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OZET

2,4-dinitroflorobenzen ile Atopik Dermatit Benzeri Lezyon Olusturulan CD1
Farelerinde Klinoptilolite ve Topikal Takrolimus Etkinliginin Degerlendirilmesi

Atopik dermatit (AD), cok faktorlii bir hastalik siirecidir. "Cevresel alerjenlere karsi
immiinoglobulin (Ig) E diretimi ile iligkili, genetik olarak yatkinlik gosteren,
inflamatuar ve kagmtili alerjik deri hastalig1" olarak tamimlanmaktadir. Indiiklenmis
modeller, AD'nin tedavisi i¢in terapdtik ajanlarin degerlendirilmesinde Onemli
goriilmektedir. 2,4-dinitroflorobenzen (DNFB) ile olusturulan AD modelinde
klinoptilolite ile takrolimusun atopik dermatit lezyonlari lizerindeki etkilerinin ortaya
koymak amaglandi. Bu amagla klinoptilolite ve takrolimusun klinik skor, serum TARC
ile histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmeleri yapildi. Farelerde,
aseton i¢inde c¢ozdiriilmiis  2,4-dinitroflurobenzenin  tekrarlanan  topikal
uygulamasinin, deride egzemat6z degisiklikleri indiikledigi ve kalic1 kasinmaya neden
oldugu bildirilmistir. Calismamizda farelere 5 hafta boyunca haftada 2 kez %0,15
DNFB uygulandi. Sonraki 4 hafta boyunca inflamasyonu korumak i¢in haftada 1 kez
%0,15 DNFB uygulandi. Bu 4 hafta boyunca topikal takrolimus krem (%0,1) ve
topikal klinoptilolite toz ile tedavi edildi. Klinoptilolite tedavisinin gerek klinik
skorlarin ve gerekse histopatolojik degerlerin normalizasyonunda etkin bulunurken
serum TARC seviyelerinin ise degisken oldugu tespit edildi. Sonu¢ olarak
klinoptilolitin antiinflamatuar etkisi takrolimus ile benzerlik géstermistir.

Anahtar kelimeler: 2.4-dinitroflorobenzen, Atopik dermatit, CD1 fare, Klinoptilolite,
Takrolimus



ABSTRACT

Evaluation of Clinoptilolite and Topical Tacrolimus Efficacy in CD1 Mice with 2.,4-
Dinitrofluorobenzene Induced Atopic Dermatitis-like Lesion

Atopic dermatitis (AD) is a multifactorial disease process. It is defined as "a genetically
predisposed inflammatory and itchy allergic skin disease associated with the
production of immunoglobulin (Ig) E against environmental allergens". Induced
models are considered important in the evaluation of therapeutic agents for the
treatment of AD. It was aimed to reveal the effects of clinoptilolite and tacrolimus on
atopic dermatitis lesions in the AD model created with DNFB. For this purpose,
clinical score, serum TARC and histopathological and immunohistochemical
evaluations of clinoptilolite and tacrolimus were performed. In mice, repeated topical
application of 2,4-dinitrofluorobenzene dissolved in acetone has been reported to
induce eczematous changes in the skin and cause persistent itching. In our study, mice
were administered 0.15% 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB) twice a week for 5 weeks.
For the next 4 weeks, 0.15% DNFB was applied once a week to maintain
inflammation. This was treated with topical tacrolimus cream (0.1%) and topical
clinoptilolite powder for 4 weeks. While clinoptilolite treatment was found to be
effective in the normalization of both clinical scores and histopathological values,
serum TARC levels were found to be variable. As a result, the anti-inflammatory effect
of clinoptilolite was similar to that of tacrolimus.

Key words: 2,4-dinitrofluorobenzene, Atopic dermatitis, CD1 mouse, Clinoptilolite,
Tacrolimus
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1. GIRiS

Kopek atopik dermatiti, ¢ok faktorlii bir hastalik siirecidir. "Cevresel
alerjenlere karsi immiinoglobulin (Ig) E iiretimi ile iligkili, genetik olarak yatkinlik
gosteren inflamatuar ve kasintili alerjik deri hastaligi" olarak tanimlanmaktadir.
Kopeklerde AD prevalansinin yaklasik %10-15 oldugu diisiiniilmektedir. Patogenez
tam olarak anlasilmamis olsada, genetik anormallikler, kutandz inflamasyonla degisen
bagisiklik sistemi ve deri bariyer kusuru olabilecegi diisliniilmektedir (Gedon ve

Mueller, 2018).

