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OZET

DENEYSEL ATOPiK DERMATIT OLUSTURULAN RATLARDA SOGUK
ATMOSFERIK PLAZMANIN BAZI MOLEKULER BELIRTECLER UZERINE
ETKIiSi

Uysal Karpuz P., Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyokimya Program, Doktora Tezi, Aydin 2025

Amag: Bu caligmanin amaci deneysel olarak Atopik Dermatit (AD) olusturulan ratlarda soguk
atmosferik plazma (SAP) tedavisinin bazi molekiiler belirtegler {izerindeki etkisini

incelemektir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada yeni dogan 24 adet rat kullanilmistir. 8 adet yeni dogan rat
kontrol grubu olarak belirlenip, geri kalan 16 yeni dogan rata dogumdan hemen sonra
Kaspaisin uygulamasi yapildi ve AD olugmasi i¢in 6 hafta normal bakim ve besleme
kosullarinda barindirildi. AD olusan ratlardan 8 adeti SAP uygulanmaksizin AD grubu olarak
belirlenerek bakim ve beslemesine devam edildi, 8 adeti ise SAP grubu olarak belirlenerek 5
kez SAP tedavisi iki bolgeden toplam 3 er dakika uygulandi. Uygulamalar sonunda 3 gruptan
da genel anestezi altinda kan ve deri 6rnekleri toplandi. Ardindan alinan kan 6rneklerinden
serumlart ayrilip ELISA yontemi ile IgE, IL-13 ve IL-4 analizleri yapildi, alinan deri
orneklerinden histopatalojik inceleme yapildi, ek olarak qRT-PCR yontemi ile Atopik
Dermatitin patogenezinde onemli rol oynayan antimikrobiyel peptidlerden Defensin 1,
Defensin-2 ve katelisidin (LL-37) ile reseptorlerden Aril Hidrokarbon reseptorii (AHR) ve
lipidlerin oksidasyonundan sorumlu genleri kontrol eden Peroksizom Proliferator ile Aktive

olan reseptorlerden PPARa gen ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Bulgular: Histopatolojik olarak degerlendirildiginde AD ve SAP gruplarinin tamaminda AD
olustugu belirlendi. Analiz edilen keratin artisi, epitelde spongioz dejenerasyon, kil
follikiillerinde atrofi, retelerde derinlesme ve eozinofil 16kosit skorlar1 parametreleri
karsilagtirildiginda SAP grubunda kontrol grubuna ¢ok yakin bulgular elde edildi. Kan
orneklerinden yaptigimiz Elisa testleri sonucunda AD grubu ratlarin ortalama IgE diizeyleri
kontrol ve SAP grubundan yiiksek olarak belirlendi. IL-13 ve IL-4 {in ise SAP grubunda diisiis
egilimi gosterdigi belirlendi. Gen diizeyindeki arastirmalarda ise AD, SAP ve kontrol grubunda

LL-37 (KAMP)ve Defensin-1 geninin ekspresyon diizeyleri incelendiginde gruplar arasi
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istatistiki bir fark saptanamadi. AHR gen ifadelenmesinin AD grubunda anlamli derecede
azaldig1 ve kontrol grubundan daha diisiik ifadelendigi saptandi. Defensin-2 gen ekspresyonu
ise AD grubunda kontrol ve SAP tedavi grubundan daha diisiik bulundu. PPARa geninde ise
SAP tedavi grubunda diger gruplaradan diisiik ifadelendigi belirlendi. AD grubu PPARa gen

ekspresyonunun diger gruplardan yiiksek oldugu goriildii.

Sonu¢: SAP tedavisi deneysel olusturulan AD modelinde ratlarda IgE, IL-13 ve IL-4
diizeylerinde degisiklige neden oldu. SAP tedavisinin hem biyokimyasal hem de histopatolojik
olarak iyilesmeye neden oldugu makroskobik ve mikroskobik olarak dogrulandi. Bu yoniiyle
SAP uygulanmasinin AD tedavisinde etkinligi gosterilmis oldu. AD patogenezinde rol
oynayan genlerden AHR, Defensin-2 ve PPAR-a gen ekspreyonlari iizerine etkileri oldugu
gbzlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ulagilan bilgiler 1sinda hayvanlarda ve insanlarda
onemli bir problem olan AD tedavisinde yenilik¢i bir yaklagim olan SAP’in klinik

uygulamalarda destek tedavisi olarak onerilme potansiyelinde oldugu ortaya konmus oldu.

Anahtar Kelimeler: Atopik Dermatitis, Soguk Atmosferik Plazma, IgE, IL-4, IL-13,
Defensinl, Defensin-2, LL-37, AHR, PPARa, rat
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ABSTRACT

EFFECT OF COLD ATMOSPHERIC PLASMA ON SOME MOLECULAR
MARKERS IN RATS WITH EXPERIMENTALLY INDUCED ATOPIC DERMATITIS

Uysal Karpuz P., Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Biochemistry Program, PhD Thesis, Aydin 2025

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of cold atmospheric plasma (SAP)
treatment on some molecular markers in rats with experimentally induced Atopic Dermatitis

(AD).

Materials and Methods: In this study, 24 newborn rats were used. 8 newborn rats were
determined as the control group, the remaining 16 newborn rats were treated with Kaspaisin
immediately after birth and housed under normal care and feeding conditions for 6 weeks to
develop AD. 8 of the rats with AD were determined as the AD group without SAP application
and their care and feeding continued under normal care and feeding conditions, while 8 were
determined as the SAP group and SAP treatment was applied to two lesion areas on them for
a total of 3 minutes 5 times. At the end of the applications, blood and skin samples were
collected from all 3 groups under general anesthesia. then, serums were separated from The
blood samples and IgE, IL-13 and IL-4 analyses were performed using The ELISA method,
besides that histopathological examination was performed with one sample of the skin samples
taken, and in addition, antimicrobial peptides Defensin 1, Defensin-2 and cathelicidin (LL-37)
That play an important role in The pathogenesis of Atopic Dermatitis, Aryl Hydrocarbon
receptor (AHR) from the receptors, and Peroxisome Proliferator Activated receptor PPARa
gene expression levels that control the genes responsible for the oxidation of lipids were

determined by using the qRT-PCR method.

Findings: When evaluated histopathologically, it was determined that AD occurred in all of
the AD and SAP groups. When the analyzed parameters of keratin increase, spongiosis
degeneration in the epithelium, atrophy in the hair follicles, deepening of the rete and
eosinophil leukocyte scores were compared, findings very similar to the control group were
obtained in the SAP group. As a result of the Elisa tests we conducted on blood samples, the
average IgE levels of the AD group rats were obtained higher than the control and SAP groups.
It was determined that IL-13 and IL-4 showed a decreasing trend in the SAP group. In the
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studies at the gene level, when the expression levels of LL-37 (CAMP) and Defensin-1 genes
were examined in the AD, SAP and control groups, no statistical difference was detected
between the groups. It was determined that the AHR gene expression decreased significantly
in the AD group and was expressed lower than the control group. Defensin-2 gene expression
was found to be lower in the AD group than the control and SAP treatment groups. It was
determined that the PPARa gene was expressed lower in the SAP treatment group than in the
other groups. It was observed that the PPARa gene expression in the AD group was higher

than in the other groups.

Conclusion: SAP treatment caused changes in the IgE, IL-13 and IL-4 levels in rats in the
experimentally created AD model. It was confirmed macroscopically and microscopically that
both biochemical and histopathological improvements were observed after SAP treatment. In
this respect, the effectiveness of SAP application in the treatment of AD was demonstrated. It
was concluded that more detailed studies should be conducted on the effect of SAP on gene
expression. It has been observed that it has effects on AHR, Defensin-2 and PPARa gene
expressions, which are genes that play an important role in AD pathogenesis. In light of the
information obtained as a result of this study, it has been revealed that SAP, an innovative
approach in the treatment of AD, which is an important problem in animals and humans, has

the potential to be recommended as a supportive treatment in clinical applications.

Keywords: Atopic Dermatitis, Cold Atmospheric Plasma, IgE, IL-4, IL-13, Defensin-1,
Defensin-2, LL-37, AHR, PPARa, rat
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1. GIRIS

Atopik dermatit (AD), genetik yatkinlikla aktarilan kronik yangisal kasintili bir deri
hastaligidir. Patogenezi tam olarak anlasilmamistir ve paradigmalardan biri, deri bariyer
disfonksiyonu nedeniyle alerjenlerin epidermal tabakalara penetrasyonunun kolaylagmasi ve
duyarli kisilerde klinik semptomlara neden olan dogustan ve adaptif immiin yaniti
indiiklemesidir (Chermprapai ve digerleri 2018). Insanlarda goriilme sikligi %10-15,
kopeklerde %10-30, kedilerde ise %12.5 olarak rapor edilmistir. AD’ in diisiiniilenden ¢ok
daha karmasik bir hastalik oldugu goriilmiistiir. Genomik analizler, bagisiklik fonksiyonunu ve
deri gelisimini etkileyen bir dizi genin rol oynadigini ve ¢esitli irklar ve tlirler arasinda hastaliga
aracilik eden genlerde farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Bu genetik bilgi, etkilenen
hastalar arasinda klinik belirtiler ve tedaviye verilen yanitlardaki cesitlilik i¢in olasi bir
aciklama saglarken belki de teshis icin gerekli testlerin ve belirteglerin de gelistirilmesine yol
acacaktir. Tedavi ile ilgili olarak, sitokini hedef alacak tedavilerin gelistirilmesi, bu kronik
hastalikla baglantili kasint1 ve iltihaplanmanin daha gilivenli ve daha etkili bir sekilde kontrol
altina alinma potansiyeline sahiptir. Deri hastaliklar1 konusunda uzmanlagsmak {izere
arastirmalar yapan ¢ogu veteriner hekim, esansiyel yag asitlerinin dogru dengesini saglamak
icin optimize edilmis beslenme kullanimini ve derinin kaplama kalitesini iyilestirmek i¢in lipid
iirlinlerinin topikal uygulamasini destekler. Alerjene 6zgli immiinoterapi, hastalik siirecini
degistirebilen tek tedavi olarak hala savunulmaktadir. AD, durmaksizin ilerleyen bir hastaliktir,
hastalik siirecini yavaglatmak ve etkilenen hastaya iyi bir yagam kalitesi saglamak i¢in erken
miidahale ve siki kontrol gereklidir. AD ile iliskili siirekli kaginma hali ve ikincil enfeksiyonlar,
etkilenen hasta ve hasta sahiplerinin psikolojisini de etkilemektedir, bazi hasta sahiplerinin
maddi ve manevi olarak ¢ok yiprandigini sebep gosterip hasta kedi/kdpeklerini bir bagka bireye

sahiplendirmek istedigi noktalar bile olmustur.

Atopik dermatit vakalarinda, siireci yoneten veteriner hekimi ile hayvan sahibinin iyi
bir iletisim ve sik temasi, hayvan sahibinin detayli bilgilendirilmesi ve siirecte karsilasabilecegi
olumsuzluklar1 bilmesi, basarili hastalik kontrolii i¢in ¢ok Onemlidir. Bu iletisimde hasta
sahibine olasi tiim teshis ve tedavi se¢enekleri konusunda bilgi verilmeli ve gelisen teknolojik
giincel tedavi segenekleri sunabilmelidir. Keza AD yalnizca hayvan sagliginda ve veteriner

hekimliginde degil beseri hekimlikte de gelismekte olan teshis ve tedavi segeneklerinin mevcut



oldugu bir hastaliktir. Bu tedavi yontemlerinden birisi plazma tedavisidir. Deride gergeklesen
cesitli hastaliklar ve yara tedavisi ile birlikte AD tedavisi i¢in de kullanimi giderek yayginlasan
plazma tedavisinin alt yapisinin olugumu 1879 yilinda William Crookes adinda bir bilim
adaminin, bir voltaj bobini araciligryla yiiksek voltaj uygulayarak, bir elektrik desarj tiipiindeki
gaz1 iyonize etmesiyle olmustur. Iyonize ettigi gaz1 “radyan madde” olarak adlandirmistir.
Giliniimiizde kullandigimiz “plazma” terimini, bulunduktan neredeyse elli yil sonra 1927'de
Irvin Langmuir dile getirdi. Plazma, son birka¢ on yilda medikal alanlar da dahil olmak tizere

birgok alanda kullanilmaya baslandi.

Plazma genellikle ¢ok atomlu gaz molekiillerinin par¢alanmasi veya tek atomlu gaz
kabuklarindan elektronlarin ¢ikarilmasiyla iiretilen iyonize bir gaz olarak tanimlanir. Ancak,
yuklii parcaciklar igeren her iyonize gaz plazma olarak kabul edilemez. Bunun igin
makromolekiiler notrliige sahip olmalidir. Plazmada dis etkenler olmadig: takdirde, sonucta
ortaya c¢ikan net elektrik yiikii sifirdir. Bu nedenle, plazma neredeyse ayni1 yogunlukta pozitif
ve negatif yiiklii parcaciklar icerir. Plazmanin diger bir ozelligiyse, plazmadaki yiikli
parcaciklarin bir Debye uzunlugu mesafesindeki elektrostatik alanlar1 etkili bir sekilde
korumak i¢in diizenlendigi Debye korumasina sahip olmasidir. Bu plazma frekansi olarak da
adlandirilir ve tek bir yiiklii parcacigin elektrik alaninin etkisinin plazma i¢indeki diger yiiklii
parcaciklar tarafindan hissedildigi mesafenin bir Olglisii olarak tanimlanir. Plazma denge
kosullarin1 kaybederse, ortaya ¢ikan i¢ uzay yiik alanlari, orijinal yiik notrliigiinii geri kazanma
egiliminde olan toplu pargacik hareketini tesvik eder. Bu hareket, plazma frekansi olarak
adlandirilan dogal salinim frekansi ile karakterize edilir. Bu nedenle plazma, “uzun menzilli
coulomb kuvvetlerinin neden oldugu kolektif davranisa sahip, etkilesim halindeki bir¢ok
serbest elektron ve iyonize atom ve molekiiller igeren yar1 nétr bir gaz” olarak tanimlanabilir.
Ek olarak, plazmadaki yiiklii parcaciklarin hareketi, elektrik alanlari, akimlar ve manyetik

alanlar olusturur.

Glinlimiizde deney hayvant modeli tasarlanirken rat segilmesi dermatolojik
hastaliklarin ¢gogunluguna iligkin patolojiyi ortaya koymada fizyolojik olarak hem insan hem
kedi ve kopek icin en uyumlu yaklasimi saglamaktadir Ayrica iiretme, indiiksiyon ve
indiiksiyon sonrast bakim ve besleme ortamlarimin arastirmacinin kontroliinde olmasi
nedeniyle bu ¢alismadaki AD modelinin rat tizerinde olusturulmast en dogru se¢enek olarak
diistintildii. Bu ¢alismada deney hayvani modeli olarak rat tercih edilmesinin bir diger sebebi

de ratlarin gerek Tiirkiye’de gerek global diizeydeki arastirmacilar tarafindan halihazirda en



fazla kullanilan deney hayvani olmasidir. Bu sayede calismanin sonunda ulasilan bulgular

cesitli benzer calismalardan yararlanmis literatiirlerle beraber tartigilabilmektedir.

Bu calismada deneysel olarak AD olusturulan ratlarda soguk atmosferik plazma (SAP)
tedavisinin bazi molekiiler belirtecler iizerindeki etkisini incelenerek AD tedavisinde SAP
uygulamasinin etkinliginin molekiiler diizeyde gosterilmesi amaglanmistir. Bu c¢aligmanin
sonucunda ulagilan bilgiler 1s1nda hayvanlarda ve insanlarda énemli bir problem olan AD
tedavisinde yenilik¢i bir yaklasgimin kullanilma olasili§i degerlendirilmis olacaktir. Elde

edilecek veriler 15181nda yeni klinik ¢aligmalar planlanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Atopik Dermatit (AD)

Atopik dermatit, genetik yatkinliga bagl karakteristik klinik bulgulara sahip yangisal,
kasintili bir hastaliktir. Akarlar, polenler, kiif sporlar1 gibi ¢evresel etmenlere yonelik olusan
Ig E antikorlar ile baglantili bir sorun oldugu bilinmektedir (Temizel ve Aytug, 2010). Tan1
koyulma asamasinda benzer klinik bulgulara neden olan tiim diger etmenler ekarte edilmels,
bunun i¢in iyi bir anamnez alinip hasta sahibinden tiim ayrintilarin 6grenilmesi gerekmektedir.
Muayene ve anamnez sirasinda 6zellikle AD ile ¢cokga karisan pire dermatiti, uyuz etkenleri,
mallasezia gibi hastaliklarin elenmesi i¢in deri kazintist 6rnegi, smear vb. gerekli analizler
yapilmali ve analiz sonucuna gére AD birlikte seyreden hastalik diger tespit edilirse diger
hastalig1 elimine edecek tedavilere baslanmali ve bunun sonucuna gore hareket edilmelidir

(Barin ve Pekmezci, 2018).

Pire alerjisi
Atopik dermatit
Gida intoleransi/alerjisi

Alerjik deri hastaliklari Bocek 1sirma hipersensitivitesi

AR S

Kontakt dermatit

Pire enfestasyonlari
Uyuz (Sarcoptes scabiei)
Demodikozis
Seyletiellozis
Pedikulozis

Ektopik deri hastaliklar1
Otoakariazis

N kv

Trombikuliazis

Mikrobiyal deri enfeksiyonlari 1. Stafilokok dermatiti

2. Malassezia dermatit

Neoplastik hastaliklar 1. Kutanoz lenfoma

Tablo 1. Ayiric1 tanidaki hastaliklar (Barin ve Pekmezci, 2018)



Besin alerjileri klinik olarak bazi kopeklerde AD olarak agiga ¢ikabilir, ancak gida
alerjisine sahip her képek bunu AD olarak géstermez. AD, gida alerjenleri tarafindan daha da
siddetlenebilir. Mevsimsel olmayan AD tanisi konulan kopeklerde, hastalifin tetiklenmesine
yol acabilecek diyet alerjenlerini belirlemek ve ortadan kaldirmak i¢in bir veya daha fazla diyet

kisitlamasi ardindan eleme diyetleri yapmalidir (Mulla, 2020).

Anamnez ve klinik bulgular1 takiben kesin tani i¢in, intradermal test ve alerjen spesifik
Ig E testleri bakilmalidir. IDT (intradermal deri testi), IgE iliskili hipersensitiviteyi belirlemek
icin kullanilan bir testtir. Serumda alerjen spesifik IgE nin seviyesini reaktif olarak tespit etmek
icin Radioallergosorbent test (RAST), ELISA ve liquid-phase immunoenzymatic assay testleri

kullanilan testler arasinda bulunmaktadir (Temizel ve Aytug, 2010).

Kopeklerde ve insanlarda AD’nin klinik belirtileri, hastanin genetik 6zellikleri ile
hastanin ¢evresi arasindaki karmasik bir etkilesimi yansitir. Tedaviye verilen klinik isaretler ve
yanitlar, hastalar arasinda, ayni irktan ayri ayr1 kopekler arasinda ve kopek irklar1 arasinda
farklilik gosterebilir. Insan AD patogenezinde, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkilerini
ayrica cilt bariyerinin gelisimini ve korunmasim etkileyen 30'dan fazla gen vardir. AD’nin
klinik alt kiimelerinin genotiplendirilmesi yoluyla, tanisal testlerde iyilestirmeler ve bireysel
terapotik maddelere verilen yanitlar1 tahmin etme yetenegi mevcuttur (Nuttal ve digerleri,

2019).

2.2. Derinin Yapisi

Deri, birincil savunma, duyusal ve bosaltim organmi ve viicut 1sisinin kritik bir
diizenleyicisi olarak hizmet eder. Bariyer Ozellikleri ultraviyole (UV) radyasyondan,
oksidanlardan, mikroorganizmalardan ve toksik ajanlardan korumaya kadar uzanir. Bununla
birlikte, en ¢ok takdir edilen baglaminda, kritik cilt bariyeri islevi su kaybina kars1 epidermal
bariyer anlamina gelir. Bu gegirgenlik bariyeri, ¢evre ile gercek bir arayiiz olan ve karasal
yasamin kendisi i¢in bir 6n kosul olan, cildin ince, en ylizeysel tabakas1 olan Stratum Korneum
(SC) i¢inde bulunur. Oldukca O6zellesmis bir yapi olan SC, hidrasyonunu ve dolayisiyla
esnekligini siirdiirmeye yarayan kiigiik ama hayati bir akis disinda esasen su gegirmezdir.
Yiizey katmanlarinin hidrasyonu, cilt ylizeyinde deri dokiilme siireci olan deskuamasyonu

kolaylastirmak i¢in de kritik dneme sahiptir (Rawling ve Harding, 2004).



Viicudun savunma sisteminin en onemli pargalarindan biri olan deri su igerigini,
iyonlar1 ve serum proteinlerini koruyarak viicudun hemostazina ve savunma sistemine katki
saglar ayrica dis ortamla i¢ ortam arasinda dengede bir bariyer sistemidir. Deri ii¢ farkli
katmandan olusur. Bu tabakalar sirasiyla epidermis, dermis ve hipodermistir. En dista
epidermis derinin yenilenmesini (rejenerasyonu) saglar. Bazal membran {izerinde tutunur.
Epidermis dermise ince fibrillerle baglanmistir. Bazal membran bu fibrillerle epidermise
oksijen ve besin maddeleri tasir bu sekilde doku canliligr saglanir. Keratinositler epidermisteki
hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunu olusturur. Bazal tabakada iiretilip, iist tabakalara dogru
ilerlerler. Ilerleme siirecinde keratin sentezi gerceklesir graniiler tabakada cekirdekleri
kaybolarak sonlanir. Bu hiicreler, SC’u olusturur. Olen hiicrelere korneosit denir ve bunlar deri
ylizeyine dogru hareket ederek dokiiliirler, bu olaya deskuomasyon denir. Bu siire¢ yaklasik
dort hafta siirer. Bu dongiide stratum korneumdan stirekli olarak 6lii keratinositler dokiildigii
icin epidermisin hiicre yapisini saglamlastirmak ve dengelemek i¢in bazal tabakada mitoz ile

siirekli yeni hiicrelerin yapimi devam eder (Buzoglu, 2020).
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Sekil 1: Deri bariyerinin sematik yapisi (Yang ve digerleri, 2020).

AD i¢in énemli olan SC epidermisin en dis tabakasidir. Olii deri hiicreleri ve bunlari
bir arada tutan yag tabakalarindan olustugu diisiiniiliirken son yillarda yapilan ¢alismalarla

metabolik aktivite ile iligkili oldugu anlasildi. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik uyaranlara bagh



olarak DNA sentezi, yapisal proteinler ile yikim enzimlerinin sentezi ve iyon transferleri

yaptig1 gosterilmistir (Buzoglu, 2020).

SC, baslica korneositler ve bunlarin arasinda yer alan yaglardan olusmaktadir. Bu iki
yapt temelde deri yiizeyinden bir kimyasalin gecisini diizenlemektedir. (Buzoglu,2020)
Keratinositler, epidermisin yapisindan sorumlu olan ana hiicre tipidir. Bazal epidermal
tabakada kok hiicreler olarak baglarlar. Epidermal yiizeye hareket ettikce hiicreler, hiicre
boliinmesini durdurur ve sivri, graniiler, gecis ve kornifiye tabakalari olusturmak igin
morfolojik degisikliklere ugrar. Sivri tabakali hiicreler, yogun hiicre i¢i dezmozomal
baglantilarin  varlig1 ile karakterize edilirken, graniiler tabaka hiicreleri, keratinosit
farklilasmasmin iirlinlerini igeren graniillerin varlig1 ile ayirt edilir. Graniiler katman
hiicrelerinin siirekli farklilagsmasi, 6lii hiicreleri canli epidermal katmanlardan ayiran gecis
bolgesinin olusumuyla sonuglanir. Bu bolgede, hiicresel bilesenlerin biiylik dl¢iide enzimatik
olarak yeniden modellenmesi s6z konusudur. Bu yeniden modelleme, nihayetinde, deri
ylizeyini olusturan, kovalent olarak ¢apraz baglanmis terminal olarak farklilasmis korneositler

olan kornifiye tabakanin olusumuyla sonuc¢lanir (Eckert ve digerleri, 2004).

Korneositler SC'da kornifiye bir zarf icerisindeymis gibi yerlesmekte ve kornifiye
zarfin yapisi epidermisin mekanik direncini saglamaktadir. Bu zarfin yapisinda dinamik olarak
birbirine bagli lorikrin, involukrin ve filaggrin proteinleri bulunmaktadir. (Buzoglu,2020)
Korneositler arasinda yer alan yaglardan olusan tabakalar ise suyun ve dis ortamda bulunan

tiim kimyasallarin SC dan geg¢islerini diizenlemektedir (Buzoglu, 2020).

2.2.1. Stratum Korneumda Yaglarin Yapisi

En basit diizeyde SC, esasen proteinli, farklilagsmis keratinositlerin veya korneositlerin
(tuglalar) 6zel lipitlerin matriksine gomiilii oldugu bir tugla duvara benzetilir. Lipidler, su
bariyerinin temel unsurunu saglar ve korneositleri kimyasal ve fiziksel yaralanmalarla siirekli
asinmaya kars1 korur. Lipid matrisi, SC hacminin yaklasik %20'sini (kuru agirhigin yaklagik
%15'1) olusturur ve cilt bariyerinin siirekli fazidir. SC lipit ¢ift katmanlari, bilesim,
organizasyon ve fiziksel Ozellikler agisindan biyolojik membranlar arasinda benzersizdir.

SC'nin baslica lipid tiirleri seramidler (%50), yag asitleri (%10-20) ve kolesteroldiir (%25). Az



miktarlarda kolesterol esterleri ve kolesterol siilfat bariyer islevinde kritik bir rol oynamaktadir

(Rawling ve Harding, 2004).

Seramidler omega-hidroksi asitler ve 6-hidroksisifingozin gibi uzun hidrokarbon
zincirlerinden olusmaktadir. Cok sayida iiyesi olan seramid ailesinde en az polar olan seramid
1, en 6nemli role sahiptir. Omegahidroksi seramidler korneositlerin ¢evresindeki kornifiye
zarflara kovalent baglarla baglanarak SC un organize homojen yapisini olusturmaktadir. SC’un
icinde bulunan kolesterol hiicre i¢i yaglarin akigkanligini arttirmakta ve derinin elastikiyetini
saglamaktadir. Deri yiizeyindeki pH degisiklikleri, deri bariyerini etkileyen mekanik etkiler
yag biyosentezini etkiler. Deri bariyeri zarar gordiigiinde SC’da HMGCoA-rediiktaz enzim
aktivitesindeki artis ile kolesterol sentezi artmaktadir. Bir diger 6nemli yag katmani en iist
katmanda yer alan sebumdur. Deride sebase bezler tarafindan yapilarak deri yiizeyine
saliverilir. Deri yiizeyinde su ile yag-su mantosunun olugmasini saglayan sebum epidermal
bariyerin dnemli pargasidir (Buzoglu,2020). Yapisinda %47 yag esterleri, %17 mum esterleri,
%13 seramidler, %11 skualen, %7 kolestrol, %3 trigliserid ve %2 kolestrol esterleri bulunur.
I¢inde bulunan yag asitleri deri yiizeyinin PH sim diisiirerek mikroorganizmalara kars1 koruyan

onemli savunma sistemini olusturur (Buzoglu, 2020).

