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GIS: Gastro intestinal sistem
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AEG: Alerjik Eozinofilik Gastroenterit
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IL: Interlokin

IFN: Interferon
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GIRIS VE AMAC

Alerji, 20. ylizyilda batili toplumlarda baslica sorunlardan birisi haline gelmistir.
Alerjik hastaliklar i¢cinde besin alerjisi morbidite oraninin énemli bir kismini olusturmaktadir.
Besin alerjili hastalar siki1 eliminasyon diyeti ve yasam boyu siirebilecek hastalikla engelli
hale gelmektedirler. Besinlere duyarli bazi hastalarda 6liimciil reaksiyon riski giiniimiizde
devam etmektedir (1).

Giintimiizde besin alerjilerinin altta yatan immiinolojik mekanizmalar1 ile ilgili az
bilgi bulunmaktadir. Uygun hayvan modellerinin az olmasi en énemli nedendir.

Besin alerjisinin immiinopatojenezi birden fazla immiinolojik mekanizmayla
aciklanabilir:
1.Akut hipersensitivite ( Ig E aracili)

2. Gecikmis tip hipersensitivite ( T lenfosit aracili reaksiyonlar)
3.Immiin kompleksler sonucu olusan enflamatuvar reaksiyonlar (2).

Epidemiyolojik veriler, bat1 toplumlarinda alerjik hastalik prevalansinin artiginda
diyetin rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Onemli nedenlerinden biri uzun zincirli omega-3
yag asitlerinin bu toplumlarda azalan tiiketimidir. Omega-3 yag asitlerinden zengin beslenen
toplumlarda atopinin daha nadir gelistigi goriilmektedir (3).

Son yillarda, diinyada atopik hastalik insidansinda artis izlenmektedir. ABD’de
besin alerji prevalansi, yetiskinlerde %3.5-4, kiigiik ¢ocuklar ve bebeklerde % 6-8 olarak
tahmin edilmektedir. (4,5). Besin alerjisi, egzema, astim, ve rinokonjonktivit gibi diger alerjik
reaksiyonlardan farkli degildir. Artisin sebebi, intestinal floranin azalmasi ve immiin
reaksiyonlarin degismesine sebep olan hijyen hipotezine dayandirilmaktadir (6,7). Besin alerji
modelleri, mekanizmanin anlagilmasi, besin alerjisini azaltmak i¢in tedavi segenekleri ve
profilaksi agisindan giiniimiizde daha sik kullanilmaktadir.

AMAC

1-Farelerde besin alerjisi modeli olusturmak.

2-Omega 3 yag asidinden zengin diyetle besin alerjisi gelismesini dnlemek.

3-Ovalbiimin ve omega-3 yag asitlerinin fare bagirsak mukozasinda histopatolojik etkilerini
arastirmak.

4-Besin alerji hayvan modellerinde, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, TNF-a, ve IFN-y diizeylerinin

degerlendirmek.



5-Omega-3 yag asitlerinin gastrointestinal sistemden emilen yabanci proteinlerin alerjik
reaksiyonlarim1  azaltarak antiinflamatuvar etkilerini deney hayvanlarmin kaninda
gosterebilmek.

6-Daha sonra yapilacak besin alerjisi ile ilgili hayvan deneyleri igin yol gosterici olmak ve

insan ¢alismalarinda uygulanabilirligini saglamak.



GENEL BIiLGILER

Besinlere kars1 istenmeyen reaksiyonlar besin ya da katki maddesinin yenmesinin
ardindan olusan her tiirlii olumsuz reaksiyonu igcermektedir. Bu reaksiyonlar klasik olarak
besin intoleransi ve besin hipersensitiviteleri olarak ikiye ayrilir (8).

Besin alerjisi, dogal besin komponentlerinin sindirilmesi sonucu olusan Ig E aracili
immiin reaksiyondur ve genellikle toleransla sonuglanir. Bu reaksiyonlar, besin ve besin katki
maddelerinin fizyolojik etkilerinden bagimsizdir. Besin alimi sirasinda veya hemen sonra
oOlusan Ig E aracili antikorlar ve IgE aracili olmayan mekanizmalari igerir(11).

Sikhik

Diger atopik bozukluklar gibi besin alerjileri de son 30 yil iginde o6zellikle batili
iilkelerde artmistir ve su anda ABD toplumunun tahminen %2 ’sini etkilemektedir. Bebeklerin
ve kiiciik c¢ocuklarin %6’ya varan kismi yasamin ilk 3 yili iginde besinlere karsi alerjik
reaksiyonlar yasarlar. Yapilan ¢aligmalar bebeklerin yaklasik %2,5’inde inek siitii alerjisi, %
1,5’inde yumurta alerjisi ve %0,6’sinin yer fistig1 alerjisinin yasamin ilk yillar iginde
gelistigini gostermistir. Bebek ve cocukta siit ve yumurta alerjisi 2-3 yil i¢inde kaybolur.
Aksine yer fistigi, findik ya da deniz besinlerine karsi alerji olanlarin %80’inde bu alerji
Omiirleri boyunca siirer (8).
Mortalite/ Morbidite

Besin alimindan hemen sonra, oliimciil ciddi anafilaktik reaksiyonlar olabilir.
Besinin tetikledigi anafilaktik reaksiyonlar deri, gastrointesinal sistem ve solunum sisteminde
goriliir. Siklikla gbzlenen semptomlar, orofarengeal kasinti, anjiyodem, stridor, disfoni,
oksiiriik, dispne, hisilt;, bulant1, kusma, ishal ve iirtikerdir. Oliim, ciddi laringeal 5dem, geri
doniistimsiiz bronkospazm ve hipotansiyon sonucu olusur. Mayo Klinik’te acil servise
anafilaksi sonucu bagvuran hastalarin yaklasik {igte birinde besin alerjisi saptanmustir (9).

Anafilaktik reaksiyonlar genis besin ¢esitlerinde goriilse de fistik, ¢am fistig1 ve

midye bunlarin basglicalaridir.
Oliimciil besin alerjisindeki risk faktorler:
1) Kaétii kontrollii astim varligi,
2) Besin nedeniyle 6nceden gegirilmis anafilaksi atagi,
3) Anafilaksinin erken semptomlarini tantyamama,
4) Alerjik reaksiyonu tedavi etmek i¢in hemen kulanilmasi gereken acil ilaglarda

(epinefrin, antihistaminikler) gecikme ya da kullanilmamasidir (9)



ALERJIK HASTALIKLARIN OZELLIKLERI
Tip 2 Yardimae1 T Hiicreleri

Herkes potansiyel alerjenlerle karsilasir. Atopik olmayan bireyler Thl’in
cogalmasiyla cevap verirler. Bu hiicreler IFN-y’nin da aralarinda oldugu bazi sitokinler
salgilar. Bu sitokinler allerjene 06zgiil IgG antikorlarinin gelismesi ile iliskilidir. Th
sitokinlerinin fagositleri aktive etme, opsonizasyon ve kompleman fiske edici antikorlarin
iiretimini hizlandirabilmektedir. Bu hiicreler genellikle mikobakteriler (Sekil 1) gibi bazi
intraseliiler organizmalarin yok edilmesinde gorev alir. Genetik yatkinlig1 olan atopik bireyler
Th2’de hizli artisla cevap verirler. Th2 hiicreler ise IgE sentezini destekleyen sitokinler
salgilar. Parazitlere karsi konak savunma mekenizmalarinda gorev alirlar (10).

Atopik cevaplar, deri prick testinde alerjene karsi pozitif hizli reaksiyonlar veren
alerjene ozgiil IgE antikorlarmin tretimini igerir. IL-5 ve IL-9, IgE sentezini daha da
hizlandirir ve eozinofillerin farklilasmasinda ve gelisiminde 6nemli rol oynarlar. IL-3, IL-4 ve
IL-9 birlikte mast hiicre gelisime katkida bulunur. Bundan dolay1 Th2 sitokinlerinin astim ve
alerjik hastaliklarin patojenezinde Snemli rolleri oldugu One siiriilmiistiir. Bu diisiinceyi
destekleyen bagka bir gozlem de Th2 hiicrelerinin akut alerjik doku reaksiyonlariyla
etkilenen dokulara infiltre olmasidir (10).

IgE ve Reseptorleri

Akut alerjik cevap IgE ve onun yiiksek afiniteli FceRI ve diisiik afiniteli FceRII'nin
alfa zincirine segici olarak baglanma yetenegindedir. Reseptore bagli IgE molekiillerinin
capraz baglanmasi kompleks bir intraseliiler sinyal kaskad1 baglatir ve ardindan mast hiicresi
veya bazofil degraniilasyonu ve alerjik enflamasyonun ¢esitli aracilarinin salinimi gergeklesir.

IgE sentezinde iki major sinyal yer alir. Baslangi¢ sinyali IL-4 veya IL-13’iin Ig
lokusunda germline transkripsiyonu aktive etmesidir. Boylece izotip o6zgiilligiinii saglar.
Ikinci sinyal B hiicreleri iizerindeki CD40 ile T hiicreleri iizerindeki CD40 ligandinin
birlesmesini igerir. IgE sentezini inhibe eden faktorler arasinda Thl sitokinleri (IL-12, IFN-a,
ve IFN-y) yer alir (10).

Eozinofiller

Alerjik hastaliklarda periferik kanda ve dokularda eozinofili goriiliir. Eozinofillerin
yogun intraselliiler graniilleri vardir. Bu graniiller enflamatuar protein kaynagidir. Eozinofil
graniil proteinlerinin epitelyum hiicrelerini hasarladigi, havayollarinda asir1 cevabi
indiikledigi, bazofil ve mast hiicrelerinin degraniilasyonuna neden oldugu gosterilmistir.

Eozinofillerin salgiladig1 iiriinler sitokinler (IL-4, IL-5, TNF-a), proteolitik enzimler ve



reaktif oksijen ara tirlinleridir. Bunlarin hepsi alerjik doku enflamasyonunu hizlandirabilir
(10).
Mast hiicreleri

Mast hiicreleri alerjik enflamasyon ve organ fonksiyonu lizerinde degisik etkileri
olabilen ¢esitli aracilar igerir veya iiretirler. Bunlar arasinda 6nceden olusmus graniille-iliskili
aracilar (6rnegin; histamin, serin proteazlari ve proteoglikanlar) ve membran kaynakli lipidler,
sitokinler ve kemokinlerin de novo sentezi ve salinimi yer alir. Mast hiicre sitokinleri arasinda
Th2 tip cevaplarin1 (IL-4, IL-13, GM-CSF) ve enflamasyonu ( TNF-a, IL-6) destekleyen ve
dokuda yeniden yapilanmayi diizenleyen transforme edici biiylime faktorii, vaskiiler

endotelyal hiicre biiytime faktorii yer alir (10).

IFN-y Intraseliiler
TNE- > patojenlere
‘ - : kars1 savunma

IL-2
IL-6
GM-CSF
/ IL-4 Biiyiik
IL-5 ekstraseliiler
IL-9 patojenlere
E— IL-13 —  Kkarsi savunma

Sekil 1. T hiicresi farklilagsmasi (10)



Tablo I: Atopik hastaliklarda sitokinlerin fonksiyonlar: (10,99)

IL-3 Ig E sentezi, Th2 yaniti, mast hiicre maturasyonu
IL-4 Ig E sentezi, Th2 yaniti, mast hiicrelerin cogalma faktorii
IL-5 Ig E sentezi, Th2 yaniti, eozinofillerin ¢ogalma ve farklilagmasi

IL-9 Ig E sentezi, Th2 yaniti

IL-10 Antienflamatuar sitokin

IL-13 Ig E sentezi, Th2 yanit1

TNF-a | Antijen sunumu, enflamatuar sitokin

IFN-y | IL-4 inhibisyonu; IL-4 sinyallenmesi; mast hiicre gelisimi; proenflamatuar enzim

PATOFIZYOLOJI

Gastrointestinal sistem (GIS), besinler kadar, bakteriler, parazit ve viriisleri de igeren
birgok yabanci proteinle karsilagir. GIS’in fonksiyonu, besinleri hiicre biiyiimesi ve enérji i¢in
kolay sindirilebilir forma doniistirmektir. Bu islem sirasinda, besinler iginde bulunan yabanci
proteinlere tolerans ve bu yolla giren patojenlere savunma bariyeri saglamalidir (11).

Yabanci antijenlere karst sistemik karsilagsmay1 azaltmak icin, GIS’de immunolojik ve
immunolojik olmayan bir¢ok bariyer vardir. Immunulojik olmayan veya mekanik bariyerler,
gastrik asit sekresyonu ve proteolitik enzimlerdir. Bunlar proteinlerin hem boyutunu
kiiciilterek hem de yapisin1 degistirerek daha az antijenik halde sindirimini saglar (16). Diger
fiziksel bariyerler, peristaltizm, mukus iiretimi ve mukus sekresyonunu igerir. Bu bariyerler,
potansiyel alerjenlerin Gl mukoza ile temasini onler.

Immunolojik bariyerler GIS, Gut associated Lymphoid Tissue (GALT) adi verilen
lokal immun sistem tarafindan desteklenmektedir. GALT, intestinal mukozanin heryerine
dagilmis lenfoid folikiilleri, intraepiteliyal lenfositler ve mezenterik lenf diiglimlerinden
olusur. Besin alimindan sonra, antikor tiretimi ve salimimi artar. Bu da Ig A iiretiminde artis,
Ig G, Ig M ve Ig E iiretiminde baskilanma ile birliktedir (18).

Tolerans

Tolerans, spesifik antijene karst immunolojik yanitsizliktir. Tam mekanizma ¢ok iyi
anlagilamamis olmasina ragmen, oral tolerans gelismesinde hem lokal hem de sistemik
immun sistem 6nemli rol oynar. GIS tarafindan antijenlerin allerjenik veya tolerojenik form
olarak isleme tabi tutulmasi 6nemlidir (20). Hayvan modellerinde, besine tolerans kazanmis
fareler, alerjik farelerle karsilastirildiginda, artmis IL-10 ve TGF-B seviyeleri gosterilmistir

(17) (Sekil 2). Bagirsaklarda IL-10’dan zengin bir ¢evre olusturmak besin alerjisini dnlemede,




hatta tedavi etmede bir secenek gibi goriinmektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada
IL-10 salgilayan Lactococcus Lactis susuyla besin alerjisinin onlenebildigi gosterilmistir (19,
21).
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Sekil 2. Besin toleranst mekanizmalari (17). Diizenleyici T lenfositler 1L-10 ve TGF-f

salgilayarak, onceden IL-5 ve Ig-E salgilayan yollar1 inhibe ederler.

Besin hipersensitivitesi, nedeni multifaktoriyel gibi goriinen, tolerans kaybi veya
eksikliginin sonucudur. Bebek ve ¢ocuklarda artmis insidans, immun sistem ve GIS fizyolojik
fonksiyonlarinin immatiiritesi nedenidir (22). Yetiskinlerle karsilastirildiginda, bebeklerin
azalmis asit sekresyonu, glikoproteinlerin hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri azalmis
mukus sekresyonu ve enzimatik aktivitesi, immunolojik immatiiriteyle de birlestirildiginde
alerji gelisim riskini artirabilir (11).

Duyarlilagmanin olusabilmesi igin, antijenin lamina propria, peyer plaklari, lenf
diigiimleri, dolasimdaki lenfositlerle karsilasmas1 gerekir (23). Immunolojik ve immunolojik
olmayan bariyerlerin bozulmasi antijenin islenmesini degistirebilir ve sistemik antikorlarin
asirt Uretimine neden olur. Atopiye genetik yatkinligi olan kisilerde, antijenle tekrar
karsilaginca Ig E salgilanmasina ve sonug¢ olarak besin hipersensitivite reaksiyonlarmin

olusmasina neden olabilir (24).