Kasinmanin azaltilmasi, AD hastalarinin yasam kalitesini iyilestirmek i¢in en
etkili terapotik stratejidir. Uzun yillar boyunca AD'nin tedavisinde lokal veya sistemik
kortikosteroidler hakim olmustur. Bu steroidler, AD'nin iltihaplanmasin1 azaltmada
etkili olduklar1 i¢in hala ilk tedavi secenegi olarak akla gelmektedir. Ancak bu
steroidlerin yan etkileri siklikla gézlenmektedir (Choi ve ark., 2013a). Bu nedenle, AD

icin yeni ve etkili tedavilerin gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir.

Hayvan modelleri atopik dermatitin etiyopatogenezi lizerine yapilan
aragtirmalar i¢in yararli olmaktadir. Hayvan modelleri ile yapilan c¢alismalar,
immiinolojik degisikliklerin (Th2 bagisiklik tepkileri ve artan serum IgE seviyeleri)
deri lezyonlan ile iliskili oldugunu gdstermektedir. Indiiklenmis modeller, AD'nin
tedavisi i¢in terapotik ajanlarin degerlendirilmesinde onemli oldugu gorilmiistiir
(Shiohara ve ark, 2004). Farelerde, aseton i¢inde ¢ozdiiriilmiis %0.15 konsantrasyonda
2,4-dinitroflurobenzenin tekrarlanan topikal uygulamasinin, nétrofil ve eozinofillerde
belirgin infiltrasyona ve epidermisin hipertrofisi dahil olmak iizere deride egzematoz
degisiklikleri indiikledigi ve kalict kasinmaya neden oldugu bildirilmistir (Yamashita
ve ark., 2010).

Takrolimus T yardimci hiicrelerin aktivitesini inhibe etmekte ve IL-2, -3, -4
gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini engelleyerek antiinflamatuar etki
gostermektedir. Hayvan modellerinde takrolimus merhemin, alerjik kontakt dermatit,
akut tahris edici dermatit ve gecikmis tip asirt duyarliligin neden oldugu inflamatuar

deri reaksiyonlarini inhibe ettigi 6ne stirlilmiistiir (Bekersky ve ark., 2001).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kopeklerde Atopik Dermatitis

Atopi, genetik yatkinlik ve c¢evresel alerjenlere karsi Immunglobulin E (IgE)
gelistirme egilimidir. Tanimlayici olarak kullanildiginda, atopik rinit, atopik astim
veya atopik dermatit gibi cesitli organ hastaligini niteleyebilen genel bir terimdir.

(DeBoer, 2014).

Kopeklerde atopik dermatit, genetik yatkinlik gosteren (Gonzales ve ark.,
2013), genellikle cevresel veya gida alerjenlerine kars1 (Nuttall ve ark., 2019) IgE
antikorlar1 gelistiren (Halliwell, 2006), karmasik patogenezi olan (Prelaud ve Laprais,
2020) kronik yangisal bir deri hastalifidir (Kapun ve ark., 2014). Deri bariyer
fonksiyonundaki anormallikler ile (Nuttall ve ark., 2019) deri lenfositlerin dermise
infiltrasyonu sonucu (Murray ve ark., 2015), siddetli pruritus ve karin ventralinde,
koltuk altlarinda veya aksillar bolgede eritem, tiily dokiintiisii, hiperpigmentasyon ve

likenifikasyon gibi deri lezyonlari goriilmektedir (Maeda ve ark., 2005).

Temas duyarlilig1 olarak da bilinen alerjik kontakt dermatit, lenf diiglimlerinde
hazirlanan ve reaksiyonun afferent ve efferent fazi sirasinda deride toplanan hapten-
spesifik T hiicrelerinin aracilik ettigi gecikmis tip bir agir1 duyarlilik reaksiyonu olarak
bilinmektedir. Deriyle temasi olan haptenler, olgunlasmamis deri dendritik hiicreleri
tarafindan alinarak lenf diigiimlerinin parakortikal alanina go¢ etmektedir. Burada
hapten-protein komplekslerinin major histo-uyumluluk kompleks molekiilleri
izerinde sunumu sonucu hapten-spesifik T hiicrelerini hazirlamaktadir. Ayni hapten
uygulamasinin tekrarlanmasi, deride keratinosit apoptozunun indiiksiyonu ile
inflamasyonu bagslatarak, derideki efektor T hiicrelerinin hizli bir sekilde toplanmasina

yol agmaktadir (Bonneville ve ark., 2007).



2.1.1. Etiyoloji

Kopek atopik dermatitin etiyolojisinde deri bariyerinde goriilen anormallikler,
bagisiklik sistemindeki diizensizlikler, genetik kusurlar ve ¢evresel faktorler 6nemli

bir rol oynar (Lloyd, 2014).

