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1. GIRIS

Allerjik astim havayolunun kronik inflamatuar bir hastaligidir. Hastaligin
gelisiminde Thy tipi sitokinlerin 6nemli rolii oldugu, bu sitokinlerin etkisi ile
gelisen yangiin akciger eozinofilisi, artmis serum IgE diizeyleri, havayolu asir1
duyarlhiligi, artmis mukus sekresyonu ve geriye doniisiimlii hava yolu daralmasinin
hastaligin temel 6zelliklerini olusturdugu bilinmektedir (2,3).

Ozellikle IgE yapimi ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th, tipi immiin
yanitin, normal kosullarda, oncelikle parazitlere karst immiin savunmada 6nemli
oldugu bilinmektedir ve bu parazitlerin ¢ogunlugu kitin igermektedir. Insanlarin
besin kaynaklari arasinda kitin iceren maddelerin bulunmamasi ancak insanlarda
kitini parcalayan kitinaz aktivitesi gosteren enzimlerin saptanmasi, bu enzimlerin
dogal savunmada 6nemli rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug olarak Th;
tipi immiin yanitla kitinaz indiiksiyonu ya da aktivasyonu arasinda bir baglanti
olmasi akla yakin goriilmektedir.

Th; tipi yanitin baskin oldugu ve bunun etyopatogenezde en onemli faktor
oldugu diisiiniilen allerjik hastaliklara gelince, ev-tozu akari, hamam bdcegi ve
mantarlar gibi atopik hastaliklarin en yaygin rastlanan allerjenleri kitin
icermektedir ve deneysel fare asttm modelinde Th, tipi sitokinlerin kitinazlarla
iligkili oldugunu diisiindiiren veriler yayinlanmistir (37).

Bu bilgilerin 1518inda allerjik hastaligi olan bireylerin immiin sisteminin
kitin iceren bu allerjenleri, heniiz bilinmeyen bir algagla belirleyip, parazit
saldiris1 oldugu seklinde algiladigi ve bu nedenle anti-paraziter oldugu iyi bilinen
Th; tipi immiin yanit1 gelistirdigi diisiiniilebilir. Bu hipotez allerjik hastaliklarin
etyopatogenezine yeni bir bakis agis1 getirmektedir. Kitinazin (Acidic Mammalian
Chitinase; AMCase) ozellikle allerjik yangi reaksiyonunun etkin kolunda 6nemli
rolii oldugunun gosterilmesi yeni tedavi yaklagimlarini da giindeme getirebilir.

Ancak yapilan ¢alismalarda AMCase’in astimdaki havayolu yangisina nasil
katildig1, kitin disindaki substratlarinin neler oldugunu gosteren calismalar
yetersizdir. Kitinin mikropartikiil seklinde verilmesinin Th;, yanitinin aksine Th;
yanitina neden oldugunun gozlenmesi kitin ve kitin mikropartikiillerinin farkli
yolaklar1 etkileyebilecegi sorusunu giindeme getirmistir. Calismalarda deneysel

fare modelleri kullanilmig, fare ve insanda enzimin farkli islevleri oldugu



gdsterilmistir. Insan hiicreleri kullanilarak yapilan invitro doz yanit egrisi ve
sitokin salinimi ile ilgili veriler yetersizdir. Deneysel astim modelinde gozlenen
bu Kkitinaz aktivasyonunun akciger dokusuna 6zel bir durum mu oldugu, yoksa
diger dokulardaki alerjik yanitlarda da aktive olup olmadigi bilinmemektedir.
Ornegin, diger bir Thy baskin hastalik olan Atopik dermatitte AMCase’
durumu konusunda hi¢bir veri bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada biz, atopik dermatitte deri biyopsilerinde AMCase’in
durumunu arastirmayi, ayrica kitin ve kitin mikropartikiillerinin atopik ve saglikli

kontrollerin mononiikleer hiicrelerini nasil etkiledigini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Astim
2.1.1. Tarihcge

Astim kelimesi yunanca ‘ aazein’ yani soluk soluga nefes alma kelimesinden
gelmektedir. Astim kelimesi ilk olarak 2700 yil énce Homer’in Iliadinda
tamimlanmistir. Homer’in destanina gore astim kisa-sik nefes alma, gii¢ nefes
alma, sik sik nefes alma olarak tanimlanmustir.

Hipokrat astim1 tibbi durum olarak ilk miladdan 450 y1l 6nce tanimlamustir.
Galen 6 yiizy1l sonra astimla ilgili daha ¢ok tanimlama yapmis, kismi ya da tam
bronsial obstruksiyona neden oldugunu aciklamistir.

Ispanyol hekim ve filozof Moses Maimonides 1190 yilinda tani, tedavi ve
onlemleri tanimlamis, astimli hastalarin kirli hava ve stresten uzak durmalarini,
dengeli beslenme ve spor yapmalarini 6giitlemistir.

Bernardino Ramazzini 17. yiizyilda, astim ile organik tozlar arasindaki
iliskiyi not etmistir. 1901 yilinda bronkodilatatdrler kullanilmaya baslanmis,
ancak 1960’larda inflamatuar mekanizmalarin tanimlanmasi ile tedavi rejimine

anti-inflamatuar ilaglar da eklenmistir (1).

2.1.2. Tanim

Havayolu asir1 duyarliligi hastaligi olarak ta bilinen astim diinyanin en 6nde
gelen saglik sorunlarindan biridir. Astim mast hiicreleri, eosinofiller, T lenfositler,
makrofajlar, nétrofiller, epitel hiicrelerinin rol aldigi hava yolunun kronik
inflamatuar bir hastaligidir. Inflamasyon sonucu ozellikle gece ve/veya sabah
saatlerinde tekrarlayan ndbetler halinde Oksiiriik, higilti (wheezing), hiriltili
solunum, solunum sikintisina neden olmaktadir. Havayolu daralmasi tedaviyle
velveya kendiliginden geri donebilmektedir. Tetikleyici ajanlarla karsilagsma
sonrasi gelisen brons diiz kaslarindaki kasilma, mukozal inflamasyon, 6dem,
yogun mukus sekresyonu ve havayolundaki kalic1 yapisal degisiklikler astimdaki
havayolu daralmasinin nedenidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda astimin tam
anlamryla geri doniigiimlii bir hastalik olmadigini, havayollarinda olusan yeniden

yapilanma (remodeling) nedeniyle bazi kalict yapisal degisikliklere neden oldugu



ortaya cikarilmistir. Solunum yolu infeksiyon ajanlari, allerjenler, stres, egzersiz,
iritan maddelerin inflamasyonda 6nemli rol oynayan tetikleyiciler oldugu
bilinmektedir (2,3).

2.1.3. Epidemiyoloji

Astimin goriilme siklig1 lilkeden iilkeye hatta ayni {ilkede bolgesel farklilik
gostermektedir. Gelismis toplumlarda ISAAC (International Study of Asthma and
Allergies in Childhood) yontemi ile astim prevalanst %4-23 arasinda
bulunmustur.Ulkemizde ISAAC ydntemi ile yapilan ¢ocukluk cagi prevalans
calismalarinda ise, kiimiilatif astim prevalansi1 %13.7-15.3 arasinda degismektedir
. Izmir ilinde 6-13 yas aras1 ¢ocuklarda yapilan bir calismada, astim kiimiilatif
prevalansi %4.9 olarak bulunmustur (5) .

Cocukluk yas gurubunda E/K: 2/1 iken puberteden sonra E/K:1/1
olmaktadir. Cocukluk c¢ag1 astimhilarin % 50-60‘1 ergenlikten sonra

iyilesmektedirler.

2.1.4. Risk Faktorleri (10)

Kisisel faktorler
Genetik yatkinlik
Atopi
Havayolu asir1 duyarliligi
Cinsiyet
Irk/ Etnik 6zellikler
Cevresel faktorler
Allerjenler
Mesleksel ajanlar ve Hava kirliligi
Solunum sistemi infeksiyonlari
Sosyoekonomik diizey
Diyet ve ilaglar
Obesite

Sigara duman1 maruziyeti



Szentivani ve ark. (1) 1968 yilinda astimda beta adrenerjik teoriyi
tanimlamustir. Bu teoriye gore beta-2 reseptorlerin blokajinin astima neden oldugu
diistiniilmekteydi. 1995 yilinda ise atopik hastalarda IgE asir1 iiretimi oldugunu
tanimlamislardir.

Astim ve diger allerjik hastaliklardaki prevalans artiginin nedeni ile ilgili
olarak en etkileyici agiklama ilk kez 1989 yilinda David Strachan tarafindan
yapilmistir. Strachan’a gore; “Son yiizyil siiresince aile yapisinin kii¢tilmesi, ev i¢i
konforundaki iyilesme, kisisel temizlik standartlarinda yiikselme, ailedeki geng
bireyler arasinda ¢apraz enfeksiyonlar1 azaltmistir. Bu durum, atopik hastaliklarin
yayginlagmasina neden olabilir.” Bu teoriyi destekleyen bircok epidemiyolojik
calismada, ailedeki birey sayisi arttikga astim gelisme riskinin azaldigi, ayrica
yuvaya baslama yasinin erken olusunun da benzer sekilde infeksiyon ajanlari ile
karsilasmay1 arttirarak astim hastaligi gelisimine karsi koruyucu etki gosterdigi
saptanmistir.

Infeksiyon ajanlarmin allerjik hastaliklara yakalanma riskini azalttigin
gosteren bir destek de Avrupa’da ciftlikte yasayan, erken yasta inek siitii icen
bebeklerde ileri yaslarda allerjik hastalik riskinin anlamli azaldigini gdsteren
calismalardan gelmistir. Birgok arastirmact bu durumu erken yasta bakteriyel
endotoksinlerle temasin atopik hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterdigi yoniinde
yorumlamaktadir. Endotoksinler gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin dis
yapisini olusturan lipopolisakkaridlerdir. Bu yapilara ve genel olarak hiicre i¢i
bakterilere kars1 verilen immiin yanit allerjik hastaliklara kars1 koruyucu olan Thj

tipindedir (11,12).

2.1.4.1. Astim ve Genetik

Astimin genetik bir hastalik olduguna dair yeterince veri bulunmaktadir.
Ailesel birikim gostermesi, tek yumurta ikizlerinde ikisinde birden astim goriilme
oraninin (konkordans) ¢ift yumurta ikizlerinden daha fazla olmasi astimin genetik
gecisli bir hastalik oldugunu destekleyen bulgulardir(6). Ailesinde atopi
bulunmayan bireylerde astim goriilme sikligi %5-10 arasinda iken, babada atopi
Oykdisii olanlarda 2 kat, annesinde atopi Oykiisii bulunanlarda 3 kat, her ikisinde

de atopi Oykiisii varsa 10 kat arttig1 bildirilmektedir. Bu giine kadar astim ve atopi
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ile iligkili birgok kromozom ve genetik mutasyon tanmimlanmistir. Ancak
tanimlanan bu genlerin higbirisi kesin olarak astim ve atopinin patogenezi ile
iliskilendirilememistir.

Astim poligenik kompleks bir hastalik olarak ele alinmakta ve olusumunda
birden fazla gen ile cevresel faktorlerin birlikte etkilerinin rol oynadigi
distiniilmektedir.

Arastirmalar astim ve iligkili fenotiplerin ailesel birikim gosterdigini ortaya
koymaktadir. Astimli hastalarin cocuklarmin yaklasik % 25’inde astim veya
iligkili fenotiplerden herhangi birinin mevcut oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Genetik
serilere gére multipl populasyon 6rneklerinde astim ve atopi ile iligkili olabilecek
yaklasik 19 kromozomal bdlge belirlenmistir.

HLA tiplerinin allerjik hastalik ya da atopi gelisiminde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Ev tozu akar duyarliligi ile HLA sistemi arasindaki iligki
incelendiginde ev tozuna spesifik IgE yaniti ile kromozom 6p21, 13q32-34 ve
5023-33 arasinda iliski oldugu saptanmistir (6,7).

Erken c¢ocukluk doneminde gecirilen infeksiyonlar atopi gelisimini
engellemektedir, bakteri hiicre duvarinda bulunan LPS, IL-12 salinimini
uyarmakta ve Th; yanmitin1 gliglendirmektedir.Monosit, makrofaj ve nétrofillerin
yiizeyinde CD14 molekiilii bulunmakta ve bu molekiil LPS reseptorii olarak gorev
yapmaktadir. Kromozom 5 iizerinde yerlesen CD14 molekiiliindeki
polimorfizmlerin yiiksek IQE diizeyleri ile kolere oldugu saptanmistir. Ayrica IL-
12 polimorfizmlerinin de erken doénemde ozellikle kiz cocuklarda akciger
fonksiyonlarinda azalma ile iligkili oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur (6).

Kromozom 11q lizerinde yerlesen yiiksek affiniteli IgE reseptor genindeki
polimorfizmlerinin de astim ve atopi ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.(3;
reseptor genindeki mutasyonlarin astimin siddeti ve tedaviye yanitta iliskili
olabilecegi gosterilmistir (9).

