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Atopik dermatit (AD), cocuklarda daha sik goriilmekle birlikte her yastan insani
etkileyen en yaygin inflamatuvar deri hastaligidir. Cilt kurulugu, kasint1 ve kizariklikla
karakterize olan AD, deri bariyer fonksiyon bozuklugu ve immiin sistemin asir1
aktivasyonu ile tanimlanmaktadir. AD patogenezinde siklikla tip-2 immiin cevap

mekanizmasi gozlenmektedir.

Hastalikla iligkili sigara ve hava kirliligi gibi etkenlerin yani sira, kiregli su ile
karsilasmanin da deri bariyer biitiinliigiinii bozarak, AD siddetinde etkili oldugu
bulunmustur. Igerigindeki yiiksek kalsiyum ve magnezyum iyonlariyla, normal sulara
gore daha alkalidir (pH>8.5) ve derinin fizyolojik pH seviyesinin (pH:4.5-5.3)
arttirmaktadir. Derideki proteaz gruplarindan olan kallikrein-iliskili peptidazlar (KLK)
saglikli bir deride yaslanan derinin dokiilmesinde rol oynarken yiiksek pH
seviyelerinde ise artan proteolitik aktiviteleri sonucunda derinin gegirgenliginin
artmasma ve alerjenlere karsi savunmasiz kalmasina neden olmaktadirlar. pH
degisikligine bagli aktivitesi artan KLK-5 ve -7°nin, deride epitel hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorlerden TLR-2 veya PAR-2 araciligiyla inflamasyona neden olduklari
bulunmustur. Hiicre disina salinan KLK’larin, anti-mikrobiyal peptit olan LL-37yi
aktiflestirirken, inflamatuvar hiicrelerde ise reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artigina

neden oldugu bilinmektedir.



Tez ¢alismas1 kapsaminda kiregli su ile gerceklesen pH ve iyon degisiminin KLK-5
ve -7 ile LL-37 iizerindeki etkisi hem AD durumunda (AD(+)) hem de AD olmayan
(AD(-)) durumdaki farklilastirilmis keratinositlerde gen (ger¢ek zamanli PZR) ve
protein (ELISA) diizeyinde arastirilmistir. Keratinositlerde, TLR-2 ve PAR-2
blokanlar1 kullanilarak KLK’larin epitel hiicrede hangi reseptor/reseptorler
tizerinden etkili oldugu incelenmistir. Yapilan keratinosit-eozinofil ko-kiiltiir modeli
ile kiregli su ile uyarilan epitel hiicreden salman KLK’larin ve LL-37’nin
eozinofillerde ROT {iretimindeki rolii gergcek-zamanli PZR deneyi araciligiyla
arastirilmistir. HaCaT hiicrelerinin hem tek basina oldugu hem de Eol-1 hiicre hatti
ile ko-kiiltire alindiktan sonra gergeklestirilen uyarimlar sonucu HaCaT
hiicrelerinden iiretilen KLK-5 seviyesi ELISA yontemi ile KLK-7 ve LL-37 gen
ifadeleri ise ger¢ek-zamanli PZR deneyi ile tayin edilmistir. Gergeklestirilen ELISA
ve gergek-zamanli PZR deneyleri sonucunda KLK-5 seviyesi 12 saat ve 24 saatlik
uyarimlarda 180 ve 200 mg/L CaCOs ile o6zellikle AD(-) kosullarinda artis
gosterirken, bu artis C29 ve SsnB blokanlariin varligiyla tersine c¢evrilmis veya
engellenmistir. Bu sonuglarin  yaninda, KLK-5 seviyesi AD(+) kosullarda
degiskenlik gostermis, bazi kosullarda CaCOs uyarimiyla azalirken C29 ve SsnB
blokanlarinin  kullanildigi her iki CaCOs konsantrasyonunda da artmis tespit
edilmistir. KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri ise 12 saatlik AD(-) uyarim kosulunda
CaCoO:s ile azalmis, ancak C29 blokani bu etkiyi tersine ¢evirerek gen ifadelerini
onemli Ol¢iide artirmistir. Buna karsilik, AD(+) kosulda, KLK-7 ifadesi 200 mg/L
CaCoOs ile yiikselmis, C29 ile diigmiis, ancak SsnB ile tekrar yiikselmistir. LL-37
ifadesi ise tiim kosullarda artis gdstermistir. 24 saatlik AD(-) deney diizeneginde,
KLK-7 ifadesi tiim kosullarda artis gostermistir. LL-37 ifadesi de CaCOs ve C29 ile
artmigtir. Bununla birlikte, AD(+) kosullarda KLK-7 ifadesi 200 mg/L CaCOs ile 32

katlik bir artig gosterirken bu artis ortama blokanlarin eklenmesiyle hafiflemistir.

Eol-1 hiicre hattindan izole edilen RNA’lar ile yapilan ROS gen profillerinin
incelendigi deneyde SOD1 ve ApoE gibi AD hastaliginda biyobelirte¢ olarak da
kullanilan genlerin ifadelerinde 180 mg/L CaCOs ile karsilasilmasi sonucu artis tespit
edilirken, kalsiyum karbonatin etkisi TLR-2 reseptor blokanlarinin varligiyla tersine
cevrilmistir. Elde edilen bu sonuca ragmen SsnB blokaninin varligiyla geriye kalan
oksidatif stres genlerinin ifadesi ile AD-modelden bagimsiz olarak hem 12 hem de

24 saatlik uyarimlar sonucu yiikselmistir.



Gergeklestirilen tiim deneyler sonucunda 2 farkli konsantrasyonda CaCOs ile
uyarilan HaCaT hiicre hattinda AD durumundan bagimsiz bir sekilde KLK-5, KLK-
7 ve LL-37 hem gen (ger¢ek-zamanli PZR) hem de protein (ELISA) seviyelerinde
12 ve 24 saatte belirli kosullarda artig gozlenmistir. CaCOs uyarimlarinin yani sira
TLR-2 reseptor blokani olarak kullanilan inhibitorlerin ortamda bulunmastyla ilgili
genlerin hem ifadesinde hem de protein diizeylerinde artis tespit edilmistir. TLR-2
reseptor blokanlariyla elde edilen bu sonuglar CaCOs’{in HaCaT hiicreleri tizerindeki
etkisinin TLR-2 reseptorii yerine baska reseptor iizerinden gidebilecegi ve kullanilan
reseptor blokanlariin da HaCaT hiicrelerinde farkli hiicresel yolaklar etkileyerek
KLK-5, KLK-7 ve LL-37’nin gen ve protein diizeyinde daha yliksek seyretmesine

neden olabilecegi gdzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Atopik dermatit, Eozinofil, Kallikrein-iliskili peptidaz (KLK),

Keratinosit, Kireg¢li su, Toll-benzeri reseptorler
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Atopic dermatitis (AD) is the most common inflammatory skin disease affecting
people of all ages, although it is more common in children. AD, which is characterized
by skin dryness, itching and redness, is defined by skin barrier dysfunction and
overactivation of the immune system. Type-2 immune response mechanism is

frequently observed in the pathogenesis of AD.

In addition to factors such as smoking and air pollution associated with the disease,
exposure to chalky water has been found to affect the severity of AD by disrupting the
integrity of the skin barrier. With its high calcium and magnesium ions, it is more
alkaline (pH>8.5) than normal water and increases the physiological pH level of the
skin (pH:4.5-5.3). While kallikrein-related peptidases (KLK), one of the protease
groups in the skin, play a role in the shedding of aging skin in a healthy skin, at high
pH levels, as a result of their increased proteolytic activity, they increase the
permeability of the skin and make it vulnerable to allergens. It has been found that
KLK-5 and -7, whose activity increases due to pH change, cause inflammation through
the receptors TLR-2 or PAR-2 located on the epithelial cell surface of the skin. It is
known that KLKs released out of the cell activate the anti-microbial peptide LL-37

and cause an increase in reactive oxygen species (ROS) in inflammatory cells.

Within the scope of the thesis, the effects of pH and ion exchange with calcareous
water on KLK-5, KLK-7 and LL-37 were investigated at gene (real-time PCR) and
iv



protein (ELISA) levels in differentiated keratinocytes in both AD and non-AD states.
In keratinocytes, TLR-2 and PAR-2 blockers were used to investigate which receptor
KLKs are more effective on epithelial cells. With the keratinocyte-eosinophil co-
culture model, the role of KLKs and LL-37 released from epithelial cells stimulated

with lime water in ROS production in eosinophils was investigated.

Within the scope of the thesis, the effects of pH and ion exchange with lime water on
KLK-5 and -7 and LL-37 were investigated at gene (real-time PCR) and protein
(ELISA) levels in differentiated keratinocytes in both AD (AD(+)) and non-AD (AD(-
)) states. In keratinocytes, TLR-2 and PAR-2 blockers were used to examine the
receptor(s) through which KLKs act on epithelial cells. With the keratinocyte-
eosinophil co-culture model, the role of KLKs and LL-37 released from the epithelial
cell stimulated with lime water and the role of LL-37 in ROS production in eosinophils
was investigated by real-time PCR assay. The level of KLK-5 produced from HaCaT
cells as a result of stimulation of HaCaT cells both alone and after co-culturing with
Eol-1 cell line was determined by ELISA method and KLK-7 and LL-37 gene
expressions were determined by real-time PCR assay. As a result of ELISA and real-
time PCR experiments, KLK-5 level increased in 12 h and 24 h stimulation with 180
and 200 mg/L CaCOs, especially in AD(-) conditions, and this increase was reversed
or prevented by the presence of C29 and SsnB blockers. In addition to these results,
KLK-5 levels were variable in AD(+) conditions, decreasing in some conditions with
CaCO:s stimulation, but increasing in both CaCOs concentrations with C29 and SsnB
blockers. KLK-7 and LL-37 gene expressions were decreased by CaCO:s in the 12 h
AD(-) stimulation condition, but C29 blocker reversed this effect and significantly
increased gene expressions. In contrast, in AD(+) condition, KLK-7 expression
increased with 200 mg/L CaCQOs, decreased with C29, but increased again with SsnB.
LL-37 expression increased in all conditions. In the 24 h AD(-) experimental setup,
KLK-7 expression increased in all conditions. LL-37 expression also increased with
CaCOs and C29. However, in AD(+) conditions, KLK-7 expression increased 32-fold
with 200 mg/L CaCOs and this increase was attenuated by the addition of blockers to

the medium.

In the experiment in which ROS gene profiles were examined with RNAs isolated
from Eol-1 cell line, the expression of genes such as SOD1 and ApoE, which are also

used as biomarkers in AD disease, increased as a result of exposure to 180 mg/L
v



CaCO;s, while the effect of calcium carbonate was reversed by the presence of TLR-2
receptor blockers. Despite this result, the expression of the remaining oxidative stress
genes was increased by the presence of SsnB blocker in both 12 and 24 hours of

stimulation, independent of the AD-model.

As a result of all the experiments performed, an increase in both gene (real-time PCR)
and protein (ELISA) levels of KLK-5, KLK-7 and LL-37 was observed in the HaCaT
cell line stimulated with CaCQOg at 2 different concentrations at 12 and 24 hours under
certain conditions, independent of AD status. In addition to CaCOs stimulation, the
presence of inhibitors used as TLR-2 receptor blockers in the environment increased
both the expression and protein levels of the related genes. These results obtained with
TLR-2 receptor blockers suggest that the effect of CaCOs on HaCaT cells may go
through another receptor instead of the TLR-2 receptor, and the receptor blockers used
may affect different cellular pathways in HaCaT cells and cause KLK-5, KLK-7 and
LL-37 to be higher in gene and protein levels.

Keywords: Atopic Dermatitis, Eosinophil, Kallikrein-related peptidase (KLK),
Keratinocyte, Hard Water, Toll-like receptor
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1. GIRIS

Atopik dermatit (AD) diinya iizerinde basta ¢ocuklarda olmak iizere her yastan insanda
goriilebilen en yaygin bulasicit olmayan inflamatuvar bir deri hastalifidir. Hastalik deride
kuruluk ve kasint1 ile karakterize edilmistir. Deri bariyer biitiinliigiiniin kaybolmasi ve
immiin sistemin agir1 tepki vermesi hastaligin ortaya c¢ikmasinda etken olan baslica iki
faktordiir. AD akut fazinda Th2 baskin bir immiin yanit goriiliirken, kronik fazda immiin

yanit Th1 ve Th17 hiicrelerince baskin bir immiin yanit ile tanimlanmaktadir.

AD olduk¢a kompleks bir hastalik olup, hastaligin ortaya ¢ikmasinda hem genetik altyap1
hem de g¢evresel etkenler rol oynamaktadir. Genetik etkenler igerisinde AD ile
iliskilendirilen en 6nemli etken filaggrin (FLG) geninde meydana gelen mutasyonlardir.
Cevresel etkenler igerisinde tiitiin dumani, iklim degisikligi, havada bulunan kirleticiler ve
sert sular dahil olmak {izere bircok faktér bulunmaktadir ve bu etkenler AD patogenezine

dogrudan veya dolayli olarak katki saglamaktadir.

Sert su yiiksek konsantrasyonlarda mineraller, 6zellikle CaCO3 ve MgCOs, igeren su olarak
tanimlanmaktadir. Suyun sertlik derecesi icerdigi CaCOs konsantrasyonuna gore
hesaplanirken, suyun igeriginde 121-180 mg/L konsantrasyonda CaCOz’iin bulunmasi sert
su olarak ifade edilirken 180 mg/L’den daha yiiksek konsantrasyonda kalsiyumun bulunmasi

¢ok sert su olarak tanimlanmaktadir.

Sert su olarak tanimlanan suya ve bunun yaninda 6zellikle COVID-19 pandemisi sonrasi
artan dezenfektan, sabun ve deterjanlar gibi hijyen malzemelerinin kullanimi saglikli derinin
fizyolojik pH’sin1 (4.5-5.3) bozarak deri bariyer biitiinliiglinii zayiflatmaktadir. Sert su
kullanim1 da igeriginde barindirdig1 bazik iyonlar ile derinin pH seviyesini 7-9 arasina

yiikseltmektedir yani derinin daha alkali pH’ya sahip olmasina sebebiyet vermektedir.

Deride bulunan proteaz gruplari arasinda yer alan Kallikrein-iligkili peptidazlar (KLK lar)
sahip olduklar1 enzimatik aktivite ile derinin su dengesinin korunmasinda, derinin
nemlendirilmesinde ve deri bariyer biitiinliigiiniin korunmasinda gorev almaktadirlar.
KLK’lar saglikli bir deride aktivitelerini oldukca diisiik diizeylerde gosterirken, deri

pH’sinin degismesiyle aktiviteleri artar ve AD patogenezine katkida bulunurlar.

Sert su ve AD arasindaki iligkileri gosteren calismalar hasta ¢ocuklardan alinan 6rnekler ile
gosterilmis olsa da molekiiler diizeyde bu iliskiyi agiklayan bir ¢alisma yiirtitiilmemistir ve

Onerilen tez kapsaminda bu iliskinin gdsterilmesi planlanmigtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Atopik Dermatit

Atopik dermatit (AD), tekrarlayan ekzematdz lezyonlar, yogun kasinti ve rahatsizlik ile
karakterize, hastalarin yagam kalitesini etkileyen kronik inflamatuvar bir deri hastaligidir
[1]. AD semptomlarinin ortaya g¢ikmasinda birden ¢ok faktor etkili olurken Ozellikle
cocukluk caginda siklikla karsilasilmaktadir. AD, deri bariyer biitlinliigiiniin bozulmasi ve
immiin sistemin verdigi diizensiz yanit ile de tanimlanmaktadir. Hastaliga sahip bireylerin
derilerinde erken evrelerde deride eksiidasyon, kabarma ve kabuklanma ile koti
tanimlanmis, eritemli (kirmizi) yamalar ve daha sonraki evrelerde pullanma, ¢atlama ve

likenlesme (kalinlagsma) goriilmektedir [2] .

2.1.1. Atopik Dermatitin Diinyada ve Tiirkiye’de Goriilme Sikhig

Gelismis tlkelerde yasam boyu prevalansi %15-20 olan AD, diinyada en sik goriilen
inflamatuvar deri hastaligidir [2]. AD’nin goriilme sikligi iilkeden tilkeye gore degiskenlik
gostermektedir ve diinya genelinde hastaligin en sik oldugu iilkeler sirasiyla isveg, Birlesik
Krallik, izlanda ve Finlandiya olurken, hastaligin en az goriildiigii yerler Kazakistan,
Ozbekistan, Ermenistan ve Cin olarak tespit edilmistir (Sekil 2.1) [3]. Hastaligin goriilme
sikligr hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde son yillarda diizenli olarak artis
gostermektir [4]. Bu durum en sik ¢ocukluk doneminde gézlenmekte olup, vakalarin %50-
601 yasamlarinin ilk yilinda, %901 ise 5 yasma kadar bu hastaligin semptomlarini
gostermeye baslamaktadir [4]. Cocukluk doneminde gelisen AD vakalarinin yaklasik %60°1
7 yasindan sonra bu hastaliktan etkilenmezken, geriye kalan kesimde ise AD semptomlari
ilerleyen yaslarda devam etmektedir. Cocukluk doneminde AD geg¢irmeyip eriskin donemde
bu hastaliktan etkilenenler ise AD hastalarinin %]1-3’iinli olusturmaktadir. Cocukluk
doneminden itibaren AD’ye sahip yetigkinlerin yaninda 20-40 yaslarinda herhangi bir AD
gecmisine sahip olmadan da hastalik semptomlar1 ortaya c¢ikabilmektedir. Sonradan AD
gelistiren yetigkinler tiim yetiskin AD’li bireylerin %15-20’sini olusturmaktadir [5]. AD
patogenezinde rol oynayan genetik faktorlerin belirli popiilasyonlara 6zgili olabilecegini
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diisiindiiren sonuglar da bulunmaktadir. Ornegin, filaggrin (FLG) genindeki mutasyonlarmn
Avrupalilarda Asyalilardan daha yaygin oldugu bulunmustur [6]. Bu durum, AD'nin genetik

yapisinin farkli etnik gruplar arasinda degisken olabilecegini gostermektedir.

v
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Sekil 2.1 Atopik dermatitin kiiresel prevalansi. Her 100.000 kiside goriilen AD vaka sayisi en diisiik
acik mor (0-1.750 kisi) ve en yogun koyu mor (7.000 ve daha fazla kisi) renkte olacak sekilde
derecelendirilerek hazirlanmistir [3].

Tiirkiye’de sehir bazinda gergeklestirilen AD vaka tespit ¢aligmalart bulunmaktadir.
Ankara’da 2004-2006 yillar1 arasinda 0-16 yas araligindaki 6.300 kisilik grubun hastane
verileri kullanilarak yapilan ¢aligmada AD goriilme sikliginin %11,8, Giineydogu Anadolu
bolgesinde ¢ocukluk cagindaki (1-18 yas) 1.377 hasta arasinda ise bu oranin %4,3 oldugu
tespit edilmistir [7-9]. Eskisehir’de yiiriitiilen bir ¢alismada 1-99 yas arasinda hastaneye deri
hastaliklar1 nedeniyle bagvuran 11.040 kisilik grup igerisinden AD’li hasta oran1 %2,2
cikmustir [8].




2.1.2. Atopik Dermatitin Patogenezi

AD'nin patogenezi, genetik yatkinlik, ¢evresel etkenler, bagisiklik diizensizligi, deri bariyeri
disfonksiyonu ve deri mikrobiyomunun disbiyozu arasindaki kompleks etkilesimleri
icermektedir [10]. AD, Tip 1 asir1 duyarlilik yaniti olarak da bilinen bir alerjik hastalik olarak

tanimlanmaktadir.

Tip 1 asirt duyarlilik yaniti, cesitli alerjenler tarafindan tetiklenebilen ¢ok yonli bir
bagisiklik tepkisidir. Bu alerjenler polen, ev tozu akarlari, bocek zehiri, hayvan tiiyleri gibi
cesitli kaynaklara sahip olabilmektedir. Bireyin herhangi bir alerjene karst duyarlilagsmasi
sonrasinda ayni alerjen ile tekrar kargilagsmasi sonucunda giiclii bir yardimer T hiicre (Th)2
CD4+ T hiicresi yamti meydana gelmektedir. Bu yanit, Th2 hiicreleri tarafindan Interlokin
(IL)-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinlerin iiretilmesi ve yogun immiinoglobulin (Ig) E sentezi ile
karakterizedir. Tip 1 asirt duyarlilik yanitlari AD, astim, alerjik rinit gibi atopik
hastaliklarinin yani sira lrtiker, anafilaksi, besin ve ilag¢ alerjileri gibi rahatsizliklara da

sebebiyet vermektedir [11].

AD, gida ve ¢evresel alerjenlere karsi IgE aracili hassasiyete yol acan bir hastalik olmasinin
yaninda yogun lenfosit, monosit ve eozinofil infiltrasyonu ile karakterizedir ancak
patogenezi tam olarak anlasilamamistir. AD patogenezine dair One siiriilen hipotezlerden biri
intrinsik yanit olarak adlandirilmaktadir. Bu hipotezde epitel hiicrelerindeki i¢sel bir kusurun
bariyer disfonksiyonuna yol agtig1 ve immiinolojik yonlerin ise bu durumdan kaynakl1 olarak
ortaya ¢ikan ikincil bir tepki olarak kabul edildigi 6ne siiriilmektedir [12]. Bir diger hipotez
olan ekstrinsik yanitta ise AD hastalarinda goriilen semptomlarin IgE aracili duyarliliga
neden olan immiinolojik bir bozukluktan kaynakli oldugu Onerilmektedir. Bu hipotez
kapsaminda, epitelyal bariyer disfonksiyonu lokal inflamasyonun bir sonucu olarak kabul
edilmektedir. Ekstrinsik AD’ye ve semptomlarina “atopik yiiriiylis” durumunda siklikla
karsilagilmaktadir [13].



2.1.3. Atopik Yiiriiyiis

Atopik yiirliylis, alerjik hastaliklarin AD’den ve besin alerjisinden, alerjik astima (AA)
ve/veya alerjik rinite (AR) dogru sirali bir sekilde ilerlemesini tanimlamaktadir (Sekil 2.2).
Epidemiyolojik kanitlar, AD'nin atopik yiirtiytisiin ilk belirtisi oldugunu ve yasamin erken
yillarinda ortaya ¢iktigini gostermistir. Bazi epidemiyoloji caligmalarda ile gocuklarin

%85'inin 5 yagindan once bu rahatsizliga sahip oldugu tespit edilmistir [14].

Alerjik Rinit

Alerjik Astim

Atopik Dermatit

Besin Alerjisi

Prevalans

0 1 3 7 15 Yas Eriskin

Sekil 2.2 Atopik yiirtyiis [15].

AA ve AR, atopik yiiriiylislin son evreleridirler. AA, inflamasyon, asir1 duyarlilik ve hava
yollarinin yeniden sekillenmesi ile karakterize olan yaygin bir kronik hava yolu hastaligidir.
AR ise burun mukozasinin inflamasyonunu igerir. Dharmage ve arkadaslari, 2 yasindan 6nce
AD gegiren bebeklerin 6-7 yaslarinda AA ve AR gelistirme riskinin daha yiiksek oldugunu
bulmustur [16]. Ayrica, Tayland'da 2 yasindan 6nce AD tanisi konulan ¢ocuklarda ilerleyen
yaslarda %61,8'ine AR ve %29,4'line AA teshisi konulmustur [17]. Prospektif bir kohort
calismasinda ise Ozellikle orta-siddetli, erken donemde ortaya ¢ikan ve daimi AD hastasi

olan ¢ocuklarin AA ve AR gelistirmeye daha meyilli oldugunu bildirilmistir [18].
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Atopik ylriiylisiin altinda yatan olasi mekanizmalar arasinda deri bariyerinin islev
bozuklugu, FLG geni ile timik stromal lenfopoietin (TSLP), IL-33 ve IL-25 gibi ‘alarmin’
ad1 verilen sitokin grubu yer almaktadir. Alerjenler viicuda hasarli deri yoluyla girerek ilk
olarak AD'ye, ardindan AA ve AR'ye neden olabilir. Bir deri bariyer proteini olan FLG,
kornifiye tabaka (stratum corneum, SC)’un yapisi ve biitlinliigliniin korunmasi agisindan
onemli rollere sahiptir. FLG genindeki ger¢eklesen mutasyonlar sonucunda deri bariyer
biitiinligli bozularak alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir. Bununla beraber, FLG
mutasyonlar1 erken donemde AD ile AD gegirmis bireylerde AA riskini artirmaktadir [14].
Zhang ve arkadaslari, keratinositlerde TSLP asir1 ifadesinin hem intraperitonal hem de
intranazal olarak ovalbumin (OVA) duyarlilagtirmasina ve uyarimima maruz birakilan

farelerde AA benzeri hava yolu inflamasyonunun siddetlendirdigini bulmuslardir [19].

