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OZET
GEBE RATLARDA FOLIK ASIT SUPLEMENTASYONU iLE YAVRULARDA
ALLERJiK HAVA YOLU HASTALIGI GELiSiMi ARASINDA iLiSKiNiN
DEGERLENDIRILMESI

Giris: Gebelikte folik asit kullanimi ile noral tlip defektlerinde azalma yapilan ¢aligmalarla
gosterildiginden, intrauterin folik asit kullanimi diinya genelinde 6nemli Olc¢lide artmustir.
Folik asit, viicutta onemli pek cok biyokimyasal olayda metil vericisi olarak gorev
yapmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, metil doniiriinden zengin diyetin DNA
metilasyonu yolu ile epigenetik diizenlemeye yol agarak allerjik hava yolu hastaligi riskini
arttirdig1 gosterilmistir. Maternal folik asit sliplementasyonunun, yasamda allerjik hava yolu
hastalig1 gelisimi tizerine etkisi ile ilgili kisith bilgi bulunmaktadir. Bu ¢alismada, gebelikte
folik asit kullanimi ile yavrularda allerjik hava yolu duyarlanmasinin histopatolojik etkilerinin

degerlendirilmesi amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem: Gebelikteki folik asit sliplementasyonuna gore disi BALB/c farelerden
dort grup olusturuldu; Grup 1 (Gebelik boyunca folik asit alan grup), Grup 2 (Gebeligin ilk
haftas1 folik asit alan grup), Grup 3 (Gebelikte folik asit almayan grup), Grup 4 (Kontrol
grubu). Kontrol grubu haricindeki gruplardan dogan yavru fareler ovaalbumin ile
duyarlagtirilarak astim modeli olusturuldu. Yavru fareler son nebiilize ovaalbumin
uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edilerek, akciger dokular1 histolojik ve

immiinohistokimyasal degerlendirmeye tabi tutuldu.

Bulgular: Gebeliklerinde folik asit alan gruplardaki epitel ve subepitelyal diiz kas kalinligi,
VEGF ve MMP-9 ile pozitif immiinoreaktivite gebelikte folik asit almayan gruba gore
anlaml sekilde artmistir. Ayrica, gebelik boyunca folik asit kullanimi (Grup 1), gebeligin ilk
haftas1 folik asit kullanima (Grup 2) gore artmis epitel ve subepitelyal diiz kas kalinlig: ile
iligkilidir.

Sonu¢: Bu calisma, gebelikte maternal folik asit siiplementasyonunun yavru farelerde
ovaalbiimin kullanilarak olusturulan allerjik cevabi arttirdigini gostermistir. Ayrica olusan

etki, maruziyet stiresi ve kiimiilatif doz ile dogru orantilidir.

Anahtar kelimeler: Folik asit, Maternal siiplementasyon, Allerjik hava yolu hastaligi,

Epigenetik



SUMMARY
EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN FOLIC ACID
SUPPLEMENTATION IN PREGNANT MICE AND DEVELOPMENT OF
ALLERGIC AIRWAY DISEASE IN OFFSPRING

Objective: The fact that reduction in neural tube defects by use of folic acid supplement
during pregnancy has been noticed in many studies; the use of folic acid supplementation
increased world wide. Folic acid functions as a methyl donor in many biochemical reactions
of the body. Recent studies indicate that the diet rich of methyl donor increase the risk of
allergic airway disease because of epigenetic regulation assisted by methylation of DNA.
There is limited evidence with regard to maternal folic acid supplementation effects on the
development of allergic airway disease in life. This study aimed to evaluate the relationship

between folic acid supplementation during pregnancy and allergic airway disease in offspring.

Methods: Female BALB/c mice were randomized into four groups according to the folic acid
supplementation in pregnancy; group 1 (whole pregnancy folic acid supplementation group),
group 2 (first week of gestation folic acid supplementation group), group 3 (without folic acid
supplementation group), group 4 (control group). Their offspring were sensitized and
challenged with ovalbumin except the control group. Offspring were sacrificed after 24 hours
of last nebulised ovalbumin administration for histological and immunohistochemical

evaluation of lung tissues.

Results: Epithelial and subepithelial smooth muscle thickness, VEGF and MMP-9 positive
immunoreactivity are increased significantly in the folic acid supplemented groups in spite of
without folic acid supplemented group. Moreover, folic acid supplementation during whole
pregnancy group (group 1) was associated with thicker epithelial and subepithelial smooth

muscle layer than folic acid supplementation during the first week of pregnancy (group 2).
Conclusion: This study suggests that maternal folic acid supplementation during pregnancy
increases allergic responses induced by ovalbumin challenge in offspring. Also the effect size

increases as the duration and the cumulative dose increase.

Keywords: Folic acid, Maternal supplementation, Allergic airway disease, Epigenetics



1.GIRIS ve AMAC

Folik asit kullanimi ile noral tiip defektlerinde azalma, yapilan ¢alismalarda gosterildiginden
son yillarda gebe kadinlara folattan zengin gida alimi yaninda gilinliik 0.4 mg sentetik folik
asit alimim1 Onerilmektedir [1]. Folik asit kullaniminin, fetal hayatta ve sonrasinda ne gibi
degisikliklere yol a¢tig1 net bilinmemektedir.

Astim yOnetimindeki iyilestirmelere ve astim tedavisindeki ilerlemelere ragmen, astim tiim
diinyada giderek yayginlasma gostermektedir [2]. Cocukluk ¢agi astimin nedeni tam olarak
bilinmese de genetik ve ¢evresel faktorlerin eslik ettigi bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir
[2]. Son yillarda astim ve genetik iligkisinde ‘epigenetik diizenlenme’ oldukga ilgi gérmekte
olup bu konuda bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Epigenetik diizenleme DNA metillenmesi veya
histon modifikasyonlari ile meydana gelebilir ve intrauterin donem bu degisikliklere en hassas
donemdir. Bu degisiklikler ile kromatin yapisinin gevsek veya siki olmasi etkilenerek gen
ifadesinde diizenleme yapilir [3].

Folik asit, folatin sentetik formudur [4]. Folat viicutta niikleotidlerin yapiminda, DNA
sentezinde, kararliliginda, biitiinliglinde ve DNA onariminda 6nemli bir yere sahiptir [5].
Folik asit gibi tek karbon metabolizmasinin kofaktorii olan besinlerin, gestasyon sirasinda,
fetal programlanmay1 etkileyebildigi ve DNA metillenme kalibinda ve gen ifadesinde
degisiklikler yapabildigi gosterilmistir [6].

Toplum kaynakl1 epidemiyolojik ¢alismalarda, anneye yapilan folik asit siiplementasyonu ile
cocukluk cagi allerjik hastaliklar1 gelisimi arasindaki iligki net olarak ortaya konulamamustir.
Deneysel calismalara ait veriler metil donérii olan folik asit ile allerjik hastalik gelisimi
arasinda iligki oldugunu desteklemekle birlikte gebelikte yapilan siiplementasyonun yavrulara
olan etkisi degerlendirilmemistir. Calismamizda gebelik doneminde folik asit uygulanan ve
uygulanmayan annelerin yavrularinda gelistirilen deneysel modifiye neonatal astim
modelinde hava yollarinda olusan histopatolojik degisikliklerin karsilastirilarak folik asit
siiplementasyonu ile allerjik duyarlanma arasindaki iligkiyi aydinlatmak hedeflenmistir.
Calismamiz gebelikte folik asit aliminin yavrularda allerjik duyarlanma {izerine histopatolojik

etkilerini degerlendiren ilk ¢alisma olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Astim tanim ve sikhigi

Astim akciger hava yollarinda epizodik hava yolu obstriiksiyonu ile sonuglanan kronik
enflamatuvar bir hastaliktir [2]. Astim ¢ocukluk cagindaki kronik hastaliklarin en sik goriilen
seklidir [7]. Diinya c¢apinda, ¢ocukluk astimi yonetimdeki iyilestirmelere ve astim
tedavisindeki 6nemli farmakolojik ilerlemelere ragmen, giderek yayginlasma gostermektedir
[2]. Farkli iilkelerde yapilan cok sayida calisma, on yilda yaklasik % 50 oraninda astim
prevalansinda artig bildirmistir [2]. Diinyadaki astim prevalansi %1 ile %18 arasinda farklilik
gostermektedir [7, 8]. Astim prevalansi, allerjik rinokonjunktivit ve atopik egzama yaygiligi
ile korelasyon gostermektedir [2]. Astim gelismis iilkelerde, gelismekte olan iilkelere gore
daha sik goriilmektedir [7, 8]. Ulkemizde yapilan degisik ¢alismalarda, astim prevalansinin

%2,8-%14,5 arasinda degistigi gosterilmistir [9, 10].

2.2 Astim etiyolojisi
Cocukluk cag1 astim nedeni tam olarak tespit edilememis olmasina ragmen, cagdas
arastirmalar astim etiyolojisinin ¢evresel maruziyet, kalitsal biyolojik etkenler ve genetik

faktorleri icerdigini gostermektedir (Sekil 1) [2].
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Remodeling
\ 4 Hava yolu gelisimi ve degisimi
ASTIM

Sekil 1. Astim gelisimindeki risk faktorleri

2.2.1 Biyolojik ve genetik risk faktorleri

a. Genetik: Astimda genetik gecisin basit Mendeliyan tipte olmadigini, birden fazla
kromozomun rol oynadigi poligenik bir gegisin s6z konusu oldugunu yapilan birgok
caligmada gosterilmistir [11]. 100'den fazla genetik lokus astimla baglantili bulunmustur [2].
Ayrica astima yatkinlik yaratan genler disinda astim tedavisine yanit ile iliskili genler de
tanimlanmistir [12]. Son yillarda astim ve genetik iliskisinde ‘epigenetik diizenlenme’
oldukea ilgi goérmektedir [13]. Epigenetik terimi ilk olarak 1950’lerde Conrad Waddington
tarafindan Onerilmistir [14]. Epigenetik, DNA dizisine bagl kalarak gen transkripsiyonundaki
degisikliklerin olusturdugu kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanir. Epigenetik diizenlenme,
canlilarin embriyodan yetigkin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde gozlemlenen, hiicre
farklilagsmalari sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisiklerde 6nemli rol oynamaktadir
[13, 14]. Epigenetik alani, gelisimsel ve c¢evresel epigenetik olarak ikiye ayrilir. Gelisimsel

epigenetik doku spesifikligi, olgunlasmasi ve gelisiminde rol oynayan gen ekspresyonunun



kat1 kaliplarinin diizenlenmesi ve bakimi ile ilgilenir. Cevresel epigenetik ise hiicrelerin
cevresel maruziyetlere, kromatin yap1 degisikligi mi yoksa kiiciik RNA ekspresyonu ile mi
karsilik verdiklerini inceler [15]. Epigenetik diizenlenme DNA metillenmesi veya histon
modifikasyonlar1 ile meydana gelebilir. DNA metillenmesi DNA metil transferazlar
tarafindan CpG adaciklarinda sitozinin bes numarali karbonunda meydana getirilir. CpG
adaciklarinda goriillen DNA metillenmesi, gen ifadesinin kontroliinde o6nemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde, 6zellikle genlerin promotor bdlgelerindeki
metillenme, transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde degisikler meydana getirir. Bu
faktorlerin baglanmasi engellenmekle birlikte gen ifadesi baskilanmis duruma getirilir.
Boylece farkli dokularda farkli genlerin ifade olmasinin temelinde bu diizenleme yatmaktadir.
DNA’nin paketlenmesinde sorumlu olan histon proteinlerinin bazik amino-terminal uglar
niikleozamdan c¢ikintilar yaparak asetillenme veya metillenme yoluyla bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Histondaki bu degisiklik, kromatin yapisinin

gevsek veya siki olmasini etkileyerek gen ifadesinde diizenleyici bir rol oynar (Sekil 2) [3].
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Sekil 2. Epigenetik diizenleme mekanizmalari