Besin
hipersensitivitesi

Besin Alerjik olmayan
hipersensitivitesi besin hipersensitivitesi

IgE aracili IgE aracili olmayan

Sekil 3. Besin hipersensitivitesi siniflamasi (33)
Alerjenler

Besinlerdeki glikoproteinler besin alerjilerinde en ¢ok suglanan ogelerdir. Allerjenik
glikoproteinlerin molekiiler agirligi 10-67 kd’dur. Suda ¢dziinen, 1siya dayanikli, asit ve
proteolitik sindirime direnglidirler (25).

ABD’de ( primer olarak ¢ocuklarda) yapilan ¢ift kor plasebo kontrollii, besin alerji
calismasinda reaksiyonlarin %93’iinden sekiz besin sorumludur (26). Bu besinler, siklik
sirastyla yumurta, fistik, inek siitii, soya, cam fistig1, balik, deniz kabuklular1 ve bugdaydir
(25). Tanimlanmig baz1 besin alerjenleri, fisttk Ara hl, Ara h2, Ara h3; yumurta aki Gal dl1,
Gal d2, Gal d3; soya fasulyesi Gly m1; balik Gad cl1; karides pen A12 dir. Birbiriyle iligkili
besinler, siklikla immiinolojik olarak ¢apraz reaksiyona giren alerjenler igerirler (deri prick ve
in vitro testlerle gosterilebilen spesifik antikorlar {iretirler). Capraz reaksiyon gosteren
alerjenler, belirli baz1 besinler ve polenler arasinda tanimlanmuistir.

IgE aracili besin alerjileri gelistiren ¢ocuklar siif 1 besin alerjileri olan
gastrointestinal bariyeri gecen alerjenlere ya da bitki polenleri gibi solunum sistemini
etkileyen sinif 2 besin alerjenleri tarafindan duyarlilastirilabilir. En sik alerjiye neden olan

besinlerdeki temel alerjik proteinler Tablo II’ de gosterildi (8).



Tablo I1: Temel besin alerjenleri (8)

Smif 1
Besin Protein Alerjen ismi
Inek siitii Kazein Bosd 8
B laktalbiimin Bosd5
Yumurta Ovomukoid Gald1l
Yer fistig Visilin Arahl
Kongliitin Arah 2
Balik Paralbiimin Gadcl
Simf 2
Polen Protein Capraz reaksiyon gosteren
besin
Hus agac1 ( Birch) Betv1 Elma ( Mal d1)
Havug ( Dauc 1)
Patates (Sol t 1)
Kiraz (Pruav 1)
Ambrosia Su kabagi
Cantalaupe
Kavun

IgE ARACILI REAKSIYONLAR

Besinlere karsi reaksiyon Ig E aracili ve Ig E aracili olmayan olarak ikiye ayrilir.
Spesifik antikorlar araciligi ile olan immiin yanitlar besin hipersensitivitesinin en sik taninan
mekanizmasidir. Besin antijenine, APC yoluyla ilk karsilasmasi ve saf T hiicrelerinin
islenmesi sonucunda IL-4 ve IL-13 salgilanmasiyla birlikte TH-2 tip yanita neden olur. (Sekil
4). Bu iki sitokin alerji yanitinin baglamasin1i ve plazma hiicreleri tarafindan Ig E
salgilanmasini saglar. Daha sonra dolagimdaki Ig E, hedef organlarda bulunan mast hiicrelerin
tizerindeki FCeR1 reseptoriine baglanir. Ayni besinle tekrar karsilagma sonrasinda, antijenler
FCeR1’e bagli IgE’yi aktive eder ve mast hiicre degraniilasyonunu baslatir (17). Histamin,
prostaglandinler, 16kotrienler, kemotaktik faktorler ve sitokinler gibi ¢ok sayida mediyator
salinimini baglatan intraseliiler sinyal gonderir. Bu medyatérlerin ¢evre dokulara etkisi, alerjik
reaksiyonlarda olusan klinik semptomlardan sorumlu olan vazodilatasyon, diiz kas
kontraksiyonu ve mukus sekresyonudur. Sitokinler, birka¢ saatte salgilanir ve ge¢ faz
reaksiyonlarda 6dnemli rol oynadiklar: diisiiniilmektedir. Ig E aracili besin alerjilerinin klinigi,
tutulan organa baglidir. Reaksiyonlar izole, kombine veya jeneralize anfilaktik reaksiyonun

bir pargasi seklinde olabilir (11).
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Sekil 4. IgE aracili reaksiyon (17)

IgE aracili reaksiyonun sematik gésterimi.(1) antijen-spesifik, Th2 tip lenfosit IL-4 ve
IL-13 salgilayarak plazma hiicrelerinden IgE salgilanmasi. (2) IgE’nin serumda dolagimi. (3)
Organlarda bulunan mast hiicrelerine baglanma. (4) Besinin tekrar alimiyla, mast hiicre
izerindeki IgE’ye baglanma ve mast hiicre degraniilasyonu.

Deri reaksiyonlari

Deri reaksiyonlari, besin ve besin iriinlerine karsi alerjik reaksiyonlarin en sik
kargilagilan klinik bulgularidir. Fakat deri bulgularinin olmamasi besinle indiiklenen
anafilaksiyi dislamamaktadir (27). Semptomlar akut {irtikerden , flushing, anjiyoddem ve
atopik dermatite kadar goriilebilir. Besin alerjisi neredeyse higbir zaman kronik tirtikere neden
olmaz . DBPCF (Cift kor plasebo kontrollii besin provokasyonu) ile atopik dermatitli
cocuklarin iigte birinde besin alerjileri sorumlu bulunmustur (28).
Atopik Dermatit

Calismalarda, orta dereceli kronik atopik dermatitli hastalarin %35-40’indaki deri
reaksiyonlarima Ig-E aracili besin alerjisi neden olmaktadir. Besin-spesifik Ig E aracili ve
hiicresel mekanizmalar, kronik egzematdz enfeksiyondan sorumludur. Etkilenen hastalarda,
spesifik besin alerjenin uzaklastirilmasi klinik semptomlarin azalmasini saglar. Ayni besin
tekrar verildiginde atopik dermatit kotiilesir. Stipheli besinin tekrar verilmesi, kontrol altinda
olmalidir ¢ilinkii, baz1 durumlarda diyet eliminasyondan sonra besin tekrar geri verildiginde
stirekli alindigma gore daha ciddi semptomlar gozlenebilmektedir. Caligmalarda inek siiti,
yumurta, fistik gibi besinlerin alimindan kaginmanin atopik dermatit gelisimini geciktirdigi

gosterilmistir.
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Gastrointestinal sistem reaksiyonlari

Gastrointestinal semptomlar, besin alerjisinin ikinci en sik bildirilen reaksiyonlaridir.
Klinik bagvuru bulanti, kusma, ishal, karin agris1 ve kramplar1 igerir. Bu semptomlar yalniz
basina veya diger organ semptomlar1 ile birlikte olabilir. Yapilan ¢alismalarda bazi olasi
mekanizmalar1 gosterilmistir, fakat hala bilinmeyen daha fazladir. Bu semptomlarin mast
hiicre aktivasyonu sonucu olduguyla ilgili kanitlar vardir (30). Radyolojik verilerle, alerjik
bireylerde belirli besinlere yanit olarak gastrointestinal motilitenin degistigini gosterilmistir.
Besin alerjeni verildiginde gastrik mukozanin direkt gériintiilenmesi, hiperemi, 6dem, petesi,
artmis mukus, ve azalmis peritaltizmi gostermistir (11).

Oral alerji sendromunun, besin alerjeninin oral mukoza ile temasindan sonra olusan
kontakt irtiker formu oldugu diisiiniilmektedir. Belirli besinleri aldiktan sonra hastalarin
dudak, dil ve damaklarinda kasint1 ve karincalanma olur. Ek olarak dudak, dil ve uvulada
odem, bogazda sertlik hissi gézlenebilir. Bu sendrom bazi polen ve besin alerjenler arasindaki
kros-reaksiyon sonucuyla olusur (31). Hus agaci poleni alerjisi olan hastalarda bu semptomlar
havug, kereviz, patates, elma, findik, kivi alimindan sonra goézlenir. Oral alerji semptomlari
nadir ve hizli olarak diger hedef organlarda goriilebilir.

Alerjik eozinofilik gastroenteropati GIS’in eozinofilik infiltrasyonu sonucu olusur.
Semptomlar tutulan GIS segmentlerine baglidir. Siklikla periferik eozinofili ile birliktedir ve
nadiren diger organlar1 tutar. Mukozanin eozinofilik infiltrasyonu daha siktir ve GIS’in
herhangibir bolgesinde goriilebilir. Klinik semptomlar karin agrisi, postprandiyal bulanti,
kusma, ishal , kilo kaybi, biiylime geriligi, gaitada gizli veya makroskopik kan, anemi,
hipoalbiiminemi ve periferik 6demi icerir (32). Submukozal ve muskuler bolgelerin tutulumu,
gastrik antrumun prepilorik bolgesinde ve distal ince bagirsakta daha siktir. Ayrica gastrik
cikis obstriiksiyonu, epigastrik hassasiyetle birlikte kitle lezyonu ve ayn1 zamanda bagirsak
perforasyonu gibi semptomlar1 vardir (32). Nadiren , eozinofilik infiltrasyon belirgin assitle
olan serozal ylizeyleri tutabilir. Eozinofilik gastroenteropatisi olan hastalarin Ig E aracili
oldugu , astim ve alerjik riniti igeren atopi Oykiisii ve artmis Ig E diizeyinin oldugu
diisiiniilmektedir. Cok sayida besine karsi, bircok besin intoleransi ve pozitif deri testi
sonuglar1 bulunmaktadir (34).

Infantil kolik 3 aydan kiiciik bebeklerde olan, yineleyen huzursuzluk ataklari,
durdurulamayan aglama, bacaklari1 karnina ¢ekme, batin distansiyonu ve asir1 gazla
karakterize bir sendromdur. Semptomlar siklikla gaita ve gaz ¢ikisi sonrasi rahatlar (35).
Siklikla 6gleden sonra veya aksam, beslenme sonrast olur ve birkag¢ saat siirer. Baz1 ¢iftkor

kesitsel ¢alismalar, hem anne siitii hem de formiila mama ile beslenen olgularin bir kisminda
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mekanizmanin Ig E aracili besin hipersensitivitesi ile oldugunu desteklemistir (36).
Semptomlar1 tamamen rahatlatacak tedavi se¢enegi olmaksizin, ¢ok iyi tanimlanamamis ve
multifaktoriyel gibi  gorlinmektedir. Sosyal, emosyonel, g¢evresel faktorler, besleme
teknikleri, ¢ok fazla ve ¢ok az besleme sorumlu tutulmaktadir. Besin alerjisinin olgularin

%10-15’inden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (37).

Solunum reaksiyonlari

Besin alerjisinin solunum reaksiyonlari , siklikla generalize anafilaktik reaksiyonun bir
pargasi olarak ortaya cikar. Semptomlar hapsirma, burun akintisi, goz, kulak ve damakta
kasint1, bronkospazm ve larinks édemini igerir. Izole havayolu semptomlar1 oldukga nadirdir
(38).

Anafilaksi

Anafilaksi yasami tehdit eden, siddetli, jeneralize veya sistemik hipersensitivite
reaksiyonudur. Mast hiicreleri ve bazofillerden ani mediyatér salinimi sonucu deri , GIS,
solunum sistemi ve bazen kardiyak (hipotansiyon, disritmi) sistemin tutulumu ile olusur.
Semptomlar besin alindiktan hemen sonra baslar, bazen bifazik olabilir. Agir reaksiyonlarda
deri bulgular gortiilmeyebilir.

Hafif anafilakside agizda karincalanma, kasinti, kotii tat, flushing, tirtiker, karin agrist,
bulanti, kusma, ishal vardir. Agir anafilakside ise bogazda tikanma, stridor, vizing,
hipotansiyon, siyanoz goriilir. Baslica tetikleyenler fistik, findik ve deniz {riinleridir.
Aspirin, egzersiz ve alkol anafilaksi riskini artirir. Besine bagli egzersizin olusturdugu
anafilaksi nadir bir sendromdur. Olusmasi i¢in hem alerjenik besinin yenilmesi hem de
egzersiz gereklidir. Sorumlu besinler bugday, findik, fistik ve karidestir. Anafilaksi tanisinda
yardimci olan f triptaz besin anafilaksisinde nadiren yiiksektir (47).

Bugiin besin anafilaksisi birgok tilkenin acil servislerde tedavi edilen anafilaksinin en

basta gelen sebebi olarak gosterilmektedir (48).
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IgE-ARACILI OLMAYAN REAKSIYONLAR

Bu reaksiyonlarin patojenezinde, artmis IL-4, IL-5 ve IL-13 seviyesiyle karakterize
Th2 tip yanit mevcuttur. IL-5, eozinofillerin aktivasyonuna neden olan sitokindir (Sekil 5).
Patojenik mekanizmasinda yalnizca Th2 tip lenfositler ve eozinofiller yer almaktadir. Sonug
olarak besine bagli eozinofilik hastaligin tanis1 zordur ve pozitif IgE veya gecikmis deri

testlerine dayanmaz (17).

@ IL=5 Th2

cCD4+

©

Eozinofil

Sekil 5. IgE aracili olmayan reaksiyon ( 17). Eozinofilik besin alerjisinin sematik
gosterilmesi. Antijenle ilk sensitizasyondan sonra , Antijen spesifik Th2 tip lenfositler IL-5

salgilayarak, eozinofil aktivasyonuna neden olur.

Besine bagh Enterokolit

Besine bagli enterokolit, ii¢ aya kadar olan bebeklerde uzamis kusma ve ishal olarak
tamimlanir. Semptomlar alerjenin alinmasindan 1- 8 saat sonra kronik ishal, eozinofili ve
malabsorbsiyon Klinigi ortaya g¢ikar. Agir semptomlar dehidratasyona neden olabilir (39).
Inek siitii proteinine kars1 alerji en sik nedendir. Antijenler anne siitiiyle gectigi icin, anne siitii
ile beslenen bebeklerde goriiliir. Gaita, eritrosit, notrofil ve eozinofilleri icerir (39). Jejunal
biyopsi parsiyel villus atrofi, lenfositoz, IgM ve IgA igeren plazma hiicrelerini gosterir. Deri
prick testi sonuglari, immunolojik mekanizmanin IgE aracili olmadigin1 destekler.
Semptomlarin gerilemesi alerjenin eliminasyonundan sonra 72 saat i¢inde kaybolur, fakat
ishal sekonder disakkaridaz eksikligine bagli olarak devam edebilir.
Besine bagh kolit

Sorumlu alerjenler inek siitii ve soya ile birlikte besine bagli enterokolite benzer.
Tutulum kolonla smirlidir (40). ishal, belirgin dehidratasyon yoktur ve ¢ocuklar daha az hasta

goriiniimiindedir. Gaitada gizli kan veya hematokezya en sik klinik bulgudur. Sigmoidoskopi
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bulgular1 yamali mukozal lezyonlardan agir kanamal aftoz iilserlere kadar uzanir. Kan kaybi
alerjenin kaybolmasindan 72 saat sonra geriler, fakat mukozal lezyonlarin iyilesmesi bir ay
kadar siirer.