2.2.2. Stratum Korneumda Proteinlerin Yapisi

Memeli epidermisi, bariyer olusturan kornifiye bir tabaka saglayarak viicudu dis ve
cevresel faktorlerden kaynaklanan yaralanmalara kars1 korur. Epidermal terminal farklilagmasi
veya kornifiye zarf olgunlasmasi, seramidlerin ve involukrin (IVL), lorikrin (LOR) ve filaggrin
(FLG) gibi cesitli terminal farklilagsma proteinlerinin transglutaminaz-1 ile sirali ¢apraz

baglanmasiyla gerceklestirilir (Furue ve digerleri, 2019).

Korneositler igerisinde keratin, lorikrin, involukrin, filaggrin ve korneodesmosin gibi
proteinler yapilmaktadir. Bunlar korneosit disindaki korneosit zarfinin olusumuna katilirlar.
Korneositler arasindaki baglart olusturan korneodesmosomlar1 olustururlar. Keratinler
korneosit hiicre iskeletini olusturan fibriler proteinlerdir. Keratin 1, 2f ve 10 epidermiste basal
tabakanin iistiindeki hiicreler tarafindan yapilir. Keratin 1 ve 10 korneositleri birbirine baglayan
desmosomal proteinler olan plakoglubin ve desmoplakinlere desmogelin 1 ve desmocollin 1

proteinleri ile baglanirlar. Keratinin korneositler i¢inde ve arasinda olusturdugu bu ag yap1



epidermal bariyer sisteminin stabilitesini saglamaktadir. SC un en alt tabakasindaki keratin
filamenteleri arasinda bulunan filaggrin kalsiyum baglayan protein ailesindendir. Filaggrin
SC’un daha iist tabakalarina ve deri yiizeyine ulastik¢a parcalanarak aminoasitlere ayrilir.
Bunlar derinin dogal su tutucu yapisidir ve dogal nemlendirici faktér (NMF) olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica filaggrinin kiigiik bir kismi korneosit zarfinda lorikrin ile baglanarak
agsal yapiya katilir. Genetik gecisli filaggrin sentezindeki anomaliler deri bariyer
fonksiyonunun bozulmasina sebep olur. Involukrin, lorikrin, envoplakin ve prolin igeren diger
proteinler kornifiye zarfin hidrofobik yapisini olusturmaktadir. Lorikrin kornifiye zarfin
%70’ini olusturan ana proteindir. Bu protein sentezinin bozuldugunda ortaya ¢ikan genetik
hastalik, Vohwinkel sendromudur. Involukrin SC’da en distaki kornifiye =zarflarda
bulunmaktadir ve kornifiye zarfta proteinlerin birbiri arasindaki baglanma siireci
transglutaminaz enzimi kontrolii altinda olmaktadir. Bu enzimin 2 izoformu vardir ve

Transglutaminaz-1 eksikliginde iktiyosis lamellaris gelismektedir (Buzoglu, 2020).

Derinin bariyer sistemi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler ile antioksidanlara kars1 deriyi
ve viicudu korur. Su ve bir¢ok maddenin ¢evre ile viicut arasinda dengesini saglar. Ayrica

antimikrobiyal etkinligi de vardir.

2.2.3. Stratum Korneumun Su Icerigi

Suyun deriye gegcisi ya da suyun kaybi epidermisin SC tabakasinin kontroliindedir.
Derinin elastikiyetiyle su igerigi arasinda korelasyon mevcuttur. Deride su dagilimi homojen
degildir. SC da %15-25, SC ile SG (stratum granulosum) arasinda %40 dir ve epidermisin
derinlerinde bu konsantrasyon %70 lere ¢ikmaktadir. Deskuamasyon sirasinda korneositler
arasindaki korneodezmozomlarin glikozidaz ve serin proteaz tarafinda yikilmasi gibi deride
gerceklesen pek cok fizyolojik olay su varliginda gergeklesir. Yine filaggrinin yikilmasi
sirasinda enzimatik kavite suya bagimhidir (Buzoglu, 2020). Kuru kasintili derinin yaygin
bolgeleri, AD’in en belirgin klinik 6zelliklerinden biridir. Siddetli kasint1 tarafindan tetiklenen
istemsiz kagima, SC' un fiziksel olarak bozulmasina neden olabilir ve bdylece bariyerdeki i¢sel
zay1flig1 siddetlendirebilir. Atopik kuru cilt, artan transepidermal su kaybi ve azalan su
baglama oOzelliklerinin gosterdigi gibi bozulmus bir bariyer islevi gosterir. Birincil kusur
olmasa da bozulmus bariyer islevi ve kuruluga bagh yiizey piiriizliiliigi, cildi tahrise daha

duyarl hale getirebilir. Bu durum ayrica SC seramid seviyelerinde de 6nemli diisiisler ve
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olagandisi, muhtemelen tanisal seramid tiirlerinin varlig ile iliskilidir. Son bes yildaki
arastirma sonuclari, bu durumda lipid metabolizmasinin birgok yoOniiniin bozuldugunu
vurgulamistir; AD’li hastalarin kovalent bagli omegahidroksiseramidleri 6nemli Olgiide
tiikenmis ve sfingolipid metabolizmasinin énemli bir diizenleyicisi olan prosaposin diizeyleri

azalmistir (Rawling ve Harding, 2004).

2.3. Atopik Dermatitin Patogenezi

Patogenezi olduk¢a karmagik olan AD’de kusurlu bir cilt bariyerinin mikrobiyal
yapismaya, alerjenik proteinlerin penetrasyonuna, anormal inflamatuar ve alerjik tepkilerin
baslamasina izin vermesi muhtemeldir. SC hidrasyonunda azalma ve su kaybinda artma,
organizasyonda bozulma, filagrinde azalma, deri pH’inda artis, serin proteaz aktivitesinde
bozulma, Staphylococcus aureus kolonizasyonunda anormal artis ile deri mikrobiyom
cesitliliginde azalma gibi SC ile ilgili bir¢ok bozukluk AD’de bildirilmistir. Patogenezde ikinci
temel mekanizma da derideki enflamasyondur ve basta CD4+ hiicreler olmak iizere
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile karakterizedir. Lezyon olmayan deride bile T-helper (Th)
2, Th22 hiicrelerin ve daha az orandaTh17 hiicrelerin sayisindaki artis ve proenflamatuvar

sitokin ¢evre ile subklinik enflamasyonun bulgulari izlenir (Ertam ve digerleri, 2018).

Baslangicta, bagisiklik tepkisine Th2 hiicreleri hakimdir ve IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 ve
IL-31 gibi sitokinleri igerir. Bununla birlikte, kronik inflamasyonun gelisimi, Th1, Th2, Th17
ve Th22-hiicre mediyatdrlerinin bir karistmini igerir. Birgok veteriner hekim, Thl ve Th2
hiicreleri arasindaki farka agina olsa da T lenfositlerin baska alt kiimelerinin de oldugunu
anlamak 6nemlidir. Bu hiicre alt kiimeleri, antijen sunan hiicrelere yanit olarak gelisen spesifik
efektor fonksiyonlara aracilik etmeye yardimei olur. Genel olarak, Th1 hiicreleri viruslar gibi
hiicre ici patojenlere karsi koruma saglar ve kanser siirveyansina katilir. Th2 hiicreleri, antikor
iiretimini ve immiinoglobulin siif gecisini destekler. Ayrica Th2 hiicreleri, IgE iiretimini
aktive etme ve eozinofilleri aktive etme yetenekleri sayesinde ¢ok hiicreli parazitlere karsi
koruma saglar; Th2 hiicreleri, alerjik hastaliklara aracilik etme rolii de {istlenir. Th17 hiicreleri,
notrofil efektdr islevi icin kritiktir ve bu hiicre alt kiimesinin, 6zellikle epitelyal yiizeylerde
hiicre dis1 patojenlere karsi koruma sagladigina inanilmaktadir. Th22 hiicreleri, doku iltihabini
ve onarimini destekler ve diizenler; ciltte epitelyal proliferasyonu tesvik ettigine inanilmaktadir

(Nuttal ve digerleri, 2019).
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Kronik lezyonlardaki hiicresel infiltratta Th2 ile birlikte, interferon (IFN)y ve 1L-12
iireten Th1 hiicreleri ve daha az oranda Th22 ve Th17 bulunur. Th17 ve Th22, timik stromal
lenfopoetin gibi keratinosit ve fibroblastlardan salinan sitokin ve kemokinlerle birlikte
dokunun yeniden yapilandirmasini ve fibrozisini gergeklestirirler. AD’de trimerik yiiksek
affiniteli IgE reseptorii tasiyan epidermal Langerhans hiicreleri ve enflamatuvar dentritik
hiicreler ile dermal dentritik hiicreler de antijen sunumunda goérev alir. Bu reseptore bagl IgE
aracili81 ile hiicreler alerjenleri alabilirler, klasik olarak ani gelisen (tip 1) alerjik reaksiyonlara

neden olurlar ve T hiicre aracili gecikmis tip (tip 4) reaksiyonlar1 uyarirlar (Ertam ve digerleri,
2018).
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Sekil 2: Saglikli ve atopik dermatit kosullarinda cilt ve mikrobiyom arasindaki etkilesim (Koh
ve digerleri, 2022).

AD’de sik goriilen kasinti semptomu genellikle antihistaminiklerle kontrol altina
alinamaz. Periferal kasintida histamin, substans P ve onlarin reseptorleri rol oynadigi
distintilmektedir. Merkezi diizeydeki kasintida ise beta-endorfin gibi endojen opioidlerin ve
onlarin reseptorlerinin kasintidaki roliine dikkat ¢ekilmis ve morfinin gastrin salgilayan peptid

reseptorleri araciligryla kasintiya neden oldugu bildirilmistir (Ertam ve digerleri, 2018).
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2.4. Deri Bariyeri

Derinin en 6nemli islevi, bir organizmanin i¢ ve dis ortamlar1 arasinda etkili bir bariyer
saglamaktir. Bu nedenle deri, organizma ile dis ortami arasinda bir arayiiz gorevi gorerek,
icinde bulundugu organizmaya hem koruma hem de destek saglar. Epidermal bariyer pasif su
kaybin1 sinirlamak, ¢evresel kimyasal emilimi kisitlamak ve mikrobiyal enfeksiyonu 6nlemek
temel fonksiyonlara sahiptir. Epidermal bariyer, terminal olarak farklilasmis keratinositlerin
olusumu yoluyla mekanik, kimyasal ve mikrobiyal yaralanmaya karsi koruma saglayan bir dis-
ic bariyer saglar; bu siire¢ keratinizasyon olarak adlandirilir. Keratinizasyon sirasinda,
epidermal hiicreler bazal epidermal katmanlardan kademeli olarak olgunlagarak SC’un yassi
hiicrelerini olusturur. Epidermis icinde, keratinosit ¢ogalmasi bazal hiicre katmanlariyla
sinirlidir. Bazal katmandaki mitozdan sonra keratinositler farklilasir ve epidermis boyunca
SC'ye dogru goc eder. Farklilasma siireci epidermiste sirasiyla stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum ve SC tabakalarini meydana getirir. Her farklilagma agamasinda
keratinositler tarafindan farkli belirte¢ genleri ifade edilir. 10-20 pm kalinligindaki cildin en
dis tabakasi olan SC, epidermal gegirgenlik bariyerinin birincil aracisidir ve cildin
islevselliginin %90'indan fazlasin1 olusturur. Bu nedenle, SC'nin hem kimyasal hem de
mikrobiyal saldirilara ve dehidratasyona karsi viicudu savunma konusundaki olaganiistii
yetenegini siirdlirmesi i¢in SC'nin uygun sekilde gelistirilmesi ve bakimi esastir. Derinin
onemli bir savunma islevi, kontrolsiiz su, iyon ve serum protein kaybini dnleyerek homeostazi
korumaktir. SC tarafindan epidermal biitiinliigli korumak i¢in enzimatik reaksiyonlar,
kommensal bakteriyel kolonizasyonu, bagisiklik sinyali, antimikrobiyal lipitler ve peptitler,
diisiik pH ve dogal nemlendirici faktorler dahil olmak tizere ¢esitli stratejiler kullanilir. SC'nin
karmagik dokusu bu stratejilerin yiiriitiilmesini destekler ve korneositlerden ve hiicreler arasi
lipitlerden (seramid, kolesterol ve serbest yag asitleri) olusan bir matristen olusur; her iki

bilesen de keratinositlerin terminal farklilasma siirecinden tiiretilmistir.
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Sekil 3. Cok yonlii deri bariyeri. (A) Epidermal bariyer bakimi ve onarimi, bazal keratinositler
¢ogaldikca ve stratum spinosumda erken farklilasmis keratinositler haline geldikge, stratum basale'de
baglar. (B) Stratum spinosumdan graniillosuma gegisten sonra, karakteristik keratohyalin graniilleri
(KG'ler) belirginlesir ve proteolitik olarak FLG monomerlerine islenecek ve pro-filagrin (FLG)
proteinini tutar. (C) FLG proteininden NMF {iretimi, stratum corneum hidrasyonu igin esastir. (D) Asit
manto olusumu, AMP'lerin ve terminal farklilasma proteinlerinden tiiretilen katyonik igsel olarak
diizensiz antimikrobiyal peptitlerin (CIDAMP'ler) salgilanmasinin yanindaki kimyasal bariyerin bir
parcasidir. (E) Son canli hiicre katmanindaki terminal farklilasma sonrasi stratum korneumu olusturan
ve alerjenlerin ve patojenlerin pasif gecirgenligini engelleyen fiziksel bariyer. (F) AHR, cilt bariyeri

olusumu ve isleviyle ilgili hemen hemen tiim siireclerde yer alir (van der Bogaard ve digerleri, 2023).

Korneositler kimyasal ve mekanik yaralanmalara kars1 korumadan sorumludur; lipit
matrisi su bariyerinin temel bilesenini saglar. Epidermal bariyerin sundugu mekanik direncin
biiyiik kismi korneositlerden kaynaklanir. Korneosit zarfi ad1 verilen bir protein kabugu her bir
korneositi ¢evreler; bilesenleri arasinda lorikrin, involukrin ve filagrin bulunur. Korneositin
otesinde ve onunla dogrudan temas halinde olan korneosit lipit zarfi, 6zel lipitlerden olusan bir
yapidir. Bu lipitler ve protein agisindan zengin korneositler, islevsel cilt bariyerinin olusumu

icin kritik 6neme sahiptir.

Cesitli calismalar, AD'de bir gegirgenlik bariyeri islev bozuklugunu desteklemektedir.

SC'deki toplam seramidlerin ve bagl seramidlerin seviyelerinin azaldig bildirilmistir. Ek
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olarak, AD hastalarinda filaggrin, lorikrin ve involukrin gibi epidermal farklilagsmayla iligkili
molekiillerin anormal bir ifadesi gosterilmistir ve bu molekiillerin gegirgenlik bariyeri

homeostazini etkilemesi beklenmektedir (Yang ve digerleri, 2020).

Stratum korneum, insan konakg¢ilarim1  mikrobiyal istila ve alerjen/tahris
penetrasyonuna kars1 korumada kritik bir rol oynar. Stratum corneum, sitokinler (6rn. I-L4/IL-
13), S. aureus gibi mikroplar, kirleticiler ve deterjanlar veya diger tahris ediciler tarafindan
diizensizlige duyarli olan keratinositlerin terminal farklilasmasindan kaynaklanir. Stratum
korneumun giicli, normal ciltte serbest formda bulunan ve transglutaminaz tarafindan
proteinlere capraz baglanan protein ve lipitlerin ideal karigimina baghdir. Islev kaybi
mutasyonlar1 veya artmis IL-4/IL-13 nedeniyle olusan filaggrin eksikliginin cilt bariyeri islev
bozukluguna neden oldugu bulunmustur. Son ¢aligmalar, diger epidermal proteinlerin énemini
ve daha da 6nemlisi, normal ciltte bulunan optimum molar oranda seramid, kolesterol ve
serbest yag asitlerinin goreceli konsantrasyonlarini vurgulamistir (van den Bogaard ve

digerleri, 2023).

2.5. Lipitlerin Onemi

Epidermal lipidlerin bilesimindeki ve yapisindaki degisiklikler ¢esitli cilt kosullarinda
bulunur. Son yillarda, epidermal lipid bariyeri en ¢ok dikkati AD baglaminda c¢ekmistir.
Azaltilmis bariyer islevi, bir Thl / Th2 dengesizligi ile karakterize edilen ve ciltte lipid
bilesimini ve bariyer islevini etkileyebilen, siddetli bir enflamatuar tepkiye neden olan

patojenlerin veya tahris edici molekiillerin penetrasyonunu kolaylastirir. (Franco ve digerleri,

2018)

Deri bariyeri islevi i¢in hayati 6nem tasiyan, derinin en dis tabakasi olan SC’daki lipid
matrisidir. Deri bariyeri islevleri epidermisten asir1 su kaybim1 6nlemek ve c¢evreden gelen
bilesiklerin canli epidermal ve dermal tabakalara niifuz etmesini ve boylece bir bagisiklik
tepkisi olugturmasini dnlemektir. SC lipid matrisinin ana lipid siniflar1 kolesterol, serbest yag
asitleri ve seramidlerdir. Bu lipidler, yogun sekilde paketlenmis lipid katmanlarinin (lipid
lamelleri) oldukga diizenli, ii¢ boyutlu bir yap1y1 benimser ki bu yapida lateral ve lameller lipid

organizasyonu s0z konusudur. Bu lipidlerin diizenlenme sekli lipidlerin bilesimine baglidir.
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AD, SC’un lipid bariyerinin etkilendigi ¢cok yaygin bir cilt hastaligidir (van Smeden ve
digerleri, 2016).

Kronik AD'li hastalarin  yonetiminde, gen profillemesi ve immiinohistolojik
caligmalarin verileri 15181nda, lezyonsuz AD'li ciltte bile, azalmus cilt bariyeri protein seviyeleri
ve artmis transepidermal su kayb1 ile terminal epitel farklilasmasinin subklinik enflamasyonu
ve asagl regiilasyonunu ortaya g¢ikardigini bilmek onemlidir. Bu nedenle, hastaligin sakin
donemlerinde bile cilt bariyer tedavisini yumusatici terapi seklinde siirdiirmek onemlidir

(Leung ve Yassky, 2014).

Uzun zincirli, karmagik bir yag alkolii olan fitosfingozin bir su baglayici ajan, veteriner
tibbi preparatlarinda (sampuanlar, spreyler, kopiikler ve spot-on) cilt bariyer onarimina
yardimer olarak kullanilmistir. Fitosfingosin bir seramid Onciisiidiir ve topikal uygulamanin
ciltteki seramid konsantrasyonunu artirdig1 varsayilmaktadir. Iki pilot ¢alismanin sonuglari,
fitosfingozin iceren topikal preparatlarin SC lipid ¢ift tabakasinin kalinligini artirdigini ve
organizasyonunu iyilestirdigini gostermistir.  Sfingomyelin, sfingolipid yolunda sadece
sfingozin seramidlere (Cer [AS] ve Cer [NS]) yol agabilir. Enflamatuar hastaliklar dahil olmak
iizere patolojik kosullar altinda seramidlerin ve sfingomyelinin yapisinda degisiklikler
gozlenmistir. Yag asidi kalintilarinin uzunlugundaki, hidroksilasyon durumundaki ve doyma
derecesindeki degisiklikler enflamasyondan kaynaklanabilir ve ayrica inflamatuar uyaranlara

hiicresel yanit1 etkileyebilir (Franco ve digerleri, 2018).

2.6. Mikrobiyal Enfeksiyonlar

Stafilokok tiirleri arasinda, S. aureus genellikle AD'de yagin olarak bulunur ve S.
aureus kolonizasyonunun kapsami AD'nin siddetiyle iligkilidir. AD hastalarindan izole edilen
S. aureus izolatlar1 ayrica daha yiiksek viriilans seviyeleri ifade eder. Ayrica kolonizasyonunu
ve bagisiklik kacisim1 desteklemeye yardimci olmak igin biyofilm {iretmeye daha fazla
egilimlidir. S. aureus, hem ylizeysel hem de invaziv cilt enfeksiyonlarina neden olan gram
pozitif firsatc1 bir bakteridir. Enterotoksinler toksik sok sendromu toksini 1 (TSSTI),
ekzotoksinler, fenol ¢6zilinebilir modiilinler (PSM'ler) gibi siiperantijenler ve AD'de cilt
bariyeri disfonksiyonunun yam sira inflamasyonu tetikleyen proteazlar dahil olmak iizere

kolonizasyonu ve viriilansi tesvik eden ¢esitli faktorleri ifade eder. Degisen bir cilt bariyeri, S.
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aureus kolonizasyonuna duyarhdir. Ciinkii AD’li cildin stratum korneumunda fibronektinin
yeniden dagilmasi nedeniyle S. aureus AD’li cilde tercihi bir sekilde baglanmaktadir. Filaggrin
(FLG) mutasyonlar1 olan AD hastalar tipik olarak daha az FLG par¢alanma iiriinii (lirokanik
asit ve pirolidon karboksilik asit vb.) barindirir ve bu da S. aureus'un cogalmasini destekleyen
pH'ta bir artisa yol acar. Artan pH ayrica bagisiklik kagis1 ve yapigsmasinda rol oynar ve hiicre
duvar1 ile iligkili proteinlerin ifadesini de destekleyerek S. aureus'un AD’li ciltte
kolonizasyonuna daha fazla yardimci olur. Kolonizasyon sirasinda, AD patogenezini
yonlendiren S. aureus viriilans faktorleri cilt bariyerinin daha fazla bozulmasina ve bagisiklik

uyarimina neden olur (Koh ve digerleri, 2022).

S. aureus yaygin olarak AD'li hastalarin cildinde bulunur; rapor edilen tasima oranlari,
hasta tipine, drneklem biiyiikliigiine ve 6rnekleme ve analiz yontemlerine bagl olarak %30 ile
%100 arasinda degisirken, saglikli kontrol deneklerinde yayginlik yaklasik %20 dir. Kiiltiir
tabanli yontemlerle ilgili 95 gozlemsel calismanin yakin tarihli bir meta-analizi, AD'li
hastalarda S. aureus tasima prevalansinin lezyonlu ciltte %70 iken, ayn1 hastada lezyonsuz cilt
veya saglikli kontrol cildinde %39 oldugunu bildirmistir. Bu meta-analizde S. aureus
kolonizasyon orani, hastaligin ciddiyeti ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Hem lezyonel hem de
lezyonel olmayan ciltte S. aureus yogunlugunu belirleyen RT-PCR ¢aligmalari, daha onceki
kiiltiir temelli calismalardan elde edilen sonuglar1 dogrulayarak hastalik siddeti ile korelasyon
gostermistir. Derin shotgun metagenomik dizileme ve 16S rRNA genlerini dizileme
kullanilarak cilt mikrobiyotasinin analizi, bir AD alevlenmesi sirasinda mikrobiyal ¢esitliligin
azaldigim1 gostermistir. Streptococcus, Corynebacterium ve Cutibacterium cinslerinde ve
Proteobacteria filumunda genel olarak Staphylococcus ve ozellikle S. aureus cinsinde
azalmalarla birlikte iltihapli atopik deride mikrobiyom cesitliligi azalmistir. Shotgun
metagenomik siralama, AD'li hastalarin siddetli bir alevlenme sirasinda genellikle tek bir S.

aureus susu ile kolonize edildigini géstermistir (Oh ve digerleri, 2017).

Ek olarak Malassezia tiirleri memeli cildinde en bol bulunan mantarlardir ve AD ile
iliskilidir. Malassezia tiirleri saglikli ciltte kommensal olarak bulunur ancak birden fazla
Malassezia tliriiniin asir1 biilyltimesi (Malassezia furfur ve Malassezia sympodialis gibi) AD
patogenezine neden olabilir. AD hastalarinda Malassezia'ya 6zgii IgE seviyelerinde artis vardir
ve AD siddetinin mevcut Malassezia tiirlerinin miktariyla bir korelasyonu mevcuttur (Koh ve

digerleri, 2022).
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2.7. Antimikrobiyel Peptidler

Bir dizi endojen antimikrobiyal peptidin dogustan gelen bagisiklikta ayrilmaz bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Memeli derisindeki iki ana peptid simifi, p-Defensinler ve
katelisidinler, bakteriyel, fungal ve viral patojenlere kars1 antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Deride keratinositler tarafindan iretilen bu peptidler, hiicre i¢i fonksiyonlara
miidahale, hedef mikrobun zar veya mikrobik membranina etki eder. Insan B-Defensin 1
(HBD-1) gibi bu peptidlerden bazilarinin ekspresyonu yapisaldir, oysa insan B-Defensin 2
(HBD-2) ve bir katelisidin olan LL-37 dahil olmak iizere digerlerinin ekspresyonu, cildin
yaralanmas1 veya iltihaplanmasiyla tetiklenir. Hayvan modelleri, antimikrobiyal peptitlerin
ekspresyonunun veya aktivasyonunun, cildin bakteriyel enfeksiyona direnme yetenegi igin

gerekli oldugunu gostermistir (Ong ve digerleri, 2002).

