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Amagc: Bu calismada allerjen spesifik immiunoterapi (ASI) ile es zamanli uygulanan vitamin D destegi
tedavisinin etkinligi, givenilirligi ve duizenleyici T hiicre yanit1 degerlendirildi.

Gerec ve yontemler: Ev tozu akarina duyarli astim nedeni ile farmakoterapi alan 50 hasta (29 kiz,
21 erkek; ort. yag 8.8+2.4 yil) randomizasyon ile ui¢ farkli tedavi grubundan birine alindi: subkutan
immiunoterapi ile eg zamanli vitamin D destegi (650 U/gun; n=17) grubu; subkutan immunoterapi (n=15)
grubu ve farmakoterapi grubu (n=18). Tum hastalar ¢aliyma basinda ve 6. ve 12. aylarda semptom
sikl1g1, ilag ihtiyaci, cilt prik testi, serum vitamin D duzeyi, total immunglobulin E (IgE), spesifik IgE
ve Der p 1 spesifik IgG4 duzeyleri agisindan degerlendirildi. Dermatophagoides pteronyssinus ile
uyarilmig CD4*CD25*Foxp3* duzenleyici T hiicre orani, intraselliler Foxp3 ekspresyonu ve periferik kan
mononikleer hiicrelerinin interlokin 10 (IL-10) ve donusturiicti buyuime faktoru beta yanitlar: aragtirildi.
Bulgular: Allerjen spesifik immiuinoterapi ile es zamanli vitamin D kullanan grupta altinci ayda astim
semptomlarinda digerlerine kiyasla azalma gozlendi. Farmakoterapi grubuna kiyasla, kortikosteroid ihtiyact
da azald1. Bazal vitamin D duzeyleri izleyen y1lda gozlenen astim atak sayisi ile ters iligkili idi. Birinci y1lda
vitamin D destegi alan kisilerde Der p 1 ile uyarilmig CD4*CD25*Foxp3* duzenleyici T hiicre yuzdesi ve
lenfositlerde IL-10 diizeyi diger gruplara kiyasla artmis bulundu. Der p 1 spesifik 1gG4 duzeyleri de her iki
ASI grubunda artt1 ve bu artis vitamin D destegi alan grupta daha erken bir zamanda, altinct ayda gozlendi.
Sonug: Allerjen spesifik immunoterapi ile es zamanli vitamin D kullanimi astim kontrolunii iyilestirdi ve
inhale kortikosteroid ihtiyacinda daha erken bir azalma sagladi. Bu yararli klinik etkilere Der p 1 ile uyarilmig
duzenleyici T hiicre yuzdesinde ve Foxp3 ekspresyonunda artis eslik etti.

Anahtar sozciikler: Allerji; astim; imminoterapi; vitamin D.

Objectives: This study aims to investigate the efficacy, safety, and T regulatory cell response of vitamin D
supplementation concomitantly used with allergen specific immunotherapy (SIT).

Materials and methods: Fifty children (29 girls, 21 boys; mean age 8.8+2.4 years) with asthma sensitized
to house dust mite receiving pharmacotherapy were randomized into three groups as: subcutaneous
immunotherapy in combination with vitamin D supplementation group (650 U/day; n=17), subcutaneous
immunotherapy group (n=15) and pharmacotherapy group (n=18). All patients were evaluated at baseline, 6
and 12 months for the symptom frequency, medication need, skin prick test, levels of serum vitamin D, total
immunoglobulin E (IgE), specific IgE, and Der p 1-specific IgG4 levels. Dermatophagoides pteronyssinus
induced CD4*CD25*Foxp3* T regulatory cell ratio, intracellular Foxp3 expression, and peripheral blood
mononuclear cell interleukin 10 (IL-10) and transforming growth factor beta responses were assessed.

Results: Concomitant use of vitamin D as an adjunct to allergen SIT reduced asthma symptoms compared
to the others at six months. The need for corticosteroids also decreased, compared to the pharmacotherapy
group. The baseline vitamin D levels were inversely correlated with the asthma attack number of the
subsequent year. At one year, vitamin D supplemented subjects demonstrated a higher percentage of Der p
1-induced CD4*CD25*Foxp3* regulatory T cell ratio and IL-10 levels in lymphocytes, compared to other
groups. Der p 1-specific IgG4 increased in both SIT groups and the increase was observed as an earlier surge
at six months in vitamin D supplemented group.

Conclusion: Concomitant use of SIT and vitamin D improved asthma control and reduced the inhaled
corticosteroid need at an earlier stage. This beneficial clinical effects were accompanied by an increased
ratio of Der p 1-induced T regulatory cells and expression of Foxp3.

Key words: Allergy; asthma; immunotherapy; vitamin D.



immiinoterapi Uzerine Vitamin D Etkisi

Allerjen-spesifik immiinoterapi (ASI) allerjen
duyarli rinit ve astimli hastalarda hastaligin seyrini
degistirebilen tek tedavi yontemidir. Bu tedavi allerjen-
spesifik immiinoglobulin G 1 (IgG1) ve IgG4 diizey-
lerini artirir, diizenleyici T hiicrelerini uyarir ve peri-
ferik tolerans gelisimini saglayarak klinik diizelmeye
yol acar.? Allerjen-spesifik immiinoterapinin allerjen
duyarl: rinit ve astim hastalarinda gerek semptomlar:
gerekse ilag ihtiyacini azaltarak klinik etkinlik sagladig:
gosterilmistir.®) Diger tedaviler ile kargilagtirildiginda,
ASI hastaligin seyrini de degistirir ve uzun dénem bir
etkinlik saglar.®! Allerjen-spesifik immiinoterapinin
yararli etkilerini daha da artirabilmek amaci ile mineral
adjuvanlar, zayiflatilmis mikobakteriler ve TLR ligand-
lar1 gibi maddelerin eklenmesi denenmistir./”!