Malabsorbsiyon sendromlari

Semptomlar genellikle yasamin ilk ayinda olup, etiyoloji nonspesifiktir. Steatoreden,
uzamis ishal, kilo kaybi, ve biiyiime geriligine kadar uzanir . Gaitada artmis yag orani ve
rediiktan madde saptanir. Ince bagirsakta , normal mukoza arasinda villoz atrofi alanlari
bulunur ve yamali enteropati olarak adlandirilir (41).

Colyak Hastahig:

Gluten duyarli enteropati olarak da adlandirilan ¢dlyak hastalifi, gluten alimina
sekonder malabsobsiyonla karakterizedir. Neden olan alerjen, bugday ve yulafta bulunan
glutenin alkolde ¢dziinen kismi olan gliadindir. ince bagirsak glutenin diyetten ¢ikarilmasiyla
gerileyen karakteristik lezyonlar igerir. Hastalik 2 ay- 6 yas arasindaki ¢ocuklarda ortaya
cikar. Ince bagirsagin proksimal kismi1 degisik derecelerde tutulur (42).

Ince bagirsak lezyonlar1 yamali degil siireklidir, mukozayla smirlidir, submukoza,
muskularis ve serozaya yayilabilir. Mikrovilliisler kisalmig, villiisler diizlesmistir, kriptler
hiperplastiktir ve sitolojik olarak anormal yiizey hiicreleri ile doludur. Lamina propria plazma
hiicreleri ve lenfositlerle hiperselliilerdir. Bazofil, eozinofil ve mast hiicreleri ayn1 zamanda
mevcuttur (43,44).

Dermatitis herpetiformis

Gluten sensitif enteropatiyle birlikte olan, kasintili dokiintli tarzinda besin
hipersensitivite reaksiyonudur. Siklikla 2-7 yas ¢ocuklarda goriliir. Dokiintii, bilek, dirsek,
omuzlar ve basta pleomorfik erupsiyon tarzindadir. Lezyonlar, iirtiker, papiiler, vezikiiler
veya biilloz olabilir. Diiz kas endomisyuma kars1 IgA antikorlar1 % 70 hastada bulunur.
Antikor titreleri intestinal hastaligin agirligi ile iliskilidir (45).
Heiner Sendromu

Inek siitii hipersensitivitesi ile iligkili primer pulmoner hemosiderozisin bir formudur.
Nadirdir, bebeklerde ve kiiciik cocuklarda hisilti, kronik Oksiiriik, rekiiren pumoner
enfeksiyon, hipokrom mikrositer anemi ve biliyiime geriligi ile karakterizedir (46). Rinit,
hipertrofik nazofaringeal doku, rekiiren otitis media, GIS semptomlar: ve biiylime geriligi
goriiliir. Hastalarda inek siitii proteinlerine Kkarsi pozitif deri testi goriilebilir. Semptomlar

inek siitii diyetten c¢ikarilinca geriler.
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BESIN ALERJIiSINDE TANI

Sorumlu besin hikaye, fizik muayene ve yardimci laboratuar yontemleri ile saptanir.
Hikaye ¢cok onemlidir. Hikaye alirken hastanin hangi besini aldiktan sonra yakinmalarinin
basladigi, semptomlarin o6zellikleri, siddeti, sikligi, zamani, semptomlarin baslama yasi,
kisisel ve ailevi atopik hastaliklarin varlig1 sorgulanmalidir. Besinlere eklenen gizli alerjenlere
de dikkat edilmelidir. Ozellikle kronik hastalarda besin giinliikleri hikayeye yardimc: olur,
eliminasyon diyetleri tan1 ve tedavi amagl uygulanabilir. Alerjik eozinofilik 0sefajit ve alerjik
cozinofilik gastroenterit gibi bazi durumlarda aminoasit formulalar: ile elementel diyet hasta
diizelinceye kadar haftalarca devam edilebilir (47).
Besin alerji Laboratuar Bulgular:
Deri Prick Testleri

Ig E aracili besin alerjilerinde deri prick testleri duyarlilasmayi gosteren, sensitif,
irritan olmayan, ¢abuk sonug¢ veren, kolay testlerdir. Besin prick testleri sorumlu olabilecek
besinler ic¢in tarama testleri olarak kullanilir. Pozitif test her zaman besininin sorumlu
oldugunu gostermez. Negatif deri testi sonuglar1 reaksiyonlarin IgE aracili olmadiklarini
gosterir. Negatif prediktif degeri % 95’ten fazladir, pozitif prediktif degeri ise % 50°dir. Fakat
2 yasindan kiiciik bebeklerde inek siitii, yumurta veya fistiga kars1 8§ mm’den biiyiik 6dem
plagi reaksiyonu alerjiyi belirler. Ticari besin alerjeni ekstrelerinin stabil olmamasi nedeniyle
ozellikle meyveler ve sebzeler i¢in taze besinlerin prick-prick yontemi ile uygulanmasi daha
dogru sonuglar verir (47).
Serumda Allerjene spesifik IgE

Serum testleri ile besine spesifik IgE antikorlarini belirlemek (CAP veya UniCAP
sistemi, FEIA, digerleri) IgE aracili besin alerjilerini degerlendirmede bir bagka secenektir.
Sensitivitesi deri prick testine benzer. Deri hastaligi, ilag kullanimi gibi deri prick testinin
uygulanamadigir durumlarda gereklidir. Yiiksek konsantrasyonlardaki besine spesifik IgE
daha fazla klinik reaksiyon ile iligkilidir. Tanisal degerden daha yiiksek IgE degerine sahip
kisiler %95 olasilikla alerjik reaksiyon gelistirirler (Tablo I1l). Fakat bazi1 hastalarda alerjen
spesifik IgE degeri 0,35 kU/L’nin altinda olmasia karsin alerjik reaksiyon gegirme riski
tasirlar. Eger bir alerjik reaksiyon kuvvetle diisiiniilityorsa negatif spesifik IgE ve negatif deri
prick testi olsa bile doktor gézetiminde besin provokasyonu ve taze besinlerle prick to prick

deri test yapilarak klinik besin alerjisi ekarte edilmelidir (49).
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Tablo I11: Besin speifik Ig E diizeylerinin prediktif degerleri (47)

Allerjen % 95 prediktif deger( kU/L) | Pozititif prediktif deger
Yumurta 7 98

<2 yas 2 95

Stit 15 95

<2yas 5 95

Yer fistig1 14 100

Balik 20 100

Findik tiirleri ~15 95

Soya 30 73

Bugday 26 74

Atopi yama (patch) testi

Atopik dermatit ve gec reaksiyonlarda onerilir. Aeroallerjenler veya besin alerjenleri
ile yapilan epikiitandz bir testtir. T hiicre aracili duyarlilagsmay1 gosterdigi diisiiniiliir. Halen
uygulanmasinda standart yontemler bulunmamaktadir. Alerji siiphesi olan fakat besin spesifik
IgE’si negatif veya deri prik testleri ile pozitif reaksiyon gosterilemedigi, tetikleyicilerin
bulunamadigi atopik egzemada tan1 amagli kullanilabilir (50).
Oral provokasyon testi

Besin alerjisi veya intoleransinin tanisinda ¢ift kor plasebo kontrollii besin
provokasyonu testi (CKPKBP) altin standarttir. Hikaye, deri prick testleri ve serumda besine
spesifik IgE hangi besinle provokasyon yapilacagimi belirler. Ag¢ik veya tek kor
provokasyonlar 3 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda veya besine bagli alerjik reaksiyon daha az
olasilikla diisiiniildiigii durumlarda uygulanir. Besin provokasyonundan Once hasta test
konusunda bilgilendirilmeli ve izin formu alinmalidir. Stiphelenilen besin, provokasyondan 7-
14 giin once kesilmelidir. Teste baslamadan hasta semptomsuz ve a¢ olmalidir. Doktor
gbzetiminde, acil girisimde olabilecek tiim malzemeler hazir sekilde tutularak sorumlu besin
artan dozlarda yedirilir. Testten sonra hasta en az 2-4 saat gozetim altinda tutulur. Eger
CKPKBP testi negatifse yanlis negatif sonucu dnlemek i¢in test sonrasi besin agik sekilde

yedirilmelidir (49).
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BESIN ALERJISINDE TEDAVI
Besin eliminasyonu

Gliniimiizde besin alerjisi tedavisinde gegerliligi kanitlanmis tek tedavi yontemi
alerjiye yol agan besinin diyetten ¢ikarilmasidir. Bir besinin kesin yasaklanmasi i¢in 6ncelikle
uygun tani metotlart ile alerjen olan besinin dogru tanimlanmasi gerekir. Eliminasyonu
yapilan besin igeriginin diyette yerine konulmasi, ¢ocugun normal biiyiime ve gelismesinin
saglanmasi ve malniitrisyonun 6nlenmesi i¢in biiyiik 6nem tasir (51).

Toleransin degerlendirilmesi

Eliminasyon diyeti uygulanan bazi hastalarin semptomlari zamanla azalir ve birkag
yil icinde besin alerjisi kaybolabilir. Besinin cinsine, reaksiyonun sekline ve siddetine gore
birkag yillik araliklarla besin provokasyon testleri tekrarlanarak hasta degerlendirlmelidir.

Reaksiyonlarin tedavisi

Anafilaksinin erken belirtilerinde acilen 0.01 mg/kg, maksimum 0.3 mg epinefrin
yapilmasi Onerilmelidir. H1 ve H2 antihistaminler ketotifen, kortikosteroidler, prostaglandin
senteteaz inhibitorleri, lokotrien inhibitérleri, besin alerjisinin semptomatik tedavisinde
denenmis ve hafif siddetteki semptomlarda diizelme goriilmiistiir Hasta, ebeveyn, 6gretmen,
bakic1 gibi kisiler epinefrin otoenjektorii (EpiPen) kullanmasini 6grenmeleri gerekir. Ozellikle
besin alerjisi ile birlikte astimi olan geng erigkinler, daha 6nce agir reaksiyon gecirenler,
findik, fistik, deniz iiriinlerine karsi alerjisi olanlara EpiPen tasimalidir (47).
IMMUNOTERAPOTIK YONTEMLER
Spesifik Immiinoterapi (SIT)

Alerjenin uzun siire enjeksiyonu , alerjene kars1 azalmis sensitiviteye neden olur; bu da
IFN-y , IL-10 seviyelerinin artmasi ve Th2 tip yanitin Thl veya diizenleyici tip yanita
kaymasi ile iligkilidir. Yakin zamanda sublingual immiinoterpinin (SLIT)’in , esit etki ile
birlikte enjeksiyonlardan daha az yan etkisi oldugu gosterilmistir (56-57). Ek olarak, SIT’in
oral alerji sendromunun semptomlarini ortadan kaldirabilmesinden dolay1 baz1 endikasyonlar
vardir (58)( Tablo 1V).

SLIT, bazi dogal besin alerjenleri (siit,yumurta, findik, fistik) ile denenmis ve bazi
hastalarda basarili sonuglar alindig1 rapor edilmistir. Ancak kazanilan kismi toleransin devam
etmesi i¢in besinlerin hergiin belli miktarda yenilmesi gerekmektedir (55, 56).

Nonspesifik Immiinoterapi

SIT, alerjiye neden olan altta yatan immiinolojik mekanizmalar1 diizeltmeyi
amaglarken, Th2 sitokinleri hedefleyen nonspesifik tedavi veya anti IgE, semptomlarin
ortadan kaldirilmasinda yardimci olabilir (59).
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Anti IgE tedavisi

Anti IgE ile klinik ¢aligmalarda iki ¢esit humanize rekombinant IgG1 monoklonal anti
IgE preperati (TNX-901 ile Omalizumab / Xolair) kullanildi. Anti IgE antikoru IgE
molekiiliiniin Fc kismindaki CH3 bdlgesine baglanarak IgE’nin mast hiicre ve bazofillerin
iizerindeki yiiksek afiniteli Fce reseptdriine baglanmasini onler. ilk calisma TNX-901 ile
2003’te fistik alerjili 84 eriskin hastada rapor edildi (60).
Sitokinler

Sitokinler ve antisitokin monoklonal antikorlar bir¢ok hastalikta klinik ¢alismalarda
denenmistir, fakat besin alerjilerine karsi test edilmemislerdir. Ancak sitokinler astim ve
atopik dermatit gibi ayni alta yatan mekanizmaya sahip olan diger alerjik hastaliklarda test
edilmigtir. IL-4 R alfa araciligiyla sinyal gonderen IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi Th2
sitokinlerinin salgilanmasi ve IgE iiretiminde 6nemli oldugu bilinir (61).

Fare modelleri ile gosterilmistir ki; IL-10 oral tolerans ve immiinoterapi igin
onemlidir ve IFN-y oral toleransin gelismesinde 6nemli rol oynar (62). Recombinant I1L-10
iiretildi fakat, kolit i¢in faz-3 ¢aligmalarda deneniyor olmasina ragmen heniiz alerjilere karsi
test edilmemistir (63). Rekombinan IFN-y alerjik rinit ve konjonktiviti olan hastalarda
diizelmeyle birlikte, atopik dermatit i¢in yapilan faz 2 ¢aligmalarda yiiz giildiiriicii sonuglar
vermektedir. Lipozom enkapsule RIL-12’nin oral yolla verildigi fare modelinde, fistik alerjisi
iizerinde hem 6nleyici hem de terrépatik etkisi goriildii (64).

DOGAL TEDAVi YONTEMLERI
Geleneksel Cin ot tedavisi

Dokuz ¢esit ot iceren bir Cin ot karisim fistik alerjili farelerde denendi. Bu otlarin
fistiga bagl anafilaktik reaksiyonlari tamamen onledigi koruyucu etkisinin kalicit ve anlami
oldugu, belirgin bir toksisitesinin olmadig1 goriildii. Bu ot karisiminin insan ¢aligmalari onay
beklemektedir (52).

BESIN ALERJISININ DOGAL SEYRI

Eriskinlerde besin alerjisinin dogal seyri bilinmemektedir. Cocuklarda sorumlu
besinin diyetten ¢ikarilmasindan sonra besine tolerans gelismesi siktir. Bebeklerdeki siit
alerjisinin %50-60’1 bir yasinda, % 50-75’1 iki yasinda; % 85’1 li¢ yasinda geger. Yumurta
alerjisinin %55°1 ise alt1 yasinda diizelir.

