan tolerans, yillarca siirebilmektedir.®

Alerjene 6zgii gevresel toleransin ortadan kaldirilma-
s1 ise yeni incelenmekte olan bir konudur. Yakin zaman-
daki ¢alismalar, saglikli bireylerde olusmus alerjene 6zgii
toleransin enflamatuvar faktorlerce ortadan kaldirila-
bildigini gostermektedir. Enflamatuvar sitokinler olan
IL-1B ve IL-6 ile yine enflamasyon tetikleyicileri olan
TLR4 (Toll-like reseptorler-4) ve TLR8 ligandlarinin,
alerjen yanitlar1 6nceden bilinen saglikli bireylerde aler-
jene 6zgiil gevresel T hiicre toleransini kaldirarak CD4*
T hiicre proliferasyonunu tetikledikleri gosterilmistir. T
hiicre yanitsizliginin ortadan kalkmasi, alerjen uyariml
hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in ilk basa-
mag1 olusturdugundan, bu etkinin gézlendigi bireylerde
immiinoterapi etkisinin ortadan kalkabilecegi ileri siiriil-
mektedir.”

Saglikli bireylerde etkili oldugu bilinen tolerans
kirict faktorlerin immiinoterapi sonucu olusturulmus
alerjene 6zgii ¢evresel toleransin kaldirilmas: yoniin-
deki etkilerini inceleyen bu ¢aligma, immiinoterapi
sonucu tolerans gelistirdikleri bilinen alerjik astim
hastalarinda immiinoterapi alerjenine karsi yanitsiz-
ligin enflamatuvar uyaranlarla ortadan kaldirilmasini
incelemektedir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Hasta grubu

Galismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan
takipleri gerceklestirilen, subkiitan immiinoterapi sonu-
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cu yanith olduklar: alerjenlere karsi gevresel tolerans
gelistirdigi bilinen ve sistemik ila¢ kullanmayan alerjik
astim hastalar1 (n=3) dahil edildi. Calisma Istanbul
Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Caligmaya alinan hastalar ¢alisma
hakkinda bilgilendirildi ve bilgilendirilmis hasta onam
formunu doldurmalar1 istendi, bu islemin ardindan
hastalardan kan 6rnekleri alindi. Hastalara ait bilgiler
Tablo 1’de verilmistir.

Periferik kan mononiikleer hiicrelerin eldesi

Hastalardan heparinli tiiplere alinan 20 ml peri-
ferik ven6z kan ornekleri 1:1 oraninda fosfat tampon
tuz ¢ozeltisi (PBS) ile sulandirildiktan sonra oda 1sisi-
na getirilmis Ficoll (Biochrom, AG, Berlin, Germany)
tizerine, 50 mI’lik konik tabanli Falcon tiipii icerisinde,
(1:2) (fikol:kan) oraninda yayildi, 800 G giigte, 20 daki-
ka siireyle ve +20 °C’de santrifiijii takiben ara tabakay:
olusturan periferik kan monontikleer hiicreler (PKMH),
pastor pipeti vasitast ile toplanarak bir bagka Falcon
tlipline aktarildi. Fosfat tampon tuz ¢ozeltisi ile santri-
fujde ti¢ kez, 300 G giigte, 10 dakika siireyle, +8 °C’de
yikanan PKMH, daha sonra Neubauer hiicre sayma
kamarast kullanilarak is1k mikroskobu altinda sayil-
mis ve kullanimlarina kadar olan siirede buz icerisinde
bekletilmistir.

Karboksi floresein siiksinimidil diester (CFSE) ile
periferik kan mononiikleer hiicrelerin isaretlenmesi

Karboksi floresein siiksinimidil diester (Molecular
Probes, Leiden, Almanya) boyasi kullanilarak hiicre
¢ogalmasinin akan hiicre Olcer ile degerlendirilmesi,
¢ogalan hiicre grubunun da degerlendirilmesini sagla-
mas1 nedeni ile ¢alismada tercih edildi. Periferik kan
mononiikleer hiicreler 1 ml igerisinde en fazla 2x107 hiicre
olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Cozelti icerisine CFSE
boyast (5 pM/ml) eklendikten sonra +4 °C’de, karan-
likta alti dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
hiicreler PBS ile santrifiijde 800 G giigte ii¢ dakika siire
ile +4 °C’de ¢ kez yikand: ve takiben tripan mavisi ile
Neubauer hiicre sayma kamaras: kullanilarak 11k mik-
roskobu altinda sayildi. Hiicreler, kullanim asamalarina
kadar, buz icerisinde bekletildi.