Vitamin D immiinmodiilator etkiye sahip bir mole-
kiildiir ve antiinflamatuvar ve kemik metabolizmasindan
bagimsiz olarak dogal ve ikincil immiinitede diizenleyici
rol oynayan anti-proliferatif etkileri vardir.® Vitamin
D reseptorii (VDR) 1988 yilinda saptanmis ve niikleer
reseptor ailesinin bir tiyesi oldugu gosterilmigtir.”! Hiicre
¢ekirdegi icinde yer alan bu reseptor vitamin D’nin ¢esitli
iskelet dis1 fonksiyonlarindan sorumludur. Aktive olmus
T lenfositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler (DH)
alfa-1-hidroksilaz enzimi prohormon olan 25-hidroksi-
vitamin D3’ (25-OH-VitD3) aktif formuna 1,25-dihid-
roksivitamin D3% [1,25(0OH)2D3] déniistiiriir ve bu da
VDR’lere baglanarak antimikrobiyal peptidlerin (AMP)
tretimini uyarir."®! Katelisidin Mycobacterium tubercu-
losis, gram negatif ve pozitif bakteriler ile viriis ve man-
tarlar tizerine etki eden bir AMP’dir."?! 1,25 (OH) D insan
DH’lerinin diferansiasyonu ve maturasyonunu engeller,
interlokin 10 (IL-10) salinimini uyarir, T hiicre fonk-
siyonlarini baskilar ve béylece immiin fonksiyonlar:
diizenler.!¥ Vitamin D’nin DH farklilagmasini baskila-
mast ve tip 1 T regiilator (Trl) hiicreler tarafindan IL-10
tretimini artirmasindaki etkisi sayesinde, allerjik hasta-
liklarda immiinoterapinin etkinligi artirilabilir.'*'*l Daha
once yapilan astim modeli fare ¢aligmasinda 1,25 (OH)
D’nin yararl: etkileri; bronkoalveolar lavaj sivisinda IL-5,
IL-13, serum OVA-spesifik IgE diizeylerinde azalma ve
akciger dokusunda IL-10’da artis olarak gosterilmigtir.!®
Ancak vitamin D’nin insanlarda ASI’deki rolii bugiine
kadar arastirilmamistir.

Bu ¢aligmada ASI ile eg zamanli uygulanan vitamin D
destegi tedavisinin etkinlik, giivenilirlik ve diizenleyici T
hiicre yanitina etkisi degerlendirildi.

GEREC VE YONTEMLER

Hastalar ve calismaya alim kriterleri

Calismaya Marmara Universitesi Pediatrik Allerji ve
Immiinoloji Polikliniginde izlenmekte olan ve yaglari
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5 ile 15 arasinda degisen ev tozu akarlarina duyarli hafif/
orta persistan astimli (+ rinit) 55 ¢ocuk alindi. Hastalarin
calisma oncesi poliklinikte takip siireleri 3.1+1.4 yil idi.
Randomizasyonu takiben SKIT+vitamin D grubundan ve
SKIT grubundan birer hasta ve farmakoterapi grubundan
iki hasta izleme uyum saglayamadiklar1 igin ve yine SKIT
grubundan bir hasta anafilaksi ge¢irdigi i¢in toplamda
bes hasta ¢caligma dis1 birakildi. Béylece ¢aligma protoko-
lini net olarak 50 hasta (29 kiz, 21 erkek; ort. yas 8.8+2.4
y1l) ile tamamladi. SKiT+vitamin D grubunda 17 hasta,
SKIT grubunda 15 hasta ve farmakoterapi grubunda
18 hasta yer ald1.

Astim tanis1 ve agirlik derecesi GINA (The Global
Initiative for Asthma) konsensus raporunda tanimlandig:
gibi tibbi 6ykii, fizik inceleme bulgulari, FEV;’de bronko-
dilator sonras: degisim yiizdesi ile belirlendi.'”? Calisma
icin Marmara Universitesi Etik Komitesi'nden etik onay1
alinmigtir (BAPKO no. TIP/ SAG-C-TUP-070211-0037).
Tim hastalarin ebeveynlerinden yazili onam alinmigtur.

Calisma protokolii

Caligmaya uygun olan tiim hastalar alt1 haftalik bir
on degerlendirmeye alindi ve baslangi¢ klinik 6zellikleri
semptom ve ila¢ skorlari, gorsel analog olgegi (GAO),
akciger fonksiyonlari, metakolin brons hiperreaktivesi
ve cilt prik testi ile degerlendirildi. Hastalar 2010 yilinin
Kasim ayinda ¢alismaya alindi ve bir y1l boyunca izlendi.
Tablo randomizasyon yontemi kullanilarak hastalar g
gruptan birine randomize edildi: Subkutan immiinoterapi
(SKIT)+vitamin D destegi ve farmakoterapi grubu (n=18);
SKiT+farmakoterapi grubu (n=17); tek bagina farmakote-
rapi grubu (n=20). Calisma tasarimi Sekil I’de verilmistir.

