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il

OZET

U. SOYER, Ozge, Astimhi Gocuklarda CD14 C159T Polimorfizminin in
vitro IgE Sentezi Uzerine Etkileri. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Cocuk Saghg: ve Hastaliklari ABD, Cocuk Allerji ve Astim Yandal Tezi.
Ankara, 2008. CD14 promotor C159T polimorfizmleri ve total IgE seviyeleri
arasinda iyi tanimlanmig bir iliski bulunmasina ragmen bu iligkinin hicresel
ve molekuler temelleri bilinmemektedir. Daha 6nce TT genotipine sahip
astimli Tark cocuklarinda plazmada daha dusik total IgE duzeylerini
gostermigtik. Bu calismanin amaci CD14 C159T polimorfizminin farkh
genotiplerine sahip astimli gocuklarin periferik kan mononukleer hiicrelerinin
farkli konsantrasyonlarda endotoksine IgE yanitini incelemektir. CD 14 CC
ve TT genotipli cocuklarin periferal kanlarindan mononukleer hucreler izole
edildi. Hucreler 12 gin suresince endotoksin olmadan ve 2 ve 200 ng/ml
dozlarinda endotoksin ile kultire kondu. Onikinci gun hicre kualtart
supernatanlarindan ELISA yontemi ile IgE dlzeyleri olguldld. Her iki genotip
arasinda IgE yanitlari karsilastirildi. CC genotipinde 22, TT genotipinde 23
hasta vardi. TT genotipli gocuklarda, lipolisakkarid 200 ng/ml ile uyari hucre
kultira sUpernatanlarinda IgE’de artis ile [0.73 (0.1-1.75) ng/mL ve 2.61
(0.7-5.21) ng/mL, p=0.001] sonuglanirken CC genotipinde degisiklik
saptanmadi [0.85 (0.46-2.06) ng/mL ve 0.83 (0.18-1.64) ng/mL]. Endotoksin
CD14 C159T TT genotipine sahip astimli g¢ocuklarda IgE sentezini
transkripsiyonel dizeyde etkileyerek artirmaktaydi. TT genotipinde
hlcrelerin uyarilmamis kosula goére LPS 2 ng/ml ile uyariimasi sonucu
transkripsiyonel duzeyde 2.31 (0.99-37) kat artis (p=0.003), LPS 200 ng/ml
ile uyariimasi sonucu 1.99 (0.95-107.4) kat artis saptandi (p=0.008). CD14
C159T polimorfizmi CC ve TT genotipine sahip astimh gocuklarin in vitro
kosullarda dusuk ve yuksek LPS dozuna farkli dizeylerde IgE sentezi ile
yanit verdigini gostermistir. Bu bulgular “ endotoksin switch” olarak onerilen

bimodel hipotezle uyumludur.

Anahtar kelimeler: Astim, ¢ocuk, CD14 C159T polimorfizmi, IgE, hucre

kaltara
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ABSTRACT

U. SOYER, Ozge, The in vitro effects of CD14 C159T polymorphism on
IgE synthesis in children with asthma. Hacettepe University, Faculty of
Medicine. Thesis in Pediatric Allergy and Asthma. Ankara, 2008. Even
though there is a well established association between the CD14 promoter
C159T polymorphisms and total IgE level, the cellular and molecular basis of
this association is not known. We have previously shown that Turkish
children with asthma possessing the TT genotype have lower levels of total
IgE in plasma. The aim is to determine whether peripheral blood
mononuclear cells from asthmatic children with alternative genotypes at the
CD14 C159T locus produce different amounts of IgE upon stimulation with
various concentrations of endotoxin. PBMC were isolated from the
peripheral blood of asthmatic children with CC and TT genotypes at CD14
C159T locus. Cells were cultured in complete medium for 12 days and IgE
was measured in the supernatants using a home made sandwich ELISA.
The cells were cultured in the presence and absence of 2 and 200 ng/ml
concentration of endotoxin. IgE response in the cell supernatants were
compared between the two genotypes. There were 22 and 23 with CC and
TT genotypes, respectively. In children with the TT genotype, stimulation
with LPS at 200 ng/ml resulted in a significant elevation from 0.73 (0.1-1.75)
ng/mL to 2.61 (0.7-5.21) ng/mL, p=0.001 whereas no increase was observed
in the CC genotype [0.85 (0.46-2.06) ng/mL to 0.83 (0.18-1.64) ng/mL].
Endotoxin increased IgE synthesis by acting on transcriptional level in
asthmatic children with CD14 C159T TT genotype. In TT genotype, epsilon
germline transcription increased 2.31 (0.99-37) fold (p=0.003) by LPS 2
ng/ml stimulation and 1.99 (0.95-107.4) fold (p=0.008) by LPS 200 ng/ml
stimulation compared to unstimulated condition. Asthmatic children with
CD14 C159T polymorphism CC and TT genotypes responded with different
concentrations of IgE in response to low and high doses of LPS. These
findings are compatible with “endotoxin switch” , bimodel hypothesis.

Keywords: Asthma, child, CD14 C159T polymorphism, IgE, cell culture
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GIRIS VE AMAG

Astim gevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Bu c¢alisma, cevresel bir faktér olan endotoksin ile CD14
molekulinu kodlayan gende sik gorulen ve CD14 sentez dizeyini etkileyen
bir degiskenligin IgE sentezi Uzerine olan etkisini aragtirmayi amaglamaktadir.

Konuyla ilgili ilk galismamizda astimli Tark ¢ocuklarinda CD14 C159T
lokusunda TT genotipine sahip olmanin duslk serum IgE duzeyleri ile iligkili
oldugu ve iligkinin atopik astimlilarda daha belirgin oldugunu; (Sackesen ve
ark., 2005) mekanizmaya yonelik olarak gerceklestirdigimiz bir diger
calismada ise TT genotipinde hicre kultiri sUpernatanlarinda IL-1f3
duzeylerinin daha yuksek oldugunu saptadik (Keskin ve ark., 2006). Simdiki
calismamizi genotip ve IgE arasindaki iligskinin molekiler ve hicresel
mekanizmalarini arastirmak i¢in gergeklestirdik.

Gram negatif bakterilerin hucre duvarinin yapisinda bulunan ve
yasanilan gevrede yaygin olarak saptanan endotoksinin IgE sentezi Uzerine
olan etkilerini hicresel ve molekuiler dizeyde arastirmak, astim hastahginin
cevresel faktorlerle etkilesimi ve hastalik patogenezi hakkinda yeni bilgiler
saglayacaktir. Ayrica, farkli CD14 genotipleri arasindaki kargilastirmalar gen-

cevre etkilesim konusunda yeni verileri ortaya koyacaktir.



GENEL BILGILER

Astim, bircok hicre ve hlcre bileseninin rol oynadigi kronik,
inflamatuvar bir havayolu hastaligidir. Kronik inflamasyon tekrarlayan hisiltil
solunum, nefes darligi, goguste sikisma hissi ve oksuruk ataklarina neden
olan havayolu asiri duyarlihigi ile iligkilidir. Bu ataklar genellikle akcigerlerde
yaygin ama degisken siddette ve cogunlukla kendiliginden veya tedaviyle
geri dontusumlu bir havayolu obstriksiyonu ile iligkilidir (GINA 2007). Astim
cocuklarda ve erigkinlerde cgesitli klinik fenotiplerde kendini gosteren
kompleks bir hastaliktir. Birgok hastada hastaligin baslangici g¢ocukluk
yaslara dayanir ve genetik ve cevresel faktorler hastaligin baglamasina ve
ilerlemesine katkida bulunurlar (Cookson ve ark.,1999; Stein ve ark., 1999).

Astimin yerylizunde 300 milyon Kisiyi etkiledigi dugsunulmektedir.
Cocuklarda ve erigkinlerde astim ve higiltil  solunum hastahginin
prevalansini 6lgmek igin uygulanan standart ydntemlere dayanilarak,
astimin  klresel prevalansinin dunyanin farkli Ulkelerinde yasayan
toplumlarda %1 ile %18 arasinda degistigi tahmin edilmektedir (Masoli ve
ark., 2004) ingiltere, Avustralya gibi bazi llkelerde gocukluk ¢aginda %25'i
gecen astim prevelansi saptanmigtir (Eder W ve ark., 2006). Turkiye gibi
gelismekte olan Ulkelerde de prevalansi artmaktadir. Bu artisin nedenleri
toplum ve tip personelinin artmis bilgi ve tecribesi, hizla dedisen cevresel
ozellikler, hizli ekonomik geligsim ve hava kirliliginde artis olabilir.

Astim patogenezinin temellerine ait bilgilerimiz 6zellikle son 25 yilda
oldukga degismis ve genetik yapi ve Klinik 6zellikler arasinda daha iyi
iligkiler kurulmustur (Busse and Lemanske 2001). Altta yatan degisken hava
yolu inflamasyonu, hastaligin aralikli veya surekli, akut veya kronik bulgulari
gibi farkl yonlerini acgiklar. Astimin akut semptomlari bronkospazmdan
kaynaklanir ve bronkodilatér tedaviye yanit verir. Akut ve kronik inflamasyon
havayolu ¢apini ve hava akimini azaltmanin yaninda brong obstriksiyonuna
yatkinh@1 artiran brons asin duyarlihigina da yol agar. Anti-inflamatuvar
ilaglarla tedavi kullanildigi strece bu sureglerin buyuk kismini tersine

cevirebilir fakat tedaviye basarili yanit haftalar gerektirebilir (Bateman ve



ark., 2004). Bazi hastalarda kronik inflamasyonun gelismesi “havayolu
remodelingi” olarak da bilinen havayolu yapilarinda geri donusumsuz
degisikliklere neden olabilir. Bu kalici degigiklikler varolan tedavilere
yanitsizdir (Holgate and Polosa, 2006).

Astimdaki inflamatuvar cevabin en onemli parcasi pulmoner
salgilarda veya bronkoalveolar lavaj sivisinda inflamasyonu ve kemotaktik
kemokinleri  yonlendiren sitokinlerin varhgidir. Bu sitokinler ve kemokinler
hicre aktivasyonunda rol alir ve otokrin, parakrin ve endokrin dizeyde
hdcreler arasi sinyal iletimini saglar. Bazi sitokinler genlerin promotor
bolgelerine baglanan protein yapisindaki transkripsiyon faktorlerini aktive
ederek inflamatuvar cevabi baslatirlar. Astima bagli inflamasyonda yer alan
transkripsiyon faktorleri nukleer faktor kappa B (NF-xB), aktive T
hdcrelerinin nukleer faktora, siklik AMP cevap (response) element baglanan
(binding) protein (C/EBP) ve STAT (signal transducer and activator of
transcription) ailesinin c¢esitli Uyelerini icermektedir. Bu transkripsiyon
faktorleri sitokinleri, kemokinleri, adhezyon molekullerini ve inflamasyonu
artiran ve surekliligini saglayan diger proteinleri kodlayan genler Uzerinde
etkilidirler (Chung ve Barnes, 1999).

2.1. Hijyen hipotezi

Son yillarda gelismis Ulkelerde allerji, astim ve egzema gibi IgE
aracilikh hastaliklarin prevelansinda artis oldukca dikkat cekmektedir. Batili
tarzda yasam stilinin artmasi ile hijyenin dizelmesi, antibiyotik kullaniminin
yayginlagsmasi, asilanma, aile yapisinin kugulmesi ve g¢ocuk sayisinin
azalmasinin normalde dogum sonrasi beklenen Th2 immudn yanittan Th1’e
kayma yerine interldkin (IL)-4, IL-5, IL-13 sitokinlerle karakterize Th2 immiin
yanitin devam etmesine neden oldugu ve bu nedenle allerjik hastaliklarin
prevalansinin arttigi ileri surdlmustur. Degisen yasama aliskanlklarinin ve
cevresel kosullarin allerjik hastalik sikhgini etkilediginden yola g¢ikarak
“hijyen hipotezi” ortaya atilmistir. Calismalar virGsler veya bakterilerle
belirgin veya sessiz enfeksiyonlar, g¢evredeki invaziv olmayan mikrobiyal
enfeksiyonlarla temas, bu temaslarin ve enfeksiyonlarin dogal ve adaptif



immuan yanit Gzerindeki etkileri Uzerinde yogunlasmigtir (Von Mutius E,
2007) .

Hijyen hipotezi ile iligkili bir mekanizma Th1/Th2 dengesinin allerjiyi
artiran Th2 hucrelerinden Th1 hicrelerine kayisidir (Romagnani, 2004).
Th1/Th2 dengesi ve allerjik hastaliklar arasindaki en 6nemli hucresel Urun
IgE’dir, Th2 hucrelerden kaynaklanan Interlokin (IL)-4 ve IL-13, B hucrelerde
izotip kaymasina ve bdylece artmis IgE yapimina neden olur (Geha ve ark,
2003).

Astim ve IgE arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk ¢alismada kisilerin
yaslari ve atopi durumlarindan bagimsiz olarak astim prevelansi, yas ve
cinsiyet icin standardize edilmis serum IgE seviyeleri ile baglantili bulunmus
ve en dusuk IgE seviyelerine sahip insanlarda astim saptanmamistir.
Yazarlar astimin hemen her zaman bir gesit IgE aracili reaksiyonla iliskili
oldugu ve bu nedenle allerjik bir zemininin bulundugu sonucuna varmiglardir
(Burrows ve ark., 1989).