Hiicre kiiltiirleri

Periferik kan mononiikleer hiicreler, CFSE ile
boyanmalarinin ardindan uyarici kosullar altin-
da, 120 saat siire ile, +37 °C’de, %5 CO; iceren
ortamda kiltiire edildi. Hiicre kultarleri i¢cin fotal
sigir serumu (50 ml, Bio Concept Altmark GmbH,
Kloetze, Ortsteil Kusey - Germany), penisilin/
streptomisin karisimi (5 ml, 100x, Gibco-BRL Life
Technologies GmbH, Karlsrahe, Germany), kanami-
sin (5 ml, 100x, Gibco-BRL Life Technologies GmbH,
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Karlsrahe, Germany), MEM vitamin (10 ml, 100x,
Gibco-BRL Life Technologies GmbH, Karlsrahe,
Germany), L-glutamin (5 ml, 2 mM, Gibco-BRL Life
Technologies GmbH, Karlsrahe, Germany), sodyum
piruvat (10 ml, 100x, Gibco-BRL Life Technologies
GmbH, Karlsrahe, Germany) ile zenginlestirilerek
RPMI-1640 (500 ml, Gibco-BRL Life Technologies
GmbH, Karlsrahe, Germany) (C-RPMI) kulla-
nildi. Hiicreler, TLR4 ligand: (100 ng/ml, Sigma-
Aldrich, Seelze, Germany), TLR8 ligand: (1 uM/ml,
3M AG, Riischlikon, Switzerland), IL-1p (5 ng/ml,
R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) ve IL-6
(5 ng/ml, PeproTech GmbH, Hamburg Germany)
sitokinleri ile, Der P2, Bet vl, Phl p2 (10 ug/ml,
Allergopharma Ltd, Zurich, Switzerland) alerjenleri
varlig1 veya yoklugunda kiltiire edildi ve kiiltiiriin
5. gintinde CD4* T hiicrelerinin proliferasyon kapa-
sitesi akan hiicre 6lgerle degerlendirildi.

AKkan hiicre 6l¢er yontemiyle hiicre
¢ogalmasinin analizi

Farkli kosullardaki PKMH 6rneklerinin anti-CD4-
PE (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) antikoru ile
20 dakika karanlikta inkiibasyonu takiben, bir kez PBS
ile yitkand1 %1 paraformaldehitli PBS eklenerek analize
kadar +4 °C’de ve karanlikta saklandi. Akan hiicre
oOl¢cer cihazinda 6nden sa¢ilim (FS)-yandan sa¢ilim (SS)
grafiginde isaretlenen lenfosit kapisi icerisinde FITC
ve PE floresan siddetlerini gosteren dot-plot ekrani
ile galisildi. Farkli deney kosullarinda farkli uyarilar
altinda ¢ogalan CD4* T hiicre yiizdeleri Cell Quest
yazilimi kullanilarak FACSCalibur (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) cihazi ile saptandi, demonstratif
grafiklerin diizenlenmesi i¢in WinMDI (Windows
Multiple Document Interface for Flow Cytometry) 2.9
programi (Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
USA) kullanilda.

istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin kargilastirilmasinda Windows
igin 15.0 versiyon SPSS (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA) yazilimi kullanildi, proliferasyon verilerinin
degerlendirilmesinde ise non-parametrik Wilcoxon testi
uygulandi. P<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Hastalara ait klinik veriler Tablo I'de verilmistir.
Tim hastalarin immiinoterapi oncesi alerjen yanitlari
deri testleri ile belirlendi. Hastalarin tamaminin ev tozu
akar1 alerjeni olan Der PI’e karsi subkiitan immiinoterapi
gordiigi bilinmekte idi.