Hastalarin klinik durumu giinliik ¢etele kartlar: tutu-
larak (total ila¢ skoru (TMS), total semptom skoru (TSS),
gorsel analog olgegi (GAQO), inhale kortikosteroid dozu
ve astim atak sayis1 hesaplanarak her degerlendirme
basamaginda incelendi (-1, 0, 1, 3, 6, 8. ve 12. aylarda).
On degerlendirme déneminde ve ¢aligma sonunda tiim
hastalardan serum eozinofil sayisi, 25-OH-VitD3, total
serum IgE, Der p 1 ve Der p 2-spesifik IgE diizeyleri
olgiildii. Ek olarak serum Der p 1-spesifik IgG4 diizeyleri
degerlendirildi. Tam kan 6rnekleri kullanilarak periferik
mononiikleer hiicreler (PMNH) izole edildi ve kultiir
ortaminda Der p 1 ile uyarili ve uyarisiz ¢alismalar yapil-
d1 (-1, 6. ve 12. aylarda). Kiiltiir siipernatanlar1 diizen-
leyici T hiicre sitokinleri interlokin 10 ve déniistiiriicii
biyiime faktorii beta (TGF-p) i¢in analiz edildi. Kiiltiire
edilmis PMNH’lerin CD4, CD25 ve Foxp3 ekspresyonu
akan hiicre olger ile dlciildi.

Tedavi

Calismada aluminyum hidroksit ¢dzeltisin-
de 1:1 oraninda Dermatophagoides pteronyssinus ve
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Dermatophagoides farinae karigtirilarak standardize
ekstrakt kullanildi (SKIT; Alutard SQ, ALK-Abello,
Madrid, Ispanya). Subkutan immiinoterapi tedavisi
16 haftalik (haftada bir enjeksiyon) indiiksiyon fazi
ve ardindan aylik enjeksiyonlardan olugan idame fazi
seklinde uygulandi. Der p 1 indiiksiyon fazinda 16.2 p
ve idame fazinda 44.1 p dozunda uygulanir iken, Derf-1
indiiksiyon fazinda 22.9 p ve idame fazinda 62.1 p
dozunda uygulandi. Tedaviye bagli yan etkiler Diinya
Allerji Organizasyonu (WAO) derecelendirme sistemi-
ne gore siniflandirildi.™ Allerjik reaksiyon gozlenen
hastalarda doz %20 ile %40 oraninda azaltild1. Calisma
boyunca her ii¢ gruptaki hastalarin ihtiya¢ halinde
kurtarici ilag kullanmasina izin verildi (B2-agonisler
ve antihistaminikler). Inhale/intranasal kortikostreoid
ilaglar rehberlerde onerildigi {izere semptomlarin agir-
lik derecesi ve siirekliligi géz 6niinde bulundurularak
basamak tedavisi seklinde verildi.”

Astimli hastalar
(n=55)

Baslangi¢ degerlendirmesi

Semptome-ilag skorlari
Gorsel analog 6lcegi

Cilt prik testi

Pulmoner fonksiyon testi
Brons uyari testi

Serum total IgE, spesifik IgE
Serum 25 (OH) D dizeyi
Der p 1-spesifik IgG4 diizeyi
Sitokinler (IL-10, TGF-B)
CD4*CD25*Foxp3* analizi

Randomizasyon

Turk J Immunol

Semptom ve ila¢ skorlamasi

Tim hastalara izlem siiresince astim ve rinit semp-
tomlarini kaydedecegi bir form verildi. Skorlama siste-
mi kullanilarak giinliik semptomlar (6kstiriik, hisilts,
nefes darligi, hapsirma, burun akintisi, kasint: ve
burun tikaniklig1) skorlandi. Bu skorlamada semptom-
suz durum 0, hafif semptomlar 1, orta derecede semp-
tomlar 2 ve agir semptomlar 3 olarak puanlandirildi.
Ttm rinit ve astim semptomlari toplam rinit semptom
skoru (TRSS) ve toplam astim semptom skoru (TASS)
olarak adlandirildi. Toplam rinit semptom skoru ve
TASS’nin birlestirilmesi ile toplam semptom skoru
(TSS) elde edildi. Hastalarin kullandiklari ilaglar giin-
lik formuna kaydedildi (I: p-2 agonist ve antihista-
minikler, 2: inhale/intranazal steroidler, 3: bir tablet
kortikosteroid) ve toplam ila¢ skoru (TIS) hesaplandi.
Ug ay boyunca elde edilen skorlarin ortalamasi final
semptom ve medikasyon skorunu olusturdu. Ek olarak

SKiT+vitamin D Farmakoterapi
(n=18) (n=20)
SKIT
(n=17)
Uyumsuz hasta Altinci ay f]e@erlendirmesi
(h=2) Semptom-ilag skorlari
pra— Gorsel analog 6lcegi
650_U/ggn Cilt prik testi
oral vitamin D Pulmoner fonksiyon testi
Sitokinler (IL-10, TGF-f)
Uyumsuz _| Anafilaksi (n=1) CD4*CD25*Foxp3* analizi
(n=1) Uyumsuz (n=1)
SKiT+vitamin D SKIT Farmakoterapi
(n=17) (n=15) (n=18)

Birinci yil degerlendirmesi

Semptom ve ilag skorlari
Cilt prik testi

Serum total IgE, spesifik IgE
Brons uyari testi

Sitokinler (IL-10, TGF-B)

Gorsel analog 6lcegi
Pulmoner fonksiyon testi
Serum 25 (OH) D dizeyi

Der p 1-spesifik IgG4 diizeyi
CD4+CD25*Foxp3* analizi

Sekil 1. Calisma dizayni. 25 (OH) D: 25-hidroksivitamin D; IgE: immunoglobulin E; IL-10: interldkin 10; TGF-B: Donistiriicii biyime faktori beta; SKIT: Subkutan

immiinoterapi.




immiinoterapi Uzerine Vitamin D Etkisi

ortalama giinliik inhale kortikosteroid (IKS) dozu
(ng budesonid/giin olarak) hesapland.