Bu aciklamalarla birlikte dnemsenmesi gereken bazi geligkili bilgiler
de vardir. Son yillarda sadece Th2 iligkili hastaliklar degil, Th2 immun
yanittan ¢ok Th1 yanitla ilgili olan Crohn hastaligi, diabetes mellitus gibi
otoimmuln hastaliklar da artis gostermistir (Bach, 2002). Ayrica in-vitro
veriler ve hayvan galigsmalari, dogal immun sistemin aktivasyonunun sadece
Th1 yaniti artirmadigini, deney kosullarina badli olarak Th2 yaniti da
artirabilecegini gostermigtir. Yuksek mikrobiyal yuku olan ¢evrede yasayan
cocuklarin periferal kan hucreleri lipopolisakkarid ile uyarildiginda Th1 ve
Th2 iligkili sitokinlerin azaldigi bulunmustur (Braun-Fahrlander C ve ark.,
2002).

Yani, hijyen hipotezi ile ilgili bulgular Th1 ve Th2 immun yanitla iligkili
hastaliklarin olus mekanizmalarini agiklamakta yeterli degildir. Son yillarda
tanimlanan duzenleyici gorevdeki regulator T hucreler salgiladiklari 1L-10
ve TGF-beta ile hem Th1 hem de Th2 yaniti kontrol altina alabilmekte,
enfeksiydz hastaliklar yaninda kronik inflamasyonla seyreden otoimmun
hastaliklar ile astimin patogenezinde ve Ozellikle bu hastaliklarin

kontroliinde ¢ok énemli rolleri oldugu belirlenmistir (Akdis ve ark., 2004).



Sonug olarak var olan veriler astimin artan sikligi ile gevresel ve

genetik etkilesimi hakkinda bilgilerimizin yetersizligini gostermektedir.

2.2. Astim ve Atopi

Atopi, kiginin gevresel antijenlere kargi 6zgul IgE antikorlari Gretme
egilimidir. Astimin atopi ile iligkisi uzun yillardir bilinen bir konudur. Astim,
cocukluk ¢caginda %70-80 oraninda, erigkinlerde ise daha dustk oranlarda
atopi ile iligkilidir (GINA 2007; Bacharier ve ark., 2008). Burrows ve
arkadaslar bu konuda klasiklesmis c¢alismalarinda total IgE ve astim
arasindaki kuvvetli iligkiyi ortaya koymuslar ve allerjik olmadigi disunulen
“‘intrensek” astimda dahi bir allerjik komponent oldugunu 6ne surmuslerdir
(Burrows ve ark.,1989). Nitekim, ilerleyen vyillarda  immunopatolojik
calismalar da sistemik anlamda allerjik baglantisi gosterilemeyen astimda
dahi lokal olarak artmis IgE sentezi ile kendini gosteren bir allerjik immun
yanitin varhgini ortaya koymustur (Ying ve ark., 2001) Son yillarda agir
astim tedavisinde kullaniimaya baslanan anti-lggE monoklonal antikoru ile
elde edilen klinik bagarilar IgE’'nin astim patogenezindeki dnemini yeniden
vurgulamigtir (Fahy, 2006)

2.3. Immunoglobulin E ve regililasyonu

Epidemiyolojik ve klinik gézlemler, immunoglobulin E (IgE) antikor
miktari ile astim siddetinin ve solunum vyollarinin allerjenlere karsi olan
erken ve ge¢ cevabl arasinda baglanti oldugunu 6ne surmustir (Burrows ve
ark.,1989). IgE sentezinin basglatiimasi igin, solunumla alinmis olan
allerjenin, dendritik hlicrelerle karsilagsmasi gerekir. Daha sonra bu dendritik
hacreler, islemis olduklar antijeni T hacrelerine sunmak Uzere lenf
dugumlerine goc¢ ederler (Noah ve Becker, 2000). Aktive T hucreleri
salgiladiklari IL-4 ve IL-13 araciigi ve B hucreleri ile temas etmeleri
sonucu IgE sentezini sadlarlar. B hucrelerinin IgE izotipini olusturmak Uzere
degisimi, iki sinyale gereksinim duyar. CD40 ve CD40 Ligand baglanmasi ile
B hucreleri uyariir ve sonra IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile e-germline

transkripsiyonu gergeklesir.



2.3.1. CDA40 sinyali

CD40/CD40L sinyali, immunoglobulin izotip degigimi icin oldukga
onemlidir. T hlcre vyuzeyinde yer alan CD40L (CD154), T hicre
reseptorlerinin antijen/MHC kompleksi tarafindan uyariimasinin ardindan
aktive olur. CD40L/CD40 baglanmasi TNF-reseptor iligkili faktorler (TRAFs)
araciligi ile sinyal iletimini bagslatir. TRAF aktivasyonu NF-xB’nin, inhibitdru
olan IkB’den ayrilarak aktive olmasina ve nukleusa translokasyonuna neden
olur. Diger ligand-reseptor ciftleri (CD28 ile CD80/CD86 arasindaki ve oy 32
integrin ile hicre ici adhezyon molekullt 1 arasinda ligand-reseptor bagi) B
hacrelerinin T hucre bagiml aktivasyonununa katkida bulunur (Bacharier
ve ark.,1998) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. IgE izotip sinif degisimine yol agcan T/B hucre etkilesimleri. 1. B

hicre yuzey immunoglobulinleri (slgM) ile allerjene baglanir ve 2. Allerjene
O0zgul Th2 hdcresine sunar. 3. T hucre reseptord/CD3 kompleksinin MHC
sinif Il molekdilleri ile birlesmesi CD40L (CD154)in hizli ekspresyonu ile
sonuglanir. 4. CD40L (CD154), B hucre Uzerindeki CD40 ile etkilesir ve 5. B
hicre Uzerindeki CD80/CD86 ekspresyonunu artirir. 6. CD80/CD86, CD28’e
baglanarak 7. IL-4 ve/veya IL-13’Un yuksek hizl transkripsiyonunu ve 8.
salinimini tetikler. 9. IL-4 ve IL-13 sitokinleri B hicre ylzeyinde
heterodimerik reseptorlerine baglanir. 10. IL-4 B hucresinde € germline

transkripsiyonunu uyarir. 11. CD40'in CD40L’a baglanmasi hedeflenmig € S



bolgesine DNA rekombinasyonunu aktive eder ve 12. IgE izotip sinif
degisimi ve allerjene 0zgul IgE sekresyonu olur. [Vercelli D (2008).
Immunobiology of IgE. “Middleton’s Allergy, Principle and Practice” (Ed. NF
Adkinson, BS Bochner, WW Busse, ST Holgate, RF Lemanske, FER
Simons) Elsevier Inc., Philadelphia, s:115-128].

2.3.2. IgE Sentezinde IL-4, IL-13 Sitokin ve Reseptorlerinin Rolu

IL-4 ve IL-13 varliginin e-germline transkripsiyonu igin yeterli oldugu
B hucre kulturlerinde gosterilmistir. 1L-4 ve IL-13 reseptorleri multimerik
yapidadir ve IL-4Ra zincirleri her ikisinde ortaktir (Wills-Karp ve ark.,1998).
IL-4 reseptorleri ile baslatilan sinyal iletiminin ilk basamagini Tirozin kinaz
ailelerinden biri olan Janus kinazlarin (JAK) aktivasyonu olusturur. Tirozin
rezidulerinden fosforile olan JAK, STAT6 molekulu ile baglanir ve STAT6
molekulinun fosforilasyonuna neden olur. Fosforile olan STAT6 molekuli
dimerize olarak nukleusa hareket eder. STATG6, cesitli genlerin promotor
bdlgelerinde yer alan 6zgul dizilere baglanarak bunlarin transkripsiyonuna
neden olur. IL-4 veya IL-13’Un tetikledigi STAT6 aktivasyonu, Ce lokusunda
RNA transkripsiyonunu da tetikler. le promotorunda STAT6 baglanma
bolgesinin disinda nukleer faktor kB (NF-xB), Pax5 ve C/EBP icin de
baglanma bdlgeleri vardir. CD40 baglanmasi, NF-xB aktivasyonuna neden

olur ve e-germline transkripsiyonunu artirir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. IL-4 ve IL-13 reseptorlerinin yapisi. IL-4 ve IL-13 reseptorlerinin
aktivasyonu STATG6 fosforilasyonu ve nukleer translokasyon ile sonuglanir.
[Vercelli D (2008). Immunobiology of IgE. “Middleton’s Allergy, Principle and
Practice” (Ed. NF Adkinson, BS Bochner, WW Busse, ST Holgate, RF
Lemanske, FER Simons) Elsevier Inc., Philadelphia, s:115-128].

IgE antikorlari B hucreleri tarafindan sentezlenip salgilandiktan sonra,
dokudaki mast hucreleri veya periferal kan bazofilleri tGzerinde yer alan
yuksek afiniteli IgE reseptorlerine (FceRI) ve lenfosit, trombosit, eozinofil,
makrofaj ve diger pekgok hicrenin ylzeyinde yer alan dusuk afiniteli IgE
reseptorlerine (FceRIl) baglanmadan 6nce, kisa bir sire kanda dolasir.
Allerjen reseptore bagh IgE molekllu ile baglandigi zaman olusan FceRI
reseptorlerinin molekller kdprulesmesi, hicrelerin aktivasyonuna sebep olur
ve Onceden var olan veya yeni sentezlenen mediatorlerin salinimina neden
olur. (Oettgen ve Geha, 2001)

2.4. Hijyen Hipotezi ve endotoksin

Cevresel temaslar: Kirsal alanlarda yasayan ve siklikla hayvanlarla

temasta bulunan c¢ocuklarin ayni bolgelerde yasayan fakat hayvanlarla

temasta bulunmayan c¢ocuklara kiyasla olduk¢a dusik oranda astim ve



allerji olduklar ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (Von Ehrenstein ve ark.,
2000, von Mutius ve ark., 2000). Dogal hayatla temasin zamani 6nem tasir
¢unklU hayatin ilk yillarinda olursa korunma en guglidiur (Riedler ve ark.,
2001). Bu cevrelerde bazi mikrobiyal temaslar élcilmustir. Ornegin ciftlikte
yasayan cocuklarin yataklarinda gram negatif bakterilerden endotoksin ve
tum bakterilerden muramik asit gibi bakteriyel Urunler ciftlikte yagsamayan
cocuklara kiyasla daha fazla bulunmustur.

Endotoksin atopi ve iligkili durumlarla ters iligkili goérinse de
nonatopik astim, havayolu asiri duyarlihdr ve duguk akciger fonksiyonlari
icin risk faktorudur (Braun-Fahrlander C ve ark., 2002). Sigcanlarda yapilan
bir calismada allerjen ile karsilasmadan once veya ayni esnada LPS ile
karsilasmanin allerjen sensitizasyonunu baskiladigi ancak allerjenle daha
onceden sensitize edilmis olan hayvanin LPS ile karsilasmasinin allerjik
inflamasyonu artirdigi gosterilmistir (Tulic ve ark., 2000).

Ozetlenecek olursa endotoksin ile karsilasmanin allerjik hastaliklar
Uzerine olan etkisi endotoksine maruziyetin zamanina, silresine ve
kargilagilan endotoksin miktarina ve endotoksin ile karsilagsma aninda
yerlesik olan immun yanitin 6zelligine baglh olarak degismektedir.

2.5. Endotoksin: Hiicresel etkileri ve astimdaki rolii

2.5.1. Endotoksin ve endotoksin reseptoriu olan CD14‘lin yapisi
ve ozellikleri

Endotoksin gram-negatif bakterilerin dig yuzeyinde bulunur. Hemen
her yerde, hatta ev tozunda, sltte, gesme suyunda da bulunabilir.
Lipopolisakkarit (LPS) endotoksini olusturan ana kisimdir. LPS,
fosfoglikolipit yapisindaki lipid A ve buna bagl heteropolisakkarit yapisindan
olusmaktadir (Sekil 2.3.A). immin stimilatér ézelligi, lipid A kismindan
kaynaklanmaktadir. Cesitli tip LPS reseptorleri tanimlanmistir. Bu
reseptorlerden en dnemlisi CD14 molekaludur.

CD14, 55 kD buyuklugunde bir glikoprotein olup, monosit, makrofaj
ve az miktarda noétrofiller tarafindan sentezlenmektedir. CD14 molekulinin

membrana bagh (mCD14) ve ekstraselller olarak bulunan ¢ézinmus formu
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(sCD14) olmak uzere iki formu vardir. mCD14 myeloid hucre aktivasyonuna
neden olurken LPS ile kompleks olusturan serbest formu epitel ve endotel
hicreleri gibi myeloid kdkenli olmayan hdcreleri uyarmaktadir (Liu ve ark.,
2008). Striz ve arkadaslari epitel htcrelerden IL-6 ve IL-8 saliniminin bu
yolla gerceklestigini gostermiglerdir (Striz ve ark., 1998).