Hastalarin alerjenlere 6zgii T hiicre yanitlar: birbir-
lerinden farklidir. Ornegin, 3 no’lu hastanin akan hiicre
Olger c¢iktilar1 incelendiginde, hastanin immiinoterapi
alerjeni olan Der P2’ye kars1 diisiik T hiicre yanit: verdigi,
kontrol alerjenlerinden Bet vl’e daha gii¢lii yanit verdigi,
Phl p2 alerjenine ise yanitsiz oldugu gorildu (Sekil 1a).
Hastadan hastaya farkli olan CD4* T hiicre yanitlari,
stimiilasyon indeksi kullanilarak bir araya getirildiginde,
uyarilmamig kogulla karsilastirmali olarak alerjen yanit-
lar1 gosterildi (Sekil 1b). Genel olarak incelendiginde en
disiik yanitin imminoterapi alerjeni olan Der P1’e karst
oldugu dikkat ¢ekti. Hastalarin immiinoterapi oncesi
gerceklestirilen deri testlerinde Der P1 alerjenine yanith
olduklar1 goz 6niine alindiginda immiinoterapi etkisi ile
baskilanmis Der P1 yanit1 goriildii. Cim poleni alerjeni
olan Phl p2’ye yanitli olan 2 no’lu hastanin ise immiino-
terapi gormedigi bu alerjene kars: Der P2 ile karsilagtiril-
diginda daha giicli yanit verdigi dikkat ¢ekti. Hus agaci
poleni alerjeni olan Bet v1 ise 2 ve 3 no’lu hastalarda T
hiicre yanit1 uyarmaktadir (Sekil 1a). Bulgular 15181nda,
yanitls alerjenler icerisinde en diigitk yanitin immiinote-
rapi alerjenine verildigi gorildii.

Alerjene 6zgii gevresel toleransi kaldirabildikleri bili-
nen uyaranlar olan IL-1p ve IL-6 ile TLR4 ve TLRS8
ligandlar: ile bes giinlik uyarimin ardindan CD4* T
hiicre proliferasyonlar1 degerlendirildiginde, IL-1P ile
uyarimin, tim hastalarda immiinoterapi alerjenine kars1
olusmus ¢evresel toleranst ortadan kaldirdigi goriildii.
Bir no’lu hastaya ait 6rnek ¢iktida, IL-1p uyarisinin
ozgill olmayan T hiicre proliferasyonunu tetikledigi,
normalde hastanin yanitsiz oldugu immiinoterapi aler-
jeni olan Der P2’ye kars1 s6z konusu sitokin uyarisi ile
yanitin basladig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu sitokin, ayni
hastada Bet vl yanitsizligini da ortadan kaldirmaktadir
(Sekil 2a). Stimiilasyon indeksi grafiginde ise IL-1f’nin
enflamatuvar ve tolerans kirici etkileri agik¢a goriil-
mektedir. Interlkin-1f uyarimi, uyarilmamis kosula
gore proliferasyonu anlamli olarak artirmakta, sitokin

TABLO 1
Caligmaya katilan hastalara ait klinik bilgiler

Hastalar Dogum yil1 Cinsiyet Deri testi durumu Immiinoterapi alerjeni
1 1982 Erkek Tim alerjenler (+) Ev tozu akari
2 1940 Kadin Der P(+) Ev tozu akari
Phlp (+)
3 1980 Kadin Der P(+) Ev tozu akari
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ve alerjenlerin bir arada bulunmasi durumunda ise hem
uyarilmamis kosul hem tek bagina alerjen hem de tek
basina IL-1p uyarimi kosullarina gore hiicre proliferasyo-
nu anlaml derecede artmaktadir (Sekil 2b).