Gorsel analog 6lcegi

Hastalara semptom siddetini temsil eden 10 cm uzun-
lugunda bir ¢izgi gosterildi (semptomsuz durum 0; en
siddetli semptom durumu 10 seklinde puanlandirildi) ve
her soru igin bu 6lgek iizerinden puan vermeleri istendi.
“Astim ve rinit semptomlarinizin gecen hafta boyunca
siddeti ne kadar idi?” sorusuna bu 6lgege gore verdikleri
yanit kaydedildi. Her {i¢c ayda bir geriye doniik olarak
son bir haftalik sikayetlerini degerlendirmeleri istendi.
Bu olgekler ¢alisma baslangicinda, 6. ayda ve 12. ayda
incelendi.

Cilt prik testi

Hastalarin atopi durumu yaygin aeroallerjenler kul-
lanilarak tani esnasinda ve izlem sonunda cilt prik testi
ile degerlendirildi (Alk-Abello, Lainate, Italya). Histamin
pozitif kontrol, dihidroklorid salin ise negatif kontrol
olarak kullanildi. Salin yanitinin olmamasi ve 3 mm’nin
tizerindeki papiil cap1 saptanmast durumunda test pozitif
kabul edildi."!

Pulmoner fonksiyon ve spesifik olmayan brons
uyari1 testleri

Pulmoner fonksiyon testleri maksimum ekspiratu-
var volum egrileri kullanilarak gergeklestirildi (Zan
Flowhandy II; Zan Messgerate GmbH, Oberthulba,
Almanya). Her bir parametre, art arda uygulanan g
solunumsal manevradan en iyisi kaydedilerek yas,
cinsiyet ve boy uzunluguna gére 6ngoriilenin ytizdesi
degerler olarak hesaplandi. Bir saniyedeki zorlu eks-
piratuvar voluim (FEV1), zorlu vital kapasite (FVC),
zorlu ekspiratuvar ortasi akim hizi (FEF25-75%) ve
tepe ekspiratuvar akim hizi 6l¢ilerek kaydedildi.l®
Non-spesifik uyar1 testine 0.0625 mg/mL metakolin
dozu ile baglandi. Bir saniyedeki zorlu ekspiratuvar
volimde %20’lik bir disiis saglayan doza ulaga-
na kadar (PC20) veya diisiis olmaz ise maksimum
8 mg/mL dozuna ulasana kadar metakolin dozu 2’ye
katlanarak artirildi.?

Serum 25-OH-VitD3, total IgE, spesifik IgE ve
Der p 1-spesifik IgG4 diizeyleri

Serum 25-OH-VitD3 viicutta vitamin D yeterliligini
yansitan dolasimdaki en iyi gosterge olarak kabul edil-
mektedir. Serum 25-OH-VitD3 diizeyi HPLC (High-
Performance Liquid-Chromatographic) yontemi ile 6lgiil-
dii. Serumda total Der p 1 ve Der p 2-spesifik IgE diizey-
leri immulite yontemi ile belirlendi (Euro/DPC, Linberis,
Ingiltere). Vitamin D diizeyleri 20-100 ng/mL araliginda
ise normal kabul edildi.?"
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Periferik kandan lenfosit eldesi ve hiicre kiiltiirii,
sitokin Ol¢iimleri ve diizenleyici T hiicre yanitlari

Periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu yapi-
lacak olan deneklerden heparinli tiiplere 4 mL vendz
kan alindi ve 3 mL fikol {izerine yayilarak 20 dakika
2040 rpm’de santrifiij edildikten sonra lenfositten zen-
gin tabaka plastik pasteur pipeti yardima ile alind1 ve iig
kere fosfatli tampon ile 1500 rpm’de 10 dakika yikand:.
Son yikamadan sonra hiicreler killtiir medyumu kari-
sim1 (RPMI-1640, 2 mmol/L L-glutamine (Gibco, invit-
rogen NY, USA) ve 100 U/mL Penisilin/Streptomisin
ve 56 derece 30 dakika inaktive edilmis %1 FCS) ile 1
mLye sulandirildi. 1 mL’deki canli lenfosit sayis1 tayini
i¢in lenfosit stispansiyonundan 10 pL alinarak 10 pL
tripan mavisi ile karigtirildi. Daha sonra thoma lamin-
da dokuz bityiik kare 40x’lik biiylitme altinda sayildi.
Cikan say1 2x10* ile carpilarak 1 mI’deki lenfosit sayisi
belirlendi. Lenfositler (1x10%/mL) ev tozu allerjeni Der p 1
(10 pg/mL, Indoor Biotechnologies Ltd., Cardiff, UK.) ile
uyarildi. Kiltiir plaklar1 %5’lik CO’li etiivde bes giin
inkiibe edildi. Kaltiir siiresi sonunda Der p 1 ile uyarilan
kuyulardaki ve uyaransiz kuyulardaki kiiltiir toplan-
diktan sonra 1500 rpm’de bes dakika santrifijj edildi.
Déniistiiriicii biiytime faktori beta diizeyi ELISA yonte-
mi ile 6l¢iildii (Invitrogen®, Camarillo, CA, USA). Olgiim
islemleri {iretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestiril-
di. Ust stv1 alindiktan sonra ¢okmiis olan hiicre peletleri
2 mL fosfath siv1 ile yikanarak 1500 rpm’de bes dakika
yikama sonrasi monoklonal CD4 ve CD25 antikorlari
ile hiicreler isaretlendi. Karanlikta 30 dakikalik bekleme
sonrasi, hiicre membran: delici ve fiksator soliisyonu
kullanilarak monoklonal antikorun baglanmas: giic-
lendirildi. Son asamada hiicre i¢i boyama i¢in Foxp3’e
6zgli monoklonal antikor kullanildi. Daha sonra, akan
hiicre olger cihazinda (BD Biosciences, FACSCanto II,
San Diego, CA, USA) uyaransiz ve uyaranli ortamda T
regulatuar hiicreler calisildi. Antikor olarak, CD4-APC,
CD25-FITC ve hiicre i¢i Foxp3-PE boyasi kullanildi (BD
Biosciences, San Diego, CA, ABD).

istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi ile yapildi. Tanimlayicr istatistiksel yontemler
olarak frekans, yiizde, ortalama ve standart sapma’dan
faydalanildi. Normal dagilimin incelenmesi igin
Kolmogorov-Smirnov dagilim testi kullanildi. Niteliksel
verilerin karsilastirilmasinda Pearson Ki-kare testi uygu-
land1. iki grup arasindaki niceliksel verilerin karsilas-
tirllmasinda normal dagilim gosteren parametrelerde
bagimsiz 6rnekler (Independent samples) t testi, normal
dagilim gostermeyen parametrelerde Mann-Whitney U
testi kullanildi. Normal dagilim gosteren parametrelerin
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TABLO 1
Baslangi¢c demografik veriler
SKiT+vitamin D SKIT Farmakoterapi
(n=17) (n=15) (n=18)
Sayr  Ort.£SS Say1 Ort.+8S Sayr  Ort.£SS p
Cinsiyet* >0.05
Kadin 12 8 9
Erkek 5 7 9
Yas (yil)** 9.242. 8.8+1.1 7.942.6 >0.05
Tani yasi (yil)** 78+1.6 7.6+2.8 6.4+3.7 >0.05
Yalniz astim1 olan hastalar** 11 9 11 >0.05
Astim ve riniti olan hastalar** 6 7 >0.05
Bagvuru vitamin D diizeyleri (ng/mL)** 19+9 20+12 16+8 >0.05
Bagvuru inhale kortikosteroid (mcg/giin)** 428+67 477+128 442+89 >0.05

SKIT: Subkutan immiinoterapi; Ort.+SS: Ortalama * standart sapma; * Ki-kare test; ** One-Way ANOVA test.

grup i¢i karsilagtirmalarinda eslenik 6rnekler (Paired
samples) t testi, normal dagilim géstermeyen parametre-
lerin grup ici karsilagtirmalarinda Wilcoxon isaret testi
kullanildi. Zaman icinde tekrarlanan parametrelerin
grup karsilastirmalar1 tekrarli 6l¢iim varyans anali-
zi (Repeated Measures Anova) testi ve Friedman testi
ile yapildi. Korelasyon i¢in Sperman testi kullanildi.
Sonuglar %95 giiven araliginda, anlamlilik p<0.05 diize-
yinde degerlendirildi.

BULGULAR

Ug grup arasinda cinsiyet, yag, tan1 aldig1 yas, bazal
vitamin D diizeyi ve IKS diizeyi agisindan fark yok idi.
Bazal demografik 6zellikler Tablo 1'de gosterilmistir.

Klinik Etkinlik
Semptom ve ilag skorlar1

Galigmanin altinct ayinda TASS’ler SKiT+vitamin
D grubunda SKIT ve farmakoterapi gruplarina kiyasla
anlamli olarak daha diigiik bulundu (p=0.01). SKIT ve

farmakoterapi gruplar: arasinda ise boyle bir fark sap-
tanmadi. On ikinci ayda TASS, TSS ve TiS’lerde her
iki immiinoterapi grubunda da farmakoterapi grubuna
kiyasla bir diigme saptandi (Sekil 2). On ikinci ayda TAS,
TRS, TSS ve TiS’lerde farmakoterapi grubu baz alinarak
hesaplanan medyan yiizde iyilesme oranlari siras: ile
SKiT+vitamin D grubunda %80, %60, %100 ve %100;
SKIT grubunda ise %70, %60, %86 ve %100 bulundu.

Gorsel analog 6lcegi

On ikinci ayda her iki immiinoterapi grubunda da
astim ve rinit GAQO skorlarinda anlamli diisiis saptanir
iken (sirast ile p=0.002, p=0.001) altinct ayda astim GAO
skoru yalnizca SKiT+vitamin D grubunda anlamli olarak
diigtis gostermekte idi (p=0.01).

inhale kortikosteroid dozlar1 ve IKS kesilme
oranlari

Her iki immiinoterapi grubu da 12. ayda IKS dozun-
da azalma saglar iken altinci ayda IKS dozu yalnizca
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Sekil 2. Gruplarin semptom ve medikasyon skorlari ¢calisma basinda, altinci ayda ve 12. ayda. Gruplar arasi farklilik: * SKiT+vitamin D grubunda astim
semptom skoru 6. ayda diger gruplara gére anlamli olarak daha diisiik; ** immiinoterapi gruplarinin skorlari belirtilen inceleme aninda farmakoterapi grubuna gére anlamli olarak daha

diistik. SKIiT: Subkutan immiinoterapi.
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SKiT+vitamin D grubunda farmakoterapi grubuna kiyas-
la anlaml diisiis gostermekte idi (Sekil 3). Inhale korti-
kosteroid kesilme orani vitamin D alan grupta (n=6, %35)
diger iki gruba kiyasla (SKIT grubunda n=3, %20; farma-
koterapi grubunda ise fark gozlenmedi) daha yiiksek idi.