CD14 molekdlu sitoplazmik kisim igermez, bu nedenle tek bagina
sinyal iletimini gergeklestiremez. CD14 molekulu sinyal iletimini Toll like

reseptor TLR4 araciligi ile gergeklestirir (Sekil 2.3.B).
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Sekil 2.3 Lipopolisakkarid molekulunun yapisi (A). CD14 sinyal yolagi (B)

Lipopolisakkarit, CD14 molekulline lipopolisakkarit baglayici protein
(LBP) aracihigi ile baglanir. LBP plazmada serbest olarak dolasir ve lipid A
molekuline baglanarak dusuk konsantrasyondaki LPS’in makrofajlari aktive
etmesini kolaylastirir. LBP araciligi ile CD14 moleklline bagh olan LPS
molekuli TLR reseptdorinde yer alan ve patojenle ilgili molekller bazi
yapilari (Pathogen associated molecular pattern, PAMPs) taniyan bolgeler
aracilhgi ile taninir ve MD-2 kompleksi sayesinde sinyal yolag! aktive edilir.
IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokin dretimi, TNF-a tarafindan MyD88 gibi
aksesuar molekullerin uyarimi ve NF-xB uyarimi gibi pekg¢ok olay TLR4’Gn
intrasitoplazmik kisminda yer alan TIR domeyni sayesinde tetiklenmektedir
(Reed ve Milton, 2001) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Lipopolisakkarit CD14, TLR4 ve LBP araciligi ile monositte NF-kB
ve AP-1 (Activator protein-1) yolagini uyarir. LPS ile uyarilan hicreden pro-
inflamatuar sitokinler salinir. (Reed C, Milton DK. Endotoxin-stimulated
innate immunity: A contributing factor for asthma. J Allergy Clin Immunol
2001; 108: 157-66)

CD14 ekspresyonu cesitli sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlarin baslicalar IL-4, IL-13 ve IL-10’dur. Donata Vercelli ve arkadaslari
IL-4’Gn CD14 ekspresyonunu transkripsiyonel duzeyde inhibe ettigini, IL-
13’Un ise  monositlerden CD14 aracilikli TNF-o salinimini inhibe ettigini

gOstermiglerdir (Lauener ve ark., 1990; Cosentino ve ark., 1995).

2.5.2. Endotoksinin hucresel diuzeyde etkileri
Endotoksinin hlcresel duzeyde etkilerini arastiran pek ¢ok sayida
makale vardir. Bunlardan bazilari geligkili sonuglar da bildirmigtir.
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Endotoksin, Th1 tip immunite gelisiminde anahtar rol oynayan
sitokinler olan IL-12 ve IFN-y sentezini indikler (D’andrea ve ark.,1992).
LPS dogal antijen sunan hucreleri Ozellikle dendritik hicreleri kuvvetle
etkiler ve IL-12 salinimina neden olur. Ayrica T hucrelerinin primer olarak
IFN-y sentezleyen efektor hucrelerine donugumund de uyarir. IFN-y Gretimi
IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi Th2 tip sitokin Uretimini inhibe eder. LPS ayrica
cesitli hucrelerden  IL-10 Uretimini de uyarir. Endotoksin tarafindan
olusturulan Th1 tipi immun yanitin astimin patolojik belirtilerini asagida
belirtilen olasi mekanizmalarla engelledigi 6ne surulmektedir (Liu, 2002);

1- Allerjik inflamasyonu baskilamak,
2
3

4- Hava yollarinda mast hicrelerinin  sayisinin  artimini  ve

Mukus bezlerinin hipertrofisini ve hiperplazisini baskilamak,

Fibroblast proliferasyonunu ve kollajen sentezini engellemek,

proliferasyonunu baskilamak,

(@)}
1

Epitelin butinlGglinin korunmasini uyarmak

Dubin ve arkadaslari, astimli bireylerde allerjenle karsilagsmadan
hemen sonra bronkoalveolar kompartimanlarda LBP ve sCD14
molekulinin oldukga ylksek degerlere ulastigini gdstermislerdir. LPS ile
indiiklenen makrofajlarin daha fazla IL-1B ve TNF-o salgiladiklari hatta
bunun yani sira uyarilabilen nitrik oksit ve NOS2’de de artis oldugu
gozlemlenmistir (Steege ve ark.,1998). LPS'’in notrofillerin brons limenine
gecisini uyardigi ve PKMH’lerden GM-CSF Uretimini artirarak eozinofillerin
yasam surelerini uzattigi gosterilmistir (Nightingale ve ark.,1998; Jatakanon
ve ark.,1999).

Alexis ve arkadaslari atopik astimli bireylerden ve saglkl
kontrollerden dusuk dozda LPS inhalasyonu sonrasinda indukte balgam
ornegi  toplamis ve total hicre sayisinda ve farkh hicre gruplarindaki
hicre sayisindaki degisimi ve sCD14, eozinofilik katyonik protein (ECP) ve
IL-8 miktarindaki degisimi incelemislerdir. Hem kontrollerde, hem de
astimlilarda toplam polimorfonukleer I6kosit (PMN) sayisinda artis

g6zlenmistir. LPS ayrica sCD14 ve mCD14 artisina da neden olmustur ve
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hicre sayisindaki artis ile CD14 ekspresyonundaki artis arasinda paralellik
saptanmisgtir (Alexis ve ark., 2001).

Gerhold ve arkadaslari farelere ovalbumin ile sensitizasyondan dnce
sistemik olarak LPS verilmesinin OVA spesifik IgE olusumunu azalttigini
goOstermiglerdir. Allerjen ile provokasyondan once lokal olarak LPS
veriimesinin peribrongiyal lenf nodlarindan IFN-y salinimini arttirdidi
gozlenmigtir. LPS’in allerjen sentisizasyonu ve eozinofilik inflamasyon
uzerine olan etkisi LPS stimulasyonundan 6nce anti IL-12 antikoru ilavesi
ile baskilanmistir (Gerhold ve ark., 2002).

Riedler ve arkadaslarinin klinik galismasinda (ALEX Study) ciftlik
ortaminda yasayan ve yagsamayan ¢ocuklarda serum allerjen spesifik IgG alt
gruplar ve IgE duzeyleri arastirilmistir. Ciftlikte yagsamin ilk yilindan itibaren
yogun LPS/endotoksin ile karsilasan c¢ocuklarda cayir poleni (Phlaeum
pratense) 6zgul IgE dlzeyleri anlamli olarak daha dusuk (p<0.001)
bulunmusgtur (Riedler ve ark., 2001).

Bagka bir arastirmada da LPS ile stimulasyonunun, Th1 sitokinlerin,
Ozellikle de IFN-y'nin salinimini artirdigr ve Th2 sitokinlerin salinimi azalttigi
gOsterilmigtir (Tulic ve ark., 2002). Rey Nores ve arkadaslari sCD14’lUn
ortamda LPS olmasa da aktive T hucrelerle direk olarak etkilestigini, antijen
miktarinda ve mitojenle aktive olan hucre proliferasyonunda azalmaya
neden oldugunu ve sCD14’Un bu etkisinin IL-2 ekspresyonunda azalmaya
neden olmasi ile iligkili oldugu ve ortama disardan IL-2 ilavesiyle bu etkinin
ortadan kalktigini gostermiglerdir. Bu ¢calismada sadece IL-2 degil IFN-y ve
IL-4 gibi diger Th1 ve Th2 sitokinlerin ekspresyonunda da azalma
g6zlenmigtir. sCD14’Un CD25 ekspresyonunda belirgin bir artisa neden
oldugu yine bu calismada elde edilmis 6nemli bulgulardan biridir. Nores ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bu galisma sCD14’Gn T hucre aktivasyonu ve
fonksiyonu igin negatif regulator element oldugunu gdstermektedir (Rey
Nores ve ark., 1999).

Arias ve arkadaslari ise B hucrelerinin %24-60'inin sCD14 molekulu
ile direkt olarak baglanabildigini ve bu baglanmanin T hucrelerin CD40L

ekspresyonunda ve B hiucrelerinin IgG1 sentezinde artisa, IgE sentezinde
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ise azalmaya neden oldugunu gostermislerdir. sCD14’Un B hicre yuzeyine
baglanmasinin IL-6 ekspresyonunu inhibe ederek CD40 ve IL-4 bagimli IgE
sentezini bloke ettigi dustnulmektedir (Arias ve ark., 2000).

Eisenbarth ve arkadaslarinin fare galismasinda inhalasyon yoluyla
OVA ile sensitize edilen fareler dusuk (0.1 mcg/doz) veya yuksek (100
mcg/doz) LPS ve OVA ile challenge yapilmistir. OVA dusik doz LPS ile
verildiginde BAL’da inflammatuar hicre sayisi, mukus yapimi ve eozinofil
sayisinda artis saptanmistir. OVA yuksek doz LPS ile verildiginde notrofil
hakim Th1 yaniti uyarilmakta ve mukus yapimi etkilenmemektedir. OVA
esliginde LPS veriimediginde ise solunum yollarinda inflamasyon
gelismemistir. Bu ¢alisma solunum yollari ile alinan allerjenlere LPS eslik
ettiginde inflamasyon oldugunu ve LPS dozunun inflamasyon tipini
belirledigini ve bu uyarinin TLR4 aracihig ile oldugunu gostermigtir
(Eisenbarth ve ark., 2002).

2.5.3. Endotoksin: Allerjik hastaliklar ile iligkisi ve IgE sentezi
uzerine etkileri

Bugune kadar endotoksin ve allerjik hastaliklar arasindaki iligkiyi
acgiklamak igin birgok calisma yapiimis ve yapilan ¢alismalarda celigkili
sonuglar elde edilmistir. Yapilan epidemiolojik arastirmalar ylksek oranda
cevresel endotoksine erken yaslarda maruziyetin (erken karsilagsma)
allerjik sensitizasyona karsi bir koruma olustururken daha ileri yagslardaki
maruziyetin (ge¢ karsilagma) var olan astimin siddetlenmesine neden
oldugunu dusundurmektedir:

Erken karsilasma: Braun-Fahrlander ve arkadaslarinin isvigre’de
yaslari 6 ile 15 arasinda degisen 1620 ¢ocuk Uzerinde yaptiklar ¢alismada
ciftci ailelerinin ¢ocuklarinin daha az siklikta nezle oldugu, polen sezonu
boyunca daha az siklikta burun akintisi oldugu ve saman nezlesi olduklari
gOsterilmigtir. Ayrica ¢iftgi c¢ocuklarinda kapali mekanlardaki ve dis
ortamlardaki antijenlere kargi olusan allerjene 6zgu antikor miktarinin da
daha az oldugu gosterilmigtir (Braun-Fahrlander ve ark., 1999). Avusturya,

Almanya ve isvigre’nin katilmis oldugu ALEX (Allerji ve endotoksin)



15

calismasi yasamin ilk yillarinda pastorize olmayan giftlik sutu igmenin ve
ahirla temas etmenin astima karsi korunma sagladigini ortaya koymustur
Riedler ve ark., 2001). Butin bu ¢alismalar endotoksinin koruyucu etkisinin
erken yaglarda ortaya c¢iktigina isaret etmektedir.

Geg kargilagma: Kapall mekanlardaki endotoksin miktari ile akciger
fonksiyonlari arasinda ters iliski saptanirken oral ve inhale steroid ve inhale
B-agonist kullanimi arasinda paralellik saptanmigtir (Michel ve ark., 1996).
Astim semptomlar ve astimin siddeti ile endotoksin maruziyeti arasinda
pozitif iliski belirlenmistir. Ev tozu endotoksin seviyeleri ile ¢ocukluk ¢agi
astim gsiddeti arasinda da pozitif iliski oldugu gdsterilmistir (Rizzo ve
ark.,1997).

Hiicresel diizeyde, periferik kan mononukleer hlcreler ve purifiye B
hicreleri CD14 antikoru ile muamele edildikten sonra Ig sentezi RAST
yontemi kullanilarak arastirildiinda IgE de dahil olmak tzere tim Ig’lerin
sentezinde azalma saptanmistir (Jabara ve Vercelli,1994).

CD14 geninin IgE lokusuna ¢ok yakin yerlegsim gostermesi nedeni ile
bu gende olabilecek fonksiyonel mutasyonlarin IgE sentezi Uzerinde etkisi
olabilecegi disunlilmus ve CD14 geni promotor bdlgesinde yer alan ¢esitli

mutasyonlarla serum sCD14 ve total IgE arasindaki baglanti aragtirimistir.

2.6. CD14 genetik degiskenlikleri ve IgE sentezi lizerine olan
etkileri

Bu konudaki oOncu calismada Baldini ve arkadaslari Tucson
bolgesinde genel populasyonu temsil eden 481 c¢ocukta CD14-159
polimorfizminin sikhdini ve IgE sentezi Uzerine etkisini arastirmiglar ve TT
homozigotlarda dolagimda sCD14 miktarinin artmis oldugunu ayni zamanda
bu bireylerde IgE miktarinin azalmis oldugunu belirlemislerdir (Baldini ve
ark.,1999).

Vercelli ve arkadaslarinin yine Tucson’da 11 yaslarindaki 265 gocuk
ile yaptiklari ¢gaismada CD14 promotorunda -1359TT/-1145AA/-159CC
haplotipine sahip cocuklarin daha yuksek serum IgE ve daha dusuk sCD14
seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir (Vercelli ve ark., 2001). Bu ¢alisma
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ayni zamanda sCD14 ile IgE sentezi arasindaki negatif korelasyona ragmen,
IL-4 aracilikli IgE sentezinin LPS uyarisiyla arttigini ve anti CD14 antikoru
ile bu etkinin baskilandigini ortaya koymustur. IL-4 ve IL-13, IgE sentezini
artinrrken hem mCD14 hem de sCD14 miktarinda azalmaya neden
olmaktadir. Ote yandan LPS stimllasyonu, CD14 ekspresyonunu artirarak
IL-12 ve IL-18 ekspresyonunda artisa neden olmakta ve Th2 farkhlagsmasini
inhibe ederek IgE sentezini de baskilamaktadir. Tum bu bulgular farkh
cevresel faktorlerin tetikledigi ve genetik faktorlerin de etkileyebilecedi
kompleks bir mekanizmanin varligina igaret etmektedir.