Alarminlerin dretimi atopik ylirliyiisiin ilerlemesine katki saglamaktadirlar. Bu sitokinler
Th2 bagisiklik tepkilerinin  gelisimini indiikleyerek ve bagisiklik hiicrelerinin
infiltrasyonunu tesvik ederek deri, solunum yollari ve burun mukozasinda lokal
inflamasyona yol acarlar. Deri bariyerindeki islev bozukluklari, alarminlerin iretimi ile
birlestiginde, atopik ylirliyiisiin ilerlemesini saglayan bir dongii yaratmaktadir [20].
TSLP'nin farelerde AD benzeri deri iltthabi ve AA benzeri bronsiyal asir1 duyarlilik
fenotiplerinin gelisiminde etkili oldugunu gosterilmistir. IL-33"tin ise AD, AA ve AR’ye
sahip hastalarin derisinde, solunum yollarinda ve 6zofagusunda ifadesinin arttigini tespit

etmigtir. IL-25'in de AD, besin alerjisi ve AA gelisiminde rol oynadig belirtilmistir [14].

2.1.4. Atopik Dermatit ve iImmiin Cevap

AD’nin ortaya ¢ikmasinda en temel etkenler deri bariyer biitlinliiglinlin bozulmas1 ve immiin
sistemin diizensiz bir cevap olusturmasidir, ancak hastaligin ortaya ¢ikmasinda hangi etkenin
bas rol oynadigi halen daha tam bilinememektedir. AD’li bireylerin derilerinde var olan
harabiyet nedeniyle saglikli bireylere kiyasla alerjenler, mikroorganizmalar ve ¢evrede
bulunan c¢esitli partikiiller i¢in daha rahat penetrasyon saglayabilecekleri bir yapiya sahiptir.
Bu nedenle deri icerisine giren her tiirlii etkene karsi AD’li bireyler daha hassastirlar.
Hastaligin alevlenmesinde hem dogal hem de adaptif immiin sistem rol oynamaktadir. Deri
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harabiyeti sonrasinda basta keratinositler olmak iizere deride bulunan diger hiicrelerden
alarminlerin salinimi1 gergeklesir ve bu sayede inflamasyonun gergeklestigi bolgeye diger
immiin hiicreler ¢cagrilir. Bu immiin yanitta en etkin rol oynayan CD4+ Th2 hiicreleridir ve
bu hiicrelerin yani sira eozinofiller gibi kan dolasiminda bulunan ve mast hiicreleri gibi
deride yerlesik olarak yer alan diger hiicre tipleri de bu inflamatuvar yolakta etkin rol
almaktadir. AD patogenezinde rol oynayan diger immiin hiicreleri arasinda CD8+ T
hiicreleri, tip 2 dogustan gelen lenfoid hiicreler (ILC2'ler) ve Th22 hiicreleri de
bulunmaktadir ve bu hiicreler AD’nin akut fazinda daha etkilidir. Bu hiicrelerin etki
mekanizmalart heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da doku hasarmin erken
algilanmasinda ve adaptif immiin yanitlarinin gelismesinden 6nce inflamatuvar yolagin
baslatilmasinda rol oynamasi muhtemel oldugu belirtilmistir. Bir diger T hiicre tipleri olan

Th1 ve Th17 hiicreleri de AD kronik fazinda yer almaktadirlar (Sekil 2.3) [21].



Deri Mikrobiyotas: Saureus » Alerjen

Komifiye Tabaka

Bazal Katman

O

Eozinofil  Mast Hiicresi B hiicresi

Kan Daman V Q
e
. Akut Faz Kronik Faz
Saglikh Deri (Th2 ve Th22-aracili inflamasyon) (Th1 ve Th17 hiicrelerinin aktivasyonu)

Sekil 2.3 AD’nin akut ve kronik fazlari [22].

2.1.4.1. Th2 immiin Cevabi

Tip-2 immiin yanit, AA ve AD gibi hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Bu yanit,
alerjene maruz kalinan bolgeye inflamatuvar hiicrelerin toplanmasina neden olan ve bu
immiin yanita katkida bulunan ¢esitli bagisiklik hiicreleri, sitokinler ve kemokinleri i¢ceren

karmasik bir siiregtir [23].

Epitel hasari, keratinositler tarafindan pro-inflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin
salinmas1 ve deride yerlesik Langerhans hiicreleri ve dermal dendritik hiicreler tarafindan
antijen sunumu dahil olmak iizere dogustan gelen bagisiklik aktivasyonuna yol agmaktadir

[6]. Bu pro-inflamatuvar yanit, T hiicreleri, eozinofiller ve ILC2 gibi farkli inflamatuvar
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hiicre alt gruplarinin hizli gogiiyle karakterize edilmektedir. Cesitli hasta popiilasyonlariin
kullanildig: transkriptom analizine dayanan bir ¢alismada hastalarin lezyonlu boélgelerinden
aliman Orneklerde IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerinin iiretimini saglayan CD4+ Th2
hiicrelerinin artis gosterdigi tespit edilmistir. AD'li hastalardan alinan lezyonsuz deri

orneklerinde de artmis oranda Th2 hiicresi tespit edilmistir [11].

Alerjik duyarlilik, Th2 efektor hiicrelerinin aracilik ettigi immiin siireglerin bir sonucudur.
Alerjik duyarlilik, 2 asamadan olusmaktadir. ilk asamada bireyin herhangi bir alerjene maruz
kalmasiyla bazofil ve mast hiicrelerinin hassaslasma evresi gerceklesmektedir. Ikinci
asamada ise ayni1 alerjen ile karsilagilmasi sonucunda o alerjene 6zgii tiretilen IgE antikorlari,
bazofil ve mast hiicrelerinin yiizeyinde yer alan yliksek afiniteli IgE reseptoriine (FceRI)
baglanmaktadir. Baglanma ile mast hiicreleri aktiflesir ve hiicrelerden alerjik yanitin
kimyasal aracilarinin salinimi gergeklesir. Bu sayede alerjene karsi alerjik duyarlilik yaniti
baslatilmis olur. Salinan kimyasal aracilar arasinda yer alan histamin, tip-2 yanit siirecinde
vazodilatasyon, vaskiiler gecirgenligin arttirilmasi ve diiz kasin gecici olarak kasilmasi
gorevlerini yerine getirmektedir. Mast hiicrelerinin aktiflesmesi, prostaglandinler ve
16kotrienler dahil olmak iizere eikosanoidlerin hizli sentezini ve salinimini1 uyarmaktadir.
Mast hiicreleri tarafindan salinan son aract grubu, eozinofiller ve noétrofiller dahil olmak
tizere inflamatuvar hiicreleri aktive eden ve onlar1 alerjene maruz kalinan bolgeye ¢eken IL-
4, IL-5, IL-13 ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) gibi pro-inflamatuvar sitokinlerdir [23-
25].

Eozinofiller, tip-2 immiin yanitta yer alan kilit inflamatuvar hiicrelerden biri tanesidir.
Eozinofillerin hem hava yollarina hem de deriye infiltrasyonu AA’nin ve AD’nin
karakteristik bir 6zelligidir. Eozinofiller IL-3, IL-5 ve graniilosit makrofaj koloni uyarici
faktorti (GM-CSF) varliginda kemik iligi 6nciillerinden farklilagmaktadir ve oksidatif strese
neden olarak doku hasarini tegvik eden eozinofil katyonik protein (ECP), major temel protein
(MBP), eozinofil tiirevli norotoksin (EDN) ve eozinofil peroksidaz gibi cesitli sitotoksik
katyonik proteinler salgilamaktadirlar. Eozinofiller, AD patogenezine bir¢ok sekilde katkida
bulunabilmektedir. Eozinofiller, lipid mediatorleri, kompleman faktorler, sitokinler ve
kemokinler gibi fonksiyonel yanitlari tetikleyen ikincil sinyaller ile aktiflesir. Bu aktiflesme,

eozinofillerde degraniilasyon siirecini baglatarak AD patogenezinde etkili olan ECP, MBP
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ve EDN molekiillerinin salimimi gerg¢eklesmektedir. MBP, negatif yiikli molekiillere
baglanma yetenegine sahiptir ve lipid ¢ift tabakasinda ya porlar olusturarak ya da membran
yapisini bozarak derinin yeniden sekillenmesine neden olurken, EDN ile TLR2-MyD88
sinyal yolu araciligiyla dendritik hiicrelerin olgunlagmasini ve aktivasyonunu indiikleyerek
Th2 yanmitini artirir. ECP ise RNaz ve ndrotoksik aktivite gostererek deri bariyerinde hasara
neden olarak AD patogenezinde rol oynamaktadir. Ayni zamanda eozinofiller 1L-6, 1L-31,
kemokin ligandi 1 (CXCL1), CXCLS8, CCL2, CCL18 ve CCL26 gibi pro-inflamatuvar
sitokinleri ve kemokinleri salgilayarak AD’de bagisiklik yanitin1 diizenleyebilir. Alerjik
yanit i¢in ortama gelen eozinofiller, biitiinligii bozulmus deriden igeri giren bakteri, mantar
ve virlislere karsi hiicre disi eozinofil tuzaklari olusturarak konak savunmasini da
gerceklestirebilmektedir [26-28]. Eozinofiller bagisiklik yanitinda koruyucu bir rol de
oynamaktadir. Eozinofiller bagka bir tip 2 efektor hiicre olan makrofajin aktivasyonunu
diizenleyebilmektedir ve bdylece tip 2 yanitlarimin diizenleyicisi olarak da islevini

gostermektedir [26, 27, 29].

Dokuda eozinofil sayisinin artist AD’nin hem akut hem de kronik evrelerinde goriilmektedir
ve hastalik siddeti ile korelasyon icerisindesindir. Kanda eozinofil sayisindaki artig da AD’li
hastalarin gogunda mevcuttur ve hastaligin siddeti ile dogru orant1 halindedir. Buna ragmen,
eozinofil sayisindaki artisin AD tanisindaki 6nemi belirsizdir. Kanda eozinofillerin artisi
baska herhangi bir alerjik siirece de bagli olabileceginden ve bazi AD hastalarin kanlarinda

eozinofil artis1 goziikkmediginden, kan eozinofil diizeyleri tan1 amaciyla yaygin olarak

kullanilmamaktadir [29].

2.1.4.2. Thl, Th17 ve Th22-Aracih immiin Cevap

Th2-aracili immiin yanit AD’nin akut fazi ile baglantili olsa da AD ¢ift fazli bir inflamatuvar
stirecten meydana gelmektedir ve kronik faz Th1-aracili immiin yanitin daha baskin oldugu
bir evre olarak kabul edilmektedir. Thl hiicreleri interferon (IFN)-y, 1L-12, IL-2,
dondstiiriicii biiyiime faktorii (TGF)-p gibi sitokinleri iiretmektedir. 1L-2 ve TGF-p
konsantrasyonunun AD'de azaldig1, [FN-y, IL-12 ve GM-CSF gibi diger Thl sitokinlerinin
ise kronik AD'de yiikseldigi bulunmustur. Ek olarak, Th1 kemokini olan CCL20'in de
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ifadesinde artig tespit edilmistir [30]. Thl-aracili immiin yanitin karakteristik bir sitokini
olan IFN-y, AD’li bireylerin akut fazdan kronik faza gegisinde, doku yenilenmesinde ve

keratinositlerin apoptozunun indiiklenmesinde gorev almaktadir [31].

Bir diger T hiicre alt-grubu olan Th17 hiicrelerinin AD hastalarda hem arttigin1 hem de
azaldiginmi gosteren celiskili sonuglar bulunmaktadir. Bu durumun, 6zellikle Th17 tarafindan
tiretilen IL-17’nin AD’nin kronik evresinde daha etkin rol almasindan kaynaklandigi 6ne
stiriilmiistiir. Th17 hiicre sayisinin AD’de IgE seviyesi ve eozinofil sayisiyla negatif bir

korelasyon igerisinde oldugu da gosterilmistir [22, 32, 33].

Th22 hiicreleri IL-22 iiretiminden sorumludur ve Th17 ve dogal 6ldiirticti (NK) hiicreleri
tarafindan da iretilmektedir. Akut AD'de yiikselen IL-22 seviyesinin AD'nin siddeti ile
pozitif bir iliski igerisinde oldugu gosterilmistir. 1L-22, AD'de gozlenen epidermal
hiperplaziyi tesvik etmektedir. IL-22, IL-17 ile sinerjik bir etki gdstererek epidermiste
bulunan insan B-defensin (hBD)-2 ve hBD-3 gibi antimikrobiyal peptitleri (AMP'ler)
diizenledigi gosterilmistir. Ayrica, 1L-22 keratinositlerin farklilasmasini engellemektedir.
Bununla birlikte, IL-22’nin FLG gen ifadesini diistirdiigli, boylece deri bariyer
disfonksiyonuna katk1 sagladigi gosterilmistir [22, 31].

2.2. Atopik Dermatiti Etkileyen Faktorler

2.2.1.Genetik Etkenler

Genetik faktorlerin AD gelisme riskinin yaklasik %50'sini olugturdugu tahmin edilmektedir.
Genom capinda iligskilendirme caligmalar1 (Genome Wide Association Studies, GWAS), AD
igin genetik risk lokuslarinin belirlenmesinde etkili olmustur. AD ile ilgili ilk GWAS
caligmas1 Mayis 2009’da Esparza-Gordillo ve arkadaglar tarafindan yaymlanmistir [34].
939 vaka ve 975 kontrolden olusan bir Alman kohortunun yani sira hataliktan etkilenmis iki
kardese sahip 275 aile lizerinde gergeklestirilmistir. Bu c¢aligma ile FLG lokusunu AD'ye

yatkinlik yaratan bir faktor olarak belirlemislerdir.

AD’li hastalar iizerinden gerceklestirilen farkli GWAS caligmalar1 ile 34 risk lokusunu
tanimlanmistir. Tanimlanan bu lokuslar deri bariyeri islevi, dogustan gelen ve adaptif
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immiinite ve inflamatuvar yanitlarda rol oynayan cesitli genler ile iligkilendirilmistir.
FLG'ye ek olarak, FLG-2 ve kii¢iik prolince zengin proteinler (Small Proline-rich Proteins,
SPRRs) gibi cilt bariyeriyle ilgili diger genler de AD ile iliskilendirilmistir [35, 36]. FLG
null mutasyonlar1 6zellikle erken baslangicli, siddetli ve kalic1 bir AD seyrini etkilemektedir.
FLG mutasyonlar1 Avrupa, ABD ve Asya'daki AD hastalarinda tanimlanmistir. Bugiine
kadar Avrupa ve Asya'da 40'tan fazla FLG fonksiyon kaybi mutasyonu bildirilmisken
Kore’de FLG anlamsiz mutasyonlarinin (p.Y1767X, p.K4022X) AD ile iligkili oldugu
bulunmustur [37]. Birgok ¢alisma FLG mutasyonu olan AD’lilerin alerjik duyarlilik, yiiksek
IgE seviyeleri ve gozlenmesi muhtemel olan astim ve/veya alerjik rinit riskini artirdigini
gostermistir. Bu nedenle, AD'li bireylerde astimin, oncelikle deri bariyer biitlinligiiniin
bozulmasiyla sonrasinda duyarlilasmaya neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bu hipotez, AD
varligindan bagimsiz olarak FLG mutasyonlarmin kuru cilt ile iligkisini gdsteren

yetiskinlerde yapilan yeni bir popiilasyon temelli ¢alisma ile desteklenmektedir [38, 39].

2.2.2.Cevresel Etkenler

Genetik faktorler AD gelisiminde rol oynasa da diisik ve orta gelirli llkelerde AD
prevalansinda son zamanlarda goriilen dramatik artigin sadece genetik faktorlerin etkisiyle
gerceklesmedigi goriilmektedir. AD’nin ortaya ¢ikmasinda iklim, tiitiin kullanimi, deri tahrig
edicileri ve sert su gibi ¢evresel faktorler de gorev almaktadir. Hastalig1 dnleyebilecek veya
hafifletebilecek potansiyel olarak degistirilebilir faktorleri belirlemek amaciyla, AD igin

cevresel risk faktorlerini aragtiran ¢ok sayida calisma yapilmstir [40].

2.2.2.1. iklim

Sicaklik, nem, yagis ve ultraviyole (UV) maruziyeti, belirli bir cografi konumdaki iklimi
belirleyen temel faktorlerdir. Uzun vadeli iklim degisikliginin potansiyel epidemiyolojik
etkileri géz oniline alindiginda, AD ve iklim faktorleri arasindaki iligkiyi anlamak ¢ok
onemlidir. Sicaklik ve AD prevalans: arasindaki iligkiye dair ¢eliskili veriler mevcuttur.

Sicakligin daha yiiksek oldugu ABD eyaletlerinde daha diisilk AD prevalansi bildirilmis ve
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artan hava sicakliginin kasintinin azalmasi ile iligkili oldugu da bulunmustur [41]. Ancak,
yiiksek sicakliklarin AD {izerindeki koruyucu etkisinin altinda yatan mekanizmalar
bilinmemektedir. Sicakliklarin bu etkisinin yaninda AD'li ¢ocuklarda yaygin olan ve AD
tizerinde siddetlendirici etkiye sahip olan terlemeye neden olan yiiksek sicakliklarin deri
pH'i1 daha asidik yaparak deri iizerinde tahris edici bir etkiye sahip oldugu da gosterilmistir
[40]. Bir diger iklim etkeni olan nem yiiksek oldugu bolgelerde deriden kaybedilen su
miktarinda her ne kadar diislis saglayarak derinin ekstra su kaybini engellese de kasintinin
artmasina neden olmaktadir. Diisiik nem ise AD kaynakli olarak biitlinliiglinii kaybetmis
deride mast hiicrelerinin degraniilasyonunu indiikleyerek ve epidermal hiperplaziye
sebebiyet vererek hastaligin patogenezine katki saglamaktadir [42]. Yagis ile AD arasindaki
iligkiyi inceleyen 2 farkli ¢alismada yagisin AD’ye katki sagladigt belirtilmistir [43, 44].
Yiiriitiilen baska bir calismada yagisin AD {izerindeki etkisinin dolayli olabilecegi belirtilmis
ve bu etkinin diisitk UV ve sicaklik seviyeleri ile baglantili olabilecegi vurgulanmistir [40].
UV’nin AD iizerindeki etkisine dair ¢eliskili sonuglar mevcuttur. Bazi ¢alismalar UV’nin
AD karsisinda koruyu etkiye sahip oldugunu belirtirken, bazi ¢aligmalar UV 1sinina uzun
slireli maruziyetin hastaligin kontrol edilememesiyle iligkilendirilmistir [43, 45]. UV 1s1m1
AD’li deriye birden fazla yolla koruma saglayabilmektedir. UVB 15101 aracilifiyla Vitamin
D sentezini saglayabilir, cis-Urokanik asit sentezini gerceklestirerek immiin sistemin verdigi
asir1 tepkiyi baskilayabilir ve UVA ile UVB araciligiyla S.aureus’a karsi savunma
saglayabilmektedir [46, 47].

2.2.2.2. Deri Tahris Edicileri

Sabun ve deterjan gibi ¢evresel faktorler epidermal bariyerin daha fazla bozulmasina neden
olmaktadir ve AD'de intrinsik bariyer disfonksiyonunu daha da kotiilestirebilmektedir.
Tahris edici maddeler ve alerjenler immiin sistemi ile etkilesime girerek ve inflamasyonu
indiiklemektedir. AD'li hastalarin derilerinin siirfaktan kimyasallarindan olan sodyum lauril
stilfata (SLS) kars1 hassas oldugu ve deride tahrisin arttig1 gosterilmistir [44]. Alman vaka
kontrol ¢alismasi ile, AD ge¢misi veya yaygin FLG null varyantlar1 olan hastalarin irritan

kontakt dermatit (Irritant Contact Dermatitis, ICD) riskinin 6nemli 6l¢lide daha yiiksek
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oldugu bulunmustur [48]. Moécsai ve arkadaslari ise, FLG mutasyonlar1 olan ve olmayan
siddetli AD hastalarin1 karsilagtirdiklarinda, hafif AD ve/veya saglikli kontrollere kiyasla
SLS kullaniminin TEWL artisina, FLG ifadesinin diisiisiine ve serumdaki TSLP seviyesinin
artisina neden olarak Ozellikle hastlaigi siddetli geciren bireylerin patogenezine katki

sagladig1 tespit edilmistir [49].

2.2.2.3. Tiitiin Dumani

Sigara ve puro dahil olmak iizere tiitiin tirlinlerini igmek, viicudun bagisikligini1 diisiirerek,
deri bariyer islevini bozarak ve oksidatif hasara neden olarak c¢esitli hastaliklarin
patogenezine katki saglamaktadir. Tiitiin maruziyetinin AD ile iliskili olup olmadigina dair
celiskili kanitlar bulunmaktadir. AD ile aktif sigara kullanimi, tiitin dumanina pasif
maruziyet ve hamilelik sirasinda annenin sigara i¢mesi arasindaki iligskiyi belirlemek i¢in,
39 iilkeden 680.176 hastay1 iceren 86 ¢alismanin sistematik bir meta-analizi yapilmistir. Bu
analiz sonucunda, ¢ocukluk ¢agi AD’sinin aktif sigara icimi ve pasif olarak sigara dumanina
maruz kalma ile dnemli 6lgiide iliskili oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda hamilelik
strasinda annenin tiitiin kullaniminin da ¢ocukta ortaya ¢ikabilecek AD ile baglantili oldugu

gosterilmistir [40, 50].

2.2.2.4. Kirleticiler

Hava kirleticileri, insan saglig1 tizerinde zararl etkileri olabilen partikiil veya gaz halindeki
zararli hava kaynakli maddelerdir. Deri, AD’yi siddetlendirebilen bu kirleticilere dogrudan
maruz kalmaya kars1 oldukga hassastir. Azot dioksit (NO2), azot trioksit (NO3), siilfiir dioksit
(SO2) ve karbon monoksit (CO) gibi bir¢ok hava kirleticisi, iklim faktorleriyle Ortiisen
mevsimsel egilimlere sahiptir. Hava kirleticileri i¢ ve/veya dig ortamlardan kaynaklanabilir
ve SC’ye baglanarak, epidermise niifuz eder ve dermal kilcal damarlar yoluyla sistemik
dolasima girerek deriyle etkilesime girebilmektedir [40]. Dis ortam hava kirleticileri orman
yanginlari, volkanlar ve toz firtinalar1 gibi dogal sebeplerin yani sira motorlu tasitlar, enerji
santralleri ve biyokiitle yakma gibi beseri kaynaklardan da olugmaktadir. SO2, CO ve NO2

gibi yanma iiriinlerinin yani sira partikiil madde (PM) de igerebilirler. 4.907 Fransiz ¢ocuk
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tizerinde yapilan bir ¢alismada, yasam boyu ve 1 yillik AD 6ykiisii ile NOx, CO, NO2, PM10
ve benzen dahil olmak {izere baslica kentsel kirleticiler arasinda, esas olarak arag trafiginden
etkilendigine dair iliskiler bulunmustur [51]. i¢ ortam hava kirliligi sobalardan, insaat
malzemelerinden, biyolojik kaynaklardan ve dig ortam hava kirliliginde de bulunan yanma
iiriinlerinden kaynaklanmaktadir [52]. Isvegli cocuklarda yapilan bir vaka kontrol
calismasinda, AD'nin evdeki, oOzellikle de cocugun yatak odasindaki daha diisiik
havalandirma ile iligkili oldugu ve doza bagl bir iligki gézlendigi bulunmustur [53]. Bariyer
disfonksiyonuna neden olan FLG mutasyonlarina sahip ¢ocuklarin kirlilik ve iklim gibi
cevresel faktorlerden kaynaklanan harabiyete daha yatkin olduklar1 da tespit edilmistir [52,
54].

2.2.2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerin akut veya kronik olarak antioksidan savunma kapasitesini agan
oksidanlarin olusmasi olarak tanimlanmaktadir. Oksidanlar, normal metabolik faaliyetler
sirasinda iretilen serbest radikallerden, reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) nitrojen oksijen
tirlerinden (NOS) ve reaktif metabolitlerlerden olusmaktadir [55]. Biyolojik antioksidan
savunma sistemleri, hiicrelerde enzim-bagimli (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
ve peroksiredoksinler) ve enzim-bagimsiz (vitamin A, C ve E, glutatyon, polifenoller ve ko-
enzim Q10) sistemler dahil olmak tizere iki farkli sisteme ayrilmakta ve hiicre igerisinde
artan oksidan seviyesini bu sistemler araciligiyla regiile etmektedirler. Ancak, hiicrelerde
artan ROS seviyesi zincirleme reaksiyonlari baglatmakta ve dokuda hiicre hasart ile hiicre

6liimiine neden olmaktadir [55-57].