Canlilar mikroorganizmalar ile miicadele edebilmek i¢in gelisimsel olarak korunmus
cok ¢esitli ve etkili antimikrobiyal peptidler (AMP) liretirler. Bu proteinler tipik olarak 10-50
aminoasit icerikli, pozitif yiiklii ve amfifatik (hem hidrofilik hem de hidrofobik yiizeylere
sahip) Ozelliktedirler. Bu proteinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin mikroplarin yiizeylerine
baglanip ve zarlarinda gozenekler olusturarak antimikrobiyal etki gosterdikleri
diisiiniilmektedir. Insan epitel dokular1 da benzer antimikrobiyal peptidleri iiretir. insan
derisinde bulunan keratinositer, mast hiicreleri, nétrofiller, sebositler ve ekrin epitelyal hiicreler
AMP’leri salgilarlar. Istirahat halindeki deride tanimlanmis B-Defensinleri (HBD-1, HBD-2,
HBD-3), katelisidin (LL-37), psoriasin ve RNaz 7 keratinositler tarafindan, dermisidin insan
ecrin hiicrelerinde sentezlenir ve terde bulunur. Deride ayrica deriyi infiltre eden diger hiicreler
tarafindan salgilanip kutandz dogal bagisik yanitta rol oynayan diger antimikrobiyal peptidler
de mevcuttur. Bunlar ayrica antimikotik ve antiviral etkilere de sahiptir. Bakteriler, bakteriyel
irlinler, toll — benzeri reseptérler (TLR) AMP’lerin sunumunu sitokinler araciligiyla
tetikleyebilir. Enflamatuvar hiicre gocii ve sitokin salmmmasinda da rol oynarlar. insan B-
Defensinleri (HBD) diisiik molekiiler agirlikli, sistinden zengin, katyonik antimikrobiyal
peptidlerdir. HBD-1 gram negatif bakterilere kars1 etkilidir ve epidermiste siirekli
sunulmaktadir. Transkripsiyonu inflamatuvar ajanlar tarafindan etkilenmez. HBD-2 psoriazis
lezyonlarinda insan derisinde ilk kesfedilen AMP’dir. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans enfeksiyonunda sentezi artar. Tiimor Nekroz

Faktorii o (TNF-a) ve Interldkin 1 (IL-1) gibi proinflamatuvar sitokinler keratinositlerde HBD-
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2 transkripsiyonunu artirir. HBD-2 P. aeruginosa ve E. coli gibi gram negatif bakterilere karsi
etkiliyken S. aureus iizerine etkisi zayiftir. S. Aureus ve vankomisine direngli Enterococcus
faeciuma karst HBD-3 iin giiglii bakterisidal etkiye sahiptir. Bakteri ve TNF-a ile temas
keratinositlerden HBD-3 salinmasini uyarir. HBD-2 ve HBD-3 iiretimi normal sartlar altinda
cok azken enfeksiyon, enflamasyon ve yaralanma ile artar. HBD’ler ayrica Kemokin Reseptor
(CCR) -6 aracilig1 ile olgunlasmamis dendritik hiicreler, monositler ve hafiza T hiicrelerini
enfeksiyon bolgesine c¢ekerek monosit ve epitel hiicrelerden sitokin salinmasini

uyarabilmektedir.

C-terminal ucunda yapisal olarak degisken antimikrobiyal bolge iceren katelisidinler
katyonik peptidlerdir. Insan ve farede sadece bir tane gen bulunurken domuz ve sigir gibi
memelilerde pek ¢ok katelisidin geni (CAMP) bulunmaktadir. Deride bulunan keratinosit, mast
hiicresi, notrofil ve ekrin bezlerin duktal hiicreleri insan katelisidin antimikrobiyal protein 18
(hSAP18)i tiretir. Notrofil proteazlar1 hSAP18’i ekstraselliiler olarak etken molekiil olan
Katelisidin (LL-37) ’e parcalar. LL-37 olarak isimlendirilmesinin sebebi, proteinin C-terminal
ucundan salinan ve 37 aminoasit igeren iki 16sin ile baslayan aktif antimikrobiyal peptid
yapisindandir. Belirgin antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkileri sebebiyle LL-37 kutanz

konak savunmasinda rol oynar (Aksoy, 2013).

Atopik dermatiti olan hastalardan alinan iltihapli deri lezyonlarinin, sedef hastalarinin
deri lezyonlarina goére anlamli derecede daha diisiik HBD-2 ve LL-37 konsantrasyonlarina
sahip oldugu goriilmiistiir. Her ikisi de atopik ciltte bol miktarda bulunan interlokin-4 ve
interlokin-13"in inhibitor etkileri bu bulgudan sorumlu olabilir. Ayrica, AD’li hastalarda diisiik
HBD-2 ve LL-37 konsantrasyonlar1 S. aureus'u dldiirememistir. Bu nedenle, enflamasyonla
indiiklenen antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonundaki bir eksiklik, AD’li hastalarin deri
enfeksiyonlarina duyarliligini agiklayabilir. AD’de deri lokalize immiin yetmezligin varligin
ve yetersiz antimikrobiyal peptid ekspresyonu ile enfeksiyon arasindaki korelasyon, klinik
hastalikta antimikrobiyal-peptid fonksiyonunun roliine isaret etmekte ve dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesimi dikkate almanin 6nemini vurgulamaktadir

(Ong ve digerleri, 2002).

Normal sartlar altinda iiretimi ¢ok az olan LL-37, enfeksiyon, enflamasyon ve
yaralanma ile artarken mediator salinmasimi baslatarak derinin dogal bagisik yanitinda
yardimct rol oynar. Anjiogenez ve reepitelizasyonu uyarict etkileri sebebiyle yara

iyilesmesinde rol alir. Katelisidinler ve HBD’ler psoriaziste artmistir. Bu antimikrobiyal
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peptidlerin psoriazisdeki artmis, AD’deki azalmis iiretimi siiperenfeksiyonlarin neden
psoriazisde c¢ok ender ve AD’de ¢ok sik goriildiigiinii agiklar. Bir diger 6nemli insan
antimikrobiyal peptidi olan psoriasin (S100A7) bakteriyel zarlarin gecirgenligini bozarak
antimikrobiyal etki gosterir. Cogunlukla seboreik ciltteki keratinositlerden salinan psoriasin
bagirsak bakterisi olan E. coli’nin dldiiriilmesinde énemli rol oynar. E. coli flajeli tarafindan
TLRS uyarilmasi keratinositlerden psoraisin salgilanmasini artirmaktadir. RNaz 7’nin
antimikrobiyal etkisi ise ilk olarak saglikli insan derisinde stratum korneumdan izole edilmistir.
Saglikli keratinositlerde RNaz aktivitesi RNaz inhibitdr proteinler tarafindan engellenir.
Stratum korneumdan salinan serin proteazlari inhibitor proteinin ayrilmasina ve RNaz 7’nin
aktive olmasimna neden olur. RNaz 7 giiglii ribonukleaz etkisi vardir. S. aureus,
Propionibacterium acnes, P. aeruginosa, E. coli ve C. albicans gibi mikroorganizmalara kars1
genis spektrumlu antimikrobiyal etkiye de sahiptir. Insan keratinosit kiiltiirlerinde IL-1f, IFN-
vy ve bakteriler RNaz 7 iiretimini tetikleyebilir. Dermisidin insan ter bezleri tarafindan
salgilanan antimikrobiyal bir peptiddir. Dermisidin salindiktan sonra terde proteolize
ugrayarak anyonik ve katyonik dermisidin peptidleri olusur. Bu peptidler S. aureus, E. coli, E.
faecalis ve C. albicans’a kars1 genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlige sahiptir. (Aksoy,
2013).

Son ¢alismalar, AD’li hastalarinin derisinde HBD-2, psoriasin ve RNase 7 gibi ¢esitli
AMP'lerin indiiklenen ekspresyonunu dogrulamaktadir. Deri ylizeyindeki AMP'lerin saglikli
kontrol grubuna kiyasla arttig1 gosterilmistir. Bu ayni zamanda immiinohistokimya ile de
dogrulanmistir. Atopik lezyonlarda yiizeysel bariyer bozulmasi, AMP'lerin salinmasini
tetikleyebilir, ¢linkii bant siyrilmasina bagli bariyer bozulmasi iizerine psoriasin, hBD-3 ve
RNase 7 ekspresyonu artmistir. Deneysel epidermal bariyer bozulmasindan 1 saat sonra artmis
psoriasin ve RNase 7 sekresyonu tespit edilmistir. Bununla birlikte, LL-37 durumunda, yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma, yarali AD lezyonlarinda LL-37'nin yaralanmaya bagli normal
indiiksiyonunun bastirildigini gostermektedir. Bu, AD hastalarinin cildinin, kutandz yaralanma
iizerine LL-37"yi yeterince yukar1 regiile edemedigini gosterir. Diger AMP'lerin benzer sekilde
davranip davranmadigi arastirilmasi gereken konulardandir. AD’de indiiklenmis HBD-2
iiretimi, SC’da HBD-2 varligin1 arastiran iki ¢alisma tarafindan da bildirilmistir. Asano ve
digerleri (2008) AD hastalarinin SC’da artmis miktarlarda HBD-2 tespit etti. S. aureus koloni
sayilar1 ve beta-Defensin-2 seviyelerinin karsilastirilmasi, pozitif bir korelasyon gosterdi, bu
da azalmis HBD-2 seviyesinin S. aureus kolonizasyonuna kars1 savunmasizlik ile iligkili

oldugunu gosterdi. Clausen ve digerleri (2013) ayrica AD hastalarinin SC’da artmis HBD-2
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konsantrasyonlari tespit etmis ve en yiiksek miktarlar lezyonel deride bulunmustur (Kopfnagel

ve digerleri, 2013).

Atopik dermatitte katelisidin, HBD-2 ve HBD-3iin sentezlerindeki degisiklik neden S.
aureus kolonizasyonunun sik oldugunu ve hastalik siddeti ile iligkili oldugunu agiklayabilir.
Buna karsin bazi yazarlar tarafindan atopik deride RNaz 7 ve psoriasin antimikrobiyal
peptidlerinin {iretiminin arttig1 gosterilmistir. LL-37 konagin DNA’sina baglanarak
kompleksler olusturabilir, IFN {iretimini tetikleyen yapitaslar1 olusturarak psoriaziste ve
sistemik lupus eritematozusta plazmositoid dendritik hiicre aktivasyonuna aracilik edebilir.
AMP’ler otoenflamatuvar etkileriyle kutanéz enflamasyonu arttirip hastalii ilerletirler.
Rozaseaya yatkin kisilerde keratinositlerde artmis katelisidin Onciisii hSAP18 ve stratum
korneumda artmig serin proteaz enzimi bulunur. LL-37 antimikrobiyal etkilerinin yaninda
etkilenen cilt bolgesinde bolgesel damar genislemesi, anjiogenez ve enflamatuvar hiicrelerin
uyarilmasi ile perivaskiiler 6deme neden olarak rozasea bulgularinin ortaya ¢ikmasina ve
artmasina neden olur. Ultraviyole (UV) radyasyonunun antimikrobiyal peptidlerin iiretimini
arttirdig1 gosterilmistir. Bu durum UVB radyasyonunun immiinsupresif etkisine ragmen UVB

iliskili bakteriyel enfeksiyonlarin neden goriilmedigini agiklamaktadir (Aksoy, 2013).

Tablo 2. Deri kaynakli antimikrobiyal peptidler (Aksoy, 2013).

Antimikrobiyal | Hiicresel Antimikrobiyal Etkinlik Tetiklenebilme
peptid kaynak (6rn, bakteri,
Bakteri o )
sitokinler ile)
Gram + Gram - Fungus
HBD-1 Keratinositler | - ++ - -
HBD-2 Keratinositler | (+)* +++ ++ +
Havayolu
epiteli
Bagirsak
sistemi
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HBD-3 Keratinositler | +++ -+ +++ +
Havayolu

epiteli

HBD-4 Keratinositler | ++ ++ i n

Havayolu
epiteli
(mRNA)

LL-37 Keratinositler | ++ ++ ++ +

Havayolu
epiteli
Urogenital
sistem

Granitilositler

Psoriasin Keratinositler | (+)* (+HH)** (H)* +

Sebositler

RNaz 7 Keratinositler | +++ +++ +++ +
Havayolu

epiteli

Dermsidin Ter bezleri +++ +++ 4+ _

(DCD)-1

Lizozim Keratinositler | ++ ++ - _
Havayolu

epiteli

*Yiiksek konsantrasyonda **E. coli, digerleri yliksek konsantrasyonlarda

Tim bu bilgiler ele alindiginda, AMP' lerin AD’deki rolii hala tartismalidir. AMP'lerin
AD’de indiiklendigine dair net kanitlar vardir. Bazi ¢alismalar, AD’de bazit AMP'lerin

indiiksiyonu, salinimi veya mobilizasyonunun, kutanz mikrobiyal kolonizasyonun yeterli
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kontroliinii saglamak igin yeterli seviyelere ulasamayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle,
birka¢ AMP i¢in tanimlanan artan sayidaki immiin diizenleyici fonksiyonlar ve bunlarin deri
hastaliginin klinik seyri lizerindeki etkisi hala belirsizdir. A¢ikca, AMP'lerin AD’de roliinii
netlestirmek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir (Kopfnagel ve digerleri, 2013).

2.8. Reseptorlerin Etkisi

Deri, kirleticileri, 6zellikle lipofilik molekiilleri emebilir. Pestisitler ve PCB'ler, ev
tozunda birikebilir, bu da cilt temasinin birincil yolunu temsil eder. Cilt, faz I ve faz II
enzimlerine, ila¢ tasiyicilarina ve yukari akis reseptorlerine sahip oldugu ig¢in kirleticileri
metabolize etmek i¢in tam donanimlidir; ksenobiyotik reseptérler AHR (aril hidrokarbon
reseptorii), PXR (pregnane X reseptor) ve PPAR'lar (peroksizom proliferator ile aktive olan
reseptorler) ve bunlarin esleri, LXR'ler (Karaciger X reseptorleri) mevcuttur. Birgok ¢evresel
toksik madde AHR'yi hedef alir, bu da AD'yi ortaya ¢ikaran potansiyel bir mekanizma olabilir.
Bununla birlikte, ¢cok sayida ¢evresel kirletici de PXR'ye baglanir ve onu etkinlestirir. Buna
gore, aragtirma grubumuz FLG (filaggrin geni) durumundan bagimsiz olarak AD hastalarinin
cildinde ksenobiyotik metabolizmanin tetiklendigini bulmustur. Bununla tutarli olarak, AD
derisinde indiiklenen birka¢ anahtar gen, PXR ve AHR hedef genleridir. Dahasi, cilt mikroplari
tarafindan salinan metabolitler, AD semptomlarini hafifletebilecek AHR'yi de tetikleyebilir
(Minzaghi ve digerleri, 2019).

2.8.1. AHR (Aril Hidrokarbon Reseptorii) ve Atopik Dermatit

AHR, ligandla aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Ligandlarin yoklugunda AHR,
sitoplazmada yer alir ve burada 1s1 soku proteini 90, hepatit B viriisii X ile iligkili protein 2
(XAP-2) ve p23 ile bir protein kompleksi olusturur. Ligand baglanmasindan sonra AHR,
sitoplazmik kompleksten ayrilir ve AHR'nin bir niikleer translokasyon sahasi agiga ¢ikar. Daha

sonra, AHR, AHR'nin AHR-niikleer translokator (ARNT) ile dimerlestigi, ksenobiyotik
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duyarh 6geler (XRE'ler) olarak adlandirilan DNA'ya yanit veren 68eleri bagladigl ve faz I
metabolize edici enzim sitokrom P450 (CYP) gibi hedef genlerin transkripsiyonunu yukari
diizenledigi ¢ekirdege yer degistirir. Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) gibi tehlikeli
dioksinler, AHR'yi aktive eder ve CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1BI1 ekspresyonunu yiikseltir.
Keratinositler normal sartlarda bol miktarda CYP1AT1'i ve daha az oranda CYP1BI1'i eksprese
eder, ancak CYP1A2'yi eksprese etmez. CYP1A1, TCDD'yi metabolize etmeye calisir, ancak
CYPI1ATl'in siirekli ¢abalar1 basarisizdir ¢iinkiic TCDD yapisal olarak stabildir. CYP1A1'in
metabolize etme siireci asirt miktarda ROS firetir ve hiicrede oksidatif hasari tetikler. Oksidatif
stres sirasinda hayatta kalmak icin, antioksidatif mekanizma, hiicrelerde AHR
aktivasyonundan sonra eszamanli olarak aktive edilir. AHR ligasyonu ayrica antioksidatif
transkripsiyon faktorii NRF2'yi aktive eder ve faz II antioksidatif enzimlerin (yani,
glutatyon § -transferazlari, hem oksijenaz 1 (HMOX1), NAD(P)H dehidrojenaz, kinon 1
(NQOI), glutatyon S-transferazlarinin ekspresyonunu yukari diizenler ve iiridin 5'-difosfo-
glukuronosiltransferazlar AHR-CYP1A1-ROS indiiksiyonundan sonraki proinflamatuvar
sonuglarin tersine, AHR-NRF2 ekseni muhtemelen antiinflamatuardir ve proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini azaltir. Onemli bir kemosensér olarak AHR aktivitesi, bagisiklik
fonksiyonunu modiile eder. AHR ve immiinolojik 6nemi en iyi intestinal immiinolojide
karakterize edilir. Enflamatuvar bagirsak hastaliklarinda lezyonlu bagirsakta AHR
ekspresyonu azalir. Bu bulgu, bagirsak yolunun diyet materyalleri ve mikrobiyal biyo
iriinlerden tiiretilen zengin bir AHR ligand kaynag1 oldugu gercegiyle giiclii bir sekilde iliskili
olabilir (Furue ve digerleri, 2019).

AD cilt, bozulmus bir bariyer islevi, iltthaplanma ve disbiyoz ile karakterizedir. AHR,
KC'ler (keratinositler), LC'ler (Langerhans hiicreleri), T hiicreleri, melanositler, fibroblastlar,
mast hiicreleri ve sebositler dahil olmak iizere c¢esitli deri hiicrelerinde ifade edilir. AHR
aktivasyonunun AD'yi destekledigi veya hafiflettigi tersine gosterilmistir. Bu nedenle AHR'nin
AD patogenezindeki rolii belirsizligini korumaktadir. AHR'nin AD'de anti-inflamatuar etkilere
kars1 pro-karsit anti-inflamatuar etkileri, aslinda, baglama, tiire ve liganda bagli olabilir. Bazi
yazarlar, AHR sinyalinin aktivasyonunun normal iltihapsiz ciltte zararli olabilecegini, ancak

iltihapl ciltte faydali olabilecegini diisiinmektedir (Minzaghi ve digerleri, 2019).

AHR ve AD'deki genetik polimorfizmler arasindaki iligkiler ile ilgili yakin zamanda
yapilan bir ¢aligmada, iki AHR tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) (rs10249788 ve
rs2066853) daha yiiksek bir AD riski ile iligkilendirilmemistir. Bununla birlikte, bu SNP'leri

tagtyan AD hastalari, ciddi kuru cilt ve alerjik rinit agisindan 6nemli 6l¢lide daha yiiksek bir
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risk sergilediler, bu da bunlarin anormal bariyer islevine katkida bulunabilecegini ve atopinin
ilerlemesinde potansiyel bir role sahip olabileceklerini diisiindiirmektedir (Minzaghi ve

digerleri, 2019).

LC' ler (Langerhans hiicreleri), TSLP(timik stromal lenfopoietin) alarmina yanit olarak
epidermiste bir Th2 bagisiklik tepkisi baslatarak veya alerjenler veya mikroptan tiiretilmis
antijenler tarafindan aktivasyondan sonra AD'nin erken gelisiminde yer alan anahtar bagisiklik
hiicreleridir. AHR, yiikseltici bolgesine dogrudan baglanarak TSLP'nin ekspresyonunu tesvik
eder ve nihai olarak AD'nin baslamasina yol agabilecek LC aktivasyonunu artirir. AHR,
LC'lerde ifade edilir ve LC'ler iizerindeki etkilerine, ¢evreleyen KC'ler (keratinositler)
tarafindan TSLP veya GM-CSF'nin (granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor) salinmasindan
daha fazlas1 aracilik edebilir. LC’de AHR aktivasyonu ve PAH metabolizmasi DNA hasarini
indiikleyebilir. DNA'daki bu hasar, NF-kB (niikleer faktor kappa B, transkripsiyon faktorii) ve
COX2'in (siklooksijenaz-2) aktivasyonunu artirarak ve AD'li hastalarin epidermisinde
gozlenen hiicresel anormallikler olan KC'lerde IL-6 ve IL-1a iiretimini tesvik ederek anormal
epidermal bariyer fonksiyonuna ve inflamasyona katkida bulunabilir. Ayrica, PAH'lar, partikiil
maddesinin neden oldugu inflamasyonun ana itici giiclerinden biri olarak tanimlanmistir

(Minzaghi ve digerleri, 2019).

PAH' lar, AHR ig¢in yiiksek afiniteye sahip lipofilik molekiillerdir. Canli epidermal
katmanlara ulagmak i¢in stratum corneum'u kolayca gegebilirler ve burada Th2-¢arpik bir
enflamatuar yanit baglatabilirler. Bu, proinflamatuar mediyatorlerin KC' ler tarafindan
salinmas1 ve LC' lerin aktivasyonu yoluyla ve AD' nin baslamasina, alevlenmesine veya
semptom alevlenmesine katkida bulunan ek immiin anormallikler yoluyla olabilir. Ayrica,
AHR susturma teknolojisini ve ¢esitli AHR ligandlarin1 kullanan ¢esitli calismalar, AD dahil
olmak tizere c¢esitli hastaliklarda IL-22 {ireten T hiicrelerinin gelisiminde AHR'min baskin
rollinii gostermistir ki bu da anormal epidermal bariyer islevini slirdiirmektedir (Minzaghi ve

digerleri, 2019).

AD hastalarmin derisine komiir katraninin topikal olarak uygulanmasinin, AHR' ye
bagli bir sekilde antimikrobiyal peptitlerin yukari regiilasyonu yoluyla Staphylococcus
bollugunu azalttigin1 ve dolayisiyla epidermal antimikrobiyal bariyerde AHR' nin yeni bir rolii
ortaya konmustur. Dahasi, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan triptofan katabolizmasinin bir
indol tiirevi olan fakat ayni zamanda deri yilizeyinde bulunan indol-3-aldehit ile AHR

aktivasyonunun, MC903 (kalsipotriol) tarafindan indiiklenen bir AD fare modelinde AD
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benzeri semptomlar1 hafifletti§i gosterilmistir. Bu fare modelinde AD semptomlarinin
gelismesine KC'lerde TSLP {iretimindeki ilk artis aracilik eder, bu da LC'leri Th2 baskin deri
iltthabin1 baglatmak icin hazirlar. Indol-3 aldehitin, TSLP promoterine AHR baglanmasi
yoluyla KC'lerde MC903 ile indiiklenen TSLP ekspresyonunu in vivo ve in vitro inhibe ettigi
bulunmustur. Bu nedenle TSLP promotoriine AHR baglanmasi, alternatif olarak TSLP
ekspresyonunu tesvik edebilir veya azaltabilir, AHR'nin enflamatuar cilt reaksiyonlarindaki
ikili roliinii vurgulayabilir ve baglamin 6nemini, ligandlarin dogasim1 ve ligand afinitesini

vurgular (Minzaghi ve digerleri, 2019).

AD derisinde daha diisiik miktarlarda AHR anti enflamatuar ligandlar1 bulundugu ve
saglikli cildin korunmasinda bu tiir ligandlar tarafindan AHR'nin kronik aktivasyonunun
varsayilan gereksinimini ortaya koyulmaktadir. AHR aktivasyonundan sonra ciltte Th22
hiicreleri tarafindan IL-22 diretiminin mikrobiyal enfeksiyona karsi korunmada etkili

olabilecegi diislintilmektedir (Minzaghi ve digerleri, 2019).

2.8.2. Atopik Dermatitte PXR (Pregnane X Reseptor)

PXR'nin 1998'de ilk tanimlanmasindan bu yana, bir ksenobiyotik reseptor olarak
kanonik islevi kapsamli bir sekilde incelenmistir. PXR, steroid, retinoid ve tiroid hormonu
reseptorlerini iceren niikleer reseptdr (NR) siiper ailesinin bir tiyesidir. NR siiper ailesinin
iiyeleri, ligandla diizenlenen transkripsiyon faktorleri olarak islev goriir. PXR bir ksenobiyotik
sensoOr olarak rolii 1yi bilinmektedir ve PXR, ksenobiyotik metabolizmanin ana diizenleyicisi
olarak kabul edilmistir. PXR'nin bir ksenobiyotik sensor olarak tanimlanmasi, viicudun toksik
bilesiklere kars1 savunma mekanizmasinin anlagilmasi i¢in ¢ok dnemli oldugunu kanitladi ve
ksenobiyotik maruziyetin farkli hastalik durumlarini nasil etkiledigini incelemek i¢in temel
olusturdu. Bununla birlikte, son yillarda, PXR i¢in kanonik ksenobiyotik algilama islevinin
Otesinde artan sayida yeni rol tanimlanmistir. PXR ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundaki
kanonik roliiniin 6tesinde iltihaplanma, proliferasyon, go¢, apoptoz ve DNA hasarina katilimi

gibi daha az tartisilan konularda da gorev almaktadir (Oladimeji ve Chen, 2018).

Derinin bozulmus bariyer islevi, lipofilik kirleticiler tarafindan artan penetrasyona yol
acabilir, boylece keratinositlerde PXR'yi tetikleyebilir ve bagisiklik hiper duyarliligi ve

bozulmus bariyer islevinin kisir dongiisiinii siirdiiriir. Bu nedenle, AD 6zelliklerinin
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tetiklenmesi, ksenobiyotik reseptorlerin sadece toksin klirensinde degil, ayn1 zamanda
iltihaplanma ve lipid metabolizmasindaki rolii nedeniyle kirletici metabolizmasinin yukari
regiilasyonunun bir yan etkisi olarak ortaya ¢ikabilir (Elentner ve digerleri, 2017). Derideki
dogal PXR ligandlar bilinmemektedir ancak progesteron ve kolesterol ve bunlarin tiirevleri,
safra asitleri ve kortikosteron igerebilir. Deri, potansiyel PXR ligandlar1 olan su, cilt bakim
iirlinleri ve havada bulunan cesitli zararli molekiillerle (6rnegin pestisitler) giinliik temas
halindedir. PXR ligandlar1 igeren artan hava kirletici konsantrasyonlart AD ile pozitif bir
sekilde iliskilidir ve AD'li cocuklarin yatak odalarindan toplanan tozda ftalatlar gibi endokrin
bozucularin seviyeleri yiikselir. Bircogu lipofilik olan hava kirleticileri, PXR'yi etkinlestirmek

icin cilde niifuz edebilir (Minzaghi ve digerleri, 2019).

2.8.2.1. Yapisal PXR Aktivasyonu Epidermal Bariyerin Islevini Bozar

Ftalatlar, pestisitler, bisfenol A ve PAH'larla cilt temasi, KC'lerde oksidatif strese yol
acar ve bu da cilt hastaligina doniisebilir. Dahasi, bazal KC'ler topikal olarak uygulanan
kimyasallarin ana hedefidir ve bu molekiillerin cogu PXR'yi aktive eder. Boylece ciltteki PXR
aktivasyonu sonugta cilt hastaliklarina yol agabilir. Bir baska olas1 hipotez, AD'li derideki
artmis ksenobiyotik metabolizmasinin, iltthabin nedeni degil, iltihabin bir sonucu olmasidir.
Bununla birlikte, anormal epidermal bariyer islevine sahip baska bir yaygin enflamatuar deri
hastalig1 olan sedef hastaliginda ilag, kirletici veya kimyasal metabolizmada yer alan anahtar
genlerin yukari regililasyonu rapor edilmemistir ve bu nedenle bu hipotezi ortadan kaldirmistir.
Ilging bir sekilde, ciltteki asirt PXR ekspresyonu veya kronik aktivasyonu, CYP24'{in((25-
hydroxyvitamin D3-24-hydroxylase) yukari regiilasyonu yoluyla lokal enflamasyonu tesvik
edebilir ve bu da D vitamini aktif formunun katabolizmasini artirarak AD'ye benzer bir

bagisiklik tepkisini destekler (Minzaghi ve digerleri, 2019).