Astim patogenezinde onemli rol oynayan IL-4, IL-13 sitokinlerinde ve
bunlarin reseptorlerine, STAT-6 molekiilinde meydana gelen polimorfizmlerinde
yasamin erken doneminde atopi gelisimi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda kromozom 20 {iizerinde yer alan

metalloproteinaz ailesinin bir {iyesi olan ADAM33 polimorfizmleri incelenmis, bu
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polimorfizmlerin astimda yeniden yapilanma (remodeling) ve brons asiri
duyarlilig1 gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi 6ne siirlilmiistiir (6-9).
Goriildugii gibi birgok genin polimorfizmi ile astim arasinda iligki
bildirilmistir ancak bunlarin ¢ogu baska toplumlarda veya daha genis
aragtirmalarla dogrulanmamistir. Sonu¢ olarak kisinin genetik yapisina bagh
olarak ve cevresel faktorlerin de eklenmesi ile duyarliligin degisik diizeylerde

olabilecegi goriisii agirlik kazanmaktadir.

2.1.5. Patofizyoloji

Astim patogenezi oldukca karisik ve heniiz yeterince aciklanamamis
olmakla birlikte temel mekanizmanin havayolu duvarindaki inflamasyon ve bunun
yol a¢tig1 havayolu akiminda kisitlanma ve artmis havayolu duyarliligi oldugu 6ne
siriilmektedir. Kiside varolan bir genetik yatkinliga, cevresel faktorlerin de
katkisiyla ortaya g¢ikan bozulmus immiinoregiilasyon ve/veya dengesiz noral
kontrol ve/veya uyarilmis non immiinolojik non noral yol ile olusan Kkronik
inflamasyon, brong astimi patogenezinin temelini olugturmaktadir.

Astimda erken tip hipersensitivite reaksiyonun rol oynadigi bir inflamasyon
s6z konusudur. Erken tip hipersensitivite reaksiyonunun temelini olusturan
allerjik inflamasyon, erken fazda mediator salimmminin gergeklestigi, ge¢ fazinda
ise baglica T lenfosit ve eozinofiller olmak {izere ortama hiicre gogli ve kronik
inflamasyonu ile karakterize bir patolojidir (Sekil 2.1.).

Erken faz cevap, tetiklenen mast hiicrelerinden hizla salinan mediatorler ile
olusan bir reaksiyon tipi iken, genelde 6-8 saat sonra asil olarak hiicresel
elemanlarin rol aldig1 ge¢ faz yanit gozlenmektedir. Mast hiicreleri sadece erken
faz yanitinda degil ge¢ faz cevabinda da dnemli rol alan mediatér ve sitokinler
sentezleyerek, endotel, eozinofil ve IgE yapimi iizerinde etkili olmaktadirlar. Geg
faz yanit baglica eozinofilden zengin olmak iizere lenfosit, notrofil ve bazofil
igeren hiicre toplulugunun olusturdugu bir tablodur. T hiicre, mast hiicre ve aktif
epitel hiicresinden salinan IL-3, IL-5 ve GM-CSF kemik iliginde eozinofil
farklilagsmasina, cogalmasina ve dolasima gegmesine neden olurlar. Eozinofillerin
hedef dokuda toplanmalar ¢esitli sitokinler, adezyon molekiilleri ve kemokinlerin

etkilesimleri sonucu gerceklesmektedir. Eozinofiller igerdikleri toksik iirtinler
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nedeniyle inflamasyonun ge¢ fazinin effektdr hiicreleridir. Igerdikleri MBP, ECP,
EPO ve eozinofil kokenli ndrotoksin 6zellikle solunum yolu i¢in toksiktir ve
epitelde dokiilmeye neden olur. Vaskiiler gecirgenlikte artmaya, diiz Kkas
kontraksiyonuna, diiz kas hipertrofisine, mukus bezlerde hipertrofiye ve eozinofil
gociine yol acan sisteinil 16kotrienlerin de ana kaynagi eozinofillerdir. Eozinofiller
ayrica makrofajlara benzer sekilde ekstraselliiler matriks yikimina neden olan
matriks metalloproteazlarini sentezlerler. Ge¢ fazdaki degisiklikler baslica hava
yolu epitelindeki hasarlanma ve bununla paralel olarak diiz kas hipertrofisi, bazal
membranda kalinlasma, ekstraselliiler matriksin yapisindaki degismeler ile

seyretmektedir (10).
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Sekil 2.1. Astimda allerjik inflamasyon (10 )

2.1.6. Immunoregiilasyon

Organizmaya allerjenin girmesi ve antijen sunan hiicre ile karsilagmasi
sonucunda immun yanit baglamaktadir. Antijen sunan hiicre (APC) tarafindan
allerjen ufak peptit yapilara doniismekte ve bolgesel lenf bezlerindeki T
hiicrelerine sunulmaktadir. Tho hiicrelerinin efektér fonksiyon kazanmasi ve

proliferasyonu i¢in dendritik hiicre (DC) gibi antijen sunan hiicrelere ihtiyact
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vardir. Antijen sunumu antijen sunan hiicre ile Thg hiicrelerin karsilikli olarak bir
etkilesime girmeleri ile ger¢eklesmektedir. T hiicreleri, sadece hiicrelerin
yiizeylerinde bulunan major doku uyum grup proteinlerine (MHC - Major
Histocompalibility Complex) baglanan antijenleri taniyabilir. Iki simf MHC
proteini bulunmaktadir. MHC-I tiim viicut hiicre yilizeylerinde gosterilebilir ve
sitotoksik CD8" T hiicrelerine antijen sunarlar. MHC-II &zellikle makrofajlarda
bulunmak iizere antijeni CD4'T hiicrelerine sunarlar. T hiicre aktivasyonu igin iki
sinyale ihtiya¢ vardir. Birincisi T hiicre reseptoriiniin APC yiizeyindeki antijen-
MHC kompleksine baglanmasi, ikincisi T hiicre yiizeyinde bulunan CD28
proteinin APC yiizeyindeki ligand1 olan B7 (CD80/CD86) ye baglanmasidir.
Aktive olan Tho hiicreler ortamdaki sitokin diizeyi, aktive olan transkripsiyon
faktorleri, sunulan antijenin ve antijen sunan hiicrenin 6zelligine gore Th; veya
Th;, yoniinde farklilagir (3).

Ortamda IL-12, IL-18, IL-23, I1L-27 gibi sitokinler ve T-bet, STAT-4 (Signal
transducer and activator of transcription) transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle
hiicresel immiiniteden sorumlu Th; hiicrelerine farklilagirlar. Th; hiicreleri 1L-2,
IFN-y, TNF-B salinimina sebep olurlar. Hiicre i¢i patojenlere karst savunmada bu
sitokinler B hiicrelerine etki ederek 1g E sentezinin baskilanmasinda rol alirlar.

Ortamda IL-4 sitokini, GATA-3 ve STAT-6 gibi transkripsiyon faktorleri
etkisiyle de Th, yoniinde farklilasma olmaktadir. IL-4, IL-5,IL-6,IL-10,IL-13
salgilarlar. IL-3, GM-CSF, TNF-a ise her iki T hiicre grubunda yapilmaktadir.
Th; hiicrelerinden salinan bu sitokinler helmint gibi hiicre i¢i patojenlere karsi
savunmada rol alirlar, aynm1 zamanda B hiicreleri,mast hiicreleri, bazofiller,
eosinofiller i¢in kemoatraktan sitokinler olup bityliime ve farklilagsmalarinda da rol
almaktadirlar. IL-4 ve IL-9 mast hiicre maturasyonunda rol alirken, GM-CSF, IL-
3, IL-5 eozinofillerin diferansiyasyon ve matiirasyonunda, IL-6 eozinofil ve mast
hiicrelerin aktivasyonunda onemlidir (3,4). Th, lenfositten salgilanan IL-4 ve IL-
13 araciligr ile IgG ve IgM iireten plazma hiicresi B hiicresine doniiserek (izotip
kaymast) IgE yapimina yol agarlar. Sentezlenen IgE bir siire kanda serbest olarak
dolastiktan sonra yiiksek afiniteli IgE reseptorii tasiyan (FceRICD64) dokudaki
mast hiicreleri ile dolasimdaki bazofillere ve diisiik afiniteli IgE reseptorii tagiyan

(FceRIICD23) lenfosit, eozinofil, trombosit ve makrofajlara baglanmaktadir.
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IgE'nin kendisi i¢in yiiksek afiniteli reseptor tasiyan mast hiicresine baglanmasi
allerjik inflamasyonun ilk Klinik bulgusu olan "erken faz reaksiyonun™
gbzlenmesine neden olmaktadir.

Solunum yolu ile tekrar allerjenle karsilasmada, allerjen mast hiicresinin
yiizeyindeki IgE molekiilii ile baglanarak "mast hiicresinin aktiflesmesine" neden
olur. Mast hiicre aktivasyonu, hiicredeki mevcut ve yeni sentezlenmis bir takim
tirtinlerin salinimina (degraniile olmasina) yol agar. Basta histamin olmak iizere
bradikinin, serotonin gibi mediatorlerin salinimi allerjik inflamasyonun ilk birkag
dakikasinda olusan erken faz cevabina yol acarak brons diiz kasinda kasilmaya ve
damar gegirgenliginde artisa neden olurlar. Bu olaylar klinige nefes darligi ve
hirlltili  solunum  seklinde  yansimaktadir. Salman  sitokinler hiicrelerin
adezyonuna, eozinofillerin migrasyon, aktivasyon ve yasamlarini siirdiirmelerine
ve kollajen birikimi ile basta bazal membranin kalinlagmasi olmak iizere fazladan
onarimlarin baslamasina neden olurlar.

Antijenle karsilasimdan 6-8 saat sonra arasidonik asit olusmakta, arasidonik
asit metabolitleri olan l0kotrienler, (LTB4-LTC4-LTD4-LTEs) (SRS-Aveya
sisteinil 16kotrienler), prostoglandinler (PGD,, PGE;, PGF;, PGl,), tromboksan A;
ve PAF (platelate activating factor) ortaya ¢ikmaktadir. Bu metabolitler astimin
kronik donem bulgulart olan mukozal kalinlasma, diiz kas hipertrofisi gibi
bulgulardan sorumlu tutulmaktadir.

Eozinofillerin tetikledigi ndropeptidler noéral mekanizmayr uyararak
inflamasyonu ve kroniklesmeyi daha da arttirirlar. Sonugta eozinofiller astimda
‘remodelling’ denen yeniden sekillenmeye yol acan ana hiicrelerdir.

Mukoza ve submukozada bulunan alveoler makrofajlar da aktive olup,
alveoler makrofaj kaynakli biiyiime ve degisim faktorleri salgilarlar. Bu da
fibroblastlarda kollagen yapimini hizlandirir. Kollajen bazal membranlarda birikir
ve onlar1 kalinlastirir ve remodelling olayina katkida bulunur.

Astimda bazi adezyon molekiillerinin endotel, epitel, 16kosit yiizeylerinde
artmis ekspresyonlari saptanmistir. Bunlardan en iyi bilinenleri VCAM-1
(Vaskiiler Hiicre Adhezyon Molekiilii), ICAM-I (Hiicre i¢i adhezyon molekiilii),
ELAM-1(Endotelyal-l16kosit adhezyon molekiilii) artisidir. Bu da liimene eozinofil

gecisini baslatarak, inflamasyonu arttirir. Bunun disinda endotelde artmis E -
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selektin, VLA-l, VLA-4 (Very Late Activation Antigen) ekspresyonlari da
bildirilmistir (3-5,9).

IL-12 velveya IL-12 reseptor (IL-12 R) eksikligi olan fare modellerinde Thy,
IL-4 vel/veya IL-4 reseptor (IL-4 Ra) cksikligi olanlarda da Th, yanitinda
bozukluk oldugu gosterilmistir.

Bu sitokinlerin reseptorlerine baglanmasi sonucunda JAK bagimli kinazlar
aktive olmaktadir. Bu aktivasyon sonucunda intrasitoplazmik sinyal ileticisi olan
STAT molekiiliinde tirozin fosforilizasyonu ger¢eklesmektedir. Aktiflenen STAT
molekiili niikleusa yonelmekte, DNA’ya baglanarak gen ekspresyonunu

degistirebilmektedir (Sekil2.2). 1L-12 ve IL-4 farkli JAK-STAT yolagim

kullanmaktadir.
IL-4, JAK1-3/STAT-6"y1 kullanirken, 1L-12, JAK2-TYK2/STAT-4 yolagini
kullanmaktadir (13-15).

. . IL-12
Asran
@
Astate
Fosforillenmig Th, sitokin

STAT6 Th, kemokin reseptdrleri

l

Th, %anm

IgE yapimi Mukus  Eqzingf|
retimi - aptivasyonu

Sekil 2.2. JAK-STAT Sinyal Yolagi ve Thy-Th, Yanmit1 (14 ).

IL-4 geni susturulmus (Knock-Out=KOQO) farelerde antijen uyarimi
sonucunda allerjik yanit gelismedigi, bununla uyumlu olarak IL-4’lin antikorla
ndtralizasyonu sonucunda inflamasyonun engellendigi gosterilmistir. Bu bilgiler

1s181inda  1L-4"1in antijen spesifik T hiicre gelisiminin baglangi¢ fazinda 6nemli
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oldugunu ancak efektor fazda oOnemli olmadigr diisiiniilmektedir. IL-4 ‘iin
inflamasyonda primer efektér molekiil olmadig1 goriisleri yaygilagmistir. Th,
yolaginin aktiflenmesinde tek basina IL-4 rol almamakta IL-13’iin daha 6nemli
role sahip oldugu goriisleri yaygmlasmistir. IL-13’{in allerjik astimi indiiklemede
tek bagina yeterli oldugu gosterilmistir (15).