Derinin ve gastrointestinal sistemin mikrobiyotasindaki biyocesitlilik kaybi;
kopeklerde, farelerde ve insanlarda kronik inflamatuar ve alerjik hastaliklarin gelisimi
ile baglantilidir (Nuttall ve ark., 2019). Atopik dermatitli kopeklerde artmis stafilokok
kolonizasyonu (Marsella ve Girolomoni, 2009) gozlenirken kutanéz mikrobiyotada
biyolojik ¢esitlilik azalmigtir. Diisiik dereceli kolonizasyon, patojenik bakterileri
arttirip, deride zararsiz bakterileri azaltabilir (Nuttall ve ark., 2019). Deri bariyerindeki
primer anormalliklerin alerjik duyarlilasmay1 arttirarak bariyer fonksiyonunun
kotiilesmesine ve derinin daha duyarli hale gelmesine yol acacag: diisiiniilmektedir

(Marsella ve Girolomoni, 2009).

Atopik dermatitin sik gorildiigli irklarda hastaligin altinda genetik bir
birlesenin oldugu diisiiniilmektedir (Sousa ve Marsella, 2001). Bu irklarda deri
bariyeri anormalliginin birincil nedeni genetik yatkinlik olarak diisiiniiliir. Ancak
yatkin olmayan kopeklerde yardimer T2 (Th2) hiicrelerinden salinan sitokinler deri

bariyerinde anormalliklere neden olabilmektedir (Nuttall ve ark., 2019).

Cevre, epidemiyolojik ¢aligmalarda gosterildigi gibi kopek atopik dermatit
gelisiminde muhtemelen 6nemlidir, ancak bunun aeroalerjenlere maruz kalma ile
baglantili olup olmadigin1 bilinmemektedir. Cevresel alerjenlere duyarlilik, atopik
kopeklerde agirlikli olarak ev tozu akarlarina oldugu diisiiniilmektedir. Kirsal ortamda
yasayan veya diizenli olarak agik havada yiiriiyiis yapan kdpeklerde atopik dermatitit
goriilme oran1 daha azdir. Kapali ortamda yasayan kopeklerin atopik dermatite

yakalanma riski daha fazladir (Prelaud, 2014).



2.1.2. Epidemiyoloji

Kopek atopik dermatiti, gen¢ kopeklerde daha sik goriiliir (Marsella ve
Girolomoni, 2009) ve ozellikle 6 ay ile 6 yash kopekler arasinda yaygindir. Bununla
birlikte, atopik kopeklerin ¢ogunda, semptomlar ilk olarak 1-3 yas araliginda ortaya
cikar (Marsella, 2013). Gida alerjenleri hastaligin ortaya c¢ikmasinda onemli bir
parlama faktorii olabilir. AD’nin 6zellikle geng kopeklerde gelistigi veya lezyonsuz
seyrettigi durumlarda gida alerjilerinin arastirilmasin1 gerekmektedir. Kopek atopik
dermatitinde cevresel alerjenlere karsi duyarlilasma, vakalarin biiylik bir kisminda

tespit edilmistir (Marsella ve Girolomoni, 2009).

Kopeklerde atopik dermatitin kesin prevalanst bilinmemekle birlikte, son
calismalarda kopek popiilasyonunun yaklasik %10'unun kasintili deri hastaligindan
etkilendigi bildirilmektedir (Keppel ve ark., 2008) ayrica kdpeklerde atopik dermatitin
son on yilda giderek yayginlagtigi goriilmektedir. 1970'lerin baslarinda yapilan
calismalarda, atopik dermatit prevalansinin %3,3 kadar iken, 1980'lerin sonlarinda
Amerika Birlesik Devletlerin’de yapilan baska bir arastirmada ise, prevalansin
%27'lere kadar ¢iktig1 gosterilmistir. Bu artisin  veteriner hekimlerin artan
farkindaligina bagh olarak daha sik tan1 koymasindan veya evcil kopeklerin degisen
yasam tarzindan dolay1 gergek bir artis olup olmadigr bilinmemektedir. Ne yazik ki,
kopek atopik dermatiti ile epidemiyolojik calisma oldukca azdir (Marsella ve
Girolomoni, 2009).

2.1.3. Patogenez

Atopik dermatitin patogenezi karmasiktir. Patogenezde deri bariyeri nemli bir
rol oynamaktadir. Biitiinliigii bozulan derinin, mikrobik yapismaya, alerjenik
proteinlerin penetrasyonuna, anormal inflamatuar ve alerjik yanitlarin baglatilmasina

izin verdigi diisiiniilmektedir (Nuttall ve ark., 2019).