PXR, LC'lerde ifade edilir ve PXR eksikliginin, LCR7'nin yukar regiilasyonu yoluyla
DMBA ile topikal uygulamadan sonra lenf diigiimlerini bosaltarak LC'lerin cilde geg¢isini
tesvik ettigini ve bunun da KC'lere daha az hasarla sonuclandigini gosterdik. Bu sonuglar, PXR
aktivasyonunun, 6zellikle zararli molekiiller tarafindan aktivasyondan sonra KC'ler i¢in zararl
olabilecegini gostermektedir. Bununla tutarli olarak, DMBA ile tedavi edilen LC'lerin CYP1B1
ve Epxhl'i diizenledigi, bdylece aktif DMBA metabolitleri iirettigi ve c¢evreleyen KC'ler
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iizerindeki toksisitesini artirdigi gosterilmistir. Bu nedenle, zehirli molekiiller tarafindan
LC'lerde PXR'nin aktivasyonunun, CYP3A4 ve CYPIBI1 gibi faz | enzimlerinin yukari
regiilasyonu yoluyla biyolojik aktivasyonunu tetikleyebilecegi tahmin edilebilir (Minzaghi ve

digerleri, 2019).

PXR aktivasyonu, LC go¢iinii bloke ederek epidermiste aktive edilmis molekiillerin
birikmesine yol agabilir ve bunlarin toksisitesini artirabilir, boylece KC'ler tarafindan pro-
enflamatuar faktorlerin salimini tesvik edebilir. Bu, AD igin gegerlidir, ¢iinkii hastalarin
serumunda ve idrarinda artan 8-OHdG seviyeleri ile kanitlandig gibi, AD'de KC'lerde artmis
DNA hasar1 gozlenmistir. Bu nedenle, ¢evresel kirleticiler tarafindan PXR'nin aktivasyonu,
epidermal bariyer fonksiyonunu bozarak ve enflamasyonu tesvik ederek AD semptomlarinin
gelismesine katkida bulunabilir. Bununla birlikte, PXR'nin AD'yi tetikledigi mekanizma
aciklanmay1 beklemektedir ancak oksidatif stres, D vitamini, bagisiklik ve lipid metabolizmasi

tizerindeki etkileri igerebilir (Minzaghi ve digerleri, 2019).

2.8.3. Atopik Dermatitte PPAR'lar (Peroksizom Proliferator ile Aktive Olan Reseptorler)

PPAR, niikleer reseptorler ve transkripsiyon faktorleridir. Bunlar PPARa, PPARB / o
ve PPARYy igerir. Bu transkripsiyon faktdrleri, lipidlerin oksidasyonundan sorumlu genleri
kontrol eder. PPARa, asil-CoA oksidaz ve karnitin palmitoiltransferaz I' in, yani B-oksidasyona
dahil olan enzimlerin gen ekspresyonunu artiran bir transkripsiyon faktoriidiir. PPARY,
adiponektin konsantrasyonunu ve GLUTI ve GLUT4 tasiyicilarinin ekspresyonunu
arttirir. PPARP / 6, piruvat dehidrojenaz kinaz-4 ve yag asidi oksidasyonunun yogunlugunu

artiran karnitin palmitoiltransferaz 1A ekspresyonunu arttirir (Korbecki ve digerleri, 2019).

PPAR'larin ciltteki rolii kapsamli bir sekilde gozden gecirilmistir. PPARa, farklilagma
ve lipid metabolizmasina katilabilecegi suprabazal KC'lerde mevcuttur. Bununla birlikte, cogu
sonug, PPARa ligandlarinin suprafizyolojik dozlar1 ile tedavi edilen farelerde veya insan
KC'lerinde elde edilmistir. PPARy ve PPARP / 9 ile ilgili benzer ifadeler yapilabilir. Cesitli
PPARa« ligandlarinin topikal uygulamasinin, tutarl terapétik etkiler gdstermemis olan PPARy
ve PPAR y / y ligandlarinin tersine, AD hastalarinda deri iltihabinin azaltilmasinda etkili
oldugu kanitlanmistir. AD'de PPARa ligandlarinin faydali etkilerine, lipid metabolizmasi

iizerindeki etkiler, KC hiperproliferasyonunun normallesmesi ve ge¢ KC farklilasmasinin,
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ozellikle de FLG'nin artmasiyla aracilik edilir. Tiim bu siire¢ler ve potansiyel anti-enflamatuar
etkiler epidermal bariyerin yenilenmesine katkida bulunur. PPARo mRNA seviyeleri,
PPARG'ye benzer sekilde, saglikli ve lezyonsuz cilt ile karsilagtirildiginda lezyonel AD'li
deride azalmistir. Gergekte, PPARa hasarli KC'lerde DAMP'ler (6rnegin, HMGB1) tarafindan
TLR sinyalinin aktivasyonu (6rn., TLR2 ve TLR4) ve ardindan NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla
soniimlenebilir ve bu da PPARa ekspresyonunu inhibe ettigi bilinen proinflamatuar
mediyatdrlerin salinmasina yol acar (Ornegin, IL-1p) Ayrica, PPARo eksikliginin, cesitli
enflamatuar aracilarin KC'ler ve bagisiklik hiicreleri tarafindan ekspresyonunu tesvik ederek
ve Treg genislemesini bozarak proinflamatuar oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, lezyonel
AD'deki lokal ve gecici PPARa asagi regiilasyonu, KC'ler iizerindeki hasardan
kaynaklanabilir, ancak daha sonra KC proliferasyonunu ve epidermal bariyer iyilesmesinde rol
oynayan enflamatuar aracilarin salinmasini destekleyerek doku rejenerasyonunu tesvik
edebilir. Ancak bu etkiler, epidermiste PPARa'nin tiim roliinii kapsamayabilir. Ayrica, bu
baglamda kalici PPARa asagi regiilasyonunun uzun vadede cilt i¢in zararli olmasi
muhtemeldir. Ilging bir sekilde, PPARa, peroksizom proliferasyonunu indiiklemek ve hiicreler
iizerinde zararli etkiler uygulamak icin ftalatlar, tributiltin, PCB'ler, bisfenoller, DDT,
perflorooktanoik asit ve perflorooktan siilfonik asit gibi ksenobiyotikler tarafindan aktive
edilebilir. Ayrica, ksenobiyotik metabolizmaya dahil olan birkag gen, PPARa tarafindan
diizenlenir. Dahasi, AHR ve PXR'ye benzer sekilde, PPAR ligand 6zellikleri, ko-aktivatorlerin
gorevlendirilmesini belirler ve boylece farkli metabolik tepkilere yol agar. PPAR'larla bagka
bir karmasiklik diizeyi, ligandlarinin "hedef dis1" mekanizmalar nedeniyle metabolik yollar
dogrudan diizenleme yetenegidir. PPAR ligandlari, PPAR'lar1 fosforile edebilen ve
transkripsiyonel aktivitelerini degistirebilen kinazlar1 aktive edebilir. Ayrica, PPAR ligandlari,
pro-enflamatuar enzimleri (6rnegin, miyeloperoksidaz) ve modiilatorleri (6rnegin COX-2 ve
TNF-a) dogrudan inhibe ederek ciltte anti-enflamatuar etkiler uygulayabilir. Bu son nokta
maalesef genellikle ihmal edilmektedir. Bu nedenle, PPARa ligandlari, AD'de sadece
PPARa'nin aktivasyonu yoluyla degil, ayn1 zamanda muhtemelen tanimlanacak olan yollarda
(orantisal katkist belirlenecek olan) dogrudan etkiler yoluyla da faydali etkiler gosterir

(Minzaghi ve digerleri, 2019).

2.8.4. AD'de Ksenobiyotik Reseptor Esleri: LXR'ler (Karaciger X reseptorleri)
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Karaciger X reseptorleri o ve B (LXRa ve LXRP), lipid metabolizmasinin
transkripsiyonel kontroliinde ¢ok onemli rollere sahip niikleer reseptorlerdir. LXR'lerin
transkripsiyonel aktivitesi, yliksek hiicresel kolesterol seviyelerine yanit olarak
indiiklenir. LXR'ler, kolesterol emilimi, taginmasi, disar1 akmasi, bosaltimi ve safra asitlerine
dontstiiriilmesinde rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin ifadesini baglar ve
diizenler. LXR yolunun koordineli, dokuya 6zgii eylemleri, sistemik kolesterol homeostazini
korur ve immiin ve inflamatuar yanitlar1 diizenler. LXR'ler ayrica lipojenik transkripsiyon
faktorii sterol diizenleyici eleman baglayict protein 1c'yi kontrol ederek yag asidi
metabolizmasini diizenler ve yag asidi uzamasi ve desatiirasyonunda yer alan proteinleri
kodlayan genleri diizenler. LXR'ler, fosfolipidlerin metabolizmas1 iizerinde 6nemli etkiler
gosterir; kolesterol ile birlikte hiicresel zarlarin temel bilesenleridir. LXR yolunun, hiicre sterol
seviyelerini membran fosfolipidlerindeki yag asitlerinin doygunlugu ile eslestirme yetenegi,
cesitli fizyolojik siirecler i¢in etkilere sahiptir. lipoprotein liretimi, diyetle lipid absorpsiyonu
ve bagirsak kok hiicre proliferasyonu dahil. LXR'lerin membran bilesimini ve islevini nasil
diizenledigini anlamak, diizensiz lipid metabolizmasi ile iligkili hastaliklara yeni terapotik

anlayislar saglayabilir (Wang ve Tontonoz, 2018).

Hem LXRa hem de LXRp, rollerinin daha dnce gdzden gecirildigi deride ifade edilir.
Dogal LXR ligandlar1 arasinda ciltte bulunan oksisteroller, PUFA'lar, arasidonik asit ve PGF2a
yer alir. LXR'ler proliferasyonu inhibe eder ve KC'lerin farklilagmasini destekler. Ayrica, LXR
aktivasyonu, anti-enflamatuar ve anti-oksidan etkiler uygular. Bununla birlikte, epidermal
bariyer islevi ve iltihaplanma {izerindeki yararli etkileri, simdiye kadar lipid metabolizmasi
iizerindeki etkilere atfedilmistir. Bununla birlikte, insan bagisiklik hiicrelerinde LXR'lerin rolii
kapsamli bir sekilde arastirilmis ve yakin zamanda gézden gecirilmistir. Dikkat ¢ekici bir
sekilde, AD derisinde artmis LXRp seviyeleri oldugu, ancak LXRa seviyelerinin degismemis
oldugu goriildi, bu da AD'de LXRB'nin roliinii ancak LXRa'nin olmadiginmi diislindiiriiyor.
LXR'ler birincil ksenobiyotik reseptorler degildir, ancak AHR ve PXR ile etkilesimler
gostermislerdir ve bir dereceye kadar ¢evresel kirleticiler tarafindan aktive edilirler. Ftalatlar,
organofosfatlar ve fibratlar, dogal LXR ligandlar1 olan oksisterollere benzer afinitelerle
LXRa'y1 aktive edebilir ve LXRa hedef genlerinin ekspresyonunda degisiklikleri
indiikleyebilir. Dahasi, ozon zirveleri (O3) potansiyel olarak AD semptomlarinin alevlenmesi
ve astim ile iliskilidir. Akcigerlerde O3, LXR ile lipid-protein eklentilerinin olusumu yoluyla
proinflamatuar etkileri en azindan kismen aracilik edilebilen O3 tiirevli oksisteroller liretmek

icin kolesterol ile etkilesime girer. Bu, LXR sinyalini azaltabilir ve anormal lipid
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metabolizmasina ve olumsuz saglik etkilerine yol agabilir. O3'lin akcigerlerdeki etkilerinin
gozlemlenmesi ciltte ve AD'de de gecerli olabilir. Bu nedenle, AD'de LXRp ekspresyonu,
potansiyel olarak lipid metabolizmasi tizerindeki etkiler yoluyla bariyeri yeniden saglamay1
amaclayan bir kars1 etki mekanizmasi olarak artar. Ayrica, LXR'yi hedefleyen ilaglar, diistik
ila hafif AD iizerinde yararh etkiler gosterebilir ve epidermal bariyerin kalitesini iyilestirerek

hastalik alevlenmelerinin 6nlenmesine katkida bulunabilir (Minzaghi ve digerleri, 2019).

Tryptophan
derivatives

Phthalates
Pesticides

PAHs
Dioxins

PCBs

Indole derivatives

lipogenesis

[}-oxidation

Cholesterol
efflux

Sekil 4. Reseptorler ve etkileri (Minzaghi ve digerleri, 2019)
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2.9. Plazmanin Genel Ozellikleri

Fizikte plazma terimi, genellikle gaz olmak iizere kismen iyonize bir ortami ifade eder.
Onemli olan, plazma sadece elektronlar ve ¢esitli iyonlar iiretmekle kalmaz, ayn1 zamanda
yiiksek kimyasal reaktiviteye ve UV yayma kabiliyetine sahip serbest radikaller ve elektronik
olarak uyarilmis atomlar gibi nétr (yiiksiiz) atomlar ve molekiiller de iiretir. Gazin sicakligi ve
bilesenleri ile elektrik alaninin giicii ve darbe siiresi plazmanin tam bilesimini belirler. Plazma
genellikle elektrik desarjlan ile tretilir ve genellikle gaz sicakligina gore smiflandirilabilir.
Termal plazmada gaz sicakligi birka¢ bin Kelvin dereceye ulasabilir. Klinik olarak canl
dokulart daglamak i¢in kullanilan argon plazma pihtilagtiricilar: gibi cihazlar, tipik olarak oda

sicakligini ¢cok asan sicakliklarda plazmalar tiretir (Kalghatgi ve digerleri, 2011).

Plazma, uygun sicaklik ve enerji seviyesinde uygulandiginda terapdtik uygulamalara sahiptir.
Plazma, bircok serbest radikalin rastgele yonlerde hizla hareket etmesiyle yiiksek oranda
iyonize hale gelmek i¢in molekiillerin bilesimini degistirebilen, maddenin diger durumlarindan

daha yiiksek miktarda enerji igerir (Izadjoo ve digerleri, 2018).

Termal olmayan ya da soguk atmosferik plazmalarda (SAP) gaz, oda sicakligina yakin
tutulabilir. Termal olmayan plazma olusturan elektriksel desarjlar uzun siiredir bilinmesine
ragmen, klinik potansiyelleri biiylik ol¢iide goz ardi edilmistir ve yakin zamana kadar
uygulamalar inert ylizeylerin sterilizasyonu ile sinirlandirilmistir (Kalghatgi ve digerleri,

2011).

SAP'de biiyiik 6l¢iide nitrojen ve oksijen bazli tiirler olan bu reaktif tiirlerin prokaryotik
tiirleri inaktive ettigi ve biiylik veya kiigiik bir hava hacminin ve onu g¢evreleyen yiizeylerin

biitiiniinde hizla meydana geldigi bilinmektedir (Izadjoo ve digerleri, 2018).

Diisiik sicakliklarda yar1 notr iyonize gaza dayali bir teknoloji olan SAP, su anda
mevcut kanser tedavilerine ek olarak oldukga secici yeni bir alternatif olarak degerlendiriliyor

(Volotskova ve digerleri, 2012).

Son zamanlarda, yiizey modifikasyonu yoluyla termal olmayan atmosferik basingh
plazmanin, canli hiicrelere ve dokulara dogrudan uygulanabilecegi, bakterileri 6ldiirdiigli ve
onemli bir 1sitma olmaksizin kan pihtilasmasini indiikledigi gosterilmistir. Termal olmayan

plazma tedavisinin ayrica hiicre proliferasyonunu destekledigi, hiicre transfeksiyonunu
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gelistirdigi, kok kanallarimi sterilize ettigi ve muhtemelen yara iyilesmesini arttirdigi

gosterilmistir (Kalghatgi ve digerleri, 2011).

SAP iiretmenin bazi yollarinin, havada calistirilirsa elektrik alanlar1 ve akimlarin yam
sira antimikrobiyal 6zelliklere sahip ultraviyole radyasyon iirettigi de bilinmektedir. SAP,
goreceli tiretim kolayligi (belirli bir gaz gereksinimi veya basing yeniden dagilimi olmaksizin)
ve genis spektrumlu terapotik uygulamalari nedeniyle aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir

(Izadjoo ve digerleri, 2018).

Termal olmayan plazma olusturmak ve dokulara uygulamak icin gereken cihazlarin
basitligi ve esnekligi 6zellikle ¢ekicidir. Bununla birlikte, klinik uygulamalarin1 tam olarak
gelistirmek i¢in termal olmayan plazmanin canli hiicreler ve dokularla etkilesime girdigi

mekanizmalarin anlasilmasi gerekir (Kalghatgi ve digerleri, 2011).

SAP olusturmanin birka¢ yOntemi vardir; bunlar arasinda, yalitkan bir dielektrik
bariyerle birbirinden ayrilan iki elektrotun, plazma olusturmak i¢in havaya enerji veren bir
elektrik bosalmas1 olusturdugu dielektrik bariyer bosalmasi; atmosferik basingli plazma jetleri,
plazma olusturmak i¢in elektrik desarjini tastyan elektrotlarla ¢evrili bir odaciktan gazi akitan
ve bir alanda gruplandirilmis milyonlarca kiigiik bireysel elektrik desarjindan olusan yiizey
mikro desarj plazmalar1 bulunur. Soguk plazma olusturmaya yonelik bu yontemlerin her biri,
yara bakimi da dahil olmak {izere belirli tibbi uygulamalara yonelik avantajlara sahiptir

(Izadjoo ve digerleri, 2018).

2.10. Termal olmayan veya Soguk Atmosferik Basin¢ch Plazmanin Uretimi

Atmosferik basingta termal olmayan plazma iretiminin birka¢ farkli ydntemi

bilinmektedir.
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2.10.1. DBD Plazma Jeti

Bir dielektrik bariyer desarj konfigiirasyonunda tiretilen bir helyum atmosferik basingh
plazma jetidir. Aliminyum bant elektrotlar, 10 mm boslukla ayrilmis kiiciik capl (i¢ ¢ap i¢in
2 mm ve dis ¢ap i¢in 4 mm) kuvars tiip iizerine sarilir. Helyum tastyici gaz, kuvars tiip i¢inden
birkag¢ L/dk'lik bir akis hiziyla akmaktadir. Giiglendirilmis elektrot iizerine degisken biiytikliik,
tekrarlama oran1 ve darbe genisligi ile yliksek voltajli monopolar kare darbeler uygulanir.
Darbeli voltaj iireten gii¢c kaynagi, DC yiiksek voltaj liretecinin ¢ikisinda uygun bir itme-¢ekme
kat1 hal devresi kullanir. Ortaya ¢ikan yiiksek voltajli puls iireteci, yar1 kare bir pozitif voltaj
pals1 verebilir. Yiiksek voltaj sinyalinin tipik 6zellikleri, ylikselme ve diisme siireleri i¢in 80 ns
ila birka¢ yiiz nanosaniye, darbe yiiksekligi i¢in 10 kV'a kadar, tekrarlama orani i¢in 1 Hz ila

10 kHz ve darbe genisligi i¢in 500 ns ila 500 Is'dir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Dielektrik Bariyer Desarji (DBD) en az bir elektrot olmak {izere iki elektrot arasina
zamanla degisen yliksek voltajli dalga biciminde uygulandiginda havada atmosfer basinci
olusur, yalittmli akim birikmesini 6nler, 6nemli miktarda gaz 1sitmasi olmadan elektriksel
olarak giivenli plazma olusturur. Bu yaklagim, termal hasar olmadan canli dokularin dogrudan
tedavisine izin verir. Plazma, yiiklii parcaciklardan (elektronlar, iyonlar), elektronik olarak
uyarilmis atomlardan ve molekiillerden, radikallerden ve UV fotonlarindan olusan iyonize bir
gazdir. Plazma tedavisi, hiicreleri veya doku yiizeyini, ozon (O3), NO, OH radikalleri ve tekli
oksijen (O2 1Ag) dahil olmak tizere aktif kisa ve uzun dmiirlii nétr atomlara ve molekiillere ve
hem siiper oksit radikalleri gibi negatif iyonlar elektronlar hem de pozitifler dahil olmak {izere
onemli miktarda yiiklii parcacik akisina maruz birakir. Termal olmayan plazma yogunlugu,
sicakligi ve bilesimi, plazma {iriinlerini kontrol etmek icin degistirilebilir (Kalghatgi ve

digerleri, 2011).

2.10.2. Corona Plazma Jeti

Plazma jetlerinin ¢ogunda, plazma, siirekli bir gaz akisinin ardindan kurulumda enjekte
edilen bir tasiyict gaz yardimiyla iiretim bolgesinin (yani elektrotlar arast bosluk) disina

firlatilir. Bu plazma jeti, atmosferik basingta dogrudan ortam havasinda iiretilir ve herhangi bir
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harici gaz giris besleme sistemi olmadan kendi kendine firlatilir, bu da gaz sisesine veya gaz
pompalamaya gerek olmadigr i¢in onu c¢ok kolay tasinabilir hale getirir. Yaklasik 1 cm
uzunluga sahip bu 6zel plazma jetinin tepesinde Ol¢iilen plazma sicakligr 27 °C'yi gegmez

(Yousfi ve digerleri, 2014).

Korona desarjinin bireysel Cin hamsteri yumurtalik CHO-K1 hiicreleri ile etkilesimi,
hiicre yapismasini etkiler ve hiicre ayrilmasit 0,1 mm ¢ap kadar kiigiik bir alanda yiiksek
hassasiyetle saglanir. Plazma ignesi dokudaki hiicreleri manipiile etmek i¢in kullanilabilir ve
nekroz olmadan hiicre apoptozisine neden olur. Enflamasyon yoktur ve bu nedenle bu yaklagim

gelecekte kanser tedavisi olarak uygulanabilir (Tanaka ve digerleri, 2017).

Korona desarji, bir nokta ve bir diizlem gibi oldukg¢a asimetrik elektrotlar kullanilarak

elde edilir ve anot veya katot yakininda yiiksek bir elektrik alani igerir.

Yiiksek voltajlt bir giic kaynagi altinda yaklasik 20 kHz frekansta dogal tekrarlayan

desarj akimi1 veren 6zel bir korona desarj tasarimai ile tretilir (Yousfi ve digerleri, 2014).

2.10.3. Yiizen Elektrot Olarak Canhh Doku Kullanan DBD

Baska bir tastyic1 gaz eklenmeden ortam havasinda diisiik sicaklikta plazma tiretme
olasiligi daha vardir. Canli dokuyu yiizen elektrot olarak kullanarak dielektrik bariyer
desarjlarinin kurulumudur (FE-DBD kurulumu) (Yousfi ve digerleri, 2014).

FE-DBD, elektrotlardan birinin dielektrik korumali bir elektrot oldugu ve ikinci aktif
elektrotun bir insan veya hayvan derisi veya organ1 oldugu kosullar altinda galisir. Insan veya
hayvan derisi veya doku ylizeyi olmadan mevcut desarj olusmaz. FE-DBD kurulumunda, ikinci
elektrot (doku) topraklanmaz ve yiizer bir potansiyelde kalir. FE-DBD'nin ¢alisma prensibi son
zamanlarda yazarlar tarafindan detayli olarak tartisilmistir. Dikkat edilmesi gereken nokta, FE-
DBD'nin elektriksel agidan tamamen giivenli oldugu ve hayvan veya insan derisine uygulama

icin zarar vermedigi ger¢egidir (Fridman ve digerleri, 2006).

Bu kurulum, ayn1 zamanda elektrot gorevi goren canli dokuyu dogrudan modda
(plazma jetinde oldugu gibi uzak modda degil) agiga ¢ikarma 6zelligine sahiptir. Bu, canl

dokunun distik sicaklikli plazmay1 olusturan desarj elektrotlarindan uzak oldugu onceki
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plazma jet kurulumlarina karsilik gelen dolayli maruz kalma durumundan daha yiiksek bir
elektrik alani biiyiikliigiine ve yiiklii par¢acik yogunluguna dogrudan maruz kaldigi anlamina

gelir (Yousfi ve digerleri, 2014).

2.10.4. Yiiksek Frekansh Desarj

Siiriis frekansi yiikseltildiginde, desarj modu bir dielektrik bariyerden kapasite olarak
eslestirilmis desarjlara gecer. Baskin iyonizasyon mekanizmalari, hacimsel iyonizasyon
tarafindan stirdiiriilen desarj ile sonuglanir ve 'a modu' olarak adlandirilir. Elektrot yiizeyinden
gelen ikincil elektronlar, agirlikli olarak 'y modu' adi verilen bir iyonizasyon isleminde

siirdiiriiliir (Tanaka ve digerleri, 2017).

Tibbi tedavi i¢in 'kINPen' ad1 verilen kalem tipi, termal olmayan atmosferik basingli bir
plazma jet kaynagi gelistirilmistir. Plazma, topraklanmais bir halka elektrota bagli bir dielektrik
kuvars kilcal damar tarafindan korunan monte edilmis bir i¢ ¢ubuk elektrota 1 MHz frekansli
bir siniizoidal voltaj (2-6 kV P-P) uygulanarak {iretilir. Bu plazma kaynagi, bas ve boyun

tiimorlii hastalar tedavi etmek i¢in kullanilir (Tanaka ve digerleri, 2017).

Yukarida bahsedilen yiiksek frekansli desarjin bir tiirii, hacimsel iyonizasyon ile
caligtirtlir.  Siiris frekansinin  arttirilmasi, 'y modu'na karst 'a modu' oranini artirma
egilimindedir. Kapasitif olarak bagli desarjlar, elektrotlarin onlinde kilif olusumu ile
karakterize edilir. Esasen kilif, bir elektrik akim sinirlayici olarak arki ortadan kaldirmak igin
bir dielektrik gorevi goriir. Biiyiik bir ikincil elektron olan bir ¢alisma rejiminde 'y moduna'

gecis, kapasitif kilifi kirar. Bu, sabit parlama benzeri desarj yerine kararsiz bir desarj elde eder.