LeVan ve arkadasglari bu polimorfizmin gen regulasyonu Uzerine
etkisini belirlemek igin polimorfik bolgeyi de iceren CD14 yakin promotor
bolgesi tarafindan yonlendirilen lusiferaz tasiyici (reporter) vektor
hazirlayarak yabanil ve mutant promotor dizisinin promotor aktivitelerini
incelemiglerdir. Gegici transfeksiyon deneylerinde T allelini tagiyan promotor
dizisinin C allelini tasiyandan daha aktif oldugu bulunmustur. Promotor
bdlgesinde yer alan bu polimorfizmin transkripsiyon faktor ailesi Sp
proteinleri igin baglanma afinitesini degistirdigi EMSA deneyleri ile
gosterilmigtir. T allelinin baskilayici 6zellik tagsiyan Sp3 igin baglanma
afinitesini  azalttigr, SP3/(Sp1+Sp2) oraninin bu iki alellin
transkripsiyonunun didzenlenmesinde 6nemli bir roli oldugu saptanmistir
(LeVan ve ark., 2001).

CD14 C159T polimorfizmi ile IgE, atopi ve allerjik hastaliklar
arasindaki ilgiyi arastiran galigmalar IgE duzeylerine gore siniflandirilarak

tek tek gézden gegirildiginde asagidaki veriler elde edilmistir.

2.6.1. CD14 159 TT genotipinin dusiik serum IgE duzeyleri ile
iligkili oldugunu gosteren calismalar

Baldini ve arkadaslarinin CD14 C159T polimorfizmi, TT genotipinin
dusuk total IgE duzeyleri ile iligkili oldugunu goésterdikleri ilk ¢galismasindan
sonra birgok arastirma bu bulguyu desteklemigtir. Gao ve arkadaslari 300
ingiliz asilli ve 200 Japon asilli bireyde 159T/C polimorfizmi ve total IgE

arasindaki iligkiyi incelemisler, TT ve CT genotipine sahip kisilerde ortalama
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total IgE seviyesinin CC genotipinden daha duguk oldugunu bulmuslardir
(Gao ve ark., 1999).

Leung ve arkadaslarinin Cinli atopik c¢ocuklarda yaptigi bir
arastirmada CD14 C159T, CC genotipi daha ylksek serum total IgE
duzeyleri ile iligkili bulunmustur fakat bu grupta artmis aeroallerjen
sensitizasyonu veya astim ile iliski saptanmamistir (Leung ve ark., 2003).
Cocuklarin 8-25 yaslar arasinda takip edildigi bir izlem ¢alismasinda CD14
C159T, CC genotipli addlesanlarda 18 yasinda artmis serum total IgE
duzeyleri saptanirken 25 yasinda bu iligki ortadan kalkmistir. Ayrica, CC
genotipi erken baglangi¢h atopi ve brong hipersensitivitesi riskini 2 kat
arttirmistir (O’'Donnel ve ark., 2004).

Koppelman ve arkadaslari 159 astimh bireyde ve kontrol grubu
olarak bu kigilerin saglikli olan eslerinde CD14 C159T polimorfizminin astim
fenotipi ve atopi ile iligskisini aragtirmiglardir. C allelini homozigot olarak
tasiyan bireylerde deri testi pozitifliginin daha fazla oldugunu ve serum total
IgE seviyelerinin daha ylksek oldugunu, bu bireylerin rinit, saman nezlesi
gibi allerjik semptomlardan daha fazla sikayetci olduklari tespit edilmigtir
(Koppelman ve ark., 2001). Benzer sekilde Hintli astimli erigkinlerde CC
genotipi, atopik astim ve ylksek serum IgE duzeyleri gosterilmigtir (Sharma
ve ark., 2004). Allerjik rinitli baska bir grupta ise atopik hastalarda CC
genotipinin daha fazla deri testi pozitifligi ve ylksek total IgE ile iligkili
bulunmustur (Kang ve ark., 2006). Takeuchi ve arkadaslari TT genotipine
sahip allerjik rinitli hastalarin daha az pozitif spesifik IgE degerleri oldugunu

rapor etmiglerdir (Takeuchi ve ark., 2005).

2.6.2. CD14 -159 TT genotipinin yiiksek serum IgE dlizeyleri ile
iligkili oldugunu gosteren calismalar

Ober ve arkadaslarinin izole ve dogal ortamda yasayan “Hutterit”
toplumu Uzerinde yaptigi ¢alismada atopik bireylerde CD14 C259T, TT
genotipinin daha fazla oldugu gosterilmigtir (Ober ve ark., 2000). CD14
C159T polimorfizminin astim ve besin allerjisi ile iligkisini incelemeye yonelik

baska bir arastirmada besin allerjisi bulunan ¢ocuklarda TT genotipinin
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saglikh kontrollere gore 4 kat ve nonatopik astimlilarda TT genotipinin 3 kat
daha fazla oldugu bulunmustur (Woo ve ark., 2003).

Avustralyali erigkin astimlilar ve atopik ve nonatopik kontrollerin
katildig1 kapsamli bir arastirmada CD14 C159T polimorfizminin astim veya
astim siddeti ile iligkisi gosteriimemis, TT genotipine sahip kisilerde atopinin
biraz daha sik oldugu saptanmistir fakat istatistiksel anlam bulunamamigtir
(p=0.084) (Kedda ve ark., 2005). Jackola ve arkadasglari astimli ailelerde TT
genotipine sahip hastalarin ev tozu akari (Der p 1) 6zgul IgE degerlerinin
daha yuksek oldugunu rapor etmislerdir (Jackola ve ark., 2006).

Tayvanli astimh gocuklarda ise CD14 C159T polimorfizmi ile serum
IgE degerleri arasinda bir iligki bulunamamasina ragmen iginde 06zel
D5S2011 E alleli bulunan haplotip analizinde TT genotipi ile artmis total IgE
degerleri arasinda iligki gosterilmistir (Wang ve ark., 2005).

2.6.3. CD14 159 TT genotipinin serum IgE duzeyleri ile iligkili
olmadigini gosteren ¢galigmalar

Bu calismalarin yani sira son zamanlarda Kabesch ve arkadaglari
tarafindan yapilmis olan genig bir c¢alismada gocuklarda ve erigkinlerde
CD14 C159T polimorfizmleri ile sCD14 miktar arasinda iligki belirlenmis
fakat total IgE ve atopik hastaliklar ile baglanti gosterilememigstir (Kabesch
ve ark, 2004).

Sengler ve arkadaglari, Alman Cok Merkezli Allerji Calisma
kohortunda CD14 C159T polimorfizminin astim, allerjik rinit, atopik dermatit
gibi allerjik hastaliklarla iligkisini saptamamigtir. Ayrica CC ve TT genotipleri
arasinda serum total IgE ve besin veya aeroallerjenlere 6zgul IgE degerleri

fark etmemistir (Sengler ve ark., 2003).

CD14 C159T polimorfizmi ile total IgE vel/veya allerjik hastaliklar
arasindaki iligkiyi arastiran calismalardaki c¢eligkili sonuglar, gen-gevre

etkilesimi ile agiklanmaya caligiimigtir.
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2.6.4. Gen-gevre etkilesimi ve allerjik hastaliklar

Gen-gevre etkilesimi son donemlerde allerjik hastaliklarin farkl
ekspresyonlarini agiklamak icin de kullaniimistir. Bouzigon ve arkadaslari,
17g21°de yer alan 36 tek nukleotid polimorfizminden 11 tanesinin astim ile
baglantih oldugunu gostermiglerdir. Astim hastalarini astim baslangicina
gore ikiye ayirdiklarinda (dort yastan once erken bagslangicgh; dort yastan
sonra ge¢ baslangich), erken baslangigli astim ile bu SNP’lerin baglantisinin
daha kuvvetli oldugunu go6zlenmigtir. Hayatin erken ddéneminde sigara
maruziyeti analize dahil edildiginde rs8069176 ve rs2305480 SNP’lerinin
sadece sigara ile temasi olan kisilerde erken cocukluk ¢agi astimina yol
actigl, eger sigara temasi yoksa astim riskini artirmadigi bulunmustur
(Bouzigon ve ark., 2008).

Filagrin, epidermiste yeralan ve derinin bariyer fonksiyonuna katkida
bulunan bir proteindir. Filagrin geninde fonksiyon kaybina yol acan
mutasyonlarin epitel bUitinligdinin bozulmasina neden oldugu ve
dolayisiyla cevre temasini  artirarak egzema gelisimi  artirdigi
disinilmektedir. Bisgaard ve arkadaslarinin ingiltere’de rastgele bir dogum
kohortunda yaptigi arastirmada filagrin mutasyonunun yasamin ilk yilinda
egzema riskini 2.6 kat, eger kedi ile temas oykusu varsa 11.1 kat artirdigini
goOstermiglerdir. Képek sahibi olmanin ise koruyucu etkisi varken, ev tozu

akarlari ile temas igin benzer etkiler gézlenmemistir (Bisgaard ve ark., 2008).

2.6.5. Gen gevre etkilesimi baglaminda CD14 C159T polimorfizmi

CD14 C159T genotipi cevresel mikrobiyal ajanlara maruziyetin
sonucunda karsilasilan endotoksin dozuna goére koruyucu veya risk faktoru
olabilir (Martinez, 2007).

Avrupa’'nin Alp bodlgelerinde yasayan c¢ocuklarin CD14 C159T
polimorfizmleri ve IgE diuzeyleri incelendiginde, TT genotipinin gocuklar kedi
ve kopek ile temas ediyorlarsa koruyucu, ahir hayvanlari ile temas ediyorsa
yuksek IgE seviyeleri ile iligkili bulunmustur. Cocuklarin yataklarindan alinan
toz ornekleri Olguldugunde yuksek seviyede ev tozu endotoksinine maruz

kalanlarda CC genotipinin hayvan temasindan bagimsiz olarak daha dugsuk
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O0zgul IgE degerleri ile baglantih oldugu gosterilmistir (Eder ve ark., 2005)
(Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. insan populasyonlarinda gen-cevre etkilesimi. (Eder W ve ark.
Opposite effects of CD 14/-260 on serum IgE levels in children raised in
different environments. J Allergy Clin Immunol 2005; 116: 601-7. Vercelli D.
Discovering susceptibility genes for asthma and allergy. Nat Rev Immunol.
2008; 8: 169-82.)

Simpson ve arkadaslar ingiltere’de dogum éncesi dénemden itibaren
izlemeye basladiklari kohortlarinda CD14 C159T polimorfizmlerine gore
genotipledikleri g¢ocuklari 5 vyasinda atopi, egzema ve Kklinik olarak
degerlendirmisler ve c¢ocuklarin evlerindeki endotoksin maruziyetlerini
Olgmuslerdir. Sonugta c¢ocuklarin atopik olmalarinin  CD14 C159T
polimorfizmiyle iligkili olmadigini gostermislerdir. CC genotipli gocuklarda,
artmis endotoksin dozunun sensitizasyon riskinde ve egzemada azalmayla
iligkili oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, CC genotipinde artan
endotoksin temasi ile nonatopik vizingin arttigi da gozlenmistir (Simpson ve
ark., 2006).
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Keoki-Williams ve arkadaslarinin  bir yenidogan kohortunun
ebebeynlerini inceledigi galismasinda CD14 C159T polimorfizminin total IgE
seviyeleri ile iligkisinin olmadigini bulmuglar fakat ev tozu endotoksini
temasi gdézonine alindiginda, yiuksek ev tozu endotoksini ile temasin CC
genotiplilerde daha dusuk total IgE seviyelerine yol actigi gosterilmistir
(Keoki-Williams ve ark., 2006).

Bu calismalarin hepsi toplum bazlidir, astimlilari temsil etmez.
Zambelli-Weiner ve arkadaslarinin astim hastalari ve ailelerini dahil ettigi
arastirmada tum katilimcilarin CD14 C159T polimorfizmlerine bakilmigtir ve
ev tozu orneklerinde endotoksin miktari dlgulmustar. CD14 TT genotipinin
sagliklilarda astimhlara gore 2 kat fazla oldugu gdézlenmistir (11.2% ve
6.1%, sirasiyla). Dusuk doz endotoksine maruz kalan bireylerde CD14 TT
genotipi astimdan koruyucu bulunmustur. Fakat yuksek derecede
endotoksinle temas edenlerde TT genotiplilerde astim riskinin, CC
genotiplilere gore yaklasik 11 kat arttigi gosterilmistir (Zambelli-Weiner ve
ark., 2005).

Ozet olarak bu galismalar ortak olarak C allelinin diisiik endotoksin
kargilagmalarinda, T allelinin ise yuksek endotoksin karsilasmalarinda bir
risk oldugunu dusundurmektedir. Bu bulgular, CD14 C159T polimorfizmi ile
astim ve atopi arasindaki iligkiyi arastiran g¢alismalarda elde edilen geligkili

sonuglari da kismen aciklayabilir.