Yillik astim atak sayis1

Bazal vitamin D diizeyleri ile sonraki yildaki atak
say1st ters iliski gostermekte idi (p=0.03, r= -0.03). Her
iki immiinoterapi grubu arasinda anlamli fark saptan-
maz iken vitamin D alan grupta atak sayisi en digiik idi
(SKiT+vitamin D grubunda: 1.6+1.3/y1l; SKIT grubunda:
2.1£1.3/y1l; farmakoterapi grubunda 3.3+1.6/y1l). Ayrica
her iki immiinoterapi grubunda yillik atak sayilar: far-
makoterapi grubuna gore anlamli olarak daha disiik idi
(sirast ile p=0.001, p=0.001).

Laboratuvar incelemeleri

Cilt prik testi

D. farinae ve D. pteronyssinus ile elde edilen reaksiyon
papiil ¢ap1 baslangica gore SKiT+vitamin D grubunda
(p<0.01) ve SKIT grubunda (p<0.01) anlamli olarak daha
diisiik bulundu. Ayrica 12. ayda her iki immiinoterapi
grubunda ol¢iilen papiil cap: farmakoterapiye gore anlam-
I1 olarak daha diisiik bulundu (p<0.01, Tablo 2). Caligma
sonunda gruplarda yeni allerjen duyarlanmasi saptanmadi.

Pulmoner fonksiyon testi ve spesifik olmayan
brons asir1 duyarliligi

Pulmoner fonksiyon testleri ve log PC20 degerleri
gerek bagvuruda gerekse birinci yilin sonunda gruplar
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Sekil 3. Calisma basinda, altinc ve 12. aylarda inhale
kortikosteroid dozu. iKs: inhale kortikosteroid; SKIT: Subkutan immiinoterapi.

TABLO 2
Laboratuvar bulgular:

SKIT (n

SKiT+vitamin D (n

18)

Farmakoterapi (n:

15)

17)

Bagvuru Lyl

1. yil Bagvuru Lyil

Bagvuru

Parameterler

Medyan Dagilim

Ort.+SS

Medyan Dagilim

Ort.+SS

Medyan Dagilim

Ort.£SS

Medyan Dagilim

Ort.+SS

Medyan Dagilim

Ort.£SS

Medyan Dagilhim

Ort.+SS

6.7+1.9 5.1£1.2**

5.3%1.3*

Cilt prik testi Df. (mm)

4.7£2.0%*
568+761

2.2

381+275
49.6+34.0

5.2+1.3*

Cilt prik testi Dp. (mm)

Total IgE (IU/mL)
S-IgE Df. (kU/L)

507 41-3600

770+832
72.7+33.4%

668+734 451 22-3000

54.1+38.6
661+517

34-3176

391

80-1209

325

544 33-2806

567+668

370 20-2300

478+545
50.0+34.1

41.7+30.1F
419+332

35.8+33.4t
369+328

4824277

500+342

551+453

Eozinofil (/mm?3)

20£6.071
1

20+6.071

31.2+10.17%

Vitamin D (ng/mL)
logPC20 (mg/mL)

FEV1 (%)

87+18

98+17
105+25

88+18

112425

90+15
103+21

PEF (%)

101+22

103+20

100+21

FEF25/75 (%)

SKIT: Subkutan immiinoterapi; Ort.+SS: Ortalama + standart sapma; Df.: Dermatophagoides farinae; Dp.: Dermatophagoides pteronyssinus; logPC20: Metakolin uyari doz konsantrasyonu log doniistiiriilmiis deger. Istatistiksel olarak anlamli p degerleri kalin karakterle yazilmistir; * SKiT+vitamin D ve far-

0.01); FEV: Bir saniyedeki zorlu ekspiratuvar voliim; PEF: Tepe ekspiratuvar akim hizi; FEF25/75: zorlu ekspiratuvar

makoterapi arasinda, Bagimsiz 5rnekler T testi (p<0.01); ** SKIT ve farmakoterapi arasinda, Bagimsiz drnekler T testi (p<0.01); T One Way ANOVA testi (p<0.01); ¥+ One Way ANOVA testi (p

ortast akim hiz1 25/75.
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arasinda anlamli farklilik gostermemekte idi (Tablo 2).
Vitamin D alan grupta 14 hastanin altisinda baslan-
gicta brons asir1 duyarliligi saptanir iken, 12. ayda
bunlarin hi¢birinde brong asir1 duyarlilig: saptanmadi.
SKIT grubunda 14 hastanin beginde, farmakoterapi
grubunda ise alt1 hastanin birinde brons asir1 duyar-
lilig1 var idi.

Serum 25-OH-VitD3, total IgE, spesifik IgE
diizeyleri ve Der p 1-spesifik IgG4

Bazal vitamin D diizeyleri incelendiginde hastalarin
%58’inde vitamin D yetersizligi saptand1 (n=29, ortala-
ma 16+4 ng/mL). Beklenecegi iizere vitamin D3 deste-
gi (650 U/giin) uygulanan grupta serum 25-OH-VitD3
diizeyleri anlamli olarak artis gosterdi (19+9% karsilik
31.2£10.1 ng/mL, p=0.007, Tablo 2). On ikinci ayda
serum spesifik IgE diizeyleri (D. farinae) diger gruplar ile
karsilastirildiginda vitamin D alan grupta daha digik
bulundu (p=0.03).