Igk

Iki IgE antikorunun bir alerjen tarafindan ¢apraz baglanmasi ile mast hiicresi
degraniilasyonu goriiliir. Bu durum g¢esitli sitokinlerin ve histamin gibi enflamatuar
aracilarin salinmasina yol agar (Eichenseer ve ark., 2013). Alerjene 6zgii IgEnin
kopek AD'deki rolii birgok calismada belgelenmistir, ancak IgE'nin nedensel ve kritik
Ooneminin kesin kanit1 yoktur. (Marsella, 2013). AD, alerjene 6zgii [gE'nin yoklugunda
ortaya c¢ikabilir (Marsella ve ark., 2012). Atopik dermatitli kopeklerin biiyiik bir
kisminda alerjene 6zgii IgE bulunmaktadir (Marsella ve Girolomoni, 2009). Fakat
sadece artan IgE diizeyi bizi hastaligin teshisine gotiirmemektedir (Marsella ve
Girolomoni, 2009). Immunglobulin G (IgG) yanit1 siklikla AD'li kdpeklerde IgE
yanitina eslik eder. Ancak, alerjene 6zgii [gG'ler hem normal hem de atopik kopeklerde
meydana geldiginden ve son ¢alismalarda patojenik rolleri desteklenemediginden, bu

antikorun atopik dermatitteki rolii hala tartismalidir (Marsella, 2013).

Histamin

Histamin, yakin bag dokularinda bulunan mast hiicreleri ve bazofiller
tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda iiretilen vazoaktif molekiillerdir. Histamin
vazodilatasyona neden olur ve inflamatuar yanit1 tetikler. Yabanci patojenlere karsi
bagisiklik yanitinin bir pargasi olarak histamin salinir (Marsella ve ark., 2012).
Histamin, derideki histamin-1-reseptorlerine baglanir ve siklikla interdigital, inguinal
ve perianal alan, aksillalarda ve kafada pruritusa yol acan kopek atopik dermatitinin

ani ve gec faz alerjik reaksiyonlarini indiikler (Eichenseer ve ark., 2013).

Serotonin

Serotonin, mast hiicresi degraniilasyonu iizerine salinan bir baska
mediyatordiir ve insanlarda alerjik reaksiyonlarda Onemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Intradermal serotinin enjeksiyonunun kasinti iizerine etkisi
histaminden daha zayiftir. AD'li kopekleri tedavi etmek i¢in serotonin salinimini

inhibe eden cesitli ilaglar kullanilmaktadir. Ancak kopek AD'min patogenezinde



serotoninin rolii belirlenememistir ve daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir

(Marsella ve Olivry, 2001).

Lokotrien

Veteriner tibbinda kutandz lokotrien (LT) konsantrasyonlarmin olgiildigi
calismalarin sayis1 azdir. Bir c¢alismada, c¢esitli enflamatuar cilt hastaliklar:
(piyoderma, sebore, AD ve pire alerjisi) olan kdpeklerde kutandz LT igerigi ol¢tilmiis
ve tlim kosullarda yliksek bulunmustur. Ayn1 zamanda LT konsantrasyonlari ile kasinti
derecesi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Képek AD tanisinda LT
Ol¢iimiiniin  6zgilliigiiniin olmamasi, bu bulgularin patojenik etkilerini azaltmaz,
clinkii farkli hastaliklar benzer inflamatuar yanitlan tetikleyebilir (Marsella ve ark.,

2012).

Immun Diizensizlikler
T hiicreleri, sitokinler

Atopik dermatitte kopeklerde, insanlar gibi diizensiz bir bagisiklik yanitina
sahiptir. Baslangicta bagisiklik, Th2 hiicreleri tarafindan kontrol edilir ve IL-4, IL-5,
IL-6, IL-13 ve IL-31 gibi sitokinlerin salinimini uyarir, ancak kronik iltthaplanma
sekillenmis ise Th1, Th2, Th17, Th22 hiicreli aracilar ile gergeklestirilir. Bu hiicre alt
kiimeleri, belirli efektor fonksiyonlara aracilik etmeye yardimci olur ve antijen sunan
hiicrelere yanit olarak gelisir (Nuttall ve ark., 2019). Th2 sitokinleri IL-4, IL-3, IL-6
ve IL-13, atopik hastaliklarin karakteristigi olan humoral bagisikligi ve IgE {iretimini
desteklemektedir (Nuttall ve ark., 2002). Ayrica akut kasinti ve yangilanma, Th2
lenfositleri (6rn., IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ve IL-31) tarafindan iiretilen sitokinler ve
Th2 lenfositlerinin aktivasyonuna aracilik ettigi diisiiniilen sitokinlerle (6rnegin, IL-25
ve IL-33) saglanmaktadir (Nuttall ve ark., 2019). Thl sitokinleri (IFNy, IL-2, IL-12
ve TNFa) hiicre aracili bagisiklikta rol oynamaktadir (Nuttall ve ark., 2002).