2.6.6.Turk cocuklarinda CD14 C159T polimorfizminin astim
fenotipleri lGizerine etkisi

Yukarida da belirtildigi gibi CD14 -159 polimorfizmi ve serum total IgE
miktarlari ve astim arasindaki iliskiye dair yapilan arastirmalarda toplumlar
arasinda farkh sonuglar elde edilmigtir. Biz de Turk toplumunda CD14 -159
C/T polimorfizmi ve astim arasindaki iliskiyi belirlemek igin Hacettepe
Universitesi Cocuk Allerji ve Astim Unitesi'nde izlenen 613 astimli ¢ocugdu
bu polimorfizm agisindan inceledik. Cocuklara astim tanisi aralikli vizing
hikayesi, bronkodilator uygulamasini takiben FEV1'de %12 iyilesme ile

tanimlanan geri dénisimli havayolu obstriksiyonu, anti-astim tedaviye
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yanit veya metakolin provokasyon testinde anormal bulgu (PC20<8mg/dl)
ile konuldu. CD14 C159T genotipi, polimeraz zincir reaksiyonu-RFLP (parga
uzunlugu degdiskenligi analizi) yontemi ile belirlendi. Atopik astimh
cocuklarda serum total IgE seviyesi kodominant model kullanildiginda her
uc genotip arasinda (CC, CT, TT) IgE duzeylerinde anlamli farkli sonuglar
bulundu (p=0.035) (Sekil 2. 6). C baskin (dominant) model kullanildiginda
ise CD14 C159T genotipi dusuk IgE seviyesi ile iligkili bulundu (p=0.015)
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.6. Astimli Turk g¢ocuklarinda CD14 C159T polimorfizmine goére

serum total IgE duzeyleri
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Sekil 2.7. Astimli Turk ¢ocuklarinda CD14 C159T polimorfizmi, C baskin

(dominant) modele gore serum total IgE duzeyleri.

Total IgE duzeylerine etki eden faktorleri saptamak igin yaptigimiz
lojistik regresyon coklu degisken analizinde astimli ¢ocuklarda periferik
kanda eozinofil sayisi ve deri testlerinde pozitif yanit ile yuksek IgE
duzeyleri ve CD14 -159 TT genotipi ile dusuk IgE seviyeleri arasinda
anlamli iligki bulduk (OR 0.503; %95 GA 0.28-0.9; p=0.021).

ilk calismamizda elde ettigimiz bu bulgular CD14 C159T
polimorfizminin IgE ile iligkili oldugunu gostermektedir (Sackesen ve ark.,
2005)

2.6.7. Astimh c¢ocuklarda CD14 C159T polimorfizminin,
endotoksin ile uyarilan periferal kan mononiikleer hiicrelerinin sitokin
yaniti lizerine etkisi

Anilan caligmalar IgE ve endotoksin arasinda bir iligkinin varligini
ortaya koymakla beraber, bu iliskinin hicresel ve molekller mekanizmasi
halen bilinmemektedir. Bu nedenle galismalarimizin ikinci agamasinda farkh
genotiplere sahip astimh bireylerden elde ettigimiz periferal kan
mononukleer hidcrelerin (PKMH) LPS’e yanit olarak sitokin profillerindeki

degisimini inceledik. TT genotipine sahip 11 ve CC genotipine sahip 11
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astimli cocuktan elde edilen PBMC o6rnekleri 100ng/ml LPS ile veya sadece
hdcre kulturu vasati ile 48 saat sure inkube edildi. Bu sure sonunda hucre
supernatanlarinda sCD14, IL-18, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, TGF- ve IFN-y
seviyeleri ELISA ile ve transkripsiyonel degisiklikler ise ters transkriptaz
yontemi ile belirlendi. TT genotipine sahip bireylerde ortamda stimulan
olmaksizin sCD14 seviyesinin CC genotipine sahip bireylerden daha yuksek
oldugu (p=0.03, Mann Whitney U), endotoksin ile uyaridan sonra bu farkin
ortadan kalktigi gosterildi (p>0.05, ANCOVA) (Sekil 2.8). LPS uyarisindan
sonra ise IL-10 ve IL-1B seviyelerinin TT genotipine sahip bireylerde CC
genotipine sahip bireylerden daha yuksek oldugu (p=0.02 ve p=0.009,
ANCOVA) bulundu (Sekil 2.9). Genotipler arasindaki bu farkhliklar IL-12, IL-
13, TGF-B ve interferon (IFN)-y icin saptanmadi (Keskin ve ark., 2006).

Cyclophilin-A, 406 bp

CD14, 551 bp

cC TT
200

p=0.034 —

sCD14 (ng/ml)

L

cc T

CD14 Genotype

Figure 1.

Sekil 2.8. CD14 C159T polimorfizmine gore uyarilmamis periferal kan
mononukleer hucre kulturlerinde a) CD14 mRNA ekspresyonu b) sCD14

seviyeleri
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Sekil 2.9. CD14 C159T polimorfizmine goére uyarilmamis periferal kan
mononukleer hacre kuilturlerinde a) IL-10 mRNA ekspresyonu b) IL-10
seviyeleri ¢) LPS uyarisi dncesi ve sonrasi IL1B seviyeleri (Koyu kolon LPS
uyarisi o6ncesi, agik renk kolon LPS uyarisi sonrasi IL1J seviyelerini

gostermektedir.)

interldkin-10’un, saglikh nonatopik kisilerin PKMH kiiltiirlerinde IL-
4’0n uyardidi IgE sentezini inhibe ettigi bulunmustur (Punnonen ve ark.,
1993). Ayrica Akdis ve arkadaslari, spesifik immunoterapi ile artan IL-10
yapiminin periferal T hucrelerinde spesifik anerjiye neden oldugunu ve IgE
yanitini azalttigini gostermiglerdir (Akdis ve ark., 1998). Bu durum T alleline
sahip kisilerin PKMH’lerinin endotoksin ile uyari sonrasi daha fazla IL-10
uretmesini ve periferal kanda daha dusuk IgE diuzeylerini agiklayabilir.

Gram negatif enfeksiyonlarda, bakterinin dis membranindan
endotoksin salinimi IL-13 gibi endotoksik soktan da sorumlu olabilen
proinflamatuvar mediatorleri uyarir (Dinarello, 1998; Heumann ve ark.,
1998). Bazi c¢alismalarda CD14 C159T genotipinin endotoksik soklu
hastalarda kontrollere gore daha sik goruldugu gosterilmistir (Gibot ve ark.,
2002). CD14 promotor polimorfizmi ile daha siddetli sepsis arasindaki
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iliskinin nedeni CD14 C159T genotipli hastalarin endotoksin ile uyarildiktan
sonra IL-1[3 gibi proinflamatuar sitokinleri daha fazla Gretmeleri olabilir.

Bu g¢alismamiz, endotoksin — IgE baglantisinda IL-10’un édnemli bir rol
oynadigini ortaya koymakla beraber halen bu iligkinin mekanizmasi
aydinliga kavusmamistir. Ayrica epidemiyolojik gozlemler bu iligkiyi
desteklemekle beraber gercekte farkli genotipe ait bireylerden elde edilen
hicrelerin gergekten de farkl miktarlarda IgE sentezleyip sentezlemedikleri

bilinmemektedir.
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GEREG VE YONTEM

3.1 Hastalarin belirlenmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Allerji ve Astim
Unitesi’nde izlenen 6-18 yasinda astimli hastalar galismaya dahil edildi.
Cocuklara astim tanisi, aralikli vizing hikayesi, bronkodilator uygulamasini
takiben FEV1'de %12 iyilesme ile tanimlanan geri donlisumla havayolu
obstruksiyonu, veya metakolin provokasyon testinde anormal bulgu (PC20 <
8 mg/dl) ile konuldu.

Hastalarin atopilerini saptamak igin 30 aero-allerjen ve 8 besin
allerjeninden olusan 38 allerjenle deri testi yapildi. Pozitif kontrol olarak
histamin, negatif kontrol olarak serum fizyolojik kullanildi. Negatif kontrole
gore 3 mm’den daha buyuk endurasyon ¢api pozitif olarak degerlendirildi.
Deri testlerinden en az bir tanesi pozitif olan ¢ocuklar atopik kabul edildi.

3.1.1 Hastalarin genotiplerinin saptanmasi

Hacettepe Universitesi Cocuk Allerji ve Astim Unitesi'nde izlenen ve
calismaya katilmayi kabul eden hastalardan periferik kandan standart
fenol/kloroform yontemi ile DNA izolasyonu yapildi ve polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile CD14 C159T gen lokusu igin genotiplendirme
yapildi.

Kullanilan primer dizileri:

Forward primer: 5-GTGCCAACAGATGAGGTTCAC-3

Reverse primer: 3-GCCTCTGACAGTTTATGTAATC-5’

Polimeraz zincir reaksiyonu karigimina, her bir reaksiyon igin toplam
25 yl olacak sekilde, primer giftlerinden 10 pl, 1.5 mM MgCl,, 1 pl ANTP, 3
IU Taq polimeraz (Promega) ve hastanin DNA’sindan 2 pl konuldu.
Denaturasyon 94 °C da 30 saniye, primer eglesmesi 60 °C de 30 saniye,
zincir uzamasi 72 °C de 45 saniye olmak Uzere (ic basamakli PCR programi
35 kez tekrarlandi. Elde edilen 497 baz ciftlik Grin 5 U Avall enzimi ile
kesildi ve %2’lik agaroz jelde yurutulerek ultraviole 1s1ginda incelendi. T allel
varliginda Avall enzimi kesim yapabildi ve 144 ile 353 baz dgiftlik
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amplifikasyon urunu elde edildi. C alleli varliginda ise enzim kesim

yapamadi ve 497 baz ¢iftlik kesilmemis urtn agaroz jelde goruldu (Sekil 3.1).

CcC CT 1T TT CcC CT

144 bp

Sekil 3.1 CD14 C159T genotiplemesi

3.1.2. Calisma grubu
CD14 C159T gen lokusu igin genotiplendirilen hastalardan asagidaki
kriterlere sahip hastalar tekrar degerlendiriimek Uzere ¢agirildi.
Dahil edilme kriterleri
e 6-18 yas arasinda olmak
e (CD14 C159T’de CC veya TT genotipine sahip olmak

e Calismaya katilmaya goénulld olmak ve yazili izin vermek

Harig tutulma kriterleri
e Son 4 haftaicinde astim alevlenmesi
e Son 4 haftada Ust veya alt solunum yolu enfeksiyonu gegirme
e Son 4 haftada oral kortikosteroid almak
e Astim disinda sistemik hastalik varligi
Hastalar hikayeleri, fizik muayeneleri ve solunum fonksiyon testleri
(2130 Spirometer, Sensor Medics Co, CA, ABD) ile tekrar degerlendirildi.
Son 2 yilda deri testleri yapilmamissa tekrarlandi. Total IgE duzeyleri Uni-
Cap sistemi (Pharmacia, Kalamazoo, M) ile dl¢uldu. Eozinofil sayisi Coulter

Counter |6kosit 6lcuimu ile belirlendi.
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Calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Karar No: TBK 08/4-8). Tum aileler galisma ile ilgili bilgilendirildi

ve bilgilendiriimis onam formu alindi.

3.2. Hucre kulturlerinin yapilmasi
Calismaya dahil edilen hastalardan 20 cc periferik kan Ornegi

heparinli enjektore alindi.

3.2.1 Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

1- Heparinli enjektorlere alinan periferik kan ornekleri esit oranda PBS
(Phosphate Buffered Saline) ile karistirildiktan sonra Histopaque 1077
(Sigma, St. Louis, MO, USA) solusyonu Uzerine tabaka olusturacak
sekilde yayildi.

2- Daha sonra 2000 rpm’de 30 dakika frenler kapali olarak santrifij edildi.

3- Gradient santrifigasyon ile serum tabakasinin altinda bulutumsu bir
tabaka olarak ayrilan PKMH’ler toplanarak temiz bir 50 ml falkon tipe
alindi.

4- Uzerine 30 ml PBS ilave edilerek 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Baoylece ficoll (Histopaque 1077) uzaklastiridi.

5- Supernatan uzaklastirildi ve pelet tekrar 30 ml PBS ile yikandi.

6- 1500 rpm’de 10 dakika santrtftijden sonra 10 ml PBS ile sulandirildi ve
hdcre sayimi yapildi.

7- Hucreler 1500 rpm’de 10 dakika santrifujden sonra supernatant
uzaklastirildi ve hiicreler 1x10° /ml olacak sekilde uygun medya iginde

sulandirildi.

3.2.2 IMDM Besiyerinin Hazirlanmasi ve Hiicre Kilturi

%10 FBS (Fetal Bovin Serum, Hyclone), %0.5 BSA (Bovine Serum
Albumin, Fluka, BioChemika, Germany), 36mM sodyum bikarbonat, %1
ITS+Premix (12.5 mg Rekombinant insan insulini, 12.5 mg Transferrin, 12.5
mg Selendz asid ve 10.7 mg linoleik asid, BD Biosciences, MA, USA),
Penisilin (100u/ml) ve Streptomisin (100mg/ml) ile IMDM (Iscove's
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Modified Dulbecco's Medium +L-Glutamin, Gibco, Grand Island, N.Y, USA)
besiyeri hazirlandi.