Der p 1-spesifik serum IgG4 diizeyleri her iki immii-
noterapi grubunda da birinci yilin sonunda anlamli artig
gostermekte iken, bu artis vitamin D alan grupta altinci
ayda gozlenmekte idi (Sekil 4).

Sitokin 6l¢iimleri ve diizenleyici T hiicre yanitlar:

Der p l-uyarili IL-10 diizeyleri SKiT+vitamin D gru-
bunda baslangi¢ seviyesine gore altinci ayda daha yiiksek
bulunur iken 12. ayda en st diizeye ¢ikmuis idi (p=0.01).
SKIT ve farmakoterapi gruplarinda ise farklilik yok idi.
Der p l-uyarili TGF-p seviyeleri ¢alisma sonunda her {i¢
grupta da artis gostermis idi (Sekil 5). Birinci y1lin sonun-
da SKiT+vitamin D grubunda CD4+CD25+Foxp3+ hiicre
yiizdesi SKIT grubuna gore anlamli artig gdstermekte idi
(p=0.03, Sekil 6).
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Sekil 4. Calisma basinda, altinci ve 12. aylarda ortanca

Der p 1-spesifik serum 1gG4 diizeyleri. AD: Anlamli degil; SKIT: Subkutan
immiinoterapi.

Lenfositlerde Foxp3+ ekspresyonu tek basina deger-
lendirildiginde ortalama floresans yogunlugu (OFY)
tim gruplarda baslangica gore birinci yilin sonunda artis
gostermekte idi ve bu deger vitamin D alan grupta en
yliksek diizeyde idi. Bu grupta lenfosit Foxp3+ ekspres-
yonu baslangica gore altinci ayda (p=0.01) anlamli olarak
artmakta ve 12. ayda (p=0.0001) tepe noktasina erigmek-
te idi. Ayrica 12. ayda vitamin D alan grupta Foxp3+
ekspresyonu yalnizca SKIT alanlara gére anlamli olarak
farkli bulundu (p=0.01, Sekil 6).

Istenmeyen etkiler

SKIT grubunda bir hastada indiiksiyon fazinda
4 numarali siseden enjeksiyon yapildiktan sonra 20
dakika icerisinde sistemik reaksiyon gelisti ve adrenalin
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Sekil 5. SKiT+vitamin D grubunda, subkutan immiinoterapi grubunda ve farmakoterapi grubunda calisma basinda, altinci ve 12.
aylarda sitokin diizeyleri. Periferik mononiikleer hiicreler Der p 1 ile uyariimistir. Sitokinler kiiltir sipernatanlarinda ELISA yéntemi
ile 6l¢tilmustar. (a) Der p 1-uyarili IL-10. (b) Der p 1 uyarili TGF-. IL: interlskin; TGF-B: Dénustiiriicii biiyime faktori beta; SKIT: Subkutan immiinoterapi.
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Sekil 6. (a) CD4*CD25*Foxp3* hiicre yiizdeleri. (b) Lenfositlerde Foxp3+ ekspresyonunun ortalama floresan yogunlugu. Veriler calisma
baslangici, altinci ay ve 12. aya aittir. SKiT: Subkutan immiinoterapi; OFY: Ortalama fléresans yogunlugu.

ile basarili bir sekilde tedavi edildi. SKiT+vitamin D
grubunda iki hastada hafif astim atag1 gelisti ve inhale
B2-agonist ile tedavi edildi. SKIT+vitamin D grubunda
alt1 hastada ve SKIT grubunda yedi hastada enjeksiyon
bolgesinde lokal iirtikeryal plaklar gozlendi ancak teda-
vinin sonlandirilmasi gerekmedi. Serum kalsiyum, fos-
for ve paratiroid hormon diizeyleri ve idrarda kalsiyum
analizi sonuglar1 vitamin D alan grupta ¢aligma boyunca
herhangi bir anormallik géstermedi.

TARTISMA

Bu prospektif, randomize, kontrollii ¢aligmada aller-
jen-spesifik immiinoterapiye vitamin D eklenmesinin
semptomlar: azaltarak ve inhale kortikosteroidlerin daha
erken donemde kesilmesini saglayarak daha iyi astim
kontrolii sagladig1 gosterildi. Birinci yil sonunda IKS
kesilme orani vitamin D alan grupta anlamli olarak daha
yliksek bulundu. Ayrica bazal vitamin D diizeyleri takip
eden yildaki atak sayisi ile negatif iligki gosterdi. Serum
spesifik IgE (D. farinea) diizeyleri yalnizca vitamin D
alan grupta dusiis gosterdi. Ev tozu spesifik IgG4 diizey-
leri her iki immiinoterapi grubunda da artis gosterir
iken, vitamin D alanlarda bu artis daha erken ve yiiksek
diizeylere ulagt1. Bu yararh etkilere Der p 1 uyarili IL-10
diizeyleri, diizenleyici T hiicre yiizdesi ve Foxp3 ekspres-
yonunda artis eslik etti. Vitamin D insan DH’lerinin
farklilasma ve ¢cogalmasini baskilar, IL-10 salinimini uya-
rir ve T hiicre fonksiyonlarini baskilayarak immiin fonk-
siyonu diizenlemede rol oynar."¥ Vitamin D’nin immi-
noterapide ek yarar saglayacagi daha onceki bir fare astim

modelinde gosterilmigtir.'®) Majak ve ark.?? ETA duyarli
astimli ¢ocuklarda vitamin D3’iin rolinii aragtirmis ise
de immiinoterapideki rolii heniiz bilinmemektedir. Bu
¢alisma su ana kadar immiinoterapide vitamin D’nin
etkisini aragtiran ilk ¢aligmadir. Calismamizin sonuglar:
vitamin D’nin daha erken astim kontrolii ve daha az IKS
ihtiyac1 saglamada etkin oldugunu gostermistir.