Viicudu dis etkenlerden koruyan deri, ¢evresel ve endojen pro-oksidan ajanlara yanit olarak
keratinositlerde siirekli olarak iiretilen reaktif tiirler nedeniyle oksidatif stresin ana
kaynagidir. Fiziksel aktivite ve psikolojik stres de deri iizerinde oksidatif stres
yaratabilmektedir. Metabolizma sirasinda olusan serbest radikaller normal deri
fonksiyonunun ayrilmaz bir pargasidir ve hiicre i¢i mekanizmalar araciligiyla etkilerinin
azaltilabilmesiyle viicuda ¢ok az zararda bulunurlar. Bununla birlikte, artan veya uzun siireli

serbest radikallere maruz kalmak cildin antioksidan savunma mekanizmalarini alt edebilir
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ve cilt kanseri, cilt yaslanmasi ve AD dahil olmak iizere cilt bozukluklarinin gelisimine

katkida bulunabilmektedir [56, 58].

AD’nin ortaya ¢ikmasinda etkili olan g¢evresel faktorler icerisine son yillarda yapilan
calismalar ile oksidatif stres de dahil edilmistir. ROS hem immiin yanitinin baslatilmasinda
onemli bir rol oynayan dendritik hiicreleri aktive edebilir hem de pro-inflamatuvar
sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a) tiretimini indiikleyebilmektedir. Sitokinlerin artig1 deride
NF-kB yolag: iizerinden gergeklesmektedir ve bunu sonucunda hem oksidan-antioksidan
molekiil dengesizligi ile hem de indiiklenen ve apoptotik molekiillerden biri olan kaspaz-3
ile deri harabiyeti gozlenmistir. Deri proteazlarindan olan MMP'lerin {iretiminin artmasi
sonucunda ise ECM bilesenleri pargalanarak deri bariyer hasar1 gozlenmektedir. Doku
inflamasyonunda gorev alan oksidatif stresin bu 6zellikleri nedeniyle AD patogenezinde rol
oynamaktadir [55, 57].

ROS ile AD arasindaki iliskiyi gostermek i¢in yapilan calismalarda KLK-5’in PAR-2
reseptOriin yolagr iizerinden keratinositlerden ROS iiretimini arttirarak TSLP ifadesini
arttirdig1 ve boylece derinin daha da kaginmasina yol agtigi tespit edilmistir [59]. LL-37nin
daha Onceki caligmalarda inflamatuvar hiicrelerde (notrofil) ROS iiretimini arttirdigi
gosterilmis ve bunun {izerine AD ile iliskisini arastiran bir in vitro ¢aligmasinda da LL-
37’nin KLK-5 ile beraber keratinositlerde ROS {iretimini arttirdigi bulunmustur [60]. LL-
37'nin bir diger inflamatuvar hiicre tipi olan eozinofiller i¢in kemoatraktan oldugu da tespit
edilmistir [61]. LL-37’nin eozinofiller tizerindeki diger 6nemli etkileri ise eozinofillerden

sistein 16kotrienlerin ve ECP’nin salinimi indiikleyebilmesidir [62].

2.2.2.6. Sert Su

Sert su kullanimi, diinyanin bir¢ok bdlgesinde milyonlarca insani etkileyen ve son yillarda
artan sabun, deterjan kullanimi ile basta deri kaynakli olmak iizere bir¢ok hastaligin ortaya
cikmasinda etken olan gevresel bir sorundur [63]. Sert su, yiiksek konsantrasyonlarda
¢ozlinmiis mineraller, ozellikle de kalsiyum ve magnezyum iyonlart igeren su olarak
tanimlanmaktadir. Kalsiyum ve magnezyumun yani sira aliiminyum, baryum, stronsiyum,

demir, ¢inko ve manganez gibi diger ¢oziinmiis metaller de su sertligine katki vermektedir.
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Bu iki veya c¢ok degerlikli katyonlar sudaki anyonlarla bir araya gelerek kararli tuzlar

olusturma egilimindedir ve bu da su kullanicilari i¢in bir dizi soruna yol agmaktadir.

Sert su igerisindeki metalik iyonlarin kaynagi tortul kayalardir ve bu kayalar arasinda
kirectas1 ve dolomit bulunmaktadir. Su, bu kayalarin igerisinden siiziilirken ¢oziinmiis
mineralleri alir ve sertlesir. Ozellikle yeralti suyu, mineral tasiyan kayalarla temas
olasiligimin daha yiiksek olmasi nedeniyle ylizey suyundan daha fazla sertlige sahip olma
egilimindedir. Su sertligi, sudaki kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin toplam
konsantrasyonu olarak ifade edilmektedir ve esdeger CaCOs olarak mg/L birimlerinde
Olgiiliir. Toplam sertlik ise kalsiyum ve magnezyumun neden oldugu hem gegici hem de
kalic1 sertligi igerir ve buna gore su yumusak, sert veya ¢ok sert olarak siniflandirilmaktadir.
180 mg/L'den daha yiiksek CaCO3z oranina sahip sular ¢ok sert olarak tanimlanirken,
yumusak su 60 mg/L ve daha diisiik CaCOs oranlar ile tanimlanmaktadir. Kirectast veya
jips kayalariyla temas halindeki yeralti sular1 genellikle 200-300 mg/L seviyelerine ulasabilir
Suyun sertlik derecesi iilkelere gore degiskenlik gdstermektedir. Ingiltere’de yapilan bir
calisma sirasinda sert su derecesi 231-314 mg/L aralig1 olarak belirlenmisken, Japonya’da ,

76 mg/L ve iistii degerler sert su olarak kabul edilmistir [64, 65].

Sudaki kalsiyum ve magnezyum orani ¢esitli sert su baglantili saglik sorunlarina neden olan
onemli bir faktordiir. Sert su, basta AD, kalp rahatsizliklari, kanser, diyabet ve Alzheimer
gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir [63, 66]. Yiiksek sert su konsantrasyonuna sahip
bolgelerde AD prevalansinin arttigi gosterilmistir [64, 67, 68]. Sik deterjan kullanimi ve
beraberinde sert suya maruz kalma sonucunda, deri yilizey pH'inda artig, dogal nemlendirici
faktorlerinde (NMF) azalma, deri proteazlarin aktivitesinde artis ve epitel bariyerde
zayiflama gozlenmistir. Bu zayiflamis bariyer hem c¢evresel hem de gida alerjenlerine karsi
hassaslagmay1 kolaylastirabilir. Son arastirmalar, sert suya maruz kalmanin SLS’nin deride
daha fazla birikmesine neden oldugunu da gostermistir. Biriken SLS, 6zellikle FLG
mutasyonu tastyicilarinda tahrise ve TEWL artisina neden olabilir [50]. Ozellikle COVID-
19 sonrasi sert su degerlerine sahip olan sebeke suyunun yani sira deri tahris ediciler arasinda
olan sabun ve deterjan kullanimindaki artig, AD hastalarinda deri harabiyetinin daha fazla
goriilmesine yol agmistir. Saglik c¢alisanlari ile yapilan ¢alismada hem dezenfektan hem de

sabun kullaniminin, el kurulugu basta olmak iizere kizariklik ve deri sertlesmesi gibi
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semptomlarinin arttig1 gozlenmistir. Hastalik gegmisi olmayan ¢alisanlarda da dezenfektan
kullanimina bagli olarak AD semptomlart gozlenmistir [69]. Danimarka’da 0-7 yas
araligindaki ¢ocuklar ile yiiriitiilen bir ¢aligmada ise hastalik gecmisi olmayan ¢ocuklarda el
yikama sikliginin artisina bagli olarak egzama goriilmiis olup, AD’li cocuklarin ise hastaligi
daha agir gegirdigi tespit edilmistir [70]. Sert su kullaniminin AD’ye sebebiyet verdigi net
bir sekilde belgelenmis olsa da yapilan g¢aligmalar sadece hasta verileri iizerinden
gerceklestirilmis ve sert suyun AD patogenezine molekiiler diizeyde nasil etkiledigine dair
bilgi eksikligi de bulunmaktadir. Derinin fizyolojik pH’sinin artmasi sonucu aktivitelerinin
artt1g1 bilinen KLK ailesinin sert su kullanimina bagli olarak derideki aktivitelerine ait bir

literatiir eksikligi bulunmaktadir.

2.3. Atopik Dermatit ve Deri Epitelinin Iliskisi
2.3.1.Deri Bariyeri ve Fonksiyonu

Deri, viicudun homeostazinin korunmasinda ve cevresel faktorlerden korunmasinda ¢ok
onemli bir rol oynayan karmasik bir organdir. Bir¢cok temel fizyolojik islevi yerine getirme
kabiliyetine sahip olan deri, insan viicudundaki en biiyiik ve en kritik organlardan biridir ve

viicut agirliginin yaklasik %16'sin1 olusturmaktadir [71].

Derinin baslica islevleri arasinda fiziksel, kimyasal ve mikrobik saldirilardan korunma,
termoregiilasyon, duyu, su depolama ve D vitamini sentezi yer almaktadir [71]. Deri ii¢ ana
katmandan olusur ve bunlar sirasiyla, epidermis, dermis ve deri altt yag dokudur. Bu
katmanlarin kalinlig1, viicuttaki konumuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Cildin en
dis tabakasi olan epidermis, koruyucu bir protein olan keratin tireten keratinositlerden
olugsmaktadir [72]. Epidermisin altinda bulunan dermis tabakasi, esas olarak cilde gii¢ ve
esneklik saglayan fibrillerin yapisal bir proteini olan kollajenden meydana gelmektedir.
Derinin en alt tabakasi olan deri alt1 yag dokusu ise lipositler veya adipositleri icermektedir
[73]. Keratinositlerin farklilasmasi cildin bakimi ve yenilenmesi igin gereklidir. Bazal
tabakadaki keratinositler, epidermisin farkli katmanlarinda yukar1 dogru ilerledikce boliiniir
ve farklilasir. Derinin en iist tabakasi olan SC’de tamamen farklilasmislar ve cildi ¢evresel

faktorlerden ve su kaybindan koruyan bir bariyer olustururlar [72, 73].
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SC, tahris edici maddelerin ve alerjenlerin niifuz etmesine kars1 bir bariyer saglayan cilt
tabakasidir. SC’nin birincil islevi epidermal gecirgenlik bariyerini kontrol etmesidir ve cildin
islevselliginin %90'indan fazlasini olusturmaktadir [74]. SC yapisi, hiicreler arasi lipidlere
gomiilii korneositlerden olusur ve her bir korneositi ¢evreleyen korneosit zarfi ad1 verilen
bir protein kabugu ile bir "tugla ve har¢" yapist olusturmaktadir (Sekil 2.4). Seramidler,
serbest yag asitleri ve kolesterol igeren hiicreler arasi lipidler, fonksiyonel deri bariyer
biitiinligiiniin korunmasi agisindan ¢ok 6nemlidir [75]. Deride bulunan yag gruplari arasinda
en sik bulunan seramid miktarinda azalma ve zincir uzunlugundaki kisalma AD’li bireylerin

hem lezyonlu hem de lezyonsuz bélgelerinde gozlenmistir [76].
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Sekil 2.4 Derinin yapist ile “tugla ve harg” yapisi [74].

Filaggrin, cildin en dis tabakasi olan SC’nin sagligini1 korumak i¢in gerekli olan temel bir
proteindir. Bu protein, SC’ye gii¢ saglamaktan ve uygun hidrasyonu tesvik etmekten
sorumludur. Bunu yapmak i¢in, profilaggrin polimerleri 6nce daha kiiciikk filaggrin
monomerlerine ayrilmaktadir. Bu monomerler daha sonra SC’ye ek gii¢ saglamak i¢in
keratin ara filamentleri ile birlesir. Yapisal amacina hizmet ettikten sonra, filaggrin daha
sonra SC’de uygun hidrasyon seviyelerini korumak igin gerekli olan ¢esitli NMF’ler tiretmek
icin kullanilan amino asitlere ayrilir. Filaggrinin deri saglig1 lizerindeki koruma gorevi
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lizerine c¢esitli caligmalar gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda, FLG geninde
mutasyonu olan bireylerin AD gelistirmeye daha yatkin oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda FLG’ nin derinin hidrasyon seviyesinin korunmasinda da dnemli role sahip oldugu

gosterilmistir [77-79].

Siki baglantilar (TJ), su ve soliitlerin paraseliiler tasinmasini diizenleyen ve deri bariyerinin
ayrilmaz bir pargast olan hiicreler arasi yapisma yapilaridir. TJ seritleri, deri bariyeri
islevinin siirdiiriilmesinde ¢ok Onemli bir rol oynayan klaudinler ve okludinler gibi

transmembran proteinlerinden olusur [75].

Deri mikrobiyomu, derinin yiizeyinde kolonize olan, viicudun immiin sistemine katkida
bulunan ve diger patojenik mikroorganizmalara karsi koruma saglayan ve bakteriler,
mantarlar, virlisler ve arkelerden olusan karmasik bir sistemdir. Derideki mikrobiyal
topluluklarin esas bilesimi cildin farkli bolgelerinin fizyolojisine baglidir. Bununla beraber
nemli, kuru ve yagli mikro ortamlarla iligkili olan bakteri taksonlarinin bollugundaki
degisiklikler de deri mikrobiyotasi lizerinde etkilidir. Bu mikroorganizmalar deri sagliginin
korunmasinda rol oynarlar ve deride bulunabilmek icin ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir.
Ornegin, Staphylococcus spp. deride hayatta kalabilmek i¢in terde yer alan iireyi, bir nitrojen
kaynagi1 olarak kullanabilme yetenegini gelistirmistir. Kolonizasyonlarini daha da tesvik
etmek amaciyla cesitli Staphylococcus tiirleri deriye tutunmayi tesvik eden yapigsma
(adherens) molekiillerinin sentezini arttirabilmekte ve bunun yaninda SC’den besinleri
serbest birakan proteazlari da tiretebilmektedirler [80]. Mikrobiyom dengesinin bozulmasi
cesitli patofizyolojik durumlara ve hastaliklara yol agabilen iltihaplanma veya enfeksiyonla
sonu¢lanmaktadir. Mikrobiyal dengesizlik genellikle insan viicudu i¢in faydali olan tiirleri
azaltir ve disbiyoza neden olur. Deri mikrobiyotasinin spesifik bilesimi biiyiik dlciide deri

bolgesinin karakteristik fizyolojisine bagli olarak degiskenlik gostermektedir [81].

AMP’ler, insan derisindeki invaziv mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 savunmada 6nemli bir
rol oynayan molekiillerdir. AMP’ler bakteriler, mayalar ve mantarlar dahil olmak {izere
cesitli patojenlere kars1 antimikrobiyal ve anti-fungal aktiviteler sergilerler. Insan derisinde,
insan [-defensinleri (hBD) 1-3, katelisidin (LL-37), riboniikleaz Rnaz-7 ve psoriasin
(S100A7) dahil olmak iizere gesitli AMP tiirleri tantmlanmistir. Bu peptitler keratinositler,
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ter bezleri ve kanallarinda bulunan epitel hiicreleri, notrofiller ve mast hiicreleri gibi farkli
hiicre tipleri tarafindan tiretilir. hBD-1 gibi bazit AMP’ler deride her daim iiretilirken, LL-37
de dahil olmak iizere diger AMP’lerin ifadeleri ise diisiik seyir etmektedir. Ancak deri
mikroorganizmalar, pro-inflamatuvar sitokinler, D vitamini ve UV 1sm1 gibi uyaranlara
maruz kaldig1 zaman bu AMP’lerin ifadeleri yiikselis gosterir. Ayrica epidermal farklilagsma,
yara iyilesmesi ve doku hasari durumlarinda da derideki AMP’lerin ifadesi artmaktadir.
AMP’lerin antimikrobiyal etki mekanizmalar1 c¢ift yonlii olarak caligmaktadir. Birinci
mekanizma, AMP’ler ve negatif yiiklii fosfolipid gruplar ile mikrobiyal membranlarin
FFA’lan arasindaki etkilesime dayanmaktadir. ikinci mekanizma ise, deride bulunan
patojenik mikroorganizmalar tespit edebilen ve keratinositlerden LL-37, hBD-2 ve hBD-3
gibi AMP’lerin salinimini tetikleyen toll-benzeri reseptorler (TLR’ler) veya nod-benzeri

reseptorler (NLR’ler) gibi 6zellesmis 6rlintii tanima reseptorlerine dayanmaktadir. [82-84].

2.3.2.Deri Bariyeri ve Reseptorleri

Oriintii tamma reseptorleri (PRR), basta keratinositler olmak iizere derideki farkl
hiicrelerin  ylizeylerinde bulunmakta ve derinin patojen mikroorganizmalara kars1
savunulmasinda gorev almaktadir. PRR’ler hem patojen iliskili (PAMP’lar) hem de hiicre
hasariyla iliskili molekiiler kaliplari (DAMP’ler) tantyabilmektedirler. Dogustan gelen
immiin sistem, AMP’lerin ve pro-inflamatuvar sitokinlerin iiretimini saglayan ve immiin
yanitin baslatilmasi i¢in gerekli olan PRR’lerin aktivasyonuna dayanmaktadir. Bu aktivite
ile inflamasyonun gerceklestigi bolgeye noétrofillerin, monositlerin, 21entritik hiicrelerin,
makrofajlarin ve T hiicrelerinin gocii de baslatilmis olur. Memeliler birbirinden farkli ve
oldukea iyi korunmus PRR’lere sahiptirler. Bu PRR’ler igerisinde Toll benzeri reseptorler
(TLR’ler), RIG-I-benzeri reseptorler (RLR’ler), Nod-benzeri reseptorler (NLR’ler),
Melanoma-eksik (AIM)2-benzeri reseptorler ve C-tip lektin reseptorleri bulunmaktadir.
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2.3.2.1. Toll-Benzeri Reseptorler (TLR)

TLR’ler hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda en kapsamli sekilde calisilan dogal
immiin sistemin reseptorleridir. Bugiine kadar, insanlarda TLR1’den TLR13’e kadar 13
memeli TLR’si tanimlanmis ve karakterize edilmistir. TLR1, TLR2 ve TLR6 lipopeptitler,
TLR4 lipopolisakkarit (LPS), TLRS bakteriyel flagellin, TLR3 ¢ift zincirli RNA (dsRNA),
TLR7 ve TLR8 tek zincirli RNA (ssRNA) ve TLR9 patojen-DNA’sinda yer alan

metillenmemis CpG motiftlerini tanima yetenegine sahiptir.

TLR’ler ii¢ birimden olusan tip I transmembran proteinlerdir ve bu birimler sirasiyla bir
hiicre dis1 alan (ektodomain), bir transmembran alan ve bir hiicre i¢i kuyruk kisimlarindan
olusur. Ektodomainler, bir ko-reseptor molekiilii ile homo- veya heterodimer olarak spesifik
PAMP’leri veya DAMP’leri tantyan 16sin bakimindan zengin tekrarlarin (LRR) tandem
kopyalarii igermektedirler. Hiicre i¢i kuyruk biriminde yer alan Toll/IL1R alani (TIR) TLR
aktivasyonu sonrasi sinyal iletimi i¢in gerekli olan birimdir. PAMP veya DAMP TLR
tarafindan tanindiktan sonra, TIR alan1 miyeloid farklilasma birincil yanit geni 88 (MyD88)
veya IFNP’y1 indiikleyen TIR alani iceren adaptdr (TRIF) gibi adaptor proteinlerinin
toplanmasin1 saglar. Bu proteinler sitokinlerin, kemokinlerin ve AMP’lerin ifadesini
diizenlemek i¢in NFxB, Mitojenle Etkinlesen Protein Kinaz (MAPK)’lar veya TANK-
baglayict kinaz 1 (TBK1) sinyal kaskadlarin1 aktive eden sinyal yolaklarini baslatirlar. Bu

da sonug olarak tehlike sinyallerine kars1 konak savunmasini saglar.

TLR’ler keratinositler, Langerhans hiicreleri, melanositler, Merkel hiicreleri ve dermal
fibroblastlar dahil olmak iizere cesitli deri hiicre tipleri tarafindan hiicreye 6zgii bir sekilde
ifade edilmektedirler. Epidermiste keratinositler arasinda bulunan DC’lerin bir alt kiimesi
olan Langerhans hiicreleri (LC’ler), PAMP’leri, DAMP’leri veya antijenleri hizla
algilayarak konak savunmasi i¢in gerekli immiin yanitin olusturulmasi amaciyla T
hiicrelerini aktive etmek tlizere lenf diiglimlerine go¢ ederek adaptif immiin cevabin
olusturulmasin1 saglarlar. Bununla birlikte, PRR’lerin asir1 aktivasyonu kontrolsiiz bir
inflamasyonun ger¢eklesmesine yol agar. Bu kontrolsiiz inflamasyon da ardindan
otoimmiinite ve/veya AD, sedef hastalig1 ve sistemik lupus eritematozus gibi inflamatuvar

deri hastaliklarinin gelismesine yol agmaktadir.
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TLR’ler, basta AD olmak Tzere c¢esitli deri hastaliklarinin patogenezinde rol
oynamaktadirlar. TLR2’nin genetik polimorfizmlerinin AD ile iligkili oldugu tespit
edilmistir ve bunun yaninda AD hastalarinin kanlarindaki makrofajlarda TLR2 ifadesinin
diistiigti de bulunmustur. Saglikli keratinositlerde TLR2’nin aktivasyonu sonucunda,
klaudinl ve insan B-defensinler ve katelisidin gibi AMP’lerin ifadelerini hiz bir sekilde artis
gosterirken, AD’li bireylerin lezyonlu derisinde hem klaudin-1 hem de AMP’lerin seviyeleri
diisiis gostermektedir. TLR2 sinyalinin AD’nin akut faz1 sirasinda bozulmasinin yani sira,
TLR2’nin anormal aktivasyonu AD’nin kronik fazi sirasinda inflamasyonun alevlenmesine
ve devam etmesine yol agan Thl immiin yamitinin gelisimini de tesvik etmede rol
oynamaktadir. Alerjenler ve mikroorganizmalar gibi ¢evresel faktorlere maruz kalma hem
insanlarda hem de farelerde klinik AD fenotipinin ayirict 6zelligi olan TSLP ifadesinin
artisgim1  tetikleyebilmektedir [85]. AD’li hastalarin derisinde artan S. aureus
kolonizasyonunun TLR2 yanlig anlamli (missense) mutasyon (R753Q) ile baglantili oldugu
gosterilmigtir. Bunun yaninda, TLR2 transkripsiyonunu inhibe eden TLR2 promotor
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizminin (A-16934T), atopi Oykiisii ile de
iliskilendirilmistir [86].

Her ne kadar TLR’ler patojen ve hiicre i¢i hasar durumunda esas olarak aktifleserek
etkinliklerini gosterseler de, bir baska inflamatuvar deri hastaligi olan giil (Rosacea)
hastaliginda dis ortamdan kaynakli artan kalsiyum konsantrasyonunun 6zellikle TLR2’yi
aktive ederek KLK-5 iiretimini indiikledigi ve deride gerceklesen inflamasyona bu yolla da

katki sagladigi gosterilmistir [87].

2.3.2.2. Proteazla Aktive Reseptorler (PAR)

Deri inflamasyonunun tetiklenmesinde etkili olan bir diger reseptdr grubu PAR grubudur.
PAR’lar ¢evreden gelen proteaz Ozellikteki molekiilleri taniyarak proteazlarin etkilerine
aracilik eder. PAR’1in proteaz aracili aktivasyonu, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri,
inflamatuvar hiicreler, keratinositler ve fibroblastlar tarafindan IL-1p, IL-6, TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinmasi, IgE {iretiminin artmasi, anjiyogenez, hiicre goégiiniin

artmasi, inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu ve degraniilasyonu, hava yolu diiz kas
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hiicrelerinin proliferasyonu ve kasilmasi, goblet hiicrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu ve
mukus iiretiminin artmasi gibi ¢esitli etkilere neden olur. Proteazlarin aktivitesi, epitelyal
sik1 baglantilar ve adezyon molekiilleri iizerindeki etkileri nedeniyle ozellikle alerjik
hastaliklarla iliskilidir. Proteazlar, okludin ve klaudin molekiillerini bozarak hiicreler
arasindaki siki baglanti noktalarinin zayiflamasina neden olmaktadir. Bu durum, aym
zamanda hiicre icerisinde bulunan diger proteaz gruplari iizerinde uyarici etkisi olan matriks
metalloproteaz (MMP)-9’u aktive ederek mukozal epitel bariyerinde hasara yol
acabilmektedir. Bu aktivite, alerjenik molekiillerin proteaz ve bagisiklik uyarici etkilerini

gosterebilecekleri dokulara niifuz etmesini saglar [88].