IMDM besiyerinde her kuyucukta 1x10° hiicre 37°C, %5 CO.'de IgE
icin 12 gun sureyle inkube edildi. Her hastadan tUm hucre kiltur kosullari
cifter yapildi. Bdylece 5.glinde IgE ekspresyonu igin hicreler, 12.glnde ise
IgE 8lgiml icin supernatant toplandi. inkiilbasyon sonunda 12.giinde
toplanan supernatanlardan IgE duzeyi 6lguldi. Besinci gun hacre kulturleri
toplandi, satrifij edildi ve hlcre pelletlerinde IgE ekspresyonunu saptamak

icin mMRNA izole edildi.

3.2.3 Hucre Kultur Kosullari
Periferik kan mononukleer hicreleri farkl konsantrasyonlarda LPS (2
ve 200 ng/ml), IL-4 (25 ng/ml), IL-2 (40 ng/ml) ve CD40L (%20 oraninda,
200 pl/ml) ile uyarildi. Asagida hicre uyariima kosullari ayrintil sekilde
gOrulmektedir.
1- Uyarilmamig hucre
2- 1L4
3- IL4+IL2
4- CD40 ligand
5- IL4+IL2+CD40 ligand
6- LPS 2ng/ml
7- LPS 200ng/ml

3.3 Hucre kultura supernatanlarinda IgE olgumii

Hucre kiltart stpernatanlarindan IgE 6l¢imu igin laboratuvarimizda
Dr. Esra Birben tarafinda gelistirilen sandvi¢ ELISA yéntemi kullanildi ¢linki
total IgE’'nin serum oOrneklerinden olg¢ulebilmesi igin birgok farkli yontem ve
ticari olarak satilan birgok kit bulunmasina ragmen hucre kultir orneklerinde
total IgE’nin dlgulebilmesi igin gelistiriimis olan ticari olarak satilan bir kit
bulunmamaktadir. Hicre kuiltar oérneklerinde total IgE miktari kullanilan
uyarana bagl olarak degismekle beraber serum orneklerinde Olgulen

degerlerle kiyaslandiginda oldukga duguktur.
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Laboratuvarimizda hucre kultir supernatantlarinda total IgE miktarini
Olgebilmek igin asagida ayrintilar belirtildigi sekilde miktari belirlenmek
istenen antijenin antijeni farkli kisimlarindan taniyip baglayan iki farkli 6zgul
antikor arasinda hapsedilmesi esasina dayanan ve ismini bu 6zelliginden
alan sandvig Elisa yontemi geligtirilmistir.
ilk olarak plag kaplamak igin kullanilan poliklonal 6zgil antikor
(coating antibody, Polyclonal Rabit antihuman IgE antibody, Dako
Cytomation, Denmark) ve belirleyici olarak kullanilan monoklonal &zgul
antikorun (detecting antibody, HRP conjugated Goat antihuman IgE,
Biosource, CA, ABD) optimal konsantrasyonlarin belirlenmesi igin “checker
board” analizi gergeklestirilmigtir. Bunun igin icerdigi total IgE miktari bilinen
bir 6rnek (32 ng/ml) ve standartin (N Protein Standart SL, Dada Behring)
bilinen 4 farkli konsantrasyonu (64 ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml) iki
antikorun farkli konsantrasyonlarindan olugan kombinasyonlar kullanilarak
sandvig elisa ile olctlmustar.
1- Her kuyucuga asagida belirlenen konsantrasyonlarda PBS igerisinde
dilie edilmis olan kaplama antikorundan 100 ul konuldu ve plak 4°’de

gece boyu bekletildi.

Tablo 3.1. Kaplayici antikor ve belirleyici antikor konsantrasyonlari

Kaplayici antikorun konsantrasyonu (ug/ml)
Belirleyici 25 5 7.5 10 12.5 15

antikorun

konsantrasyonu
1/1000
1/2000
1/4000
1/8000

2- Plak bosaltildiktan sonra her bir kuyucuga 200 ul %3 fetal sigir
serumu (FBS) ve %3 sigir serum albumini (BSA) iceren PBS
(bloklama solusyonu ) ilave edildi.



32

(Degisik konsantrasyonda BSA ve FBS denendikten sonra yukaridaki
konsantrasyona karar verilmistir.)

3- 2 saat oda isisinda bekletilen plak bosaltildi ve  %0.1 Tween 20
iceren PBS ile her bir kuyucuga 200 pl ilave etmek sureti ile 3 kez
yikandi.

4- Bloklama solusyonu iginde dilie edilen standart érneklerinden (64
ng/ml, 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml) ve bilinen konsantrasyondaki
ornekten (32 ng/ml) belirlenen kuyucuklara 100 ul ilave edildi.

5- Oda isisinda 2 saat bekletilen plak yukarida belirtildigi sekilde U¢ kez
yikandiktan sonra yukarida belirtiien degisik miktarlardaki belirleyici
antikordan belirlenen kuyucuklara 200 ul ilave edildi.

6- Plak oda isisinda 2 saat inkibe edildikten sonra 3 kez yikandi ve
100 pl substrat solusyonu (TMB) ilave edildi ve oda isisinda 30
dakika inkuibe edildi.

7- Inkibasyon sonunda 100 ul %10’luk H2SO, ilave edilerek reaksiyon
durduruldu.

Yapilan deney sonucunda kaplayici antikor i¢cin optimum konsantrasyon

olarak olarak 12.5 ve 15 ug/ml arasinda pek fark olmadigi belirleyici

antikor konsantrasyonu olarak 1/4000 ve 1/8000 arasinda da yine pek

fazla bir fark olmadigi belirlenmistir.

Optimal antikor konsantrasyonlari belirlendikten sonra, yontemin
hassashgini belirleyebilmek igin yuksek konsantrasyonda total IgE icerdigi
bilinen birkag 6rnek %2 seri dilusyonla sulandirilarak ornekler yukarida
belirlenen sekilde sandivig elisa ile dlgUlmustir.

Optimal inkUbasyon surelerinin belirlenmesi igin  alternatif olarak
ornekler optimal antikor konsantrasyonlarinda belirleyici antikorla 4°C’de
gece boyu inkube edildi yine alternatif olarak, stop solusyon ile
durdurulmadan 6nce ornekler substrat soltsyonu ile 15, 30 dakika ve 1 saat
sure ile inkube edildi.

Son olarak kaplayici antikor konsantrasyonu olarak 14 ug/ml ve

belirleyici antikor konsantrasyonu olarak 1/6000 konsantrasyonlarinin
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kullanilmasina, inklibasyon sureleri olarak belirleyici antikorla oda isisinda 2
saat inkibasyonun, substrat solusyonu ile 30 dakika inklibasyonun yeterli
olduguna karar verilmistir.

Belirlenen kosullarin hicre kultlr supernatanlarinda élgiim igin uygun
olup olmadiginin ve standart araliginin belirlenebilmesi icin IgE sentezini
uyardigi bilinen IL4’Un farkli konsantrasyonlari [1 CD40 ligand ile uyariimis
hlcre kaltir sipernatanlar kullanilarak ve yine pozitif kontrol olarak ylksek
ve dusuk standartlara yakin total IgE miktari olan serum o&rnekleri
kullanilarak deney optimum kosullarda tekrar edilmigtir.

Diger belirlenen kosullar sabit olmakla beraber hicre kultir
supernatanlarinda IgE miktarlarinin duslk olmasi nedeni ile substrat
solusyonu ile 30 dakika inkubasyonun yeterli olmadigina 1 saat inklibe

edilmesine karar verilmigtir.

Sonugta, hdcre kuiltart supernatanlarinda IgE 6lgimu  yontemini
Ozetleyecek olursak;

ilk olarak PBS iginde uygun konsantrasyonda hazirlanan anti-IgE
(Polyclonal rabit anti-human IgE antikoru, DakoCytomation, Denmark), anti-
human IgA1/2 (BD Pharmingen, BD Biosciences, MA, USA), anti-human
IgG1 (BD Pharmingen, BD Biosciences, MA, USA) antikoru ile plaklar
4°C’de 16 saat kaplandi. Plaklar Tween 20 iceren PBS ile yikandiktan sonra
standartlar ve ornekler ilave edildi ve oda isisinda IgE ic¢in 4 saat inklbe
edildi.

inkiibasyon sonrasinda plaklar yikandi ve uygun konsantrasyonda
HRP isaretli goat anti-human IgE antikoru (Biosource, CA, USA), biyotin
isaretli anti-human IgA1/2 (BD Pharmingen) ve biyotin isaretli anti-human
IgG1 (BD Pharmingen) ile inkube edildi. Plaklar yikandiktan sonra enzimin
substrati ilave edilerek renk olusumu saglandi. Olusan renk 450 nm dalga

boyunda ELISA okuyucusunda degerlendirildi.
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3.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin QIAGEN firmasinin RNAesy isimli RNA
izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirildi (Qiagen, CA, USA).

1- Hucre pelletleri, kullaniilmadan énce igine % 1 B-Merkaptoetanol
ilave edilmis 350 pl RLT tamponu ile pipetle cekip birakmak suretiyle
parcalandi.

2-Uzerine esit miktarda steril DEPC su ile sulandiriimis %70 etanol
ilave edildi ve 2 ml’lik toplama tupu Uzerine yerlestiriimis olan kolon Uzerine
pipetlendi.

3-Tupler 13000 rpm’de 30 sn santrifuj edildi.

4-Toplama tupundeki sivi bogaltildi ve Uzerine 700 ul RWL yikama
tamponu ilave edildi.

5-Tupler 13000 rpm’de 30 sn santrifuj edildi.

6-Kolon yeni bir toplama tupu Uzerine yerlestirildi ve kolona 500 pl
RPE solUsyonu ilave edildi ve 13000 rpm’de 30 sn santrifuj edildi.

7-Toplama tupundeki sivi bosaltildi ve Uzerine yine 500 ul RPE
solusyonu ilave edildi.

8-Tupler 13000 rom’de 2 dakika santrifuj edildi.

9-Toplama tlpundeki sivi bosaltildi ve Uzerine higbir sey ilave
edilmeden yine 13000 rpm’de 1dakika santrifuj edildi.

7-Kolon steril 1.5 ml ependorf tup Uzerine alindi ve Uzerine 50 ul
RNaz icermeyen su ilave edilerek 13000 rpom’de 1 dakika santrifuj edildi.

Elde edilen RNA érnekleri kullanilincaya kadar -80°C de saklandi.

3.5. Komplementer DNA (cDNA) eldesi

RNA 6rnegi (500-1000ng) Speed Vac yardimi ile kurutulduktan sonra
ImProm-Il Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison,
USA) kullanilarak komplementer DNA (cDNA)’ya donusturuldu.

Kurutulan RNA o&rneklerinin  Uzerine 1 ul  mRNA’larin poly A
kuyruguna eglenik olan oligo dT ve 4ul nlkleaz icermeyen su ilave edildi.
Tupler 70°C’de 5 dakika inklbe edilerek katlanmis olan RNA zincirlerinin

acilmasi ve oligo dT nin zincirdeki eslenigi olan bolgeye ulasmasi saglandi.
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inkiibasyon sonunda &rnekler énce 5 dakika buzlu suda daha sonrada
buzda bekletilerek primerin (oligo dT) kaliba yapismasi saglandi. Sonra
asagida belirtildigi sekilde bir karisim hazirlandiktan sonra tlpler &nce
25°C’'de 5 dakika ve daha sonra 42°C’de 1 saat inkube edilerek
komplementer DNA’larin olusumu saglandi. Reaksiyon sonunda Reverse
Transkriptaz enziminin denature edilebilmesi igin tipler 70°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

Sul  Primer ve RNA karigimi

4ul  5XReaksiyon tamponu

1wl dNTP karisimi

1.5ul MgCI2

0.5ul RNAaz inhibitori

1ul  Reverse Transkriptaz enzimi
7ul - Nukleaz icermeyen su

20ul  Toplam reaksiyon karisimi

3.6. Real Time Polimeraz zincir reaksiyonu

Real Time PCR, TagMan RT kimyasallari (Applied Biosystems)
kullanilarak yapildi ve ABI PRISM 7000 Sekans deteksiyon sisteminde
reaksiyon gerceklestirildi (Applied Biosystems). House keeping gene olarak
Elongasyon faktorl kullanilarak relatif ekspresyon hesaplandi.

Polimeraz zincir reaksiyonu igin primerler ve problar dizayn edilirken
GenBank/EMBL/DDBJ’daki sekanslar kullanildi.

Primer dizileri

EF-1a«f, 5-CTGAACCATCCAGGCCAAAT-3'

EF-1ar, 5'-GCCGTGTGGCAATCCAAT-3'

IgE f, 5’ ACACATCCACAGGCACCAAA-3

IgE r, 5 TTGCAGCAGCGGGTCAA-3’

Primer master karisimi, 20 ul forward primer, 20 yl reverse primer ve
460 pl su eklenerek hazirlandi. ilk olarak cDNA’lar 15 kat sulandirild.