Sagliklt bir derinin alerjenler karsisinda korunmasi i¢in Thl ve Th2
yanitlarinin arasinda bir denge olmasi gerekmektedir. T diizenleyici (Treg) hiicre

olarak adlandirilan, Th1 ve Th2 hiicrelerinden farkli sitokinlere sahip bagka bir T



hiicresi alt kiimesi aciklanmistir. Immunsupresif 6zellikte olan Treg hiicreleri, Th2
hiicre aracili alerjik yanitin gelisimini engelleyebilir ve IgE iiretimi ile iligkili alerjik
inflamasyonu azaltabilir. Bu nedenle alerjen spesifik immunoterapide (ASIT) 6nemli
bir rol oynar. Alerjik bireylerde Treg hiicrelerinin antijene 6zgii baskilayic1 6zelligi

ASIT tarafindan da uyarilmaktadir (Keppel ve ark., 2008).

Interlokin 31, kemirgenler, kdpekler ve insan olmayan primatlar dahil olmak
tizere c¢esitli tiirlerde kasintiya neden olmaktadir. Ayrica bagisiklik ve cilt
hiicrelerinden proinflamatuar mediyatdlerin saliniminda rol oynamaktadir (Nuttall ve
ark., 2019). Farelerle yapilan bir calismada, IL-31'in asir1 ekspresyonu, ciltte
inflamatuar hiicre sayisinda artis, siddetli kasinti, alopesi ve cilt lezyonlarini igeren
cesitli atopik dermatit belirtilerinin gelismesine yol agmistir. interldkin-31'in, yardime1
T2 hiicreleri tarafindan iiretildigi gosterilmis ve bu hiicrelerin sitokinin énemli bir
kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Interlokin-31'in kasintili insanlarda, kasmtil
olmayanlara gore daha yiiksek oldugu ve IL-31'in serum seviyelerinin, insanlarda

hastalik siddeti ile iligkili oldugu bulunmustur (Gonzales ve ark., 2013).

Kemokinler

Kemokinler I6kositlerin tasinmasini diizenleyen énemli molekiillerdir (Maeda
ve ark, 2005). Th2 hiicrelerinin taginmasinda CC kemokinlerinin ve reseptdrlerinin rol
oynadigr diisiiniilmektedir. Timus aktivasyon regiilasyon kemokini (TARC), CC
kemokinlerinden biridir ve alerjik inflamasyon sirasinda CC kemokin reseptor 4
(CCR4) ile baglanarak Th2 hiicrelerinin tasinmasini saglamaktadir (Maeda ve ark,
2002). AD'l1 kopeklerin lezyon derisinde segici olarak eksprese edildigi, ancak saglikli
veya lezyonsuz deride olmadigi belirtilmistir (Maeda ve ark,.2005). Bu sonuglar
TARC'nin AD'de alerjik inflamasyonu baglatmak i¢in Onemli bir kemokin
olabilecegini ve hastalik siddetini degerlendirmek icin giivenilir bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Maeda ve ark,. 2002).

Yapilan g¢alismalar sitokin transkripsiyonlarinin zaman iginde degistigini
gostermektedir. Th2 sitokinleri akut fazda (alerjene maruz kaldiktan 12 ile 24 saat

sonra) Onemli bir rol alirken, Thl sitokinlerinin kronik faz ile (alerjene maruz



kaldiktan 48 ile 96 saat sonra) daha alakal1 olabilecegi diistiniilmektedir. Lezyonlarin
baslangic zamaninin tam olarak bilinmedigi calismalarin yapilmasi sonuglar
arasindaki degiskenligin nedeni olabilmektedir. Ko&pek atopik dermatitinde,
sitokinlerin roliinii belirlemeden 6nce biyolojik olarak aktif sitokinlerin varliginin

bilinmesi gerekmektedir (Marsella ve ark,. 2012).