TARTISMA

Alerjik hastaliklarda cevresel tolerans olusturul-
masinda giiglii bir yontem olarak klinikte kullanilan
immiinoterapinin, immiin sistemin ortamsal antijen
ya da alerjenlere adaptasyon yetenegine dayanmak-
ta oldugu ve alerji, astim ve otoimmiin hastaliklarda
normal immiiniteyi saglayabilecegi ileri siiriilmektedir."”
Immiinoterapi uygulanarak belirli alerjenlere duyarsiz
hale getirilmis hastalar, gevresel toleransi ortadan kal-
dirdig1 daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilmis olan mole-
kiillerin etkilerinin sinanmasi i¢in uygun bir model
olusturmaktadir. Alerjen yanitlari bilinen ve yanitli
olduklar: alerjene karst duyarsizlastirilmig alerjik astim
hastalarinin periferik kanlarindan PKMH’leri saflasti-
rildy, tolerans kirdig: bilinen IL-1B ve IL-6 sitokinleri ile
TLR4 ve TLR8 ligandlar: ile toleransli olduklar: alerjen
ile beraber bir bagka kontrol alerjeninin varlig1 veya yok-
lugunda uyarildi. Bu deneylerden elde edilen sonuglar,
tolerans gelistirilmis olan alerjene yanitsizhigin IL-1f
uyarimina bagli olarak ortadan kalktigini ve alerjene
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Sekil 1. Hastalarin alerjen yanitlari. (a) Bir hastaya ait akan hiicre
Olcer ciktisi 6rnegi, degerler prolifere olan CD4* T hiicre ylzdesidir.
(b) U¢ hastanin farkh alerjen yanitlarinin grafigi. Stimilasyon
indeksi, her bir hasta icin, alerjen ile uyariya yanit olarak elde edilen
prolifere olmus hiicre ylzdelerinin uyarilmamis kosula oranlanmasi
ile elde edilmistir.

yanit olarak T hiicre ¢ogalmasinin yeniden basladigini
gosterdi. Interlokin-1f, sagliklilarda oldugu gibi yalniz
bagina da gii¢lii T hiicre proliferasyonuna neden olmak-
ta, alerjenin ortamda varli§i durumunda ise tolerans
kirici olarak davranmakta idi. Her ti¢ hastada da, IL-1p
uyarimina yanit olarak alerjenlere 6zgii proliferasyonun
gerceklesmesi, hastanin kontrol alerjenine de duyarli ama
yanitsiz durumda oldugunu, immiinoterapi goriilen aler-
jene toleransin ise subkiitan immiinoterapi ile kazanilmig
oldugunu disiindiirdi.

Interlokin-1p ile uyarim ile alerjen yoklugunda bas-
layan T hiicre proliferasyonu, daha énceden saptanmis
IL-1fnin 6zgiil olmayan proliferatif etkisine baglidir.”
IL-1pB, immiinoterapi alerjenine kars1 T hiicre proliferas-
yonunu baglatarak tolerans kirici etki gostermektedir.”
Interl6kin-6, TLR4 ve TLR8 uyarimlari, bu hastalarda
tolerans kirici etki gostermedi. Ug hastadan elde edi-
len sonuglar, hastalarin immiinoterapi gérmis olduk-
lar1 alerjenlere, CD4" T hiicrelerinin yanitsiz veya zayif
yanitli olduklarini gosterdi. Interlékin-1f sitokininin
sagliklilarda saptanmis olan ve 6zgiil olmayan T hiicre
¢ogalmasini tetikleyici 6zelligi hastalarda da gozlendi.
Ortamda var olan alerjenin {izerine IL-1p uyaris: eklendi-
ginde, alerjen ve sitokinin tek baglarina uyardiklarindan
¢ok daha yiiksek T hiicre proliferasyonu gozlenmekte
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Sekil 2. interldkin-1B ile uyarim, alerjene 6zgl cevresel T hiicre
toleransini kirici etki gosterir. (@) Bir hastaya ait drnek akan hiicre
Olcer ciktisinda, Der P2 ve Bet v1 alerjen yanitsizhgr IL-1B etkisi ile
ortadan kaldiriimaktadir. (b) Kumilatif veri grafiginde IL-18'nin
tolerans kirici etkisi gériilmektedir. U¢ hastanin alerjene yanitsiz
oldugu toplam bes farkh kosulda yanitsizlik IL-13 etkisiyle ortadan

kaldiriimaktadir. Grafikte kosullara ait stimllasyon indeksleri; ortalama +
standart hata olarak sunulmaktadir; * p<0.05, Wilcoxon testi.

olup bu bulgu toleransin kirilmasina isaret etmektedir.”’
Caligmamizda kullanilan diger enflamatuvar uyaranla-
rin immiinoterapi ile gelisen tolerans: kirma konusunda
basarili olmadiklar: gézlendi.