DNA metillenme kalibi, fertilizasyondan sonra genom metilasyonu tarafindan embriyogenez
sirasinda tekrar programlanir. Baba genomunun aktif demetilasyonu ve anne genomunun pasif
demetilasyonu ile anne-baba DNA metilasyon kalibinin ©6nemli kisimlar1 silinir.
Implantasyondan sonra, blastokist formu olusup yeni DNA metilasyon kalibi de nova
metilasyon ile kurulur. Sonraki yasamda, yaslanma, kanser ve ¢evresel maruziyetlerle

metilasyon seviyesi arttirip azaltilarak epigenetik farklilasma goriilebilir (Sekil 3) [4].
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Sekil 3. Embriyogenezdeki metillenme

Gelismekte olan ¢aligmalar epigenetik mekanizmalarin, T helper 1 (Th1) [16-18], T helper 2
(Th2) [18-20] ve T regiilatuvar (Treg) [21] hiicrelerinin kokenini denetleyen transkripsiyon
faktorlerinin  diizenlenmesini etkiledigini gdstermektedir. Ornegin T hiicrelerinin az
metillenmesi FoxP3 (Forkhead box P3) [21, 22] ve STAT (Signal Transducer and Activator
of Transcription) [16-18] genlerinin ifadesini arttirarak T reg ve Thl hiicrelerinin genislemesi
ile sonuglanir [23]. Kisacas1 hipometilasyon, Treg hiicre popiilasyonunu arttirip Th1 hiicre
yoniine kayarak allerjik hava yolu hastaligindan koruyabilir [23]. Allerji ve astim alaninda
allerjen maruziyeti, bakterilerin mikrobik igerikleri, obezite, stres, folik asit, B12 vitamini ve
balik yag1 gibi diyet faktorleri ile epigenetik diizenlenme oldukg¢a ilgi ¢cekip bu konuda bir¢ok
calisma yapilmaktadir [13].

b. Obezite: Obezitenin de astim i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Normal kilolu
hastalara gore akciger fonksiyon testinin anormal olma riski asir1 kilolularda iki kat, obeziteli
hastalarda ise tli¢ kat artmis bulunmustur [24]. Leptin benzeri mediyatorler solunum

fonksiyonlarini etkileyebilmekte ve astim gelisme olasiligini arttirabilmektedir [25].

2.2.2 Cevresel risk faktorleri
a. Allerjenler ile temas: Polen veya mantar sporlarmin yogunlugu mevsimsel olarak
degisebildiginden hasta semptomlar1 da allerjenin tipine, maruziyet siiresine gore

degismektedir. Bazi hastalarda ise semptomlar tiim yil boyunca siirebilmektedir. Boyle
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durumlarda mitelar, hayvan tliyleri, hamam bdcegi ve mantar gibi ev i¢i maruziyet 6n planda
diisiinebilir. Cocugun yas1 da bir diger 6nemli faktordiir. infantlarda oncelikle inek siitii,

findik gibi besin allerjenleri sorumludur [2].

b. Infeksiyonlar: Gebelik boyunca fetiis immiinitesinden Th2 hiicreler agirlikli olarak
sorumludur ve bu olay erken ¢ocuklukta da bu sekilde siirmektedir. Ancak erken ¢ocuklukta
gegirilen bazi infeksiyonlar, Th2 cevabin1 Thl’e doniistiirebilirler. Bu nedenle, Thl cevabini

uyaran infeksiyonlarin astim ve allerji gelisimini engelleyebilecekleri diisiiniilmektedir [26].

c. Hava Kirliligi ve sigara: Hava kirliligi hava yolu asir1 duyarliligina, solunum semptom ve
bulgularina, astim alevlenmelerine ve akciger fonksiyonlarinda azalmaya neden
olabilmektedir [27]. Sigara dumani ile temas, oksidatif stresi artirir ve hava yolunda
enflamasyonu stimiile eder. Yapilan bir calismada prenatal donemde annenin sigara

kullanimu, ii¢ yasindan kii¢lik cocuklarda persistan wheezing ile iligkili bulunmustur [28].

d. Diyet: Anne siitii ile beslenme astim ve allerjik hastaliklardan korunma i¢in onerilmektedir.

2.3 Astimin patogenezi

Astimdaki hava yolu obstriiksiyonu ¢ok sayida patalojik siirecin sonucudur [2]. Hava yolu
enflamasyonu astim i¢in dnemli karakteristik bir 6zelliktir. Astimda hava yolu enflamasyonu
persistan olup, semptomlar epizodiktir [29]. Akcigerde birgcok kompleks enflamatuvar siireg
sonucunda hava yollarinda 6dem, asir1t mukus sekresyonu, 16kosit infiltrasyonu ve hava yolu
hiperreaktivitesi gelisir. Hava yolu enflamasyonu pek ¢ok hiicrenin birbiriyle kompleks
etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar. Eozinofiller, T lenfositler, makrofajlar ve noétrofiller bu
enflamasyonda onemli rol oynar. Bu hiicreler disinda hava yolunun kendi hiicrelerinden olan
epitel, endotel, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar da ortama saldiklar1 mediyatorler, sitokinler
ve kemokinler araciligiyla etkin rol oynarlar ve enflamasyonun devamina katkida bulunurlar.
Astimda temel patoloji geri doniisiimlii hava yolu obstriiksiyonu ve bronsiyal diiz kas asir1
duyarhiligidir. Astimli hastalarda meydana gelen hava yollarindaki yapisal degisiklikler
akciger fonksiyonlarinin bozulmasinda onemli rol oynar. Epitel hiicrelerinin yapisindaki
bozulma, mukus bezleri, diiz kas ve kan damarlarinin hiperplazisi, kollajen ve diger
ekstraselliiler matriks proteinlerinin subepitelyal depolanmasi sonucu hava yollarinda
kalinlasma gibi yapisal degisimler hava yollarinda ‘remodelling’ (yeniden yapilanma)

seklinde tanimlanmaktadir [30]. Bu durum enflamasyonla olusan doku hasaria tamir yaniti
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seklinde gelisen aktif ve kompleks bir sliregtir. Astim patofizyolojisinde temel unsurlarin
kronik enflamasyon ve hava yolu ‘remodelling’i oldugu gosterilmistir [30]. Astim yaniti,
allerjenlerle tetiklenir. Antijenin allerjen yapida olabilmesi i¢in 6ncelikle dendritik hiicre, T ve
B lenfosit araciligiyla sensitizasyon gerceklestirdikten sonra immunglobiilin E (IgE) yanitina
neden olmasi gerekmektedir. Ayrica ayni ve benzer antijene tekrar maruziyet sonrasinda
yeniden erken ile ge¢ faz yanitlarin ortaya ¢ikmasini saglamalidir. Allerjik enflamasyonun
temelini erken tip hipersensitivite reaksiyonu olusturur ve erken ve gec¢ faz olmak iizere iki
evrede gerceklesir. Erken fazda mediyator salinimi 6n plandayken, gec faz ise T lenfositler ve
eozinofiller basta olmak iizere ortama hiicre gocili ve doku enflamasyonu ile karakterizedir.
Erken ve ge¢ faz yaniti, bronsiyal allerjenlerin IgE aracilifiyla hava yolu hiperreaktivitesine
neden olur. Enflamasyonda temel unsur allerjene karsi spesifik IgE nin olusmasidir. Erken faz
yanit1 gecici olup allerjenle karsilasma sonrasinda 5-30 dakikada ortaya cikar ve
kendiliginden veya tedaviyle diizelir. Ge¢ faz yanit1 ise erken fazdan {i¢ ila sekiz saat sonra
gelisir ve daha sonra hava yolu asir1 duyarliligini arttiran ajanlarla tekrar gelisebilir. Geg faz,
allerjenle tekrar karsilasilmadan da gergeklesebilir ve birkag gilin siirebilir. Allerjik
hastaliklarda enflamatuvar yanit uygunsuz bir bi¢imde tetiklenir ve siddetli bir doku
infiltrasyonuna ve epitelyal hasara neden olur. Sonugta, doku tahribati ile yarardan ¢ok zarar

verilir.

2.3.1. Astimda rol oynayan enflamatuvar hiicreler

-Mast hiicreleri: Onceden duyarlanmis kisilerde tekrar allerjenle karsilasma sonrasi allerjen,
mast hiicresi lizerinde 6nceden olusturulmus IgE molekiilii ile birleserek mast hiicresini aktive
eder ve allerjik enflamasyonun erken faz cevabini olusturur. Hava yolunda iki tip mast hiicresi
bulunur. Bag dokusu mast hiicreleri, submukozada bulunurken mukozal mast hiicreleri,
epitelde bulunurlar ve farkh tiirde kimyasal madde salgilarlar. Allerjen maruziyeti sonrasi bu
iki tip mast hiicresinin sayisinda artis tespit edilmistir. Mast hiicresinin aktivasyonu ile basta
histamin olmak iizere 16kotrien C4 (LTC4) ve prostoglandin D2 (PGD?2) salgilanir. Sonugta
klinik olarak allerjik hastaliklarin bulgular1 ortaya ¢ikar. Mast hiicrelerinin sentezledigi timdr
nekrozis faktor alfa (TNF-a), ge¢ faz reaksiyonunda endotel iizerinde intraselliiler adezyon
molekiil-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 (VCAM-1) gibi adezyon
molekiillerinin ekspresyonuna neden olarak kandaki hiicrelerin hedef organa ulagmasi
saglanir. Ayrica interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-13 (IL-13) salinimi ile B hiicrelerinden IgE

sentezlenir. Interlokin-5 (IL-5) ve graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) ise



dolasimdan dokuya eozinofil gog¢iinde rol oynar. IL-4, IL-13 gibi sitokinler, histamin ve
triptaz gibi mediyatorler epitelya degisimi ve remodelling olusumuna neden olur. Allerjik
enflamasyonda onemli rol oynayan mast hiicreleri, fibroblastlarin go¢iinii ve ¢ogalmasini

uyaran mediyatdrlerin de ana kaynagidir [31].

-Eozinofiller: Eozinofiller, allerjik havayolu hastaliklarinda epitelyal hasar, deskuamasyon,
subepitelyal fibrozis ve hava yolu asir1 duyarlilig: ile iliskilendirilmistir. Hava yolundaki
eozinofil sayis1 genel olarak astimin siddeti ile dogru orantilidir. Eozinofillerin yar1 émri 24
saatten az olup interlokin-3 (IL-3), IL-5 ve GM-CSF varliginda enflamasyon alanina gog
ederler. Eozinofiller icerdikleri toksik iirinler nedeniyle allerjik enflamasyonun ge¢ fazinin
effektdr hiicresi gibidir. Igerdikleri major basic protein (MBP), eozinofilik katyonik protein
(ECP), eozinofil peroksidaz (EPO) ve eozinofil kdkenli norotoksin solunum yollarinda

epitelyal hasara neden olur [2].