Yillarca atopik dermatitin asil nedeninin inhale edilen alerjenlere karsi tip 1
asir1 duyarlilik reaksiyonu oldugu diisiiniilmiis, patogenezi ve tedavisi iizerine yapilan
arastirmalarda genellikle mast hiicrelerine ve alerjene 6zgii IgE’ye odaklanilmustir.
Artik atopik dermatitte, derideki dendritik hiicrelerin, T lenfositlerinin ve diger birgok
hiicrenin rol oynadigi bilinmektedir. Cok faktorlii bir hastalik olmasinin yani sira
hastalik siirecinin merkezini deri bariyer fonksiyonlarindaki bozukluklar
olusturmaktadir. Genetik yatkinliga bagli veya konjenital olarak goriilebilen epidermal
gecirgenlikteki degisiklik sonucu cevresel alerjenler, deri bariyerine niifuz ederek,
immunolojik reaksiyonlari tetiklemektedir. Dendritik hiicreler veya T lenfositleri
tarafindan salinan sitokinler, immunolojik siireci yOnlendirmektedir. No&ronal
mekanizmalarla birlikte kutandz inflamasyon lezyonlar: inat¢1 bir kasinti dongiisii
baslatmaktadir. Hastalik siirecinin siirekli olarak degismesi taniy1 zorlastirmakta ve
higbir tedavinin etkisinin evrensel olmayacagini gostermektedir. Insanlarda,
kopeklerde ve diger hayvanlarda arastirmalar ilerledikce, patogenezindeki karmasiklik
daha ¢ok netlik kazanacak. Hastalik siirecindeki bir¢ok noktay1 hedefleyen daha etkili
ve daha giivenli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir (Marsella ve

ark., 2012).

Deri Bariyeri Anormallikleri

Memelilerin tiim viicut ylizeyini kaplayan deri 6énemli bir bariyer gorevi
gormektedir. Stratum korneum epidermisin en dis tabakasidir, korneositlerden ve
hiicre dis1 lipitlerden olusur. Hiicre dis1 lipitlerin ana bileseni seramidlerdir ve
transepidermal su kaybinin (TEWL) 6nlenmesinde énemli bir rol oynar. Hiicre disi
lipitlerin veya hiicre ici proteinlerin anormal ekspresyonu, atopik dermatitte

transepidermal su kaybinin artmasina (Nishifuji, 2014) ve cevresel alerjenlerin



bagisiklik hiicrelerine daha kolay temas etmesine neden olmaktadir (Marsella ve ark,.

2011).

Atopik dermatitli kopeklerin lezyonlu ve lezyonsuz derisinde ol¢iilen TEWL
degerinin, saglikli kopeklere gore arttig1 belirlenmis. AD’li kopeklerin TEWL degeri,
lezyonlu ve gozle goriiliir lezyon bulunmayan deri ile karsilastirildiginda, lezyonlu
deride deger anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Ayni zamanda AD’li
kopeklerin lezyonlu ve lezyonsuz derisinde, stratum corneumdaki seramidlerin
azaldig1 ortaya konmustur. Ayrica, AD’li kdpeklerin lezyonlu ve lezyonsuz derisinde
TEWL ve seramid icerigi arasinda bir korelasyon oldugu saptanmistir. Ozetle TEWL
ve seramidlerin (Shimada ve ark., 2009), kutanoz bariyerde bir bozuklugu yansittigina
inanilmaktadir. Ancak TEWL degerinin bariyer fonksiyon bozuklugu disindaki
faktorlerden de (yangili cildin tahribati veya 6dem) etkilenebilecegi unutulmamalidir

(Nishifuji, 2014).
Ikincil Enfeksiyonlarin Rolii

Atopik deride staphylococclar daha cabuk kolonize olurlar. Bu duruma
antimikrobiyel peptitlerin azalmas1 veya Th2 sitokinlerinin asir1 ekspresyonu neden
oldugu diisiiniilmektedir. Kolonizasyona, kutandz T hiicrelerinden IL-4 ve IL-13iin
artist yol acabilir. IL-4'teki artis, stafilokoklarin keratinositlere yapigsmasina yardimei
olan fibronektin iiretimini tetikleyebilir. Staphylococ kolonizasyonunda, bakteriler
tarafindan seramidaz ve proteazlarin daha fazla iiretilmesi deriye zarar vermektedir
bunun sonucunda stratum korneumdaki seramidler azalir ve deri bariyer biitiiligii

bozulur, inflamasyon sekillenebilir (Marsella, 2013).

Bakterilerin, duyarl bireylerde alerjik bilesenleri uyararak ve enfekte ederek
kopek atopik dermatitin patogenezinde 6nemli bir rol oynadig: diistinilmektedir. Bu
stirece dahil olan baskin bakteriler patojenik stafilokoklardir ve kopeklerde en sik
karsilagilan ~ S.  pseudintermedius’dur.  Atopik  dermatitte = kopeklerde  S.
pseudointermedius’un, hem korneositlere hem de fibronektin ve fibrinojen dahil
olmak iizere epidermisteki diger maddelere kars1 artan baglilik goriilmiistiir. Farelerde

yapilan bir ¢alismada, Th2 hiicrelerinin olusturdugu enflmatuar ortamin S.aureus un



deriye baglanmasini kolaylastirildig1 bildirilmistir. Bu baglanmaya fibronektin ve

fibrinojenin aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Lloyd, 2014).