Asagida belirtilen sekilde reaksiyon karigimi hazirlandi.
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7.35ul SYBR green karigimi
2.35ul Primer master karisimi

Sul cDNA

14.7ul Toplam reaksiyon karisimi

Denaturasyon 95°C’de 2 dakika baslangigta yapildi. 95°C’de 15
saniye, 60°C’de 45 saniyeden olusan 2 basamakli PCR programi 40 kez
tekrarlandi. Tum 6rnekler 3 kopyali (triplikat) calisildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Sonugclarin istatistiksel degerlendirilmesi i¢in “SPSS for Windows 15”
programi kullanildi. ilk olarak verilerin normal dagdilip dagiimadigi incelendi,
normal dagihma uymayan verilerin analizinde nonparametrik yontemler
kullanildi. Normal dagiimayan veriler “Mann-Whithney U Testi” ile
kargilastirildi. Coklu kiyaslamalarda Bonferoni yontemine gore anlamh p
degeri belirlendi. Demografik ozelliklerin karsilastiriimasinda “Ki-kare”
istatistigi  yapildi. Huacre kdltird  kosullarindaki ~ farkliliklara  gore
supernatanlardaki IgE degisiklikleri genotipler arasinda “Mann-Whitney U
Testi” ile, ayni genotip icinde ikili karsilagtirmalar “Wilcoxon testi”, Uclu
kargilagtirmalar “Friedman testi” ile analiz edildi. Normal dagilim elde etmek
icin IgE mMRNA ekspresyon degerlerine 1 eklenip logaritmik transformasyon

yapildi.
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BULGULAR

4.1 Genel ozellikler

Calisma Mart 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Cocuk Allerji ve Astim Klinigi'nde yapildi. Daha énceden CD14
C159T promotor bolgesinde polimorfizmleri belirlenmig, 22 CC ve 23 TT
genotipli toplam 45 astimli hasta arastirmaya dahil edildi. Hastalarin
genotiplerine gére demografik 6zellikleri ve laboratuar bulgulari tablo 4.1°de

Ozetlendi.

Tablo 4.1 Hastalarin CD14 C159T polimorfizmine gére demografik 6zellikleri

ve laboratuar bulgulari

CC (n=22) TT (n=23) P

Degisken

Erkek cinsiyet (%) 11 (50) 13 (56.5) >0.051
Yas* 11.2 (10.2-11.6) 10.5 (9.5-11.6) >0.05%
Astim

Baslangi¢ yasI* 6 (4-10) 4 (2.5-7) >0.05 ¢
Atopik dermatit 1 0 >0.05t
Allerjik rinit 11 9 >0.05t
Aile hikayesi 7 7 >0.051
Sigara maruziyeti 5 5 >0.051
Evde

hayvan besleme 2 3 >0.051
Atopi 11 11 >0.05t
IgE* 110 (50-309) 109 (65-230) >0.05%
Eozinofil %* 3.3(2.27-4.9) 2.9 (1.94.5) >0.05%
Eozinofil sayisi* 292 (187-399) 186 (129-335) <0.05%
FEV1 (%)* 95.5 (88.8-106.3) 100 (90-108) >0.05%

*ortanca (geyrekler arasi aralik)
TKi-kare istatistigi, tMann-Whitney U-testi
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4.2.1 IL-2, IL-4 ve CD40L ile stimulasyon sonrasi hiucre kulturu
supernatanlarinda IgE duzeyleri

CD14 -159 CC ve TT genotipindeki astimli ¢ocuklardan izole edilen
periferik kan mononukleer hicrelerinin IL-2, IL-4 ve CD40L ile stimulasyonu
her kosulda, stimulasyon olmayan kosula gore artmis IgE sentezi ile
sonuglandi ve Bonferoni dizeltmesi ile istatistiksel anlam saptandi (Sekil 4.1
ve Sekil 4.2). Mediatorlerin uyarisi sonucu olusan kosullardan IL-4+IL-2 ve
IL-4+IL-2+CD40L arasinda fark bulundu (p<0.05). Kosullar genotiplere gore
birebir karsilagtirildiginda fark gosterilemedi (Sekil 4.3).

100
p<0.001
80- p<0.001 1
| 1
p=0.002
'E 60 ! '
% p=0.001
c | 1
Ll
040
20- T
T ———7 T =
Uyarilmamis IL-4 IL-4+IL-2 IL-4+IL2+CD40L

CD14 CC genotipi

Sekil 4.1. CD14 C159T polimorfizmi, CC genotipi; IL-2, IL-4 ve CDA4O0OL ile

uyari sonrasi hucre kultira supernatanlarinda IgE duzeyleri.
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250 p<0.001
200
p<0.001
E 150 p=0.001
g | ]
w p=0.002
5100 | |
501
0 —
Uyarilmamis IL-4 IL-4+IL-2 IL-4+ IL-2+CD40L
CD14 TT genotipi

Sekil 4.2. CD14 C159T polimorfizmi, TT genotipi; IL-2, IL-4 ve CD40L ile

uyari sonrasi hicre kultlrt stpernatanlarinda IgE duzeyleri.

400 B CcD14 TT genotipi
n .
250 CD14 CC genotipi
100 —
100T P=0.916
—_ 80 -
£
) _
= 60 P=0.768
Lg') P=0.117 f 1
- [
40 - _‘_
204 pogs17 T
—
0l e Lo ‘
Uyarilmamis IL4 IL4+IL2 IL4+IL2+CD40

Sekil 4.3. IL-2, IL-4 ve CD40L ile wuyari sonrasi hlcre KkulturG

supernatanlarinda IgE duzeylerinin genotipler arasinda karsilastiriimasi
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Hastalar atopi durumlarina goére tekrar gruplandirildiginda nonatopik
cocuklarda sadece IL-4 uyarisi sonrasi CC genotipinde TT genotipine gore
IgE dizeylerinde daha fazla artis saptandi [sirasiyla 12.61 (3.53-19.04)
ng/ml ve 2.32 (0.8-3.33) ng/ml, p=0.012]. Atopik hastalarda IL-2, IL-4 ve
CDA40L ile uyanidiginda hucre kultiri supernatanlarinda IgE duzeyleri
arasinda genotiplere gore farklilik saptanmadi.

422 LPS 2 ng/ml ve LPS 200 ng/ml ile uyan sonrasi hiicre
kiltura stupernatanlarinda IgE diizeyleri

Astimli  ¢ocuklardan izole edilen periferik kan mononukleer
hacrelerinin LPS 2 ng/ml ve LPS 200 ng/ml ile uyari sonrasi CD14 CC
genotipinde artan LPS konsantrasyonlari ile hiicre kiltart sipernatanlarinda
artmig IgE konsantrasyonu saptanmazken CD14 TT genotipinde LPS 200
ng/ml ile uyarilmamig kogul arasinda IgE duzeyinde anlamli artis bulundu
(p=0.001) (Sekil 4.4, Sekil 4.5).

p=0.245

10

8_
E
o6 T
5 _
L
=)

) I

2_

0 | 1 .

Uyarilmamis LPS 2 ng/ml LPS 200 ng/ml
CD14 CC genotipi
Sekil 4.4. CD14 C159T polimorfizmi, CC genotipi; LPS 2 ve LPS 200 ng/ml

ile uyari sonrasi hucre kultura supernatanlarinda IgE duzeyleri.
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P<0.001
P=0.001
[ 1
101
P=0.054 P=0.042
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Uyvanlmams LPS 2 ngiml  LPS 200 ng/ml

CD14 TT genotipi
Sekil 4.5. CD14 C159T polimorfizmi, T aleli; LPS 2 ng/ml ve LPS 200 ng/ml

ile uyari sonrasi hucre kultira supernatanlarinda IgE duzeyleri.

Periferik kan mononukleer hacrelerinin @ LPS 200 ng/ml
konsantrasyonu ile uyariimasindan sonra hdcre kultart supernatanlarindaki
IgE duzeyleri CD14 -159, CC ve TT genotiplerinde farklilik gosterdi
[sirasiyla 0.29 (0.18-1.64) ve 2.61 (0.7-5.21) ng/ml, p=0.029] (Sekil 4.6)
(Sekil 4.7). Lipopolisakkarit uyarisi sonrasi TT genotipinde hem atopik hem
de nonatopik astimli gocuklarda hicre kulturd supernatanlarinda IgE
duzeyleri artmis bulundu.
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B cD14 TT genotipi
[0 cD14 ccC genotipi

10. _
p=0.517 p=0.318 p=0.029
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Uyarilmamis LPS 2ng/ml LPS 200ng/ml

Sekil 4.6. LPS 2 ve 200 ng/ml ile stimulasyon sonrasi hucre kalturi

supernatanlarinda IgE duzeylerinin genotipler arasinda karsilastiriimasi

1.6

1- CC
- s i |
=1
£
< l
ITJ T . o
90.8
S 0.7 |

0.4

0.

0 T T

Uyarilmamig LPS 2ng/ml LPS 200ng/ml

Sekil 4.7. LPS 2 ng/ml ve 200 ng/ml ile uyarildiginda hiacre KkalttrG
supernatanlarinda IgE duzeylerinin genotipler arasinda karsilastiriimasi

(verilere In transformasyonu yapilmigtir.)
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4.3 LPS 2 ng/ml ve LPS 200 ng/ml ile uyari sonrasi hiicre kulturinde

“epsilon germ line” transkripsiyonu

Astimli  ¢ocuklardan

izole edilen periferik kan mononukleer

hicrelerinin LPS 2 ng/ml ve LPS 200 ng/ml ile uyari sonrasi 5. glin hicre

kalturinde CD14 TT genotipinde artan LPS konsantrasyonlari ile artmig IgE

mMRNA ekspresyonu bulundu, CD14 CC genotipinde ise artis gdzlenmedi

(Sekil 4.8).

=N
J

w
1

p=0.486

B cD14 TT genotipi

O cp1acc genotipi
p=0.038

IgE mRNA ekspresyonu
Log (relatif degisim +1)
SN N

—t

i

p=0.008
p=0.003

o

Us

LPS2 LPS200 US LPS2 LPS 200

CC genotype

TT genotype

Sekil 4.8. LPS 2 ng/ml ve 200 ng/ml ile uyari sonrasi 5. gun hicre

kalturlerinde IgE mRNA ekspresyonlari
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TARTISMA

Son 20 yildaki gelismeler astim riskini etkileyebilecek birgok gen
bdlgesi ve bu bodlgelere ait degdiskenliklerin tanimlanmasini saglamistir.
Ancak astim gibi kompleks hastaliklarin etiyolojisinde bircok gendeki
polimorfizm rol alabilecegi i¢in genetik ¢alismalar olduk¢a zordur (Helman,
2007).

Allerjik duyarlilagsma ve astim tek gen hastaliklarindan farkli olarak
yalnizca genetik degigkenliklerin etkisiyle degil son derece karmasik gen-
cevre etkilesimleri sonucu ortaya c¢ikar. Bu konuda Uzerinde en fazla
caligilan proteinlerden bir tanesi de LPS’in hicresel etkilerinin ortaya
¢ikmasini saglayan CD14 molekuludidr. CD14, LPS’in hicreye baglanmasi
ve transferinden sorumludur (da Silva Correia ve ark., 2001). CD14
promotorundaki C159T polimorfizmi, transkripsiyon faktorlerinin affinitesini
degistirerek endotoksine hiicresel yaniti etkiler (LeVan ve ark., 2001).

ilerleyen calismalar endotoksine olan IgE vyanitini belirleyen
faktorlerden birinin de -159 pozisyonundaki genotip oldugunu ortaya
koymustur. Bircok populasyonda incelenen bu iligkide farkli ve celigkili
sonuglar elde edilmigtir. Bazi ¢alismalar TT genotipinin, bazi ¢galigmalar CC
genotipinin yuksek IgE icin risk oldugunu sdylerken bazilari ise higbir iligki
olmadigini ortaya koymustur.

Bu gozlem oOnceleri yalnizca populasyonlar arasi fark ile izah
edilirken yakin zamanlarda gergeklestirilen galismalar bunun gen-gcevre
etkilesimi cergevesinde esas olarak endotoksinin konsantrasyonu ile ilgili
olabilecegini disundurmustir (Eder ve ark., 2005; Zambelli-Weiner ve ark.,
2005; Simpson ve ark., 2006; Williams ve ark., 2006)

Konuyla ilgili ilk calismamizda astimli Turk c¢ocuklarinda CD14
C159T lokusunda TT genotipine sahip olmanin dusuk serum IgE duzeyleri
ile iligkili oldugu ve iligkinin atopik astimlilarda daha belirgin oldugunu;
(Sackesen ve ark., 2005) mekanizmaya yonelik olarak gegeklestirdigimiz bir
diger calismada ise TT genotipinde huicre kiltird stupernatanlarinda IL-13

duzeylerinin daha yuksek oldugunu saptadik (Keskin ve ark., 2006). Simdiki
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calismamizi genotip ve IgE arasindaki iliskinin molekller ve hucresel
mekanizmalarini arastirmak igin gergeklestirdik.

IgE sentezinde rol alan IL-4, IL-2 ve CD40L ile PKMHleri
uyardigimizda hucre Kkualtart supernatanlarinda beklendigi Uzere IgE
duzeylerinde belirgin artis saptandi. Hucre kualtur ortamina IgE yapimini
uyaran faktorler koyuldugunda saptanan yuksek IgE duzeyleri deney
kosullarinin verilerin analizi igin gerekli optimum kosgullari yerine getirdigini
gOsteren dnemli bir basamakti. Hlcre kiltart sipernatanlarindaki en yuksek
IgE duzeyi beklendigi Uzere, IL-4, IL-2 ve sCD40L’in birarada bulundugu en
gugli uyaranlar egliginde belirlendi (Sekil 4.3).