Fistik, findik, balik ve kabuklu deniz iiriinlerine alerji yasam boyu siirer fakat sik

olmasa da( % 10-20) gegebilir (47).
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Tablo IV: Besin alerjisinde spesifik immiinoterapi (100)

Alerji Tedavi Yaklasim Tiski Molekiiler | Klinik etkiler
etkiler
Fistik Fistik Enjeksiyon Insan Artmis oral | Onemli  klinik
tolerans etkiler
Fistik Fistik Enjeksiyon Insan Artmis oral | Onemli  klinik
tolerans etkiler
Elma rBET vl SIT Insan IgG4 Besin
(Oral alerji | (Hus agaci artmis, provokasyonunda
sendromu) | poleni) diizenleyici | semptom
T hiicreleri | azalmasi
degismemis
Elma Hus agac1 | SIT Insan Spesifik Ig | Semptom
(Oral alerji | poleni (Sublingual  ve E azalmig | azalmasi yok
sendromu Subkutan
karsilagtirmasi)
Fistik Modifiye Alerjen+tistyla Fare Azalmis Azalmis
Arah1-3 oldirilmiis L. Th2 anafilaktik
monocytogenes; siokinlei ve | reaksiyonlar
subkutan spesifik
enjeksiyon IgE
Fistik Modifiye Alerjentisiyla Fare Azalmisg Azalmig
Arah1-3 oldirilmiis  E. Th2 semptomlar
Coli rektal siokinlei ve
sensitizasyon spesifik
IgE
Fistik Soya Desensitizasyon, | Fare Azalmig Azalmis
ekstresi soya ekstresi ile Thl anafilaktik
intraperitoneal sitokinleri | reaksiyonlar
ve lg G1
Ovalblimin | Ovalbiimin | Alerjen+isiyla Fare Azalmig Azalmig
oldirilmiis spesifik semptomlar
Lactoballus IgE/1gG1
casei rektal
sensitizasyon
Siit Beta- Karajenan Fare Azalmig Azalmig
lactoglobulin antijen semptomlar
(BLG) spesifik
proliferatif
yanit
Fistik Fistik Alerjentisiyla Kopek Azalmis Azalmis
oldurilmis L. spesifik semptomlar
monocytogenes IgE ve deri
prick
reaktivitesi
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BESIN ALERJISI HAYVAN MODELLERI

Akut gastrointestinal hipersensitivitenin immunoregulatuar mekanizmasini
saptamak, immunsensitizasyon ve alerjik yanitlarda besin proteinlerinin prediktif roliini
gelistirmek ve besin alerji tedavisi i¢in yeni terOpatik segenekler sunmak adina ¢ok sayida
hayvan modeli gelistirildi. Fare, domuz ve kopek modelleri, gastrointestinal alerjik yanitin
tanim1 kadar, sensitizasyon uygulama yollarin1 degrlendirmek i¢in kullanildi. Her model,
insan yanitina benzeyen uygulama yolu, doz, sensitizasyon zamani hakkinda énemli bilgiler
sundu. immunregulatuar mekanizmalarda rol alan epitel ve mast hiicrelerinin, gastrointestinal
disfonksiyona neden olan Ig-E aracili besin alerjisinde roli ile ilgili 6nemli bilgiler elde
edildi. Hayvan modellerinde, genetigi modifiye edilmis besin proteinlerinin allerjenisitesiyle
ilgili 6nemli bilgiler elde edildi. Besin alerjsi i¢cin kabul edilebilir tedavilerin yoklugunda,
hayvan modelleri, O6zellikle rat ve fareler, alerjik yanitin azaltilmasinda ve elimine
edilmesinde, profilaktik ve terdpatik stratejilerin saptanmasi igin kullanilmaktadir (70).

Gecmiste alerjenin oral uygulanmasi ile Ig E antikor olusumu giictli. Son yillarda
insan besin alerjisi fare modelleri arastirmalar1 gelistirildi. Besin alerji hayvan modelleri,
korunma stratejileri, yeni tedavi preklinik degerlendirme, molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarda faydali olmaktadir. Insanda gosterilemeyen yiiksek kaliteli arastirma ile
hayvan modelinden yararlanildi. Bagirsak immun yanitin mekanizmasi, mukozal bariyerin
rolii, oral toleransin kayb1 ve devamlilig1 arastirmalari icermektedir.

Fareler insan immiinolojisine bircok yonden benzerlik gosterir. Thl veya Th2
fenotiplerine T hiicre polarizayonu farelerde daha belirgindir. Fareler alerji ¢alismalarinda
degerli test modelidir. Besin alerji ¢aligmalarinda fare modellerinin bir diger avantaji ¢ok
sayida deney hayvani kullanilabilmesidir. Farelerin immun yanit1 inasaninkiyle tipatip ayni
olmamasina ve fare modelleri alerjik semptomlarin skorlanmasinda sinirli olmasina ragmen ,
fare modelleri, yeni tedavi stratejilerin belirlenmesi ve denenmesi ve besin alerjisi
olugsmasinda altta yatan mekanizmalar hakkindaki bilgilerimizin genisletilmesine olanak
saglamaktadir (29).

Hayvan calismalarinda Th1/Th2 paradigmalar1 insan alerjik hastaliklarinda
uygulandi. Immun yanitin tipi degerlendirildi (101). Hastaliklarimn altta yatan patofizyolojileri
hakkinda bilgi edinmede, hayvan modelleri énemli araglar oldu. Ozellikle de besin alerjisinde
gastrointesitinal sistem gibi hedef organlar ulagilamiyorsa, bu ¢alismalar yeri doldurulamaz
hale geldi. Fareler, bir¢ok yonden insan immunolojisine benzerlik gostermektedir. Thl ve Th2
fenotipleri ile T hiicre polarizasyonu farelerde daha belirgindir. Bu nedenle alerjik

arastirmalarda fare sistemi ¢ok degerli test model olacaktir (89). Farelerde, alerjenik proteinle
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karsilagtiktan sonra, selektif Th2 yanitinin aktivasyonu, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13{in
salgilanmasina neden olur. Boylece farelerde proteinlerle indiiklenen immun yanit, alerjik
potansiyelin degerlendirilebilmesi i¢in alternatif yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak
saglar (94).

Besin alerjisini tedavi etme ve 6nlemede, hayvan modellerinde bu konuyla ilgili
birgok ¢alisma yiiriitiilmektedir. Fistik anafilaksi fare modelinde, fistik alerjisini tedavi etmek
icin, fare rekombinant IL-12 profilaktik (fistik sensitizasyonu sirasinda uygulandi) ve
teropatik (sensitizasyondan li¢ hafta sonra) olarak kullanildi (85). Her iki yontem de anafilaksi
semptomlarini azaltt1 ve tedavi edilmeyen kontrol grupla karsilastirildiginda plazma histamin
seviyelerinde belirgin diismeye neden oldu. RIL-12 ile profilaksi, tedavi edilen farelerde fistik
spesifik IgE tiretimini tamamen bloke etti.

Sensitizasyon c¢alismalar1 i¢in, alerjen konsantrasyonu, besin matriksi, alerjenle
karsilasma yolu ve siiresi, kullanilan hayvanlarin yas1 dikkate alinmalidir. Calisma icin segilen
hayvan tiirii, genetik faktorler IgE yanitin1 degistirecegi i¢in ¢alismanin sonuglarini direkt
olarak etkiler. Deneylerde besin proteinlerinin intraperitoneal olarak uygulanmasi, immun
yanitin artirilmasina katkida bulundu. Ancak, besin proteinlerinin oral yolla verilmesi, en
uygun yoldur. Caligmalar, alerjeni net olarak tanimlamak ve alerjenik olmayan proteinlerden

ayirt etmek icin en iyi Ig E yanitinin Balb/c farelerde elde edildigini gosterdi.

OMEGA-3 YAG ASITLERiI VE ALERJIK HASTALIK MEKANIiZMALARINDAKI
YERI

Omega-3 yag asitleri, viicut i¢in gerekli olup insan viicudunda iiretilemediginden
disaridan alinmaktadir. Onemli omega-3 bagi ihtiva eden yag asitleri, a-linolenik asit,
eikosapentaenoik asit (EPA), ve dokosaheksaenoik asit (DHA) sayilabilir.

Omega-3 terimi ("n-3", "w-3" olarak da kullanilir) ilk ¢ift bagin, karbon zincirin
ucundaki (w) metil grubundan itibaren sayilinca 3. karbon-karbon bagi oldugu anlamina gelir.
Insan beslenmesinde 6nemli olan omega-3 yag asitleri sunlardir: alfa-linolenik asit (18:3,
ALA), eikosapentaenoik asit (20:5, EPA) ve dokosaheksaenoik asit (22:6, DHA). Bu ii¢
doymamis yagda, sirastyla 18, 20 veya 22 karbonlu bir zincirde 3, 5 veya 6 ¢ift bag vardir.

Epidemiyolojik veriler, diyetsel faktorlerin, alerjik hastalik prevelansinin yakin

gegmisteki artisinda rolii olabilecegini gostermektedir. Omega-3 yag asitlerinin ¢ogunlukla
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antiinflamatuar etkisi oldugu ve alerji gibi immun yanitta rol oynadig1 diistiniilmektedir
(102).

Omega-3 yag asitlerinin immun fonksiyonlar iizerine etkisi

Balik yag1 soliisyonlar1 ve kapsiillerinde bulunan uzun zincirli n-3 PUFA ‘lar DHA ve
EPA’nin inflamatuvar hiicre membrani fosfolipitleri i¢indeki oranmi artirir. Boylece
eikozanoidlerin arasidonik asitten sentezi i¢in yetersiz substrat olacagindan, diyetsel balik
yag1 destegi, inflamatuvar hiicreler olan PGE,, TXB,, LTB4, 5- HETE ve LTE, “lin {iretiminin
azalmasi saglar (75). EPA ayn1 zamanda COX ve LOX enzimleri i¢in substrat olarak rol
oynayarak farkli bir eikozanoid ailesinin ortaya ¢ikmasima neden olur. Boylece balik yagi
destegi, LTBs, LTEs, 5-HETE ve PGEj; iiretimini artirir. Bunun fonksiyonel 6nemi, EPA’dan
olusan mediyatorlerin, arasidonik asit medyatorlerine gére daha az potent olmasidir (76).
Ayrica yakin ¢aligmalarda, EPA’dan COX-2/ LOX yoluyla iretilen E-seri rezolvin olarak
adlandirilan yeni bir grup medyator antiinflamatuvar etki géstermektedir (77).

Omega-3 yag asitleri immun hiicreleri degisik nedenlerden dolayi etkileyebilirler:

1) Immun hiicreler yiiksek oranda, hiicre zarlarinda w-6 yag asidi olan arasidonik asit(AA)
tasirlar. Omega-3 yag asidi alimi, immun hiicre membraninda AA oranini ve eksojen uyarana
kars1 hiicre yanitin1 azaltir.

2) Omega-3 yag asitleri EPA ve DHA, AA metabolizmasii yarigsmali olarak inhibe ederler,
bu da alerji 6ncesi 4 seri lokotrien ve 2 seri prostaglandin iiretiminin azalmasiyla sonuglanir.
w-3 yag asitlerinin metabolik iriinleri, alerjik reaksiyon olugmasinda immunolojik daha az
aktiftir (15).

3) Omega-3 yag asitlerinin pro-inflamatuar hiicre sinyallerinin aktivasyonu NF_x B ( Niikleer
faktor kappa) sinyal iletim kaskad: gibi (12), IL-1, TNF-0, IL-6 ve IL-2 gibi pro-inflamatuar

sitokin iiretimini, lenfosit ve NK hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (13).

Astim tedavisinde omega-3 yag asitlerinin yeri

Astim mast hiicreleri, alveolar makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller, lenfositler,
plateletler ve cesitli inflamatuar hiicrelerin katkisi ile olan inflamatuar kronik bir hastaliktir.
Goriilme sikligi son yillarda artarak Bati iilkelerinde %7-15 arasma ¢ikmustir. Bu oran
ilkemizde % 10-15 ‘tir. Bu artistan diyet dahil g¢evre faktdrlerinin sorumlu oldugu
sOylenmistir. Cesitli tedavi ve koruma yontemleri kullanilmasina ragmen astimin mortalitesi

ve morbiditesindekis bu artig 6nlenememistir. Astimin tedavisi ve 6nlenmesinde omega-3 yag
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asitlerinin etkin olabilecegi fikri 6nemli oranda taraftar bulmustur. Balik agirlikli beslenen
eskimolarda astimin 6nemli oranda diisiikk olmas1 bu hipotezin gelistirilmesinde dnemli etken
olmustur (71). Mc Keever ve Britton’un balik yaginin astimda koruyucu etkisinin oldugu
dikkatleri tekrar bu konuya c¢ekmistir (72). Cesitli arastirmalarda klinik olarak etkinligini
gosterecek kesin kanitlar elde edilememistir. Bulant1 ve karin agris1 gibi doza bagli yan etkiler
ortaya ¢ikmigtir. Omega-3 yag asitlerinin astimli hastaya vermenin eriskinlerde ayrica FEV1,
PEF iizerinde olumlu bir etkisinin oldugu gosterilememistir. Astimin semptomlari, klinik
siddet skorlar1 ve inhaler kullanimi gibi parametreler iizerinde belirgin bir olumlu etkisi
olmamistir. Son olarak Mickleborough ve ark (72) 16 eriskin astimli hastada balik yaginin
egzersize bagl bronkospazm iizerinde etkisini incelemis, balik yaginin egzersiz sonrast FEV
‘de ve inflamatuar mediatorlerde diisme yaptigini gostermislerdir.

Giinlimiizde, perinatal yasamda, alerjik hastaliklarin w-3 yag asidi destegi ile
onlenmesine yonelik bir¢ok caligsma yiiriitiilmektedir. 98 atopik kadinda yapilan bir randomize
kontrollii ¢aligmada, 20. gebelik haftasindan doguma kadar balik yagi1 veya placebo verilmis.
Balik yagi grubundaki bebeklerin 1 yasma geldiklerinde yumurtaya karsi sensitizasyon
gelistirme prevelansinin daha az oldugu gorlilmiistiir. Atopik hastalik prevelansi
azalmamasina ragmen, bu g¢ocuklar kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha hafif atopik
dermatit gecirmislerdir. Calisma gruplarinda Ig-E diizeyleri arasinda farklilik saptanmamistir
(14). Dunstan ve ark.(92) gebelikte balik yagi takviyesinin, yenidogan hiicre zarlarinda DHA
oraninin artarken w-6 yag asidi AA seviyelerinin diistigiini gostermislerdir. Yukarida da
tanimlandig1 gibi hiicre zarlarmin igeriginin degismesi, immun yanitin degismesine neden
olabilir. Gebelikte w-3 yag asidi tedavisinin, ayn1 zamanda yenidogan kord kan hiicrelerinde
sitokin seviyelerini etkiledigi  gosterildi. Prenatal balik yagi verilmis cocuklarin kord
serumunda IL-13 diizeylerinin plasebo verilenlerle karsilsatirildiginda anlamali derecede
diistiigli gosterilmistir. Ayrica Dunstan ve ark. dogumdan 6nce w-3 yag asitleriyle karsilagmis
cocuklarda baz1 sitokin diizeylerinin diistiigiinii ve lenfoproliferatif immun yanitin inhibe
edildigini gosterdiler. insan galismalarinda oldugu kadar, hayvan deneyleri de hayatin erken
donemlerinde w-3 yag asidi desteginin yenidogan immun fonksiyonlarin1 etkiledigini
gostermektedir. Boylece alerjik hastaliklarin dnlenmesinde, yasamin erken donemlerinde w-3

yag asidi destegi vermek, iimit verici yaklagim gibi goriinmektedir.
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GEREC VE YONTEM
1.Hayvanlar

» Besin alerji modelinin olusturulmasi
» Sakrifikasyon
2. Fare bagirsak mukozasinin histopatolojik incelemesi

3. Fare serumunda sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi

1.Hayvanlar

Arastirmada 6-8 hafta yaslarinda olan toplam 21 disi Balb/c fare kullanildi. Fareler
Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesinden saglandi. Calisma Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Laboratuvari'nda gerceklestirildi. Burada
hayvanlar bir aylik bir adaptasyon siirecinden sonra c¢alismada kullanildi. Adaptasyon ve
deney siireclerinde hayvanlar klasik kosullarda barindirildi. Hayvanlar adaptasyon siirecinde
OVA icermeyen standart fare ve sigan yetistirme yemi ile beslendi (MBM Ticaret, Gebze)
(Tablo V). Igme suyu olarak musluk suyu kullanildi. Deney baslangicinda hayvanlar esit
sayida li¢ gruba ayrildi (n; = n; = nz=7).