Insanlarda Malassezia antijenlerinin, otoantijenler ile capraz baglanmasmin T
hiicre aracili otoimmunite ile sonuglandig1 goriilmiustiir. M. Pachdermatis’in genetik
bir alt tipinin (3D) atopik dermatitli Japon kopeklerinde yaygin oldugu bulunmustur.
Saglikli kdpeklerden izole edilen alt tiplere kiyasla 3D alt tipinin in vitro fosfolipaz
aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Insanlarda Malassezia ile iliskili cilt
hastaliklarinin ~ patogenezinde lipazlarin potansiyel roliinden ve fosfolipaz
aktivitesinden bahsedilmektedir. Kopeklerde M. pachydermatis enfeksiyonuna aday

bir viriilans faktor olarak tanimlanmistir (Bond, 2014).

Gida Alerjilerinin Etkisi

AD'li kopeklerin  %30'una kadar eszamanli olumsuz gida reaksiyonlar
oldugunu, ancak daha yeni ¢aligmalarin daha az yaygin oldugunu bulmustur. %2, %4
ve %35.7 rapor edilmistir. Buna karsilik, kutan6z advers gida reaksiyonlar: teshisi
konan kopeklerin %13 ile %30'unun eszamanli AD oldugu bildirilmistir. Yiiksek IgE
tireten beagle'larin duyarli hale getirildigi Dermatophagoides ekstresinin oral yoldan
uygulanmasmin AD belirtilerini indiikleyecegi gosterilmistir. Ayrica, depolama
akarlar1 gibi bazi alerjenler (6rnegin; Tyrophagus, Acarus, Lepidoglyphus) IgE yanitini
tetikleyebilir, yanlis depolanan gidalarda yutulursa cevresel alerjenler veya gida
alerjenleri olarak kabul edilebilir. Baslangicta D. farinae'ye duyarl olan ancak cesitli
depolama akarlarina ¢apraz duyarlilik gdsteren beagles kullanan bir baska ¢alisma,
depolama akar1 alerjenlerinin yutulmasimin AD'den klinik olarak ayirt edilemeyen bir
dermatiti ve gevresel bir zorlugun tetiklenebilecegini agik¢a gostermistir. Bu bulgular
1s181nda, Kopek AD iizerindeki Uluslararast Gorev Giicli, baz1 kdpek hastalarinda
kutanoz advers gida reaksiyonlarinin AD olarak ortaya ¢ikabilecegi ya da baska bir
deyisle, gida bilesenlerinin, bu tiir alerjenlere asir1 duyarli kopeklerde AD

alevlenmelerini tetikleyebilecegi kavramini desteklemektedir (Marsella, 2013).
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2.1.4. Klinik Goriiniim

Kopeklerde atopik dermatitinin baslangi¢ yasini belirleyen bir¢ok faktor vardir
(Marsella, 2012) ancak genellikle 6 ay ile 3 yas arasinda oldugu diisiiniilmektedir.
Atopik dermatitli kopeklerin yaklasik %78'inin klinik belirtileri 3 yasindan once
gosterdigi bildirilmistir (Favrot ve ark., 2010). Atopik dermatit (AD) bulunan
kopeklerde klinik belirtiler 60 y1ldan uzun bir siiredir tanimlanmistir. Bu siire zarfinda
yayinlanan ¢alismalarda, yas, cinsiyet ve irk yatkinliklari, deride goriilen degisiklikler,
olusan lezyonlarin yeri ve tanimi, kasintinin yayginligi veya dagilimi gibi 6zelliklerini
gosteren prevalans degerlerinde 6nemli farkliliklar bildirilmistir (Griffin ve DeBoer,
2001). Klinik belirtiler duyarli olunan alerjene bagli olarak mevsimsel veya mevsimsel

olmayabilir (Marsella, 2013).