PAR’lar G-protein bagli reseptor grubu ailesidir ve su ana kadar PAR-1, -2, -3 ve -4 olmak
lizere 4 lyesi tanimlanmigtir. Bu reseptorler arasinda en ¢ok calisilan liye PAR-2
reseptoriidiir. PAR-2’nin son zamanla yapilan calismalarda derideki serin proteazlardan
gelen sinyaller araciligiyla deri bariyer homeostazinda rol oynadigi kanitlanmistir. PAR-2
serin proteazlar tarafindan baslatilan sinyal yolaginin birincil sensorii olarak gorev
almaktadir. Bariyer yapisinin bozulmasi, SC’de pH’mnin bazal seviyelerinden (5,0-5,5) daha
notr bir pH’a dogru artisina neden olarak, nétr pH’da optimal aktiviteye sahip olan serin
proteaz aktivitesini artisina neden olur. Serin proteaz aktivitesindeki bu artis, SG’de
keratinositlerin iizerinde yer alan PAR-2’yi aktive ederek lipid biyogenez (LB) sentezinin
azalmasina ve lipid lamelinin yapisinin bozulmasina yol agmaktadir. Bu sonug, PAR-2
aktivitesinin bariyer bozulmasinin ardindan onarim sirasinda LB sentezini diizenlemek i¢in
onemli bir sinyal oldugunu gostermektedir. Serin proteaz/PAR-2 sinyali lipid bariyerinin
restorasyonunu inhibe ederek bariyer gegirgenligini olumsuz yonde etkilemesine ragmen, bu
sinyal yolag1 korneositlerin sentezini indiikleyerek kornifikasyon islemini hizlandirmakta ve
bariyer gecirgenligini iyilestirmede pozitif bir diizenleyici olarak da hareket edebilmektedir.
Proteolitik olarak aktif alerjenler olan ev tozu akarlari ve hamambdocekleri de PAR-2’yi
aktive etmektedir ve PAR-2 sinyali aracili LB salgilanmasinin inhibisyonunun bariyer
tyilesmesini geciktirdigi gosterilmistir. Alerjenler tarafindan deri bariyerinin bozulmasindan
sonra kalsiyum iyonlarinin anormal bir sekilde dagildigini gostererek, derideki kalsiyum
iyonlarmin PAR-2 sinyal aracili modiilasyonunun, PAR-2 tarafindan LB salgisinin
diizenlenmesinde rol oynayan mekanizmalardan biri olabilecegini 6ne siiriilmiistiir [89].
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PAR-2, inflamasyondaki rolii nedeniyle AD patogenezinde rol oynamaktadir. AD’li
hastalarin lezyonlu bolgelerde artmig PAR-2 ifadesinin gbzlemlenmesi, PAR-2’nin
inflamatuvar dermatozda rol oynadigini gostermektedir. PAR-2’nin AD inflamasyonuna
aracilik ettigi ve inflamatuar mediatorlerin ifadesini arttirmada rol oynadigi gosterilmistir.
PAR-2’nin ayrica Th2 aracili alerjik enflamasyonda da rol oynadig1 gosterilmistir. Th2 ile
iligkili bir sitokin olan TSLP, alerjenlere, mikrobiyal enfeksiyonlara ve inflamasyona yanit
olarak Th2 hiicre aktivasyonunu ve inflamasyonu indiiklemektedir. PAR-2 deride bulunan
serin-proteazlar tarafindan aktive edilmesinin ardindan niikleer faktor-kB (NF-«kB) tiretimi
tizerinden TSLP ifadesini arttirmaktadir ve boylece AD patogenezine katki saglamaktadir
[89]. Ayrica, gergeklestirilen bir calismada alerjen ile karsilagsmasiyla deri bariyer
biitiinliglinli bozarak deride kalsiyum iyon dengesinin de bozulmasina neden olmaktadir.
Gergeklesen bu kalsiyum iyon diizensizliginin PAR-2 yolag: lizerinden LB salgisinin

azalmasi sonucu meydana geldigi yapilan bu ¢alismayla tespit edilmistir [90].

2.3.3. Deri Bariyer Disfonksiyonu

AD’nin temelinde, deri iltihabin1 dogrudan tetikleyebilen epidermal bariyer fonksiyonunun
bozulmasi yatmaktadir. AD hastalarinin hepsinde i¢ ve/veya dis etkenlerin neden oldugu
epitel harabiyeti nedeniyle TEWL artis1 gézlenmis ve bu durum, deri bariyer islevinde
bozukluklara neden olmaktadir. AD’de deri bariyeri islevinin tehlikeye girmesi deri
enfeksiyonlarina, alerjen duyarliligina ve sistemik alerjik yanitlara kars1 duyarliligin artmasi

ile sonuglanmaktadir [91].

Deri bariyer islevindeki bozukluk birden fazla faktor tarafindan etkilenebilmektedir. AD
hastalarinin derisi kusurlu bir lipid matriksine sahiptir. AD cildinde SC’da yer alan hiicreler
aras1 lipid bilesimi, serbest yag asitleri ve seramidlerin biyosentezinde rol oynayan
enzimlerin degisen ifadeleri ile karakterize edilir. Arastirmacilar, SC hiicreler arasi lipidlerin
degisen bilesiminin AD’de S. aureus kolonizasyon durumu ile iligkili oldugunu gdstermistir
[92]. Ayrica, sentetik bir omega-hidroksiseramidin SC biitiinliigiinii arttirdigi ve farklilagsma
siireglerini uyararak hasarli deri bariyer fonksiyonunun iyilesmesini hizlandirdigi
bildirilmistir. AD hastalarinda, 6zellikle filaggrin anormallikleri olanlarda, SC’de toplam
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seramid ve bagli seramid seviyelerinin azaldigi bulunmustur. AD hastalarinda seramid ve
kolesterol oraninin azalmasi bozulmus SC bariyer fonksiyonuna neden olmaktadir. Ek
olarak, AD hastalarinin SC’sinde artmis pH ve yliksek serin proteinaz aktivitesi sonucunda,
seramid sentezi i¢in gerekli enzimler olan asit sfingomiyelinaz ve glukoserebrosidazin

inaktivasyonu ve yapilarinda bozulma gozlenmistir [91].

Cildin keratinizasyon, nemlendirme ve AMP fonksiyonlarindan sorumlu olan filaggrin
eksiklikleri, 6zellikle erken baslangigli AD ve kalict AD hastalarinda AD gelisimi ile giiglii
bir sekilde iliskilendirilmistir. FLG eksikligi derideki korneositlerin seklini degistirerek, deri
iltihabin1 artirir ve deri bariyer anormalligine neden olur. Ek olarak, filagrin anormallikleri
AD’li hastalarda TEWL ve kuru deri ile yakindan iliskilidir. AD cildinde FLG eksikligi ve
asir1 eksprese edilen Th2 sitokinleri, AD’nin alevlenmesinde kritik rol oynadigi bilinen S.
aureus enfeksiyonuna daha yiiksek bir egilimle iliskilidir filaggrin eksikligi, perkiitan
mikrobiyal ve alerjen penetrasyonunun artmasi ve irritan ve haptenlere karsi inflamatuvar

esiklerin azalmasi ile iligkilidir [6].

Bozulmus siki baglantilar da AD’deki anormal deri bariyeri islevine baglanmistir. AD’li
hastalarin lezyonsuz bélgelerinde klaudin-1 (CLDN1) ifadelerinde azalma ve bunun
sonucunda siki baglanti anormallikleri bildirilmistir [93]. Siki baglantilarin bozulmasi
AD’de anormal deri bariyeri islevine katkida bulunur ve bu da kritik 6liimciil epidermal

bariyer kusurlarina neden olmaktadir [94].

AD hastalar1, mikrobiyal ¢esitliligin azalmasi ve firsat¢1 patojen S. aureus prevalansinin
artmasi ile saglikli bireylere kiyasla farkli bir deri mikrobiyotasina sahiptir (Sekil 2.5). S.
aureus'un varlig1 epitelyal bariyerin bozulmasi, konak¢r immiin sisteminin tetiklenmesi ve
deri iltihabinin indiiklenmesi ile iligkilidir. AD hastalarinda S. aureus prevalansi daha
yiiksektir ve Staphylococcus tiirleri genellikle tek bir S. aureus susuna indirgenmistir.
Mikrobiyal ¢esitliligin azalmas1 6zellikle hastaligin siddetli alevlenmeleri sirasinda belirgin
bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir [95]. S. aureus'a ek olarak, diger bakteri tiirlerinin de AD ile
iliskili oldugu bulunmustur. AD hastalarinin deri mikrobiyomu Cutibacterium,
Streptococcus, Acinetobacter, Corynebacterium ve Prevotella cinslerinde azalma ile de

karakterizedir. Bir diger Staphlococcus tiirii olan S. epidermidis'in asirt ¢cogalmasi, AD'deki
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inflamatuvar yanita katkida bulundugu ve bdylece AD patogeneziyle de baglantili oldugu
gosterilmistir. Yapilan ¢calismalarda, siddetli AD alevlenmeleriyle baglantili olarak tek suslu
S. aureus topluluguyla ilisikli oldugu, daha az siddetli semptom belirtileri olan hastalarda
ise S. epidermidis suslarmin daha baskin oldugunu bulunmustur. AD alevlenmeleriyle
baglantili olarak Staphylococcus suslar1 disinda S. aureus’un sitolitik aktivitesini artirarak
deride hasara neden olabilen ve bdylece pro-inflamatuvar sitokinlerinin {retimini
indiikleyen Cutibacterium acnes’in de AD gelisimini tesvik ettigini bildirmistir. AD
hastalarinin deri mikrobiyomu bakterilerin yani1 sira daha diisiik mantar topluluklari
cesitliligi ile de karakterize edilimektedir. Malassezia tiirlerinin, 6zellikle M. globosa ve M.
restricta’nin, AD hastalarinda baskin oldugu bulunmustur. Bunlara ek olarak, Candida
albicans, Cryptococcus diffluens ve Cryptococcus liquefaciens gibi mantarlarin da, AD'li

hastalarda saglikli bireylere gore daha sik tespit edilmistir [96].
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Sekil 2.5 Deri mikrobiyotasi [96].

AD durumunda AMP’lerin ifadeleri ile ilgili yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar

birbiriyle geliski gostermektedir. Bir ¢alisma AD durumunda LL-37 seviyesinde azalma
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gerceklestigini gosterirken bagka bir galismada bu sonucun tam tersi olarak LL-37 ifadesinin
arttigini tespit etmistir [83]. Kabul goéren mevcut goriis, LL-37 seviyesinin arttigini
varsaymaktadir, ancak bu seviye sedef hastaligina kiyasla daha diisiik seviyededir. Mallbris
ve arkadaslar1 tarafindan elde edilen verilere gore AD lezyonlarinda hCAP18 geninin
ifadesinin akut yaralanma sonucunda bozuldugu ancak herhangi bir akut hasarin olmadigi
kosulda ifadesinin degismeden kaldigini da gostermislerdir [97]. LL-37'nin hem in vitro hem
de in vivo ortamda kurulan modeller iizerinde yapilan ¢aligmalarda yara iyilesmesini
arttirdigr bulunmustur [83]. Ek olarak, Akiyama ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen bir
calismada, LL-37’nin, klaudin 1, 3, 4, 7 ve okludin gibi ¢esitli TJ proteinlerinin ifadelerini
basaril1 bir sekilde arttirdig1 ve bu sayede deri bariyer biitiinliigliniin korunmasinda gérev

alabildigi gosterilmistir [98].

2.4. Kallikrein-iliskili Peptidazlar (KLK’lar)

KLK'lar, deri deskuamasyonu, dogustan gelen bagisiklik, nérodejenerasyon, degradasyon
ve hiicre dis1 matrisin (ESM) yeniden sekillenmesi dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siireglerde 6nemli roller oynayan, yiiksek oranda korunmus 15 tripsin veya
kimotripsin benzeri serin proteazdan olusan tek bir aileyi olusturur. KLK'lar 19q13.4
kromozomu iizerindeki bir gen kiimesi tarafindan kodlanmaktadir ve diger proteazlar,
endojen inhibitdrler ve fizyolojik ortam dahil olmak iizere etkenler tarafindan
diizenlenmektedirler [99]. Bugiine kadar, yedi tripsin benzeri KLK (KLK-5, KLK-6, KLK-
8, KLK-10, KLK-11, KLK-13 ve KLK-14) ve bir kimotripsin benzeri KL-K (KLK-7) SC'de
tanimlanmistir. KLK'larin tiimii inaktif olarak sentezlenir ve hiicre disina salinirlar.
KLK’larin proteolitik olarak aktiflegsebilmeleri i¢in tripsin enzimi yardimiyla pro-
peptitlerinden uzaklastirilmasini gerekmektedir. Tripsin benzeri aktiviteye sahip olan
KLK’lar diger aile iiyelerini aktive etme yetenegine sahiptirler ve boylece karmasik bir

aktivasyon hiyerarsisine sahiptir [100].

Deskuamasyon proteaz inhibitorleri tarafindan siki bir sekilde denetlenen, hiicre dist
korneodesmozomlarin proteazlar tarafindan yikilip korneositleri birbirlerine sabitleme
islemidir ve deri bariyer biitiinliiglinlin korunmasinda 6nemli bir islemdir. KLK ailesi derinin
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deskuamasyon isleminden sorumlu ailedir ve farkli KLK {iyelerinin deri deskuamasyonuna
katki saglamaktadir. KLK-5 korneodesmozomun yapisal proteinlerinden olan desmogellin-
1 (DSG), desmokolin-1 (DSC) ve korneodesmozini (CDSN) hidrolize ederken, KLK-7
sadece DSC ve CDSN'yi pargalayabilmektedir. KLK-6 ve KLK-14 de DSG'yi
pargalayabilmektedirler. KLK-5 kendi kendini aktive edebilmektedir ve bu sayede
proteolitik yolagi tetikleyerek korneodesmozomlarin parcalanmasina yol agmaktadir (Sekil
2.6) [101].

Sekil 2.6 KLK’larin normal derideki islevi. KLK-5 ve KLK-7 korneodesmozomun yapisal

proteinlerini  parcalamaktadir. Bu iki proteazin aktivitesi LEKTI tarafindan
diizenlenmektedir [101]. DSG1: Desmogellin-1, DSC1: Desmokolin-1, CDSN:

korneodesmozin, Korneositleri (turuncu kisim) birbirlerine baglayan yapisal proteinler.
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2.4.1. KLK inhibitorleri

pH bagimli lenfoepitelyal kazal-tip 5 serin proteaz inhibitorii (LEKTI) de dahil olmak iizere
bir dizi proteaz inhibitérii, KLK lar ile kompleks olusturarak aktivitelerini siki bir sekilde
diizenler. LEKTI, en az dordii KLK-5, KLK6, KLK-7 ve KLK14 dahil olmak iizere KLK
ailesine karst sahip oldugu bilinen 15 potansiyel serin proteinaz inhibitér parcalarindan
olusur. LEKTT ailesi, SC’nin bir alt katman1 olan Stratum Granulosum (SG)’da bulunan
graniiler hiicreler tarafindan ifade edilir ve LB vezikiilleri tarafindan SC'nin alt katmanlarina
iletilerek istenmeyen proteolitik aktiviteyi engeller. SG-SC arayiiziinde LEKTI, pH'in notre
yakin oldugu hiicre dis1 alanda KLK'lar ile lokalize olarak aktivitelerini regiile eder. Bu
kosullar altinda, LEKTI'nin hem KLK-5 hem de KLK-7'in gii¢lii bir inhibit6rii oldugu

bulunmustur.

Zn*2 ve Cu*? gibi metal iyonlarinin da KLK'larin aktivitesini diizenledigi gdsterilmistir. Bu
katyonlar, aktivitelerini KLK’lara baglanarak gosterirler ve KLK aktivitesini zayiflatirlar.
Inhibisyon ¢alismalart KLK 2, 3, 4, 5, 7, 8, 12 ve 14'iin diisiik konsantrasyonlarda Zn*?
tarafindan inhibe edilebildigini gostermistir. Ayrica, deri tedavileri i¢in yaygin olarak
kullanilan ¢inko merhemlerinde bulunan topikal ZnO da KLK aktivitesini diisiirerek yara

iyilesmesini ve bozulan deri bariyer biitlinliigiinii iyilestirdigi gosterilmistir [102].

2.4.2. KLK’larin Calisma Prensibi

KLK'lar tipik olarak kendi aktivitelerini veya proteolitik aktivasyon kaskadindaki diger
KLK'larmn aktivitelerini diizenler. KLK-5 hem kendisi araciligiyla (oto-aktivasyon) hem de
matriptaz ve matriks metalloproteazlar gibi diger proteazlar tarafindan aktive edilerek
inflamatuvar kaskadin baslamasini saglamaktadir. KLK-5, KLK-7 ve KLK14 gibi diger
KLK'lar1 da aktive ederken, aktive olan KLK 14 pozitif geri bildirim yoluyla tekrar pro-KLK-
5'i aktive edebilir. Ayrica KLK-5, pro-KLK1 ve pro-KLK11'i aktive etme yetenegine sahip
KLKS8'i de aktive edebilir. KLK6, KLK-5 ve KLK11'i aktive edebilmesine ragmen, KLK11
ve KLK13 gibi bazi KLK'larin aktivasyon kaskadindaki rolii heniiz net degildir. Bir

metalloproteaz olan meprin f, pro-KLK-7'yi aktive ederek deskuamasyonu
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indiikleyebilmektedir. KLK-5 ve KLK8’in de meprin B'y1 aktive edebildigi gosterilmistir
(Sekil 2.7) [99].
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o)
LK5 ‘—]

o
6KLKE | |__’
DEEEH) ——=CKLKS)

=5

KLK11] Bhxik7 ) S kik7)

Meprin B —

Sekil 2.7 KLK’larin aktivasyon kaskadi [99].

Proteazlarin aktivitesi pH, nem ve iyon konsantrasyonu gibi fizyolojik kosullardan da
etkilenmektedir. SC’nin yiizeyi asidik bir pH degerine (4.5-5.3) sahiptir ve bu deger i¢
katmanlara dogru giderek daha nétr (6.8-7.5) hale gelir. Sedef hastaligi ve AD gibi
inflamatuvar deri hastaliklarinda, cildin yiizeyi pH" nétr bir seviyeye yiikselir. KLK'larin
optimum pH degeri n6tr oldugundan, aktiviteleri pH 5 degerinde 6nemli 6l¢iide azalir.
LEKTI nétr pH’da KLK’lar ile olusturdugu kompleks sayesinde erken deskuamasyonu
onlemeye yardimci olmasina ragmen, derinin daha alkali olmas1 KLK-5'in onciiliik ettigi
deri bariyer yapisint bozmak ve AD benzeri dermatite yol acabilen Th2 inflamasyonunu

tetiklemektedir [99].

2.4.3. KLK ve AD iliskisi

KLK'larin, AD ile iliskisini gosteren ¢alismalarda KLK-5, KLK-7 ve KLK-14 ifadelerinin ,
AD hastalarinin lezyonlu bolgelerinde artis gosterdigi gosterilmistir [101]. Ayn1 zamanda

serum KLK-7 seviyeleri de artis gostermektedir ve bu artig periferik kan eozinofil sayisi ile
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dogru orantilidir. Deride gerceklesen inflamasyonda KLK-7 basta olmak iizere diger
KLK’larmn da patogenezinde yer aldig1 deri bariyer harabiyeti gergeklesir. Ozellikle KLK-5,
KLK-7 ve KLK14 proteaz aktivitelerini PAR-2 reseptoriinii aktive ederek gostermektedir ve
inflamatuvar yanit bu reseptor tizerinden baslatilir [99]. Deri sagligimin korunmasinda
hidrasyon 6nemli bir gorev {stlenir. FLG’nin yikimi sonucu olusan NMF SC’nin
hidrasyonundan sorumludur. Ancak FLG’de gerceklesen mutasyonlar deri bariyer
biitiinliglinli bozarak derinin igerisine alerjenlerin girigini kolaylastirir ve KLK’lar
araciligiyla deride inflamasyona sebebiyet verir. KLK’lar araciligiyla deride meydana gelen
inflamatuvar yanit sadece FLG’deki islev bozuklugundan kaynakli degil, deri pH 1nin artisi,
LEKTI ifadesinden sorumlu olan SPINKS5 genindeki mutasyon aracili da gergeklesmektedir.
Deride gergeklesen inflamatuvar yanit siirecinde ifadesinin arttigi bilinen KLK-7’nin
inflamatuvar siire¢ olmadan bile AD’nin kronik kasintisina katkida bulundugu da tespit

edilmistir [103].

2.4.3.1. KLK-5, KLK-7 ve AD

AD durumunda deride meydana gelen harabiyet nedeniyle aktivitelerinde artis gosteren
baslica KLK iiyeleri KLK-5 ve KLK-7’dir. Bu iki enzim deri deskuamasyonundan sorumlu
baslica enzimlerdir ve AD durumunda aktivitelerindeki artis sonucu deri bariyer
gecirgenliginin daha da artmasma neden olmaktadirlar [104]. Ozellikle KLK-5’in sahip
oldugu kendi kendini aktive etme yetenegi ve ardindan diger KLK’lar1 aktive edebilmesiyle
AD patogenezine katki saglamaktadir. KLK-5in deride TSLP ifadesini PAR-2 yolag1
araciligiyla arttirdig1 ve boylece deride Th2 dominant bir mikro-¢evrenin olusmasina neden
oldugu da tespit edilmistir [101]. Bunlarin yaninda KLK-5 ve KLK-7’nin LL-37"yi aktive
edebildikleri de gosterilmistir. KLK-7 ifadesinin IL-4 ve IL-13 ile birlikte artis gosterdigi
ozellikle AD’li bireylerin lezyonlu bolgelerinde bu durumun gézlendigi de bildirilmistir
[100].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltliri ¢aligmalarinda kullanilan insan epidermal keratinosit hiicre hatt1 HaCaT
(HEKa) (Katalog no. C0055C), ThermoFischer Scientific firmasindan ticari olarak satin

alinmustir.

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda sert suyun etkisinin incelenebilmesi igin CaCOz3 (Katalog no.
TK.200200.01002) Tekkim firmasindan satin alinmustir.

Hiicre canliliginin tespiti igin kullanilan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difeniltetrazolyum

bromiir (MTT) (Katalog no. M2128) Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.

Reseptor bloklama deneyleri i¢in kullanilan C29 (Katalog no. 27029) Cayman firmasindan,
Sparstolonin B (Katalog no. SML1767) Sigma-Aldrich firmasindan, MyD88 inhibitdr peptit
(Katalog no. NBP2-29328) Novus Biologicals firmasindan, SAM11 (katalog no. 14-9699-
82) ThermoFischer Scientific firmasindan satin alinmistir. Reseptor blokanlarmin hiicre
canlilig iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla etidyum bromiir/kalsein (EtBr/Kalsein
AM) boyamasi yapilmistir ve EtBr/Kalsein AM boyasi (Katalog no. 30002) Biotium (ABD)

firmasindan satin alinmistir.

HaCaT hiicre hattinin farklilastirilmasinin kontrolii i¢in kullanilan anti-sitokeratin-1 (K1)

antikoru (Katalog no. sc-376224) Santa Cruz Biotechnology firmasindan temin edilmistir.

Hiicre uyarimlarinin ardindan gergeklestirilen RNA izolasyonu ThermoFischer Scientific
firmasindan temin edilen RNA izolasyon kiti (Katalog no. 12183018A) ile, cDNA ¢evrimi
ise ThermoFischer Scientific firmasindan satin alinan cDNA sentez kiti (Katalog no. K1622)
ile gerceklestirilmistir.

Gergek-zamanli PZR deneyleri igin kullanilan SYBR Green boyasi (Katalog no. A324402)

Ampligon firmasindan satin alinmistir.

HaCaT hiicre hattindan salinan KLK-5, KLK-7 ve LL-37 protein miktarlar1t KLK-5 ELISA
kiti (Katalog no. DY8459-05) RnD Systems firmasindan, KLK-7 ELISA kiti (Katalog no.
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ELK1283) ELK Biotechnology firmasindan ve LL-37 ELISA Kkiti (Katalog no. E-EL-
H2438) Elabscience firmasindan temin edilmistir.

3.2. Hiicre kiiltiirii calismalari
3.2.1.HaCaT ve Eol-1 hiicre hatlarimin kiiltiirlenmesi

Insan keratinosit hiicre hatt1 olan HaCaT, %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin, 0.03 mM
CaCl> ve 4 mM L-glutamin igeren DMEM besiyerinde T-25 flask igerisinde %5 CO2
atmosferinde ve 37°C’de inkiibatorde biiyiitiilmiistiir [105]. Hiicre canlilik deneylerinde
kullanilmak tizere %80 kaplama oranina ulasan HaCaT hiicre hatti, tripsin/EDTA karsimi
ile kaldirilip 5 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiije edilmistir. Hiicreler uygun besiyeri

hacminde ¢6ziilmiis ve tripan mavisi boyama yontemiyle thoma laminda sayilmaistir.