IL-13  fonksiyonlarina aracilik eden kompleks reseptdr sistemi
bulunmaktadir (IL-4Ra, IL-13Ral, IL-13Ra2). IL-13Ral, IL-13Ra2 hemapoetin
reseptor ailesinin  iliyesi olup % 32 oraninda aminoasit benzerligi
gostermektedirler. X kromozomunda lokalizedirler. Her ikisi de IL-13 baglamakta
ancak IL-4 baglamamaktadir. IL-13Ral tek basina diisiik affinitede, IL-4Ra
varhiginda yiiksek affinitede IL-13 baglamaktadir. IL-13Ra2 ise IL-13’1 yiiksek
affinitede baglamaktadir. IL-4Ra, IL-13Ral fonksiyonel reseptorlerdir.
Hemapoetik ve nonhemapoetik hiicrelerde eksprese olabilmektedirler (B
hiicreleri, monosit/makrofaj, dendritik hiicreler, eosinofil, basofil, fibroblast,
endotelyal hiicreler, havayolu epiteli ve diiz kas hiicrelerinde).

IL-13Ra2 ise testis, beyin, karaciger, timus ve havayolu diiz kas
hiicrelerinde eksprese oldugu gosterilmistir. Ayni1 zamanda ¢6ziinebilir formu fare
tiriner sisteminde ve serumunda gosterilmistir. Kisa bir sitoplazmik uzanti
icermekte ve sinyal iletiminden yoksun oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu reseptor
subtinitinin IL-13 sinyal iletimini engelledigi, STAT-6 aktivasyonunu bloke ettigi
diistiniilmektedir. IL-13Ra2 ekspresyonunun Th; sitokinlerine spesifik olmadigi
Th; sitokinleri sonucu da eksprese oldugu gosterilmistir. Reseproriin IFN-y ile
uyariminin IL-13"{ inhibe ettigi gosterilmistir. Ths-Th, sitokinlerinin IL-13Ra2
araciligi ile regiilasyonda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (16-18).

Hayvan modelleri ile yapilan g¢alismalarda diger Th, tip sitokinlerden
bagimsiz olarak IL-13’iin astim1 indiiklemede tek basina yeterli ve gerekli oldugu
gosterilmistir. IgE ile duyarlilanmis insan havayolu diiz kasinda IL-13 iiretildigi
ancak IL-4 iretilmedigi gosterilmistir. Fare akcigerine IL-25 uygulanmasinin IL-
13 gen ekspresyonunu arttirdigi gézlemlenmistir.

IL-13’lin allerjik yaniti bilinen eozinofil ve IgE aracilikli olaylar
olusturmasindan ziyade havayolu hiicrelerinde kompleks olaylar olusturmasiyla

gerceklestirdigi diigiiniilmektedir. Fare akcigerinde IL-13 gen artisinin belirgin
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fibrozise sebep olmasi fibrotik yanitta primer diizenleyici oldugunu
diistindiirmektedir. IL-13 tek basina havayolu asir1 duyarliligi, mukus asir tiretimi
ve subepitelyal fibrozise sebep olabilecegi diistiniilmektedir. Bu etkilerinin STAT-
6 bagimli oldugu disiiniilmektedir (15-19). Aymi zamanda IL-13 paraziter
infeksiyonlarda onemli rol oynamakta, 1L-13 polimorfizmlerinin schistozoma
infeksiyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (19).

IL-13 c¢esitli kemokinlerin salimmmini arttirarak degisik bolgelerdeki
inflamatuar hiicrelerin inflamasyon alanina gogiinii saglamakta ve bu yolla
havayolu asiriduyarliligi, mukus asir1 liretimi ve subepitelyal fibrozise neden
oldugu diistliniilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda IL-13’{in havayolu epitelinden kitinaz adli
enzimin aktiflenmesine neden oldugu, aktiflenen kitinazin eotaksin ve MCP-1
gibi kemokinleri eksprese etmesi sonucu inflamasyonu ve havayolu asiri
duyarliligini arttirict etkisi oldugu iizerine durulmaktadir. Kitinaz inhibisyonun
havayolu bulgularini inhibe edebilecegi yapilan fare modellerinde gosterilmis ve
tedavi yaklagimina yeni bir bakis agis1 getirmistir (15) .

Th, baskin hastaliklarin artmasina paralel olarak Th; baskin otoimmun
hastaliklarin da artis gdstermesi allerjik hastaliklarda T hiicrelerinin roliiniin basit
bir Th;-Th, dengesi ile agiklanamiyacagini giindeme getirmistir. Son yillarda Th;
ve Thy hiicrelerden farkli bagka bir T hiicre alt grubu bulunmustur. Bu hiicreler T
regulatuar (Trg) hiicreler olarak adlandirilmistir. Ty hiicreler otoimmunite,
allograft rejeksiyonuna kars1 korumada, infeksiyoz ve allerjik hastaliklarda 6nemli
role sahiptir (20,21).

ki 6nemli Treg hiicre grubu tamimlanmistir. CD4"CD25 Treg hiicreler,
timus tarafindan tretilir, yiiksek oranda transkripsiyon faktorii FoxPs eksprese
ederler. Antijen spesifik Treg hiicreler antiinflamatuar sitokinler olan IL-10
ve/veya TGF-p sekrete ederler. IL-10 sekrete edenler TRy, TGF-p sekrete edenler
Ths olarak adlandirilmaktadir.

Her iki Treg hiicre alt grubunun baskilayici fonksiyonlart oldugu, astimda
havayolu asir1 duyarliligimmi ve inflamasyonu azaltic1 etkisi oldugunu gosteren

caligmalar bulunmaktadir.
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Allerjen immunoterapisi ya da glukokortikoid tedavi sonrasi Treg hiicrelerde
IL-10 sekresyonunda artis oldugu gosterilmistir. Allerjik inflamasyon sirasinda
APC’lerden salgilanan IL-6 sitokini etkisi ile Treg hiicrelerin baskilandig
gosterilmistir. IL-6 ve IL-10’un allerjik hastaliklarda 6nemli diizenleyici sitokin
oldugu diistiniilmektedir (3,20,21).

Tanimlanan bir bagka T hiicre alt grubu ise Thy; hiicreleridir. Thy;
hiicrelerinin  otoimmun  hastaliklarda, 06zellikle deneysel ensefalomyelit
modellerinde, romatoid artrit gibi hastaliklarda, transplant rejeksiyonunda, multipl
sclerosisde, tiimor biiylimesinde,astim ve allerjik inflamasyonda onemli rolii
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Thy7 hiicreleri IL-17 sekrete ederler ve degisik IL-17 alt gruplan
tanimlanmustir (IL-17A-F). IL-17E diger ismiyle IL-25 olarak adlandirilmaktadir.
IL-25 ekspresyonu naiveT hiicreleri, Th; hiicreler, B hiicre, kemik iligi kaynakl
DC, makrofaj, mast hiicre veya endotelyal hiicrelerde saptanamamis ve 1L-25’in
in vivo ekspresyonu 6zellikle mukozal dokuda oldugu gosterilmis.

IL-17 sitokinleri  farkli dokularda c¢alisilmistir. IL-17A ve IL-17F'nin
astimda rol aldigini bir ¢ok kanit gostermektedir. IL-17A ve IL-17F ekspresyonu
normal insanlara goére astimlilarda artmis ve ikisi de IL-6 ve IL-8 in
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.

IL-17A ve IL-17F’¢ zit olarak, IL-25 CCL-5 (RANTES) ve CCL-11
(Eotaxin-1) gibi kemokinlerinin ekspresyonunu indiikler ki bunlar eozinofil
aktivasyonunu saglamakla beraber Th, sitokinlerinden IL-5, IL-13 ve belki de IL-
4 ekspresyonunu da sagladigi diisiiniilmektedir.

IL-12 sitokin ailesinin  dyeleri (IL-12, 1L-23, 1L-27) Thy/Thy;
diferansiyasyonunda dnemlidir. Ths;’yi stabilize eden IL-23’ e zit olarak IL-12 ve
IL- 27 Thy yanitin1 arttirir ve Thy7 gelisimi ve fonksiyonunu engeller. Bu yiizden
IL-12/IL-27 ve IL-23 dengesi Th;/Th;7 degisiminde 6nemli role sahiptir.

IL-17’nin ayn1 zamanda ekstraseliiler bakteriler olan Klebsiella pneumonia
ve Bacteroides fragilis ve Candida albicans gibi mantarlara da karsi savunmada
etkili oldugunu bildiren yayinlar mevcuttur.

CD4+CD25+ regulatory T cells (Tregs) varliginda naiv T hiicrelerin
aktivasyonu, IFN-y ve IL-2 iiretiminde baskilanma olmakla beraber IL-17A
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diizeylerinde artisa neden olur. Bazi calismalarda T (g hiicrelerinin alerjik astimin
efektor fazinda Thy, yanitini kontrol edebilecegi diistiniilmektedir (23-26).

Yapilan bir bagka calismada IL-17, Th, sitokinleri olan IL-4, IL-13 ve IL-5’
in akciger ve bolgesel lenf nodlarinda lokal iiretimine inhibitor etkisi oldugunu
ancak dalak hiicre kiiltlirinde bu etkisi olmadig1 gosterilmis, IL-17nin alerjik
astimin yeni bir endojen negatif regiilatorii oldugu ve IL-17-Thj;nin astimda
terapotik hedef tedavi olabilecegini diistiniilmiistiir (27).

Sonug olarak allerjik astim basit bir Th;-Th, dengesi ile agiklanamayan,

birgok hiicre grubunun dahil oldugu kompleks bir hastaliktir.

2.2. Atopik Dermatit
2.2.1. Tanim

Atopik dermatit (AD) kronik, tekrarlayan, kasintili, inflamatuar deri
hastaligidir. Cocukluk caginin en sik goriilen deri hastaligi olmakla birlikte her
yasta goriilebilmektedir. Olgularin  ¢ogunlugunda bulgular ilk 5 yasta
baslamaktadir. Cocukluk c¢aginda baslayan bulgular zaman iginde
gerileyebilmekte ve eriskin donemde tekrar bulgu verebilmektedir. Siklikla kisisel
ya da ailevi atopik dermatit, astim ve allerjik rinit Oykiisii ve sik goriilen ¢evresel
antijenlere kars1 IgE yapma egilimini de igeren ¢ok sayida genetik ve

immunolojik faktorler hastaliga eslik etmektedir (28).

2.2.2. Epidemiyoloji

Son yillarda bir¢cok allerjik hastalikta oldugu gibi atopik dermatit
prevalansinda da artis bildirilmektedir. Cesitli iilkelerde ¢ocukluk yas grubunda
AD prevalanst % 2-10 arasindadir. Ulkemizde atopik dermatit siklig ile ilgili cok
saglikli veriler olmamakla birlikte, yapilan degisik c¢aligmalarda %2-7 arasinda

degisen oranlar saptanmustir. Erkeklerde kizlara gore iki misli daha fazladir (29).
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2.2.3. Genetik

Genetik faktorler hastaliga yatkinlikta 6nemli rol oynamaktadir.Hastalarin
ailelerinde de atopik hastalik oykiisii siktir. Kalitim sekli agik olmamakla birlikte
poligenik kalittim s6z konusudur. AD gelisiminde annedeki ylkliiliigiin daha
belirgin etkisi oldugu ileri siiriilmektedir. Yapilan ikiz calismalar1 bu genetik
ozelligi dogrulamaktadir.Tek yumurta ikizlerinde birinde AD varsa digerinde
goriilme siklig ¢ift yumurta ikizlerine gore 4 kat daha fazladir. AD ile diger
allerjik hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen bazi genler iizerinde
yogunlasilmistir. Bu genler igerisinde Th sitokinlerinin kiimelendigi kromozom
5031-33 bolgesi ozellikle dikkati ¢gekmektedir. Calismalarda IL-4 ve IL-13 gen
polimorfizmleri ile hastalik arasinda iliski olabilecegi gosterilmistir.AD igin 3q21,
1921, 17925, 20p ve 13gl12-14 linkage gruplar belirlenmis, HLA tiplerinin rolii
halen tartismalidir (31,34).

Son yillarda yaygin konjenital eritrodermi ile karakterize bir tek gen
hastaligr olan Netherton hastalig1 tizerinde durulmaktadir. Bu hastalarda atopi
bulgular1 (besin allejisi,iirtiker, astim) ve yiiksek serum IgE diizeyleri mevcuttur.
SPINK5 (Serin Proteaz Inhibitdr) mutasyonunun bu hastalikta &nemli rol
oynayabilecegi goriisleri yaygin olup bu proteinin AD,astim gibi atopik hastaliklar
da da 6nemli rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (33).

2.2.4. Klinik

Klinik olarak {i¢ fazi bulunmaktadir:

Akut donemde siddetli kasint1 ile birlikte eritem, 6dem, vezikiiller, kasinti
sonucu epidermis kaybi (ekskoriasyon), serdz sizinti ve kabuklanmalar dikkati
ceker.

Subakut donemde eritematoz deri ilizerinde ekskoriye, lizeri kabuklanmis
olan papiiller bulunur. Deride kalinlagma ve hafif pullanma baslamistir.