-T lenfositler: Hava yollarinda artmis sayida bulunurlar. interlokin (IL) 4, 5, 9, 13 gibi
spesifik sitokinlerin salinimina neden olarak eozinofilik inflamasyonu kontrol eder ve B
lenfositlerden IgE yapimina neden olurlar [31]. T lenfositler allerjik hava yolu
enflamasyonunda antijene kars1 immiin sistemin adaptasyon ve koordinasyonunda kilit rol
oynar (Sekil 4). Yiizeylerindeki belirteglere gore T lenfositler iki ayr1 gruba ayrilirlar ve
farkli gorevler iistlenirler. CD4+ yiizey antijeni olan T lenfositler humoral immiinite ile iligkili
olup yardimci T hiicreleri olarak adlandirilir. Bunun yaninda sitotoksik T hiicreler
yiizeylerinde CD8+ antijeni tasirlar ve hiicre aracili yanitta gérev alirlar. CD4+ lenfositler,
antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki MHCII ile yabanci antijenleri tanir. Boylece antijen
spesifik enflamatuvar yanit1 ve immiinglobulin yapimini diizenledikleri i¢in astim ve allerjik
rinitin patogenezinde 6nemli yer tutarlar [31]. Farelerde yapilan deneysel caligmalarda, CD4+
T hiicre klonlarinin yaptig1 sitokinler incelendiginde, farkli klonlarin ya IL-2, interferon gama
(IFN- y), TNF- a veya IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ve IL-9 salgiladig1 goriilmiistiir. Birinci
klonun olusturdugu yanit Th1, ikincisi ise Th2 tipi yanit seklinde adlandirilmistir. CD4+ T
lenfositlerin antijenik uyar1 ile Th1 ve Th2 alt tipine farklilastig1 diistiniilmekte ancak bu
dontistimiin nasil oldugu halen agiklanamamaktadir [32]. Allerjen ile karsilagsma zamani ve
stiresi, allerjen miktari, ortamdaki sitokinlerin CD4+ T lenfositlerin farklilasmasinda etkili
oldugu diistintilmektedir. Th1 hiicreleri IL-3, TNF- a, yliksek miktarda interferon gama (IFN-
v) tretirler. IFN- y patojenin intraselliiler proliferasyonunu engeller ve fagosit i¢indeki

intraselliiler patojenleri 6ldiirtir. Ayrica sitotoksik CD8+ hiicrelerin gelisimini desteklerler.
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Th2 hiicreleri IFN- y haricinde IL-4, IL-5, IL-9, ve IL-13 iiretirler. Bu sitokinler mast
hiicreleri, eozinofil, makrofaj ve epitel hiicrelerini etkileyerek allerjik enflamasyona dahil
ederler. Yardimc1 T hiicrelerinin farklilagsmasinda en 6nemli etken antijenle etkilesim sonrast
mikro ¢evrede salinan sitokinin ¢esididir. CD4+ T hiicresinin antijenle ilk karsilagmasi
sirasinda ortamda IL-12 veya IFN-y'nin baskin olmasi Th1 hiicresine farklilagsmaya, IL-4 ve
IL-13"in baskinlig1 ise Th2 hiicresine farklilagmaya neden olur [33]. Hayatin erken
doneminde gegirilen enfeksiyonlar Th1 iliskili yanitin baskin olmasina neden oldugu,
bununla birlikte ¢ocukluk ¢aginda enfeksiyon gecirmeme veya temiz bir ¢evrede bulunmanin
ise Th2 hiicre yanitin1 baskin hale getirdigi ve atopiye zemin hazirladigina dair kanitlar
mevcuttur [34, 35]. Thl ve Th2 hiicrelerinin olusturdugu immiin yanit mekanizmas1 CD4+
Treg hiicrelerince diizenlenir. T reg hiicreleri, sitotoksik ve T yardimci hiicre etkinligini
baskilayarak immiin reaksiyonlar1 diizenlerler. Ge¢ duyarlilik reaksiyonlarini ve antikor
yapimini inhibe ederler. Bu hiicreler, immiin toleransin devaminda ve otoimmiinitenin

onlenmesinde 6nemli rol oynarlar.
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Sekil 4. Allerjik hastaliklarda T hiicre sitokin salinimi

-Makrofajlar: Hava yolunda artmis sayida bulunurlar diisiik affiniteli IgE reseptorleri
aracilif1 ile allerjenler tarafindan aktive edilirler. Makrofajlarin salgiladigr bir¢ok farkli
sitokin, allerjik enflamasyonda hiicrelerin koordinasyonunu saglar. Makrofajlar, farkli
immiinolojik yanitlarin olusmasi i¢in degisik 6zellikte sitokin salgilama kapasitesine sahiptir.

Mevcut uyariya bagh olarak enflamasyonun siddetini azaltip ¢ogaltabilirler. Makrofajlardan
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salinan enflamatuvar protein olan IL-10’un sekresyonu astimli hastalarda azalmistir. Saglikli
insanlarda makrofajlar, muhtemelen IL-12 salinimi ile T lenfositlerden salgilanan IL-5
sekresyonunu baskilamaktadir. Ancak bu baskilanma allerjik astimli hastalarda bozulmustur.
Makrofajlar ayrica T lenfositler i¢in allerjeni igleyip antijen sunan hiicre gibi davranirlar.
Allerjik hastaliklarda makrofajlarin alt tipleri degisik tip enflamatuvar, antienflamatuvar ve

fagositik rol iistlenirler [36].

-Notrofiller: Agir ve sigara igen astimli hastalarin hava yolu ve balgamlarinda artmis olarak
bulunur. Notrofilin, allerjik hava yolu hastaliklarindaki rolleri tam olarak bilinmemekle
birlikte ciddi astimli hastalarin balgaminda, bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerinde ve brons
biyopsilerinde saptanmistir. Notrofiller konak savunmasinda ve antijene karsi enflamatuvar

yanitta onemli hiicrelerdir [36].

2.3.2. Astimda rol oynayan mediyatorler

Astim ile iligkili 100°den fazla farkli mediyator bulundugu ve hava yollarindaki kompleks

enflamatuvar yaniti olusturduklar gosterilmistir.

-Kemokinler: Enflamatuvar hiicrelerin hava yoluna tasinmasinda 6nem tagsirlar ve baslica
hava yolu epitel hiicreleri tarafindan salinirlar. Eotaksin, eozinofiller i¢in relatif olarak
secicidir, bununla birlikte timus ve aktivasyonun regiile ettigi kemokinler (TARC) ve

makrofaj kokenli kemokinler Th2 hiicre gociine yol agar [37].

-Sisteinil lokotrienler: Mast hiicreleri ve eozinofillerden kdken alan giiclii bronkokonstriiktor

ve proinflamatuvar mediyatorlerdir [38].

-Sitokinler: Sitokinler, astimdaki enflamatuvar yanit1 ve agirlii belirlemede ana rol oynarlar.
Son yillarda allerji {izerine yapilan ¢alismalarda, enflamatuvar yanitin diizenlenmesi,
stirdiirilmesi ve etkisinin arttirilmasinda sitokinlerin kritik rol iistlendigi saptanmigtir. Th2
kokenli sitokinler; eozinofil farklilasmasi ve yasami igin gerekli olan IL-5, Th2 hiicre
farklilagmast i¢in 6nemli olan IL-4 ve Ig E yapimi i¢in gerekli olan IL- 13’tiir [36]. IFN-y en
onemli makrofaj aktive edici faktér olup aktive makrofajlarin tarafindan IL-12 salinimini
saglar. Plazma hiicrelerinin uygun uyar1 sonrasi B hiicrelerine doniismesi sonucunda IgE

sentezlenir. B hiicrelerinde IgE yapimi i¢in gerekli en 6nemli sitokin IL-4’tlir. IL-4 aslen B
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hiicrelerinin uygun antijenik uyarimi sonrasi salinan B hiicre biiyiime faktorii olarak
tanimlanmistir [30]. Th2 sitokini olan IL-10’un astimdaki rolii halen aydinlatilmamistir.
Astiml1 hastalarin allerjenle uyarilmasi sonucu alinan BAL sivilarinda IL-10 seviyelerinde
artis saptanmistir. IL-10 mast hiicrelerinin ve bazofillerin proliferasyonuna, ayrismasina ve
degraniilasyonuna neden olur [30]. IL-4, Th2 hiicrelerinin farklilagsmalarin1 arttirirken Thl
hiicrelerine farklilagsmay1 engeller. Ancak Thl hiicrelerde IFN-y yapimiyla IL-4’e bagl IgE
sentezini baskilar, eozinofil ve mast hiicre aktivasyonunu durdurur, Th2 proliferasyonunu

azaltir [36].

-Histamin: Histamin mast hiicrelerinden salinir. Bronkokonstriiksiyona ve enflamatuvar yanit

olusumuna katkida bulunur.

-Nitrik oksit: Hava yolu epitel hiicrelerindeki nitrik oksit sentazin aktivasyonu ile olusan

potent bir vazodilatordiir [39].

-Prostaglandin D2: Baslica mast hiicrelerinden kdken alan bir bronkokonstriiktérdiir ve hava

yoluna Th2 hiicre gdgiinde rol oynar.

2.3.3. Hava yollarinin yapisal degisiklikleri ve yeniden yapilanma (Remodeling)

Astimda havayollarinda kronik enflamasyon nedeni ile hasar gérmiis epitelde bir tamir siireci
baslamaktadir. Hava yolu ‘remodeling’i astimli hastalarin hava yolundaki kronik, muhtemelen
geri doniisiimsiiz olan bu degisikliklerin genel adidir. Bu degisiklikler diiz kas hipertrofisi,
anjiogenezis, artmis vaskiilarite, goblet hiicre hiperplazisi, kronik enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, kollajen depolanmasi, bazal membran kalinlagmasi ve hava yolu duvar

elastisitesinin azalmasidir (Sekil 5) [40].
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Sekil 5. Kronik astimda hava yolunda yeniden yapilanma (remodeling)

a. Epitel hasarlanmasi ve tamiri

Epitel, organizmay1 dis hasarlardan koruyan onemli bir bariyerdir. Epitel hiicrelerinden
salinan bir¢cok enflamatuvar mediyatér mevcuttur. Astimli hastalarda epitel hasarlanmasi
cesitli sitokin, biiyiime faktorleri ve mediyatorlerin etkisi ile gerceklesir. Yeniden
yapilanmaya direk etkisi olan faktorler arasinda; transforming biliylime faktorii (TGF),
trombosit kaynakli biiyime faktorii, epidermal biiyiime faktorii, basit fibroblast biiylime
faktorii, endotelin 1 ve heparin baglayict epidermal biiyliime faktorii sayilabilir. Bu faktorlerin
fibroblast proliferasyonunu ve ekstraselliiler matriks olusumunu etkileyerek hava yolundaki

yeniden yapilanmaya katkida bulunduklari bilinmektedir [40].

b. Subepitelyal fibrozis

Astimin karakteristik bir 6zelligi de histolojik olarak bazal membran kalinlagsmasidir. Epitel
bazal membrani, bazal lamina ve lamina retikularis olmak {iizere iki tabakadan olusur.
Elektron mikroskopi ile hava yollarinda goriilen bazal membran kalinlagsmasi1 daha ¢ok lamina
retiikularisin hemen altindaki alanin kalinlagmasindan kaynaklanmaktadir. Subepitelyal
mesafedeki kalinlagsma, kollajen I, III, V ve ekstraselliiler matriks (Fibronektin, laminin,
tenaskin) birikimi ile olugsmaktadir [41]. Epitel hiicreleri, makrofajlar, eozinofiller, lenfositler
ve fibroblastlar tarafindan sentezlenen TGF-p, ekstraselliiler matriks olusumunu stimule eder.
Bu sitokinin ekspresyonu subepitelyal fibrozisin derecesi ile direk olarak iligkili bulunmustur

[42].
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¢. Goblet hiicre hiperplazisi

Havayolu yeniden yapilanmasinin bir bulgusu da hava yolu epitelindeki goblet hiicresi
sayisinda ve submukozal bez boyutundaki artisa bagli olarak asir1 mukus yapimidir. IL-9 ve
IL-13 mukus yapimini indiikleyebilir. Mukus asir1 yapimi hava yolu obstruksiyonuna neden

olur [43].