Insan eozinofil hiicre hatt1 olan Eol-1, %10 FBS, %1 Penisilin/Streptromisin igeren
RPMI1640 besiyerinde T-25 flask icerisinde %5 CO2 atmosferinde ve 37°C’de inkiibatorde
biiyiitilmistiir [106]. Canlilik deneylerinde kullanilmak iizere %80 kaplama oranina ulasan
Eol-1 hiicreleri, 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Uzerindeki
besiyeri uzaklastirilan hiicreler uygun besiyeri hacminde ¢oziilmiis ve tripan mavisi boyama

yontemiyle thoma laminda sayilmistir.

3.2.2.Sert Su Uyarimina Bagh Sitotoksisite Deneyleri

HaCaT hiicreleri ile yapilacak sitotoksisite deneyleri icin 96-kuyucuklu plakalara 1-2,5 x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir. Uyarimlar igin hiicrelerin %90 kaplama
oranina ulagmalar1 beklenmistir. Hiicreler, %90 kaplama yogunluguna ulastiginda uyarima

baslanmistir.

Eol-1 hiicreleri 7x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. Eol-1
hiicre hatt1 stispanse hiicre morfolojisi gosterdigi i¢in plakalara ekildikten sonra herhangi bir
kaplama zamanma ihtiya¢ duymamaktadir. Bu nedenle 96 kuyucuklu plakalara ekilen

hiicreler total hacmin yarist kadar ekilmistir (50 pL).
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Hiicreler, artan konsantrasyonlarda (100 mg/L, 150 mg/L, 180 mg/L, 200 mg/L ve 250
mg/L) CaCOs ile 6, 12 ve 24 saat boyunca uyarilmigtir. Uyarim siiresi sonunda HaCaT
hiicrelerinin lizerindeki besiyeri uzaklastirilarak yeni besiyeri eklenmistir. Eol-1 hiicrelerinin
bulundugu 96-kuyucuklu plaka ise 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve bu sayede
besiyeri uzaklastirilarak yeni besiyeri eklenmistir. Her kuyuya 13 uL MTT soliisyonu
eklenmis ve plakalar etiivde 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Eol-1 hiicreleri igin
inkiibasyon sonrasinda plaka yeniden 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiije edilmistir.
Uzerindeki besiyerleri ¢ekildikten sonra her bir kuyucuga 150 uL DMSO soliisyonu
eklenerek olusan kristal ¢okeltisi ¢oziilmiistiir. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen plaka

570 nm’de plaka okuyucuda okutulmustur [107].

3.2.3.Uygun Reseptor Blokaninin Secilmesi

HaCaT hiicre hatt1, TLR-2 blokanlar1 olan C29, Sparstolonin B (SsnB) ve MyD88 inhibitor
peptit ile PAR-2 blokan1 olan SAM-11 ile uyarilmak tizere 96-kuyucuklu plakalara, kuyucuk
basma 2x10* sayida hiicre ekilmistir. SsnB blokan1 TLR-2 reseptoriinii ektodomain
kismindan, C29 blokani TIRAP domaininden, MyD88 inhbitor peptit ise MyD88 adaptor
protein kismindan bloke ederken, SAM-11 monoklonal antikoru ise PAR-2 reseptoriine

baglanarak aktivasyonunu inhibe etmektedir (Sekil 3.1).
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TLR-2 PAR-2
SAM-11

SsnB —

.............................................

MyD88 inhibitor Peptid L

Sekil 3.1 Tez kapsaminda kullanilan blokanlarin TLR-2 ve PAR-2 reseptorleri tizerinden bloklama
yaptig1 bolgelerin ve molekiillerin gosterimi

Blokanlarin HaCaT hiicreleri iizerindeki etkisini gérmek amaciyla canli/6lii hiicre
boyamas1 yapilmistir. Hiicrelerin uyarimini gerceklestirmek iizere;

e (29 Blokani: 50-100-150 uM konsantrasyonda 1 ve 2 saat [108, 109],
e SAM-11 Antikoru: 20 ug/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda 2 saat [110],
e Sparstolonin Blokani (SsnB): 50-100 uM konsantrasyonda 24 saat [111],

e MyDS88 Inhibitdr Peptidi: 50-100 uM konsantrasyonda 24 saat boyunca uyarilmistir
[112].

Uyarim stireleri sonunda canli hiicreler Kalsein AM, 6lii hiicreler etidyum bromiir ile
boyanmustir. Uyarim siiresi bitmeden 500 ul PBS igerisine 1 ul EtBr ve 0,25 ul Kalsein AM
eklenerek boyalar hazirlanmistir. Uyarim siiresi sonunda kuyucuklardan besiyerleri
uzaklagtirilmig ve 50 pl EtBr/Kalsein boyast kuyucuklara eklenmistir. Hiicreler 15 dakika
boyunca boya ile inkiibe edilmistir. Boyamalar, floresan mikroskop kullanilarak
goriintiilenmistir. Gorilintiileme sirasinda her bir kuyucuktan en az 5 goriintii elde edilmistir.
Floresan goriintiilerini elde etmek i¢in Thermo Fisher firmasinin EVOS Floid floresan

mikroskobu kullanilmistir. Gergeklestirilen blokan sitotoksiste deneylerinin ardindan
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kullanilan blokanlarin ilgili reseptorleri blokladigini kontrol etmek amaciyla TLR-2
reseptOriiniin aktivatorii oldugu bilinen LPS ve PAR-2 reseptoriiniin aktivatorii oldugu
bilinen SLIGLR peptidi ile uyarilmis ve inflamatuvar hasar sonucunda arttig1 bilinen pro-

inflamatuvar sitokinlerden IL-6 seviyesi incelenmistir.

3.2.4. HaCaT Hiicrelerinin Hava-Sivi Arayiiz (ALI) Yontemi ile Farklhilastirilmasi ve
AD Modelinin Olusturulmasi

Diisiik kalsiyumda (0,3 mM CaCly) biiyiitilen HaCaT hiicreleri farklilagsmanin
gerceklestirilmesi i¢in 1,2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 2.8 mM kalsiyum kloriir igeren
DMEM besi yeri igerisinde 0,4 um porlari olan transwell aparati lizerine ekilmistir [105].
Baslangicta hiicreler 2 giinde bir besiyeri degistirilmek {lizere 3-4 giin inkiibe edilmistir.
HaCaT hiicrelerinin dogru bir sekilde farklilagip farklilasmadigini gostermek amaciyla
derinin yapisal proteinlerinden olan sitokeratin-1 (K1) protein ifadesine immiinofloresan
(IF) boyama ile bakilmistir [113]. HaCaT hiicreleri transwell iizerinde %100 yogunluga
ulagtiktan sonra 7 gilin boyunca farklilastirilmistir. 37 °C‘de %5 CO:2 ortaminda alt
cemberdeki besiyeri 2 giinde bir degistirilmek {izere hiicreler inkiibe edilmistir.
Farklilastirmanin son 24 saatinde AD modelinin olusturulmasi i¢in hiicreler 10 ng/mL TNF-

a ve 50 ng/mL IL-4 ile birlikte uyartlmistir [114] (Sekil 3.2).

IL-4 (50 ng/mL)+TNF-a (10ng/mL)

HaCaT

Sekil 3.2 6 giin boyunca farklilastirilan HaCaT hiicreleri, 7.giinde 24 saat boyunca AD modelinin
olusturulmasi i¢in IL-4 ve TNF-a, ile uyarilmigtir.
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AD modelinin olusturulup olusturulamadigimi kontrol etmek amaciyla da FLG geninin

ifadesine bakilmistir [114].

3.2.5.HaCaT  hiicrelerinin Eol-1 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilmesi, reseptor

bloklamasinin gergeklestirilmesi ve sert su ile uyarilmasi

Ko-kiiltiir i¢in Eol-1 hiicreleri, HaCaT hiicrelerinin farklilasmasinin tamamlanmasinin
ardindan 8.glinde ALI kiiltiiriin bazal kismina 2,5 X 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir (Sekil 3.3). Farklilastirma besi yeri olarak 2 hiicre igin kullanilan besiyerleri yari
yariya karistirilarak kullanilmistir [115]. Sonrasinda hiicreler hem sitotoksisite deneyinden
elde edilen sonuca bagli olarak belirlenen konsantrasyonda CaCOs ile hem de blokan

deneyleri sonrasinda seg¢ilen uygun bloklanlar kullanilarak 12 ve 24 boyunca uyarilmistir.

HaCaT ALl kUttdrde farkhlagtrma Eol1 ile ko-kiiliir

%100 kaplama oram 7 gin
—_— —_—

H
- T ]

Sekil 3.3 In vitro ortamda olusturulan olan ko-kiiltiir modeli.

3.3. Hiicrelerde Gen ifadesinin incelenmesi
3.3.1.RNA izolasyonu

Uyarimlar1  gergeklesen hiicrelerin RNA izolasyonu asagidaki protokole gore

gerceklestirilmistir.

1. Hiicrelere %1 B-Merkaptoetanol igeren 350 ul RLT tampon ilave edilerek pipetle yapilan

cek-birak islemiyle pargalanmistir.
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2. Hiicrelerin iizerine steril DEPC su ile sulandirilmis %70 etanol esit olarak dagitilir. 2

ml’lik toplama tiipii i¢indeki kolona pipet ile birakilmistir.
3. Tiipler, 13000 rpm’de 30s santrifiij edilmistir.

4. Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltilmis ama kolon atilmamistir. Kolonun tizerine 700 ul RW1

yikama tampon ilave edilmistir.
5. Tiipler 13000 rpm’de 30s santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atilir ve kolon yeni bir toplama tiipii i¢ine yerlestirilir.

Kolon iizerine 500 ul RPE soliisyonu ilave edilir. 13000 rpm’de 30s santrifiij edilmistir.

7. Toplama tiipiindeki siv1 bosaltilir ve iizerine tekrar 500 pl RPE soliisyonu ilave edilir.

Tiipler 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

8. Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltilir ve kolonda kalan RPE soliisyonunu uzaklagtirmak igin

kolona herhangi bir ekleme yapmadan 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

9. Kolon, steril 1,5 ml ependorf tiip lizerine alinir. Kolonun tizerine 50 pl RNaz icermeyen
su ilave edilerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen RNA o6rnekleri -
80°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.2. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

RNA izolasyonunun ardindan cDNA sentezi gerceklestirilerek drnekler ger¢cek-zamanli PZR

icin hazirlanmistir. cDNA sentezi asagidaki protokole gore gerceklestirilmistir;

1. Izole edilen RNA’larin konsantrasyonlarma gore hesaplama yapilip, belirlenen miktar

PZR tiiplerine konulmustur.

2. RNA orneklerinin konuldugu PZR tiiplerine hesaplanan miktarlarda distile su ve 1 pl
OligodT ilave edilmistir.

3. Thermal cycler cihaz1 65°C 5 dakikaya ayarlanmis ve drnekler 5 dakika boyunca cihazda

tutulmustur.
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4. 5 dakika inkiibasyon sonrasinda PZR tiiplerine reaksiyon tamponu (4 puL), dNTP (2 pL),
reverse transcriptase (1 pL) ve ribolock RI (1 pL) eklenmistir.

5. Thermal cycler cihaz1 42°C 60 dakika, 70°C’de 5 dakikada ve 1 dongii olacak sekilde

ayarlanmis ve orneklerin cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

6. Sentezlenen ¢cDNA ornekleri nanodrop (Quawell Q5000 — UV-Vis) kullanilarak

Olclilmiistiir.

3.3.3.Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA sentezi gergeklestirilen 6rneklerin KLK-5, KLK-7, LL-37, FLG, IL6 ve PPIA
genlerinin ifadesi Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) ile incelenmistir.
Gergek zamanli PZR de kullanilan primerler Cizelge 3.1°de verilmistir. internal kontrol
olarak Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) kullanilmistir. Reaksiyon ig¢in kullanilan

malzemeler ve polimeraz zincir reaksiyon kosullari ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez galismas1 kapsaminda kullanilan genlerin ileri ve geri primer dizileri.

5’-GATGCTTACCCGAGACAGAT-3’ 3’-ACCAGACGTTACCGAGGGA-5’ [116]

5’-ATTCCATGCTGTGCGCTGG-3’ 3’-AGACCACAGGACCCCTTGA -5’ [117]

5’-CGGATGCTAACCTCTACCG-3’ 3’-TCTGTGCGGTTTCGGACAC-5’ [118]

5’-TGAGGGCACTGAAAGGCAAA-3’ 3’-CCCAAATCTGTGAGAGTCGT-5’ [119]

5’-GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA-3’ 3’-TTCTGTGCCTGCAGCTTC-5’ [120]

5’-CATCCTAAAGCATACGGGTCC-3’ 3>-TCTTTCACTTTGCCAAACACC-5’ [121]
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Cizelge 3.2 Gergek zamanli PZR reaksiyon ve dongii kosullari; *: Asama, 35 dongiide
tamamlanmugtir.

Malzeme Miktar1
2X SYBR Green PCR Master Mix 5uL
fleri Primer (10 pM) 0,1 uL
Reaksiyon Ters Primer (10 uM) 0,1 uL
Kosullars Niikleaz-igermeyen su 1,8 uL
Kalip 3 pL (10 ng)
Dongii asamasi Sicaklik Siire
Isiyla aktivasyon 95 °C 15 dk
Dongii Kosullari Denaturasyon * 95°C 10s
Primer yapisma/uzama * 60 °C 30s

3.3.4.ROS Genlerinin incelenmesi

HaCaT hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen Eol-1 hiicrelerinden, gergeklestirilen uyarimlar
sonrast RNA izolasyonu yapilarak oksidatif stres genlerine (PZR array) ger¢cek zamanli PZR
yontemiyle bakilmistir. RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve ger¢ek zamanli PZR deneyleri
yukarida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Sert su uyarimina bagli ROS profillerinin

incelenmesi i¢in analiz edilen genler Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Tez Kapsaminda Incelenen Genler Referanslar

GADPH [122]

SOD1 [123]

CCL5 [124]

APOE [125]

GPX1 [126]

GTSP1 [127]

MB [128]

NOX4 [129]

NOS2 [130]

Cizelge 3.3 Tez galismasi kapsaminda Eol-1 hiicrelerinden salinan ROS’larin tespiti igin

kullanilan gen profili.
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3.4. Hiicrelerin Protein Seviyelerinin Olciilmesi
3.4.1.Enzim Bagh immiinosorbent Deneyi (ELISA)

Uyarim siireleri sonunda transwell insertlerinden toplanan siipernatanlarda IL-6, KLK -5, -
7 ve LL-37 protein seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir. IL-6 ve KLK-5
i¢cin asagidaki ELISA protokolii izlenmistir;

1. Bir gece 6dnceden yakalama antikoru 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basina 100 pl olacak
sekilde dagitilmistir.

2. Plaka bir gece boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

3. Sonrasinda yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmis ve kuyucuk basmna 300 ul

bloklama soliisyonu eklenerek 1,5 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4. Yikama soliisyonu ile plaka ii¢c kere yikanmistir. Ornekler onerilen oranda Kitin
icerisinden cikan sulandirma soliisyonu ile seyreltilerek kuyucuk basina 100 pl olacak

sekilde dagitilmis ve plaka 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5. Yikama soliisyonu ile plaka ii¢c kere yikanmistir. Her kuyucuga 100 ul belirleme

soliisyonu eklenecek ve plaka oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

6. Yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmigtir. Streptavidin-HRP soliisyonundan her
kuyucuga 100 pl konularak plaka 20 dakika inkiibe edilmistir.

7. Yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanacak. Renk reaktifi A ve renk reaktifi B, 1:1
oraninda karistirilarak her kuyucuga 100 pl eklenmistir.

8. Yaklasik 10-20 dakika arasi beklenmis ve sonrasinda 50 pl durdurma soliisyonu

kuyucuklara konulmustur.

9. Plakalar 450 nm ve 540 nm degerlerine ayarlanan mikroplaka okuyucu (Perkin Elmer
Multimode Plate Reader) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

KLK-7 ve LL-37 i¢in asagidaki ELISA protokolii izlenmistir;

1. Her bir kuyucuga 100 pl protokolde dnerilen oranda seyreltilmis drnekler dagitilmigtir

ve plaka 80 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda drnekler uzaklastirilmis ve plaka 3 defa yikama soliisyonuyla
yikanmistir.

Kuyucuklardan yikama soliisyonu uzaklagtirilmis ve her kuyucuga 100 pl biyotinlenmis
antikor konmus ve 50 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda plaka 3 defa yikama soliisyonuyla yikanmistr.

Kuyucuklardan yikama soliisyonu uzaklastirilmis ve her kuyucuga 100 pl Streptavidin-
HRP soliisyonu konmus ve 50 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda plaka 5 defa yikama soliisyonuyla yikanmistr.

Kuyucuklardan yikama soliisyonu uzaklastirilmis ve her kuyucuga 90 ul TMB Substrat

soliisyonu konmus ve 20 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu konmus ve plaka 450 nm

ve 540 nm degerlerine ayarlanan mikroplaka okuyucu kullanilarak dl¢iilmiistiir.

3.4.2.immunofluoresan (IF) boyama

HaCaT hiicreleri farklilasmasinin kontrolii i¢in 24 kuyucuklu plakalar icerisine transwell’ler

ekilmis ve %80 kaplama yogunluguna ulastiginda K1 protein ifadesi IF boyama ile

incelenmigtir. [F boyama i¢in agsagidaki protokol izlenmistir;

1.
2.
3.

Transwell lizerinden besiyeri uzaklastirilmig ve 500 pl PBS ile yikama yapilmistir.
Transwell’in alt kismu steril bistiiri yardimiyla kesilip lamel lizerine yerlestirilmistir.
Lamel tizerine yerlestirilen transwell’in ¢evresi herhangi bir sivi kayb1 olmamasi adina
hidrofobik kalem ile ¢izilmistir.

Lamel 1 kere 150 pl PBS ile yikanmustir.

Fiksasyon asamasi i¢in lamellerin iizerine 150 pl %10 formaldehit/PBS karigimi
eklenmistir ve +4°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Formaldehit lamellerden uzaklastirilmis ve 1 kez 250 pl PBS ile yikanmaistir.
Gecirgenlestirme (permeabilization) i¢in 150 pl %0.2 Triton X-100/PBS karigimi

lamellerin tizerine eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

44



10.

11.

12.

13.

Triton X-100 lamellerden uzaklastirilmistir ve %1 BSA igerisinde seyreltilen Anti-
Sitokeratin 1 antikorundan 150 pl lamellere konmus ve 2 saat oda sicakliginda 11k
gormeyecek sekilde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 primer antikor uzaklastirilmis ve sonrasinda lameller 4 kere 150 pl
%0.2 Triton X-100/PBS karisimi ile yikanmustir.

lgG-mouse (fare) sekonder antikoru %1 BSA ile seyreltilmis ve 150 pl lamellere
eklenerek 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

Sekonder antikor uzaklastirilmis ve lameller 4 kere 150 pl %0.2 Triton X-100/PBS
karigimi ile yikanmustir.

Yikama sonrasinda transwell’in iizerine 2 damla mounting media damlatilmig ve iizeri
lam ile kapatilmistir.

Floresan mikroskop kullanilarak goriintiiler alinmistir. Floresan goriintiilerini elde etmek

icin Thermo Fisher firmasinin EVOS Floid floresan mikroskobu kullanilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Tez galismasi kapsaminda gergeklestirilen tiim deneylerin istatistiksel analizleri Graph Pad

Prism 9.0 programi kullanilarak yapilmistir. Veriler, £ ortalama standart hata ile

gosterilmistir. Genler arasindaki ifade farkliliklarini tespit etmek amaciyla Kruskal Wallis

Test uygulanmis devaminda post hoc analizleri yapilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez caligmasi kapsaminda sert su olarak tanimlanan yiiksek konsantrasyonda
kalsiyum igeren suyun deri hiicre hattt HaCaT’lar lizerindeki etkiSinin arastirilmasi ve
inflamatuvar hiicre tipi olan eozinofillerin (eol-1) de bu etkideki roliiniin incelenmesi
gerceklestirilmistir. Bunlarin yaninda literatiirde AD ile iliski oldugu daha oOnceki
caligmalarda gosterilen iki hiicre ylizey reseptorii olan TLR-2 ve PAR-2 reseptorlerinin sert

su ile karsilasilmasi sonrasinda aktivasyonlar1 da incelenmistir.

4.1. Sitotoksisite Deneyleri
4.1.1.CaCOz’iin HaCaT Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

CaCOgz’lin HaCaT hiicreleri iizerindeki etkisini gérmek amaciyla hiicreler, 100 mg/L, 150
mg/L, 180 mg/L, 200 mg/L ve 250 mg/L CaCOz ile 6, 12 ve 24 saat boyunca uyarilmistir.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

A HaCaT 6-saat CaCO; B HaCaT 12-saat CaCO;
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Sekil 4.1 HaCaT hiicrelerinin artan CaCO3 konsantrasyonlarinda 6 (A), 12 (B) ve 24 (C) saat
uyarilmalar1 sonrasinda elde edilen MTT sonucu; n=3, US: Uyarilmamais, ****p<0,0001.
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HaCaT hiicrelerinin CaCOz3‘lin artan konsantrasyonlar1 ile uyarimi sonrasi elde edilen

sonuclarin kendi arasinda istatistiksel karsilagtirmasi Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2 HaCaT hiicrelerinin artan CaCOs konsantrasyonlarinda 6, 12 ve 24 saat uyarilmalari
sonrasinda elde edilen MTT sonucu; n=3, US: Uyarilmamuis, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

Gergeklestirilen uyarimlar sonucunda hiicre canliliginin, sert su olarak tanimlanan 150 ve
180 mg/L CaCOs konsantrasyonunda 6 saatte %50’ye diistiigii; yiikksek konsantrasyonlarda
ise (200-250 mg/L) daha diisiik konsantrasyonlara gore hafif ancak istatistiksel olarak
anlamsiz bir toparlanma gortilmiistiir. 12. saatte ise CaCO3 konsantrasyonundaki artigla 6li
hiicre sayis1 da artig gostermistir. 24 saatlik uyarim sonucunda HaCaT hiicre canliliklart tim

kosullarda %50-60 arasinda seyrettigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Literatiirde kalsiyumun hiicre igerisine yiiksek konsantrasyonlarda giris yapmasinin
ardindan hiicrelerde nekroz ve apoptoz gibi iki farkli 6liim yolag: ile iliskilendirilen
molekiillerde artis tespit edilmistir [131]. HaCaT hiicrelerinde de artan konsantrasyon ve
stirelerde CaCOz ile uyarilmast sonucunda hiicre canliliginin uyarilmamis (US) kosula
kiyasla 6, 12 ve 24 saatte 100 mg/mL konsantrasyondan itibaren azaldig tespit edilmistir
(Sekil 4.2). ‘Sert su’ olarak tanimlanan 180 mg/L. CaCOs konsantrasyonunda 6.saatte en
diisiik hiicre canlilig1 gbzlenirken, hiicre canliliginin diger kosullara kiyasla daha yiiksek

oldugu kosullar ise 12 saat boyunca artan konsantrasyonlarda CaCO3 ile uyarilan HaCaT

47



hiicrelerinde gozlenmistir. ‘Asir1 sert su’ olarak ifade edilen 250 mg/LL CaCOs3

konsantrasyonunda ise saate bagli olarak hiicre 6limii artis gdstermistir.

MTT yontemi sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda CaCOz’iin 100 ve 150 mg/L
konsantrasyonlar1 HaCaT hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir bu nedenle
daha yiiksek konsantrasyonlar olan 180 ve 200 mg/L konsantrasyonlarindaki CaCOs ileriki

deneyler i¢in kullanilmistir.

4.1.2.CaCOgz’iin Eol-1 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Eol-1 hiicreleri sirastyla 100, 150, 180, 200 ve 250 mg/L konsantrasyonlarindaki CaCOs ile
6, 12 ve 24 saat boyunca uyarilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3’de gosterilmistir.