Kronik donemde ise deri kalinligi (likenifikasyon) ve fibrotik papiiller
bulunur, eritem genellikle yoktur. Kasinma ve siirtlinme nedeni ile deri kivrimlar

belirginlesmistir.
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Atopik dermatit kronik ve tekrarlayici bir hastalik oldugu i¢in olgularda bu
ic tip lezyon bir arada bulunabilir. Deri genellikle kurudur,saglam deriye gore
lezyonlarin oldugu deri bolgesinde su kaybi fazladir.

Bebeklik doneminde (2 yas altinda) siklikla yiizde, yanaklarda olmak iizere
bazen alinda, kaslar {izerinde, goz kapaklarinda tutulum olup siddetli kasint1 ile
birlikte eritemli zeminde, papiill ve vezikiill olusumlari, serdz sizinti ve
kabuklagmalar dikkati ¢eker, ayrica ekstremitelerin ekstansor yiizleri tutulmustur
ve sacli deride dermatit bulunabilir.

Cocukluk c¢aginda (2-12 yas grubunda), kivrim yerlerinde (fleksural
bolgelerde) tutulum daha fazladir. Bu bolgelerde deri kalinlagmig, papiil
olusumlari, likenifikasyon ve ekskoriasyon, kasint1 izleri ve deride renk
degisikligi dikkati ¢ceker.

Adolesan donemi ve erigkinlerde ise tekrarlayict bir hastalik oldugu icin
bazen hi¢bir bulgu bulunmayabilir. Bulgu olan olgularda daha ¢ok kivrim
yerlerinde likenifikasyon, kabuklanmalar, ellerde, el ve ayak parmaklarinda
tutulum seklinde goriiliir.

Atopik dermatitli hastalarin deri enfeksiyonlarmma yatkinhigr fazladir.
Hastalarin deri yiizeyindeki sekretuar IgA diizeyinin azalmig olmasinin
enfeksiyonlara yatkinligi arttirdigi ileri stirtilmektedir. Herpes Simpleks ve
Molluscum Contagiosum enfeksiyonlar1 sik goriilmekle birlikte olgularin biiyiik
cogunlugunda deri lezyonlarinda Stafilokokus Aureus kolonizasyonuna
rastlanmaktadir. Bunlarin disinda Candida ve M.Furfue gibi fungal enfeksiyonlara
sik rastlanmaktadir (28,30).

Atopik dermatit tanisinda Hanifin-Rajka tarafindan 1980 yilinda bildirilen
kriterler yaygin kullanilmaktadir. Ancak yapilan caligmalar, bu kriterlerin
duyarliklik ve 0zgiilliiglinlin toplumlar arasinda ve degerlendirici hekime gore
blyiik farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Son olarak tani amacgh
“American Academy of Dermatology” Pediatrik Dermatoloji grubunun
toplantilarinda  gelistirilmis  olan  basitlestirilmis  kriterlerin ~ kullanimi
onerilmektedir. Ingiltere ¢aligma grubu &zellikle epidemiyolojik caligmalarda
kullanilmak {izere daha pratik tani1 kriterleri gelistirmis, daha sonralar1 da

Milenyum Kriterleri tanimlanmistir (28,30,31).
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Atopik Dermatitte Major ve Minor kriterler (Hanifin-Rajka Kriterleri)

(Tan1 i¢in 3 Major ve 3 Minor kriter bulunmalhdir)
Major Kriterler

1. Kasnti

2. Tipik morfoloji ve dagilim (bebek ve ¢cocuklarda yilizde ve ekstansor
yiizlerde tutulum, yetiskinlerde fleksural tutulum ve likenifikasyon, kasik
ve aksillanin tutulmamast)

3. Kronik veya kronik olmayan relapslarla seyreden dermatit

4. Kendisinde ve/veya ailesinde atopi dykiisiiniin olmasi

Minor Kriterler

Kserozis (yaygin cilt kurulugu)

Ihtiyoz

Allerji deri testinde pozitiflik saptanmasi
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2.2.5. immunopatogenez

AD’de en 6nemli immunopatogenik anormalligin T hiicrelerde gozlendigi
ileri siirilmektedir.AD’li hastalarda yardimci T ve sitotoksik T hiicre oraninin
arttigi ve belirgin bir yardimci T hiicre baskinligi oldugu belirlenmistir.
Lezyonlarin aktivasyon ve erken gelisim evresinde Thy, kronik lezyonlarda ise
Th; sitokin cevabinin baskin hale gelmektedir (32).

Th; hiicrelerini baskilayan bir sitokin olan IFN-y diizeyleri AD’li hastalarda
diistiktiir. Buna bagh olarak IL-4, IL-5, IL-13, PgE, gibi sitokinler ile IgE ve
periferik kandaki eozinofiller siklikla yiiksek oranda bulunur. AD’de T
hiicrelerinin aktive olmasi ile IL-2R ekspresyonu da artar, bu bulgu AD’de T
hiicre aktivasyonunun bir gostergesidir (34).

Atopik dermatitte deri fonksiyonel olarak farkli bir immiinolojik organ gibi
davranir ve derinin kronik inflamasyonu T-hiicreler tarafindan infiltrasyonu
sonucu olur. Deride yerlesen bu T-hiicrelerin biiyiikk cogunlugu CD45RO*
bellek/efektor hiicre tipindedir ve Cutaneous-Lymphocyte-Associated Antigen
(CLA) molekiilii tasirlar. Bu hiicrelerin yiiksek miktarda IL-5 ve [IL-13, az
miktarda da IL-4 ve IFN-y salgiladiklar1 gdsterilmistir. CLA*CD45'RO hiicrelerin
apoptozisinin ortamdaki IL-2, IL-4 ve IL-5 ile baskilandigi ve hiicrelerin yasam
siiresinin uzadig1 bildirilmektedir (34). Atopik dermatitte dolasimdaki CLA*
allerjen-spesifik bellek/efektor T-hiicreleri aktive olur ve salgiladiklart IL-13
agirlikli bir sitokin paterniyle bir yandan IgE yapimini tetiklerken, IL-5 ile de
eozinofillerin apoptozisini geciktirirler. Atopik dermatitte CLA eksprese eden
derideki T-hiicrelerin intralezyonel sitokin paternlerine yonelik aragtirmalarda en
fazla miktarda IFN-y, daha az IL-4 bulunmasinin yani sira, yine yiiksek
miktarlarda IL-5 ve IL-13 yapimimin oldugu gosterilmistir. Derinin allerjik
inflamasyonlarinda CD4+ T-lenfositlerin yani sira 6nemli miktarda CD8*
hiicrelerinin deriye infiltre oldugunun bulunmasi, T-hiicrelerin bu her iki alt
grubunun da 6nemli rol oynadigini diistindiirmektedir.

Akut donemde IFN-y ve IL-12 iireten hiicreler ¢ok azdir, kronik donemde
ise IL-4 ve IL-13 iireten hiicreler azalirken 1L-5, GM-CSF, IFN-y ve IL-12 gibi
sitokinlerin salgilandig1 hiicrelerin arttig1r goriilmektedir. AD’li hastalarin perifer

kan CLA" T-hiicrelerinde ve deri biyopsi 6rneklerinde incelenen sitokinlerde IL-5

24



ekspresyonun artmis oldugu goriilmektedir. Buna gore, hem CD4" hem CD8"
CLA" T-hiicrelerin siipernatanlar1 yeni saf eozinofillerin in vitro yasam siirelerini
uzatirken, CLA" T-hiicre siipernatanlarmin eozinofil siirvisini etkilememektedir.
Sitokinlerin nétralizasyonu CLA™ T-hiicrelerden salman IL-5’in AD’deki uzamis
eozinofil siirvisinde baskin rol oynadigini gostermistir.

Aktive olmus T- hiicrelerinin salgiladig1 IFN-y keratinositler iizerindeki Fas
reseptoriiniin (CD95) ekspresyonunu arttirarak bunlar1 apoptozise duyarli hale
getirir. ¢ogunlukla diisiik IFN-y salgilayan T-hiicreler aym1 zamanda fazla
miktarda IL-5 ve IL-13 yaparak eozinofili ve IgE yapimina katkida bulunurlar.
Keratinositlere oldiiriicti darbeyi epidermisteki T-hiicre ylizeyinde eksprese
olduktan sonra serbestlesen Fas ligand1 yapar. Saglikli insan derisi ve yapay
olarak elde edilmis derilerin aktive T-hiicreler ile kiiltiirleri yapildiginda, deriye
infiltre olan T-hiicrelerin neden oldugu Kkeratinosit apoptozisinin atopik
dermatitteki esas olay oldugu goriilmektedir aktivasyon durumlarina bagli olarak
CD4" ve CD8" T-hiicrelerin keratinosit hasarinda rol oynayabilecegini
gostermektedir. T-hiicrenin  keratinositle her zaman dogrudan temast
gerekmemekte ve aktive T-hiicreden serbestlesen Fas ligandi eger keratinositler
apoptozise  duyarliysa bunlarin  apoptozisini  baglatabilmektedir.  IFN-y
keratinositlerin apoptozise dogru gidisine karar veren bir sitokin gibi durmaktadir.
Epidermal keratinositlerin apoptozisini hedef alarak astim ve atopik dermatit
tedavisinde gelistirilecek ilaglar gelecekte yeni ufuklar acacak gibi durmaktadir
(35).

2.3. Kitin, Kitinazlar ve Astim

Kitin nematodlar, bocekler ve mantarlarda yaygin olarak bulunan, ancak
memelilerde bulunmayan bir karbonhidrat polimeridir. Dogada seliilozdan sonra

en yaygin olarak bulunan N-asetilglukozamin polimeridir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kitin ve glikozaminin molekiiler yapis1 (Ray Fort. Structure and Mechanism in

Biological Chemistry)

Kitinazlar ~ endo-B-1,4-N-asetilglukozaminidazdir. ~ Beklenildigi  gibi
kitinazlar, kitini pargalayan, kitin igeren organizmalarin biiyiimesini engelleyen
enzimlerdir, bu enzimlerin kitin igeren patojenlere karsi savunmada 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Insanlarda da kitinaz genlerinin bulundugu bilinmektedir,
ancak bu gen irilinlerinin biyolojik rolleri bilinmemektedir ve benzer sekilde
insanlarda da kitin igeren patojenlere karsi savunmada rol oynamalar1 beklenirse
de bunu gosteren ¢ok az veri vardir.

[k kez Gaucher Hastalarinin plazmalarinda kitinaz aktivitesi tespit edilmis
ve insan fagosit-spesifik kitinazi (chitotriosidaz) olarak adlandirilmistir.
Makrofajlardan sekrete edilen bu enzim katalitik bir boliim ve C-terminal kitin
baglayan bolim icermekte ve 50 kDa agirhigindadir. Chitotriosidaz diger
hiicrelerde eksprese edilmemekte ve notrofilik graniillerde depolanmaktadir
(36,38,46,50,52,53,66). Granulomatoz hastaliklar (Wegener granulomatozis,
Sarkoidoz), granulomatdz infeksiyon hastaliklart ( Tiiberkulozis, Leishmaniozis,
Lepra)’nda plazma chitotriosidaz aktivitesi saptanmis olup, sarkoidozlu ve beta
talasemili hastalarin bir kisminda bu enzim aktivitesi tespit edilmistir (47,51,67).

Chitotriosidazin biyolojik fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle birlikte
fagositik  spesifik  salimiminin  dogustan  immunitede rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Bitki kaynakli kitinazin kitin bagimli mantarlara karsi

savunmada rol oynadig: belirlenmigstir. Sistemik fungal enfeksiyon olusturulan
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deneysel fare modellerinde chitotriosidazin fungostatik etki gostermesi benzer
aktivitenin insan immunitesinde de rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Etnik gruplarda chitotriosidaz aktivitesinde farkli defektler tespit edilmis ve
bu defektlerin kitin igeren bir filarial parazit olan Wunchereria Bancrofti
infeksiyonuna yatkinlig1 arttirdig1 digiiniilmektedir (38,68).

Daha sonralari memelilerde ikinci bir enzim tanimlanmis ve bu enzim
chitotriosidaz ile %352 homolog olmakla beraber optimum pH:2’de calistigi
gosterilmis ve bu asidik memeli kitinaz1 (Acidic Mammalian Chitinase ; AMCase)
olarak adlandirilmistir (36,42-44). AMCase farelerin ve insanlarin gastrointestinal
sistem ve akcigerlerinde bulunmaktadir. Ayni zamanda AMCase farelerin
ekzokrin hiicrelerinde de bulunmus, chitotriosidazdan farkli olarak asidik pH’da
optimum etki gosterdigi ifade edilmistir (42-44,55).

Farelere intraven6z Schistosoma mansoni yumurtalari enjekte edildikten
sonra akcigerde asir1 miktarda AMCase eksprese oldugu goriilmiis. Bu
ekspresyonun 1L-4 ve IL-13’tin rol aldigi Thy tipi immun yanitla arttigi
belirtilmistir. Bu artis Th; yanitin baskin oldugu ya da IL-13 geni susturulmus
(knockout) olan farelerde saptanmamustir (57). Aspergillus fumigatus antijeni ya
da ovalbumin verilerek deneysel asttm modeli olusturulmus farelerde yiiksek
oranda AMCase mRNA diizeyleri saptanmig, bu artista STAT-6 sinyal yolaginin
aracilik ettigi dolayisiyla IL-4 ve IL-13’iin rol oynadig1 belirtilmistir (13).