d. Hava yolu diiz kas kalinhi@inin artmasi

Hava yolu diiz kas kitlesinde hem hipertrofi hem de hiperplazi yeniden yapilanmanin en
onemli 6zelligidir. Yapilan bir ¢alismada astimli hastalarin diiz kas hiperplazisi sadece santral
havayollarinda, hipertrofi ise bronsiyoller dahil tiim hava yolunda mevcut oldugunu
gosterilmistir [44]. Diiz kas hiicrelerinin hava yolundaki yeniden yapilanmayr cesitli
sitokinler, biiyiime faktorleri veya matriks proteinleri salgilayarak ve adezyon molekiilleri

eksprese ederek gerceklestirmektedir.

e. Enflamatuvar hiicre infiltrasyonu

Hava yolu diiz kas hiicreleri degisik sitokin, kemokin ve biiyiime faktorleri salgilayarak
enflamatuvar hiicreleri uyarir, dolayisi ile hava yolu enflamasyonu ve yeniden yapilanmasinda
rol oynarlar. Bu hiicrelerin eotaksin, IL-8, monosit kemotaktik faktér 1-3 ve GM-CSF

salgiladiklar1 ve eozinofil salinim1 ve dmriiniin uzamasinda etkili olduklar bilinmektedir [40].

f. Mast hiicre infiltrasyonu

Mast hiicrelerinin, ge¢ faz inflamasyon olusumunda ve hava yollarindaki yeniden
yapilanmada onemli rolleri vardir [45]. Mast hiicre degraniilasyonu ve aktivasyonu; triptaz,
sisteinil 16kotrienler ve PGD2 gibi diiz kas remodelingi olugsmasinda etkin olabilecek cesitli
mediyatdrlerin  salinimma yol agar. Degraniile olan triptaz, fibroblast ve miyositlerin
proliferasyonuna ve tip I kollajen olusumuna neden olur [40, 46]. Hava yolundaki mast hiicre
miktarindaki artig, bronsiyal hiperreaktivite ve astimin agirligi ile ilgili en 6nemli faktorlerden
birisi olarak kabul edilmektedir [45]. Mast hiicrelerinin hava yolu yeniden yapilanmadaki rolii

Sekil 6’da sematik olarak goriilmektedir.
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Sekil 6. Mast hiicre aracili yeniden yapilanmanin sematik goriintiisii

g. Bronsiyal neovaskiilarizasyon

Anjiogenez ve mikrovaskiiler diizeyde yeniden yapilanma birgok faktoriin etkisi ile olusur ve
artmis vaskiilarite basta vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) gibi bir takim proanjiojenik
molekiillerin etkisi ile gelisebilir [40].

2.3.4 Hava yolu asir1 duyarhhgi

Normal bir kiside zararsiz olan uyari ile astimli bir hastada hava yolunda daralma goriilmesi
“hava yolu asir1 duyarlili§i” olarak tanimlanir ve astimdaki karakteristik, fonksiyonel
anomaliyi gosterir. Bu hava yolu daralmasi degisken hava akimi kisithiligina ve aralikli
semptomlara neden olur. Hava yolu asir1 duyarliligi, hem inflamasyona hem de hava
yolundaki tamire bagli olarak gelisir ve tedavi ile kismen geri doniistimliidiir. Mekanizmasi

tam olarak bilinmemektedir [47].

2.4. Astim tanisi

Astim tanisi i¢in genellikle anamnez, fizik muayene ve spirometrik testler yeterli olmaktadir.
Tan1 ¢ogu zaman tekrarlayan solunum sikintisi, O0kstiriik ataklari ve hisilti yakinmalarinin
varliginda konur. Semptomlarin degiskenligi nedeni ile astimli hastanin akciger dinleme
bulgular1 normal olabilir. En sik saptanan muayene bulgusu akciger oskiiltasyonunda sibilan
ronkiis duyulmasidir. Solunum fonksiyon testinde normal eriskinlerde 1.saniyedeki zorlu

ekspiratuvar voliimiin (FEV1) zorlu vital kapasiyete (FVC) oran1 %80°den, ¢ocuklarda ise
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%90’dan yiiksek olmalidir. Bu degerlerin altindaki sonuglar hava akimindaki azalmay1
diistindiirmektedir. FEV1°de spontan olarak veya bronkodilatdr inhalasyonu sonrasinda en
azindan %12’lik bir diizelme olmasi astim tanisini desteklemektedir [48]. Hafif-orta siddette
yakinmalar1 olup, fizik muayene bulgulart ve solunum fonksiyon testleri normal olan

olgularda astim tanis1 konulmasinda brons provokasyon testlerinden yararlanilir [49].

2.5. Astim Tedavisi

Kronik astim tedavisinin amaci klinik kontrolii saglamak ve devam ettirmektir. Tedavide
kullanilan ilaglar akut bronkospazmi diizelten rahatlaticilar ve uzun dénemde enflamasyonu
kontrol altina alip astim ataklar1 ve hastane yatislarini1 azaltan kontrol edici ilaglar olarak iki
gruptur. Inhale kortikosteroidler en etkili kontrol edici ilaglardir. Ayni zamanda astim
tedavisinde en giiclii antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Inhale steroidlerle tedavi, astim
semptomlarini kontrol etmekte, alevlenme sikligin1 azaltmakta ve yasam kalitesini, solunum
fonksiyonlarini, brons asir1 duyarliligini, egzersizin indiikledigi bronkokonstruksiyonu
diizeltmektedir. Vaskiiler gecirgenligi artirarak mukus yapimini uyaran ve bronkospazma
neden olan sisteinil I6kotrienlerini inhibe eden lokotrien antagonistleri siklikla tedavide
kullanilir. Salmeterol ve formoterol uzun etkili beta 2 agonisttir ve gii¢lii bronkodilatasyon
yaparlar. Uzun etkili beta 2 agonistin inhale kortikosteroid ile kullaniminin, inhale
kortikosteroid dozunun iki katina ¢ikarilmasindan daha etkili oldugu gosterilmistir [50].
Kromolin sodyum ve nedokromil sodyum, kronik astim tedavisinde benzer 6zellikleri olan
yan etkileri olduk¢a az iki farkli antienflamatuvar ilagtir. Mast hiicresini stabilize eder ve hem
erken hem de ge¢ faz reaksiyonu Onlerler. Teofilin, metilksantin grubundan hafif
antiinflamatuvar etkisi olan bronkodilatator bir ilagtir. Cocuklar ve eriskinlerde yavas
salilimli teofilin preparatlar1 kontrol edici ilag olarak kullanilabilmektedir. Oral steroidlerin
kullanimi, uzun dénemde goriilen yan etkilerinden dolay1 sadece akut astim ataklar1 ve agir
astimlilarda simirlandirilmigtir. Anti IgE (omalizumab) sadece yiiksek serum IgE diizeyi olan
hastalar igin kullanilabilen bir tedavi secenegidir. Inhale steroidler ile kontrol altina
almamayan agir alerjik astimli hastalarda kullanilabilir [51]. Astimda immunoterapi, astim
semptomlarina primer bir allerjenin yol agtig1 ve deri testi ile allerjen varhigi kanitlanmis
olgulara uygulanabilmektedir. Thl immun yanita doniisiim allerjen immunoterapisinin en

onemli amacidir [52].
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2.6. Folik Asit ve Astim

Folat yesil yaprakli sebzelerde, narenciye meyvelerde, kuru bakliyatlarda ve tahillar gibi
bircok yiyecekte dogal olarak bulunan suda ¢dziinen bir B vitaminidir. Folik asit, ticari
vitaminler ve islenmis gidalarda bulunan folatin monoglutamil ile okside edilmis formudur
[4]. Folik asit, pteroilmonoglutamik asittir; pteroik asit kismi, birbirine metilen kopriisii ile

bagli bir pteridin halka sistemi ve p-aminobenzoik asitten (PABA) ibarettir (Sekil 7) [4].

Follk asit
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Sekil 7. Folatin ve folik asitin kimyasal yapisi

Folat dogas1 geregi oldukca kararsiz olup gidalarda aktifligini kaybeder ve diisiik pH’da
okside olur [1]. Folik asit dogal besinlerde ve in vivo ortamlarda ¢ok az bulunan, ama buna
karsilik en stabil form oldugu i¢in ilag veya gida takviyesi olarak tercih edilen esas tiirevdir.
Folatin biyoaktivitesi gidanin hasati, depolanmasi, islemi ve hazirlanmasi esnasinda yaklagik
%50-75 oraninda kaybedilir. Folik asit ise folat ile kiyaslandiginda aylar hatta yillar boyunca
aktifligini korur [1]. Folik asit dogada bulunmaz. Folik asit ve monoglutamil folatlar baslica
jejenumdan enerji bagimli transport mekanizmast ile absorbe edilir [53]. Viicuda ilk
girdiginde dihidrofolata (DHF), DHF rediiktaz (DHFR) ile tetrahidrofolata (THF) doniistir.
THF folat dongiisiine girmeden oOnce karacigerde metil grubu eklenerek 5-
metiltetrahidrofolata (5-MTHF) doniisiir [4]. Plazmada biiyiik kismi metiltetrahidrofolat
halinde ve albumine zayif baglanarak taginir. 5-MTHF fizyolojik olarak folatin aktif
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formudur. Folati indirgenme kapasitesi sinirli oldugundan, yiiksek doz folik asit alimlarinda
dolagiminda indirgenmemis folik asit goriilebilir. Folat niikleotid biyosentezi, metiyonin
dongilisli ve metilasyon reaksiyonlarina katilan tek karbon iinitelerinin transferinde rol oynar.
Niikleotidlerin de nova sentezinde gerekli bir kofaktor olan folat DNA sentezinde,
kararliliginda, biitiiniiglinde ve DNA onariminda onemlidir [5]. Metiyonin dongiisiinde,
metiyonin sentezlenmesi i¢in, 5-MTHF, metiyonin sentetaz tarafindan katalize edilen
homosisteine metil grubu tasir [54]. Bu olay, bir¢ok metilasyon reaksiyonunun baslica metil
grubu donorii olan S-adenozil metiyonini (SAM) saglar [55]. Metil grubu aktarildiktan sonra
5-MTHF o6nce THF’a ve ardindan serin hidroksimetiltransferaz ile 5,10-
metilentetrahidrofolata doniisiir [56]. Folat metabolizmasinda anahtar substrat olan 5,10-
metilentetrahidrofolat ise metiyonin yenilenmesine veya niikleotid biyosentezine yonlenebilir

[57]. Folat ve folik asit metabolizmanin sematik goriiniimii Sekil 8’de goriilmektedir [58].
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Sekil 8. Folat ve folik asit metabolizmasinin 6zet semasi

Folat, insan sagliginda ve hastaliklarinda 6nemli rol oynar. Folat eksikligi gelisimsel gerilik,
noropsikiyatrik hastaliklar, kongenital hastaliklar, norol tiip defektleri, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve anemi gelisimi ile baglantili bulunmustur [1]. Ek olarak énemli epidemiyolojik

kanitlar, folat seviyelerinin akciger, orafarenks, 6zefagus, mide, rektum, pankreas, serviks,
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over, prostat ve meme gibi bircok malignite riski ile ters orantili oldugunu belirtmektedir [59-
61].