A Eol-1 6-saat CaCO; B Eol-1 12-saat CaCO4

Hiicre Canhihg (%)
Hiicre Canliligi (%)

\)" é\f &\( é\« é\/ é\!
QPG SR

o g g
N A &)
oF §6‘ @@ KO &S

g
Qaé‘

&
KO o o

C Eol-1 24-saat CaCO;

-
@
=]

*
3
H

=
a
a

Huere Canhhg (%)
3

0

)
st

0“9 &V &V g N
< Q{b )
&) B

O '\“’“@&f\.@@é
Sekil 4.3 Eol-1 eozinofil hiicrelerinin artan CaCO3 konsantrasyonlarinda 6 (A), 12 (B) ve 24 (C) saat
uyarilmalar1 sonrasinda elde edilen MTT sonucu; n=3, US: Uyarilmamis, *p<0,05, **p<0,01,

**%p<0,001, ****p<0,0001.
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Eol-1 hiicrelerinin CaCOs‘lin artan konsantrasyonlari ile uyarimi sonrasi elde edilen

sonuclarin kendi arasinda istatistiksel karsilastirmasi Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Eol-1 hiicrelerinin artan CaCOs konsantrasyonlarinda 6, 12 ve 24 saat uyarilmalar
sonrasinda elde edilen MTT sonucu; n=3, US: Uyarilmamis, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001.

Uyarim sonucunda hiicre canliliginin 6.saatte en diisiik seviyede oldugu, 12. ve 24. saatlerde
ise canli hiicre sayisinda kademeleri bir artisin gergeklestigi gortilmistiir (Sekil 4.3). En
yiiksek konsantrasyon olan 250 mg/L CaCOs ile uyarilan Eol-1 hiicrelerinin canlilig1 her 3
saatte de sabit kaldig1 goriilmiistiir. Hiicre canliliginin her 3 saatte de %50 altinda kalmasi,
“cok yiiksek™ su kiregliligi diizeyi olan 250 mg/mL CaCOz konsantrasyonunun eozinofil
hiicreleri i¢in de letal doz oldugunu gostermektedir. Hiicre canliliginin ortalama (modarate)
su sertligi seviyesi olan 100 mg/L CaCOs konsantrasyonunda 6 saatte %50 altina diistiigii
ancak 12. Saatte %80’e, 24. Saat sonunda ise %110’a ¢iktig1 gézlenmistir (Sekil 4.4).

Literatiirde “sert su” olarak tanimlanan CaCOs3 konsantrasyonlar 150 mg/L ve iistiindeki

degerlerdir. Calismamizda 150 ve 180 mg/L. CaCOs3 konsantrasyonlarinda 6 saat sonunda
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hiicre canliliginin %60 civarinda oldugu 24 saat sonunda ise sirastyla %80 ve %100’ ¢iktig1

gbzlenmistir. 200 mg/L’de ise hiicre canlilig1 24 saat sonunda %70 olarak tespit edilmistir.

HaCaT ve eol-1 hiicreleri ile yapilan MTT sonuglar1 dogrultusunda 180 ve 200 mg/L CaCO3

konsantrasyonlarinin 12 ve 24 saatlik uyarimlarin kullanilmasina Karar verilmistir.

4.1.3.Reseptor Blokanlarinin Sitotoksik Etkisi

HaCaT hiicreleri TLR-2 ve PAR-2 reseptorlerinin bloklanmasi amaciyla ilk asamada Et/Br
Kalsein AM boyamasi yapilarak uygun blokan konsantrasyonu se¢ilmis ve sonraki asamada
secilen blokan konsantrasyonlarinin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkinin gosterilmesi

amactyla da MTT deneyleri gerceklestirilmistir.

4.1.3.1. C29 Blokani

1 ve 2 saat boyunca blokanlarin kullanilmadigi (Sekil 4.5), 1 saat boyunca (Sekil 4.6) ve 2
saat boyunca (Sekil 4.7) C29 blokan ile 3 farkli konsantrasyonda bloklamanin

gerceklestirildigi HaCaT hiicrelerinin canli/6lii hiicre boyama sonuglari elde edilmistir.

Sekil 4.5 Blokanin kullanilmadigi HaCaT hiicrelerinin (A) 1 ve (B) 2 saatlik canli (yesil) /
6lii(kirmizi) hiicre boyama fotograflari; 20 X, bar 123 um.
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Sekil 4.6 C29 blokani ile (A) 50, (B) 100 ve (C) 150 uM konsantrasyonda 1 saat boyunca
bloke edilen HaCaT hiicrelerinin canli (yesil)/6lii(kirmiz1) hiicre boyama fotograflari; 20 X,
bar 123 pm.

51



Sekil 4.7 C29 blokan ile (A) 50, (B) 100 ve (C) 150 uM konsantrasyonda 2 saat boyunca bloke
edilen HaCaT hiicrelerinin canli (yesil)/6lii(kirmiz1) hiicre boyama fotograflari; 20 X, bar 123 pm.

1 ve 2 saat boyunca 50, 100 ve 150 uM C29 blokani ile gerceklestirilen bloklama sonrasinda
stire ve konsantrasyon artigina bagli olarak hiicre morfolojisinin degisime ugradig: ve hiicre
yogunlugunda azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda C29

icin 1 saat ve 100 pM konsantrasyonunun kullanilmasina karar verilmistir.

Secilen konsantrasyondaki C29 blokaninin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisinin

incelenmesi MTT deneyi ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 1 saat boyunca 100 uM konsantrasyonda C29 ile bloklanan HaCaT hiicrelerinin canlilik
sonucu, n=3.

Gergeklestirilen MTT deneyi sonucunda secilen konsantrasyondaki C29 blokaninin HaCaT

hiicreleri lizerinde letal bir etkiye neden olmadig1 tespit edilmistir.

4.1.3.2. SAM11 Antikoru

2 saat boyunca SAM11 monoklonal antikoru ile PAR-2 reseptdriiniin bloklandigi (Sekil 4.9)

HaCaT hiicrelerinin canli/6lii hiicre boyama sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.9 SAM-11 ile (A) 20 ve (B) 25 pg/mL konsantrasyonda 2 saat bloke edilen HaCaT
hiicrelerinin canli (yesil)/6li(kirmizi) hiicre boyama fotograflari; 20 X, bar 123 pum.

Literatiirde epitel hiicreler i¢in ve laboratuvarda daha 6nceden gerceklestirilen deneylerde
kullanilan bloklama siiresi olan 2 saat boyunca 20 ve 25 pg/mL SAMI1 monoklonal
antikoru ile gerceklestirilen bloklama sonrasinda C29 blokanina benzer bir sekilde artan
konsantrasyona bagli olarak hiicre yogunlugunda azalma meydana geldigi tespit edilmistir
[132, 133]. SAMI11 igin 2 saat ve 20 pg/mL konsantrasyonunun kullanilmasina karar

verilmistir.

Segilen konsantrasyondaki SAMI11 antikorunun hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin

incelenmesi MTT deneyi ile gerceklestirilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 2 saat boyunca 20 pg/mL konsantrasyonda SAMI11 ile bloklanan HaCaT hiicrelerinin
canlilik sonucu, n=3.

Gergeklestirilen MTT deneyi sonucunda secilen konsantrasyondaki SAM11 antikorunun

HaCaT hiicre canliligin etkilemedigi tespit edilmistir.

4.1.3.3. SsnB Blokam

24 saat boyunca higbir blokanin kullanilmadig: (Sekil 4.11) ve SsnB blokani ile 2 farkli
konsantrasyonda bloklamanin gergeklestirildigi (Sekil 4.12) HaCaT hiicrelerinin canli/6lii

hiicre boyama sonuglar1 elde edilmistir.
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Sekil 4.11 Herhangi bir blokanin kullanilmadigi HaCaT hiicrelerinin 24 saatlik canli
(yesil)/olii(kirmiz1) hiicre boyama fotograflart; 20 X, bar 123 pum.

Sekil 4.12 SsnB ile (A) 50 ve (B) 100 uM konsantrasyonda 24 saat bloke edilen HaCaT hiicrelerinin
canli (yesil)/6lii(kirmiz1) hiicre boyama fotograflart; 20 X, bar 123 pm.

SsnB blokant ile 24 saat boyunca 50 ve 100 uM konsantrasyonda HaCaT hiicrelerinin TLR-
2 reseptoriiniin bloke edilmesi sonucunda konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre

morfolojilerinin bozuldugu ve hiicre yogunluk oraninda azalma meydana geldigini
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gozlenmistir. Bu sonuclar dogrultusunda SsnB i¢in 24 saat ve 50 uM konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verilmistir.

Secilen konsantrasyondaki SsnB blokanmin HaCaT hiicre canliligina etkisi MTT deneyi
gergeklestirilerek gosterilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 24 saat boyunca 50 uM konsantrasyonda SsnB ile bloklanan HaCaT hiicrelerinin canlilik
sonucu, n=3.

Gergeklestirilen MTT deneyi sonucunda segilen konsantrasyondaki SsnB blokaninin HaCaT

hiicre canliligin1 azaltmadigi gibi hiicre canliligini az da olsa arttirdig: tespit edilmistir.

4.1.3.4. MyD88 Inhibitor Peptit

24 saat boyunca MyD88 inhibitor peptit ile 2 farkli konsantrasyonda bloklamanin
gerceklestirildigi (Sekil 4.14) HaCaT hiicrelerinin canli/6lii hiicre boyama sonuglar1 elde

edilmistir.
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Sekil 4.14 MyD88 ile (A) 50 ve (B) 100 uM konsantrasyonda 24 saat bloke edilen HaCaT
hiicrelerinin canli(yesil)/6lii(kirmiz1) hiicre boyama fotograflari; 20 X, bar 123 pum.

HaCaT hiicrelerinin MyD88 inhibitdr peptit ile yapilan 24 saatlik 50 ve 100 pM
konsantrasyonlardaki bloklama sonucunda konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre
yogunluk oraninda azalma meydana geldigini gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
MyD88 inhibitdr peptit i¢in 24 saat ve 50 pM konsantrasyonunun kullanilmasia karar

verilmistir.

Secilen MyD88 inhibitdr peptitinin HaCaT hiicre canliligmma etkisi MTT deneyi
gerceklestirilerek gosterilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 24 saat boyunca 50 uM konsantrasyonda MyD88 inhibitor peptit ile bloklanan HaCaT
hiicrelerinin canlilik sonucu, n=3.

Yapilan MTT deneyi sonucunda secilen konsantrasyondaki MyD88 inhibitdr peptitinin
HaCaT hiicre canliliginda %10 kadar bir azaltmaya neden oldugu ancak letal bir tepkiye yol

acmadigi tespit edilmistir.
4.2. Deney Kosullarinin Belirlenmesi

4.2.1. Uygun Reseptor Blokaninin Secilmesi

Yapilan secimler sonrasinda TLR-2 reseptor blokan etkinligini kontrol etmek amaciyla
hiicrelerdeki IL-6 gen seviyesinin ger¢cek zamanli PZR yontemi ile tespit edilmesine karar
verilmigtir. TLR-2 reseptor aktivatorii olarak LPS kullanilmistir. HaCaT hiicreleri i¢in uygun
LPS konsantrasyonunu belirlemek amaciyla literatlir arastirmasi yapilmis ve HaCatT
hiicrelerinin 5 pg/mL ve 10 pg/mL LPS konsantrasyonlari ile uyarilmasina karar verilmistir
[91]. LPS ile yapilan 24 saatlik uyarim sonrasinda IL-6 gen ifadesine bakilmistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16 5 ve 10 ug/mL LPS ile 24 saat boyunca uyarilan HaCaT hiicrelerinin IL-6 seviyesi; n=3;
LPS: Lipopolisakkarit, US: Uyarilmamis; ****p<0,0001.

2 farkli konsantrasyondaki (5 ve 10 ug/mL) LPS ile 24 saat uyarilan HaCaT hiicrelerinde
IL-6 seviyesi her 2 kosulda da 5 kata yakin artis gostermistir (p<0,0001). Elde edilen
sonuglar dogrultusunda blokan deneyleri sirasinda TLR-2 aktivatorii olarak kullanilacak

olan LPS konsantrasyonunun 5 pg/mL olmasina karar verilmistir.

TLR-2 reseptor blokanlar1 deneyleri i¢in HaCaT hiicre hatt1 24-kuyucuklu plakaya 2,5x105
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler %80 kaplama oranina ulastiklarinda
belirlenen blokan konsantrasyonlari ile TLR-2 reseptor bloklamasi gerceklestirilmistir.

Reseptor aktivasyonu i¢in 5 pg/mL LPS kullanilmistir.
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Blokanlar ile bloke edilen reseptorlerin kontrolii IL-6 seviyesinin hem ger¢ek-zamanli PZR

hem de ELISA deneyleri yapilarak incelenmistir.
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Sekil 4.17 Belirlenen konsantrasyonlarda HaCaT hiicrelerinin hem blokan hem de LPS ile uyarimi
sonucunda elde edilen IL-6 profilleri; n=3; LPS: Lipopolisakkarit, US: Uyarilmamis; *p>0,5,
**p<0,01,****p<0,0001.

Yapilan ger¢ek-zamanli PZR deneyleri sonucunda, LPS ile uyarim yapilan hiicrelerde 1L.-6
seviyesinin 5 katlik bir artig gosterdigi gozlenmistir (p<0,0001). SsnB blokaninin
kullanildig1 kosulda uyarilmamis kosula gore artis gozlenmesine ragmen LPS uyarimi ile
artan IL-6 seviyesine 2 kata indirdigi gézlenmistir (sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001). C29
blokaninin kendi basina IL-6 gen ifadesine bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. C29 ile bloklama
sonrasina 5 pg/mL LPS ile yapilan uyarimin IL-6 seviyesini azaltmadigi ve sadece LPS
uyarimi yapilan kosulla kiyaslandiginda neredeyse bazal seviyeye geri ¢ektigi goriilmiistiir
(p<0,0001). MyD88 blokani, kendi basina kullanildiginda IL-6 seviyesini degistirmemistir.
LPS ile beraber kullanildigi kosulda ise 2 kata yakin IL-6 gen ifadesi artis1 gozlenmesine
ragmen sadece LPS ile uyarim yapilan kosulla kiyaslandiginda blokanin IL-6 gen ifadesini
baskiladig1 goriilmektedir (sirastyla p<0,5 ve p<0,0001).
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Gergeklestirilen deneyler sonucunda HaCaT hiicrelerinin TLR-2 reseptoriinii bloklamak
amactyla C29 blokanin 150 uM konsantrasyonda 2 saat, SsnB blokaninin ise 100 puM

konsantrasyonda 24 saat boyunca kullanilmasina karar verilmistir.

PAR-2 reseptor blokani olan SAMI11 igin ise IL-6 seviyesi ELISA yapilarak incelenmistir.
PAR-2 reseptoriiniin aktivatorii olan SLIGLR peptidi, laboratuvarimizda daha 6nceden
yapilan deneylerde kullanilan 100 pM konsantrasyonda 24 saat boyunca uyarilmistir.

Ardindan bloklamanin kontrolii i¢in ELISA yontemi kullanilarak IL-6 seviyesi incelenmistir

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: HaCaT hiicre hattinin SLIGLR PAR-2 aktivator peptit ve SAMI11 blokan: ile PAR-2
reseptoriiniin  bloklanmasi sonucunda elde edilen IL-6 seviyeleri; n=2, US: Uyarilmamis,
*p<0,05,****p<0,0001.
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Hiicre disina salinan IL-6 seviyesinin PAR-2 aktivator peptidi olan SLIGRL peptidinin
kullanildig1 kosulda arttig1 gozlenmistir (p<0,0001). Ancak SLIGLR ile 20 pg/mL
konsantrasyondaki PAR-2 inhibitorii olan SAM11 antikorunun beraber bulundugu kosulda
da IL-6 seviyesinin sadece aktivator peptidin kullanildigi kosulla kiyaslandiginda gok diisiik
bir azalma oldugu goézlenmistir (p<0,05). Proje kapsaminda yaptigimiz canli/6li hiicre
boyama deneylerinde 25 pg/mL SAMI1 konsantrasyonunun hiicreleri o6ldiirdiigii
goriilmiistiir. Kullanilacak SAM11 konsantrasyonunun arttirilmasi sonucunda gerceklesecek
hiicre Oliimiine bagli olarak deney sonuglarinin etkilenebilecegi g6z Oniinde
bulundurulmustur. Bu nedenle yapilacak deneylerde sadece TLR-2 reseptor blokanlariin

kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.2.HaCaT hiicrelerinin farkhilastirilmasi

7 giin boyunca farklilagtirilan HaCaT hiicrelerinin farklilasma kontrolii K1 protein ifadesinin
IF boyama yoluyla incelenmesiyle gerceklestirilmistir. Hiicreler arasindaki K1 protein
ifadesinin degisimini belirlemek amaciyla HaCaT’lar, 1- Diisiik kalsiyum igeren DMEM ile
hem apikal hem de bazal kisimdan beslenen HaCaT’lar (Sekil 4.19), 2- Diisiik kalsiyum
iceren DMEM ile apikal kisimdan beslenen HaCaT lar (Sekil 4.20) ve 3- Yiiksek kalsiyum
iceren DMEM ile apikal kisimdan beslenen HaCaT’lar (Sekil 4.21) olacak sekilde 3 farkli
kosulda ekilmistir. HaCaT hiicrelerinin K1 protein ifadesi sonuglari IF boyama ile elde
edilmistir. Boyama sonucunda elde edilen goriintiilerin istatiksel analizi ImageJ programu ile

yapilmustir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.19 Diisiik kalsiyum iceren DMEM ile hem apikal hem de bazal kisimdan beslenen
HaCaT’larin K1 protein ifadesinin hiicre boyama fotograflari, 20 X, bar 123 pum.
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Sekil 4.20 Diisiik kalsiyum igeren DMEM ile apikal kisimdan beslenen HaCaT’larin K1 protein
ifadesinin hiicre boyama fotograflari, 20 X, bar 123 um.

Sekil 4.21 Yiiksek kalsiyum iceren DMEM ile apikal kisimdan beslenen HaCaT’larin K1 protein
ifadesinin hiicre boyama fotograflari, 20 X, bar 123 um.
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Sekil 4.22 Farkl1 kosullarda ekilen HaCaT hiicrelerinin I[F boyama sonucunda elde edilen K1 protein
ifadeleri, n=4, ****p<0,0001.

HaCaT hiicrelerinin IF boyama goriintiilerinden elde edilen K1 protein ifadesi ImagelJ
programi araciligiyla su sekilde belirlenmistir; her kosul i¢in ¢ekilen tiim goriintiilerde K1
protein ifadesi (151ma yapan yesil bolgeler) biitiin goriintiilerin alindig1 bolgelerdeki hiicre
popiilasyonundaki ortalama K1 protein ifadesinin oranina goére yapilmistir ve g¢ekilen
goriintiilerdeki hiicre yogunlugu icerisinde ifade olan protein seviyesine gore ImageJ
programiyla matematiksel olarak uyarlanmistir. Kurulan deney diizeneginde hem apikal hem
de bazal kisimdan diisiik kalsiyum iceren besiyerinde biiyiitiilen hiicrelere gore kiyaslama
yapilmigtir. Hem goriintiilerde hem de istatiksel olarak goriildigii gibi K1 protein ifadesi
diger kosullarda artis gostermektedir (Sekil 4.22). Bu sonuglar dogrultusunda artan K1
protein ifadesi, literatiirde HaCaT hiicrelerinin diisiik kalsiyum iceren besiyerinden yiiksek
kalsiyum igeren besiyerine gecisi (farklilasmasi) sonucu elde edilen K1 protein ifadesiyle
uyusmaktadir [105]. Bunun yami sira diigiik kalsiyum igeren besiyerinde biiyiitiilen
hiicrelerdeki K1 protein ifadesindeki artigs da literatiirde belirtildigi tizere hiicre

yogunlugunun ¢ok fazla olmasindan kaynaklanmaktadir [134].
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4.2.3. AD Modeli

Basarili bir sekilde farklilastirilan HaCaT hiicre hatti AD modelinin olusturulmasi i¢in
farklilagtirmanin son giinii (7.giin) IL-4 ve TNF-a ile literatiirde belirtildigi sekilde 24 saat
boyunca uyarilmistir [114]. HaCaT hiicrelerinin AD-modelinin kontrolii FLG gen ifadesi
incelenerek gerceklestirilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 AD-benzeri model olusturulan HaCaT hiicrelerinin ger¢ek zamanli PZR deneyi
sonucunda elde edilen FLG gen ifadesi, n=3, *p<0,05.

FLG gen ifadesinin karsilastirmasinin yapilmasi1 amactyla HaCaT hiicreleri transwell’lere
herhangi bir sitokinle uyarilmamis HaCaT’lar ve IL-4 ile TNF-o uyarilan HaCaT’lar (AD-
benzeri model) olmak iizere 2 farkli kosullarda ekilmistir. Gergek zamanli PZR deneyi
sonucunda elde edilen sonuglar literatiirde AD-benzeri model olusturulan HaCaT lar igin

belirtilen FLG gen ifadesindeki diisiis ile uyusmaktadir [114].
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4.2.4.Uyarim Sisteminin Olusturulmasi

24-kuyucuklu plakalara ekilen HaCaT hiicreleri %100 kaplama yogunluguna ulastiginda 1
hafta boyunca farklilastirmaya alinmistir. Yapilan deneylerde karsilastirma ve verimli
sonu¢ almak adina;

1. “AD Model Grubu” ve “AD Olmayan Model Grubu” olacak sekilde 2 temel grup
olusturulmasina,

2. HaCaT’larin hem mono-kiiltiir olarak hem de Eol-1 hiicre hatt1 ile ko-kiltiir
durumundaki cevaplarmin incelenmesine,

3. MTT deney sonuglarina gore 12 ve 24 saatlik uyarimlarin gerceklestirilmesine ve
stireye bagli olarak gen ifadelerindeki degisikliklerin tespitine,

4. CaCOg3 konsantrasyonlarinin ‘sert su’ seviyesindeki 2 farkli doz olan 180 ve 200
mg/L konsantrasyonlarda uyarim yapilmasina ve

5. Gergeklestirilen deneyler ile tespit edilen uygun doz ve siirelerde C29 ve SsnB
blokanlarinin kullanilmasina karar verilmistir.

Deneylerde olusturulan deney diizenegi cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen doz siire belirleme deneyleri sonucunda
kararlastirilan deney diizenegi.

AD Model Grubu

AD Olmayan Model Grubu

Uyariimamig (US)

Uyariimamis (US)

180 mg/L CaCO3

180 mg/L CaCO3

:§ 200 mg/L CaCO3 200 mg/L CaCO3
:E C29 + 180 mg/L CaCOs C29 + 180 mg/L CaCOs
o C29 + 200 mg/L CaCOs C29 + 200 mg/L CaCOs
é SsnB + 180 mg/L CaCOs SsnB + 180 mg/L CaCOs
SsnB + 200 mg/L CaCOs SsnB + 200 mg/L CaCOs
Uyariimamis (US) Uyariimamig (US)
180 mg/L CaCOs3 180 mg/L CaCO3
. 200 mg/L CaCOs 200 mg/L CaCOs
% C29 + 180 mg/L CaCOs C29 + 180 mg/L CaCOs
-; C29 + 200 mg/L CaCOs C29 + 200 mg/L CaCOs
4 SsnB + 180 mg/L CaCOs SsnB + 180 mg/L CaCOs

SsnB + 200 mg/L CaCOs

SsnB + 200 mg/L CaCOs
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4.3. Sert Suyun KLK-5, KLK-7 ve LL-37 genleri/proteinleri iizerindeki etkilerinin
gercek-zamanh PZR ve ELISA deneyleri ile incelenmesi

4.3.1. Ger¢ek-zamanh PZR Sonugclari

4.3.1.1. HaCaT ALI Kiiltiir Sonuclari

HaCaT hiicre hatt1 tizerinde CaCOz’tin KLK-5 ve KLK-7 ile LL-37 iizerindeki etkisinin
incelenmesi ve farkli TLR-2 reseptor blokanlar1 kullanilarak CaCOz’iin potansiyel etkisinin
arastirilmasi amactyla 12 ve 24 saatlik uyarimlar gerceklestirilmistir. AD-benzeri model ile

kiyaslama yapmak amaciyla AD-model kurulmadan da uyarimlar gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.24 12 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5, KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri n=3, US:
Uyarilmamis, *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

12 saat sonunda 180 mg/L CaCOs3 uyarimi1 KLK-5 gen ifade seviyesini degistirmezken 200
mg/L konsantrasyonunda CaCOs ile uyarim KLK-5 gen ifadesinde azalmaya neden olmustur
(p<0,05). TRAP inhibitorii olan C29, CaCOgz-aracili degisimlerde dnemli bir degisiklige
neden olmasa da C29 ile bloklama 200 mg/L CaCOs uyariminda KLK-5 seviyesindeki
diisiisii bazal seviyeye yaklastirmistir. TLR-2 reseptor blokani SsnB ise, 180 mg/L ve 200
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mg/L olmak iizere her iki konsantrasyonda da KLK-5 seviyesinde tek basima CaCOs3
uyarimlarina kiyasla artisa yol agmustir (p<0,05). Diger yandan, her iki CaCOg3
konsantrasyonu da uyarilmamis kosula kiyasla KLLK-7 gen ifadesinde diislise yol agmistir
(p<0,05). Ancak, bu diislis C29 ve SsnB blokanlari ile bazal seviyeye ¢ekilmistir. LL-37 gen
ifadesinde ise uyarana bagli anlamli bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25 12 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-7 ve LL-37 gen profilleri; n=3, US: Uyarilmamus, *p<0,05.