Endiiktif olarak kuplajli desarjlar da miimkiindiir. Atmosferik basinglarda, kisa Debye
uzunluklar1 ve desarj karakteristik 6lgegi kiigiiliir. Endiiktansin 6lgeklendirilmesiyle, ¢ok
yiiksek frekansli 100 MHz araliklar1 gibi nispeten yliksek frekanshi uyarim, endiiktif kuplaj
desarjlarinin tretilmesi i¢in tipik olarak yararlidir. Tipik olarak, 100 MHz mertebesi, desar]

icin agirlikl olarak endiiktif kuplaj i¢in faydalidir (Tanaka ve digerleri, 2017).
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2.10.5. Kayma Ark Desarjlar:

Prensipte kayan ark desarjlari, farkli bir konfigiirasyonda elektrotlar arasinda bir gaz
akisinda hareket eden translasyonel ark desarjlaridir. Cevirme sirasinda gaz, termal olmayan
ozellikler gosterene kadar sogutulur. Kayan ark desarjlar1 genellikle ylizeysel islemler i¢in veya

sivilarla temas halinde kullanilir.

2.10.6. Kalem Tipi Tsukuba Hafif Plazma

Tip alaninda hafif plazmalar agiklanmadan 6nce, esas olarak yaralar1 daglamak icin bir
argon plazma pihtilagtiricis1 kullanilarak {iretilen termal plazmalar gelistirildi. Akim
darbelerini kullanarak dokuyu kesmek icin darbeli elektron ¢i1g bigagi (PEAK) ad1 verilen bir
cerrahi alet gelistirildi. Bu cihaz, figkirtarak asir1 kan kaybin1 6nlemek adina sizmay1 kontrol
etmek ve yaradaki goriiniirliigii iyilestirmek i¢in cerrahi hemostatlarla birlikte kullanilir. Doku
koterizasyonunun altinda yatan fiziksel mekanizma, kanamayir durdurmak icin stromal
dokulardan akan bir elektrik akimi kullanmaktir. Bu, doku pihtilagsmasini azaltarak postoperatif
komplikasyonlar1 onlemek i¢in hafif bir plazma kaynagi kullanan minimal invaziv bir
yaklagimdir. Kalem tipi plazma kaynaklar tipta pratik kullanim i¢in 6nemlidir (Tanaka ve

digerleri, 2017).

2.10.7. Nagoya Denge Dis1 Atmosferik Basin¢ Plazmas1 (NEAPP)

Desarjin, dielektrik duvarlarin metal elektrotlar1 sikistirdigi dielektrik duvarlarla
cevrelenmesiyle denge dis1 bir atmosferik basing plazmasi (NEAPP) kaynag: gelistirilmistir.
Elde edilen yiiksek elektron yogunluklu termal olmayan atmosferik basingli plazma kaynagi
60 Hz AC gii¢ kaynag tarafindan uyarilir. Elektron yogunlugu ana desarj bolgesinde yayilan
hidrojen Balmer hattinin Stark genislemesinden hesaplanir ve geleneksel plazma

kaynaklarindan ¢ok daha ytiiksektir (Tanaka ve digerleri, 2017).
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NEAPP'nin yumurtalik kanseri hiicrelerini segici olarak oldiirdiigii bildirilmistir.
Kanser tedavisi i¢in, klinik deneylerde kullanilacak farkli tiplerde soguk atmosferik basingh

plazma ekipmani gelistirilmektedir. Avantajlari tanisal yaklagimlarla kanitlanmistir.

Ozetle, plazma kaynagi igin, bircok arastirmaci tarafindan bildirildigi gibi cesitli
plazma kaynag tiirleri gelistirmeye devam etmektedir. Burada siiflandirma maksimumda
plazma yogunlugu bazinda yapilmistir. Her plazma kaynaginda aslinda uzay-zamansal
davraniglarin da sergilendigini belirtmeliyiz. Plazmanin biyomedikal uygulamalar i¢in bir
etkisini dlisiinmek i¢in, plazma tan1 yontemleri davraniglar1 iyi anlagilmasi gerekir. Bu bakis
acisiyla, gelecekteki arastirmalarda ileri tani yontemleri temelinde plazmanin bir

kategorizasyonuna da ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.11. Termal Olmayan veya Soguk Atmosferik Basin¢h Plazmanin Saghk Sektoriindeki

Kullanim Alanlari

Termal olmayan atmosferik basingli plazma, ilk gelistirilmesinden bu yana tibbi
amaclar i¢in uygulandi ve sterilizasyon ilk uygulama oldu. Plazma genellikle sadece yiizeyleri
etkiler ve bu nedenle deri gibi insan viicudunun ylizeyi plazma igin ilk insan hedefiydi. Yara
iyilesmesi ve kan pihtilagmasi da plazma tibbinin uygulamalaridir. Gen transfeksiyonu, modern
molekiiler biyolojide onemli bir tekniktir ve invaziv ve yiiksek verimli gen transfeksiyonu
yoluyla indiiklenmis pluripotent kok (iPS) hiicrelerini indiiklemek i¢in termal olmayan

atmosferik basingli plazma kullanilir. Plazma, rejeneratif tip icin de kullanilabilir.

L\
— W

Resim 1. Soguk atmosferik plazma cihazi, plazma pen.
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Tibbi tedaviler i¢in atmosferik basingta diisiik sicaklikli plazmalarin kullanimi hentiz
ilk deneylerinde ve adimlarindadir. Plazma ve tip topluluklar {izerine arastirmalar1 igeren
cesitli aragtirmalar, 6rnegin yara iyilesmesi, kan pihtilagmasi ve homeostaz ve ayrica malign
hiicre inaktivasyonu gibi birka¢ yildan beri baglamistir. 'Plazma tibb1' konusundaki bu yeni
alanda yapilan bu tir arastirmalardan once, diisiik sicaklikli plazmanin bakterisit
ozelliklerinden yararlanan inert yiizeylerin sterilizasyonu ve dekontaminasyonuna ayrilmis gok
sayida arastirma c¢alismast vardir. Bu literatiir ¢aligmalarinin  ¢ogu planktonik
mikroorganizmalarin inaktivasyonuna, bir kismi da biyofilm tedavisine ayrilmigtir.
Biyomalzeme ve doku miihendisligi alaninda, Ornegin plazmanin yiizey oOzelliklerini
degistirme ve yiizeyleri islevsellestirme yeteneginden yararlanan ¢ok sayida arastirma

caligmasi da vardir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Atmosferik basingta diisiik sicaklikli plazmalar, canli hiicrelerle kimyasal olarak
etkilesime girebilen bir¢ok aktif tiirii (yiikli pargaciklar, radikaller, atom ve molekiil ajanlari,
UV radyasyonlari) igerebilir. Bu tiir aktif tiirlerle eszamanli olarak, 6rnegin canli dokuda
bulunan iyonlarin iyon hareketliligini degistirebilen ve bdylece olasi bir hiicre tahribatina yol
acan plazma tarafindan kendiliginden {iretilen elektrik alanlarina sahip olmak da miimkiindiir.
Diisiik sicaklikli plazmalarin, belirli bir yogunlukta ve belirli bir elektrik alani biiytkligi
altinda seg¢ici olarak su tiir tiirleri tiretmek icin ayarlanabilecegini ve/veya tasarlanabilecegini

belirtmekte fayda vardir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Aktif tiirler bir gaz fazinda iiretildiginden, canli dokunun tedavisinde, diisiik sicaklikli
plazmalar (daha 6zel olarak, yar1 kararli durumlar, UV ve ayrica yeniden birlestirilmemis yiikli
parcaciklar ve elektrik alani gibi uzun 6miirlii tiirler) niifuz edebileceginden, zorunlu olarak
optimaldir. Kiiciik gézenekler (nano 6l¢ekli boyuta kadar), piiriizlii yiizeylere yayilir ve hem
prokaryotik hiicrelere (bakteri olarak) hem de 0karyotik hiicrelere (memeli hiicreleri gibi bir
niikleer zara sahip) ulasir. Ayrica, canli dokunun diistik sicakliktaki plazmaya maruz kalmasi,
yikli pargaciklarin ve elektrik alanmin varlifi nedeniyle gozeneklerin elektro-
deformasyonuna ve hatta membran bozulmasina yol agabilir. Bu, baz1 aktif farmasoétik ilaglari,
yararli etkilerini verimli bir sekilde gelistirebilecekleri hiicre i¢ine dogrudan transfer etmek i¢in

ilging bir arastirma alan1 acar (Yousfi ve digerleri, 2014).

Termal olmayan plazmanin terapotik etkileri, hemostaz, vaskiilarizasyon, organ
yapismasinin  Onlenmesi ve hiicre proliferasyonu dahil olmak {iizere tibbi alanlarda

beklenmektedir. Kanser viicuttaki normal dokudan kaynaklanan bir i¢ diigmandir. Tiptaki
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ilerlemelere ragmen metastatik ve tekrarlayan kanserlerin prognozu hala kotiidiir. Kanser
tedavisinde termal olmayan plazma uygulamasina yonelik calismalar devam etmektedir.
Plazmanin proliferasyon inhibitér etkisinin mekanizmasi, hiicrelerde reaktif nitrojen oksit
tiirleri/reaktif oksijen tiirleri iiretimidir. Intrinsik reaktif oksijen tiirleri/reaktif nitrojen tiirleri
siipiiriiciilerinin varhi@i ve tiimor yiizeyinde plazmanin sig infiltrasyonu gibi {istesinden
gelinmesi gereken birkag problem vardir. Mevcut incelemeler, simdiye kadar netlestirilen
plazma tedavisinin ¢aligma sonuglarina, gelecekte uygulama olasiligina atifta bulunmaktadir

(Kajiyama ve digerleri, 2017).

Plazma, hiicrelere niifuz etmek icin yeterince enerjik parcaciklar veya fotonlar
iiretmediginden, hiicresel genetik materyalin etkilenmeyecegi varsayilmisti; bununla birlikte,
hiicre i¢ci ROS olusumu, iyonlastirici radyasyonun DNA hasar iirettigi ana mekanizmadir.
ROS'tan kaynaklanan DNA hasari, bazlarda, zincirler aras1 ve zincir i¢i ¢apraz baglarda kiiciik
veya hacimli modifikasyonlarin yani sira tek zincirli ve ¢ift zincirli kirilmalar1 (DSB) igerir

(Kajiyama ve digerleri, 2017).

DNA hasari, fosfatidilinositol 3-kinaz ile iliskili kinazlar (PIKK), 6zellikle ataksi-
telanjiektazi mutasyona ugramis (ATM), DNA'ya bagimli protein kinaz (DNA-PK) ve ATM
ve Rad3- dahil olmak iizere hiicresel kinazlarin aktivasyonu yoluyla bir sinyaller dizisini
indiikler. Termal olmayan plazmanin memeli hiicreleri {izerinde artan hiicre
proliferasyonundan apoptoza kadar ¢esitli etkilere neden oldugunu ve hiicre i¢i ROS olusumu
yoluyla DNA hasarina yol actif1 gosterilmistir. Termal olmayan plazma tedavisi ile aktive
edilen DNA hasar sinyalleme kaskadi, iyonlastirici radyasyon (IR), ultraviyole (UV) veya
H»0: ile iliskili olandan farklidir (Kajiyama ve digerleri, 2017).

Son yillarda, bir manyetik alan ve SAP’1n biyolojik sistemlerle ayr1 ayr etkilesimleri

hakkinda ¢ok sayida rapor bulunmaktadir.

SAP, dikkat c¢ekici Ozelliklerinden dolayr c¢ok c¢esitli bilimsel alanlarda
kullanilmaktadir. Son on yilda, aktif tiirler (pozitif/negatif iyonlar, radikaller), UV radyasyonu
ve gecici elektrik alanini iceren SAP'in canli malzeme ile kimyasal ve fiziksel reaksiyonlari,
agresif olmayan yeni bir tedavi olarak tipta biiyiik ilgi gérmiistiir. Plazmanin biyotipta en
belirgin kullanim alanlar1 bakteriyel ve fungal dekontaminasyon, kontamine dokularin
sterilizasyonu, dis beyazlatma, yara iyilesmesi, dermatoloji uygulamalar1 ve mikrobiyal

dekontaminasyondur (Pucci ve digerleri, 2019).
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2.11.1. Hastane Hijyeni

Ozellikle direngli bakterilerin (6rn. MRSA) iiremesi, hizl1 ve verimli sterilizasyon
gerektiren bir sorun teskil etmektedir. Bunu yapabilen plazma cihazlar1 gelistiriliyor ve
beklenti, bunlarin biiyiikk bir fark yaratacagi yoniinde. Tabii ki, plazma sterilizasyonu
hastanelerle sinirli degil, hastane kaynakli (hastane kaynakli) olanlarin aksine toplumla iliskili
enfeksiyonlar da hizla biiyiiyor. Bu nedenle tiim kamu binalari, ¢ocuk yuvalari, bakim evleri

vb. boyle bir cihazdan faydalanacaktir (Kong ve digerleri, 2009).

2.11.2. Sterilizasyon

Sterilizasyon bakterileri, viriisleri ve mantarlar1 hedefler ve 6rnegin 1s1, kimyasallar,
1sinlama ve filtrasyon yoluyla gerceklestirilebilir. Otoklavlar, tibbi ve biyolojik aletleri sterilize
etmek i¢in yaygin olarak kullanilir ve yiiksek basing altinda (tipik olarak 121 °C, 100 kPa'da)
isitilmig buhar kullanir. Etilen oksit gazi yaygin bir kimyasal sterilizasyon yontemidir ve
bakterileri, virlisleri ve mantarlar1 6ldiirtir, ancak ayni zamanda insanlar icin toksiktir ve bu
nedenle kalint1 etilen oksit seviyeleri miimkiin oldugunca diisiik olmalidir (Tanaka ve digerleri,

2017).

2.11.3. Antimikrobiyal Etki

Soguk atmosferik plazmalar (SAP) bir¢ok tibbi alanda kullanilmis ve umut verici bir
tibbi teknoloji haline gelmistir. SAP {ireten cihazlar giivenli ve kullanimi1 kolaydir ve elektronik
ve mikrogiplerdeki gelismeler sayesinde artik diisitk maliyetle {iretilebilir. SAP'in birincil
uygulamasi, genis spektrumlu bir antimikrobiyal teknolojidir. ilaca  direngli
mikroorganizmalarin neden oldugu yiiksek enfeksiyon insidansi ile, SAP gibi antibiyotik bazl
olmayan bir tedavi yontemi, 6zellikle yara bakimi alaninda biiyiik terapdtik umut vaat ediyor

(Izadjoo ve digerleri, 2018).
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SAP'In ¢esitli patojenleri ortadan kaldirmadaki etkinligi iizerine birgok c¢alisma
yapilmistir. Plazma tedavisinin uzunlugu arttik¢a canliligini kaybeden Bacillus stratosphericus
gibi bir¢ok bakteri plazma tedavisine tabi tutulmustur. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan
caligmalarda bes dakika icinde canliligini kaybettigi ve 10 dakika sonra higbir eklenmis
biyofilm hiicresi goriilmedigi ortaya konmus; Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus ise hem planktonik hem de biyofilm formlarinda énemli popiilasyon

azalmas1 ve yaygin inaktivasyon gostermistir (Izadjoo ve digerleri, 2018).

Candida albicans, Candida krusei ve Candida glabrata, yaygin antifungal tedavilere
direncli bazi suslar1 olan mantar tiirleridir. Plazmalarin mantar hastaliklartyla miicadelede
verimli bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir. Plazma etkisi coraplarda bile yayilir.
Avrupa, ABD ve Japonya'da niifusun %25-40"1m1 etkiledigine inanilan tinea pedis (atlet ayagi)
gibi yaygin hastaliklar bu nedenle evde veya tibbi uygulamalarda uygun plazma cihazlari
kullanilarak oldukea etkili bir sekilde tedavi edilebilir (Kong ve digerleri, 2009). SAP tedavisi,
hem su hem de hava ortamlarinda bu mantar ajanlarina karst onemli etkinlik gostermistir.
SAP'nin ayrica insan noroviriisii ve MS2 viriislerini havada ve suda etkisiz hale getirmede etkili

oldugu gosterilmistir (Izadjoo ve digerleri, 2018).

Planktonik formda veya biyofilm olarak gruplandirilmis bakterilerin inaktivasyonuna
veya Oldiiriilmesine adanmais bircok literatiir ¢alismas1 vardir. Plazma dozunun (zamanla maruz
kalma giicii) ve inaktivasyon ajanlarinin (UV, radikaller, yliklii pargaciklar, vb.) etkileri de
literatiirde tartisilmaktadir. Atmosferik basingta diisiik sicaklikli plazmalar tarafindan {iretilen
aktif tiirlerin, dncelikle kullanilabilecek bir bakterisit veya mikrop oldiiriicii etkilere sahip
oldugu agiktir. Su an icin, disiik sicaklikta plazma tedavisi kullanildiginda bakteriyel
inaktivasyon durumunda esdeger diren¢ gozlenmemektedir. Atmosferik basingtaki diisiik
sicaklikli plazmalar, ya UV yardimiyla (6rnegin, tasiyict gazin helyum oldugu durumda) ya da
UV'siz (tasiyic1 gazin hava oldugu durumda) bakteri inaktivasyonu i¢in ¢ok etkilidir. Ancak,

inaktivasyon mekanizmalar1 halen arastirilmaktadir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Ek olarak, Ebola viriisiiniin yayilmasiyla miicadelede askeri kullanimi aragtirilmistir ve
SAP'nin bocek popiilasyonlarini kontrol etmede faydali olabilecegine dair 6n kanitlar vardir.
Dogru konfigiirasyonla plazma, canli doku dahil hemen hemen her yiizeyde kullanilabilir ve
hastaneler, spor salonlar1 ve kislalar gibi enfeksiyona agik yerlerde sayisiz uygulamaya sahip

olabilir (Izadjoo ve digerleri, 2018).
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2.11.4. Kronik Yaralar

Antimikrobiyal Ozelliklerine ek olarak, SAP tedavisi kutanéz mikrosirkiilasyonu,
monosit stimiilasyonunu ve keratinosit proliferasyonunu artirarak yara iyilesmesini artirir

(Izadjoo ve digerleri, 2018).

Gelismis tlkelerdeki niifusun yaklasik %1'1t kronik yaralardan muzdariptir. Farkli
nedenler vardir, 6rnegin vendz hastaliklar, arter hastaliklari, diabetes mellitus, pyoderma
gangraenozum, karsinom. Niifus yaslandik¢a, goriilme ihtimali artar. Yine plazmalar tedaviye
yardimei olabilir, tabii plazmalarin altta yatan hastaligi tedavi etmesi pek olas1 degildir. Ancak
bakteri ve mantar enfeksiyonlarin1 ortadan kaldirarak, plazmalar aciy1 azaltabilir, tedaviyi

destekleyebilir ve iyilesmeyi hizlandirabilir (Kong ve digerleri, 2009).

Standart tedaviler ilk olarak mekanik irrigasyon, mekanik, antiseptik veya anti-enfektif
ajanla baglantili kimyasal debridmandan olusur. Ek olarak, bir yapiskan veya ortiicli olmayan,

genellikle acik bir yaray1 desteklemek i¢in cok verimli olmayan topikal ilaglarla birlestirilebilir.

Ikinci asamada, yara onarmmi kenarlarmn yakinlastirilmasina, yeniden epitelizasyona ve
son olarak bir graniilom tomurcugu goriiniimiine dayanir. Bu graniilom, yaranin iyilesmesini
saglamak i¢in alttaki bag dokusundan 5 ila 7 giin sonra gelisir. Konular genel iyilesmeyi tesvik
etse de bu, bazen ampiitasyon veya sepsis gibi sistemik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi gibi
miidahalelere yol acan nihayetinde daha fazla basarisizlig1 igeren tartismali bir yol olmaya
devam etmektedir. Literatiir verileri, topikal kullaniomin ya etkisiz oldugunu ya da en koti
iyilesme engelleyici oldugunu gostermektedir. Yaralar, ideal tedavisi fizyolojik evrim sirasinda
farkli dizileri hesaba katmasi gereken ¢ok faktorlii ve dinamik lezyonlardir. Bu nedenle,
patofizyolojinin unsurlarini dikkate alan, bilimsel olarak saglam yeni yaklasimlar 6nermek
esastir. Diisiik sicaklikli plazmalarin pleiotropik etkisi bu nedenle etkili bir yenilik¢i yol

olusturabilir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Gergekten de literatiirde plazma yara iyilesmesine ayrilmig bazi ilging makaleler vardir.
Heinlin ve digerleri (2010) vendz iilseri olan 61 yasindaki bir hastanin diisiik sicaklikta
mikrodalga plazmasi ile yapilan kisa periyodik tedavinin (2 dakika/giin) sonucu gosterilmistir.
23. giinden sonra, kronik yaradan alinan siirlintii 6rneginin steril ¢cikmasina yol agan 6nemli bir
azalma ile sonu¢ muhtesemdi. Heinlin ve digerleri (2010), bilinen bakterisit etkisi olan

plazmalarin, iyilesmeyi kolaylastiran dermal ve epidermal etkilere de sahip oldugu
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goriilmektedir. Bununla birlikte, ne plazmalar ve canli hiicreler arasindaki etkilesim
mekanizmalart ne de hiicre onarimi lizerindeki plazma katalitik etkisi heniiz net olarak
tanimlanmadi ve analiz edilmedi. Bu, plazma dozu ve toksisitenin etkilerine iligkin

aragtirmalarla birlikte daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyar (Yousfi ve digerleri, 2014).

2.11.5. Dis Bakinm

SAP dis hekimleri tarafindan dislerin dezenfeksiyonu, diseti fibroblast aktivitesinin

arttirllmasi ve hatta dis beyazlatma i¢in kullanilmistir (Izadjoo ve digerleri, 2018).

65 yasin lizerindekilerin %?23'ii ve hamile kadinlarin %75'inden fazlasi periodontal
enfeksiyonlardan muzdariptir. Bu enfeksiyonlar, sirayla, kalp hastaliklar1 ve diger tibbi
komplikasyon riskini artirir. Plazmalar, dis ve dis eti arasindaki mikroskobik agikliklara niifuz
etme yetenekleriyle, normal dis bakimina ek olarak profilaktik tedavi i¢in ideal adaylar gibi

gorinmektedir (Kong ve digerleri, 2009).

2.11.6. Deri Hastaliklar:

Dermatolojik problemlerin ¢ogu bakteri veya mantar (yan) etkilerle iligkilidir.
Akneiform dokiintiiler, dermatit, melanositik, kasintili ve vaskiiler ile ilgili rahatsizliklara
kadar degisen binin iizerinde cilt hastalig1 vardir. Plazmalarin (mevcut teknolojiye dayanarak)
bu tiir hastaliklar1 iyilestirme olasiligi diisiik olsa da, bakteri ve mantarlar yoluyla
komplikasyonlar1 azaltmaya yardimci olabilirler. Gelecekte, plazmalarin "molekiiler ilag
tastyici ajan" haline gelmesiyle, bazi hastaliklarin tedavileri bile miimkiin hale gelebilir (Kong

ve digerleri, 2009).

SAP'1n insan derisinin lipid bilesimi tlizerindeki etkileri en son X-151m1 fotoelektron
spektroskopisi teknolojisi kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar SAP'in deri bariyerinin lipid
stokiyometrisini Onemli Olclide degistirebilecegini, toplam karbon icerigini %76,7'ye
diisiirebilecegini ve oksijen icerigini %16,5'e cikarabilecegini gostermistir. Azot igerigi de

%6,8'e hafifce artmistir. Degisiklikler iktiyozis veya AD gibi bozulmus deri bariyeri
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hastaliklarinin tedavisinde faydali olabilir. Diger ¢alismalar insan derisinin soguk plazmaya
toleransin1  arastirmis ve plazmanin deri bariyer fonksiyonu {izerindeki etkisini
degerlendirmistir. Ug farkli plazma kaynaginin (darbeli, darbesiz APPJ ve DBD) deri
tarafindan iyi tolere edildigi ve deri bariyerine zarar vermedigi bulunmustur. Dokuya dayanikli
elektriksel plazmanin in vivo uygulanmasindan sonra 7 saglikli goniilliiniin deri fizyolojik
parametreleri degerlendirilmistir. Sonu¢lar TEWL'nin geri dontistimliiliigliniin plazma
tedavisinden sonra arttigin1 gostermistir; ancak, dokuya dayanikli elektriksel plazmanin SC'nin
derin tabakasindaki su igerigi lizerinde neredeyse hi¢ etkisi olmadi. Ek olarak, SAP o6n
isleminden sonra, ilaglara karsi cilt gecirgenligi artti. Cilt bariyeri iizerine yapilan SAP
caligmalarinin sayisi siirli olsa da, mevcut sonug¢ plazmanin cilt bariyerinde kesin bir hasara
neden olmadigi ve cilt bariyeri islevi bozulmus hastaliklarin iyilesmesi icin faydal

olabilecegidir (Bai ve digerleri, 2023).

Tibbi Yenilik ve Teknoloji Dernegi'nin (SMIT) 2008 20. Uluslararas1 Konferansi'nda
sunulan bir vaka ¢alismasi, 30 giinliik bir siire boyunca sag kola uygulanan temel tedaviye
kiyasla sol kola giinliik bir dakikalik SAP tedavisinden sonra kasintida dort saat boyunca bir
azalma ve genel olarak kasintida 0 ila 10 arasinda bir dlgekte 8'den 3'e kadar bir azalma
gosterdi. Higbir yan etki gozlenmedi ve genel olarak, bu hastanin egzamasi -5 ila +5 arasindaki
bir 6lgekte iki puan azaldi. Bununla birlikte, toplam 46 hastada kasinti i¢in atmosferik termal
olmayan argon plazmasinin etkinligi ve giivenligi lizerine randomize, iki tarafli plasebo
kontrollii bir ¢alisma, plazma ile tedavi edilen ve plasebo ile tedavi edilen gruplar arasinda
kasint1 agisindan benzer bir iyilesme gosterdi. Bu ¢alismada, hastalara giinliik olarak iki dakika
boyunca plazma veya sadece argon (plasebo) tedavisi uygulandi. Caligmanin sonunda,
muhtemelen standart tedaviye bagl olan kasintida bir azalma goézlendi. Bu ¢alismalar goz
ontine alindiginda, SAP’1n atopik egzama, kasint1 ve agn {izerinde olumlu etkileri oldugu

goriilmektedir (Bernhardt ve digerleri, 2019).