Noral tiip defektleri (NTD) konsepsiyondan sonraki 21. ve 28. giinler arasinda beyin ve spinal
kordda ortaya c¢ikan sik rastlanilan multifaktoriyel kompleks bir hastaliktir [62]. Cografik
boliimlere ve etnik gruplara dayanilarak tiim diinya genelinde, NTD prevelans1 her 1000
dogumda veya saptanan gebelikte bir ile on arasindadir [63]. Toplum kokenli galigmalara
dayanilarak, NTD’nin bir vitamin eksikligi oldugu gosterilmistir ve yavrulardaki NTD
riskinin eksojen perikonsepsiyonel folik asit alimi ile azaltilabilecegi 6nerilmektedir [64]. Son
on yili kapsayan calismalarda, folik asit eksikliginin NTD i¢in bir risk faktorii oldugu
sOylenmektedir ancak NTD’nin etyolojisinin folat metillenme metabolizmasi ile de iligkili
oldugu one siiriilmektedir [65]. NTD’lerin riskinin folik asit alimi ile azaldig1 randomize
kontrollii caligmalarda gosterildiginden, pek cok saglik organizasyonu kadinlara folattan
zengin gida alimi yaninda giinliik 0.4 mg sentetik folik asit alimin1 6nermektedir [1].

Folik asit gibi besin takviyelerinin, insan genomu iizerine uzun siirebilecek olast etkileri
olabilir. B6 vitamini, B12 vitamini ve folat gibi tek karbon metabolizmasi ile ilgili pek¢ok
gida takviyesi kullanimi1 histon modifikasyonunda ve DNA metillenmesinde degisikliklere yol
acabilir [58]. Folik asit gibi gestasyon sirasinda tek karbon metabolizmasinin kofaktorii olan
besinlerin fetal programlanmay1 etkileyebildigi ve DNA metillenme kalibinda ve gen
ifadesinde degisiklikler yapabildigi belirtilmektedir [6]. Astimin hem genetik hem de ¢evresel
risk faktorleri sonucu gelistigi diisiiniildiigiinde ¢ocukluk cagi astim gelisimi ve maternal
folik asit sliplementasyonu arasindaki nedensel iligki olduk¢a dikkat ¢ekmeye baglamistir.
Folik asitin epigenetik etkisi agouti farelerinde g¢alisilmistir. Waterland ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, diyetle alinan folik asitin, anne agouti farelerdeki metilasyonda bir
degisiklik gostermezken dogan yavrularda fenotipte ve metilasyonda etkilenme agikca
goriilmiistiir [66]. Hollingsworth ve arkadaslarinin yaptigi calismada, annenin prenatal
donemde metil donérii aliminin yavru farelerde allerjik havayolu hastaligi i¢in risk faktorii
oldugunu ve bu etkinin epigenetik diizenleme ile ortaya ¢iktigin1 raporlamislardir [23].
Gebelikte artmis folik asit kullaniminin, ¢ocuklarda solunumsal problemlere yol agabildigi
epidemiyolojik ¢aligsmalarda gosterilmistir [67, 68]. Norveg’te Haberg ve arkadaslari, 2000-
2005 yillar1 arasinda 32,007 cocukta yaptiklar1 genis caligmada, gebelikte ilk trimesterda
folik asit alan annelerden dogan ¢ocuklarin 18 aya kadar takiplerinde hava yolu enfeksiyonu
gecirme ve wheezing riskinde artis oldugunu raporlamistir [68]. Baker ve arkadaslarinin
yaptig1 aragtirmada ise maternal folik asit kullanimi 1 yasta wheezing ile iliskili bulunurken,

1-8 yas arasinda astim semptomlari, wheezing, alt solunum yolu enfeksiyonu, egzama ile

20



iliskili bulunmamistir [69]. Bagka bir ¢calismada ise, maternal folik asit aliminin ¢ocuklardaki
atopi, astim, wheezing riskinde artig ile iliskili olmadigi, farkli olarak maternal intraselliiler
folik asit diizeyleri ile 6-7 yas astim siklig1 arasinda ters bir iligki oldugu bildirilmistir [70].
Gebelikte folik asit kullanimi ile astim arasinda herhangi bir iliskinin olmadigini belirten
calismalar da yaymlanmistir [70-72]. Yapilan ¢alismalara bakildiginda bu iligki net degildir.
Daha once yapilan deneysel calismalarda yiiksek metil donorii iceren diyetle beslenen
farelerde artmis allerjik hastalik gelisim riski gosterilmekle birlikte calismamizda farkl: olarak
anneye verilen folik asitin yavrularinda allerjik hastalik gelisim yatkinligini nasil etkiledigi ilk
kez ¢alisilacaktir. Calismamizin ana hipotezi fare modelinde in utero metil donorii olan folik

asit sliplementasyonuyla artmis hava yolu duyarliliginin histolojik olarak ortaya konulmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 09.10.2013 tarih

ve 80/2013 protokol numarali karar ile onay almistir.

3.1. Anne farelerin secimi ve deney gruplariin olusturulmasi

6-8 haftalik 18-20 gr agirligindaki ad libitum olarak beslenen BALB/c cinsi 12 adet disi fare
caligmaya alindi. Her bir grupta ii¢ adet disi fare olacak sekilde hayvanlar dort gruba ayrildi.
Calisma igin kullanilan fareler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’ndan temin edildi. Fareler klimali odalarda 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda oOnceden dezenfekte edilmis plastik tabanli, zemine talas serili metal
korumali fare kafeslerinde 20-25 °C 1s1, %50 nem standart besin ve su ile beslenerek
muhafaza edildi. Gebelik i¢in vajinal smearda Ostrus donemi saptanan disi fareler katima
birakildi. Katim giinii gebeligin 0. giinli olarak kabul edildi. Birinci gruptaki {i¢ gebe fareye
tiim gebelik boyunca, ikinci gruptaki ii¢ gebe fareye gebeligin ilk haftasi boyunca folik asit,
farelerin giinliik aldig1 su miktar1 hesaplanarak igme sularina eklendi. Normal bir gebe
kadinin gebelikte 400 mikrogram folik asit kullanmasi onerilmektedir [1]. Normal bir gebe
kadin, 60 kilogram kabul edilirse, gram basina ihtiya¢ duyulan folik asit dozu 0,0066
mikrogramdir. Farelere uygulanan folik asit dozu 0,0066 mcg/gr olacak sekilde gebe kadinin
ihtiyaci olan miktara dayanarak hesaplanmistir. Tiim yavrularin hesaplanan miktardaki folik
asiti, icme sularryla standart olarak almas1 saglandi. Uciincii gruptaki ve dordiincii gruptaki iic
gebe fareye folik asit sliplementasyonu yapilmadi. Deney icin her bir gruptaki annelerin 14

glinliik yavru fareleri alinarak agagidaki gibi tekrar gruplandirildi.

3.2. Calisma Gruplan

BALB/c cinsi yenidogan fareler, antenatal donemde folik asit uygulanmasina gore
gruplanarak dort gruba ayrildi.

Grup 1 (n=7): Tim gebelik boyunca folik asit uygulanan anne fareden dogan astim modeli
olusturulan yenidogan grup

Grup 2 (n=9): Gebeligin ilk bir haftasinda folik asit uygulanan anne fareden dogan astim
modeli olusturulan yenidogan grup

Grup 3 (n=8): Gebeliginde folik asit uygulanmayan anne fareden dogan astim modeli

olusturulan yenidogan grup
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Grup 4 (n=9): Gebeliginde folik asit uygulanmayan anne fareden dogan astim modeli
uygulanmayi1p intraperitoneal ve inhalasyon yoluyla salin uygulanan kontrol grubu

Gruplar tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1.Deney gruplari

Gruplar Grup sayisi Antenatal Postnatal durum
(n) durum(Folik asit
kullanimi)
Grup 1: Gebelik 7 Tiim gebelik Neonatal astim modeli

boyunca folik asit boyunca

alan grup
Grup 2: Gebeligin 9 Gebeligin ilk bir ~ Neonatal astim modeli
ilk haftas1 folik asit haftasi

alan grup
Grup 3: Gebelikte 8 Yok Neonatal astim modeli

folik asit almayan

grup
Grup 4: Kontrol 9 Yok Intraperitoneal ve
Grubu inhalasyon salin

uygulamast

3.3. Astim modelinin olusturulmasi

In-Sik Shin ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan neonatal astim modeli modifiye edilerek
kullanild1 [73]. Gruplardaki fareler postnatal 14 giinliiktii. Kontrol grubu (Grup 4) disinda
diger gruplardaki farelere, 10pg intraperitoneal tavuk yumurta ovalbumin (OVA; Grade V,
Sigma, St Louis, MO, USA) 14 giin ara ile iki kez uygulanarak duyarlilagtirildi. Kontrol
grubundaki farelere ayni yol ve miktarda salin soliisyonu uygulandi. Duyarlilastirilan farelere
son immunizasyondan 14 giin sonra (postnatal 42. giinde) baslamak iizere, giinde 30 dakika
siire ile li¢ giin boyunca steril salin i¢indeki %1’lik ovalbumin soliisyonundan olusan aerol

inhale ettirildi. Inhalasyon uygulamalari, jet nebiilizator ile bagli 40x30x20 cm ebatlarmdaki
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cam odacign icine fareler gruplar halinde koyularak tiim viicut inhalasyon sistemi ile yapildi.
Bu nebiilizator sistemi ile verilen aerosol <4um capinda >%80 partikiil ayrigmasina olanak
sagladi. Partikiil konsantrasyonu 10-20mg/m3 idi. Kontrol grubundaki farelere ( Grup 4 ) ayni1
sistem ile salin inhalasyonu yapildi. Sekil 1’de modifiye neonatal astim modeli olusturma

protokolii verilmistir.

Postnatal Giinler
(PNG)
PNG O PNG 14 PNG 28 PNG 424344
intraperitonee?
OVA

Sekil 9. Modifiye neonatal astim modeli olusturma protokolii

3.4. Hayvan yasamini sonlandirma zaman ve yontemi
Fareler son tedavinin uygulanmasindan 24 saat sonra 35 mg/kg ketamin ve Smg/kg ksilazinin

intraperitoneal olarak verilmesi ile sakrifiye edildi.

3.5. Histolojik incelemeler
Tiim farelerin sol akciger orta zonundan alinan doku 6rnekleri tedavi gruplarini bilmeyen iki

histolog tarafindan yapisal degisiklikler agisindan incelendi.

3.5.1.Is1k Mikroskobik Doku Takip Protokolii

%10’luk formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekleri, fiksatiflerin uzaklastirilmasi amaciyla
bir gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’den
%95’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 20’ser dakika dort degisim aseton
soliisyonlarindan gecirildikten sonra iki degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etiiv
icerisinde iki degisim parafin uygulanip birer saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra
dokular parafin bloklar icerisine gdmiildii (Tablo 2). Parafin bloklardan inceleme yapmak

amaciyla mikrotom aracilig ile Spm’lik kesitler alindi.
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Tablo 2. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastirilmasi Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflastirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme %60 C etiiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
GOomme Parafin

3.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu

Mikrotom araciligi ile alinan 5Sp’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in bir gece
60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ar dakika {i¢ degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan
dehidratasyon islemi i¢in %95’den %70’e azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler on
dakika akarsu altinda yikandi. On dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in on dakika akarsuda yikanan kesitler, iki dakika eozin
boyast ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95°lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim de tutulduktan sonra
entellan ile kapatildi (Tablo 3). Hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanan akciger doku
orneklerinin genel histolojik 6zellikleri incelendi. Her denege ait preparatlardan beser alanda

epitel kalinlig1, subepiteliyal diiz kas kalinlig 6l¢iildii.
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Tablo 3. Hematoksilen-Eozin boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon (3 degisim) 20 dk

Dehidratasyon % 95 alkol Yikama
% 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5dk
% 80 alkol 1 yikama
% 95 alkol 1 yikama
Seffaflastirma (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan

3.5.3.Periodik asid-schiff Boyamasi (PAS)

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin bir gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki bir saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi igin iki degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 3-5 dakika periyodik asit ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 1-2 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 20-25 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dakika
akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in sirastyla %70, %80, %96 ve iki seri
absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika {i¢ degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 4). PAS ile boyanan kesitlerde goblet

hiicreleri sayildi.
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Tablo 4. PAS boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon 1 (Etiivde) 1 Saat
Deparafinizasyon 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika

Rehidratasyon %100-100-96-80-70°1ik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Periodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-25 Dakika
Yikama Akar su 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika

Dehidratasyon % 60-70-80-96-100’liik Alkol Calkalama

Seffaflagtirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan

3.5.4.Toluidin Blue Boyasi

Deparafinize edilen doku kesitleri 30 dk toludin blue boyasinda bekletildi. Ardindan ksilen

serilerinden gecirilip entellan ile kapatildi.

degerlendirildi.