AD modeli olusturulan keratinosit hiicrelerinde KLK-5 ifadesine bakilmis ancak gercek
zamanlt PZR deneyleri ile elde edilen sonuglarda Ct (Esik degeri, Cycle of Threshold)
degerinin 34’{in Gistiinde oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle KLK-5 gen ifadesi analizlere dahil
edilmemistir [135]. 180 mg/L CaCOgz ile uyarimin, KLK-7 gen ifadesini azalttigi
gbzlenmistir (p<0,05). C29 ve SsnB blokanlar1 kullanimi sonrasinda KLK- 7 gen ifadesi
bazal degere yaklagmistir. 200 mg/L CaCOs ile uyarim sonrasinda ise gen ifadesinin

istatistiksel olarak degismedigi gézlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26 24 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5, ve LL-37 gen profilleri; n=3, US:
Uyarilmamis,*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

HaCaT hiicrelerinin AD-model kurulmadan 24 saat voyunca 200 mg/L CaCOs ile uyarilmasi
sonucunda hem KLK-7 hem de LL-37 gen diizeylerinde yaklasik 2,5 kat artis meydana
gelmistir. 200 mg/L konsantrasyon ile artan bu gen ifadeleri ortama eklenen TLR-2 reseptor
blokanlari ile bazal seviyenin de altina gerilemistir. Bir diger ‘sert su” konsantrasyonu olan
180 mg/L CaCOs ise HaCaT hiicrelerinden sentezlenen KLK-5 ve LL-37 gen diizeylerinde
diistise yol actig1 tespit edilmistir. Gergeklestirilen gergek zamanli PZR deneyleri ile elde
edilen sonuglarda KLK-7 gen ifadesi kabul edilen Ct degerinin {izerinde ¢iktig1 igin

analizlere dahil edilmemistir [135].
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Sekil 4.27: 24 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-7 ve LL-37 gen profilleri; n=3, US: Uyarilmamais, *p<0,05,
**p<0,01, ****p<0,0001.

AD modeli olusturulan keratinosit hiicrelerinde KLK-5 ifadesine bakilmis ancak gercek
zamanli PZR deneyleri ile elde edilen sonuglarda CT (Esik degeri, Cycle of Threshold)
degerinin 34’{in tistiinde oldugu goriilmistiir. Bu nedenle KLK-5 gen ifadesi analizlere dahil
edilmemistir [135]. 24 saat sonunda AD modelinde her iki CaCOz konsantrasyonu ile uyarim
sonucunda KLK-7 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p<0,05). C29 blokanmnin kullanildigi kosullarda KLK-7 gen ifadesinin bazal seviyeye
yaklastigi goriilmistiir. SsnB blokani kullanimi sonrasinda goriilen KLK-7 gen ifadesi,
kirecli su konsantrasyonu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermemistir (Sekil 4.27).
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Cizelge 4.2 Gergek-zamanh PZR deneyleri sonucunda HaCaT hiicrelerinde degisen gen profilleri.

12-Saat 24-Saat

180 mg/L
CaCo3
200 mg/L

1 CaCO03
C29+180
_mg/L CaCO3
C29+200
_mg/L CaCO3
SsnB+180
_mg/L CaCo3
SsnB+200
ﬂ/L CaCO3

Mono kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinden CaCO3 uyarimi sonrasi degisen gen profillerine
ek olarak AD modelinin kurulmasi sonrasi ilgili genlerin profilleri herhangi bir CaCOs3
uyarimi gergeklestirilmeden incelenmistir. Gergek-zamanli PZR ile yapilan deneylerde Cr
degeri kabul edilebilir aralikta olan genlerin profilleri incelenmistir (Sekil 4.27 ve Sekil
4.28).
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Sekil 4.27 Mono-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde 12 saatlik IL.-4 ve TNF-a ile uyarimi sonucunda
degisen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri; n=3, US: Uyarilmamus, *p<0,05, **p<0,01.
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Sekil 4.28 Mono-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde 24 saatlik IL-4 ve TNF-a ile uyarimi sonucunda
degisen LL-37 gen ifadesi; n=3, US: Uyarilmamis.

12 saatlik 1L-4 ve TNF-a ile HaCaT hiicrelerinin uyarilmas: sonucunda KLK-7 seviyesinde
3 kattan fazla bir artis meydana gelmistir. 12 saatlik uyarim sonucu artan KLK-7 ifadesi
literatiirde hem AD durumunda hem de in vivo ortamda yapilan ve disaridan IL-4 ilave
edilmesi sonucu artis gosteren KLK-7 sonuglariyla ortiismektedir [136, 137]. LL-37
seviyesi 12 saatlik uyarimda diisiis gosterirken 24 saatlik uyarim sonucunda LL-37 seviyesi
bazal seviyeye kadar yiikselmistir. Her ne kadar LL-37 AD durumunda artis gosteriyor olsa
da IL-4’tin ortama verilmesi sonucu LL-37 ifadesini azalttigina dair bilgiler literatiirde
mevcuttur ve tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonugclar ile benzerlik géstermektedir
[137]. 24.saatte LL-37 seviyesindeki bazal seviyeye ylikselis ise muhtemelen ortamda artan
KLK-7 seviyesinden kaynaklanmaktadir [138].
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4.3.1.2. HaCaT ve Eol-1 Ko-kiiltiir Sonug¢lar:

Tez calismas1 kapsaminda HaCaT hiicre hattiyla beraber kiiltlirlenen eol-1 hiicre hattinin
hem CaCOz3 ile karsilasmasiyla HaCaT hiicreleri tizerindeki etkisinin arastiritlmasi hem de
tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan TLR-2 reseptor blokanlarinin bu etki lizerindeki rolii
incelenmistir. HaCaT hiicre hatt1 ile yapilan deneylerde yapildigi gibi bu deney diizeneginde

de AD-benzeri model ile kiyaslama yapmak amaciyla AD-model kurulmadan da uyarimlar

yapilmistir.
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Sekil 4.29 12 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri n=3, US: Uyarilmamus,
*p<0,05, ****p<0,0001.

Eol-1 hiicre hatti ile ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinin 12 saat siireyle 180 ve 200 mg/L
CaCOs ile karsilagsmasi sonucu KLK-7 ifadesinde diisiise neden oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.29). Ote yandan, KLK-7 ifadesi ortamda bulunan TLR-2 reseptdr blokanlarm
varhigina bagli olarak artis gostermistir. LL-37 ifadesi de KLK-7 gen ifadesine benzer
sekilde HaCaT hiicrelerinin CaCOsile maruziyeti sonucunda diigiis gosterirken; blokanlarin
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ortamda bulunmasiyla LL-37 ifadesi artig gostermistir. Gergeklestirilen ger¢ek-zamanli PZR
deneylerinde KLK-5 geni i¢in elde edilen Ct degerleri kabul edilen deger araliginda
bulunmadigi i¢in sonuglar eklenmemistir (Ct > 35) [135].
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Sekil 4.30 12 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri n=3, US: Uyarilmamus,
*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

AD modelinin kuruldugu ko-kiiltiir sisteminde 12 saatlik 200 mg/L CaCO3 uyarimi KLK-7
ifadesini yaklagtk 30 kat arttirdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda KLK-7 ifadesi
uyarilmamig (US) kosullara kiyasla artig gostermistir. 180 mg/L konsantrasyondaki CaCO3
ile tek basina ve C29 ile SsnB blokanlar1 ile uyarilan HaCaT hiicrelerinde gerceklestirilen
gercek-zamanli PZR sonucunda elde edilen Ct degeri (Ct > 35) kabul edilen degerler
arasinda yer almadigi i¢in bu sonuglar eklenmemistir [135]. LL-37 ifadesi de yine KLK-7

ifadesine benzer olarak 200 mg/L’de yaklasik 2,5 kat artis gosterirken; buna karsin LL-37
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ifadesi 180 mg/L CaCOz ile C29 blokanin birlikte bulundugu kosulda en yiiksek seviyesine
ulagsmustir. Bir diger TLR-2 reseptor blokani olan SsnB’nin 200 mg/L. CaCOs ile beraber
bulundugu kosulda da LL-37 ifadesi yaklasik 4 kat artmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.31 24 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri n=3, US: Uyarilmamus,
*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

AD-model kurulmadan 24 saat boyunca 180 ve 200 mg/L CaCOs ile karsilasan HaCaT
hiicreleri tarafindan sentezlenen KLK-7 seviyesinde artis tespit edilmistir. Bunun yaninda
ortamda TLR-2 blokanlarinin da bulunmasi durumunda da KLK-7 gen ifadesi artig
gostermistir. KLK-7 gen ifadesine benzer sekilde LL-37 gen ifadesi de hem 180 hem de 200
mg/L CaCOs ile artmistir. Ortamda C29’un varhi@iyla LL-37 gen ifadesi artan CaCOz3

konsantrasyonlarina dogru orantili olarak artarken, SsnB Blokaninin varliginda LL-37 gen
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ifadesi artan CaCOz konsantrasyonunda diisiis gosterse de US’ye gore yaklasik 1,5 kat artig
gostermistir (Sekil 4.31). Gergek-zamanli PZR deneyi sonucu elde edilen sonuglarda KLK-
5 gen ifadesi ¢ok yiliksek Ct degerine sahip oldugu i¢in sonuglar grafige eklenmemistir [135].
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Sekil 4.32 24 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen LL-37 gen ifadeleri n=3, US: Uyarilmams, *p<0,05,
****p<0,0001.

AD modelinin kuruldugu HaCaT hiicrelerinde 24 saat boyunca 200 mg/L CaCOsz ile
uyarilmasi sonucu LL-37 gen ifadesi 30 kattan fazla artis géstermistir. Ancak bu artig ortama
C29 eklendigi zaman tersine donmiis ve LL-37 gen ifadesi bazal seviyeye gerilemistir. Buna
ragmen diger TLR-2 blokani olan SsnB’nin 180 mg/L CaCOs ile uyarilmasi sonucu 30 kat
artig tespit edilmistir. Ancak CaCOs konsantrasyonun artmasiyla LL-37 gen ifadesi
diismiistiir (Sekil 4.32).
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Gergeklestirilen ger¢ek-zamanli PZR deneylerinde KLK-5 ve KLK-7 genleri igin elde edilen

Cr degerleri kabul edilen deger araliginda bulunmadigi igin sonuglar eklenmemistir [135].

Cizelge 4.3 Gergcek-zamanli PZR deneyleri sonucunda ko-kiiltire edilen HaCaT

hiicrelerinde degisen gen profilleri.

180 mg/L
CaCO3
200 mg/L

| CacCo3
C29+180
_mg/L CaCO3
C29+200
_mg/L CaCO3
SsnB+180
_mg/L CaCO3
SsnB+200
mg/L CaCO3

Eol-1 hiicre hattiyla beraber ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinden CaCO3 uyarimi sonrasi
degisen gen profillerine ek olarak AD modelinin kurulmas1 sonrasi ilgili genlerin profilleri
herhangi bir CaCO3z uyarimi gergeklestirilmeden incelenmistir. Gergek-zamanli PZR ile
yapilan deneylerde Ct degeri kabul edilebilir aralikta olan genlerin profilleri incelenmistir

(Sekil 4.33 ve Sekil 4.34).
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Sekil 4.33 Eol-1 ile ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde 12 saatlik IL-4 ve TNF-a ile uyarimi
sonucunda degisen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri; n=3, US: Uyarilmamuis, *p<0,05, ***p<0,001.
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Sekil 4.34 Eol-1 ile ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde 24 saatlik IL-4 ve TNF-a ile uyarimu
sonucunda degisen KLK-7 ve LL-37 gen ifadeleri; n=3, US: Uyarilmamis, *p<0,05, ***p<0,001.
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Gergek-zamanli PZR deneyi sonucunda eol-1 ile ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde AD-
modelinin kurulmasina bagli olarak 12 ve 24 saatte KLK-7 gen ifadesinde kademeli bir artig
tespit edilmistir ve elde edilen sonuglar mono-kiiltiire edilen HaCaT’lardan elde edilen
sonuglara benzerlik gostermektedir [136, 137]. LL-37 gen ifadesi ise mono-kiiltiire edilen
HaCaT hiicrelerinde gozlemlenen gen profiline benzer bir sekilde 12.saatte diisiis
gosterirken, 24.saatte gen ifadesi yaklasik 3 kat artis gostermistir. Mono-kiiltlire edilen
HaCaT hiicrelerinde bu artis bazal seviyeye kadar ulasirken, ko-kiiltiire edilen HaCaT’larda
meydana gelen bu ifade artisi durumu deride gergeklesen inflamasyonda LL-37’nin
eozinofillerin migrasyonunu ve toplanmasini saglamak amaciyla bir kemoattraktant olarak

gorev yapmasindan kaynakladigini tahmin etmekteyiz [61].

4.3.2. ELISA Sonuglari

HaCaT hiicreleri hem tek olarak hem de eol-1 hiicre hattiyla ko-kiiltiire alinarak uyarimlar
gerceklestirilmis ve hiicre slipernatantlarindan KLK-5, KLK-7 ve LL-37 ELISA yontemiyle

protein tayini yapilmistir.

4.3.2.1. HaCaT ALI-Kiiltiir Sonug¢lar:

HaCaT hiicre hattinin CaCO3 ile karsilasmasi sonucunda disariya saldigt KLK’lar ve LL-
37 ftzerindeki etkisinin arastirilmas: ve salinan bu proteinlerin TLR-2 reseptdr blokan
varliginda degisen protein miktarinin tayini gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen ELISA
deneyleri sonucunda HaCaT hiicreleri tarafindan iretilen KLK-7 ve LL-37 protein
miktarlari, tez caligmasi kapsaminda kullanilan ELISA Kkitlerinin tespit araliginda yer
almadig1 i¢in bu deneylerden sonug elde edilememistir. KLK-5 protein tayini ise hem apikal

hem de bazal siipernant’lar kullanilarak gerceklestirilmistir.
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12s - AD(-) - HaCaT (Apikal s.n.) 12s - AD(-) - HaCaT (Bazal s.n.)
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Sekil 4.35 12 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamus, *
****p<0,0001.

AD-modelin kurumadig ko-kiiltiir sisteminde KLK-5 protein seviyesi apikal bolgede artis
gostermektedir. Ancak bu artis ortamda SsnB’nin varligiyla inhibe edilmistir. Buna ragmen
bir diger TLR-2 reseptor blokani olan C29’un ortamda bulundugu kosullarda ise HaCaT
hiicreleri tarafindan apikal bolgeye salinan KLK-5 proteini diger kosullara kiyasla en yiiksek
seviyede Ol¢iilmiistiir. HaCaT hiicrelerinden bazal kisma dogru salinan KLK-5 seviyesi, ‘sert
su’ olarak tanimlanan 180 ve 200 mg/L CaCOs konsantrasyonlarda 12 saat boyunca
uyarilmasi sonucu herhangi bir degigsmesine neden olmamistir. Ortama SsnB Blokaninin

eklenmesiyle KLK-5 seviyesinde diisiis tespit edilmistir (Sekil 4.35).
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12s - AD(+) - HaCaT (Apikal s.n.) 12s - AD(+) - HaCaT (Bazal s.n.)
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Sekil 4.36 12 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamig, ****p<0,0001.

AD-modelinin olusturuldugu ko-kiiltiir diizeneginde 12 saat boyunca gergeklestirilen
uyarimlarda HaCaT hiicrelerin tarafindan salinan KLK-5 seviyesinde 180 mg/L CaCQOs ile
karsilagmasinin ardindan degismedigi ancak ortama C29 eklendigi zaman KLK-5 seviyesini
diigiirdiigii apikal tarafta saldigi proteinler ile tespit edilmistir. HaCaT hiicrelerinden salinan
KLK-5 seviyesi artan CaCOz konsantrasyonlartyla dogru orantili olarak diisiis gosterdigi;
ancak ortamda C29’un bulunmasina bagl olarak KLK-5 seviyesinde artis meydana geldigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.36).
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24s - AD(-) - HaCaT (Apikal s.n.)
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Sekil 4.37 24 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamus,

*p<0,05, ****p<0,0001.

AD-modelinin kurulmadig1 deney sisteminde, 24 saat boyunca 180 mg/L ve 200 mg/L
CaCOs ile uyarilan HaCaT hiicrelerinin apikal kismina saldigt KLK-5 seviyesi artis
gosterirken ortamda C29 ve SsnB’nin bulunmasiyla salinan KLK-5 bazal seviyeye inmistir.

Besiyerinin bazal kisma dogru saldigi KLK-5 seviyesi ise her kosulda diisiis gostermistir

(Sekil 4.37).
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24s - AD(+) - HaCaT (Apikal s.n.) 24s - AD(+) - HaCaT (Bazal s.n.)

Kk koK

—_ —
EE 2 13
k% k
| — —
KK K EE 2 13
i i
*okokok 3K kK
| U
rpepng koK%
i 1
*okokok = %% kK
= N _g, 1500 M
g 4009 4 g =z *ok Kok
g 3
‘B 300 ’—‘ 2. 1000
4 >
> [
2 ! 3
200 £
@ ® 500
T [
° _ o
s 100 s
N - X o- T
g " S
4 N
& Fpoe” ° ¥ SRR
o%% 'b% V\v\\/
& \V\V\\«v\ oSN °tg%
"x‘: {N)
RN
SRR %
f\%
qE;@ <b ) oy

Sekil 4.38 24 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamis, ****p<0,0001.

HaCaT hiicrelerinin IL-4 ve TNF-alfa ile uyarilmasiyla olusturulan AD-durumunda apikal
kisma salinan KLK-5 seviyesinde artis tespit edilmistir. Ancak, deney diizeneginde yer alan
tiim uyarim kosullarinda tespit edilen KLK-5 protein seviyesi uyarilmamis kosula gore diisiis
gostermistir. 24 saat boyunca 180 mg/L CaCOz ile uyarilan HaCaT hiicrelerinden bazal
kisma dogru salinan KLK-5 seviyesi ise artis gosterirmistir. Ancak protein seviyesinde
gbzlemlenen bu artis ortama C29 ve SsnB’nin eklenmesiyle bazal seviyenin de altina

inmistir (Sekil 4.38).
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Cizelge 4.4 ELISA deneyleri sonucunda HaCaT hiicrelerinde degisen protein seviyeleri.

12-Saat 24-Saat

AD(#)

Apikal

180 mg/L l
CaCO3

200 mg/L

| CaCo3
C29+180
_mg/L CaCO3
C29+200
_mg/L CaCo3
SsnB+180
_mg/L CaCo3
SsnB+200
| mg/L CaCO3

4.3.2.2. HaCaT ve Eol-1 Ko-Kiiltiir Sonuglari

‘Sert su’ olarak tanimlanan 180 ve 200 mg/L CaCOzs’iin HaCaT’lar iizerindeki roliiniin

anlasilmasi ve bu uyarim sonucunda eol-1 hiicre hattinin HaCaT hiicre hatt1 tizerindeki etkisi

arastirilmistir.
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Sekil 4.39 12 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamis,
*kkk
p<0,0001.
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AD-model olusturulmadan 12 saat boyunca CaCOz’a maruz kalan HaCaT hiicrelerinden
elde edilen sonuca gore apikal kisma salinan KLK-5 seviyesinde artis meydana gelmistir.
KLK-5 seviyesi, reseptor blokanlarindan olan C29’un varligina bagli olarak, 200 mg/L
CaCOzs ile beraber uyarildigi kosulda artmistir.  Bunun yani sira, SsnB’nin ortamda yer
almas1 CaCOg etkisinden bagimsiz olarak KLK-5 seviyesinin hem apikal hem de bazal

kisimda artmasina neden olmustur (Sekil 4.39).
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Sekil 4.40 12 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamig, ****p<0,0001.

KLK-5 protein seviyesinin AD-modelinin kurulmasiyla artis gosterdigi tespit edilmistir.

Bunun yani sira KLK-5 seviyesi 180 ve 200 mg/L CaCOs ile karsilastiktan sonra apikal

bolgede diiserken, C29’un 200 mg/LL CaCOs ile birlikte yer aldigi kosulda KLK-5

seviyesinde artis tespit edilmistir. 180 mg/L CaCQOz ile uyarilan HaCaT’larda meydana gelen
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KLK-5 protein miktarindaki diisiise karsin 200 mg/L konsantrasyondaki CaCOz3’iin HaCaT
hiicrelerinden bazal bolgeye dogru saldigi KLK-5 seviyesini arttirdigi elde edilen sonuglarla
anlasilmistir. Artan KLK-5 seviyesi ise ortama SsnB’nin eklenmesiyle uyarilmamis kosulun
KLK-5 diizeyine kadar inmistir (Sekil 4.40).

24s - AD(-) - Ko-kultur (Apikal s.n.)
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ok ko
N $ok ko
—
****
*k k
I \ ok kok
ok ok ok
I 1 -
* ok ok E 1500+
g 1500 M E
5 bekokok  kdkokok 7
=2  — £ 1000
v— s
g @
> 1000 w
E £
@ @ 500
c g
% 500 - 0
& - X o-
E = < QCJ o> 05 0“: o>
EI °- V(."b\,c;b
S20p00R0R070" @&}’ \V@c; S
S L0 00 o '$‘Q o
PPPPRC RIS
MV avavr VNV
S o
NENINDISEY e
Q':L%‘exex
AN
< G,_;'o,o@

Sekil 4.41 24 saat boyunca AD-model kurulmadan, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs; ve
blokanlar ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamuis,
****p<0,0001.

AD-modelinin kurulmadig: ko-kiiltiir sisteminde KLK-5 protein seviyesi hem 180 hem de
200 mg/L CaCOs ile artis gostermektedir. Artis gosteren KLK-5 miktari, ortama TLR-2
reseptor blokanlarmin eklenmesi apikal kisma dogru saldigi protein miktarinda diisiis
gostermis olsa da elde edilen protein seviyesi uyarilmamis kosula kiyasla artig

gostermektedir. HaCaT hiicrelerinden bazal kisma dogru salinan KLK-5 seviyesi 200 mg/L
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CaCOzs ile en yiiksek seviyesine ulasmistir ve SsnB Blokaniin bu artis1 durdurmadigr da

gozlenmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.42 12 saat boyunca AD-model kurularak, belirlenen konsantrasyonlarda CaCOs ve blokanlar
ile uyarilan hiicrelerden elde edilen KLK-5 protein seviyesi n=2, US: Uyarilmamis, *p<0,05,
****p<0,0001.

AD modelin kuruldugu ko-kiiltiir sisteminde ise KLK-5 seviyesi AD-Modelinin
kurulmasiyla baglantili olarak yiikselirken ortama konan CaCOs ve TLR-2 reseptor
blokanlari ile beraber diisiis gostermistir (Sekil 4.42). Bazal bolgeye salinan KLK-5 seviyesi
180 mg/L CaCQOz ile uyarilmasi sonucu artarken, 200 mg/L CaCOs ile diisiis gosterdigi tespit
edilmistir. Azalan KLK-5 seviyesi ortama C29 blokaninin eklenmesiyle artig gostermistir.

SsnB’nin ise 180 mg/L CaCOg’iin etkisini inhibe edemedigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5 ELISA deneyleri sonucunda ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinde degisen

protein seviyeleri.

12-Saat 24-Saat

180 mg/L
| CaCo3
200 mg/L
| CaCO3
C29+180
_mg/LCaCO3
C29+200
_mg/LCaCO3
SsnB+180

mg/L CaCO3
SsnB+200
mg/L CaCO3

4.4. Sert Suyun Eol-1 Hiicre Hatt1 Uzerinde ROS Genlerine Etkisi

Tez calismasi kapsaminda eol-1 hiicre hattinin CaCOs ile karsilasmasi sonucu ROS gen
profilindeki degisimin gozlenmesi hedeflenmistir. AD ile iligkisi oldugu bilinen veya AD
baglantili calismalarda daha 6nceden gen ve protein profilleri izlenmis oksidatif genlere tez
caligmas1 kapsaminda bakilmigtir [124-126, 129, 139]. Deney diizenegi elde edilen
sonuglardan yola ¢ikarak 180 mg/L CaCOgz’iin yer aldigi kosullar iizerinden yeniden
diizenlenmistir. Internal kontrol olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH)

kullanilmistir.
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Sekil 4.43 AD-model kurulmadan, 12 saat boyunca ko-kiiltiir sisteminde uyarilan eol-1 hiicre
hattinda degisen oksidatif stres genleri, n=3, US=Uyarilmamis,*p<0,05, ****p<0,0001.