Sonug olarak, bulgularimiz dogal immiin sistem yap1-
taglarinin edinsel immiin yanit {izerinde etkili olabi-
lecegini, saglikli bireylerde de gesitli mikrobiyal ya da
enflamatuvar uyarilar altinda alerjik hastaliklarin ortaya
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¢ikabilecegini, ¢evresel toleransin temelinde oldukg¢a
karigik bir mekanizmanin bulundugunu, farkli mole-
kiillerin farkli etki mekanizmalari ile tolerans kaybinda
etkili olabileceklerini gostermektedir.

Alerjik hastalik frekanslarindaki artigin frenlene-
bilmesi, ¢evresel tolerans mekanizmalar1 ve bu yolaklar
tizerine etki eden faktorlerin iyi anlagilmasi ile miimkiin
olabilecektir. Tolerans1 kiran faktorlerin iyi belirlenmesi
ile belki de daha etkili ¢evresel tolerans olusturma yon-
temlerinin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.

Tesekkiir

Yazarlar, Prof. Dr. Miibeccel Akdis ve Prof. Dr. Cezmi
Akdige basta alerjenlerin saglanmasi ve diger her tiirlii
destekleri icin tesekkiirlerini sunarlar.

Cikar ¢cakismasi beyani

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve yayinlanmasi
agamasinda herhangi bir ¢ikar ¢akigmasi olmadigini
beyan etmislerdir.

Finansman

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan desteklenmistir (Proje no: 2826).

KAYNAKLAR

1. Hammad H, Lambrecht BN. Dendritic cells and epithelial cells:
linking innate and adaptive immunity in asthma. Nat Rev
Immunol 2008;8:193-204.

2. Hamid Q, Tulic M. Immunobiology of asthma. Annu Rev
Physiol. 2009;71:489-507.

3. Ozdemir C, Kucuksezer UC, Akdis M, Akdis CA. Specific
immunotherapy and turning off the T cell: how does it work?
Ann Allergy Asthma Immunol 2011;107:381-92.

4. Ozdemir C, Akdis M, Akdis CA. T regulatory cells and their
counterparts: masters of immune regulation. Clin Exp Allergy
2009;39:626-39.

5. Creticos PS, Adkinson NF Jr, Kagey-Sobotka A, Proud D,
Meier HL, Naclerio RM, et al. Nasal challenge with ragweed
pollen in hay fever patients. Effect of immunotherapy. J Clin
Invest 1985;76:2247-53.

6. Rak S, Léwhagen O, Venge P. The effect of immunotherapy on
bronchial hyperresponsiveness and eosinophil cationic protein in
pollen-allergic patients. ] Allergy Clin Immunol 1988;82:470-80.

7. CrameriR, Rhyner C. Novel vaccines and adjuvants for allergen-
specific immunotherapy. Curr Opin Immunol 2006;18:761-8.

8. Durham SR, Walker SM, Varga EM, Jacobson MR, O’Brien
F, Noble W, et al. Long-term clinical efficacy of grass-pollen
immunotherapy. N Engl ] Med 1999;341:468-75.

9. Kiiciiksezer UC, Palomares O, Riickert B, Jartti T, Puhakka T,
Nandy A, et al. Triggering of specific Toll-like receptors and
proinflammatory cytokines breaks allergen-specific T-cell
tolerance in human tonsils and peripheral blood. J Allergy Clin
Immunol 2013;131:875-85.

10. Akdis M, Akdis CA. Therapeutic manipulation of immune
tolerance in allergic disease. Nat Rev Drug Discov
2009;8:645-60.