3.5.5.Is1ik mikroskobik degerlendirme

Epitel ve subepitelyal diiz kas tabakalarinin degerlendirilmesi amaciyla, 6l¢timler her hava
yolunun dort noktasindan yapilmistir. Her boliimiin yaklasik iki ya da ii¢ hava yolu icerdigi
g6z Oniine alindiginda, her fare icin yaklasik 20 yada daha fazla hava yolu degerlendirildi.
Fotomikrografikler Olympus DP70 modeli mikroskop (Olympus Optical, Tokyo, Japonya)

iizerine uyarlanmis Olympus DP71 kamera (Japonya) tarafindan alinmustir. Olgiimler

Istk mikroskobu ile mast hiicre sayisi



Windows Siiriimii 3.00 yazilimi UTHSCSA Goriintii Aract ile yapilmistir. Birbirini takip
eden on bdliim toluidin mavisi ve diger on bdliim PAS ile boyandi. Fotomikrograflar, toluidin
mavisi ile boyanan her boliimiin bes alanindan rastgele alindi. Mast hiicre sayimi icin, 16,400
um? bir alani temsil eden standart bir seffaf sayma cercevesi elle kullamldi ve her fotografin
sekiz alani her bir fare i¢in incelendi. PAS ile boyanmis goblet hiicreleri, her farenin on
bolimiinde numaralandirildi. Her boliimde, rastgele se¢ilmis iic ila bes hava yolu
fotograflandi. Tiim hava yollarinin ¢evresi Olgiildii ve bu alanlardaki goblet hiicre sayilar
kaydedildi. Standardizasyon i¢in 100 mikrometre uzunluktaki goblet hiicre sayisi, toplam
goblet hiicre sayisinin, hava yolu ¢evresinin toplam uzunluguna boéliiniip, sonucu yiiz ile

carpilarak analiz edilmistir.

3.5.6.iImmiinohistokimyasal Yontem

Immiinohohistokimyasal inceleme icin primer antikor olarak vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) (Bs-1313R, Bioss), matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) (bs-0397R, Bioss)
TGF- (SAB 21701) ve Caspase-3 (AB3623, Milipore) antikorlar1 kullanildi. 60°C lik etiivde
bir gece ve ksilolde ii¢ degisim 20’ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol
serilerinde rehidrate edildikten sonra on dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden
kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile ¢evreleri sinirlandi. Caspase-3 icin yiiksek
1s1da bes dakika 10 mM sitrat bufferda tutulan dokular 20 dakika sogumaya birakildi. Diger
antikorlar i¢in Tripsin (00-3008, Digest All 2A, Zymed, San Francisco, California, CA)
soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan kesitler yikandi. Tiim antikorlar i¢in doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla on dakika %3’liik Hidrojen peroksit uygulandi.
Ug defa beser dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler bir saat oda 1sisinda
bloklama soliisyonu (Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile inkiibe edildi
ve ardindan yikama yapilmadan primer antikorlar ile bir gece +4°C’de bekletildi. Ardindan
fosfatli tampon sollisyonu ile ili¢ defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(Invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dakika muamele edildi. PBS solusyonu ile
yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
(Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30 dakika uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale
getirilmesi i¢in diaminobenzidin (DAB) boyasi (1718096, Roche) kullanildi. Zemin boyamasi
Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen

kesitler ksilol ile seffaflastirma igslemine tabi tutulup sonra entellan ile kapatildi [74].

28



3.5.8.Semikantitatif Yontem ile Skorlama
Her denege ait kesitlerden beser alanda skorlama yapilip ortalamalar1 alindi. Skorlamada 0:

boyanma yok, 1: az boyanma, 2: orta boyanma, 3: siddetli boyanma olarak degerlendirildi.

3.5.9.Verilerin istatistiksel analizi

Calisma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildi. Degerlendirmede ortalama ve
standart sapmalar belirlendi. Gruplar aras1 farklihlk Kruskal Wallis, gruplar arasindaki
farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. Tiim

sonuclarda p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Her gruptan toplam 33 fare caligmay1 tamamladi. Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup
1), gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grup (Grup 2), gebelikte folik asit almayan grup (Grup
3) ve kontrol gruplarinin (Grup 4) epitel kalinligi, subepitelyal diiz kas kalinligi, mast ve

goblet hiicre sayilarini igeren histolojik verileri Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Tiim gruplarin 151k mikroskopi histolojik parametreleri

Epitel Kalinlig1 Subepitel diiz Goblet Hiicre Mast Hiicre
(um)* kas kalinlig say1s1/100 (um)* say1s1/16400
(nm)* (um?)*
Grup 1 50,9 (41,5-63) 10,6 (8-15.9) 4 (0-12) 0 (0-2)
Gebelik
boyunca folik
asit alan grup
Grup 2 31,3 (25,1-44,6) 9,7 (6,2-13,5) 4,5 (0,75-6,5) 1 (0-1,25)
Gebeligin ilk
haftasi folik
asit alan grup
Grup 3 26,5 (23,7-38,2) 6,8 (5,6-8,6) 3(0-9) 0 (0-1,25)
Gebelikte folik
asit almayan
grup
Grup 4 20,2 (17,6-22.,9) 4 (3,4-5) 0 (0-1) 0 (0-0,75)

Kontrol Grubu

p degeri!
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Grup 1-2 <0,001** 0,017 0,695 0,973

Grup 1-3 <0,001** <0,001** 0,505 0,198
Grup 1-4 <0,001** <0,001** <0,001%** 0,002%*
Grup 2-3 0,015%* 0,002%* 0,937 0,139
Grup 2-4 <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
Grup 34 <0,001** <0,001** <0,001** 0,01**

*Degerler ortanca (IQR 25-75%) olarak ifade edilmistir. IQR: ¢eyrekler arasi agiklik
! Mann Whitney U test, ** p<0,05

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1) ve gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grubun
(Grup 2), 151k mikroskopisi histolojik verileri karsilastirildiginda; gebelik boyunca folik asit
alan grupta (Grup 1) epitel kalinlig1 (p: <0,001) ve subepitelyal diiz kalinliginin (p: 0,017)
anlamli sekilde artmis oldugu gosterildi. Mast (p: 0,695) ve goblet hiicre sayilar1 (p: 0,973)
icin iki grup karsilastirildiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
(Tablo 5).

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1) ve gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3)
151k mikroskopisi histolojik verileri karsilastirildiginda; gebelik boyunca folik asit alan grupta
(Grup 1) epitel kalinlig1 (p: <0,001) ve subepitelyal diiz kas kalinliklarinin (p: <0,001) anlaml
sekilde artmis oldugu gosterildi. Mast (p: 0,505) ve goblet hiicre sayilarinda (p: 0,198)
istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 5).

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1) ve kontrol grubunun (Grup 4) 151k mikroskopisi
histolojik verileri karsilastirildiginda; gebelik boyunca folik asit alan grupta (Grup 1) epitel
kalinliklart (p: <0,001), subepitelyal diiz kas kalinliklart (p: <0,001), mast hiicre sayilar1 (p:
<0,001) ve goblet hiicre sayilarinin (p: 0,002) anlamli sekilde artmis oldugu gosterildi (Tablo
5).

Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grup (Grup 2) ve gebelikte folik asit almayan grubun
(Grup 3) verileri karsilagtirildiginda; gebeligin ilk haftas: folik asit alan grupta (Grup 2) epitel
kalinliklar (p: 0,015) ve subepitelyal diiz kas kalinliklarinin (p: 0,002) anlaml sekilde artmis
oldugu goriildii. Mast (p: 0,937) ve goblet hiicre sayilarinda (p: 0,139) istatiksel olarak
anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 5).
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Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grup (Grup 2) ve kontrol grubunun (Grup 4) 1sik
mikroskopisi histolojik verileri karsilastirildiginda; gebeligin ilk haftasi folik asit alan grupta
(Grup 2) epitel kalinliklart (p: <0,001), subepitelyal diiz kas kalinliklar1 (p: <0,001), mast
hiicre sayilar1 (p: <0,001) ve goblet hiicre sayilarinin (p: <0,001) anlamli sekilde artmis
oldugu gosterildi (Tablo 5).

Gebelikte folik asit almayan grup (Grup 3) ve kontrol grubunun (Grup 4) 151k mikroskopisi
histolojik verileri karsilastirildiginda; gebelikte folik asit almayan grupta (Grup 3) epitel
kalinliklar (p: <0,001), subepitelyal diiz kas kalinliklar1 (p: <0,001), mast hiicre sayilar1 (p:
<0,001) ve goblet hiicre sayilarmin (p: 0,01) anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
astim modelinin ¢aligma grubundaki farelerde basari ile olusturuldugunu gostermistir (Tablo
5).

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1), gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grup (Grup
2), gebelikte folik asit almayan grup (Grup 3) ve kontrol gruplarinin (Grup 4)
immiinohistokimyasal inceleme i¢cin VEGF, MMP-9, TGF-B, Caspase-3 antikorlarinin

semikantitatif yontem ile skorlama sonuglar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Tiim gruplarin immiinohistokimyasal parametreleri

Caspase-3* TGF-p* VEGF* MMP-9*

Grup 1 1(0,75-2) 2 (1-2) 2 (1,75-2) 1,5 (1-2)
Gebelik boyunca

folik asit alan

grup

Grup 2 1(0,5-2) 1(1-2) 2 (1,25-2) 1 (1-1,25)
Gebeligin ilk

haftas folik asit

alan grup

Grup 3 1(1-2) 2 (1,25-2) 1(1-1,5) 0,5 (0-1)
Gebelikte folik

asit almayan

grup

Grup 4 0(0-1) 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0,5 (0-1)

Kontrol Grubu
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p degeri’

1-2 0,89 0,41 0,71 0,08
1-3 0,6 0,74 0,025%* 0,006**
1-4 0,009** 0,006** 0,001 % 0,012%x*
2-3 0,48 0,21 0,035%x* 0,016**
24 0,008%* 0,006** <0,001** 0,022%*
34 0,001** 0,002%* 0,001 % 0,95

*Degerler ortanca (IQR 25-75%) olarak ifade edilmistir. IQR: ¢eyrekler arasi agiklik
! Mann Whitney U test, ** p<0,05

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1) ve gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun
(Grup 2) immiinohistokimyasal verileri karsilagtirildiginda; caspase-3 (p: 0,89) ve TGF-f (p:
0,41), VEGF (p: 0,71) ve MMP-9 (p: 0,08) ile immiinoreaktivite agisindan iki grup arasinda
anlaml fark bulunmamuistir (Tablo 6).

Gebelik boyunca folik asit alan grup (Grup 1) ile gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3)
akciger dokular1 immiinohistokimyasal verileri karsilastirildiginda caspase-3 (p: 0,6) ve TGF-
B (p: 0,74) ile boyanma acisidan iki grup arasinda istatiksel olarak farklilik bulunmadi.
Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) akciger dokulari, gebelikte folik asit almayan
gruba (Grup 3) gore VEGF (p: 0,025) ve MMP-9 (p:0,006) ile anlamli 6l¢lide daha fazla
immiinoreaktivite gosterdigi saptanmistir (Tablo 6).

Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) akciger dokulari, kontrol grubuna (Grup 4)
gore caspase-3 (p:0,009), TGF-B (p:0,006), VEGF (p: 0,001) ve MMP-9 (p:0,012) ile
istatiksel olarak anlamli olarak daha fazla immiinoreaktivite gostermistir (Tablo 6).

Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grubun (Grup 2) akciger dokularinda, gebelikte folik asit
almayan gruba (Grup 3) gore caspase-3 (p:0,48) ve TGF-B (p:0,21) ile immiinoreaktivite
acisindan farklilik bulunmamistir. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) akciger
dokular1 gebelikte folik asit almayan gruba (Grup 3) gore VEGF (p:0,035) ve MMP-9
(p:0,016) ile istatiksel olarak anlamli daha fazla immiinoreaktivite gostermistir (Tablo 6).
Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grubun (Grup 2) akciger dokulart kontrol grubuna (Grup
4) gore caspase-3 (p:0,008), TGF-B (p:0,006), VEGF (p:<0,001) ve MMP-9 (p: 0,022) ile

istatiksel olarak anlamli daha fazla immiinoreaktivite gostermistir (Tablo 6).
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Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) akciger dokular1 kontrol grubuna (Grup 4) gore
caspase-3 (p:0,001), TGF-B (p:0,002) ve VEGF (p:0,001) ile anlamli 6l¢iide daha fazla
immiinoreaktivite gostermigken, MMP-9 (p:0,95) ile iki grubun arasinda istatiksel olarak

anlamli farklilik bulunmamaktadir (Tablo 6).

Tilim gruplarin 151k mikroskopik goriiniimleri asagida verilmistir (Resim 1-15).
Isik mikroskopik c¢alismalarda kontrol grubunda (Grup 4) histolojik bulgular normal

saptanmistir (Resim 1-3).

Resim 1. Kontrol grubunun (Grup 4) akciger kesitleri (H&E boyama): Brong, bronsiyol
yapilart ve parankima olagan goriinlimdedir. Epitel yiiksekligi normal, subepitelyal diiz kas

ince bir tabaka halinde gozlenmektedir (¢ift tarafli siyah ok)
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Resim 2. Kontrol grubunun (Grup 4) akciger kesitleri (PAS boyama): Goblet hiicre artis1

gozlenmemektedir.

Resim 3. Kontrol grubunun (Grup 4) akciger kesitleri (Toluidin blue boyama): Akciger

parankiminde mast hiicresi artig1 izlenmemektedir.
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Resim 4. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) akciger kesitleri (H&E boyama):

Peribronsiyoler alanlarda mononiikleer infiltrasyon mevcuttur (siyah ok).

o

Resim 5. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) akciger kesitleri (H&E boyama):

Epitel ve subepitelyal kalinliklar (¢ift yonlii siyah ok) kontrol grubuna (Grup 4) gore artmis

olarak gozlenmektedir.
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Resim 6. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) akciger kesitleri (PAS boyama):
Epitelde artmig PAS pozitif goblet hiicreleri ve PAS pozitif materyal gézlenmektedir (siyah
ok).

Resim 7. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) akciger kesitleri (Toluidin blue
boyama): Akciger parankiminde mast hiicreleri (oklar) kontrol grubuna (Grup 4) gore artmis

olarak izlenmektedir.

37



Resim 8. Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grubun (Grup 2) akciger kesitleri (H&E

boyama): Peribronsiyoler alanlarda mononiikleer infiltrasyon gézlenmektedir (siyah ok).

Resim 9. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) akciger kesitleri (H&E
boyama): Epitel ve subepitelyal kalinliklarda (cift yonlii siyah ok) gebeliginde folik asit

almayan gruba (Grup 3) gore artmis goriilmektedir.
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Resim 10. Gebeligin ilk haftas:1 folik asit alan grubun (Grup 2) akciger kesitleri (PAS
boyama): Epitelde goblet hiicrelerinde artis (siyah ok) izlenmektedir.

Resim 11. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) akciger kesitleri
(Toluidin blue boyama): Akciger parankiminde mast hiicreleri (oklar) artmis olarak

izlenmektedir.
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Resim 12. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) akciger kesitleri (H&E
boyama): Havayolunu cevreleyen epitel yer yer ayrilmalar nedeni ile diizensiz ve yiiksek
boylu olarak gozlenmekte, peribronsiyoler alanlarda yaygin mononiikleer infiltrasyon

izlenmektedir (siyah basli ok).

boyama): Epitel ve subepitelyal kalinliklarda (¢ift yonlii sar1 ok) diger tiim gruplara gore

artmis goriilmektedir.
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Resim 14. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) akciger kesitleri (PAS
boyama): Epitelde artmig goblet hiicreleri (siyah ok) izlenmektedir. Gebeliginde folik asit
almayan grubla (Grup 3) goblet hiicre sayisi acisindan aralarinda istatiksel farklilik

bulunmamaktadir.

Resim 15. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) akciger kesitleri (Toluidin
blue boyama): Akciger parankiminde mast hiicreleri (oklar) artmis olarak izlenmektedir.
Gebeliginde folik asit almayan grubla (Grup 3) mast hiicre sayisi agisindan aralarinda

istatiksel farklilik bulunmamaktadir.
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Tim gruplarin immiinohistokimyasal boyamalar sonucundaki mikroskopik goriiniimleri

asagida verilmistir (Resim 16-31).

,‘ 2 .
Resim 16. Kontrol grubunun (Grup 4) Caspase-3 ile boyal akciger kesitleri: Kontrol

grubunun caspase-3 ile boyanmig resmi goriilmektedir. Caspase-3 immiinoreaktivitesinde artig

gdzlenmemistir.

Resim 17. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) caspase-3 ile boyah akciger
kesitleri: Epiteliyal alanda kontrol grubuna (Grup 4) gore artmig caspase-3

immiinoreaktivitesi gosteren hiicreler (siyah ok) goriilmektedir.
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Resim 18. Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grubun (Grup 2) caspase-3 ile boyal
akciger kesitleri: Brons epiteli ve parankimada caspase-3 immiinoreaktivitesi artmig hiicreler
(siyah ok) goriilmektedir. Gebeliginde folik asit almayan grupla (Grup 3) aralarinda istatiksel

farklilik bulunmamaktadir.
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Resim 19. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) caspase-3 ile boyah akciger
kesitleri: Brong epiteli ve parankimada caspase-3 immiinoreaktivitesi artmis hiicreler (siyah
ok) goriilmektedir. Gebeliginde folik asit almayan grupla (Grup 3) aralarinda istatiksel

farklilik bulunmamaktadir.
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Resim 20. Kontrol grubunun (Grup 4) TGF-f ile boyah akciger kesitleri: Kontrol
grubunun (Grup 4) akciger parankiminin TGF-f ile boyanmis resmi goriilmektedir.Hem

parankimal hem de epiteliyal alanda az miktarda TGF-$ immiinoreaktivitesi gdzlenmektedir.

Resim 21. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) TGF-f ile boyah akciger

kesitleri: Hem parankimal hem de epiteliyal alanda kontrol grubuna (Grup 4) gore artmis

TGF-B immiinoreaktivitesi gézlenmektedir.
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Resim 22. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) TGF-p ile boyal akciger

kesitleri: Epitelde ve parankimada, gebeliginde folik asit almayan grupla (Grup 3) TGF-B

immiinoreaktivitesi agisindan istatiksel farklilik bulunmamaktadir.

Resim 23. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) TGF-p ile boyah akciger

kesitleri: Epitelde ve parankimada, gebeliginde folik asit almayan grupla (Grup 3) TGF-B

immiinoreaktivitesi agisindan istatiksel farklilik bulunmamaktadir.
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Resim 24. Kontrol grubunun (Grup 4) VEGF ile boyali akciger kesitleri: Kontrol
grubunun (Grup 4) akciger parankiminin VEGF ile boyanmis resmi goriilmektedir. Zay1f

VEGF immiinoreaktivitesi gézlenmistir.

Resim 25. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) VEGF ile boyah akciger
kesitleri: Epitel ve damar duvarinda VEGF ile pozitif boyanmalar (siyah ok) goriilmektedir.

Kontrol grubuna gore (Grup 4) VEGF ile artmis immiinoreaktivite gostermektedir.
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Resim 26. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) VEGF ile boyah akciger
kesitleri: Akciger parankimi VEGF ile gebeliginde folik asit almayan gruba (Grup 3) gore

artmig immiinoreaktivite gostermektedir.

Resim 27. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) VEGF ile boyah akciger

kesitleri: Akciger parankimi, gebeliginde folik asit almayan gruba (Grup 3) gore VEGF ile
daha fazla immiinoreaktivite gostermistir. Damar duvarinda VEGF ile pozitif boyanmalar

(siyah ok) goriilmektedir.
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Resim 28. Kontrol grubunun (Grup 4) MMP-9 ile boyali akciger kesitleri: Kontrol

grubunun akciger parankiminin MMP-9 ile boyanmis resmi goriilmektedir.

Resim 29. Gebelikte folik asit almayan grubun (Grup 3) MMP-9 ile boyah akciger
kesitleri: Akciger parankimini, kontrol grubuyla (Grup 4) MMP-9 ile immiinoreaktivite

acisindan karsilagtirildiginda aralarinda farklilik bulunmamaktadir.
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Resim 30. Gebeligin ilk haftasi folik asit alan grubun (Grup 2) MMP-9 ile boyah akciger
kesitleri: Akciger parankimi gebelikte folik asit almayan gruba (Grup 3) gore MMP-9 ile

daha fazla immiinoreaktivite gostermistir.

Resim 31. Gebelik boyunca folik asit alan grubun (Grup 1) MMP-9 ile boyal1 akciger
kesitleri: Akciger parankimi, gebelikte folik asit almayan gruba (Grup 3) gére MMP-9 ile

daha fazla immiinoreaktivite gostermistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda gebelikte folik asit kullaniminin, allerjik hava yolu hastaliginin histolojik
bulgularindan olan epitel ve subepitelyal diiz kas kalinligini, VEGF ve MMP-9 ile pozitif
immiinoreaktiviteyi arttirdigini géstermis bulunmaktay1z.

Gebelikte ilk trimesterda major konjenital anomali riskini azaltmak i¢in, 6zellikle
konsepsiyondan bir veya ii¢ ay dncesinden yeterli folat diizeyinin saglanmasi 6nemlidir [75].
Noral tiip defekt riskinin folik asit alimi ile azaldig1 randomize kontrollii ¢alismalarda
gosterildiginden, gebe kadinlara folattan zengin gida alimi yaninda giinliik 0.4 mg sentetik
folik asit alim1 6nerilmektedir [1]. Erken gebelik doneminde folat diizeyinin yeterli olmasi
gerekliyken, folik asit takviyesinin insan saglig1 lizerine uzun siireli etkileri ¢ok iyi
anlasilmamistir. Son yillarda, maternal folik asit alimi ile cocukluk ¢agi astim ve allerjik
hastalik riski arasindaki iliski, ¢eligkili sonuglar iceren ¢ok sayida ¢alismalar ile arastirilmistir
[76]. Cocuklardaki astim prevalansi, 1980-1995 yillari arasinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde %3.5” ten %7.5’e ve 1964-2004 yillar1 arasinda Ingiltere’de %4.1°den %28.4’¢
yiikselmistir [77]. Gliniimiizde halk saglig1 kuruluslari, beslenme, diyet, asilama ve ¢evresel
maruziyetler gibi allerji ile iliskili durumlari ve astim prevalansini azaltmaya odaklanmistir
[78, 79].