AD-modelinin kurulmadig1 uyarim sisteminde 180 mg/L. CaCOz’a 12 saat boyunca maruz
kalan eol-1 hiicre hattinda SOD1 ve APOE gen ifadelerinde artis gézlenmistir. Bunun yan1
sira ROS i¢in incelenen genlerinin ifadesi SsnB’nin varligiyla artig gostermistir. Bu genlerin
seviyelerindeki artis ortamda C29 ve SsnB’nin bulunmasiyla durdurulmustur. GPX1
geninde, uyarilmamis kosula kiyasla 180 mg/L CaCOs ile uyarildiginda herhangi bir
degisimin olmadig1 ancak ortama TLR-2 reseptorler blokanlarinin eklenmesi sonucunda
ifadesinde diisiis meydana geldigi tespit edilmisti. AD patogenezinde Ozellikle
eozinofillerin aktive olmasinda etkili olan CCLS geninin ifadesi ise 180 mg/L CaCOs
varliginda diiserken ortama eklenen SsnB ile 3 kat artis gostermistir. CCL5’in yanm sira
GTSP1, MB, NOX4 ve NOS2 genlerinde de 180 mg/L CaCOs ve C29’un yer aldigi
kosullarda herhangi bir gen diizeyi artis1 tespit edilmezken; mikro-cevrede SsnB’nin yer

almasiyla tiim genlerin ifadelerinde artis meydana gelmistir (Sekil 4.43).

91



12s - AD(+) - Eol-1

ok o ok ok ok o ok ok EE + T 3
! i
EE 33 sk g kkkk Hkkk
M M M M
%k ok k ok %k ok k ok * kk ok * ok ok ok
M M M y
EE £+ 3 EE + T 3 EE + =+ 3 EE 3+ + 3
— B[ ] [] []
g mm US
> 180 mg/L CaCO,
é 44 mm C29 + 180 mg/L CaCO,
g mm SsnB + 180 mg/L CaCO,
5 27
t
Ui
(3]
X ] 1 1 1 II I I I I
M, ] & M, N D T "
P v OV oY K QY G o
& &L K &,@ SO

Sekil 4.44 AD-model kurularak, 12 saat boyunca ko-kiiltiir sisteminde uyarilan eol-1 hiicre hattinda
degisen oksidatif stres genleri, n=3, US=Uyarilmamis, ****p<0,0001.

AD-modelinin kuruldugu deney diizeneginde ise GPX1 geni hari¢ tiim oksidatif stres
genlerinin ifadesi sadece SsnB blokaninin varligina bagli olarak artig gdstermistir. 180 mg/L
CaCOg’iin tek basma veya C29 ile beraber oldugu kosullarda ise ROS iiretimini yapan
genlerin ifadesi uyarilmamis kosula kiyasla diismiistiir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.45 AD-model kurulmadan, 24 saat boyunca Kko-kiiltiir sisteminde uyarilan eol-1 hiicre
hattinda degisen oksidatif stres genleri, n=3, US=Uyarilmamis, ****p<0,0001.
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Sekil 4.46 AD-model kurularak, 24 saat boyunca ko-kiiltiir sisteminde uyarilan eol-1 hiicre hattinda
degisen oksidatif stres genleri, n=3, US=Uyarilmamuis, ****p<0,0001.

AD modeli kurulmadan ve kurularak gergeklestirilen deney diizeneginde oksidatif stres
genlerinin ifadesi 24 saatlik uyarim kosullarinin tiimiinde diisiis gostermistir (Sekil 4.45 ve

Sekil 4.46).
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5. YORUM

HaCaT hiicre hatlarinin CaCOs ile yapilan 6, 12 ve 24 saatlik uyarimlar sonunda
konsantrasyon artigina bagl olarak hiicre canliliginin da azaldig1 gozlenmistir. Literatiirde
CaCOg’iin siklikla biyomateryal olarak kullanildigi ¢alismalar mevcut iken, CaCOz’iin ‘sert
su’ olarak kullanildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. HaCaT hiicrelerinin kullanildigir bu
calismalarda kullanilan CaCO3 konsantrasyonlarinin diisiikk olmas1 (0-2 pg/mL [140], 0,1 M
[141]) nedeniyle hiicre canliligina olan etkisine dair net bir bilgi bulunmamaktadir.
Gergeklestirilen tez ¢alismasi, sert su konsantrasyonlarinin (180 mg/L ve listii) etkisini hiicre

kiiltiirii galigmasi ile HaCaT hiicrelerinde gosteren ilk ¢alisma olarak 6zgiin degere sahiptir.

Kan graniilositlerden olan eozinofiller giiglii bir efektdr hiicre olup epitel hiicrelerden
herhangi bir hasar durumunda salinan sitokinlerden etkilenerek yanit olarak farkli sitokin ve
kemokin iiretimiyle inflamasyona katkida bulunurlar[142]. Eozinofiller kalsiyum artigina
bagli olarak aktive olabilmekte, eotaksin-1 ve RANTES gibi sitokinlerin salimim
indiiklemekte [143] ve eozinofilik hiicre dis1 tuzaklar1 (EET) aktive edebilmektedir [144].
Tez ¢alismasinda eol-1 hiicreleri 6,12 ve 24 saat boyunca direkt olarak CaCO3 ile uyarilmis
ve 6 saatlik 100, 150 ve 180 mg/L CaCOs uyarimlari ile elde edilen hiicre canliligi
ylzdelerinin 24 saat ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu gozlenmistir. Literatiirde eol-
1 ile CaCOs’in uyarilmasiyla elde edilen herhangi bir hiicre canliligi sonucu
bulunmamaktadir. Bununla birlikte literatiirde ¢ok yogun konsantrasyonda kalsiyuma
hiicrelerin maruz kalmasi sonucu hiicre 6liimiiniin gercekligini belirten ¢alisma mevcuttur
ancak bu ¢aligmada hiicre 6liimiinlin hangi saatlerde gerceklestigi bilgisi bulunmamaktadir
[145]. 6. saatte azalan ve sonrasinda ilerleyen saatlerde kademeli bir sekilde artan hiicre

canliliginin kalsiyumun hiicreler iizerindeki bu etkisinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

C29 blokan1 TLR-2 reseptorii tizerinde TRAP bolgesine baglanarak TLR-2 ve heterodimer
yap1 olusturdugu TLR2/1 ve TLR2/6 reseptor aktivasyonlarini bloklamaktadir [146]. C29

blokaninin 2 saatlik bloklama ve yiiksek konsantrasyonunun HaCaT hiicre morfolojisini
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degistirdigi ve hiicre yapilarinin daha yuvarlak hale geldikleri tespit edilmistir. Literatiirde
C29 blokaninin uygulandig: farkl hiicre tiplerinin farkli hiicre canlilig1 sonuclara sahip
olduklar1 goriilmektedir. Blokan etkinliginin endotel hiicrelerde 48 saat 1 uM [147], fare
makrofaj hiicrelerinde 1 saat 50 uM ve HEK hiicrelerinde 1 saat 10 uM kullanildigi
goriilmistiir [108]. Tez calismasinda kullandigimiz konsantrasyonun literatiirde HaCaT
hiicre hattinin kullanildig1 Rosasea hastaligi calismasinda da kullanildigi goriilmistiir [109].
Sparstolonin B molekiilii, hiicre ylizeyindeki TLR-2 ve TLR-4 reseptorlerinin ligand
kismina baglanarak bloklama gergeklestirmektedir [148]. Yapilan canli/6lii hiicre boyama
deneyleri sonucunda yiliksek konsantrasyonda (100 pM) SsnB blokanmin kullanimi
sonucunda hiicre morfolojisinin degismeye bagladigi ve hiicre sayisinin azaldig
goriilmiistiir. Sparstolonin B blokan molekiiliiniin kullanildigi fare damar diiz kas
hiicrelerinde 100 uM uyarim sonucunda hiicre canlilig1 %80’e inmis, insan B16 melanoma
hiicrelerinde ise 20 uM SsnB konsantrasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya
neden oldugu gozlenmistir [149, 150]. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan C29 ve SsnB
blokanlarinin IL-6 gen ifadesini baskiladig: literatiirde gosterilmistir [146]. TLR-2 reseptor
blokanlarinin hiicrelerdeki IL-6 gen ifadesini baskiladigi, 5 pg/mL LPS uyarimi sonrasinda
elde edilen yaklasik 5 katlik artisin bazal seviyeye dondiigli gozlenmistir.

HaCaT hiicre farklilagmasinin kontrolii hiicre yiizeyindeki K1 proteininin IF boyamasi ile
kontrol edilmis ve Ca*? ile keratinosit hiicrelerinin farklilastirildig1 gdsterilmistir. Derinin
bazalinde bulunan hiicreler (stratum basale) Keratin proteinlerinden K5 ve K14 proteinlerini
uretmektedir. Bazal hiicrelerden farklilasan (stratum spinosum tabakasini olusturan)
hiicrelerde hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis meydana gelmektedir. Bu artigla beraber
sirastyla K1 ve K10 keratinleri ve transglutamaz-1 ve involukrin proteinlerini irettikleri
goriilmiistiir [151, 152]. Farklilastirma ¢alismasi sirasinda kullandigimiz 2,8 mM Ca*?
miktarinin HaCaT hiicrelerini farklilastirmada basarili oldugu goriilmiistiir. Kalsiyum ile
farklilasmamis ve farklilastirilmis hiicrelerdeki K1 ifadesinin karsilastirildig1 bir calismada
ise Western Blot bantlarinda K1 proteininin oldugu ancak ortamda kalsiyumun olmasi1 ve
hiicrelerin farklilastirilmasi ile K1 miktarinin arttigi goriilmektedir [153]. Elde ettigimiz

sonuclarda farklilagsmamis hiicrelerde de K1 proteininin goriilmesi, hiicrelerde bu proteinin
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tiretildigini ancak farklilagsmanin bu protein miktarinda istatistiksel bir artisa neden oldugunu

gostermektedir.

KLK-5, deride en ¢ok bulunan KLK’lardan biridir ve epitelyal bariyerin korunmasinda
gorev almaktadir. Farkli deri hastaliklarinda KLK-5 diizeyi hastalifin sikligina dair bilgi
vermektedir [154]. Atopik Dermatit hastaliginda da deride inflamatuvar cevabin artigina
bagli olarak KLK-5 seviyesinin normalin {istiinde arttig1 ve bu durumun deri iliskili proteaz,
enzim ve lipid tiretimini de etkiledigi raporlanmistir [155]. Yaptigimiz ¢alisma kapsaminda
AD modeli olusturulmayan ve 12 saat 200 mg/L CaCOs uyarilan HaCaT hiicrelerinde KLK-
5 ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Literatiirde Rosacea hastalarinda KLK-5 ifadesinin
diisiik ve yiiksek kalsiyum durumundaki gen ifadelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada
yiiksek Ca*? miktarmin hiicrelerden {iretilen KLK-5 ifadesinde artisa neden oldugu
goriilmistiir [87]. Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneylerde KLK-5 seviyesi
AD-model kurulmadigi durumlarda hem 180 hem de 200 mg/L konsantrasyon ile 12 ve 24
saat boyunca uyarilmasi sonucu arttig1 tespit edilmistir. Ancak, AD-modelinin kuruldugu
durumda KLK-5 seviyesi ise HaCaT hiicrelerinin mono-kiiltirde bulundugu kosulda 180
mg/L CaCOs ile artarken ko-kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinden salinan KLK-5 200 mg/L
CaCOs3 konsantrasyonunda artis gostermektedir. Artan KLK-5 protein seviyesi bazi
kosullarda C29 blokan1 tarafindan bazi kosullarda ise SsnB tarafindan tersinir duruma
gelmistir. Atopik dermatit hastalarinda ise sert su olan CaCOzs’e maruz kalma sonucunda
KLK-5 ifadesindeki etkiye dair bir literatiir bilgisi bulunmamaktadir. HaCaT ve eol-1 hiicre
hattinin beraber ko-kiiltiire alinmasi ve Cizelge 4.1°de belirtildigi gibi tasarlanan deney
diizeneginin ardindan yapilan ger¢ek-zamanli PZR deneylerinde KLK-5 geni kabul gore Ct

deger araliginin disinda yer aldig1 i¢in herhangi bir sonug elde edilememistir.

KLK-7, KLK-5ten sonra deriden en sik bulunan KLK’lardandir. Inflamasyon sirasinda
miktar1 artan KLK-7 proteinlerinin atopik dermatit hastalarinda goriilen kronik kasinti
durumu ile iliskili oldugu bulunmustur [156]. Tez calismasinda elde edilen KLK-7 ifadeleri,

AD olmayan ve AD’li deney gruplarinda CaCOgz uyarimlar ile azalmistir. Normal insan
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epidermal keratinosit hiicrelerinde (NHEK) kalsiyum ile uyarim sonrasinda KLK-7 gen
ifadesinin arttig1 gosterilmistir [157]. Ancak bu calismada hiicreler farklilastirilmamis ve
%30 kaplama oranina ulastiklarinda 2 mM (80 mg/L) kalsiyum ile uyarimlar
gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen 2 farkli konsantrasyondaki
CaCO3z uyarimi sonrast HaCaT hiicrelerinde ifade olan KLK-7’nin arastirilmasini
hedefleyen bagka bir c¢alisma bulunmamaktadir. Sonuglarimizda 180 mg/LL CaCOs
uyariminin KLK-7 ifadesini AD (-) ve AD (+) durumda azalttig1 ve bu azalmanin kullanilan
C29 blokani ile bazal seviyeye geri dondiigii gosterilmistir. Ko-kiiltiire edilen HaCaT’larda
sentezlenen KLK-7 gen ifadesi 200 mg/L CaCOs ile AD-Modelin kuruldugu 12 ve 24 saatlik
uyarimlarda ifadesi artarken bu konsantrasyonun KLK-7 tizerine verdigi etki C29 ve SsnB
blokani tarafindan geri dondiiriilmiistiir. Ancak, bu reseptor blokanlarinin kullanildig:
kosullarda da KLK-7 gen ifadesi artis gostermektedir. Bu durum da KLK-7 aktivasyonunun
sadece TLR-2 reseptorii lizerinden degil literatiirde de belirtildigi gibi PAR-2 reseptorii

tizerinden etkisini gosterdigini disiindiirmektedir [158].

Deri bariyer biitiinliigiiniin korunmasinda antimikrobiyal peptitler de rol almaktadir.
AMP’ler arasinda farkli alfa ve beta-defensin AMP’lerinin deri bariyer biitlinliigiinii
korumasinin yaninda bir diger AMP ailesi olan ve tek iiye ile temsil edilen Katelisidin
ailesinden LL-37 AMP’si de deride tespit edilmistir [159]. LL-37, epitel hiicrelerden pro-
formda salindiktan sonra aktiflesmekte ve noétrofillerin goglinde ve deri yara onarimi
sirasinda rol almaktadir [160]. AD hastalarinin deri 6rneklerinde LL-37 ifadesinin AD
hastalarinda arttig1 gosterilmistir [161]. Deneylerimizde LL-37 gen ifadesinin AD (+) deney
grubunda 12 saatte CaCOs ile arttig1 ve bu artigin, 12 saatte SsnB blokaninin kullanilmasi
ile bazal seviyeye geri dondiigli gosterilmistir. 24 saat sonunda ise CaCO3 uyarimi ile LL-
37 gen ifadesi degismezken C29 blokaninin kullanim1 her iki dozda da artisa yol agmustir.
Bu artislarin TLR-2 TRAP alt biriminin bloklanmasimnin yol agtigi bir etki oldugu
diistintilmektedir. LL-37 gen ifadesi ko-kiiltiire alinan HaCaT hiicrelerinde AD-Modelinin
kuruldugu 12 saatlik ve AD-Modelinin kurulmadigi kosullarda 180 ve 200 mg/L CaCOz’ten
etkilenerek artis gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar AD durumunda artan KLK

seviyesiyle beraber LL-37’nin aktiflestigini tespit eden bilgiler ile ortiismektedir [159]. Bu
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artis bazi kosullarda C29 ve SsnB ile geri dondiriiliitken bu reseptér blokanlarmin
bulundugu kosullarda ise LL-37 gen ifadesi daha da artis gostermektedir. Bu durum da
CaCOs etkisinin TLR-2 reseptoriinden bagimsiz olarak ortaya c¢ikmig olabilecegini

diistindiirmektedir.

Literatiirde CaCOgz ile uyarimi sonucu HaCaT hiicrelerinde KLK ifadeleri arastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarin biiylik bir bolimii hiicre i¢in kalsiyum
miktarinin degisiminin farkli hastaliklardaki cevabini incelemek ve derideki proteaz-
antiproteaz  dengesinin arastirilmasina yonelik gerceklestirilmistir. Bu dengenin
saglanmasinda KLK’larin inhibitorlerinden olan serin proteaz inhibitor ailesinden LEKTI
molekiillerinin de etkisi bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada kalsiyum miktarinin serin
proteaz inhibitdr ifadesini arttirdigi 6ne siiriilmiistiir. Yiiksek kalsiyum konsantrasyonunun
2 mmol/L (80 mg/L) olarak belirlendigi ¢calismada KLK-5 ve KLK-7 degerlerinde artisla
beraber LEKTI, SLPI ve SPINKS5 gibi proteaz inhibitorlerin de artisi gosterilmistir [162].
Gergeklestirilen tez c¢alismasi ile karsilastirildiginda hiicrelerin farklilagtirllmadigr ve
kalsiyum karbonat ile uyarim yerine kalsiyum ile uyarimin gergeklestirildigi goriilmiistiir.
Ayrica CaCOs igerisindeki kalsiyum igeriginin KLK inhibitorlerinin de ifadesini arttirmis
olabilecegini diisiindlirmektedir. Bu nedenle sert suyun KLK’lar tizerindeki etkisinin daha
net bir sekilde gosterilmesi i¢in ilerleyen donemlerde basta LEKTI inhibitorii olmak iizere

diger inhibitdrlerin rolii ilerleyen donemde gosterilmesi planlanmaktadir.

Kalsiyum karbonatin KLK’lar iizerindeki etkisine dair yapilan ¢alismalar sinirlidir. 2022
yilinda Lu ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada KLK’lar CaCO3 magnetik mikrokiireleri
ile tutulmustur. Bu tutulma sonrasinda kallikrein aktivitesinin %80 oraninda azaldig1 ve
immobilize olduklar1 gézlenmistir [163]. Gergeklestirilen bu ¢alisma, tez ¢alismasi
kapsaminda elde etti§imiz azalan KLK sonuglar ile iliskilendirilebilecegi ve CaCOz3’iin
beklenilenin aksine KLK ifadesinde azalmaya neden olarak deri bariyerinde proteaz-

antiproteaz dengesizligine yol agabilecegini gostermektedir.
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Tez calismasi kapsaminda atopik dermatit hastalifinda rol oynadig1 bilinen epitel hiicre
yilizey reseptorlerinden TLR-2 reseptoriiniin C29 ve SsnB blokanlariyla bloklanmasiyla
KLK-5, KLK-7 ve LL-37 ifadeleri/seviyeleri gerceklestirilen ger¢ek-zamanli PZR ve
ELISA deneyleri sonucunda bazi kosullarda hem artis hem de azalis gostermistir. Bir bagka
deri hastalig1 olan giil hastaliginda artan TLR-2 ifadesinin KLK-5’i aktive edebildigi ve
bunun sonucu olarak LL-37 seviyesinde artisin meydana geldigi tespit edilmistir [164]. Bu
bilginin yani sira artan kalsiyum konsantrasyonun da TLR-2 tizerinden KLK-5 ifadesinin
artisina sebep oldugu gosterilmistir [87]. Her ne kadar AD durumunda TLR-2 ile KLK
ailesinin iligkisini dogrudan gdésteren bir ¢alisma bulunmasa da deride meydana gelen
inflamasyonda hem TLR-2’nin hem de KLK-5’in 6nemli rol oynamalari nedeniyle
birbirileriyle iligki igerisinde olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle tez deneylerinde TLR-
2 reseptoriiniin bloklanmasi sonucu KLK-5, KLK-7 ve LL-37 seviyelerindeki diisiis
literatiirde yer alan bilgiler ile ortiismektedir. Tez deneylerinden elde edilen bu sonuglar hem
AD durumunda hem de saglikli kosulda sert suyun etkisine bagli olarak ortaya cikan
inflamatuvar cevabin kismen de olsa baskilayabildigi tespit edilmistir. Ote yandan,
blokanlarin varligiyla artan KLK iiyeleri ve LL-37 seviyesi hakkinda literatiirde yer alan
bilgiler oldukg¢a kisithidir ve bu durumun ortaya ¢ikmasinda muhtemel olarak birden fazla
durumun etkili oldugunu diistinmekteyiz. Bu etkenlerin basinda her ne kadar kullanilan
blokanlarin sitotoksik bir etkiye neden olmadigi tez ¢alismasi kapsaminda gosterilmis olsa
da hiicrelerde inflamatuvar hasara neden olarak ilgili genlerin/proteinlerin seviyesinde artiga
neden olabilecegidir. Bir diger neden olarak TLR-2 reseptoriiniin bloklanmasi sonucunda
sert su etkisinin epitel hiicre ylizey reseptorlerinden PAR-2 iizerinden etkisini gdsterip
inflamasyona neden olabilecegidir. Bir diger potansiyel sebep olarak da KLK ailesinin
aktivatorii olarak rol yapan MMP ailesinin TLR-2’nin C29 ve SsnB ile bloklanmasi
sonucunda artan kalsiyum konsantrasyonu sonucu aktive olmasiyla KLK seviyesini

arttirabilecegidir [165, 166].

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve anti-oksidan savunma kapasitesinin bu
artist durduramadigi durumlarda meydana gelmektedir. Deride ROS birikiminin AD

patogenezine katkida bulundugu son yillarda yapilan caligmalarla gosterilmistir. ROS
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miktarindaki artis deride bulunan immiin hiicrelerinin aktive olmasina ve pro-inflamatuvar
bir yanitin olusturulmasinda etkili oldugu ve bu yol ile AD patogenezine katkida bulundugu
literatlirde yer alan caligsmalar ile gosterilmistir. ROS ile AD arasindaki iliskiyi gosteren
calismalarda KLK-5 ve LL-37’nin keratinosit ve inflamatuvar hiicreler iizerinde ROS
iretimini indiikledigi tespit edilmistir. Ancak literatiirde yer alan ROS ile AD iliskisini
gosteren galismalarda uyaran olarak CaCOz kullanilmamis ve eozinofillerin AD durumunda
oksidatif strese verdigi katki hakkinda bilinen bilgiler kisithidir. In vivo ortamda
gergeklestirilen ve eozinofillerin AD patogenezinde oksidatif stres {izerinden nasil rol
oynadigini géstermeyi ¢alisan bir ¢alismada eozinofillerin 6zellikle NADPH oksidazi aktive
ederek oksidatif strese neden oldugu tespit edilmistir [167]. Gergeklestirilen tez ¢alismasi
kapsaminda ko-kiiltiire alinan HaCaT ve eol-1 hiicre hattinin CaCQOs ile kargilasmasi sonucu
eozinofillerden salinan oksidatif stres genlerinin diizeylerinin incelenmesi ve AD ile olan
iliskisi aragtirilmistir. Gergek-zamanli PZR deneyi ile elde edilen sonuglar AD-modelinin
kurulmadig1 deney diizeneginde AD durumu i¢in biyobelirteg olarak da kullanilan siiperoksit
dismutaz (SOD)-1 geninin ifadesinde 180 mg/L CaCQOzs ile uyarilmasi sonucu artis meydana
geldigi ve ortama konulan C29 ile SsnB blokanlari ile bu artisin durduruldugu anlagilmigtir.
SOD-1 genine ek olarak AD durumunda oksidatif stres i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilan
bir bagka gen olan ApoE ifadesinin de 180 mg/L CaCOs ile artis gosterdigi tespit edilmistir
[125]. Elde edilen bu sonuglara ragmen AD durumundan ve uyarim saatinden bagimsiz
olarak ortamda var olan SsnB blokani tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen genler arasinda
ozellikle eozinofil ile baglantili olan genlerin (CCLS, NOX4 ve NOS2) ifadesini arttirdig:
tespit edilmistir. SsnB’nin varligiyla elde edilen bu sonug¢ in vivo ortamda SsnB ile
gerceklestirilen bir ¢alismada elde edilen ROS artis1 ile ortiismektedir [168]. Bu nedenle
C29’un ROS iiretimini durdurmada SsnB’ye kiyasla daha basarili oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen bu sonuglar dogrultusunda, CaCOz’iin etkisi ile artan SOD-1 ve ApoE genleri ile

eozinofillerin oksidatif strese yol acabilecegi de tespit edilmistir.
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