Grup |, standart fare yemiyle beslendi ve kontrol grubunu olusturdu.

Grup Il, standart fare yemiyle beslendi, ovalbiimin ilesensitize edildi.

Grup 11, standart yeme omega-3 yag asidinden zengin bir karisimdan %8 oraninda
eklenmis bir yemle ( Tablo V1) beslendi, ovalbiimin ile sensitize edildi.

Arastirma Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunca onayland: (Ek 1).

Deney Ocak-Mart 2009 tarihlerinde yapildi.
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Tablo V: Fareler icin bir kg standart yemin analizi

Vitamin A 12000 1U
Vitamin Ds 600 1U
Vitamin E 16 mg
Vitamin K3 4 mg
Vitamin B; 2,4 mg
Vitamin B, 6 mg
Vitamin Bg 4 mg
Vitamin By, 0.016 mg
Nikotinamid 20 mg
Folik Asit 0.8 mg
D-Biotin 0.04 mg
Mangan 64 mg
Demir 32 mg
Cinko 48 mg
Bakir 4 mg
Iyot 1.6 mg
Kobalt 0.4 mg
Selenyum 0.12 mg
Antioksidan (BHT) 8 mg

Tablo VI: Fare yemine eklenen balik yag: karisimin 100 ml’sinin analizi

Saf balikyagi 92 gr

EPA 8.28 gr

DHA 7.36 gr
Enerji degeri 3470 K Joule
Enerji degeri 830 Kcal

Besin alerji modelinin olusturulmasi

Farede besin alerji modeli olusturmak i¢in Renz yontemi (73) ve Sakamoto ve
ark.’nin olusturdugu besin alerjisi fare modeli (74) kullamldi. ikinci ve iigiincii gruptaki
farelerin hepsine 100 pl serum fizyolojik i¢inde ¢oziinmiis 10 pg Ovalbumin (OVA, Sigma
A-5503, Almanya) , intraperitoneal (i.p.) yoldan 1, 7 ve 14. giinlerde asilanarak duyarlandi.
Sonra, 21. giinden baslamak iizere haftada bir giin 100 pg OVA 0,5 ml serum fizyolojik

icinde intragastrik olarak toplam 8 kez 8 hafta siireyle uygulandi ( Sekil 6).
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Sekil 6 : Farelerde besin alerji modeli olusturma takvimi: Grup II ve grup III’teki fareler 1,7,

14. giinlerde intraperitoneal (i.p) OVA 10 pg ile sensitize edildi, Daha sonra 21. giinden

baslayarak haftada 1 giin toplam 8 hafta siiresince intragastrik OVA 100 pg ile provake edidi.

Son provokasyon dozundan bir giin sonra tiim fareler (grup I-11-11I) sakrifiye edildi (71.giin)

Sakrifikasyon

Son intragastik OVA verilmesinden 24 saat sonra (71.giin) (Sekil 6) tiim farelere

ketamin 50 mg/kg intraperitoneal olarak uygulanarak sakrifiye edildi (Resim 1).

Resim 1. Sakrifiye edilen fareden intrakardiyak kan alinmasi

26



Resim 2. Farenin bagirsaklarimin disseke edilmesi

2. Histopatolojik inceleme

Sakrifikasyon sonrasi tiim farelerin mide, duodenum, jejunum ve ileumlari alinarak
(Resim 2) %10’luk formalinle tesbit islemi uygulandi. Daha sonra rutin doku takibine giren
doku ornekleri parafin bloklara gémiildii. Isik mikroskop altinda Hemotoksilen Eozin (HE),
mast hiicrelerini gostermek lizere Toluidine Blue ve Mast Cell Tryptase boyalar1 uygulanan
dort um kalinliginda kesitler incelendi. En yogun eozinofil ve mast hiicresi bulunan alanlar
kiigiik biiyilitme ile (x10) tesbit edildi. Bu alanlarda biiyiik biiyiitme ( x 40) ile 10 alanda
toplam eozinofil ve mast hiicre sayis1 kaydedildi. Mast hiicre sayis1 histokimyasal Toluidine
Blue (TB) ve Immunhistokimyasal Mast Cell Tryptase (MCT) boyalar ile degerlendirildi.

Her iki boyada izlenen mast hiicre sayilari ayr1 ayr1 hesaplandi.

3. Biyokimyasal inceleme

Tim fareler sakrifiye edilirken, her birinden intrakardiyak olarak 1 cc kan alindi.
Serumda ticari mouse ELISA kiti ile (Bender Medsystems GMBH, Campus Vienna Biocenter
2 A-1030 Vienna , Austria), katalog numarast BMS607, TNF-o, IL-10, IFNy, IL-5, IL-4,
diizeyleri oOl¢iildii. Sonugclar, Bioelisa Reader EIx800 ile standart egri kullanilarak hesaplandi.

Glin ici ve giinler aras1 varyasyon katsayilar1 (% CV), sirastyla <%5 ve <%10 olarak bulundu.

Ticari mouse IL-8 kiti uygun olmadig1 i¢in serum IL-8 diizeyleri, ticari human IL-8
ELISA kiti ile (Bender Medsystems GMBH, Campus Vienna Biocenter 2 A-1030 Vienna,
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Austria), katalog numarast BMS607 saptandi. Giin i¢i ve gilinler arasi1 varyasyon katsayilari

(% CV), sirastyla < %6.3 ve < %8.7 olarak bulundu.

ISTATISTIK

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for Social Science) 14

paket programinda yapildi.

Histopatolojik olarak goriintiilenen eozinofil ve mast hiicre sayilarinin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi ve eozinofil ve mast hiicre
sayilarinin her bir grup i¢in normal dagilim gosterdigi bulundu. Bu nedenle gruplar arasi
karsilastirmada tek yonlii varyans analizi kullanildi. Coklu karsilagtirma testi olarak Tukey ve

Tamhane testleri secildi ( Ek 3) p<0,05 , istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Biyokimyasal verilerin degerlendirilmesinde, IFN-y ve IL-4 diizeyleri normal
dagilim gostermedigi igin gruplara gore karsilastirmasinda Kruskal-Wallis Anova testi
kullanildi. TNF-q, IL-5, IL-8 ve IL-10 diizeyleri normal dagilim gosterdigi i¢in gruplara gore
karsilagtirmasinda tek yonlii varyans analizi kullanildi; p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi (Ek 3).
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BULGULAR
Calismaya toplam 21 adet 6-8 hafta disi Balb/C fare alindi. Tiim fareler her biri 7 fareden

olusan toplam tii¢ gruba ayrildi.

Grup | kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Grup Il ovalbiimin ile sensitize edilip, normal standart fare yemi ile beslendi

Grup 11l ovalbiimin ile sensitize edilip w-3’ten zengin fare yemi ile beslendi. Deney
siiresince ikinci gruptan bir, Uglincli gruptan bir olmak {izere toplam iki fare oldii.
Sensitizasyon sonras1 her ti¢ grup sakrifiye edilerek histopatolojik ve biyokimyasal olarak

incelendi.
Histopatolojik incelemede eozinofil ve mast hiicre sayilari

Farelerin duodenum, jejunum, ileum ve kolonlarinda biiyiikk biiylitme (x 40) ile 10
alanda toplam eozinofil ve mast hiicre sayis1 kaydedildi. Eozinofiller i¢in hemotoksilen eosin

(HE), mast hiicreleri i¢in mast cell tryptase (MCT) ve toluidine blue (TB) boyalar1 kullanildi.

Tablo VII: Grup I’ de eozinofil ve mast hiicre sayilari

Grup | Eozinofil sayis1 Mast hiicre sayisi

TBile MCT ile

40

30

40

20

30

30

6
3
4
4
5
5
4

~N (o (O | B W (N
o | N[O |01 O O | OO

20

Tablo VII’de kontrol grubundaki farelerin bagirsak mukozalarinda eozinofil ve mast

hiicre sayilar1 gosterilmektedir.
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Tablo VIII : Grup I’ de eozinofil ve mast hiicre sayilar:

Grup Il Eozinofil sayis1 Mast hiicre sayisi
TB ile MCT ile

1 130 13 11

2 150 26 15

3 140 33 17

4 150 35 17

5 140 39 19

6 150 37 19

Tablo VIII’de OVA ile sensitize edilen ve standart fare yemi ile beslenen gruptaki

farelerin bagirsak mukozalarinda eozinofil ve mast hiicre sayilar1 gosterilmistir.

Tablo IX : Grup I11” de eozinofil ve mast hiicre sayilar

Grup H1 Eozinofil sayis1 Mast hiicre sayis1
TB ile MCT ile

1 50 8 4

2 70 11 6

3 60 10 6

4 60 9 7

5 70 12 7

6 60 10 6

Tablo IX’da OVA ile sensitize edilip, omega-3 ‘ten zengin fare yemi ile beslenen

gruptaki farelerin bagirsak mukozalarinda eozinofil ve mast hiicre sayilar1 gosterilmistir.
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Tablo X : Histopatolojik incelemede gruplarin eozinofil ve mast hiicre sayilari ortalama

degerleri

Grup | Grup Il Grup I
Eozinofil 30.0+ 8,1 143.3+ 8,1 61.67+ 7,5
Mast hiicre ( TB) 6.29+ 0,9 30.50+ 9,6 10.0+ 1,4
Mast Hiicre(MCT) | 4.43+0,9 16.33+3 6+ 1

Tablo X’da tiim farelerin bagirsak mukozalarinda eozinofil ve mast hiicre sayilarinin

ortalama degerleri + standart sapmalar1 (SD) gosterilmistir.
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Resim 3 : Kalin bagirsak lamina propriasinda hemotoksilen eozin boyasinda eozinofiller .

Oklar eozinofilleri gdsteriyor.

A) Standart fare yemi ile beslenmis grup I’de eozinofiller oklarla gosterilmektedir

B) OVA ile sensitize edilip, standart fare yemi ile beslenmis grup II’de eozinofil sayilarindaki
artis goriilmektedir.

C) OVA le sensitize edilip, omega-3’ten zengin diyetle beslenmis grup III’te eozinofil

sayilarmin grup II’ye gore azaldig goriilmektedir.
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P<0,001

160
140 -
120 -
100 -
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60 -
40 -
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P<0,001

Eozinofil sayilari

Gruplar

Sekil 7: Gruplarda eozinofil sayilari

OVA ile sensitize edilip standart fare yemi ile beslenmis grup II’de, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda eozinofil sayilarinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
(p<0,001), OVA ile sensitize edilip, omega-3’ten zengin diyetle beslenmis grup III’te
eozinofil sayilarinin ikinci gruba gore anlaml derecede azaldigi (p< 0.001) goriilmektedir (p

degerleri bir 6nceki grupla karsilagtirmay1 gostermektedir.).
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Resim 4: Bagirsak mukozasinda toluidine blue boyasinda mast hiicreleri. Oklar mast

hiicrelerini gosteriyor.

A) Standart fare yemi ile beslenmis grup I’de mast hiicreler oklarla gosterilmektedir

B) OVA ile sensitize edilip standart fare yemi ile beslenmis grup II’de mast hiicre
sayilarindaki artis gortilmektedir.

C) OVA le sensitize edilip, omega-3’ten zengin diyetle beslenmis grup III’te mast hiicre

sayilarinin grup II’ye gore azaldigi goriilmektedir.
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20 -
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Mast hiicre sayilar

Gruplar

Sekil 8: Gruplarda Toluidine blue boyasinda mast hiicre sayilari

Ovalbiimin ile sensitize edilen grup II’de, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda mast
hiicre sayilarinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 (p<<0,05), w-3’ten zengin diyetle
beslenen grup I1I’te mast hiicre sayilarinin grup II’ye gore anlamli derecede azaldigi (p<0,05)

goriilmektedir. (p degerleri bir 6nceki grupla karsilastirmayr gostermektedir.)
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Resim 5: Bagirsak mukozasinda immunhistokimyasal mast cell tryptase (MCT) boyasinda

mast hiicreleri. Oklar mast hiicrelerini gostermektededir.

A) Bazal fare yemi ile beslenmis grup I’de ( kontrol grubu) mast hiicreler oklarla
gosterilmektedir

B) OVA ile sensitize edilip standart fare yemi ile beslenmis grup II’de mast hiicre
sayilarindaki artis goriilmektedir.

C) OVA ile sensitize edilip, omega-3’ten zengin diyetle beslenmis grup III’te mast hiicre

sayilariin grup II’ye gore azaldig goriilmektedir.
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P<0,001
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Sekil 9: Gruplarda mast cell tryptase boyasinda mast hiicre sayilar

OVA ile sensitize edilip standart fare yemi ile beslenmis grup II’de, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda MCT boyasinda mast hiicre sayilarmin istatistiksel olarak
anlamli derecede arttigi (p<0,001), OVA ile sensitize edilip, omega-3’ten zengin diyetle
beslenmis grup III’te mast hiicre sayilarinin grup I[I’ye gore anlamli derecede azaldigi

(p<0,001) goriilmektedir (p degerleri bir onceki grupla karsilastirmay1 gostermektedir.).

160
140 -
120 - D Eozinofil
100 -
80 4 I:\_III_aBs)t hiicre
60 - OMast hiicre
40 A (MCT)
i &
0 T T T

| | ]|
Gruplar

Sekil 10 : Eozinofil ve mast hiicre sayilarinin gruplara gore dagilimlar

"""" Tim fareler sakrifiye edildikten sonra, her bir farden intrakardiyak bir cc kan alindi ve
serumlar1 ayrildi. Fare serumunda ELISA yontemi ile IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, TNF-a ve
IFN-y diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar tablolarda verildi.
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Standart fare yemi ile beslenen kontrol grubunda, I1L-4, IL-5, IL-8, 1L-10, TNF-a
ve IFN-y diizeyleri gorilmektedir.

Standart fare yemi ile beslenip ovalbiimin ile sensitize edilen grupta, IL-4, IL-5,
IL-8, IL-10, TNF-a ve IFN-y diizeyleri goriilmektedir.
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Omega-3’ten zengin yem ile beslenip ovalbiimin ile sensitize edilen grupta 1L-4,

IL-5, IL-8, IL-10, TNF-a ve IFN-y diizeyleri goriilmektedir.

B
16,9+6,5 60+ 46,5 18,4+8.4
29+18,1 95,6+36.7 50+38,5
63,5+38,4 347,7+185,06 105,6+36,7
315.7463.7 259.9+156 5184179
Y 86,5+11,2 221+183 107+14,4
o |
32,2+12.2 105162 48,4439

Tiim gruplardaki fare serumlarinda IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, TNF-a ve IFN-y

ortalama diizeyleri + standart sapmalar1 (SD) goriilmektedir.
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IL-4 diizey

P=0,073

P=0,09

Il ]l
Gruplar

-Gruplarin IL-4 diizeyleri

OVA ile sensitize edilen grup 11 kontrol grubuyla karsilastirildiginda ortalama degerler

artmasina ragmen (Tablo XIII) istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.073). Omega-3’ten

zengin diyetle beslenen grup III ortalama degerleri, grup II’ye gore azalmis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,093).