Daha once yapilan deneysel calismalarda yiiksek metil donorii iceren diyetle beslenen
farelerde artmis allerjik hastalik gelisim riski epigenetik mekanizmalar ile agiklanmaya
calisilmistir. Arastirmamizda farkli olarak anneye verilen folik asitin, yavrularinda allerjik
hastalik gelisim yatkinligint histopatolojik olarak nasil etkiledigi ilk kez caligilmistir.
Gebelikte hem annenin allerjik fenotipi ve ¢evresel maruziyeti sonradan gelisebilecek allerjik
hastalik riskini belirler. Hollingsworth ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, annenin
prenatal donemde metil dondrii aliminin yavru farelerde allerjik hava yolu hastali1 igin risk
faktorii oldugu ve bu etkinin epigenetik diizenleme ile ortaya c¢iktigi gosterilmistir [23].
Laktasyonda veya eriskin donemde, diyette metil donor aliminin farelerde allerjik hava yolu
hastaligin1 6nemli derecede etkilemedigi gosterilmistir. Bu bulgular duyarlanma penceresinin
kritik doneminin gestasyon oldugunu desteklemektedir [23].

Astim hava yollarinda enflamasyon, yeniden yapilanma ve solunum fonksiyonlarinda diisiis
ile karakterize kronik enflamatuvar bir hastaliktir [80]. Hava yolu enflamasyonu,
patogenezdeki en Oonemli unsurlardan birisidir. Hava yollarinda inflamasyonun 6nemli bir
sonucu, hava yollarindaki yapisal hiicrelerin ve ekstraselliiler matriks elemanlarinin yapz,

organizasyon ve fonksiyonlarimin farklilasmasi ile gerceklesen ve remodeling diye

50



adlandirilan degisikliklerdir. Goblet hiicre hiperplazisi, bazal membranda kalinlagsma,
subepitelyal fibrozis, hava yolu diiz kaslarinda hipertrofi/hiperplazi ve anjiogenezis
remodeling siiresince olusmaktadir [81].

Insanlardaki remodeling siirecini taklit eden astim modelleri, hayvan ¢alismalarinda basari ile
olusturulmustur [82]. Calismamizda astim modeli olarak In-Sik Shin ve arkadaslari tarafindan
tanimlanan neonatal astim modelini modifiye ederek kullandik [73]. Calismamizda astimi
destekleyen histolojik bulgulardan epitel kalinligi, subepitelyal diiz kas kalinligi, goblet ve
mast hiicre sayis1 parametrelerinde goriilen belirgin degisiklikler, astimin neonatal hayvan
modelinde basari ile olusturuldugunu desteklemistir.

Hava yolu yeniden yapilanmasinda hava yolu tonusunu belirleyen en 6nemli etkenlerden
birisi de hava yolu diiz kasi olarak bilinmektedir. Solunum yolu diiz kas kitlesinde artis
astimda hava yolunu yeniden yapilanmasimin en belirgin 6zelligidir [40]. Goblet hiicre
hiperplazisi allerjen ile indiiklenen astimin hava yolundaki erken bulgularindan olup, uzun
donem ‘remodeling’in 6nemli elemanlarindan biridir ve deneysel fare modellerinde erken
safhalarda rahatlikla gézlemlenir [40]. Bizim ¢alismamizda da, gebeliklerinde folik asit alan
gruplarda, gebeliginde folik asit almayip astim modeli uygulanan gruba gore epitel kalinligi,
subepitelyal diiz kas kalinlig1 istatiksel olarak anlamli sekilde artmis bulunmustur. Mast ve
goblet hiicre sayisi folik asit alan gruplarda daha fazla olmakla beraber istatiksel anlamlilik
bulunmamistir. Bu bulgular bize folik asitin intrauterin maruziyetinin, histolojik olarak
allerjik hava yolu hastaligi bulgularini arttirdigini géstermektedir.

Farelerin ortalama gebelik siiresinin 21-23 giin oldugunu goz oniine alarak, ¢alismamizda bir
grup fareye bir hafta siireyle (ilk trimester) diger gruba da tiim gebelik boyunca folik asit
uygulamasi yaptik. Avustralya’da Whitrow ve arkadaslart 1998-2005 yillar1 arasinda
cocukluk cagi astim1 ve gebelikte folat kaynaklarinin kullanimi, siliresi ve zamam ile ilgili
yaptig1 kohort arastirmasinda, gebeligin gec haftalarinda (30-34 hafta) folik asit kullaniminin
3,5 yastaki astim riskinde ve 3,5-5,5 yaslar arasinda persistan astim riskinde artis ile ilgili
oldugunu gostermistir [67]. Haberg ve arkadaslar1 bir diger arastirmalarinda, ikinci
trimesterde yiiksek maternal plazma folat diizeylerine (>17,84 nmol/l) sahip annelerin
cocuklarinda, 3 yasta astim riskinde artis oldugunu bildirmistir [83]. Folik asit dozu ile ilgili
yapilan bagska calismada ise maternal yiiksek doz folik asit (5 mg/giin) kullanimi,
cocukluktaki astim ilaci kullanim oraninda artig ile ilgili bulunmustur [84]. Yang ve
arkadaslarinin incelemesinde, folik asit kullanimi ve infantil astim arasinda ikili iligkinin
oldugunu belirtmistir. Gebelikte yiiksek doz folik asit kullanimi1 (0.4 mg/glin 6 ay siireyle

veya 0.8 mg/giin 3 ay siireyle) infantil astim riskinde artis ile iligskili bulunmakla beraber,
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gebelikte diisiik doz folik asit kullanimi (0.4 mg/giin 3 aya kadar) infantil astim riskinin
azalmasi ile ilgili bulunmustur [85].

Tiim gebelik boyunca folik asit alan ve neonatal asttm modeli uyguladigimiz gruptaki
farelerin 151k mikroskopisinde mast ve goblet hiicre sayisinda istatiksel anlamlilik saptanmasa
da, epitel kalinlig1 ve subepitelyal diiz kas kalinlig1 istatiksel olarak anlamli sekilde artmuistir.
Bu bulgularin 15181nda, gebelikte folik asite daha uzun siire maruziyetinin ve kiimiilatif dozun,
allerjik hava yolu riskini arttirdigini diistinmekteyiz.

VEGF ve MMP-9 ile yaptigimiz immiinohistokimyasal incelemede gebeliklerinde folik asit
alan gruplarda, gebeliginde folik asit almayan gruba gore artmig immunoreaktivite
saptanmugtir. Kronik ciddi astimda, hava yolunda anjiogenezis ve mikrovaskiiler remodeling
goriilebilir. Bu pekgok faktorle iliskili olmakla beraber vaskiileritenin artisindan sorumlu en
onemli mediyatorlerden biri vaskiiler endotelyal biiyliime faktoriidiir (VEGF). Dokularda
kollejen depolanmasi, matriks metalloproteinazlar1 (MMP) ve onun inhibitorlerinin dengesi
ile kontrol edilir. Astimda bu gruptan en dnemlisi MMP-9 olup, astim ¢alismalarinda
bronkoalveolar lavaj sivisinda artist bildirilmistir [40]. Remodelig siireclerinde yer alan
ekstraselliiler matriks tiretimini arttiran transforme edici biiyiime faktér (TGF-p) ve astimda
apopitoz gostergelerinden biri olan caspase-3 ile yaptigimiz immiinohistokimyasal
caligmalarda ise gebelikte folik asit aliminin fark yaratmadigi saptanmistir. Sonuglarimizin
literatiirden olan farklilig1, yas ve tiir farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Gebeliginde folik
asit kullanilan yavrularda, TGF-B ve caspase-3 incelemesi ile immiinoreaktivitede farklilik
olmasa bile, VEGF ve MMP-9 antikorlar ile yaptigimiz incelemelerde folik asit kullaniminin,
allerjik hava yolu hastaliginda anjiogenezisi ve kollojen depolanmasini arttirdigini
sOyleyebiliriz.

Bu c¢alismamizin bazi kisithiliklari; calisma az sayida hayvami kapsamaktadir ve hayvan
caligmalarinda tespit edilen olumlu sonuglarin direk olarak insan ¢alismalarina
uyarlayabilmek miimkiin olamamaktadir.

Calismamiz fare modelinde folik asitin gebelikte kullanimiyla, artmis hava yolu duyarliligini,
astimin histolojik 6zelliklerini inceleyen literatiirdeki ilk arastirma olmustur.

Sonug olarak bu calisma; gebelikte maternal folik asit siiplementasyonunun, ovaalbumin
kullanilarak olusturulan asttm modelinde histolojik olarak allerjik cevab1 arttirdigini
gostermistir. Gebelikte folik asit siiplementasyonunun konjenital malformasyonlar
onlemekteki Onemi goz Oniine alindiginda, folik asit aliminin olasi ters sonuglarinin

degerlendirilmesi i¢in yapilacak genis ¢apli kohort caligmalarina ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

1. Gebeliginde folik asit almayan ovaalbumin verilerek astim modeli olusturulan grupta,
epitel kalinlhigi, subepitelyal diiz kas kalinligi, goblet ve mast hiicre sayisi
parametreleri kontrol gruptan anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum astimda
remodeling ile iligkili histolojik degisikliklerin neonatal hayvan modelinde basar ile
olusturuldugunu desteklemektedir.

2. Gebelik boyunca folik asit alan grupta, epitel kalinlig1 ve subepitelyal diiz kalinliginin
gebeligin ilk haftasi folik asit alan gruba gore anlamli sekilde artmis oldugu gosterildi.
Mast ve goblet hiicre sayilart i¢in iki grup karsilastirildiginda aralarinda istatiksel
olarak anlamli farklilik saptanmada.

3. Gebelik boyunca folik asit alan grupta, epitel kalinligi ve subepitelyal diiz kas
kalinliklarmin gebelikte folik asit almayan gruba gore anlamli sekilde artmig oldugu
gosterildi. Mast ve goblet hiicre sayilarinda istatiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi.

4. Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grupta, epitel kalinlik ve subepitelyal diiz kas
kalinliklarmin gebelikte folik asit almayan gruba gore anlamli sekilde artmig oldugu
gosterildi. Mast ve goblet hiicre sayilarinda istatiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi.

5. Gebelik boyunca folik asit alan grup ve gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grup
karsilagtirildiginda, caspase-3, TGF-B, VEGF ve MMP-9 ile immiinoreaktivite
acisindan aralarinda anlamli fark bulunmamistir.

6. Gebelik boyunca folik asit alan grup ile gebelikte folik asit almayan grup caspase-3 ve
TGF-B ile immiinoreaktivite acisidan aralarinda istatiksel olarak farklilik saptanmadi.
Gebelik boyunca folik asit alan grup VEGF ve MMP-9 ile anlamli 6l¢lide daha fazla
immiinoreaktivite gdstermistir.

7. Gebeligin ilk haftas1 folik asit alan grupta (Grup 2), gebelikte folik asit almayan gruba
(Grup 3) gore immiinoreaktivite agisidan caspase-3 (p:0,48) ve TGF-B (p:0,21) ile
farklilik bulunmazken, VEGF (p:0,035) ve MMP-9 (p:0,016) ile istatiksel olarak
anlamli fazla immiinoreaktivite gostermistir.

8. Gebelikte folik asit almayan grubun akciger dokular1 kontrol grubuna gore caspase-3,
TGF-B ve VEGEF ile anlaml1 olarak daha fazla immiinoreaktivite gostermisken, MMP-

9 ile iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir.
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9. Gebelikte maternal folik asit siliplementasyonunun, ovaalbumin kullanilarak
olusturulan astim modelinde histolojik olarak allerjik cevabi arttirdigini gdsterilmekle

beraber yapilacak genis capli kohort ¢aligsmalarina ihtiyag¢ vardir.
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