Insan AMCase geni kromozom 1p13°te lokalize olup chitotriosidaz geninin
1p32’de lokalize oldugu gosterilmistir. 1p32°de chitotriosidaz (CHIT1) ve
HCgp39 (CHI3L1) kitinaz protein ailesi lokalizedir (41). Farelerde ise kromozom
1 bant E4’te lokalize olup BRP39 (Chi3ll) ve Hgp39 kitinaz protein ailesi
bulunmaktadir. AMCase, chitotriosidaz, human cartilage glycoprotein-39 kd
(HcGP-39)/YKL-40, YKL-39 insanda, YM-1, YM-2, AMCase, oviductin ve
breast regression protein 39 (BRP-39) ise fareclerde tanimlanan kitinaz benzeri
genlerdir. BRP39 fare meme hiicrelerinde kesfedilmis ve bunun degisik adlarda
cesitli homologlar1 degisik tiirlerde tanimlanmistir. Human cartilage glycoprotein-
39 kd (HcGP-39), human YKL-40, porcine 38-kd heparin-binding glycoprotein
(GP38K), ve bovine 39-kd whey proteini kapsarlar. Sadece AMCase ve
chitotriosidazin kitinolitik etkisi bulundugu ifade edilmektedir (49,56,58). BRP-39
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ve HcGP-39/YKL-40 1. kromozomdaki 39-kd lik iiriinlerdir ve ilki fare ikincisi
insan Uriinidir, kitinaz aktiviteleri olmadigi belirtilmistir. BRP-39 benzeri
molekiiller doku yeniden yapilaniminda rol aldiginin kanitlar1 vardir, ¢linki
stromal hiicre  proliferasyonu, diferansiyasyonu ve sag kalimini regiile
etmektedirler. HcGP-39/ YKL-40’1n hastalik patogenezinde énemli rol oynadigi
distiniilmektedir, romatoid artrit, osteoartrit, metaztatik meme kanseri ve birgok
piiriilan menenjitlerde kandaki diizeylerinin arttig1 goriilmistiir (58,65).

YM-1 proteininin CD4" ve eosinofiller i¢in dnemli bir kemotaktik faktor
oldugu diistiniilmektedir. Fare chitotriosidazinin mRNA ekspresyonuna
bakildiginda yiiksek oranda dil ve midede oldugu ancak diger dokularda olmadigi
goriilmiis. Insan chitotriosidaz ekspresyonu ise dzellikle lenf nodlarinda olmak
tizere kemik iligi ve akcigerlerde de saptanmis olup mide de saptanmamis bu
bulgu da farelerin aksine bu enzimin insanlarda beslenmeden ¢ok savunmada rol
oynadigimi diisiindiirmektedir (38,39). Insan AMCase’1 ise yiiksek oranda mide ve
akciger dokusunda eksprese oldugu belirtilmektedir. Fare AMCase’1 ise mide,
tikriik bezi ve akcigerlerde eksprese olmaktadir (Sekil 2.4-5) (38,44).
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Sekil 2.4. Fare AMCase mRNA’sinin dokulardaki dagilimu (44)
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Sekil 2.5. Insan AMCase mRNA’sinin dokulardaki dagilimi (44)

Non radyoaktif in-situ hibridizasyon kullanarak her iki kitinazin mRNA
ekspresyonuna bakilmis. Chitotriosidaz dil papillalarinin skuamoz epitelinde,
AMCase von Ebner adi verilen kiiciik tiikriik bezlerinde ve parotiste bulunmus.
Insandan farkli olarak her iki enzimin de fare midesinde eksprese oldugu
bulunmus. Antumun pilorik glandlarinda chitotriosidaz ekspresyonu saptanmamis
olup ozellikle asagi gastrointestinal kanalda, duodenumda, ileumun paneth
hiicrelerinin lieberkithn kriptalarinda eksprese oldugu saptanmustir. Insan
akcigerinde chitotriosidaz alveoler makrofajlar aracilig1 ile eksprese olmakta buna
zit olarak fare akcigerinde chitotriosidaz ekspresyonu goriilmemistir (44). Enzim
ekspresyonundaki bu fark fare ve insandaki chitotriosidaz genindeki farklilikla
acgiklanmaktadir.

AMCase astimli hastalarin akcigerlerinde yiiksek oranda eksprese olmakta
iken saglikli bireylerde bulunmamaktadir (37). Bir baska caligmada AMCase
alveolar makrofajlarda ve gastrointestinal kanalda meydana geldigi ancak

chitotriosidazin sadece fagositlerde eksprese oldugu gosterilmistir (38).
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Bir baska calismada nazal poliple birlikte eosinofilik kronik siniiziti olan
olgular incelenmis. Kontrol grup ve nazal polipli grubun her ikisinde de AMCase
yapimina (ekspresyonu) saptanmis. Ancak AMCase ekspresyonu tedaviye direngli
polip grubunda tedaviye yanith gruba goére daha fazla bulunmus.Her iki grubun
IL-13 diizeylerine bakildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (69). Ilging olarak,
ovalbumin verilerek astim modeli olusturulmus farelerde acidic mammalian
chitinase (AMCase) 1n hava yolu epiteli ve akciger makrofajlarinda aktive oldugu,
ayni bulgularin astimli hastalarda da gozlendigi bildirilmistir. Bu arastirmada
ayrica, AMCase 1 indiiksiyonunun IL-13 iizerinden oldugu gosterilmistir (37).
Allosamidin ve anti-kitinazlarin verilmesi ile AMCase indiiksiyonunun geriledigi
belirtilmistir (37,48). 1L-13, Th, tipi yanitta salinan bir interlokindir ve atopik
hastaliklarda Th, baskin immiin yanitin ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir (45).
Ozellikle IgE yapimi ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th, tipi immiin
yanitin Oncelikle parazitlere karst immiin savunmada 6nemli oldugu bilinmektedir
ki bu parazitlerin c¢ogunlugu kitin icermektedir. Deneysel astim modeli
olusturulmus fare modellerinde alinan bronkoalveolar lavaj sivisi (BAL)
incelenmis, sividaki AMCase ekspresyonunun deksametazonla inhibe edildigi
ancak chitotriosidaz ekspreyonu tizerine inhibe edici etkisi olmadig1 saptanmistir
(64). Kitin farelere verilince eozinofil ve bazofilleri de kapsayan ve IL-4 eksprese
eden dogal immiin hiicrelerin dokuda artisin1 saglamaktadir. Doku infiltrasyonu
TLR aracilikli lipopolisakkarid taninmasinin yoklugunda etkilenmezken enjekte
edilen kitin daha once IL-4 ve IL-13 ile uyarilabilen memeli kitinaz ve AMCase
ile karsilastirilmis ise bu yanit olusmamakta, eger kitin AMCase’1 asir1 eksprese
etmis bir fareye injekte edilirse de olusmayabilir. Kitin alternatif makrofaj
aktivasyonunu ve LTBy, iiretimini in vivo uyarabilir ki bu optimal immiin yanit
icin gereklidir. Kitin dogal immiin hiicrelerin doku infiltrasyonu ic¢in gereken
tanima aracidir ki bu alerjik ve helmintik immiinitede 6nemlidir ve bu durum
omurgalilarin kitinazlarlari tarafindan negatif olarak diizenlenebilir (40).

Sonug olarak Th; tipi immiin yanitla kitinaz indiiksiyonu ya da aktivasyonu
arasinda gosterilen iliski akla yakin goriilmektedir. Th; tipi yanitin baskin oldugu

ve bunun etyopatogenezde en onemli faktér oldugu diisiiniilen allerjik hastaliklara
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gelince, polenler, ev-tozu akari, hamam bdcegi ve mantarlar gibi atopik
hastaliklarin en yaygin rastlanan allerjenleri kitin icermektedir.

Bu bilgilerin 1s18inda allerjik hastalig1 olan bireylerin immiin sisteminin
kitin iceren bu allerjenleri, parazit saldiris1 oldugu seklinde algiladigr ve bu
nedenle anti-paraziter oldugu iyi bilinen Thy tipi immiin yaniti gelistirdigi
diisiiniilebilir.insan diyetinde kitin bulunmamaktadir, AMCase’mn  monosit-
makrofaj sisteminde ve RES (Retikulo Endotelyal Sistem)’de saptanmasi dogal
savunmada rol oynadigini diistiindiirtmektedir.

Astimli hastalarda AMCase gen polimorfizmine bakilmis, K17R-ekson 4’te
A47G (rs3818822) polimorfizmi kontrol grubuyla karsilastirildiginda astimli
hastalarda anlamli oranda farkli bulunmus (p=0.0031 ve p= 0.0003). Astimli
hastalarda Chitotriosidaz (CHIT1)’de Gly102Ser ve Ala442Gly polimorfizmleri
incelendiginde hastalikta major rol oynamadigi tespit edilmis (41). AMCase’n
kataliktik bolgesinden 7 aminoasit Once baska bir polimorfizm saptanmis,
pozisyon 17°deki L>A degisiminin Kkatalitik aktiviteyi degistirebilecegi
belirtilmistir (36).

Baz1 arastirmacilar kitinin asttimda koruyucu etkisi oldugunu tanimlamistir.
Allerjenle duyarlilagtirilmis farelere diisiik miktarda oral kitin verilmesi akciger
eosinofilisini ve IgE miktarin1 azalttigi gosterilmis, bu etki kitin verilmeyen
farelerde saptanmadig gosterilmistir (62). In vitro yapilan tek galismada kitinin
makrofaj hiicre dizesinde TNF-a ve IL-1 yapimina yol ag¢tig1 bildirilmistir (60).

Bir bagska c¢alismada Dermatophagoides pteronyssinus ve Aspergillus
fumigatus ile deneysel astim modeli olusturulmus farelere intranasal CMP (Kitin
mikropartikiilii) verilmis. Serum Ig E, periferal kan eozinofilisi, havayolu asir1
duyarliligi ve akciger inflamasyonunda azalma saptanmis. Ayni zamanda Thl
sitokinleri olan 1L-12, IFN-y, TNF-a’ da artis saptanirken, IL-4’te azalma oldugu
belirtilmistir (54). Yine bir baska c¢alismada deneysel astim modeli olusturulmus
farelere intranazal CMP verilmesinin inflamasyonu azalltigi gosterilmistir (61).
CMP’nin viral hemaglutinin ile intranasal uygulanmasi sonrasi mukozal
immuniteyi arttirdigi ve viral infeksiyonlarda koruyucu oldugu belirtilmistir (59).

Kitinazin allerjik hastaliklarda rol oynadigina dair veriler varsa da 6zellikle

AMCase’1 indiikleyen diizenek ortaya konulmamustir. Parazitlerde, mantarlarda ve
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allerjenlerde yogun olarak bulunan kitinin bagigiklik sistemi tarafindan nasil
algilandig1 ve hangi algaglarin rol oynadigi bilinmemektedir.

AMCase’n astimda belirgin arttifina yonelik veriler yayginlasmissa da bu
artisin organizma lehine ya da aleyhine mi oldugu konusunda kesin veriler
bulunmamaktadir.

Yukarida soziinii ettigimiz ¢aligmalarin ¢ogunlugu doku diizeyinde yapilmig
olup in vitro olarak kitin, kitin mikropartikiilleri ile karsilasim sonrasinda hiicre ve
algac diizeyinde AMCase ve diger sitokin yanitlar1 arasindaki iliskiyi gosteren
calismalar yetersizdir.

AMCase caligmalarinda ¢ogunlukla fare modelleri kullanilmistir, halbuki
fare ve insanlarda bu enzimin islevinin farkli olduguna dair veriler bulunmaktadir.
Kitin ve/veya kitin mikropartikiillerinin allerjik hastaliklardan koruyucu ya da
arttirict  etkileri halen tartisilmakta, bununla ilgili yeni ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sekil 2.6. Kitinaz aracili havayolu agir1 duyarliliginin ve inflamasyonun sematik gosterimi (65).

Bu caligmalar allerjik hastaliklarin etyopatogenezine yeni bir bakis acisi

getirmektedir. Biz projemizde atopik dermatitte kitinazlarin  durumunu
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incelemeyi, ayrica kitin ve/veya allerjen uyariminin kitinaz olusumu ve Th; veya

Th;, tipte sitokin sentezi {izerine etkilerini incelemeyi amagladik.

3. GEREC VE YONTEMLER

Calismaya Akdeniz Univesitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim dali, Allerji-immunoloji klinigine bagvuran 4 atopik ve 4
saglikli bireyden sodyum heparin igeren tiiplere kan alindi. Mononiikleer hiicreler
dansite gradiyent yontemi ile ayristirildiktan sonra degisik allerjenlerle uyarilarak
Elispot yapildi. Uyarilmis mononiikleer hiicrelerden elde edilen siipernatantlar
Elisa tayini i¢in saklandi. Ayrica uyarilmis mononiikleer hiicrelerde AMCase gen
yapimina (ekspresyonuna) bakildu.

Akdeniz Universitesi Dermatoloji Anabilim dali ve Alanya Baskent
Universitesi Dermatoloji bdliimiince 5 atopik dermatitli hastanin saglhikli ve
lezyonlu deri boélgesinden aydinlatilmis onam formu imzalatildiktan sonra biyopsi

alindi, gonderilen biyopsilerden AMCase gen yapimina (ekspresyonuna) bakildi.

3.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PBMC) Ayrilmasi

Alerjik semptomu bulunan bireylerden ve kontrol grubundan Sodyum-
heparin igeren tiiplere 10 mL vendz kan alind1 ve dansite gradientine gore ayrildi.

Yapilan islemler asagida belirtildigi gibidir.