Calismamizin en o©Onemli bulgusu periferik kan mononukleer
hdcrelerinin 2 ng/ml ve 200 ng/ml konsantrasyonunda LPS ile uyarildikdan
sonra hucre kualturd supernatanlarindaki IgE duzeylerinin CD14 C159T
polimorfizminin T allelinde C alleline gore daha yuksek bulunmasidir. CD14
TT genotipinde, PKMH’lerinin LPS 200 ng/ml uyariimasi sonrasi IgE dizeyi
2.61 (0.7-5.21) ng/ml olarak saptanirken CD14 CC genotipinde 0.29 (0.18-
1.64) ng/ml olarak olguldu (p=0.029). Yani T allelinde homozigot olan
bireylerin hucreleri in-vitro kosullarda LPS uyariimasina daha yuksek IgE
sentezleyerek yanit vermektedir. Daha da 6nemlisi, bu yanit bir doz-cevap
egrisi seklinde olup 2 ng/ml LPS dozu ile elde edilen IgE konsantrasyonu ile
200 ng/ml LPS dozu ile elde edilen IgE konsantrasyonlari arasinda da
anlamli bir fark vardir.

Calismanin 2. béliminde real time PCR yontemi ile elde edilen
bulgular 12. gin supernatanlarinda IgE dlzeylerinde gorilen artisin esas
olarak IgE‘nin  transkripsiyonundaki  bir artistan kaynaklandigini
gOstermektedir. Yani LPS TT genotipine sahip astimli gocuklarda IgE
sentezini transkripsiyonel duzeyde etkileyerek artirmaktadir

iki farkli calismada elde ettigimiz sonug ilk bakista birbiriyle celigkili
gibi gdézikmektedir: Serumda total IgE dlzeylerini inceledigimiz ¢alismada
CC genotipinde IgE duzeylerini artmis bulurken, simdiki calismamizda TT
genotipine sahip astimli ¢ocuklarin endotoksin stimulasyonuna yuksek IgE

yaniti verdigini gdzledik. Bu celigski gen-gevre etkilesimi cergevesinde
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yorumlanabilir.  /In-vitro ortamda  olusturulan yUksek endotoksin
konsantrasyonu TT genotipinde IgE duzeyinde artiga sebep olmakta CC
genotipinde ise bir degisiklige yol agmamaktadir. Bu sonug, esas olarak
cevresel endotoksin maruziyetinin  dlguldigu calismalarla da uyum
gostermektedir. Endotoksin maruziyet duzeyi ile atopi/lgg ve CD14
polimorfizmleri arasindaki iligkiyi inceleyen (¢ ¢alisma vardir. ik ¢alismada
Simpson ve arkadaslarinin bu modeli destekleyen galismalarinda ¢ocuklarin
endotoksine maruziyetleri dlgulmis ve CD14 CC genotipindeki ¢ocuklarda
duguk doz endotoksine maruz kalmalari halinde ev tozu akari Der p1 IgE
yanitinin yuksek, yuksek duzeyde endotoksine maruz kaldiklarinda ise
o6zgul IgE yanitinin TT genotipindeki ¢ocuklara gore azaldigi gosterilmigtir
(Simpson ve ark.,2006) (Sekil 5.1).

1.0

oc
8 cT
i

Predicted probability for sensitization

.0 T T v T v T
1.0 7.4 54.6 4034 2981 22000 162755 1.2x10°

Endotoxin Load (EU/m?)

Sekil 5.1. CD14 C159T polimorfizmi, endotoksin maruziyeti ve sensitizasyon
arasindaki iligki. (Simpson A, John SL, Jury F, Niven R, Woodcock A, Ollier
WE, Custovic A. Endotoxin exposure, CD14, and allergic disease: an
interaction between genes and the environment. Am J Respir Crit Care Med
2006; 174: 386-92)

ikinci calismada ise CD14 geni promoter -260C—T polimorfizmi ile
serum IgE duzeyleri ve maruz kalinan endotoksin dizeyleri arasindaki iligki

arastinimistir. Yasama alanlarinda maruz kalinan endotoksin duzeyleri ile
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Ozgul IgE yaniti arasindaki iliskide CD14 -260 genotipinin etkili oldugu
belirlenmistir. Diisiik diizeylerde endotoksine (98-12.494 (inite/m?) CD14 -
260 CC genotipindeki c¢ocuklar ylksek IgE vyaniti verirken, yuksek
diizeylerde endotoksine (>30 (inite/m?) disik IgE yaniti vermektedirler.
Yuksek yogunlukta endotoksin ortaminda CD14 -260 TT genotipindeki
bireylerde CC genotipine kiyasla anlaml yuksek IgE yaniti vardir (Eder ve
ark., 2005) (Sekil 5.2).

60 CD14/-260
B CCn=13

50 - B CcTn=277 p = 0,006 (1d1)
O TTn=126 I

Specific IgE 23.5 IU/mL in %

1. Tertile 2. Tertile 3. Tertile
Endotoxin (EU/m?)

Sekil 5.2. CD14 C159T polimorfizmi, endotoksin maruziyeti ve spesifik IgE
pozitifligi arasindaki iligki. (Eder W, Klimecki W, Yu L, von Mutius E, Riedler
J, Braun-Fahrlander C, Nowak D, Martinez FD; Allergy And Endotoxin Alex
Study Team. Opposite effects of CD 14/-260 on serum IgE levels in children
raised in different environments. J Allergy Clin Immunol 2005; 116: 601-7.)

Williams ve arkadaslarinin rapor ettigi Gg¢uncu calismada ise bir
dogum kohortunun annelerinin CD 14/-260 polimorfizmleri belirlenmis, ev
tozu endotoksinleri dlguimus ve evcil hayvan temasi not edilmistir. Dusuk

doz endotoksin temasinda CC genotipli, yiksek doz endotoksin temasinda
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TT genotipli annelerde serum total IgE’nin yuksek oldugu gosterilmistir
(Sekil 5.3). Evcil hayvan temasi ile benzer sekilde bir iliski bulunmamistir
(Williams ve ark., 2006).

120 -
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80 4
—CC

|2 W o
40 -'\WJJ—'\\*&

20 1

Total Serum IgE (IU/mL)

0% 10 20 30 40 50 8 70 8 90 100 110

Dust Endotoxin Level (EU/mg)
Sekil 5.3. CD14 C159T polimorfizmi, endotoksin maruziyeti ve serum total
IgE degerleri arasindaki iliski (Wiliams LK, McPhee RA, Ownby DR,
Peterson EL, James M, Zoratti EM, Johnson CC. Gene-environment
interactions with CD14 C-260T and their relationship to total serum IgE

levels in adults. Allergy Clin Immunol 2006; 118: 851-7).

IgE yaniti ile endotoksin dozu arasindaki ilgi dogrusal olmaktan gok
uzaktir. D Vercelli’'nin 2003 yilinda endotoksin dozu ile atopi/duyarlilik/IgE
yaniti arasinda iligkiyi aciklamak uUzere oOnerdigi bimodal ilgiyi gosteren
“‘endotoksin switch” ‘e gore atopi/duyarhlik/IgE yaniti yuksek endotoksin ve
dusuk endotoksin varhiginda degismekte ve bu degisim CD14 genotip
polimorfizmlerine gore farkl sekilde IgE sentez yaniti vermektedir (Vercelli,

2003).

CD14’Gn immun sistem iginde 6zel bir gorevi vardir. Gram pozitif ve
gram negatif bakteriler ile mikoplazmalarla kargilasmada ilk koruyucu sistem
olan dogal immunitede TLR4 reseptoru ile birlikte gorev alir. Notrofiller ve
monositlerin ylzeyinde yer almanin yaninda erir formdaki (soluble) sCD14
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serumda bulunur ve yizeyinde CD14 eksprese etmeyen endotelyal ve epitel
hdcrelerinin - patojen  mikroorganizmalara verdigi  koruyucu yaniti
kuvvetlendirir. Sehir ve kirsal kesimde maruz kalinan endotoksin duzeyleri
ile allerjik hastaliklar arasindaki ilgide énemli gorevlerden birini CD14’Un
aldigi  kugkusuzdur. Th1 ve Th2 immun reaksiyonlarin olusumunda
mikrobiyel ¢evrenin etkili oldugunu ve bu etkilesimin allerjik hastaliklar ve
atopi Uzerinde arttirici veya azaltici etkilerini gdzlemsel c¢alismalardan
bilmekteyiz. Bu arastirmada g¢evresel endotoksin maruziyetinin bir érnegi
farkh LPS dozlar ile in-vitro kosulda olusturulmus ve hem gen ifadesi, hem
de protein belirteci duzeyinde IgE Uretiminin CD14 -159 TT genotipinde
anlamli bir artis lehine yanit verdigini gosterdik.

Bu ¢alismanin bazi sinirlamalari da vardir. Calismamiz temel olarak
CD14 genindeki tek bir polimorfizm ve bunun etkileri Gzerine yogunlasmistir.
Oysa bircok gen LPS’e yaniti kontrol edebilir (Wong ve ark., 2000). Bunlar
arasinda TLR4 (Eder ve ark., 2004), LBP, MD2, Myd 88 sayilabilir. Ayrica
CD14 geninin baska bolgelerinde var olan ve C159T ile linkage
disequilibrium gosteren baska degdiskenlikler de de bu sonuca etki etmis
olabilir.

Immunoglobulin E homeostazinin regulasyonu endotoksinden bagka
enfeksiyonlar, cevresel faktorler ve genetik gesitliligin kontroll altindadir.
IgE sentezinin en 6nemli basamagi olan sinif degisim rekombinasyonu
sitokinlerin kontrolu altindadir. Sadece IL-4 ve IL-13 degil, IL-18, IL-25, IL-33,
IL-15, timik stromal lenfopoetin de Th2 yanita donusumu saglar (Helmann,
2007). LPS de sadece CD14 aracihdi ile hucre icine transfer olmaz. Isi sok
proteini 70 ve 90, kemokin reseptdr 4 ve buylime farklilasma faktori 5
CD14’den bagimsiz LPS reseptorleri olarak tanimlanmislardir (Triantafilou
ve ark., 2001). Bu nedenle CD14 TT genotipindeki LPS’e karsi artmig IgE
yaniti farkli sitokinlerin ve baska reseptoérlerinde bu olayda yer almasindan
kaynaklanabilir.

Sitokin sinyallerinin baskilayicilari (SOCS); STATS, tirozin fosfataz
ve CD45’in protein inhibitorleri IgE sentezinin negatif regulasyonunda

onemlidir. SOCS ailesinin Uyeleri sitokin sinyalleri ve LPS ve kemokinler gibi
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diger uyaranlar ile tetiklenirler. JAK-STAT yolagini bloke ederek sitokin
reseptorlerinden sinyalleri azaltirlar (Elliott ve Johnston, 2004). Sitotoksik T
lenfosit antijeni 4 (CTLA4) T hicrelerinde 6zellikle eksprese olan bir inhibitor
kostimulatuar molekudlduar. Bununla birlikte, IL-4 ile muamele edilmis B
hdcrelerinde CD40 veya LPS uyarisi ile induklenebilir. CTLA4 reseptorune
baglaninca NFkB ve STAT6'nin baskilanmasi ile IgE sentezinde azalma
meydana gelir (Pioli ve ark., 2000). CD14 TT genotipindeki LPS’e karsi
artmis IgE yaniti inhibitér yolaklarin daha az aktif olmasi ile meydana

gelebilir.

Bu calisma CD14 geninin promotor bdlgesi -159 lokusundaki C/T
degisiminin IgE sentezi Uzerine etkisi konusunda yeni bir veri sunmaktadir.
CC ve TT genotipleri arasinda epidemiyolojik gozlemlere gore farkli sonug¢
elde edilmesi endotoksinin in-vitro olarak yuksek dozda kullaniimasina bagl
olabilir., CD14 geninde yer alan diger polimorfizmlerin arastiriimasi, bu
yolakta yer alan diger sinyal molekillerinin genotipe goére degisen
aktivasyonlarinin incelenmesi IgE sentezinin mekanizmasini daha ayrintili

anlamamiza yardimci olacaktir.
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SONUGLAR

. Periferik kan mononukleer hucreleri 200 ng/ml konsantrasyonunda
LPS ile uyarildiktan sonra hucre kuiltirt supernatanlarindaki IgE
dizeyleri CD14 C159T polimorfizminin T allelinde C alleline gore
daha yuksektir.

. CD14 C159T, TT genotipli bireylerin hicreleri in-vitro kogullarda LPS
uyariimasina verdigi yuksek IgE yaniti doz-cevap egrisi seklinde olup
2 ng/ml LPS dozu ile elde edilen IgE konsantrasyonu ile 200 ng/ml
LPS dozu ile elde edilen IgE konsantrasyonlari arasinda da anlaml

bir fark vardir.

. YlUksek dizeyde endotoksin, CD14 C159T TT genotipine sahip
astimh gocuklarda IgE sentezini transkripsiyonel duzeyde etkileyerek
artirmaktadir.

. Arastirmamiz CD14 C159T polimorfizmi CC ve TT genotipine sahip
astimh ¢ocuklarin in-vitro kosullarda duguk ve yuksek LPS dozuna
farkli duzeylerde IgE sentezi ile yanit verdigini gostermistir. Bu
bulgular “endotoksin switch” olarak Onerilen bimodal hipotezle

uyumludur.

. IgE sentez mekanizmalarini anlamak igin CD14 geninde yer alan
diger polimorfizmlerin arastiriimasi ve bu yolakta yer alan diger sinyal
molekullerinin genotipe gore degisen aktivasyonlarinin incelenmesi

onerilir.
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