Bir dizi in vitro ve in vivo deney yoluyla, SAPnin giiglii anti-enfeksiyon, bagisiklik
diizenleme ve cilt bariyeri iyilestirme iglevlerinin potansiyel degeri kademeli olarak dogruland1
ve tibbi-biyolojik toplulukta bir arastirma merkezi haline geldi. SAP tarafindan aracilik edilen
inflamatuar faktorleri, hiicreler arasi iletisimi, bagisiklik tepkisini ve sinyal iletimini
engellemenin etkileri yaygin olarak incelendi ve kullanildi. Ek olarak, SAP tarafindan ilaca
direngli bakteri ve mantarlarin inaktivasyonu yara iyilesmesinde benzersiz bir rol oynar.
Kronik inflamatuar bir cilt hastaligi olan AD hastalar cilt mikrobiyal enfeksiyonu, bagisiklik

bozuklugu, cilt bariyeri kayb1 ve diger sorunlardan muzdariptir. Bu nedenle, SAP'nin AD'nin
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klinik tedavisinde kullanilabilecegi makul bir sekilde tahmin edilmektedir (Bai ve digerleri,
2023).

Immune homeostasis
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Cold atmospheric plasma

Skin barrier gmage \\\\\v Antigen intrusion

ch17 L %
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Sekil 5. SAP'nin AD {izerindeki olas1 immiinomodiilator etkisi. SAP, ROS ve RNS gibi ¢esitli
aktif partikiiller tireterek bagisiklik fonksiyonlarini diizenler. NF-xB aktivitesini inhibe eder,
sitokin veya kemokin ekspresyonunu azaltir ve diizenleyici T hiicrelerinin fonksiyonunu

artirarak bagisiklik homeostazini ve toleransini korur.

2.11.7. Kozmetik

Dokunun kozmetik olarak yeniden yapilandirilmasi i¢in plazma tedavisinin yan1 sira
nitrojen plazmalar1 kullanilarak cilt genglestirme tartisildi. Dis beyazlatma, esas olarak yerinde

hidrojen peroksit iiretimi nedeniyle plazmalar tarafindan da arttirilir (Kong ve digerleri, 2009).
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2.11.8. Koagulasyon

Son c¢alismalar, diisiik sicaklikli plazma cihazlarinin hem in vitro (bir kan damlas1
kullanarak) hem de in vivo SKH1 fareleri kullanilarak hayvan deneyi) trombosit aktivasyonunu
tetikleyerek kan pihtilasmasini hizlandirmak icin kullanilabilecegini gostermistir. Diisiik
sicakliktaki plazma ile kan pihtilagmasinin ¢esitli senaryolarini arastirilmis ve plazma kan
pithtilasmasinin, daha Once pihtilagsmay1 baglattigi diisiiniilen faktorler olan kalsiyum
iyonlarinin salimimini icermedigi veya kanin pH seviyesinde 6nemli bir degisiklige neden
olmadig1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, diisiik sicaklikli plazmalarin destekledigi

ayrintili pithtilagma mekanizmalarinin biiylik Ol¢lide bilinmedigini de vurgulanmaktadir

(Yousfi ve digerleri, 2014).

Ayrica hedeflenen uygulama sonrasinda hem pihtilagmanin hem de antikoagiilasyonun
hizlandirilmas1 gerekebilir. Ornegin bir yaralanma durumunda oncelikle kan akisinin
durdurulmas1 gerekir. Ancak, depolanan kan durumunda, pithtilagmanin 6nlenmesi, depolanan
kanin olas1 bakteriyel veya viral enfeksiyonu ile birlikte bir 6n kosuldur. Ornegin NO tiirlerinin
trombosit aktivasyonunu engelleyebilecek antikoagiilasyon 6zellikleri bulunurken, diger aktif
tirlerin (UV, radikaller, uyarilmig tiirler) bakterisit etkileri oldugu bilinmektedir. Diisiik
sicaklikli plazmalari, depolanan kanin hem pihtilagsmasini hem de enfeksiyonunu 6nlemek i¢in
boyle bir rol oynamalarina izin verecek sekilde ayarlamak miimkiin miidiir? Tas1yici gaz olarak
helyum veya argon kullanan plazma jeti iyi bir aday olabilir mi, ¢iinkii 6rnegin oksijen atomlar1
acikca tespit edilirken NOc (UVC yayan) ve ayrica OH(A-X) (UVB yayan) sondiiriilmez
(Yousfi ve digerleri, 2014).

In vitro ve in vivo SAP tedavisine hiicre yanitinda reaktif oksijen tiirleri (ROS)6nemli
rol oynamaktadir. SAP’in canli doku iizerinde sterilizasyon, yara iyilesmesi, hiicre gogii
degisiklikleri, protein ifadesindeki degisiklikler gibi farkli diizeyde etkileri gosterilmistir.
Plazmanin farkli etkilerinin ¢esitliligi, SAP'm karmagik kimyasal bilesimi ve SAP™min
olusturulma seklindeki varyasyonlarla agiklanabilir. Aslinda SAP, ¢esitli ROS, reaktif nitrojen
tiirleri, yiik parcaciklar1 vb. iceren bir kokteyldir. Bu ¢esitlilik, yukarida bahsedilen sayisiz

etkiye yol acar. Cogu calisma, belirli bir ilgi konusu uygulama ile ilgili bireysel etkileri ele
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alirken, hiicre tepkileri ve hiicre i¢i dinamikleri iligkilendiren az sayida calisma vardir

(Volotskova ve digerleri, 2012).

Plazmadaki diisiik sicakliktaki aktif tiirlerin, biyo-ortam ile kimyasal reaksiyonlar
yoluyla ¢ok ¢esitli uygulamalar sagladigina inanilmaktadir. Son yillarda, yaygin anti-kanser
modalitelerinin biiylik yan etkileri ve diisiik etkinligi, yeni agresif olmayan kanser tedavi
yontemlerine yonelik arastirmalari motive etmistir. Bu alanda kanser hiicrelerinin plazma
sitotoksik potansiyeli ve segici etkisi son zamanlarda biiyiik ilgi gérmektedir. SAP'1n hava ile
etkilesimi ile olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
biyolojik sistemde gozlenen etkilere neden oldugu varsayilmistir. Bu reaktif tiirlerin proteinler

ve lipidlerle etkilesime girdigi bilinmektedir (Pucci ve digerleri, 2019).

2.11.9. Kanser Tedavisi

Kanser, tedavisi ¢ok zor olan, zaman zaman komplike tedavi yontemleri uygulanmasina
karsin sonug¢ alinamayan {istline istliikk bu tedavi yontemlerinden kaynakli saglikli doku ve

hiicrelerin zarar gormesine yol agan bir hastaliktir.

Kanser tedavisinde amacg, "hiicre o6liim yolu" veya apoptoz olarak adlandirilan
mekanizmay1 yiiriitmek i¢in hiicreleri tetiklemektir. Kanser tedavisinde biiyiik bir engel, bir
tiimor igindeki kanser hiicrelerinde hiicre oliimiinii indiiklerken g¢evreleyen normal dokuyu
korumaktir. Kanser hiicreleri icin secici olan tedavilerin gelistirilmesinde ilerleme
kaydedilirken, kanser tedavisinin dokulardaki normal hiicrelere verdigi hasar onkolojide
onemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Son zamanlarda, yeni gelistirilen soguk atmosferik
veya termal olmayan plazmalarin (SAP'ler) kanser i¢in alternatif tedaviler olarak
kullanilabilecegi bildirildi. SAP tedavisi lokal olarak uygulandiginda tiimér boyutunun
kiigiilebilecegi in vivo olarak gosterilmistir. SAP etkisinin in vitro analizi, kanser hiicrelerinin

apoptoz nedeniyle 6ldiigiinii ortaya ¢ikarmistir (Volotskova ve digerleri, 2012).

SAP, antitiimor terapdtik ajanlarin etkinligini artirarak, apoptotik yolaklari yeniden
etkinlestirerek veya biiylime ile ilgili gen bolgelerini asagi regiile ederek tiimor biiylimesiyle

miicadele edebilir (Izadjoo ve digerleri, 2018).
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Literatiirde gosterilen diisiik sicaklikli plazmalarin pro-apoptotik kapasitesi, altidan bir
kanserin bakterisit veya viral kokenli oldugunu bilerek, bu tiir plazmalari, potansiyel bir
inflamatuar olmayan antikanser tedavisi veya 6nleme araci olarak tesvik eder. Aslinda, birkag
pilot arastirma caligmasi, diisiik sicakliktaki plazmalarin apoptozu ve ayrica kiiltiirlenmis
melanom hiicrelerinin ve karaciger kanseri hiicrelerinin nekrozunu indiikleme kabiliyetini

gostermistir (Yousfti ve digerleri, 2014).

FE-DBD plazmasi kullanilarak insan melanom cilt kanseri hiicrelerinin etkisiz hale
getirildigini  gosterilmistir, diisiik plazma dozlarinin, hiicreleri ¢evreleyen ¢dozeltiyi
'zehirleyerek' degil, dogrudan hiicreler {izerindeki plazmanin dogrudan etkisiyle apoptotik
davranigi tesvik etmek i¢in yeterli oldugunu goriilmiistiir. Ortam havasinda belirli bir DBD
tasarimu ile tretilen diisiik plazma dozunu kullandilar. Kiiclik bir molekiiler oksijen katki
maddesi ile argon tasiyici ile ¢aprazlanmis bir DBD plazma ignesi kullanarak, kiiltiirlenmis
karaciger kanseri hiicrelerinin canlilifinin oksijen konsantrasyonuna bagli oldugunu
gosterilmistir. Bu analizlerden, OH ve O radikalleri, malign karaciger hiicrelerinin

apoptozundan sorumlu plazma tiirleridir (Yousfi ve digerleri, 2014).

Statik manyetik alanin (SMF) biyolojik sistem iizerindeki etkisi, yillardir biyofizik
arastirmacilariin ilgilendigi bir konu olmustur. Essiz bir 6zellik olarak, SMF'lerin korunmasi
kolay degildir ve herhangi bir biyolojik sisteme kolayca niifuz edebilir. Manyetik alanin
tyilestirici 6zellikleri, yara iyilegsmesi ve bakteriyel deaktivasyon dahil olmak tizere ¢esitli tibbi
alanlarda goriilmiistiir. Sadri ve digerlerinin bulgusuna dayanarak, 24 mT'ye kadar SMF'ye
maruz kalma (yerel olarak tasarlanmig bir SMF iireteci kullanilarak) mezenkimal kok hiicre
hizalamasini ve ¢ogalma hizini etkiler. Manyetik alanin kanser hiicreleri iizerindeki terapdtik
etkisi de son on yilda incelenmistir. Artik alanin yogunlugunun ve egiminin tedavi sonuglarini
etkileyen iki ana faktdr olduguna inaniyoruz. Ote yandan, C vitamini insan diyetinde ¢ok
onemli bir besin maddesi olarak bilinir ve hiicre aktivitesini detoksifiye etme gibi biyolojik
fonksiyonlarda anahtar aktif madde olarak gérev yapar. Onceki ¢aligmalar, C vitamininin hem
antioksidan hem de prooksidatif aktivitelere sahip oldugunu gdstermektedir. Askorbik asit,
hiicre durumuna bagli olarak ROS ve RNS'yi sondiirerek veya uyararak oksidatif stres
seviyesini kontrol eder. Onceki calismalar, askorbik asidin H202 olusumu i¢in bir 6n ilag
olarak ve kansere bagl hastaliga kars1 terap6tik bir ajan olarak hareket ettigini ileri siirdii.

(Pucci ve digerleri, 2019)
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2.12. Termal olmayan veya Soguk Atmosferik Basinch Plazmanin In-Vitro Calismalarda

Kanser Hiicre Hattina Etkileri

Plazmanin terapotik etkisi, belirli bir kanser tiirii ile sinirli degildir ve tim tiimor tiirleri
icin sabittir. Dig uyariya yanit olarak pasif hiicre 6liimii olan nekrozun aksine, apoptoz aktif
hiicre oliimiidiir. Apoptotik hiicre 6liimii, proliferasyon kontrol sisteminde ydnetilen ve
ayarlanan bir mekanizma olarak kabul edildiginden, ¢evreleyen dokunun iltihaplanmasi eslik

etmez (Kajiyama ve digerleri, 2017).

Soguk atmosferik plazmanin (SAP) kanser tedavisi icin alternatif bir ara¢ olarak
kullanilabilecegi hiicresel diizeyde gosterilmistir. SAP'in hiicreler iizerindeki etkisi,
hiicrelerin belirli bir gii¢le islendigi slirenin uzunluguna, kimyasal bilesime (helyum akisina
dayali jet) ve tedavi edilen popiilasyon i¢indeki S-fazinda olan hiicre sayisina baglidir. Normal
cilt hiicrelerinin, kanser hiicrelerine kiyasla hiicre dongiisiiniin S fazinda olma olasilig1 daha
diistiktlir. Ne olursa olsun, hafif SAP tedavisi ile go¢ hizlar1 ve canliliklar1 gegici olarak azalir

(Volotskova ve digerleri, 2012).

Cesitli kanser tiirlerinde yiiriitiilen in-vitro ¢alismalarda meme kanseri, skuamoz hiicreli
karsinoma, kolon kanseri, pankreas kanseri, servikal tiimorler, yumurtalik kanseri, prostat
kanseri, melanoma, glioblastoma, lenfoma, akciger kanseri, osteosarkomlar, mide kanseri,
tiroid kanseri, oral tiimorler, l10semi, bas ve boyun tiimorleri, karaciger kanseri ve mesane
tliimori gibi hastaliklar tizerinde SAP etkisine bakilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda SAP’nin
antitimoral etkinliginin oldugu ve onkolojide bir tedavi segenegi olarak kullanilabilirligi

kanitlanmustir.

2.13. Diisiik Sicakhikta Plazma Toksisitesi ve Yan Etkileri

UVC maruziyetinin Avrupa Birligi tarafindan izin verilen maksimum 30 1W/cm2
degeriyle diizenlendigini belirtmek 6nemlidir, ¢linkii 260 nm civarinda UVC radyasyonunun
ayn1 DNA zincirinde bitisik iki bitisik molekiil arasinda reaksiyonlar1 baslattig1 bilinmektedir.
Yiiksek UV dozu i¢in, bu tiir reaksiyonlar, hiicre replikasyonu sirasinda mutasyona neden

olabilen dimer olusumu nedeniyle DNA hasarina yol agar.

49



Diisiik plazma sicakliginin canli doku ile etkilesime girmesi durumunda, memeli
hiicrelerini herhangi bir potansiyel hasardan korumak icin karsilastirilabilir bir diizenleme
yoktur ¢iinkli arasgtirmalar halen devam etmektedir. Aslinda, her spesifik biyomedikal
uygulama i¢in plazma dozunu ayarlamak i¢in dikkatli ve kapsamli testler gerekir; bu, 6rnegin
yara iyilesmesi durumunda, bir yandan bakterisit etkiyi diger yandan rejenerasyon etkisini
akillica birlestirebilir. Bu yazarlar higbir zaman yan etki gézlemlenmedigini ve plazma
tedavisinin hastalar tarafindan iyi tolere edildigini bildirmektedir. Ayrica, hayvan derisi
izerinde diigiik sicaklikta plazma maruziyetinin olast hasarini gézlemlemek igin tilysiiz fareler
iizerinde bir dizi test bildirilmistir. Histolojik ¢alismalardan, 0,6 W/cm2'de 10 dakikalik bir
dozun tiiysiiz fareler i¢in kabul edilebilir olarak kabul edilebilecegini gostermektedir (Yousti

ve digerleri, 2014).

Atmosferik plazma kullanilan saglik hizmetleriyle ilgili arastirmalarin ¢ogu son 15
yilda yapilmistir; alan nispeten geng ve ek aragtirmaya ve mevcut destekleyici literatiiriin

dogrulanmasina ihtiya¢ duyuyor (Izadjoo ve digerleri, 2018).

Bu alanda yapilmis ¢ok sayida calismadan yola ¢iktigimizda goriiyoruz ki termal
olmayan ya da soguk atmosferik plazma, saglik sektoriinde gelismekte olan bir tedavi yontemi
olabilir. Hayvan sagligi alaninda SAP’1n etkileriyle ilgili caligmalarin artirilmasi ve veteriner
saglik sektoriinde kullaniminin yayginlasarak hem hayvanlara hem veteriner hekimlere yarar

saglamasi olasidir.

Tim bunlardan yola ¢ikarak bu caligmada deneysel olarak Atopik Dermatit (AD)
olusturulan ratlarda SAP uygulamasimmin bazi molekiiler belirtecler iizerindeki etkisini

incelemek amaglanmustir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvam Materyali

Bu calismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan (HADYEK) 64583101/2022/82 say1 ve 18.08.2022 tarihli etik kurul onay1 alindi.
Deneyler, Ekim 2023 ve Ocak 2024 tarihlerinde gerceklestirildi. Uygulama i¢in yeni dogmus
ratlar kullanildi. Deney siirecinde hayvanlar ADU Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Unitesi’ nde bulunan, uygun ortam kosullarini1 tasiyan odalarda (Is1 24+ °C; 151k 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik) tutuldu. Ratlarin yem ve su ihtiyaglar1 ad libitum olarak karsilandi.
Her bir kafeste, rastgele secilen 7’ser rat olacak sekilde yerlestirildi. Ratlarin giinliik bakimlar1

her giin 10:30-12:00 saatlerinde yapildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplar ve Uygulama Protokolii

Atopik Dermatitin Indiiklenmesi: 9 Ekim 2023 tarihinde disi ratlar gebe birakilmak

izere 3 erkek rat ile ayn1 kafese konulup gebelik siireci i¢in gozlem ve takip baslatildi.

Sirastyla 1 Kasim 2023, 4 Kasim 2023, 5 Kasim 2023, 11 Kasim 2023 ve 22 Kasim
2023 tarihlerinde dogumu gerceklesen bebek ratlara ilk 24 saat igerisinde subkutan yolla
boynunun orta hattindan ve arkaya dogru kaspaisin enjeksiyon uygulamasi yapildi. Kaspaisin
cozeltisi, Han ve digerlerinin (2017) tanimladig1 metoda uygun olarak 5 mg/mL hazirlandi. 15
mL’lik tiipe 1 mL Tween 80 ve 1 mL %100 etanole 50 mg kapsaisin eklendi, 8 mL fizyolojik

tuzlu su ilave edilip iyice karigtirilarak elde edildi.
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Siddetli solunum depresyonuna neden olabilecegi icin anestezi yapilmadan
uygulamalar gerceklestirildi. Solunum baskilanmasi riskine yonelik tiim uygulamalar oksijen
kabininde gergeklestirildi. Yapilan uygulamalar sonrasinda lezyon olusumu igin gozlem
stirecine girildi, bu siiregte yenidogan ratlarin rutin bakimlar1 yapildi. 6 hafta sonra lezyonlar
sekillendi. AD'min siddeti, eritem/hemoraji, 6dem, pul/kuruluk ve ekskoriasyon/erozyon
derecesinden olusan bir Dermatit Siddet Skoru (DSS) kullanilarak degerlendirildi. Her kategori
icin 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli) puanlar1 gézlemci tarafindan verildi. Her rat i¢in,

DSS ii¢ bagimsiz arastirmaci tarafindan degerlendirilerek ortalamasi kullanildi.
Calismada ii¢ deneme grubu bulunmaktadir.

1-Normal Kontrol Grubu: (NK) (N=8)

2-Atopik Dermatit Grubu: (AD) (N=8)

3-Atopik Dermatit+Soguk Atmosferik Plazma Grubu: (AD+SAP) (N=8)

SAP cihazi: PetCellpen® (ActivCell Group; Lenzburg, Switzerland) isimli direkt SAP cihazi
kullanildi.

SAP Tedavisi: AD olusturulan 3. gruptaki ratlara 26 Aralik 2023 giinii ilk SAP uygulamasi
gerceklestirildi. Tedaviler dorsal bolgede iki farkli alanda ve bas bdlgesi dahil kulak
cevrelerinde 3 er dakikalik uygulamalar seklinde yapildi. 26, 28, 30 Aralik ve 1, 5 Ocak
tarihlerinde olmak tizere 5 kez SAP uygulamasi gergeklestirildi. Son uygulama sonrasi 4.

Giinde 9 Ocak 2024 tarihinde kan ve doku Ornekleri alinda.

3.2.2. Serum ve doku orneklerinin hazirlanmasi

Uygulamalar tamamlandiginda tiim gruplardaki ratlardan kan 6rnekleri genel anestezi
altinda kalp i¢i enjeksiyonla toplandi. Servikal dislokasyonla 6tenazi uygulandi. Uygun sekilde
cikarilan deri dokusu oOrnekleri, gen ekspresyonu (mRNA izolasyonu) analizlerinde
kullanilmak tizere RNAlater soliisyonu igeren tiiplerde -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza

edildi.
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Ratlardan alinan kan 6rnekleri bekletilmeden 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu
ornekler Elisa analizleri i¢in porsiyonlara ayrildi. Analiz yapilincaya kadar -20° C’de bekletildi.

Her analiz i¢in dondurulmus serum o6rnekleri 1 kez ¢ozdiiriildii.

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

IgE, IL-4 ve IL-13 rat spesifik ELISA kitleriyle Microplate Reader Optic Ivymen
System 2100-C, ispanya cihazinda yapildi.

3.2.3.1. Kontrol, AD, SAP Gruplarindaki Ratlardan Alinan Kan Orneklerinden Yapilan
IgE Analizi

Bu analizde uygulanan test prensibi Sandwich enzim immiinoassay'dir. Bu analizde
saglanan mikrotitre plakasi, Rat IgE'ye 6zgii bir antikorla 6nceden kaphdir. Standartlar veya
ornekler uygun mikrotitre plakasi kuyularina eklendi ve ardindan Rat IgE'ye 6zgii bir biyotin-
konjuge antikor eklendi. Daha sonra, her bir mikro plaka kuyusuna Horseradish Peroxidase
(HRP) ile konjuge Avidin eklendi ve inkiibe edildi. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra,
yalnizca Rat IgE, biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren kuyular renk
degisikligi gosterdi. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle
sonlandirildi ve renk degisikligi 450nm+=10 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciiliir. Daha sonra orneklerdeki Rat IgE konsantrasyonu, orneklerin optik dansitesinin

standart egri ile karsilagtirilmastyla belirlendi.
Reaktif Hazirlama

1. Kullanmadan once tiim kit bilesenleri ve numuneleri oda sicaklifina (18-25°C) getirildi.

Analize baglamadan hemen 6nce tiim bilesenler ¢oziindiiriiliip iyice karistirildi.
2. 25% Yikama Tamponu ¢ift damitilmis Su ile 1x Yikama Tamponuna seyreltildi.

3. Standard ¢aligma solusyonu 1000g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Standart 1,0 mL
Standart Diluent Buffer ile sulandirildi, oda sicakliginda 10 dakika bekletilip, kdplirmeyecek
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sekilde ¢alkalandi. 0,5 mL Standart Seyreltici Tamponu igeren 7 tiip hazirlandi ve seyreltme
serisi hazirlandi. Seyreltilmis Standart i¢in 2000 ng/mL, 1000 ng/mL, 500 ng/mL, 250 ng/mL,
125 ng/mL, 62,5 ng/mL, 31,25 ng/mL olarak ayarland1 ve Standart Seyrelticili son tiip bos
olarak 0 ng/mL kabul edildi.

4. Stok Biyotinil Antikor ve Streptavidin-HRP kisa siire vortekslendi. Sirastyla Biyotinil
Antikor Seyreltici ve HRP Seyreltici ile ¢alisma konsantrasyonunun 100 katina kadar

seyreltildi.

5. TMB Substrat Soliisyonu -Sterilize uclarla soliisyonun gerekli dozaj1 aspire edilip hazirlandi.
Ornekleri Hazirlama

Onceden porsiyonlanmis drnekler oda sicakligina getirilip ¢oziindiiriildii.

Test Prosediirii

1. Seyreltilmig Standart, Bos ve Numune i¢in kuyucuklar belirlendi. Uygun kuyucuklara her
birinden 100 pL Standart Calisma Cozeltisi veya 100 pL numune eklendi. Plaka Kapagi ile
kapatilip 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi.

2. Kuyucuktaki sivi bosaltildi. Cozelti aspire edildi ve her kuyucuk 200 pL 1x Yikama Cozeltisi
ile yikandi1 ve 1-2 dakika bekletildi. Plakada kalan s1v1 tim kuyucuklardan tamamen ¢ikarildu.
3 kez tamamen yikama uygulandi. Son yikamadan sonra Plaka ters ¢evirildi ve emici kagida

bastirildi.

3. Her kuyuya 100 pL Biyotinlenmis Antikor Calisma Cozeltisi eklendi, kuyular1 Plaka ile
ortiiliip 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi.

4. 2. adimda yapildig1 gibi aspirasyon ve yikama islemi toplam 3 kez uygulandi.

5. Her bir kuyuya 100 pL Streptavidin-HRP Calisma Soliisyonu eklenilip, kuyular plaka
kapaticiyla kapatildi ve 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi.

6. 2. adimda yapildig1 gibi aspirasyon ve yikama islemi toplam 5 kez uygulandi.

7. Her bir kuyuya 90 uLL TMB Substrat Soliisyonu eklendi. Yeni bir Plaka Kapagi ile kapatilip
karanlikta 37°C'de 20 dakika inkiibe edildi. S1vi, TMB Substrat Soliisyonu eklendiginde mavi

renk olusumu gozlendi.
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8. Her bir kuyuya 50 uLL Durdurma Reaktifi eklendi. Durdurma Reaktifi eklendiginde sar1 renk

gozlendi.
9. Onceden ¢alistirilan plaka okuyucusunda derhal 450 nm'de 6l¢iim yapildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi

Her Standart, Kontrol ve Numune i¢in tekrarlanan okumalarin ortalamasi alind1 ve ortalama
sifir Standart optik yogunlugu c¢ikarildi. Y ekseninde Rat IgE konsantrasyonu ve x ekseninde

absorbans ile bir Standart egri olusturuldu.

3.2.3.2. Kontrol, AD, SAP Gruplarindaki Ratlardan Ahnan Kan Orneklerinden Yapilan
IL-13 Analizi

Bu analizde saglanan mikro plaka, [L4'e 6zgii bir antikorla dnceden kaplidir. Daha
sonra standartlar veya ornekler, IL4'e 6zgii bir biyotin-konjuge antikorla uygun mikro plaka
kuyularina eklendi. Daha sonra, her bir mikro plaka kuyusuna Horseradish Peroxidase (HRP)
ile konjuge Avidin eklenir ve inkiibe edildi. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, yalnizca
IL4, biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren kuyular renk degisikligi gosterdi.
Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirildi ve renk
degisikligi 450 nm + 10 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Olciildii. Daha sonra
orneklerdeki 1L4 konsantrasyonu, orneklerin optik dansitesinin  standart egriyle

karsilastirilmasiyla belirlendi.
Reaktif Hazirlama
1. Tiim kit bilesenlerini ve numuneleri oda sicakligina (18-25°C) getirildi.