P<0,05

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

IL-5 diizeyi (pg/ml)

P<0,05

Gruplar

-Gruplarin IL-5 diizeyleri

IL-5 degerlerinin OVA ile sensitize edilen grup II’de kontrol

grubuyla

karsilagtirildiginda anlamli derecede arttig1 (p=0,014) goriildii. Omega 3’ten zengin diyetle

beslenen grup III degerleri de grup II ile karsilastirildiginda anlamli azalma saptandi (p<0,05).
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.Gruplarin IL-8 diizeyleri

OVA ile sensitize edilen grup II’de IL-8 degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlaml artis (p=0,001), w-3’ten zengin diyetle beslenen grup III degerleri
grup Il ile karsilagtirildiginda anlamli diisme saptandi (p=0,003).

600 P=0,013

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

P>0,05

IL-10 diizeyleri (pg/ml)

o

Gruplar

-Gruplarin IL-10 diizeyleri

Omega-3’ten zengin diyetle beslenen grup III’te IL-10 diizeyleri grup I’le (
p=0.045) ve grup II (sadece OVA verilen) ile karsilastirildiginda (p=0,013) anlamli derecede
artmig olarak saptandi . Grup | ve II arasinda ortalama degerleri azalmis olmasina ragmen

(Tablo XIII) istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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TNF alfa diizeyleri (pg/ml)

.Gruplarin TNF-a diizeyleri

OVA ile sensitize edilen grup Il TNF-o degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi (p=0,014) goriildii. Omega-
3’ten zengin diyetle beslenen grup III degerleri grup II ile karsilastirildiginda ortalama

degerler diismesine ragmen (Tablo XII1) istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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-Gruplarin IFN-y diizeyleri

IFN-y degerlerinin  OVA

ile sensitize edilen grup

II’de kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli arttigi( p=0.022) goriildii. Omega-3’ten zengin

diyetle beslenen grup III degerleri grup II ile karsilsatirildiginda istatistiksel olarak fark

saptanmadi (p=0,394) .
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IL-5
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IL-10 TNFa

Sekil 17: Sitokin diizeylerinin gruplardaki dagilimi

(TNFa: TNF alfa, IFNg :IFN gama)
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TARTISMA

Alerjik hastalik insidansinin son yillarda artis géstermesinde, w-3 yag asitlerinin
diyetsel alimmnin azalmasini sorumlu tutmak zor gibi goriinse de, bu besinlerin
antienflamatuar 6zellikleri ve immun yanit1 degistirdikleri yoniinde kanitlar artmaktadir. Bu
yag asitlerinin ¢ok az yan etkileri vardir, astim ve atopik dermatit gibi hastaliklarda fayda
saglayabilmektedir (91). Bu ¢alismada w-3 yag asitlerinin besin alerjileri tizerindeki etkisini
arastirmak i¢in fare modeli olusturuldu; ovalbiimin (OVA) ile duyarlilastirilan farelerde w-3
yag asitlerinin etkisi arastirildi.

Calismada toplam 21 adet, 6-8 haftalik, Balb/c disi fare kullanildi. Ttiim fareler her
biri yedi fareden olusan ii¢ gruba ayrildi. Inoue ve ark.(84) Bifidobacterium breve M-16 V
susunun baskilayici etkilerini arastirmak i¢in ovalbiimin ile olusturduklar1 besin alerji fare
modelinde her bir grupta sekiz fare igeren 6 haftalik erkek, Balb/c fare kullandilar. Vinje ve
ark. (82) gelistirdikleri lupin alerji modelinde 29 disi fare kullandilar. Renz ve ark. (73) OVA
ile sensitizasyon yonteminde Balb/c 6-8 hafta, disi fare kullandilar. Kim ve ark. (90), oral
probiyotik bakteri verilmesinin alerji yanitin1 baskilamasi icin OVA ile olusturduklart alerji
modelinde her grup 5 fareden olusan, ii¢ haftalik, disi C3H/ HeJ fare kullandilar. Bu
caligmada kullanilan fare sayisi, cinsi, yast daha oOnce yapilan c¢alismalarla benzerdir.
Calismada disi ya da ayni cins fareler gebelik riskini 6nlemek i¢in kullanildi.

Bu ¢alismada besin alerji modeli olusturmak igin Balb/c fareleri kullanildi. Balb/c
fareleri, immun yanitinin gelismis olmasi nedeniyle ve IgE yaniti atopik fenotipe yakin
olmasindan dolay1 segildi (94).

Calismada besin alerjisi fare modeli olusturmak igin ovalbiimin ile sensitizasyon
yontemi kullanildi. Ilkdnce intraperitoneal olarak OVA ile sensitize edildikten sonra
intragastrik OVA ile provake edildi. Intraperitoneal uygulamada Renz ve ark.’nin besin alerji
modeli (73) kullanildi . Renz ve ark intraperitoneal OVA 1.14. ve 21. giinlerde uyguladilar;
bu ¢alismada i.p OVA 1, 7 ve 14. giinlerde uyguland1 Intragastrik uygulamada Sakamoto ve
ark.’nin (74) oral OVA ile provake edilen farelerde IL-4, IL-6 ve TNF-a diizeylerini
arastirdiklari alerji modeli ornek olarak alindi. Sakamoto ve ark. farelere 5 doz i.p OVA
uygulanmasi sonrasi, haftada bir defa 8 hafta siiresince gavaj yontemi ile 100 ug OVA
intragastrik olarak uyguladilar. Fujitani ve ark. (87) da fruktooligosakkaritlerin antialerji
aktivitesini caligtiklar1 besin alerji fare modelinde Sakamoto ve ark’nin kullandig1 yontemi

uyguladilar.
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Bu calismada OVA ile oral sensitizasyon metodunun kullanilmasinin nedeni
insan besin alerjilerinin olusma sekline benzemesidir. Diyetsel proteinlere karst immun
yanitin gelismesi oral toleransin indiiklenmesi ile birliktedir ve bu aktif immun supresyon
ortadan kaldirildiginda besin proteinlerine karsi ters reaksiyonlar ortaya c¢ikabilir. Oral
tolerans gastrointestinal sistemin mukozal bolimiinden elde edildigi i¢in , besin alerjisi
lizerine yapilan ¢alismalarda, alerjenlerin intragastrik veya oral yolla verilmeleri
onerilmektedir.

Bu calismada ovalbiimin, intragastrik yolla immun yanitin daha iyi elde edildigi
onceki calismalarda bildirilmis olmasindan dolayr gavaj yontemi ile intragastrik yolla
uygulandi. Akiyama ve ark (86), B10A farelerde ovalbiimin (OVA) 0.1 mg gavaj dozu ile
OVA 1 mg gavaj dozu karsilastirildiginda OV A-spesifik Ig E artisinin korele oldugunu
gordiiler. Balb/c farelerde, 9 hafta boyunca giinliikk 1 mg ovalbiimin gavaj yolu ile vermeyi , 5
mg/l ml ovalbiimini farelerin igme suyuna ekleyerek karsilastirildilar. Gavaj yontemi ile
giiclii ovalbiimin spesifik yaniti elde ettiler. Ovalbliminin igme suyunda verilmesi etkin
bulunmadi.

Ovalbiimin, 0,004 mg/g (viicut agirligl) dozunun, hayvanlarda gavaj yontemiyle
sistemik immiin yanit1 ortaya ¢ikarmada yeterli oldugu belirtildi (70) Bu ¢alismada kaynakta
belirtildigi gibi gavaj dozu her fare i¢in ortalama 0.004 mg/g (100 mcg) olarak belirlendi ve
uygulandi.

Besin alerjileri astim, alerjik rinit, atopik dermatit gibi alerjik hastaliklar, birkag
dekattan beri 6zellikle batili tilkelerde belirgin hale gelmisken, gelismekte olan iilkelerde de
milyonlarca insanin bu hastaliklardan etkilendigine dair inaniglar artmaktadir. Bu hastaliklarin
sebebini tanimlamak ve tedavileri i¢in daha iyi se¢enekler gelistirmek, neredeyse zorunlu hale
geldi. Genetik calismalar, biyolojik yollar ve mekanizmalar hakkinda 6nemli bilgi kazandirsa
da, ¢evresel degisiklikler artan batilililagsmayla birlikte alerjik hastaliklarin son yillardaki
artisindan sorumlu tutulmaktadir (91). Besin alerjisinin potansiyel zararlarinin saptanmasi,
alerjistleri yillar 6nce bu konuyla ilgili etkili tedaviler i¢in harekete gegirdi. Besinlere,
ozellikle de inek siitiine karst desensitizasyon, degisik sonuglarla ¢ok sayida g¢alismada
bildirilmistir (66). Patriarca ve ark. 59 hastada yaptiklar: bir ¢aligmada, degisik besinler igin
spesifik oral desensitizasyon protokolii uygulamislar ve genel olarak desensitizasyonda
basarili olduklarini bildirmislerse de yaptiklar1 ¢alisma kontrol grubuyla onaylanmadi (67).
Fistik alerjisinin 6nemli artis1 ve reaksiyonun ciddiyeti arastirmacilart 1990’larin basinda
fistik immunuterapisi ¢alismalarina yonlendirdi (68). Calismalar sonucunda fistik ekstresiyle

yapilan sistemik imunoterapinin etkilerinin yiiksek risk tasidigi ve sadece parsiyel etKkili
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oldugu sonucuna varildi. Bir grup yazar, besin alerjisinde oral kromolin sodyumu c¢alist1 ve
tedavi alan ve almayan gruplar arasinda onemli fark saptamadilar. Besin alerjisi ve atopik
dermatiti olan ¢ocuklarda oral kromolin sodyumun faydali olmadigi sonucuna vardilar (69).

Tiim kaynak taramalarina ragmen, w-3 yag asitlerinin besin alerjileri fare modelinde
antialerjik etkilerinin arastirildigi ¢alismaya rastlanmadi. Ancak astim modeli ile ilgili
caligmalar bulunmaktadir.

Omega-3 yag asitlerinin, besin alerjileri iizerinde antialerjik ve antienflamatuar
etkilerinin arastirildigi bu c¢alismada, iiclincii gruptaki farelere, deney siiresince w-3 yag
asitlerinden zengin fare yemi verildi. Standart fare yemine % 8 oraninda balik yagi karigimi
eklenerek, omega-3’ten zengin diyet elde edildi. Robinson ve ark (54), farelerde %10
agirligindaki balik yagi, %10 EPA-E , %6 veya %10 DHA-E igeren diyetle, ayn1 oranda sigir
eti yagi igeren diyeti karsilastirdiklarinda renal hastaligin siddetinin hafifledigini, oysa % 3 ve
%6 EPA-E veya %3 DHA-E iceren diyetlerin daha az etkili oldugunu gésterdiler. Bu yiizden ,
%6’dan daha fazla oranda balik yaginin eklenmesi daha etkili olacagindan, w-3 yag
asitlerinden zengin fare yemi %8 oraninda hazirlandi.

Cardoso ve ark.(93) da besinin indiikledigi intestinal enflamasyonu gostermek i¢in
besin alerjisi fare modeli olusturdular. Fareleri fistik tohumlariyla sensitize ettiler ve fare
bagirsaginda hemotoksilen eozin (HE) boyasinda eozinofilleri, toluidine boyasinda (TB) mast
hiicrelerini degerlendirdiler. Sonug¢ olarak bagirsak mukozasinda eozinofil ve mast hiicre
sayilarini anlamli derecede artmis olarak buldular. Bu ¢alismada da benzer sekilde besin alerji
modelinin gosterilmesi ve w-3 yag asitlerinin antialerjik etkisinin arastirilmasi i¢in fare
bagirsak mukozasinda histopatolojik olarak HE boyasinda eozinofilller, TB ve mast cell
tryptase boyalarinda mast hiicre sayilar1 degerlendirildi.

Kan ve dokularda eozinofil birikimi, alerjik yanitin belirgin 6zelligidir. Besin
alerjisinin agirlig1 ve gastrointesitinal eozinofillerin aktivasyonu arasindaki direkt iliski Gleich
ve ark. tarafindan gozlenmistir. Ayrica, eozinofiller enflamasyonlu dokuda APC (antijen
sunan hiicre) gibi gorev yapmakta ve Th2 yamitinin artmasii saglamaktadir. Saglikli
durumlarda ise bu hiicreler mide ve bagirsak mukozasinin lamina propriyasinda yayilmisg
olarak bulunmaktadir. Fakat besin alerjili hastalarda eozinofillerin dagilimi ( intraepitelyal,
lamina propriya, submukoza), sekli ve fonksiyonu farklilik gdsterir, ¢iinkii bu hiicreler IgE
reseptorleri araciligiyla kolayca aktive edilirler. Boylece ecozinofillerin, alerjenle
karsilagmadan sonra deri ve mukozada tip I reaksiyonun baslamasina katkida bulundugu

soylenebilir (89).
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Eotaksin ve IL-5’in eozinofil aktivasyonundan sorumlu major kemokinler oldugu
gosterilmisltir. IL-5 eozinofilllerin kemik iliginde proliferasyon ve farklilagmasinda ve
inflamasyonlu dokudaki fonksiyonunun diizenlemesinde 6nemli rol oynar. Eotaksin de
cozinofillerin alerjik boélgede birikmesinden sorumludur. Fareler oral olarak besin
alerjenleriyle provake edildiklerinde lokal ve periferik eozinofili goriliir (89). Omega-3 yag
asitlerinin besin alerjisine etkisinin arastirildigi1 bu fare modelinde, fare bagirsak mukozasinda
eozinofil sayilarinin degerlendirilmesinin faydali olacag diisiiniildii.

Mast hiicreleri, gastrointestinal sitemin her tabakasinda yer alir. Alerjik doku
enflamasyonunda mast hiicrelerinin rolii ¢ok 1iyi bilinmektedir. IL-4, mast hiicre
proliferasyonu ve IgE bagimli mast hiicre medyatdrlerinin salinmasinda rol oynar . Aktive
olmus mast hiicreleri, IL-3, IL-5, ve IL-13 gibi Th2 tip sitokinler salgilar ve eozinofillerin ve
alerjik hastaliklarla ilgili diger enlamatuar hiicrelerin birikmesine neden olur (89).

Bu calismada, eozinofillerin histopatolojik incelemesinde, Grup 1I’de (OVA ile
sensitize edilip, standart fare yemiyle beslenen grup) eozinofil sayilart Grup I’e (kontrol
grubu) gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goézlendi (P<0,001). Cardoso ve ark.
(93) da fistik tohumlariyla olusturduklari besin alerji fare modelinde bagirsak mukozasinda
hemotoksilen eozin boyasiyla eozinofilleri benzer sekilde artmis olarak bulmuslardir. OVA ile
sensitize edilmis farelerin bagirsak mukozasinda eozinofil sayisinin anlamli derecede artmasi,
alerjik yanitin alindigim1 gostermektedir. Omega-3 yag asitlerinden zengin diyetle beslenip ,
OVA ile sensitize edilmis grup III’teki farelerin bagirsak mukozalarinda eozinofil sayisinin
grup II ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigr (p<0.001) goriildii.
Bu da besin alerji modeli olusturulan farelerde w-3 yag asitlerinin bagirsak mukozasinda
eozinofil sayilarini azalttigin1 gostermektedir.

Mast hiicrelerinin toluidine blue boyasiyla histopatolojik incelenmesinde, OVA ile
sensitize edilen grup II’de bagirsak mukozasinda mast hiicre sayilari, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi. (p<0,05). OVA alimindan sonra
besin alerjisi olugsmasina yonelik patojenik mekanizmalar net olarak bilinmemesine ragmen
artmis mast hiicre ve eozinofil sayilar1 alerjik yanitin olustugunu gostermektedir. Benzer
sekilde, Fujitani ve ark (87) farelerde friiktooligosakkaritlerin antialerjik etkisini aragtirmak
icin yaptiklar1 calismada OVA ile sensitizasyon metodunu kullandilar. Fareler toplam 3 gruba
ayrildi; grup I kontrol grubu olarak degerlendirilmis, grup Il OVA ile duyarlilagtirildi ve grup
Il OVA ile duyarlilastirilip fruktooligosakkarit (FOS) igeren diyet ile beslendi. Grup II’deki
farelerin bagirsak mukozasinin histopatolojik incelenmesinde TB ile boyanmis mast

hiicrelerinin anlamli derecede arttig1 saptandi ve alerjik yanitin elde edildigi gosterildi.