1. Sodyum-heparin igeren tiiplere ~ 10 mL vendz kan alind1.

2. Alman kan 30 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra {izerine ayn1 oranda
PBS eklendi.

3. Ficoll histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) ilave edilmis falcon tiiplerine

PBS ile sulandirilmis kan oran 1:2 olacak sekilde yavasca eklendi.

2040 rpm (800g), 20 dk., 20°C de santrifiij (Beckman-Coulter) edildi.

Stipernatantlar atildiktan sonra iizerinde PBS eklendi.

2000 rpm (780g), 10 dk., 8°C de santrifiij edildi.

Stipernatantlar atildiktan sonra iizerinde PBS eklendi.

1050 rpm (220g), 10 dk., 8°C de santrifij edildi.
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9. Siipernatantlar atildiktan sonra tizerinde RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
eklendi.

10. Elde edilen hiicre miktar1 sayildiktan sonra Elispot islemine gecildi.

3.2. Elispot

Alerjik semptomu bulunan bireylerden ve kontrol grubundan Sodyum-
heparin igeren tiiplere 10 mL vendz kan alindiktan sonra dansite gradienti ile
ayrisritildi ve elispot yapildi. PVDEF- Elispot kit (Euro-Clone) kullanilarak yapilan
Elispot yontemi asagida belirtilmistir.

1. PVDF kapli plaklara 25 pL % 70 etanol eklendi, 30 sn. oda 1sisinda inkiibe
edildi.

2. Etanol uzaklastirildiktan sonra plaklar 100 uL PBS ile 3 kez yikandi.

3. 10 mL PBS igine 100 pL capture antikoru konularak diliie edildi.
Hazirlanan bu karisimdan tim kuyucuklara 100 uL konularak plaklar
kapatildi ve bir gece + 4°C de bekletildi.

4. Kuyularm i¢i bosaltildiktan sonra bos kuyucuklar 100 pL PBS ile yikandu.

5. PBS ile diliie edilmis UHT-milk kuyucuklara 100 pL olarak dagitildi,
karanlikta, oda 1si1sinda 2 saat inkiibe edildi.

6. Plak dokildiikten sonra kurutma kagidinin iizerine hafif¢e vurularak
icindeki soliisyonun tamamen bosaltilmasi saglandi.

7. PBS ile bir kez yikandu.

8. Istenilen konsantrasyonlarda hiicre siispansiyonu ve antijen her kuyuya
100 pL olacak sekilde dagitildi. 37°C de CO, inkubatdrde degisik zaman
dilimlerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince plaklar hareket
ettirilmedi.

9. Plak dokiildiikten sonra kurutma kagidinin {izerine hafif¢e vurularak
icindeki soliisyonun tamamen bosaltilmas1 saglandi .

10. Kuyulara 100 pL PBS-%0.1 tween 20 konularak 10 dakika + 4°C de
bekletildi.

11. PBS-%0.1 tween 20 ile 3 kez plaklar yikandu.
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12. 96’lik plate igin 10 mL PBS-1%BSA igine 10 pL streptavidin-alkaline
fosfataz konularak bu karisimdan her kuyuya 100 pL eklendi, plate
kapatildi, 1 saat 37°C de inkiibe edildi.

13. Kuyularin i¢i dokiildii, PBS-%0.1 tween 20 ile 3 kez plaklar yikandi,
kurutma kagidinin tizerine plaklar hafifge vurularak igindeki kalan
sollisyonun uzaklastirilmasi saglandi.

14.100 uL BCIP/NBT buffer eklendi. 2-5 dakika oda 1sisinda reaksiyon
olusmasi i¢in bekletildi. Gorsel olarak nokta formasyonunun olugmasi
gbzlemlendi.

15. 3 kez distile su ile yikandi.

16. Plaklar kurumaya birakildu.

17. Elispot okuma cihaz1 (C.T.L.) ile nokta sayilar1 okutuldu. (Aynmi giin
okuma yapilmayan plaklar 1siktan temasi engellenmis bir sekilde +4°C de

bekletildi, ertesi giin okumaya alindi.)

3.3. Elisa

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen kiiltiir siipernatantlarindan Elisa kiti
(Beckman Coulter) kullanilarak IFN-y, IL-13, IL-4 bakildi. Elisa yontemi asagida
aciklandig gibi yapildi.

3.3.1. Elisa Protokol

Standart Konsantrasyon | IFN-y Diliient
25 IU/mL 50 puL 250 IU/mL standart | 900 pL
6.25 IU/mL 100 pL 25 IU/mL standart | 300 puL
1.56 IU/mL 100 pL 6.25 IU/mL standart | 300 puL
0.39 IU/mL 100 pL 1.56 IU/mL standart | 300 puL
0 - 300 pL
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Standart Konsantrasyon IL-13 Diliient
300 pg/mL 100 pL 3 ng/mL standart 900 pL
75 pg/mL 100 pL 300 pg/mL standart | 300 uL
19 pg/mL 100 pL 75 pg/mL standart | 300 uL
5 pg/mL 100 pL 19 pg/mL standart | 300 uL
0 - 300 puL
Standart Konsantrasyon IL-4 Diliient
1000 pg/mL 50 pL 10 ng/mLstandart 450 puL
250 pg/mL 100 pL 1000 pg/mL standart | 300 puL
62.5 pg/mL 100 pL 250 pg/mL standart | 300 pL
15.6 pg/mL 100 pL 61.5 pg/mL standart | 300 pL
0 - 300 pL

1. Standart konsantrasyonlar1 protokole gore hazirlandi.
2. Kuyulara IFN-y ve IL-13 i¢in 50 uL, IL-4 i¢in 100 pL standart ve kiiltiir
siipernatant1 eklendi.

2 saat 18-25°C’de sallayicida tutuldu.
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Kuyular yikama soliisyonu ile yikandi.

Kuyular yikama soliisyonu ile yikandi.
100 pL substrat eklendi.
30 dakika 18-25°C de sallayicida tutuldu.

10. 50 pL durdurucu soliisyon eklendi.

11. 450 nm de emilimleri (absorbanslari) okutuldu.
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30 dakika 18-25°C de sallayicida tutuldu.




3.4. mRNA Izolasyonu

Atopik dermatitli hastalardan elde edilen deri biyopsilerinden ve kiiltiire
edilmis mononiikleer hiicrelerden mRNA izolasyon Kiti (Qiagen kit) kullanilarak
yapildi. mRNA izolasyon protokolii asagidaki gibidir.

1. Hiicre pelletlerine 350-600 puL RLT buffer eklendi. Bu karisim QIA- shredder
kolonlarina aktarildi.

2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

Kolonlarin filterli kismi atildi.

350-600 pL % 70’1k etanol eklenip lizat RNeasy kolonlarina aktarildi.

15 sn. 8700 rpm (80009) de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolonlarin altinda kalan stv1 kisim atildi.

350 uL RW1 buffer eklendi.

15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasi kolonlarin altinda kalan siv1 kisim atildi.
. 80 uL DNase 1 mix eklendi.
. 15 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
. 350 uL RW1 buffer eklendi.
. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifiij edildi.

e T o
A W N - O

. RNeasy kolonlar1 yeni bir toplama tiipiine aktarild.
. 500 uL RPE buffer eklendi.
. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifiij edildi.

N e =
N o O

. Santrifiij sonras1 kolonlarin altinda kalan s1v1 kisim atildi.

. 500 uL RPE buffer eklendi.

N
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. 2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

N
o

. RNeasy kolonlar1 yeni bir toplama tiipiine aktarildu.

N
[T

. 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

N
N

. RNeasy kolonlar1 yeni bir tiipe aktarildi.

N
w

. 30-50 puL RNase icermeyen steril su ilave edildi.
. 1 dakika 8700 rpm (8000g) de santrifiij edildi.

N DN
[S2 TN

. RNeasy kolonlar1 atildi.

N
(2]

. CDNA izolasyon asamasina gegildi (¢cDNA izolasyonu yapilmayan ornekler

—80°C de saklandh).
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3.5. cDNA Sentezi

Sensiscript Reverse Transcription kiti (Qiagen) kullanildi.

Komponent Voliim Final Konsantrasyon
Revers Transkriptaz Reaksiyon Buffer, 10x | 2 uL 1x

Deoksiniikleotid Karisimi, 5 mM 2 ul 0.5 mM dNTPmix
Oligo-dT primer (10 uM) 2 ul 1uM

Random primer (100 uM) 2uL 10 uM

RNase Inhibitor,10 U/uL 1uL 10U
RNase-icermeyen su Degisken

Template RNA Degisken | 50 ng/reaksiyon
Revers Transkriptaz 1ul

Final voliim 20 nL

Yukarida belirtilen miktarlarda RT reaksiyonu hazirlandiktan sonra 37°C’de
1 saat inkiibasyona birakildi. Olusan cDNA’lar PCR reaksiyonunda kullanilincaya
kadar -20 °C’de saklandi.

3.6. RT-PCR Protokol

Atopik dermatitli hastalardan alinan dokulardan izole edilen RNA
Sensiscript Reverse Transcription kiti  (Qiagen) kullanilarak c¢DNA’ya

doniistiiriildiikten sonra agagidaki primerler kullanilarak PCR yapilmistir.

Kullanilan Primerler ;

AMCase i¢in: (Accession number: NM_201653.1) (PCR iiriinii: 170 bp)
Forward primer: 5°-CTA CTC CTG AGA ACC GCC-3’

Reverse primer: 5’-5’-CCT GCT CAA AAG CTT CAC GC-3’
Beta-Aktin icin: (Accession number: NC_000007) (PCR iiriinii: 180 bp)
Forward primer: 5°-GGA TGA TGA TAT CGC CGC G-3’

Reverse primer: 5’-CCA TGC CCA CCA TCA CGC-3’
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Light Cyclerdaki kantitatif degerlendirme i¢in QuantiTect SYBR Gren PCR
(Qiagen) kiti kullanildi. Kullanilan primerler asagida belirtilmistir.

Kullanilan Primerler ;

AMCase icin : (Accession number: NC_000001) (PCR iiriinii : 172 bp)
Forward primer: 5°-CTA CTC CTG AGA ACC GCC-3°

Reverse primer: 5’-CCT GCT CAA AAG CTT CAC GC-3’
Beta-Aktin icin: Primer dizisinde degisiklik yoktur.

Komponent Voliim
Master Mix, 2x 10 uL
Spesifik Forward Primer (10 uM) 1.6 uL
Spesifik Reverse Primer (10 uM) 1.6 uL
MgCl, (50 mM) 0.4 uL
RNase icermeyen su 54 uL
Template cODNA 1ul
Total Voliim 20 pL

Toplam voliim cDNA eklenmesiyle 20 plL’ye tamamlandi ve asagidaki PCR
kosullarinda LightCycler’da amplifikasyon gerceklestirildi.
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Hazirlanan reaksiyon karigimi LightCycler 20 pL’lik kapillere aktarildiktan

sonra cihaza yerlestirildi ve amplifikasyon asagidaki kosullarda gerceklestirildi.

Is1 Siire Dongii Sayisi
PCR aktivasyon 95°C 15dk. 1
Amplifikasyon 50
Denatilirasyon 95°C 453n.
Annealing 60°C 45sn.
Extansion 72°C 45sn.
Melting curve 1
Denatiirasyon 95°C 1dk.
Annealing 60°C 1dk.
Melting 90°C 0-0
Cooling 40°C 10dk. 1
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4. BULGULAR

4.1. Elispot Verileri
4.1.1. TNF- a Yamt1

4.1.1.1. CMP’nin Mononiikleer Hiicrelerde ve T lenfositlerinde TNF-a
Yanitina Etkisi

Yeni elde edilmis mononiikleer hiicreler (genelde % 80 lenfosit + %20
monosit) ve magnetik boncuk yontemi ile saflastirilmis T hiicreleri CMP’nin
degisik dozlar1 ve PHA ile uyarildi.

CMP yeni elde edilmis mononiikleer hiicrelerden TNF-a yapimini kuvvetle
uyarmaktadir ancak saflagtirilmig T hiicrelerini uyarmamaktadir, diger bir deyisle

CMP’ne TNF-a yaniti monosit kaynaklidir (Sekil 4.1).

Hiicre Tiplerinin Kitin Mikropartikillerine TNF-alfa Yanitina

Etkisi

250

200
‘g 150 @ Mononiikleer Hicre (% 80L+
S %20 Monosit)
B 100 B T Lenfosit (% 95 CD3+
) —‘ Lenfosit)

) _|L L
O I_L T T T

CMP 125 CMP 25 CMP 50 PHA

Sekil 4.1. Mononiikleer hiicre ve T lenfositlerin kitin mikropartikiillerinin degisen dozlarina

ve PHA’ ya TNF-a yanit1 (Spot Sayisi : Uyarilmig Ortalama — Uyarilmamig Ortalama).
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4.1.1.2. PHA, Kitin, CMP ve Allerjenlerle Uyarimmnin Mononiikleer

Hiicrelerde TNF-a Yamtina Etkisi

Saglikli ve atopik hastalardan elde edilen mononiikleer hiicreler kitin, CMP,

PHA ve allerjenler ile uyarildi. MN hiicrelerin tiim uyarilara TNF-o yanitt

verdikleri gozlendi (Sekil 4.2).