Caligmamizda ¢ocuklarin %58inde vitamin D yeter-
sizligi saptandi. Bu durum diinya genelindeki bir saglik
sorununun yansimasi olabilir (ABD’de astimli ¢ocuklarin
%47’si ve Katar’daki ¢ocuklarin %68’i). Bu bulgular viicut
saglig1 icin vitamin D desteginin yalnizca siit ¢ocuklugu
doneminde degil ayni zamanda ¢ocukluk ¢ag1 ve ergen
doneminde de uygulanmasinin yararl olabilecegine isa-
ret etmektedir.*?? Yakin zamanda astimli ¢ocuklarda
diisiik vitamin D diizeylerinin artmis kortikosteroid
kullanimi ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Vitamin D’nin
“Mitogen-activated protein kinase phosphatase 1”7 ve
IL-10 salinimini artirma yolu ile astiml1 hastalarda korti-
kosteroidlerin antiinflamatuvar etkisini kuvvetlendirdigi
digiiniilmektedir.” Benzer sekilde, Xystrakis ve ark.!'¥
vitamin D3’tin kortikosteroid direngli astim hastalarinda
T hiicrelerinin IL-10 salinimini artirdigini bildirmisler-
dir. Bizim ¢alismamizda SKIiT’e vitamin D eklenmesi
steroid dozunu azalticr etki sagladi ve bu etki IL-10 salini-
minda ve lenfositlerde Foxp3 ekspresyonunda artisla ilis-
kili bulundu. Caligmamizda vitamin D’nin atak sayisini
azaltic1 etkisi, daha onceki ¢alismalarda gosterilen (kate-
lisidin gibi antimikrobiyal peptidlerin sentezinin uya-
rilmasi, epitelyal hiicrelerde viriis tarafindan uyarilmis
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NFkB iligkili kemokin (CXCL10) ve IFN-B saliniminin
azalmasi gibi) birkag farkli mekanizma ile ortaya ¢ikmis
olabilir.%2¢?71 Son olarak Brehm ve ark.”® serum vitamin
D diizeyleri ile astima bagli hastaneye yatig veya acil
basvuru arasinda ters iliski oldugunu gostermistir. Bu
bulgular egliginde vitamin D’nin astim ataklarini azaltici
etkisi oldugu sonucuna varilabilir.

Allerjen spesifik immiinoterapi antijen-spesifik
T hiicrelerin gelisiminde degisikliklere yol agar, IL-4
dreten T hiicrelerinin sayisini azaltir ve IL-10 iireten
CD4+CD25+ T hiicrelerinin (Trl) sayisini artirir. Yakin
zamanda dogal CD4+CD25+Foxp3+ diizenleyici T hiic-
relerinin (n Treg) nazal mukozada local Foxp3+ T hiic-
relerinde artigy ve beraberinde polen immiinoterapisi
sonrasi klinik iyilesme ile iliskili oldugu gosterilmigtir.
Baska bir ¢alismada ETA-SIT’nin T hiicrelerinde Foxp3
ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir.* In vitro, aktif
1,25 (OH) D ile kombine olarak IL-2, Foxp3 ve sitotoksik
T lenfosit antijen-4 ifade eden diizenleyici T hiicrelerinin
gelisimini uyarir ve istirahat halindeki CD4+ T hiicre
proliferasyonunu baskilar.!

Daha once bildirilen ¢aligmalar ile uyumlu olarak
caliymamizda da SKIT ile CD4+CD25+Foxp3+ ekspres-
yonunda ve IL-10 iretiminde 6zellikle vitamin D destegi
yapilan grupta daha belirgin olmak tizere bir artis sap-
tand1. Daha 6nceki ¢aligmalar spesifik immiinoterapi ile
serum allerjen-spesifik IgG4 ve IgGl tiretiminin 5 ila 100
kat arttigini ortaya koymustur.*? Bu da allerjen-spesifik
Th2’den diizenleyici T hiicre baskin bir immiin yanita
dogru bir kaymayi1 yansitmaktadir. Benzer sekilde ¢alis-
mamizda vitamin D alan grupta allerjen-spesifik IgG4
diizeylerinin daha erken dénemde, altinci aydan itibaren
bir artig gozlenmistir. Bu gozlem, bu gruptaki klinik ve
immiinolojik degisikliklerde rol oynamis olabilir.

Sonug olarak, ¢aligmamiz allerjen spesifik immi-
noterapide eszamanli vitamin D desteginin daha erken
doénemde astim kontroliine olanak sagladigini ve kon-
vansiyonel immiinoterapiye gore steroid azaltici etki
sundugunu ortaya koymustur. Farkli serum vitamin D
diizeyine sahip hastalarda ve farkli (daha yiiksek) dozda
vitamin D kullaniminin nasil bir etki saglayacag ileri
¢aligmalar ile arastirilmalidir.

Cikar ¢akismasi beyani

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

Finansman

Yazarlar bu yazinin aragtirma ve yazarlik siirecinde
herhangi bir finansal destek almadiklarini beyan etmis-
lerdir.
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