47



Omega-3’ten zengin diyetin antialerjik etkisinin gosterilebilmesi i¢in grup III’teki farelerin
bagirsak mukozasinda T.B ile boyanan mast hiicrelerinin grup II ile karsilastirldiginda
istatistiksel olark anlamli derecede distiigii gorildi (p<0,05). Fujitani ve ark. da (87)
farelerde olusturduklar1 besin alerji modelinde, benzer etkiyi FOS iceren diyetle besledikleri
fare grubunda elde ettiler; bagirsak mukozasinda mast hiicrelerinin anlamli derecede
diistiigiinii gosterdiler.

Mast hiicrelerinin  mast cell tryptase (MCT) boyasiyla histopatolojik
incelenmesinde, OVA ile sensitize edilen grup II’de bagirsak mukozasinda mast hiicre
sayilari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi
(p<0,001). Omega -3 yag asitleriyle beslen grupta MCT boyasiyla incelenen mast hiicre
sayillarinda, OVA ile sensitize edilip, standart fare yemiyle beslenen grup II ile
karsilastirildiginda anlamli derecede azalma saptandi ( p<0,001). Boylece her iki boyama
yontemiyle, w-3 yag asitlerinin mast hiicre sayilarin1 anlamli derecede azalttig1 gosterildi.
MCT boyasi, TB boyasina gore ek avantaj saglamadi. Boylece bundan sonraki ¢alismalarda
mast hiicrelerinin tek boya kullanilarak incelenmesinin uygun olacag diistiniildii.

Bu ¢aligmanin biyokimyasal incelemesinde, fare serumunda IL-4, IL-5, TNF-a, IL-
8, IL-10 ve IFN-y diizeyleri incelendi.

IL-5 diizeylerinin  degerlendirilmesinde grup II’de kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig saptandi1 (p=0,014). Vinje ve ark. (82) , Li
ve ark.’nin daha 6nceden olusturduklar fistik alerji fare modelini temel alarak liipen (yem
proteini) alerji fare modeli olusturdular ve dalak hiicre kiiltiirlerinde IL-4, IL-5 ve IFN-y
diizeylerini Olctiiler. Her ti¢ sitokin de kontrol grupla karsilastirildiginda liipen ile sensitize
edilen farelerde anlamli derecede artmis olarak bulundu IL-5 degerleri w-3 ‘ten zengin diyetle
beslenen grupta , grup II’ye gore anlamli derecede diistii (p<0,05). Alerjik rinit, saman nezlesi
gibi tip 1 alerjik reaksiyonlar, primer olarak Th2 hiicreleri araciligi ile olusan alerjenlere karsi
immun yanit ile karakterizedir. Th 2 hiicreler, yliksek diizeyde IL-4, IL-5 ve IL-13
sentezleyerek, alerjen spesifik IgE ve mast hiicrelerinden histamin ve lokotrienlerin
salgilanmasina neden olurlar (83). Alerjik yanitlarda gorev alan ve Th2 sitokini olan IL-5
diizeylerinde w-3’ten zengin diyetle beslenen grupta anlamli derecede azalma olmasi, w-3 yag
asitleriyle alerjik yanitin baskilandig1 goriisiinii desteklemektedir.

IL-4 diizeylerinin degerlendirmesinde, OVA ile sensitize edilen grup II’de kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ortalama degerleri artmasina ragmen (Sekil 11) bu artig
istatistiksel olaral anlamli degildi (p=0,073). Cardoso ve ark. (93) da besinin indiikledigi

intestinal enflamasyonu gostermek icin fare serumunda IL-4, IL-13 ve TNF-a diizeylerini
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calistilar. Sonug olarak serumda IL-4, IL-13 ve TNF-a diizeylerini anlamli derecede artmig
olarak saptadilar. Omega-3 ‘ten zengin diyetle beslenmis grupta IL-4 degerleri grup II ile
karsilastirildiginda ortalama degerleri diismiis olamsina ragmen, bu diisme istatistiksel olarak
anlamli degildi (p= 0,09). Inoue ve ark. (84). Bifidobacterium breve M-16 V susunun OVA
ile immunize edilmis farelerde Ig E {iretimi ve Th1/Th2 balansi iizerine etkisini arastirdilar. Ig
E ve IL-4 diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiiglinii saptadilar. Bu ¢alismada
da w-3 yag asitleriyle Th2 sitokini olan IL-4 diizeylerinde azalma saglandi, ancak istatistiksel
olarak anlamli degildi.

Bu c¢alismada TNF-a degerlerinin OVA ile duyarhilastirilan farelerde kontrol
grubuyla karsilastirldiginda anlamli derecede arttigi gosterildi (p=0,016). Endres ve ark (97),
insan diyetine w-3 yag asidi eklemenin, kan monositleri tarafindan salgilanan TNF, IL-1-a,
IL-1B ve IL-6’nin diistiigiini gosterdiler. W-3 yag asitleri ayn1 zamanda, PGE, ve 4-seri LT
tarafindan regiile edilen yolla inflamatuvar sitokinlerin sentezini etkiler. Hiicre kiiltiir
caligmalari, EPA ve DHA ’nin monositlerden TNF-a ve IL-1P ve venoz endotel hiicrelerinden
IL-6 ve IL-8 iiretimini inhibe ettigini gosterdi (78). Balik yagi ile beslenme ex vivo lretilen
TNF-o ve IL-1B ve kemirgen makrofajlarinca IL-6 iiretimini azaltti ve ayn1 zamanda bu
sitokinlerin farelerde deneysel endotoksemide dolagimdaki konsantrasyonlarini da azaltti (80).
Insanlarda yapilan bazi ¢alismalarda balik yagmm, viicut disinda iiretilen mononiikleer
hiicrelerce 1L-1, TNF ve IL-6 tiretimini azalttig1 gosterildi. Bu ¢alismada w-3 yag asitlerinden
zengin diyetle beslenen grup Il , OVA ile sensitize edilip standart fare yemiyle beslenen
grupla (grup 11 ) karsilastirildiginda TNF-a ortalama degerleri diismesine ragmen (Sekil 15),
bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,07).

IL-8 degerleri, grup II’de kontrol grubuyla karsilastirldiginda istatistiksel olarak
artmis bulundu (p=0,001). Omega-3 yag asitlerinden zengin fare yemiyle beslenen grupta IL-
8 diizeylerinde , OVA ile sensitize edilip standart fare yemiyle beslenen grupla (grup II)
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisme (p=0,003) saptandi. Proinflamatuar
sitokin olan IL-8’in grup III’te diismesi, w-3 yag asitlerinin antienflamatuar etkisini
desteklemektedir. Ancak bu konuda IL-8’le yapilmus literatiir bilgisine rastlanmadi.

IFN-y diizeyleri, ovalbiimin ile sensitize edilen grupta (grup II), kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ( grup I) istatistiksel olarak artmis bulundu (p=0,022). Bu da OVA ile Thl
yanitinin  alindigin1  géstermektedir. Vinje ve ark. (82) da liipen (yem proteini) ile
olusturduklar1 besin alerji fare modelinde, IFN-y diizeylerini kontrol grubuyla
karsilastirdiklarinda anlamli arts saptadilar. Omega-3 yag asitleriyle beslenen grupta IFN-y
diizeyleri grup II ile karsilagtirldiginda ortalama degerlende diisme gozlendi (Sekil 16) ancak
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istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Inoue ve ark. (84) Bifidobacterium breve M-16
V susunun OVA ile immunize edilmis farelerde Ig E iiretimi ve Th1/Th2 balansi iizerine
etkisini arastirdiklart calismada benzer sekilde IFN-y  diizeylerinde anlamli diisme
saptamadilar.

Bu c¢alismada, IL-10 diizeylerinin degerlendirmesinde, grup Il kontrol grubuyla
karsilastirlidiginda ortalama degerleri azalmis omasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark
elde edilmedi (p=0,75). Benzer sekilde Inoue ve ark. (84) da liipen besin alerji modelinde
anlaml fark saptamadilar. Ancak OV A ile duyarlilagtirilan ve w-3’ten zengin yemle beslenen
grup (grup 1), grup Il ile karsilastirildiginda 1L-10 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
artig saptandi1 (p<0,05). Antienflamatuar sitokin olan IL-10’un, w-3 yag asitleriyle beslenen
fare serumunda artmis olmasi, w-3 yag asitlerinin antialerjik etkisini desteklemektedir.

Makrofajlar tarafindan salgilanan sitokinler eikozanoidler tarafindan diizenlendigi
icin ve diyetsel lipitler de eikozanoid iiretimini etkiledikleri i¢in (6zellikle w-3 yag asidi
icerenler) sitokin salgilanmasini da etkileyeceklerdir. Diyetsel balik yagi ile beslenen
farelerde TNF salgilanmasi, bazi ¢aligsmalarda azalmig veya hi¢ etkilenmemis olarak rapor
edilmesine ragmen, birka¢ calismada da TNF iiretiminin arttig1 bildirilmistir. Ayni sekilde
yakin zamanda yapilmis birka¢ calismada IL-1 ve IL-6 iiretiminin balik yagi ile beslenen
farelerde arttig1 bildirilirken bunun tam tersi yayinlar da vardir (96). Calismalarda goriilen
farkliliklarin en 6nemli nedeni, deneylerde farkli protokollerin kullanilmis olmasidir: Bunlar
calisilan hiicrelerin kokeni (fare, rat, domuz), hiicrelerin anatomik bdlgesi ( karaciger, akciger,
periton), hiicre aktivasyonunun durumu ( enflamatuar, aktive olmus, aktive omamas), sitokin
salgilanmasi i¢in kullanilan etlen (LPS, kalsiyum iyonofor, diger bir sitokin), kullanilan kiiltiir
ortamlarinin tabiati (serum varligi veya yoklugu, serum kaynagi, kiiltiir zamani),diyette
kullanilan balik yagi1 miktari, beslenme siiresi ve sitokin 6l¢iimii i¢in kullanilan metodlardir

Omega-3 yag asitlerinin anahtar antienflamatuar etkisi aragidonik asit metabolizmasi
antagonist etkisinden kaynaklanmasina ragmen, bu yag asitlerinin, degistirilmis eikozanoid
iretimi ve bundan bagimsiz olabilecek bir¢ok diger antiinflamatuvar etkileri vardir. Uzun
zincirli w-3 yag asitleri, 10kosit ve endotel hiicreleri arasindaki etkilesimde yer alan ve
inlamasyon bolgesine 16kosit gogiine neden olan adezyon molekiillerinin hiicre yiizey
ekspresyonunu degistirdiler. Bu ilk defa Caterina ve ark. tarafindan vurguland: (78). Balik
yaginin fare makrofajlar1 iizerindeki ICAM-1 expresyonunu azalttig1 bagka bir caligmada
gosterilmistir (79).

Enflamatuvar hastaliklarin en karakteristik 6zelligi eikozanoid ve sitokinleri igeren

inflamatuvar medyatdrlerin asir1 veya yetersiz iiretiminden kaynaklaniyor olmasidir. Uzun
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zincirli w-3 PUFA’larin antiinflamatuvar etkilerinin anlasilmasi, bu yag asitlerinin tamamen
ya da kismen eksik olmasinin inflamatuvar durumlara neden olabilecegi ve bu hastalarin
diyetlerine eklenmesiyle inflamatuvar hastaliklarda klinik olarak fayda saglayacagi fikirlerini
ortaya c¢ikarmistir. Uzun zincirli w-3 yag asitleri i¢in olas1 hedefler, romatoid artrit, iilseratif
kolit, tip-1 diyabet, kistik fibrozis, astim, alerjik hastaliklar, KOAH, psoriyazis, multiple
sklerozis, aterosklerozis, akut kardyovaskiiler olaylar, nérodejenerasyon, cerrahide sistemik
inflamatuvar yanit ve travmadir. Bu hastaliklarin birgogunda w-3 yag asidi destegi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Romatoid artritle yapilan ¢alismalarda klinik yararla ilgili kanitlar elde
edilmistir, fakat yukarida belirtilen hastaliklarin ¢cogunda kanitlar yetersizdir(81). Beharry ve
ark. olusturduklar1 kistik fibrozis fare modelinde, DHA ’nin kisa ve uzun donem etkilerini
arastirdilar, ancak fare akcigeri, pankreasi ve bagirsaginda yararini gosteremediler (88).

Yakin g¢aligmalar gostermistir ki, intestinal epitel hiicreleri, sindirilen antijenlerin
oranini ve tipini belirlemede santral diizenleyici rol oynamaktadir. Duyarlilagtirilmis ratlarda
yapilan ¢aligmalar intestinal antijen tasinmasinin iki fazda ilerledigini gostermektedir. Antijen
alimmin ilk fazinda, transepitelyal transport endozomlar iizerinden olur, antijen spesifik ve
mast  hiicre bagimsizdir ve duyarlilastirlmis ratlarda  duyarlilastirnlmamiglarla
karsilastirildiginda 10 kez daha hizli olusur. Ikinci fazda, paraseliiler tasinma &ne ¢ikar, mast
hiicre bagimlhidir, antijen spesifik degildir, antijen provakasyonuyla duyarlilastirimis ratlarda
artar. Bu calismalar acgikca gostermektedir ki, IgE aracili reaksiyonlar sirasinda
gastrointestinal sistemde sindirilen antijenlerin hiz ve orami belirgin olarak artmaktadir.
Spesifik yol antikorlari icerirken, nonspesifik yol sitokinleri icermektedir. Bu kavramla tutarl
olarak, intestinal epitel hiicrelerinde ¢ok sayida farkli sitokin icin reseptorler bulunur (IL-1,
IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, GM-CSF ve IFN-y) ve intestinal epitel hiicrelerinin bu
sitokinlerle karsilagsma sonucu fonksiyonlarimin degistigi gosterilmistir (95).

Diyetesel yag asitlerinin, klinik, biyokimyasal ve immunolojik yararlar1 birgok
hayvan modelinde gosterilmistir. Bunlar artmis yasam beklentisi, glomerulonefritte azalmig
proteiniiri ve anti DNA antikorlari, kolajenle indiiklenen artritte azalmis eklem enflamasyonu
ve kolitte azalmis enflamasyondur. Bu gozlemler, w-3 yag asitlerinin insanlarda da bu
hastaliklarda yararli olabilecegini gostermektedir (98). Bu calismaya gore de w-3 yag
asitlerinin besin alerji fare modelinde hem histopatojik hem de sitokin degerleriyle antialerjik
etkisinin oldugu goriildii. Bu bulgular1 destekleyecek baska calismalarla besin alerjilerinde de

W-3 yag asitlerinin kullanim tartisilabilir.
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SONUCLAR

Bu c¢alismada, Balb/c farelerde besin alerjisi olusturulmasi ve w-3 yag asitlerinden
zengin diyetle besin alerjilerinin 6nlenmesi amaglanmistir.