Kitin ve Kitin Mikropartikillerine TNF-alfa Yaniti
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PHA Derp Polen Kitin CMP

Sekil4.2. Saglikli ve atopik kisilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarli olduklar1 allerjene TNF-

o yaniti. S1 ve S2 saglikli 2’ser kisinin ortalamalaridir. H1: Derp duyarliligi, H2: Polen duyarlilig:

deri testi ile saptanmis atopik kisilerin ortalamalaridir (Spot Sayisi: Uyarilmig Ortalama —

Uyartlmamis Ortalama ).
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4.1.2. PHA, Kitin, CMP ve Allerjen Uyarmmmmn Mononiikleer
Hiicrelerde IFN-y Yanmitina Etkisi

Saglikl1 ve atopik kisilerden elde edilen mononiikleer hiicreler kitin, CMP,
PHA ve allerjenler ile uyarildiginda MN hiicrelerin, CMP ve PHA’ye IFN-y
yanit1 verdikleri gozlendi, mediuma dogrudan eklenen kitine yanit saptanmadi

(Sekil 4.3).

Kitin ve Kitin Mikropartikillerine IFN-g Yaniti
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PHA Derp Polen Kitin CMP

Sekil 4.3. Saglikli ve atopik kisilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarli olduklar1 allerjene IFN-
y yanitt. S1 ve S2 saglikli 2’ser kisinin ortalamalaridir. H1: Derp duyarliligi , H2: Polen duyarliligi
deri testi ile saptanmus atopik kisilerin ortalamalaridir (Spot Sayisi: Uyarilmig Ortalama —

Uyartlmamis Ortalama ).
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4.1.3. PHA, Kitinp CMP ve Allerjen Uyarimmin Mononiikleer
Hiicrelerde IL-4 Yamtina Etkisi

Saglikl1 ve atopik kisilerden elde edilen mononiikleer hiicreler kitin, CMP,
PHA ve allerjenler ile uyarildiginda MN hiicrelerin, Kitin ve CMP’ye 1L-4 yaniti
vermediklerini, PHA’ya kuvvetli, alerjenlere zayif da olsa IL-4 yanit1 verdiklerini
gozledik (Sekil 4.4).

Kitin ve Kitin Mikropartikillerine IL-4 Yaniti
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Sekil 4.4. Saglikli ve atopik kisilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarli olduklar: allerjene IL-4
yaniti. S1 ve S2 saglikli ikiser kiginin ortalamalaridir. H1: Derp duyarliligi, H2: Polen duyarlilig:
deri testi ile saptanmis atopik kisilerin ortalamalaridir (Spot Sayisi: Uyarilmis Ortalama —
Uyarilmamig Ortalama). Not: Olgularim hepsinde PHA yamiti 50°nin istiinde degerlerde

bulunmustur, daha disiik diizeyde olan diger verilerin goriilebilmesi i¢in bu degerde kesilmistir.

Sonu¢ olarak; ELISPOT verilerimize gore CMP’nin insan mononiikleer
hiicrelerini uyararak TNF-a ve IFN-y yaniti olusturabildigi ancak IL-4 yanitina
yol agmadigi sOylenebilir. Kitin dogrudan ortama eklendiginde, IFN-y ve IL-4

yanit1 olusturmamaktadir.
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4.2. Elisa Sonuclar

Saglikli ve hasta grubunun uyarilmis mononiikleer hiicrelerinden
slipernatant toplanarak yapilan Elisa sonuglar1 asagida belirtilmistir. Sonuglar kat
artist  olarak verilmistir. 2 kat ve 1lzeri artislar pozitif yanit olarak

degerlendirilmistir.

4.2.1. IFN-y Yanit1

Polen ve derp allerjisi bulunan hasta grubu ile saglikli kontrollerden PHA,
CMP, kitin ve allerjenlerle uyarim sonucu edilde edilen siipernatantlarda IFN-y
yanit1 degerlendirildi. Atopik grupta CMP’ye IFN-y yanit1 oldugu saptandi (Sekil
4.5 ve 4.6).

IFN-g
60

50

40

30

U/ml

20

10

PHA Derp Polen Kitin CMP

Sekil 4.5. Saglikli kontrolde IFN-y yanit1 (S=Saglikli kontrol)
(CMP yanit1 : 0,5 U/ml oraninda saptanmuigtir.)

Saglikli kontrolde PHA’ya ve az bir oranda derp allerjenine karst yanit

saptanmigken CMP yanit1 saptanmadi.
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IFN-g
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PHA Derp Polen Kitin CMP

Sekil 4.6. Atopik grupta IFN-y yanit1

H1-3 : Derp allerjisi H2-4 : Polen allerjisi bulunan hasta grubu

Atopik grup degerlendirildiginde PHA ve CMP’ye IFN-y yaniti oldugu

saptandi.

4.2.2. 1L-13 Yanmit1

Polen ve derp allerjisi bulunan hasta grubu ile saglikli kontrollerden ayni
uyaranlar sonucu elde edilen siipernatantlarda zayif da olsa IL-13 yanit1 saptandi
(Sekil 4.7 ve 4.8).
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IL-13
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Sekil 4.7. Saglikli kontrollerdeki I1L-13 yaniti
IL-13
E H1
HH2
O H3
OH4

PHA DERP POLEN KIiTIN CMP

Sekil 4.8. Atopik grupta IL-13 yamit1 (H1-3 : Derp allerjisi H2-4 : Polen allerjisi bulunan
hasta grubu)

Sagliklt ve atopik grubun her ikisinde de PHA’ya giiclii bir IL-13 yaniti

saptandi. CMP uyarimi sonucu az da olsa yanit oldugu gorildii.
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ELISA verilerimize gore CMP nin insan mononiikleer hiicrelerini uyararak
IFN-y ve az miktarda IL-13 yanit1 olusturmaktadir ancak IL-4 yaniti
olusturmamaktadir (sonuglarimiz testin belirleme sinirlarimin altinda kaldigr igin
data tablosu verilmemistir). Bu bulgular Elispot verilerimiz ile uyum

gostermektedir.

4.3. RT-PCR Sonuglari
4.3.2. AMCase Yapim (Ekspresyon) Calismalarimin Sonuclar:

4.3.2.1. Atopik Dermatitli Hastalarin Deri biyopsilerinden elde edilen

PCR iiriinlerinin jel goriintiileri

PCR fdrlinleri agaroz jel elektroforezinde belirlendi. PCR firiinlerinin
biiyiikliikleri AMCase i¢in 172 bp, B-aktin i¢in 180 bp idi. AMCase’in deride
eksprese olup olmadig: literatiirde bilinmediginden mide dokusu pozitif kontrol

olarak alind1 ( Sekil 4.9ve 4.10).

e S — ——— S— —— —

L1 L2 L3 L4 L5 Le L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13L14 L15 L1e L17 L18 M

Sekil 4.9. Hastalarin jel elektroforez goriintiileri
Lane 1 : 1. hastanin normal deri bdlgesi,

Lane 2 : 1. hastanin lezyonlu deri bdlgesi

Lane 3: 2. hastanin normal deri bdlgesi
Lane 4 : 2. hastanin lezyonlu deri bdlgesi
Lane 5 : 3. hastanin normal deri bolgesi
Lane 6 : 3. hastanin lezyonlu deri bolgesi
Lane 7 : 4. hastanin normal deri bolgesi

Lane 8 : 4. hastanin lezyonlu deri bolgesi
Lane 9-18 : Mide dokusu

Lane 10-17 : Aktin Uriinii

M : Marker
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Diger bir hastanin bulgular resim 4.2’de goriilmektedir:

L1 L2 M

Sekil 4.10. Hastalarin jel elektroforez goriintiileri
Lane 1: Atopik dermatitli hastanin normal deri bolgesi

Lane 2: Atopik dermatitli hastanin lezyonlu deri bdlgesi

Jel elektroforez goriintiilerimiz degerlendirildiginde hastalarin normal ve
lezyonlu deri bolgelerinin her ikisinde de AMCase bantlarina rastlandi, ancak

hastalarin normal deri bélgelerinde daha fazla ekspresyon oldugu goriilmektedir.

4.3.2.2. Atopik Dermatitli Hastalarin Deri Biyopsilerinde AMCase
Yapim (Ekpresyonu)

Atopik dermatitli 5 hastadan alinan saglikli ve lezyonlu deri biyopsilerinden
elde edilen PCR fdriinlerinin diizeyleri, B-Actin’e gore normalize edilerek

karsilagtirildi (Sekil 4.11.).

10000
1000 —l ]
100 +H —| O Lezyonsuz bolge
B Lezyonlu bolge
10 r
1 T T T T
1 2 3 4 5

Sekil 4.11. Atopik dermatitli hastalarin (1-5 nolu hastalar) saglikli ve lezyonlu deri

biyopsilerinde AMCase ekspresyon diizeyleri B-Aktin’e gore normalize edilerek karsilastirilmstir.
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Hastalardan alinan deri biyopsilerinde normal deri ve atopik deri bolgesinin
her ikisininde de AMCase ekspresyonu saptanmis olup, normal deri bolgesinde
daha fazla gézlemlendi. Bu bulgularimiz jel elektroforez goriintiileri ile uyumlu

bulundu.

4.3.2.3. PHA ve CMP ile Uyarilmis Mononiikleer Hiicrelerde AMCase
Yapim (Ekspresyonu)
Mononiikleer hiicrelerin degisik zaman dilimlerinde LPS, PHA, Polen, CMP

ile uyarimi sonucu AMCase yapimi (ekspresyonu ) incelendi (Sekil 4.12).

Mononiikleer Hiicrelerde AMCase Ekspresyonu
— 1,6
c
g
O 14
=
S
g 1,2 1
Q
2 1H @ Medium
i
c BLPS
£ 0,8
g OPHA
% 0,6 17 O Polen
g B CMP
< 04+
74
€ 0,2 11
<
¥ 0+
1.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 72.saat 96.saat
Uyarim Siiresi

Sekil 4.12. Periferik kandan izole edilen mononiikleer hiicreler degisik zaman araliklar
boyunca PHA, CMP, LPS, Polen ile uyarildi. AMCase iiriin diizeyleri 3-Aktine gore normalize

edilerek karsilagtirilmistir.

AMCase ekspresyonu grafikte CMP ile indiiksiyon sonucu 8. saatten sonra

bir artis gostermektedir, ancak aynmi artis mediumla veya diger uyaranlarla
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uyarilmis hiicrelerde de benzerdir. Ancak diyebiliriz ki AMCase ekspresyonu
uyaranlara ve zaman bagli olarak anlamli bir artig géstermemistir .

5. TARTISMA

Kitin parazit, mantar, gibi canlilarda ve polen, ev tozlar gibi sik rastlanilan
allerjenlerde bulunan bir glikopolimerdir. Kitinazlar kitini pargalayan enzimlerdir.
Son yillarda insanlarda da kitinazlarin bulundugu ve bu enzimlerin bagisiklik
yanitinda ve yangi olusumunda rolii oldugunu gosteren calismalar
yayginlagmistir. Arastirmamizin temel esin kaynagi olan Zhu ve arkadaslarinin
(37) yaptig1 ¢alisma kitinazlarla allerjik yangi yaniti arasindaki iliskiye dikkati
cekmistir. Temelde parazitlere karsi direngte 6nemli rolii olan Th; tipi bagisiklik
yanit1 ve 6zellikle IL-13 ile AMCase arasindaki baglantinin gosterilmesi, kitinin
bu canlilarda yogun olarak bulundugu géz 6niine alinirsa fizyolojiye uymaktadir.
Bu bilgilerin 1s18inda parazit varhiginda aktive olan kitinazlarin kitin igeren
parazitleri oldiirerek ya da ¢ogalmalarini durdurarak etkin olmasi ve ajanin yok
edilmesi ile yanginin sinirlanmasi ya da durdurulmasi seklinde bir seyir akla
yatkin gelmektedir. Bu durumda kitinazin (AMCase) aktif donemde yanginin
baslatilmasi ve bunu izleyen dénemde ise etkin olarak yanginin sona erdirilmesi
ile iliskili olabilecegi diisiiniilebilir. Bu ¢calismalarda a¢iklanmayan ya da {izerinde
calisiilmayan nokta parazit varliginda ya da allerjenle karsilasma sonrasi
AMCase’1 tetikleyen IL-131 kitinin ya da baska hangi uyaranlarin uyardig:
sorusudur. Kitinin insanlarda bir reseptorii oldugu gosterilmemistir, dahasi kitinin
hangi hiicrelerce algilandig1 ve nasil bir sitokin yanitina yol agtigina yonelik
aragtirmalar ¢ok smirlidir. Bu konuda bulabildigimiz tek ¢alisma olan, Shibata ve
arkadaglarinin (60) arastirmasinda kitin mikropartikiillerine makrofaj hiicre
dizisinin TNF-o ve IL-1 yanit1 verdigi bildirilmistir. Bizim elispot sonuglarimizda
(Sekil 4.1) kitin mikropartikiillerine oncelikle monositlerin TNF-a yaniti verdigi
ve CMP’nin mononiikleer hiicrelerde TNF-o yaninda belirgin IFN-y yapimini
uyardigi ancak IL-4 yanitina yol agmadigi gozlenmistir(Sekil 4.3 ve 4.4).Elisa
verilerimiz de buna uygun bulunmus ancak CMP’nin zayif ta olsa IL-13 yapimin
uyardigina isaret etmektedir (Sekil 4.7 ve 4.8). Ozetle sonuglarimiz Shibata ve
arkadaslarinin bulgularina uymakta ve bu konuya IL-4, IFN-y ve IL-13 yoniinden
yeni bilgiler eklemektedir. Bu sonuglar CMP’nin, kitinden bekledigimiz sekilde
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kuvvetli ve Th, agirlikli (IFN-y disik, IL-4 ve IL-13 yiiksek) bir yanit
olusturmadigini gostermektedir. AMCase’1n indiiklenebilmesi i¢in ne oranda IL-
13 gerektigi konusunda bilgiler yetersiz olmakla birlikte, zayif da olsa salgilanan
IL-13’{in etkilerinin neler olabilecegi konusunda bilgilerimiz sinirhidir. In vitro
sartlarda gozledigimiz zayif IL-13 yanitinin biyolojik anlami konusunda ileri
caligmalara gerek vardir. Strong ve arkadaslari (54) intranasal CMP verilmesi ile
IL-12, IFN-y, TNF-a’ da artis saptarken, IL-4’te azalma oldugunu belirtmislerdir.
Strong ve arkadaslarimin bu bulgular1 bizim bulgularimiza uymaktadir. Yine
Ozdemir ve arkadaslar1 (61) intranasal CMP verilmesi ile akciger patolojisinin
azalmasimin Thy yanitinin azalmasi ve Th; yanitina kaymasinin yol actig1 seklinde
aciklamislardir ki bu bizim invitro verilerimizle paralellik gdstermektedir. Ancak
elde ettigimiz invitro verilerin hem baska tiir bir canlida hem de degisik doz yanit
calismalari olmayan c¢alismalarla dogrudan iliskilendirilmesi yanilgilara yol
acabilir. Kitin yerine CMP ile yapilan ¢aligmalar kitine yonelik immun yanitin
degerlendirilmesi i¢in iyi bir model olmayabilir. Kitinin bagisiklik dizgesinde
hangi hiicreler tarafindan nasil bir islemden sonra algilandigi, isleme asamasinda
klas I-Il ya da CD la-e molekiillerine sunulup sunulmadigi konusu
bilinmemektedir. CMP ile yaptigimiz deneylerde bizim verilerimiz Ornegin
CMP’ye saf T hiicrelerinin yanit vermedigini monositlerin gerekli oldugunu
gostermistir (Sekil 4.1). Kitin ve CMP ayn yolaklara sunulabilir, invivo sartlarda
mide asidi gibi etkilerle ve araya giren hiicrelerle (epitel hiicreleri, dendiritik
hiicre v.b.) degisik sekilde islenen CMP ve kitin birbirinden farkli yanitlara yol
aciyor olabilir. Ayrica deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda doz
degisikliklerinin ve uyaran1 veris yolunun (deri alti, oral veya parenteral)
gelisecek yaniti dnemli oranda degistirebilecegi bilinmektedir. Ozetle kitinin
organizmada yol actig1 bagisiklik yanitinin diizenegi konusundaki bilgilerimiz ¢ok
eksiktir.