2. Standard 1,0 mL Standart Seyreltici ile sulandirildi, oda sicaklifinda 10 dakika bekletilip,
hafif¢e ¢alkalandi (kopiirmeyecek sekilde). Stok soliisyonu 1.000pg/mL'ye kadar seyreltildi.
Daha sonra 0,5 mL Standart Seyreltici igeren 7 tiip hazirland1 ve ¢ift diliisyon serisi olusturuldu.
Bir sonraki transferden oOnce her tip iyice kanstirildi. 1.000pg/mL, 500pg/mL,
250pg/mL,125pg/mL, 62,5pg/mL, 31,2pg/mL, 15,6pg/mL olarak 7 seyreltilmis standart
ayarlandi ve Standart Seyrelticili son tiip bos Opg/mL olarak kabul edildi.
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3. Saptama reaktifi A ve Saptama reaktifi B stoklar1 teste baglamadan 6nce kisa siire santrifiij

edildi ve sirasiyla Test Seyreltici A ve B ile calisma konsantrasyonuna 100 kat seyreltildi.

4. 600 mL Yikama Soliisyonu (1x) hazirlamak i¢in 20 mL Y1ikama Soliisyonu konsantresi (30x)

580 mL deiyonize veya damitilmis suyla seyreltildi.

5. TMB substrati sterilize edilmis uglarla ¢ézeltinin gerekli dozaji hazirlandi.
Ornekleri Hazirlama

Onceden porsiyonlanmis drnekler oda sicakligina getirilip ¢dziindiiriildii.
Test Prosediirii

1. Seyreltilmis standart, kor ve numune i¢in kuyucuklar belirlendi. Uygun kuyucuklara standart
dilisyonlarin kor ve orneklerin her birine 100uL eklendi. Plaka kapaticiyla ortiiliip 37°C'de 1
saat inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun stvisi bosaltildi.

3. Her kuyucuga 100uL Tespit Reaktifi A g¢alisma soliisyonu eklendi, kuyucuklar plaka
kapaticiyla kapatild1 ve 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

4. Soliisyon aspire edildi ve ¢ok kanalli pipet kullanarak her kuyucuk 350uL 1x Yikama
Soliisyonu ile yikandi. Plakay1 emici kagit lizerine oturtularak kalan sivi tiim kuyucuklardan
tamamen ¢ikarildi. Tamamen 3 kez yikama yapildi. Son yikamadan sonra, kalan Yikama

Tamponu bosaltarak ¢ikarildi.

5. Her bir kuyucuga 100ul. Saptama Reaktifi B ¢alisma soliisyonu eklendi, kuyucuklar plaka
kapaticiyla kapatild1 ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Yikama islemi 4. adimda yapildig1 gibi toplam 5 kez tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 90uL Substrat Soliisyonu eklendi. Substrat Soliisyonu eklendiginde mavi renk
gozlendi. Yeni bir Plaka kapaticiyla ortiiliip 37°C'de 10-20 dakika inkiibe edildi. Isiktan

korundu.

8. Her kuyucuga 50uL Durdurma Soliisyonu eklendi. Durdurma soliisyonunun eklenmesiyle

stvi1 sartya donddl.

9. Mikroplaka okuyucuyu c¢alistirildi ve 6l¢iimii hemen 450 nm'de gergeklestirildi.
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Sonuclarin Hesaplanmasi

Her standart, kontrol ve numune i¢in tekrarlanan okumalarin ortalamasi alindi ve
ortalama sifir standart optik yogunlugu cikarildi. Y ekseninde IL4 konsantrasyonu ve x

ekseninde absorbans ile standart bir egri olusturuldu. Noktalar arasinda en uygun egri ¢izildi.

3.2.3.3. Kontrol, AD, SAP Gruplarindaki Ratlardan Alinan Kan Orneklerinden Yapilan
IL-4 Analizi

Bu analizde kullanilan mikro plaka, IL4'e 6zgii bir antikorla 6nceden kaplhdir.
Standartlar veya ornekler daha sonra IL4'e 6zgii bir biyotin-konjuge antikorla uygun mikro
plaka kuyularina eklendi. Daha sonra, her bir mikro plaka kuyusuna Horseradish Peroxidase
(HRP) ile konjuge Avidin eklenir ve inkiibe edildi. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra,
yalnizca IL4, biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin i¢eren kuyularda renk degisimi
goriildli. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirildi ve
renk degisimi 450nm+10nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Sl¢iildii. Daha sonra
orneklerdeki IL4 konsantrasyonu, Orneklerin optik dansitesinin standart egri ile

karsilagtirilmasiyla belirlendi.
Reaktif Hazirlama:
1. Kullanmadan 6nce tiim kit bilesenleri ve 6rnekler oda sicakligina (18-25°C) getirildi.

2. Standardi 1,0 mL Standart Seyreltici ile seyreltilip, oda sicakliginda 10 dakika tutuldu,
hafif¢e calkalandi. 1.000pg/mL, 500pg/mL, 250pg/mL, 125pg/mL, 62,5pg/mL, 31,2pg/mL,
15,6pg/mL gibi 7 adet seyreltilmis standart noktas1 ayarlandi ve Standart Seyrelticili son EP
tiipleri Opg/mL olarak bos hazirlandi.

3. Kullanmadan 6nce Tespit A ve Tespit B stoklar1 kisaca santrifiij edildi. Bunlar sirasiyla

Assay Seyreltici A ve B ile calisma konsantrasyonuna 100 kat seyreltildi.

4. 20 mL Yikama Cozeltisi konsantresini 580 mL deiyonize veya damitilmis suyla seyrelterek

600 mL Yikama Cozeltisi hazirlandi.

5. TMB substrat1 sterilize uglarla ¢ozeltinin gerekli dozaj1 aspire edildi.
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Ornekleri Hazirlama
Onceden porsiyonlanmis drnekler oda sicakligina getirilip ¢dziindiiriildii.
Test Prosediirii

1. Seyreltilmis standart, blank ve numune i¢in kuyucuklari belirlendi. Standart i¢in 7 kuyucuk,
blank i¢in 1 kuyucuk hazirlandi.

Standartin, blank ve numunelerin her birinden 100 pL seyreltme eklendi ve uygun kuyucuklara

konuldu. Plaka kapatici ile kapatilip 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.
2. Her kuyucugun s1visi bosaltildi.

3. Her kuyucuga 100 puL Detection Reagent A ¢alisma soliisyonu eklendi, kuyucuklar1 plaka
kapatici ile kapatip ve 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

4. Soliisyonu aspire edip her kuyucuga 350 pL 1x Yikama Soliisyonu ile ¢ok kanall1 pipet
kullanarak yikandi ve 1~2 dakika bekletildi. Plakay1 emici kagida vurarak kalan sivi tiim

kuyucuklardan tamamen ¢ikarildi. 3 kez bu islem uygulandi.

5. Her bir kuyuya 100 pL Detection Reagent B calisma soliisyonu eklendi, kuyular1 plaka
kapaticiyla kapatild1 ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

6. 4. adimda gergeklestirildigi gibi aspirasyon/yikama islemi toplam 5 kez tekrarlandi.

7. Her bir kuyuya 90 pL Substrat Soliisyonu eklendi. Yeni bir Plaka kapaticiyla kapatip 37°C'de
10-20 dakika inkiibe edildi, S1vi, Substrat Soliisyonu eklendiginde maviye dondii.

8. Her bir kuyuya 50 puL Stop Soliisyonu eklendi. S1vi, Stop soliisyonu eklendiginde sariya

doniistii.
9. Mikro plaka okuyucuyu calistirilip ve hemen 450nm'de 6l¢iim gergeklestirildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi

Her standart, kontrol ve numune i¢in tekrarlanan okumalarin ortalamasini alin ve
ortalama sifir standart optik yogunlugu cikarildi. Y ekseninde IL4 konsantrasyonu ve x

ekseninde absorbans ile bir standart egri olusturuldu. Noktalar arasinda en uygun egriyi ¢izildi.
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3.2.4. Real Time PCR Analizleri

3.2.4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in asagida (Tablo 3) markasi, ad1 ve katalog numarasi verilen

materyaller kullanilmistir.

Tablo 3. mRNA izolasyonu i¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

mRNA izolasyonu I¢cin Kullanilan Materyal Bilgileri
Kullanilan Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No
GeneAll RiboEx 301-001
GeneAll Hybrid-R 305-101

RNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Doku 6rnegi santrifiij edilip, slipernatanti uzaklastirildi. Dokular homojenize edilerek

tzerine 1 mL RiboEx eklenerek vortekslendi.
2. Oda 1s1sinda 5 dk. inkiibe edildi.

3. Karisim 11.000rpm, 10 dk., 4°C kosullarinda santrifiij yapildi ve siipernatant baska bir
tiipe aktarildi.

4. Karigim iizerine 200 pL kloroform eklendi karistirildi, 2 dk. inkiibe edildi.
5.+4°C de 12.000xg’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tiipe alindi.

6. Siipernatantin hacmi kadar RB1 Buffer eklendi. Pipetaj yapilarak karistirildi.
7. 700 puL karisim kolona aktarildi.

8. 10.000xg’de 30 sn. santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

9. Karisimdan kalan miktar olmasi durumunda 7-8 islemler tekrarlandi.
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10. Kolon iizerine 500 pL SW1 Buffer eklendi.

11. 10.000xg de 30 sn. santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

12. Kolon iizerine 500 pL. RNW Buffer eklendi.

13. 10.000xg de 30 sn. santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

14. Kolon icinde kalan yikama soliisyonlarini uzaklastirmak i¢in 10.000xg de 1 dk.

santrifiij yapildi. Daha sonra kolon temiz bir tiipe alindi.

15. Kolon iizerine 50 uLL RNase-free su eklendi ve 1dk. oda sicakliginda bekletildi.

16.  Sonra 10.000xg de 1 dk. santrifiij yapilarak elde edilen RNA 6rnekleri -80°C sicaklikta

donduruldu.

3.2.4.2. cDNA Sentezi

mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi agamasina ge¢ilmistir. cDNA sentezi i¢in

kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda (Tablo 4) belirtildi.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in kullanilan materyal bilgileri

cDNA Sentezi i¢cin Kullanilan Materyal Bilgileri

Kitin Markast

Kitin Adi

Katalog No

ABT

A.B.T.™ ¢cDNA Synthesis Kit with Rnase Inh. (High
SAPacity)

C03-01-05

1.cDNA sentezi i¢in kullanilan mastermix bilgileri Tablo 5’te belirtildi.

Tablo 5. cDNA sentezi i¢in kullanilan mastermix bilgileri

Bilesen Hacim
10X Reaction Buffer 2ul
20X dNTP mix 1 ul
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Random hexamer

2ul

RTase 1 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
RNase free Water 3.5ul
Numune 10 pl
Total 20 pl

cDNA sentezi i¢in mastermix hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon reaksiyonuna

gecilmistir. Bu islem ProFlex Thermalcycler cihazinda gerceklesmistir. cDNA sentezi i¢in

kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun kosullar1 Tablo 6’da belirtildi.

Tablo 6. cDNA sentezi i¢in kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun kosullari

c¢DNA Sentez Reaksiyonu Kosullari

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 120 dk. 5 dk. -

Elde edilen cDNA ornekleri Real-Time PCR asamasina kadar -80°C sicaklikta donduruldu.

3.2.4.3. Real-Time qPCR

cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasma ge¢ildi. Real-Time qPCR i¢in

kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi Tablo 7° de belirtildi.

Tablo 7. Real-Time qPCR i¢in kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numaras

Real-Time qPCR i¢cin Kullanilan Materyal Bilgileri

Kitin Markasi

Kitin Adi

Katalog No

ABT

A.B.T.™2X SYBR Mastermix

Q03-01-05
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Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri Tablo 8 ve Tablo 9° da belirtildi.

Tablo 8. Kullanilan primer adi, primer dizisi ve sentezleyen firma bilgisi

Defensin beta 1-r

TCAAACCACTGTCAACTCCTG

Defensin beta 2-f

AGGGTTCTGTCTCAATGCTG

Defensin beta 2-r

CGTGCTTCCTTCCAATCATCT

B-aktin-f ATGGTGGGTATGGGTCAGAA
B-aktin-r GGTCATCTTTTCACGGTTGG
Gapdh-f ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC

Gapdh-r

GGTCAATGAAGGGGTCGTT

Primer Ad1 Primer Dizisi Sentezleyen
Firma
Camp-f AGGACCCAGATACTCCCAAG
Camp-r GTCCCCATACACTGCTTCAC
PPARa-f GTGGAGTCCTGGAACTGAAGC
PPARa-r AGCACCAATCTGTGATGACAAC
Ahr-f GATTTTGAACGATCCCTGC
Ahr-r TCCCTGTAGAAAGCCCTTA
Defensin beta 1-f TTGGACGCAGAACAGATCAA
Bioligo
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Tablo 9. Gen isimleri ile birlikte forward ve reverse primer dizileri bilgileri

Gen ad1

F primer 5’23’

R primer 5’23’

cathelicidin
antimicrobial

peptide (Camp)

NM_001100724.1

AGGACCCAGATACTCCCAAG

GTCCCCATACACTGCTTCAC

peroxisome
proliferator
activated receptor

alpha (PPARa),

NM 013196.2

GTGGAGTCCTGGAACTGAAGC

AGCACCAATCTGTGATGACAAC

aryl  hydrocarbon
receptor (Ahr),

NM_001308254.1

GATTTTGAACGATCCCTGC

TCCCTGTAGAAAGCCCTTA

Defensin beta 1

NM_031810.2

TTGGACGCAGAACAGATCAA

TCAAACCACTGTCAACTCCTG

Defensin beta 2

NM_001037507.2

AGGGTTCTGTCTCAATGCTG

CGTGCTTCCTTCCAATCATCT

B-aktin
NM 03114
4.3

ATGGTGGGTATGGGTCAGAA

GGTCATCTTTTCACGGTTGG

glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
(Gapdh)

NM_017008.4

ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC

GGTCAATGAAGGGGTCGTT
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Real-Time qPCR i¢in kullanilan mastermix bilgileri Tablo 10°da belirtildi.

Tablo 10. Real-Time qPCR i¢in kullanilan mastermix bilesen ve hacimleri

Real-Time qPCR i¢cin Kullanilan MasterMix Bilgileri
MasterMix Bilesenleri Hacim
2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 pl
ROX Dye Il
Forward Primer (10 pM) Il
Reverse Primer (10 pM) Il
cDNA Template 4l
RNase-Free Distilled Water 3ul
PLAM 20 ul

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecildi. Real-Time
qPCR ig¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 Tablo 11°de belirtildi. Real-Time qPCR reaksiyonu
Applied Biosystems™ QuantStudio5 Real-Time PCR cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 11. Real-time qPCR reaksiyon agamalar1 ve gergeklestigi kosullar

Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullar:
PCR Step Sicaklik (°C) Stire Dongt
Initial Denaturation 95 300 sn. 1
Denature 95 15 sn. 40
Anneal 60 60 sn.

3.2.4.4. Relatif Kantitasyon Hesaplanmasi

mRNA ekspresyonlar1 kontrol gurubuna gére normalize edildi. Relatif kantifikasyon
hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanilmigtir. AACt hesaplamasi asag1 agiklandigi sekilde
gerceklestirildi;

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef mRNA hem de
referans mRNA i¢in Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir. Teknik tekrarli

caligmalarda Ct degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamaya devam edildi.

2. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak hedef
grup ACt degerleri elde edildi.
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3. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri c¢ikarilarak
referans grup ACt degerleri elde edildi.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri
elde edildi.

5. AACt degerleri 2-AACt x2 seklinde isleme alinarak kat degisimi (Copy Number)

hesaplanmasi yapildi.

6. Fold Change degeri 1’in {izerinde c¢ikmasi durumunda hedef grubu mRNA
ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artis gosterdigi
seklinde yorumlandi. Fold Change degeri 1’in altinda ¢ikmasi durumunda ise hedef grubu
mRNA ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak azalig

gosterdigi seklinde yorumlandi.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
versiyon 26 kullanildi. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadiklart Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak incelendi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren degerlerin analizi one-way ANOVA ile degerlendirildi. Normal

dagilim gostermeyen ve skorlama yapilan degerlerin analizi ise Kruskal Wallis ile yapildi.
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4.BULGULAR

4.1. Atopik Dermatit Siddet Skoru (DSS)

AD'nin siddeti, eritem/kanama, 6dem, pullanma/kuruluk ve ekskoriasyon/erozyon
derecesinden olusan Dermatit Siddet Puanmi (DSS) kullanilarak degerlendirildi (Moon ve
digerleri 2021). Her kategori i¢in gozlemci tarafindan O (hig), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli)
puani verildi. Dort kategorinin toplami genel dermatit siddetini temsil etti. Her rat icin DSS, {i¢
bagimsiz arastirmaci tarafindan degerlendirildi. Analiz i¢in ortalama toplam DSS puanlar

kullanild1 (Sekil 6).

DDS

0 .

Kontrol AD SAP

N O

Sekil 6. Kontrol, Atopik Dermatitis (AD) ve Aoguk Atmosferik Plazma Tedavisi (SAP)

uygulanmig gruplarin toplam DSS sonuglari

Kontrol grubundaki (AD olmayan) grupta DSS, 0 iken; plazma tedavisi olmadan atopik
dermatit olusturulan AD grubunda 6,87 ve soguk atmosferik plazma ile tedavi edilen SAP

grubunda ise 4,83 olarak belirlendi. Ortalama DSS skorlarinin SAP grubunda azaldig1 goriildii.
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Resim 2. Atopik dermatitli ratlarin lezyonlari

4.2. Histopatolojik Bulgular

h 3N

Sekil 7. Histopatolojik bulgular mikroskobik goriintii. A: Normal deri (Kontrol) H:E, x100 B:
Atopik Dermatitis (AD). Yiizeyde ve kil follikiillerinde keratinizasyon (¢ift ok), epitelde
spongioz dejenerasyon H:E, x200, C: Soguk atmosferik plazma (SAP) Retelerde derinlesme
H:E,x200.
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Tablo 12. Gruplara ait deri 6rneklerinden yapilan histopatolojik inceleme skorlar1 ortalamasi

GRUP Keratin  Epitelde Kil Retelerde Eozinofil
artisi Spongioz Follikiillerinde derinlesme lokosit
dejenerasyon atrofi
Kontrol 1 0 0 0 0
AD 1,5 1,5 1 1 0,5
SAP 1 1 0 0,5 0,5

0: Yok 1: Minimal 2: Orta 3: Siddetli

Kontrol grubuna ait deri orneklerinden yapilan seri kesitlerde incelenen materyalde
ylizeyde normal lamellar keratin, 1-2 sirali epitelle doseli epidermis, dermada olagan kil
follikiilleri, kisa kalin kollojenler izlendi. Hiicre infiltrasyonu saptanmadi. AD olusturulmus
gruptaki 6rneklerde epidermisde spongioz dejenerasyon, hafif keratin artis1 ve az sayida
eozinofil 16kosit goriildii. Kil kollikiillerinde hafif atrofi ve kayip vardi. SAP grubuna ait
orneklerde keratinizasyonda hafif artis, mikropapillar proliferasyonlar ve retelere derinlesme
gozlendi. Dermisde tek tiik eozinofiller 16kositler secildi Epidermisde spongioz dejenerasyon

vardi.
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4.3.Biyokimyasal Bulgular

Kontrol, AD, SAP grubundaki ratlardan alinan kan 6rneklerinden yapilan IgE, IL-13

ve IL-4 analizleri sonucu elde edilen verilerin ortalama diizeyleri Tablo 13’ de sunuldu.

Tablo 13. Kontrol, Atopik Dermatit (AD) ve Soguk Atmosferik Plazma (SAP) gruplarinin
Immunglobulin E (IgE), Interlékin -13 (IL-13) ve Interldkin-4 (IL4) sonuglari

Parametreler Kontrol AD SAP P
(n=8) (n=8) (n=8)
IgE (ng/mL) 15,41+1,76° 22,031,542 19,38+2,51% 0,082

IL-13 (pg/ml) 17,86+0,41° 20,57+1,222 14,5340,62° 0,000

IL-4 (pg/mL) 37,79+3,12 44,28+6,61 42,1242,39 0,630

(Ortalama+Standart hata), " ayn1 satirda farkl1 harfler tastyan gruplar aras1 fark énemli.

Yapilan istatistiki degerlendirmede AD grubu ratlarin ortalama IgE diizeyleri kontrol ve SAP
grubundan yliksek olarak belirlendi. En diisiik IgE diizeyi kontrol grubu ratlarda tespit edilirken
AD ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiki anlamda 6nemli bulundu (P=0,082). SAP
tedavisi grubunda IgE konsantrasyonu kontrolden yiiksek, AD grubundan diistik olarak 6lciildii
ancak aradaki fark istatistiki olarak anlamli degildi. IL-13 diizeyi AD grubundaki ratlarda
kontrol ve SAP tedavisi uygulanan gruptan istatistiki olarak anlamli (P=0,000) diizeyde ytiksek
olarak saptandi. IL-13 diizeyi SAP grubunda AD grubundan diisiik, kontrolden ise yliksek
olarak ol¢iildii. Tedavi grubunda IL- 4 diizeyi en yiliksek AD grubunda saptandi, tedavi
grubunda IL-4 diizeyinin diisilis egilimine gectigi gdzlendi ancak bu degisiklik istatistiki agidan

anlamli bulunmad:.
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4.4.Genlerin Kantitatif Ekspresyon Diizeyleri

Atopik Dermatitin patogenezinde dnemli rol oynayan antimikrobiyel peptidlerden Defensin 1,

Defensin-2 ve katelisidin (LL-37) ile reseptorlerden Aril Hidrokarbon reseptorii (AHR) ve

lipidlerin oksidasyonundan sorumlu genleri kontrol eden Peroksizom Proliferator ile Aktive

olan reseptorlerden (PPAR) PPARa’nin ekspresyon diizeyleri belirlendi. Bu amagla Kontrol,

AD ve SAP tedavisi uygulanan ratlardan almman deri 6rneklerinden mRNA izolasyonlari

gerceklestirildi bunlardan elde edilen cDNA Orneklerinden spesifik primerler kullanilarak

Sybeer green metodu ile gen ekspresyonlar1 belirlendi. Genlerin ekspresyon diizeyleri qRT-

PCR analizinde elde edilen amplifikasyon egrileri sonucu belirlenen Ct degerleri Pfafll metodu

kullanilarak 222¢T sonuglar1 hesaplandi ve sonuglar Tablo 14’ de sunuldu.

Tablo 14. Kontrol, Atopik Dermatit (AD) ve Soguk Atmosferik Plazma (SAP) gruplarinin

LL-37, AHR, Defensin-1, Defensin 2 ve PPARa. gen ekspresyon diizeyleri (2 ~4ACD)

Parametreler Kontrol AD SAP P
(n=8) (n=8) (n=8)

LL-37 (Katelisidin | 1,41+0,39 1,45+0,50 0,49+0,10 0,131

antimikrobiyel peptid-

KAMP)

Arilhidrokarbon reseptoru | 1,63+0,432 0,30+0,09° 0,89+0,16% 0,009

(AHR)

Defensin-1 1,35+0,33 0,90+0,16 0,91+0,29 0,439

Defensin-2 1,26+0,24% 0,44+0,12° 1,0440,14% 0,012

PPARa 1,35+0,30% 2,72+0,79? 0,66+0,24° 0,029

(OrtalamaxStandart hata), ® Ayn1 satirda farkli harfler tastyan gruplar aras1 fark onemli.

AD, SAP ve kontrol grubunda LL-37 (KAMP) geninin ekspresyon diizeyleri

incelendiginde gruplar arasi istatistiki bir fark saptanamadi. AHR gen ifadelenmesinin AD

uygulanan grupta anlamli derecede azaldigi ve kontrol grubundan daha diisiik ifadelendigi
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belirlendi. SAP tedavi grubu ile kontrol grubu AHR ifadelenmesi arasinda fark bulundu.
Defensin-1 geninin gruplar arasi ifadelenme diizeyleri arasinda fark bulunamadi. Defensin-2
gen ekspresyonu ise AD grubunda kontrol ve SAP tedavi grubundan diisiik belirlendi. SAP
grubu ve AD grubu arasinda gen ekspresyonlari arasinda da fark belirlendi. PPARa geninde
ise SAP tedavi grubunda diger gruplaradan diisiik ifadelendigi belirlendi. AD grubu PPARa

gen ekspresyonunun diger gruplardan yiiksek oldugu goriildii.

Atopik dermatit olusturulan, Plazma tedavisi yapilan ve kontrol grubu ratlarda LL-
37(CAMP), AHR, Defensin-1, Defensin-2, PPARa ve GAPDH genlerinin ekspresyon
degisimleri sirastyla Sekil 8, 9, 10, 11, 12, 13” de verildi.

Amplification Plot

50,000
00,000
50,000

°
50,000

Sekil 8. LL-37 (KAMP) geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen

amplifikasyon egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal

bulunmaktadir).

Amplification Plot

Sekil 9. AHR geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen amplifikasyon

egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal bulunmaktadir).
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Amplification Plot

Sekil 10. Defensin 1 geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen

amplifikasyon egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal

bulunmaktadir).
Amplification Plot
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Sekil 11. Defensin2 geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen
amplifikasyon egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal

bulunmaktadir).

Amplification Plot

Sekil 12. PPARa geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen
amplifikasyon egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal

bulunmaktadir).
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Amplification Plot

Sekil 13. GAPDH geninin gruplarda kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen
amplifikasyon egrileri (Yatay eksende Ct degerleri, dikey eksende floresan sinyal

bulunmaktadir).

Melting Point Analizleri

Yapilan qRT-PCR analizlerinde hedeflenen gen bolgelerinin her 6rnekte ayni gen
bolgesinden c¢ogaltilip cogaltilmadiklari, primer dimerlerinin olusup olusmadigi ve Ct
degerlerinin hedeflenen bolgeye ait olup olmadiklarinin anlagilabilmesi amaciyla melting point

analizi yapildi ve sonuglar1 Sekil 14’te sunuldu.
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Sekil 14. Real time PCR analizinde mRNA ekspresyonlarinin safliginin belirlenmesinde
kullanilan melting point (Tm)grafikleri. A: LL-37 (CAMP) geni; B: AHR geni; C: Defensin-1
geni; D: Defensin-2 geni; E: PPARa geni; F: GAPDH geni (referans gen).
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Melting point analizinde elde edilen goriintiiler sayesinde piklerin aymi yerlerde
olustugu belirlendi. Boylece hedeflenen gen bdlgelerinin ¢ogaltildigi ve primer dimeri
olusmadig1 ortaya konmus oldu. Pik seviyelerindeki farkliliklar ise gruplardaki hayvanlarin
ekspresyon diizeylerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Bu grafiklerden de kullanilan
primerlerle genler ¢ogaltilabilmis ve herhangi bir girisim sekillenmedigi anlasildi. Bu analiz
sonucunda elde edilen veriler 1s183inda Ct degerlerinin  ekspresyon diizeylerinin

hesaplanmasinda giivenilir olduklar1 gosterildi.
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S.TARTISMA

Bu calisma, hem insanlarda hem de hayvanlarda belli bir donemi kapsamaksizin ¢ok
yaygin ve ¢Oziimsiiz bir deri hastalifi olan AD’de, son yillarda bir¢cok deri hastaligi, yara
tedavisi ve komplike enfeksiyonlarda kullanilmaya baslanan soguk atmosferik plazmadan
yararlanarak hastaligin patogenezinde rol oynayan g¢esitli molekiiler biyobelirteclerin
diizeylerinin belirlenmesine ve tedavi siirecinin molekiiler diizeyde nasil etkisi oldugunu

anlamaya odaklanmaktadir.