Her biri yedi fareden olusan toplam {i¢ grup olusturuldu; Birinci grup kontrol grubu
olarak degerlendirildi, ikinci ve i¢iincii gruplar ilkdnce intraperitoneal ovalbiimin(OVA) ile
duyarhlastirldiktan sonra intragastrik OVA ile provake edildi. Grup I ve grup II’ye standart
fare yemi verilirken, grup 111 w-3 yag asitlerinden zengin diyetle beslendi.

Standart fare yemi ile beslenen ve OVA ile duyarlilastirilan grup II’de bagirsak
mukozasinda eozinofil ve mast hiicre sayilar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olark anlamli
derecede artmis bulundu. Ayrica proenflamatuar sitokinler TNF-a ve IL-8, Th2 sitokini ve
alerjik yamitta gorev alan IL-5 ve Thl sitokini olan IFN-y diizeylerinde grup II’de anlaml
derecede artis saptandi. IL-4 diizeylerindeki artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
Antienflamatuar sitokin IL-10 diizeylerinde diisme gozlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bdoylece grup II’de hem eozinofil ve mast hiicrelerinin, hem de alerjik yanitta gorev
alan ve proenflamatuar sitokinlerin anlamli artigi, ovalbiiminle besin alerji modelinin
olusturuldugunu gosterdi.

Ovalbliminle duyarlilagtirilmis w-3’ten zengin diyetle beslenen li¢lincli grupta
eozinofil ve mast hiicre sayilarinda, grup II ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma saptandi. IL-5 ve IL-8 diizeylerinde de anlamli diisme gdzlendi. Ancak IFN-
Y, TNF-a ve IL-4 diizeylerindeki diisme istatistiksel olarak anlamli degildi. [L-10
diizeylerinde w-3’ten zengin diyetle beslenen grupta anlamli artis saptandi.

Sonug olarak, besin alerjisi olusturulan fare modelinde w-3 yag asitleri, eozinofil ve
mast hiicre sayilarinda, IL-5 ve IL-8 diizeylerinde diismeye ayrica IL-10 diizeylerinde artisa
neden olmustur. Bu da w-3 yag asitlerinin besin alerjilerindeki antialerjik etkisini

desteklemektedir.
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OZET

Giliniimiizde omega-3 yag asitlerinin antialerjik ve antienflamatuar etkileriyle ilgili
yapilan ¢alismalarda basarili sonuglar elde edilmektedir. Besin alerjileri prevelans: 6zellikle
batili iilkelerde giderek artmakta olan bir sorun haline gelmistir. Bu ¢alismada farelerde besin
alerjisi olusturmak ve besin alerjisi fare modelinde omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisini
gostermek amaclandi.

Calismaya toplam 21 adet, 6-8 hafta Balb/c disi fare alindi. Fareler yediserli ii¢ gruba
ayrildi. Birinci grup kontrol grubu olarak degerlendirildi. Besin alerji modeli olusturmak igin
Renz yontemi (73) ile Sakamoto ve ark.’nin olusturdugu besin alerjisi fare modeli (74) 6rnek
olarak kullanildi. Ikinci ve iigiincii gruptaki fareler; 1, 7 ve 14. giinlerde 10 ug OVA ile
intraperitoneal olarak duyarlandi. Daha sonra, 21. giinden baslayarak haftada bir kez toplam 8
hafta 100 ng OVA ile intragastrik olarak provake edildi. Birinci ve ikinci grup bazal fare yemi
ile, tiglincli grup omega 3’ten zengin fare yemi ile beslendi. Son provokasyondan bir giin
sonra tiim fareler sakrifiye edildi. Bagirsaklar1 histopatolojik olarak incelenerek, eozinofil ve
mast hiicre sayilar1 degerlendirildi. Intrakardiyak 1 cc kan almarak, tiim farelerin serumunda
ELISA yoéntemi ile IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, TNF-a ve IFN-y diizeyleri degerlendirildi.

Histopatolojik incelemede ikinci gruptaki farelerin bagirsak mukozasinda eozinofil ve
mast hiicre sayilari, kontrol grubuna gére anlamli derecede artmis bulundu. Ikinci grupta IL-5,
IL-8, TNF-a ve IFN-y diizeyleri, kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli derecede artma
saptandi. IL-4 diizeyindeki artma ve IL-10 diizeyindeki diisme istatistiksel olarak anlaml
degildi.

Omega-3’ten zengin fare yemi ile beslenen grup, besin alerji modeli olusumu
histopatolojik ve biyokimyasal olarak gosterilen ikinci grupla karsilastirildiginda, fare
bagirsak mukozalarinda eozinofil ve mast hiicre sayilarinda anlamli diisme saptandi. Ayrica
IL-5, IL-8 diizeylerinde anlamli diisme, IL-10 diizeylerinde anlamli artma gozlendi. IFN-y,
TNF-a ve IL-4 diizeylerindeki diisme istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bu calismada, ovalbiiminle duyarlilastirilan farelerde besin alerji  modelinin
olusturuldugu gozlendi. Ayrica omega-3 yag asitlerinin besin alerjisinde hem histopatolojik
hem de biyokimyasal incelemede antialerjik etkisinin oldugu gdésterildi.

Omega-3 yas asitlerinin antialerjik etkisini gosterebilmek igin daha fazla hayvan deneyine

ve insanlar iizerinde de ¢alismalara ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

Recent studies considering antiallergic and antiinflammatory effects of n-3 PUFA (
Polyunsaturated fatty acids), have provided succesful results. Rising of food allergy
prevalance especially in westernized countries it has become an important health concern.
The purpose of this study was to develop physiological model of food allergy and to show
the beneficial effects of n-3 PUFA on food allergy murine model .

Female, 6-8 weeks of age, 21 Balb/c mice were used in this study. Mice were divided
into three grups; each contained seven mice. Renz method (73) and murine model of
Sakamoto et al (74). were used as sample.

Mice in second and third group were sensitized with 10ug intraperitoneal ovalbiimin
(i.p. OVA) on days 1, 7 and 14. Intraperitoneal sensitization was done according to Renz (73).
From day 21, challenging intragastric doses of ovalbiimin 100 pug were given to both groups
one dose per week for 8 weeks with gavage method. First and second groups received
standard mouse diet and omega-3 fatty acids enriched diet was given to third group during the
study period. 24 hours after the last intragastric challenge (day 71) all the animals were
sacrified. Eosinophil and mast cell numbers were evaluated in gut mucosa. IL-4, IL-5, IL-8,
IL-10 , TNF-0. and IFN-y levels were measured by ELISA method in mouse serum.

When compared the histopathologic evaluation of mice in second group with sham,
eozinophil and mast cell numbers found increased statistically. Also IL-5, IL-8, TNF-a and
IFN-y levels were increased significantly in OVA sensitized group ( group Il), comparing
with sham. Increasing in the level of IL-4 and decreasing in the level of IL-10 were not
statistically significant.

When compared omega-3 fatty acids enriched diet given group with
histopathologically and chemically food allergy developed group ( group Il), eozinophil and
mast cell numbers decreased statistically. Also significantly decrease in IL-5 and IL-8 levels
and increse in IL-10 levels have beeen observed. Decrease in the levels of IFN-y, TNF-a
and IL-4 were not statistically significant.

In this study, development of food allergy in OVA sensitized mice were observed .
Futhermore antiallergic effects of n-3 fatty acids either histopathologically or biochemically
have been shown in food allergy murine model.

In conclussion, the antiallergic effects of omega-3 fatty acids on animal models and
humans should be further evaluated.
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31
311 11
21
T.Blueile T.Blueile  TukeyHSD 1 | 21
21 11
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31 -3,714* ,680 ,001 -5,72 -1,70
21 11 24,214* 3,964 ,005 10,37 38,06
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21 -10,333* 1,090 ,000 -13,15 -7,52
Tamhane 11 21
21 11
31
311 21

*. The mean difference is significant at the .05 level.




Descriptives

95% Confidence Interval for
Mean
Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
Eozinofilsayysy 11 7 30,00 8,165 3,086 22,45 37,55 20 40
Eozinofil sayysy 21 6 143,33 8,165 3,333 134,76 151,90 130 150
311l 6 61,67 7,528 3,073 53,77 69,57 50 70
Total 19 75,79 49,589 11,376 51,89 99,69 20 150
T.Blueile T.Blueile 1 | 7 6,29 ,951 ,360 5,41 7,17 5 8
21 6 30,50 9,670 3,948 20,35 40,65 13 39
311 6 10,00 1,414 577 8,52 11,48 8 12
Total 19 15,11 12,032 2,760 9,31 20,90 5 39
M.C.Tle M.C.Tile 11 7 4,43 ,976 ,369 3,53 5,33 3 6
21 6 16,33 3,011 1,229 13,17 19,49 11 19
311 6 6,00 1,095 447 4,85 7,15 4 7
Total 19 8,68 5,667 1,300 5,95 11,42 3 19
Statistics
GRUP TNF ALFA IFN GAMM IL 4 DIL IL 5 DIL IL 8 DIL IL 10
Kontrol N Valid 7 7 7 7 7 7
Missing 0 0 0 0 0 0
Mean 32,2403 86,50 16,9563 29,071 63,54 | 315,7551
Std. Deviation 12,20480 11,247 6,52296 18,1002 38,425 | 63,71096
Minimum 13,41 71 7,40 5,5 14 193,71
Maximum 47,95 100 22,78 55,5 132 385,14
Ova N Valid 6 6 6 6 6 6
Missing 0 0 0 0 0 0
Mean 105,2273 221,75 60,0277 95,667 347,07 | 259,9048
Std. Deviation 62,13555 183,436 | 46,61697 | 36,7065 | 185,069 156’005‘11
Minimum 42,50 77 15,99 28,5 89 113,71
Maximum 204,32 479 131,38 137,5 566 528,00
Ova+w3 N Valid 6 6 6 6 6 6
Missing 0 0 0 0 0 0
Mean 48,4848 107,08 17,8777 50,000 103,43 | 518,9524
Std. Deviation 39,02576 14,489 8,49472 | 38,5422 36,738 179272;
Minimum 16,14 92 5,72 11,5 61 236,57
Maximum 122,50 132 28,87 109,5 157 779,43
Ranks
GRUP Mean Rank Sum of Ranks
IFN_GAMM Kontrol 7 4,71 33,00
Ova 6 9,67 58,00
Total 13
IL_4_DIL Kontrol 7 5,14 36,00
Ova 6 9,17 55,00
Total 13




Test Statistics(b)

IFN GAMM IL 4 DIL
Mann-Whitney U 5,000 8,000
Wilcoxon W 33,000 36,000
z -2,286 -1,857
Asymp. Sig. (2-tailed) 022 ,063
Exact Sig. [2*(1-tailed
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: GRUP
Ranks
GRUP N Mean Rank | Sum of Ranks
IFN_GAMM Ova 6 7.50 45,00
Ova+w3 6 5,50 33,00
Total 12
IL_4_DIL Ova 6 8,33 50,00
Ova+w3 6 4,67 28,00
Total 12
Test Statistics(b)
IFN._GAMM | IL 4 DIL
Mann-Whitney U 12,000 7,000
Wilcoxon W 33,000 28,000
VA -,961 -1,761
Asymp. Sig. (2-tailed) ,337 ,078
Exact Sig. [2*(1-tailed

a Not corrected for ties.

b Grouping Variable: GRUP




Multiple Comparisons

Mean : 95% Confidence
. Std. E Sig.
Dependent Difference (1-J) rror 9 Interval
Variabl (1) Grup |(J) Grup
anable Lower Bound | YUPper Lower Upper Lower
Bound Bound Bound Bound
1 2 Ova -72,987(*) 23,196 ,016 -132,840 |-13,134
Kontrol |3
-16,245 23,196 167 -76,098 43,608
Ova+w3
1 72,987(*) 23,196 ,016 13,134 132,840
Tukey Kontrol
HSD 2 Ova
56,742 24,071 ,076 -5,370 118,855
Ova+w3
1 16,245 23,196 767 -43,608 76,098
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -56,742 24,071 ,076 -118,855 (5,370
TNF_alfa
1 2 Ova -72,987 25,783 ,099 -161,263 |15,289
Kontrol |3
-16,245 16,587 ,745 -71,078 38,588
Ova+w3
|1<ontrol 72,987 25,783 ,099 -15,289 161,263
Tamhane |2 Ova
3 56,742 29,955 | 254 32,164 145,648
Ova+w3
1 16,245 16,587 ,745 -38,588 71,078
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -56,742 29,955 254 -145,648 (32,164
1 2 Ova -66,5952(*) 17,6646 ,005 -112,176  |-21,015
Kontrol |3
-20,9286 17,6646 479 -66,509 24,652
Ova+w3
1 66,5952(*) 17,6646 ,005 21,015 112,176
Tukey Kontrol
HSD 2 Ova
3 45,6667 18,3315 ,059 -1,635 92,968
Ova+w3
1 20,9286 17,6646 479 -24,652 66,509
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -45,6667 18,3315 ,059 -92,968 1,635
IL_5 Dil
1 2 Ova -66,5952(*) 16,4731 ,014 -117,817 -15,374
Kontrol |3
-20,9286 17,1577 ,599 -74,692 32,835
Ova+w3
1 66,5952(*) 16,4731 ,014 15,374 117,817
Kontrol
Tamhane |2 Ova
45,6667 21,7289 ,175 -16,510 107,843
Ova+w3
1 20,9286 17,1577 ,599 -32,835 74,692
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -45,6667 21,7289 ,175 -107,843 |16,510

Vi




1 2 Ova -283,524(*) 60,124 ,001 -438,66 -128,38
Kontrol |3
-39,890 60,124 ,788 -195,03 115,25
Ova+w3
1 283,524(*) 60,124 ,001 128,38 438,66
Tukey Kontrol
HSD 2 Ova
3 243,633(*) 62,393 ,003 82,64 404,63
Ova+w3
1 39,890 60,124 ,788 -115,25 195,03
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -243,633(*) 62,393 ,003 -404,63 -82,64
IL_8 Dil
1 2 Ova -283,524(*) 76,937 ,037 -546,17 -20,88
Kontrol |3
-39,890 20,878 ,229 -98,72 18,94
Ova+w3
1Kontro| 283,524(%) 76,937 ,037 20,88 546,17
Tamhane |2 Ova
3 243,633 77,028 ,066 -18,87 506,13
Ova+w3
1 39,890 20,878 1,229 18,94  |98,72
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova -243,633 77,028 ,066 -506,13 18,87
1 2 Ova 55,85034 77,03162 |,752 -142,9167 |254,6174
Kontrol |3
-203,19728(*) 77,03162 |,045 -401,9644 |-4,4302
Ova+w3
1 -55,85034 77,03162 |,752 -254,6174 |142,9167
Tukey Kontrol
HSD 2 Ova
3 -259,04762(*) 79,93949 |,013 -465,3180 |-52,7773
Ova+w3
1 203,19728(*) 77,03162 |,045 4,4302 401,9644
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova 259,04762(*) 79,93949 |,013 52,7773 465,3180
IL_10
1 2 Ova 55,85034 68,08928 |,826 -161,9899 |273,6906
Kontrol |3
-203,19728 77,04730 |,110 -454,2474 |47,8529
Ova+w3
1 -55,85034 68,08928 |,826 -273,6906 |161,9899
Kontrol
Tamhane |2 Ova
3 -259,04762 97,01906 |,070 -537,5660 |19,4708
Ova+w3
1 203,19728 77,04730 |,110 -47,8529 |454,2474
3 Kontrol
Ova+w3
2 Ova 259,04762 97,01906 |,070 -19,4708 |537

Vil