Kitin ve kitin mikropartikiillerinin AMCase’t uyarmast konusunda
yaptigimiz deneyler sonucunda AMCase’in mononiikleer hiicreler tarafindan
yapildigini (eksprese edildigini) ancak denedigimiz hig¢bir uyaranin (PHA, Kitin,
CMP) bu yapimu (ekspresyonu) belirgin olarak degistirmedigini gozledik. Deney

diizenegimizde degisik zaman araliklarini denetledik ancak belirgin bir zaman
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tetikleme egrisi de elde edemedik (Sekil 4.12). Belki de hiicrelerin ayristirilma
islemleri sirasinda AMCase yapiliyor (eksprese oluyor) olabilir ancak bu yapimi
engellemek teknik nedenlerden dolayr miimkiin gibi gériinmemektedir. .Daha
onceki yapim (ekspresyon) c¢alismalart AMCase’in mide ve akciger epitelinde
oldugunu gostermistir (38).

Biz de AMCase’in mide dokusunda kuvvetle yapildigin1 gosterdik (resim
4.1 ve 4.2). Ayrica verilerimiz bu enzimin hem mononiikleer hiicrelerde hem de
deride yapildigim1 gostermektedir. Goldberg ve arkadaslarmin (63) yaptigi
calismada kordon kani periferik mononiikleer hiicrelerinde AMCase’1n yapildig:
(eksprese oldugu) saptanmistir. Ramanathan ve arkadaglari (69) yaptiklar
calismada hem normal hem nazal poliplerde bu enzimin eksprese oldugunu
gostermislerdir. Sonug olarak yayimlanan bu veriler ile bizim verilerimiz, AMCase
ekspresyonunun sanildigi gibi sadece mide ve akciger dokusuyla sinirlt
olmadigini gostermektedir.

Atopik dermatitli (AD) olgularda AMCase gosterimi (ekspresyonu)
bulgularimiz bekledigimizin ve Zhu ve arkadaslarinin (37) akciger dokusundaki
bulgularmin tersi seklinde ortaya ¢ikmistir. AMCase gosterimini ( ekspresyonunu)
normal deride lezyonlu bolgelerden daha yiiksek saptadik (Sekil 4.11). Bunun iki
aciklamasi olabilir. AMCase hastaligin aktif doneminde yiikselmis, kullanilmis ve
kronik fazda azalmis olabilir (biyopsilerin hepsi kronik donemdeki AD’li erigkin
hastalardan almmustir. Istememize karsin akut fazdaki lezyonlardan ve
cocuklardan biyopsi alinamamistir). Daha 6nce yapilan caligmalarda Ozellikle
erigkinlerde AD in erken fazinda Th; tipi sitokinlerin ge¢ fazda ise IFN-y’ nin
etkin oldugu yaymlanmistir (22). IFN- y nin Thy yanitini, dolayisiyla IL-13
yapimini inhibe ettigi géz Oniine alinirsa, bu donemde AMCase gdsterimi azalmis
olabilir.

Bu bilgiler 1s181nda diisiiniilebilecek ikinci bir olasilik ise tartigmanin giris
boliimiinde de belirttigimiz gibi AMCase’in etkinligi kitin iceren veya Oyle
algilanan allerjene kars1 etkin bir yanitla yanginin sonlandirilmasini saglamakta ve
AMCase’1n diisiik olmasi, yanginin kroniklesmesiyle iliskili olabilir. Bu konunun
aciklig1 kavusmasi icin AD’in degisik evrelerinde tekrarlanan biyopsilerde bu tarz

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Son yillarda kitinazlar konusunda artan bilgilerimiz bu enzimin insanlarda,
Ozellikle parazitlere karsi direngte onemli oldugunu, alerjik yangi sirasinda da
aktive oldugunu gostermektedir, ancak bu enzimlerin 6zellikle alerjik hastaliklarin
patogenezindeki 6nemi, bagisiklik dizgesinin kitini nasil ve ne sekilde algiladigi,
kitinazlarin kitin diginda hangi yapilara (substratlara) etkiledigi konularinda ileri

caligsmalara gerek vardir.
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6. SONUCLAR

1. Kitin mikropartikiilleri invitro kosullarda mononiikleer (6zellikle
monositler) hiicreleri uyararak TNF-a, IFN-y ve zayif IL-13 yanit1 olusturdugu,
IL-4 yapimini1 uyarmadig saptandi.

2. Periferik kandan ayristirilan mononiikleer hiicrelerin  AMCase yaptigi
(eksprese ettigi) ancak denedigimiz uyaranlarin (PHA, Kitin, CMP) higbirisinin
bu ekspresyonu degistirmedigi ayrica degisik zaman dilimlerinde ekspresyonda
degisiklik olmadig1 goriildi.

3. AD’li olgularda AMCase yapimi saglikli ve lezyonlu deri bdlgesinin her
ikisinde birden saptandi ancak saglikli deri bolgesinde lezyonlu bdlgeden daha

yiiksek oranda saptandi.
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7. OZET
Kitin ve Kitinazin Allerjik Reaksiyondaki Rolii

Kitin nematodlar, bocekler ve mantarlarda yaygin olarak bulunan, ancak
memelilerde bulunmayan bir karbonhidrat polimeridir. Beklenildigi gibi
kitinazlar, kitini pargalayan, kitin igeren organizmalarin biiyiimesini engelleyen
enzimlerdir, bu enzimlerin kitin i¢eren patojenlere karsi savunmada 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. insanlarda da kitinaz genlerinin bulundugu bilinmektedir,
ancak bu gen iirlinlerinin biyolojik rolleri bilinmemektedir ve benzer sekilde
insanlarda da kitin igeren patojenlere karsi1 savunmada rol oynamalar1 beklenirse
de bunu gosteren ¢ok az veri vardir.

Ozellikle IgE yapimi ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th, tipi immiin
yanitin Oncelikle parazitlere kars1 immiin savunmada 6nemli oldugu bilinmektedir
Ki bu parazitlerin ¢ogunlugu kitin icermektedir. Sonu¢ olarak Thy tipi immiin
yanitla kitinaz indiiksiyonu ya da aktivasyonu arasinda gosterilen iligki akla yakin
goriilmektedir. Thy tipi yanmitin baskin oldugu ve bunun etyopatogenezde en
onemli faktor oldugu diistiniilen allerjik hastaliklara gelince, ev-tozu akari,
hamam bdcegi ve mantarlar gibi atopik hastaliklarin en yaygm rastlanan
allerjenleri kitin icermektedir. Bu bilgilerin 1s1ginda allerjik hastali§i olan
bireylerin immiin sisteminin kitin i¢eren bu allerjenleri, parazit saldirist oldugu
seklinde algiladig1 ve bu nedenle anti-paraziter oldugu iyi bilinen Th; tipi immiin
yanit1 gelistirdigi diistiniilebilir.

Bu ¢alismada kitin mikropartikiilerinin in vitro etkileri Elisa ve Elispot
yontemi ile arastirildi. Elde edilen monontikleer hiicrelerin degisik uyaranlarla ve
farkli zaman dilimlerinde karsilasimi sonucu ve atopik dermatitli olgulardan
alman deri biyopsilerinden AMCase gen yapimina (ekspresyonuna) bakildi.
AMCase iiriin diizeyleri B-aktine gore normalize edilerek karsilastirildi.

Kitin mikropartikiilleri in vitro kosullarda mononiikleer (6zellikle
monositler) hiicreleri uyararak TNF-a, IFN-y ve zayif IL-13 yaniti olusturdugu,

IL-4 yapimin1 uyarmadig saptandi.
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Periferik kandan ayristirilan mononiikleer hiicreler AMCase yaptigi
(eksprese ettigi) ancak denedigimiz uyaranlarin (PHA, Kitin, CMP) higbirisinin
bu ekspresyonu degistirmedigi gorildii.

AD’li olgularda AMCase yapimi saglikli bolgede lezyonlu bolgeden daha
yiiksek oranda saptandi.

AMCase gen yapimi normal deri ve atopik deri dokusunda da saptanmaistir.
Bu bulgu sanildiginin aksine bu enzim yapiminin sadece mide ve akciger
dokusuna sinirli olmadigi yoniinde diistindiirmektedir.

Insan viicudunda farkli AMCase tiplerinin tanimlanmasi, allerjenin viicuda
farkli yollardan girmesi sonucu farkli yolaklar1 kullanabilme 6zelliginin olmasi
sebebi ile degisik mekanizmalarin denendigi, insan hiicrelerinin kullanildigi daha

fazla invitro verilere ihtiya¢ duyulmakta oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar Sozciikler : Kitin, Kitin mikropartikiilii, Kitinaz
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8. ABSTRACT
Role of Chitin and Chitinase on Allergic Immune Response

Chitin is found in the sheats of parasitic nematodes, in the exoskletons of
crustaceans and insects, in the fungal cell walls, but not in mammals. Chitinases
are induced in lower life forms during infections with these agents. Chitinase
production is an important feature of antiparasitic response against chitin
containing organisms. Although chitin itself does not exist in humans, chitinases
are present. There is very limited knowledge on the biological roles of human
chitinases and the role of these enzymes in antiparasitic response in humans
remains to be defined.

Together with the Th, type response, IgE production and eosinophil
activation are also main components of antiparasitic defense. Most of the parasites
contain chitin and in addition to these, house dust mite, cockroach, fungi, which
are common causal allergens also contain chitin. These evidence lead us to a
novel hypothesis about allergic diseases; i.e. immun system senses chitin as if
there is a parasite or fungi infection, and responds with a Th, polarised immune
reaction accordingly.

In this study, we investigated in vitro effects of chitin or chitin
microparticles on peripheral blood mononuclear cells by Elisa and Elispot
technique. We stimulated these cells with various stimulations at different times
and investigated AMCase gene expression in skin biopsies taken from atopic
dermatitis patients. We compared AMCase gene products with -actin.

We observed a positive TNF-a, IFN-y and poor IL-13 response but no IL-4
response with chitin microparticle stimulation. We also observed that the
mononuclear cells, precipitated from peripheral blood, expressed AMCase but no
stimulators (PHA, Chitin, CMP) changed this expression.

In AD patients, AMCase production was higher in healthy regions of skin

than in skin of atopic lesion.
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AMCase gen expression was isolated in healthy and atopic skin regions. In
opposition to current expectations, it can be assumed that the production of this
enzyme is not limited to stomach and lung tissues.

As there are various types of AMCases in human body, and because there
are different entrances for allergens that use different pathways, we need more in

vitro datas derived from human cells.

Key words : Chitin, Chitin microparticle, Chitinase
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