Atopik dermatit, kasintiyla karakterize tekrarlayan, kronik, enfeksiy6z olmayan
inflamatuar bir dermatozdur. Klinik tablo, hastanin yasina ve ¢esitli cilt kuruluk derecelerine
bagli olarak eritem, papiiller, belirli bir yerde eksiidatif lezyonlar gibi egzama benzeri
dokiintiileri ve ¢esitli cilt kuruluk derecelerini icerir. Hastaligin uzun vadeli seyri nedeniyle
kronik veya tekrarlayan iltihaplanma, kasinti, cilt kalinlasmasina ve likenifikasyona neden
olur. Patofizyolojisi karmasik ve ¢ok faktorlii olan AD’de genetik bozukluklar, epidermal
bariyerdeki bir kusur, degismis bir bagisiklik tepkisi ve derinin mikrobiyal dengesinin
bozulmast bulunur. Genetik diizeydeki sayisiz karmasik degisiklik ile dogustan ve adaptif
bagisiklik, AD’nin ¢esitli fenotiplerini ve endotiplerini karakterize etmenin temelini olusturur.
Hastaligin tedavisinde kullanilan yontemlerin c¢ogu patogenezde rol oynayan belirli

molekiillerin etkisine dayandirilir (Sroka-Tomaszewska ve Trzeciak, 2021).

Plazma, katilar, sivilar ve gazlardan farkli 6zellikler gosteren maddenin dordiincii
halidir. Gaz, radyo frekansi, mikrodalga frekanslari, yliksek voltajl alternatif akim veya dogru
akim (DC) ile iyonize edildiginde iiretilebilir. Plazmanin elektron sicakligina (Te) gore, yiiksek
sicaklik plazmasi (109 K'ye kadar) ve diisiik sicaklik plazmasi (<104 K) olarak ayrilabilir.
Diisiik sicaklik plazmasi kismen iyonize bir durumdadir (iyonizasyon derecesi 10—7~10—4),
bu nedenle kismen iyonize plazma olarak adlandirilabilir ve elektron sicakligi nispeten
diistikttir (Bai ve digerleri, 2023). Son yillarda, plazma biyoloji ve tip alaninda biiyiik ilgi
gormiistiir. Plazmanin insan dokulariyla daha iyi ve daha dogrudan temas kurmasini ve bir dizi
biyomedikal etki liretmesini saglamak icin, ortaya ¢ikan SAP teknolojisi hizla gelismis ve

boylece yeni bir disiplinlerarasi alan olan “plazma tibb1” tiiretilmistir (Bai ve digerleri, 2023).

Plazma, ¢esitli tibbi alanlarda uygulanma potansiyeli olan bir teknoloji olarak, doku
¢ikarma, yakma veya tibbi aletlerin sterilizasyonunda kullanilmgtir. Ozellikle, SAP olarak da
bilinen termal olmayan atmosferik plazma, insan viicuduyla dogrudan temas etme olasilig1

nedeniyle ilgi géormektedir. Bu baglamda, SAP, herhangi bir 6zel ekstra sogutma olmaksizin

75



diisiik sicakliklarda 1siya duyarli hedefleme uygulamalarina izin verir. Yukarida belirtildigi
gibi, SAP, gecici elektrik alanlar1 veya UV radyasyonu ile kombinasyon halinde reaktif oksijen
tiirleri veya azot oksijen tiirleri de dahil olmak iizere serbest radikallerin iiretilmesi yoluyla
dezenfekte edici ve agartici olarak farkli tibbi amaclara hizmet eder. Son ¢alismalar, SAP'nin
iltihab1 ve oksidatif stresi azaltarak yara iyilesme siirecini destekledigini giincellemistir.
Anjiyogenezi tesvik etme, proliferasyonu, doku oksijenasyonunu ve keratinositler ile
fibroblastlarin gociinii tegvik etmedeki potansiyel rolleri de belgelenmistir (Kim ve digerleri,

2021).

SAP, cok sayida reaktif molekiil, elektrik alani, ultraviyole (UV) radyasyonu ve 1s1
esliginde uyarilmis tiirler yaymasi nedeniyle dermatoloji tedavisinin uygulanmasinda biiyiik

bir potansiyele ve genis beklentilere sahiptir (Bai ve digerleri, 2023).

Atopik dermatit tedavisinde SAP’in potansiyelini ve AD patogenezindeki
biyobelirtegleri klinik 6ncesi asamada incelemek i¢in uygun bir hayvan modeli gerekmektedir.
Ratlarda olusturulacak bir AD modelinde AD benzeri semptomlarin tutarli bir sekilde ortaya
cikmasi, AD hastalig1 patogenezinin incelenmesi i¢in faydalidir. Bu ¢aligmada tercih ettigimiz
neonatal kapsaisin uygulanmasiyla elde edilen AD modeli, DNCB tedavi modeli ve epikutandz
duyarlilik modeli gibi diger AD modellerden daha basit bir prosediire dayanir. Prosediiriin
prensibi, yenidogan ratlara 12 ila 48 saat arasinda boyunlariin orta hattindan deri alt1 yolla
kapsaisin sollisyonunu (10 uL/g) enjekte edilmesi ve uygulamadan 6 hafta sonra ratlarda AD
benzeri lezyonlarin goriilmesi seklindedir. Kapsaisin soliisyonu 5 mg/mL kapsaisin olacak
sekilde, 15 mL konik tiipte 1 mL Tween 80 ve 1 mL %100 etanole 50 mg kapsaisin ilave
edilmesi ve 8 mL fizyolojik tuzlu su eklenmesiyle elde edilir. Iyice calkalanarak katmanlar

olugsmayacak hale getirilir.

Bu calismada yeni dogan ratlarin kapsaisin enjeksiyonu nedeniyle solunum durmasini
onlemek adina uygulama oksijen kabininde ve yenidogan ratlarin solunumunu uyarict masajla
beraber yapildi ve ratlarin solunumlarinin tamamen normal olduguna ve baskilanmadigina
emin olunana kadar ratlar oksijen kabininde tutuldu. Genel anestezi uygulamasi solunum
depresyonunu tetikleyebileceginden enjeksiyonlar herhangi bir anestezi uygulamasi olmadan
gerceklestirildi. Bu modelde kritik nokta, enjeksiyonun tam olarak ratlarin dogumundan
sonraki 12-48 saat araliginda uygulanmasidir. Birka¢ giinden fazla gecikilirse, dermatit
gelismeyebilir ya da enjeksiyon ¢ok erken yapilirsa, siddetli agri1 nedeniyle siddetli solunum

depresyonu riski artar (Han ve digerleri, 2017). Calismamizda kaspaisin uygulamalarindan 7
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hafta sonrasinda lezyonlar belirgin olarak goériilmeye baslandi1 ve sonrasinda gruplara ayirip
SAP uygulanacak grubun uygulamalarini tamamlandi. Tiim hayvanlara lezyonlu bélgelere 1
hafta boyunca giin asir1 SAP uygulamasi gergeklestirildi. Uygulamalar tamamlandiktan sonra

kan ve doku 6rnekleri alindi.

SAP grubundaki uygulamalar sirasinda her bir rat i¢in her uygulama Oncesinde
Dermatit Siddet Skoru (DSS) belirlenmistir. AD'min siddeti, eritem/kanama, O6dem,
pullanma/kuruluk ve ekskoriasyon/erozyon derecesinden olusan DSS ii¢ bagimsiz arastirmaci
tarafindan degerlendirildi. Analiz i¢in ortalama toplam DSS puanlari kullanildi. Kontrol
grubundaki (AD olmayan) grupta DSS, 0 plazma tedavisi olmadan AD olusturulan yapildig:
AD grubunda 6,87 ve soguk atmosferik plazma ile atopik dermatitin tedavi edildigi (SAP)
grubunda ise 4,83 olarak bulunan ortalama DSS skorlarinin SAP grubunda azaldigi goriildii.

Bu sonuca bagli olarak SAP tedavisinini AD siddetini azaltmada olumlu etkisi oldugu

belirlendi.

Buna ek olarak alinan doku 6rneklerinde yapilan histopatolojik incelemelerde ii¢ grupta
da keratin artig1, epitelde spongioz dejenerasyon, kil follikiillerinde atrofi, retelerde derinlesme
ve eozinofil 16kosit skorlar1 analiz edildi. AD grubunda bahsedilen parametrelerde artig
meydana gelirken, SAP grubunda bu parametrelerde kontrol grubuna yakin bulgular elde

edilmis ve SAP’nin AD’teki olumlu etkisi histopatolojik olarak da ortaya konmus oldu.

Atopik dermatitin patogenezinde IgE, IL-13 ve IL-4 de Onemli dlc¢lide rol

oynamaktadir.

AD genellikle Th2 aracili bir hastalik olarak kabul edilir. AD patogenezinin "disaridan
iceriye" teorisine uygun olarak, degismis bir epidermal bariyer baglaminda antijenler,
epidermal Langerhans hiicreleri ve inflamatuar epidermal dendritik hiicreler gibi epidermal
antijen sunum hiicreleriyle (APC'ler) karsilasir ve bu da olgunlagmalarina ve Th-2 hiicre aracili
inflamasyona yol agar. APC'ler ayrica, AD'ye yol acan patojenik mekanizmalarin bir pargast
olarak IgE aracili duyarliliklar1 indiikleyen IgE i¢in trimerik yiiksek afiniteli reseptorler tasir.
Epidermal bariyer disfonksiyonunun siddetlenmesi; B hiicrelerinde IgE antikor iiretimini
diizenler, duyusal ndronlar iizerinde dogrudan etki ederek kasintiy1 tesvik eder. IL-4 ve IL-
13"in B hiicrelerinde IgE antikor iiretimini diizenlemenin disinda, kasintiy1 tesvik etmek i¢in
dogrudan kasinti duyusal noronlar iizerinde etki ettigi bildirilmistir. Akut fazda, Th2

lenfositleri, keratinositlerde FLG seviyelerini asagi diizenleyen ve epidermal bariyer
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disfonksiyonunu siddetlendiren IL-4 ve IL-13 gibi tip-2 sitokinlerin salgilanmasiyla giiclii

inflamatuar yanitlar olusturur (Fania ve digerleri, 2022).

Bu c¢alisma sonucu aldigimiz kan 6rneklerinden yaptigimiz Elisa testleri sonucunda AD
grubu ratlarin ortalama IgE diizeyleri kontrol ve SAP grubundan yiiksek olarak belirlendi. IL-
13 diizeyi AD grubundaki ratlarda SAP tedavisi uygulanan gruptan istatistiki olarak anlamli
(P=0,029) diizeyde yliksek olarak saptanirken IL- 4 diizeyi en yiiksek AD grubunda saptandi,
tedavi grubunda ise IL-4 diizeyinin diisiis egilimine gectigi gézlendi. Han ve digerlerinin
(2017) yaptig1 ¢alismada da kaspaisinle olusturulmus AD modelinde IL-4 ve IL-13 mRNA
ekspresyonlarinin yaptigimiz calismadakine benzer sekilde artisa gectigi goriilmektedir.
Calisma bulgularimizdaki IL-4 ve IL-13 teki diisiis e8iliminin, SAP uygulamasiyla beraber
diizelme gosteren epidermal bariyer ve buna bagl olarak epidermal bariyer gecirgenliginin
azalmasiyla giris yapan antijenlerin ekarte edilmesi ile IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin
salgilanmasinin azalmasindan kaynakli olabilecegi ve bu dogrultuda da IgE iiretiminin de

oniine gecilmis olabilecegi diistiniilmektedir.

AD patogenezinde antimikrobiyel peptidlerden Defensin 1, Defensin-2 ve katelisidin
(LL-37) ile reseptorlerden Aril Hidrokarbon reseptorii (AHR) ve lipidlerin oksidasyonundan
sorumlu genleri kontrol eden Peroksizom Proliferator ile Aktive olan reseptorlerden (PPAR)
PPARa’nin ekspresyon diizeyleri de 6nemli rol oynayan faktorlerdendir. Bir dizi endojen
antimikrobiyal peptidin dogustan gelen bagisiklikta ayrilmaz bir rol oynadigi
gosterilmistir. Memeli derisindeki iki ana peptid sinifi, B-Defensinler ve katelisidinler,
bakteriyel, fungal ve viral patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Deride
keratinositler tarafindan iiretilir. insan p-Defensin 1 (HBD-1) gibi bu peptidlerden bazilarinin
ekspresyonu yapisaldir, oysa insan f-Defensin 2 (HBD-2) ve bir katelisidin olan LL-37 dahil
olmak tizere digerlerinin ekspresyonu, cildin yaralanmasi veya iltihaplanmasiyla
tetiklenir. Hayvan  modelleri,  antimikrobiyal  peptitlerin = ekspresyonunun  veya
aktivasyonunun, cildin bakteriyel enfeksiyona direnme yetenegi icin gerekli oldugunu

gostermistir (Ong ve digerleri, 2002).

AD’li hastalardan alinan iltihapli deri lezyonlarinin, sedef hastalarinin deri lezyonlarina
gore anlamli derecede daha diisiik Defensin-2 ve katelisidin (LL-37) konsantrasyonlarina sahip
oldugu goriilmiistiir. AD’li ciltte bol miktarda bulunan IL-4 ve IL-13"in inhibitér etkileri bu
bulgudan sorumlu olabilir. Ayrica, AD’li hastalarda diisik HBD-2 ve LL-37

konsantrasyonlar1 S. aureus'u 6ldiirememistir. Bu nedenle, enflamasyonla indiiklenen
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antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonundaki bir eksiklik, AD’li hastalarin  deri
enfeksiyonlarina duyarliligini agiklayabilir (Ong ve digerleri, 2002).

Yaptigimiz calismada elde ettigimiz bulgularda LL-37 ve Defensin-1 ekspresyon
seviyelerinde istatistiki acidan anlamli bir farklilik belirlenmedi. Defensin-1 ekspresyonu AD
ve SAP grubunda kontrol grubundan daha diisiikk oldugu gozlendi. LL-37 ekspresyon
diizeylerinin ise SAP tedavi grubunda diislise gectigi belirlendi. AD gibi inflamatuvar deri
hastaliklarinda LL-37 cilt bariyerinin diizelmesi ve mikroorganizmalara karsi savunmada
onemli gorevlere sahiptir. Bu calismada SAP tedavisi AD’li deride yangiy1 hafifletici etkiler
gostermistir. Bu etki hem makroskobik, hem histopatolojik hemde IgE, IL-13 ve IL-4
diizeylerinden ortaya ¢cikmistir. SAP tedavi grubunda LL-37 ekspresyonunda ortaya c¢ikan
diisiisiin nedeninin de SAP tedavisiyle yangisal silirecin azalmasi ve derideki bakteriyel ytikiin

azalmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniildii.

Defensinler viicudun dogal bagisiklik yanitinin 6nemli bir parcasidir ve AD’de
Defensin-2 6nemli bir antimikrobiyel peptid olarak rol oynar. AD’li bireylerde cilt bariyerinin
bozulmast ve inflamatorik yanitin artmasi nedeniyle Defensin-2 ve diger AMP’lerin
ekspresyonlarinda degisiklikler goriiliir. Buda derinin enfeksiyonlara karsi1 daha duyarl hale
gelmesine ve patojenik bakterilerin asir1 artisina neden olabilir (Ong ve ark, 2002). Yaptigimiz
calismada da AD grubu Defensin-2 ekspresyonunun kontrol grubundan énemli diizeyde diistik
oldugu ancak SAP tedavisi ile diizeyin tekrar yiikseldigi belirlendi. SAP tedavisi Defensin-2
ekspresyonunu yukar1 yonde diizende diizenleyerek AD siirecinde eksikligi ortaya c¢ikan bu
antimikrobiyel peptidin diizeyinin artisina neden olarak iyilesmeye yardimci olabilecegi
kanisina varildi. Bu sonucun hastaligin tedavisini yiiriitlirken antimikrobiyel peptidleri
hedefleyen tedavi stratejileri arasina SAP uygulamalarinin da eklenebilecegi diislincesini

ortaya koydu.

Cevresel toksinler, dioksinler, poliklorlu bifeniller gibi kimyasal maddelere yanit veren
AHR, bu kimyasallarin algilanmasimma ve bunlara karsi tepki verilmesine olanak saglar.
Bagisiklik sistemi, hiicresel gelisim ve homeostaz gibi siire¢lerde de rol oynayan AHR, immun
yanitlarin diizenlenmesinde de gorev alir. Ayn1 zamanda hiicre biiylimesi ve farklilagsmasinda
gorev alan AHR’nin, bazi kanser tiirlerinde ekspresyonunun arttigi ve bununda kanser
gelisimine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Mingazhi ve digerleri, 2021). AHR, cilt
bariyer fonksiyonunun korunmasina katkida bulunan fillagrin ve lorikrin gibi cilt bariyer

proteinlerinin iiretimini arttirir. Bu proteinler bariyeri giiclendirerek nem kaybini 6nler. AD’li
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hastalarda AHR ekspresyonundaki azalma cilt bariyerinin bozulmasi nem kaybina ve derinin
daha kuru ve hassas olmasina neden olabilir. AD hastalarmin cildinde ksenobiyotik
metabolizmanin tetiklenmesiyle tutarli olarak, AD derisinde indiiklenen birka¢ anahtar genden
birisi de AHR hedef genleridir. Atopik cilt, bozulmus bir bariyer islevi, iltihaplanma ve
disbiyoz ile karakterizedir. AHR keratinositler, fibroblastlar gibi deri bariyerinin 6nemli
bilesenleri tarafindan ifade edilmektedir ve yaptigimiz calismada da AD grubunda
keratinositler vb. hiicreler zarar gordiigli icin AHR asag: regiile edilmis ve ekspresyonunda
azalim gostermistir. AD’li grupta gozlenen AHR ekspresyonundaki azalma hem derinin
bariyerinin bozulmasina hem de Th2 hiicre odakli bagisiklik yanitinin degismesine ve buna
bagl olarak inflamasyonun artmasina neden olabilir. Dolayisiyla AHR aktivasyonunun artisi
ve bunu hedefleyen tedaviler AD semptomlarinin azalmasina yardime1 olabilir. Bu ¢alismada
da SAP tedavisi uygulanan grupta kontrol grubundaki ekspresyon seviyesine dogru artis
gostermesi, SAP’ 1n deri bariyerini onarirken keratinositleri de diizenlemesi ve buna baglh
olarak AHR seviyelerinin normale yaklagsmasini saglamis olabilir. AD’de AHR i¢in yapilmis
olan ¢esitli immiinohistolojik ve g-Real time PCR ¢aligmalar1 bulunmaktadir. Hong ve digerleri
(2016), saglikli deri ile karsilastirildiginda AD’li, deride AHR artmis ekspresyonunu
gostermistir. Ancak, Kim ve digerleri (2021), lezyonlu AD derisinde AHR ekspresyonunun
azaldigim1 gostermistir. Yu ve digerleri (2019) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alisma,
Th2'den sapmisg ortamin cilt mikrobiyotas1 endojen AHR ligandinin iiretimini azaltma
olasiligimi gostermistir. Bu bulgular toplu olarak, cogu AD'de AHR ligantlariin yoksun
oldugunu diisiindiirmektedir. Dolayisiyla AHR expresyonunun azaldigini; bunu uyaran
durumlarin AHR/ARNT/FLG eksenini uygun sekilde aktive ederek AD tedavisinde faydali
olabiliecegini sdylenebilir (Frue ve digerleri, 2019). AD’de AHR nin rolii diisiiniildiiglinde ve
bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak SAP uygulamalarin cilt bariyerini
diizelttigi ve AHR ekspresyonunu olumlu etkiledigi ve AD’nin semptomlarin

tyilestirilmesine katkida bulunacagi sdylenebilir.

Peroksisom proliferator-aktiflestirilmis reseptorler (PPAR'lar), niikleer reseptdr siiper
ailesine ait olan ii¢ ligand-indiiklenebilir transkripsiyon faktoriiniin tiyeleridir. PPAR'lar, glikoz
ve lipidin metabolik homeostazisi, adipogenez ve inflamasyonla ilgili ¢esitli genlerin
ekspresyonunu diizenlemede 6nemli bir rol oynar (Minzaghi ve digerleri, 2019). Bu calismada
PPAR- a ekspresyon diizeyi SAP tedavisi uygulanan grupta AD grubuna gore anlamli derecede
diisiik olarak bulunmustur. PPAR-a lipid metabolizmasini ve inflamasyonu diizenleyen bir

niikleer reseptordiir ve cildin bariyer fonksiyonunda onemli gorevi vardir. Bu ¢alismada
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Kontrol ve AD grubu karsilastirildiginda istatistiki onemde bir fark belirlenememisken, SAP
uygulamalarinin PPAR-o diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Daha
once yapilmis c¢alismalarda PPARa ekspresyonu azalmasinin keratinositlerde ve bagisiklik
hiicrelerinde ¢esitli inflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonlarini tegvik edici etkisi oldugu ve
T hiicre geniglemesini bozarak proinflamatuvar oldugu gosterilmistir (Mingazhi ve digerleri,
2019). Bu nedenle, SAP tedavisi uygulanan grupta ortaya ¢ikan PPAR-o asag1 diizenlemesi,
KC'lere etki eden hasardan kaynaklanabilir, ancak daha sonra KC proliferasyonunu ve
epidermal bariyer iyilesmesinde rol oynayan inflamatuar mediyatorlerin  salinimin
destekleyerek doku rejenerasyonunu tesvik edebilir. Bu ¢aligmada ortaya ¢ikan SAP tedavisi
ile ekspresyon azalmasi uygulanan tedavinin hastaligin seyrini diizeltilmesinde destek

olabilecegi diisiincesini ortaya koymustur.
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6.SONUC VE ONERILER

Soguk atmosferik plazma tedavi uygulamalarinin ¢esitli deri hastaliklar1 ve AD’de
kullanim1 giin gegtikge artmaktadir. Bu konuyla ilgili sanirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
tedavi uygulamalarinin, AD’in patogenezinde gecerli c¢esitli molekiiler mekanizmalar
iizerinden degerlendirildigi calismalara ¢ok fazla rastlanmamaktadir. Bu kapsamda hem insan
hem veteriner hekimliginde sik rastlanilan kronik bir deri problemi olan AD nin tedavisinde
SAP uygulamalar1 kullanilmasi1 ve tedavi etkinliginin AD’nin patogenezinde gorevli ¢esitli

belirtecler kullanilarak degerlendirilmesi amaglandi.

Bu calismadan elde edilen verilere gore SAP tedavisi, deneysel olusturulan AD
modelinde ratlarda IgE, IL-13 ve IL-4 diizeylerinde degisiklige neden oldu. Ayni1 zamanda
diizelme hem makroskobik, hem de mikroskobik olarak dogrulandi. Bu baglamda segilen
deneysel model ¢alismanin amacina uygun sekilde kullanilmis oldu. SAP tedavisinin ardindan
hem biyokimyasal hem de histopatolojik olarak iyilesmenin gosterilmis olmasi SAP

uygulanmasinin AD tedavisinde etkinligini ortaya koydu.

Deneysel AD olusturulan deneme, SAP tedavi ve kontrol gruplarinda deri 6rneklerinde
yapilan mRNA izolasyonu ve arkasindan gerceklestirilen qRtPCR caligmalar1 sonucunda
onemli antimikrobiyel peptidlerden Defensin-1, Defensin-2 ve katelisidin (CAMP, LL-37);
reseptorlerden Aril hidrokarbon reseptorii ve lipid oksidasyonundan sorumlu genleri kontrol
eden Peroksizom proliferatif aktive edici faktor (PPARa) nin ekspresyon diizeylerine bakildi.
AD patogenezinde 6nemli rol oynayan bu genlerin SAP tedavisiyle degisimlerinin incelendigi
bir calismaya rastlanmadi. Dolayisiyla bu ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgulara gore
plazma tedavisinin molekiiler diizeyde etkileri oldugu gozlendi. Bu kapsamda SAP
uygulamasinin antimikrobiyel peptidlerin ekspresyonlarinda goriilen degisikliklere neden
olarak AD tedavisine yardimci olabilecegi ongoriildii. AHR ekspresyon diizeylerinin AD
modellerinde arttigini ve azaldigini bildiren ¢aligsmalar bulunsa da bizim ¢alismamizda AD
grubunda yiikseldigi ve tedaviyle ekspresyonun azaldigi gozlendi. SAP tedavisinin deri
bariyeri ve keratonisitler iizerinde iyilestirici etkisinin AHR ekspresyonunda da gozlendigi
seklinde yorumlandi. PPAR-a ekspresyonunda AD grubunda artan ekspresyonun SAP
grubunda tekrar azaldigi ve normal diizeye geldigi belirlendi. AD etkisiyle lipid
peroksidasyonundan sorumlu bir gen olan PPAR-a, diger ¢alismalardakinin aksine azalma

gostermedi. Once istatistiki dnemde olmayan bir artis sonrasinda anlamli bir azalma gosterdi
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ki bu azalmanin diizeyi de kontrol grubu ile farkli degildi. Dolayisiyla bu gen ekspresyonu

iizerinde SAP’1n etkisiyle ilgili daha detayli ¢alismalar yapilmasi kanisina varildi.

Hem insan hem de veteriner hekimliginde dermatolojik olarak sik rastlanilan
problemlerden bir olan AD kronik ve rahatsizlik veren patolojik bir durumdur. AD tedavisinde
siirecin yonetilmesi ve hasta konforu 6n plandadir. invaziv olmayan, zararli etkileri
goriilmeyen, uygulamasi kolay ve yeni gelismis bir teknoloji olan SAP tedavileri giderek artan
bir ilgiyle kullanilmaktadir. Ayrica bu konuyla ilgili caligmalar da hizla stirmektedir.
Dolayistyla bu calisma hem tedavinin etkinliginin gosterilmesi hem molekiiler diizeyde AD
patogeneziyle ilgili genleri ekspresyonlarina odaklanmasi yonleriyle hem bilimsel anlamda
yapilacak calismalara referans olma degerinde hem de klinik uygulamalarda destek tedavisi

olarak onerilme potansiyelindedir.
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