Kopek atopik dermatitinde birincil klinik belirti kasintidir ancak atopinin hafif
seyrettigi kopeklerde ikincil enfeksiyonlarin gelismesiyle kaginti goriilebilir ve
enfesiyon sekillenmez ise kasint1 gozlenmeyebilir (Marsella, 2013). Bununla birlikte
hafif pruritus, hayvan sahibi tarafindan farkedilemeyebilir. Veteriner Hekim klinik
muayene sirasinda derideki lezyonlardan, bozulmus veya yalanmaktan rengi degismis
killardan pruritisin dolayli tanisin1 yapabilir. Klinik belirtilerin ¢gogu genelde kendi
kendine travma ve/veya ikincil enfeksiyonlardan kaynaklanmaktadir (Favrot, 2014).
Arastirmalar kopek atopik dermatitinde goriilebilen birincil lezyonlarin degisiklik
gosterdigini bildirmektedir. Baz1 arastirmacilar birincil lezyonlarin olmadigini 6ne
stirerken; bazilar1 ise, eritamatdoz makiilleri ve plak benzeri dokiintiileri birincil
lezyonlar olarak tanimlamistir. Yapilan bir ¢alismada tiim hastalarda yiiz kasintisi
oldugu belirtilmis ancak %33 {iniin kasintili bolgelerinde gozle goriiliir lezyonlara
rastlanmamistir (Griffin ve DeBoer, 2001). Bu nedenle birincil lezyon olarak kabul
edilen kiiciik eritemat6z papiiller, atopik kopeklerde nadiren goriilmektedir (Favrot,
2014). Genellikle kopek AD'de ikincil lezyonlar goriilmektedir. Bunlar kronik kasintt,
travma, kronik inflamasyon ve ikincil enfeksiyonlar veya mikrobiyal asir1 iiremeye
bagh sekillenmektedir (Griffin ve DeBoer, 2001). Ikincil enfeksiyonlara genellikle
bakteriler veya mayalar neden olmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlarda, papiiller,

pustiiller, kabuklar ve erozyonlar sekillenirken, mayalarin rol oynadig
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enfeksiyonlarda genellikle hiperplazi, hiperpigmentasyon ve likenifikasyon

goriilmektedir (Favrot, 2014).

Lezyonlar genel olarak yiiz (agiz, periokiiler deri), kulaklarin i¢ yiizii,
pencelerin dorsal ve ventral yonii, karpal ve tarsal bolgeler, ekstremiteler eklemlerinin
biikiilme yeri, aksillalar, karin, kasik ve medial uyluk gibi bolgelerde goriiliir. Akut
nemli dermatit, akral kasintili nodiiller ve bakteriyel pododermatit, AD'nin bildirilen
diger potansiyel ikincil belirtileridir. Hastalarin %12-23'iinde belirgin sebore

tanimlanmistir (Griffin ve DeBoer, 2001).

Kopek atopik dermatitinde, tekrarlayan veya kronik deri ve kulak
enfeksiyonlar1 ¢cok sik goriiliir. Atopik dermatitli 843 kopegin %66’sinin bakteriyel
%33 liniin maya enfeksiyonlarindan sekonder olarak etkilendigi bildirilmistir. Ayrica
bu kopeklerin %50’sinde otitis ekternanin varligi ifade edilmistir (Favrot ve ark,.

2010).

Genellikle en sik etkilenen bolgeler kulak (%58), aksilla (%62), karin (%66),
on (%79) ve arka ayaklar (%75), dudaklar (%42) ve perineal alan (%43) ‘dir. Bu
bolgelerin ayni1 anda etkilendigi (kronik olgular hari¢) nadiren goriilmektedir. Bazen
diger dermatolojik (piyotramatik dermatit, interdigital fistiil) ve dermatolojik olmayan
belirtiler de kopek atopik dermatit ile iliskili olabilir. Bu belirtilerin varlig1 siipheyi
giiclendirmektedir. Ornegin atopi durumlarinda ilkbahar veya yaz aylarinda olusan

konjonktivit, kdpeklerin yaklasik %20'sinde goriilmektedir (Favrot, 2014).

2.1.5. Tam

Kopeklerde atopik dermatit tanisinda 6nemli olan kasinti ve eritemin diger
cevresel alerjenler, ektoparazitler, gida veya enfeksiyon gibi durumlarda da

sekillenebilecegini bilmek ve ayrimini yapmak 6nemlidir (Griffin, 2014).

Uluslararas1 hayvanlarda alerjik hastaliklar komitesi, yaptig1 kapsaml

caligmalar sonucunda kopek atopik dermatitinde, uygulayicilara ve aragtirmacilara
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yonelik yayinladiklar1 bir kilavuzda kopek AD tanisina genel bir bakis sunmaktadir
(Hensel ve ark., 2015).

1- AD klinik bulgularina benzeyen diger hastaliklarin ekarte edilmesi.

2- Hastaligin ge¢misi ve klinik belirtilerin ayrintili yorumunun yapilmasi

onemlidir. Bu hususta Favrot’un kriterlerinden yararlanilmalidir.

3- Intradermal Test (IDT) veya Alerjene dzgii Serolojik IgE Testi ile
alerjenin saptanmasi taniya giderken bize yardimci olabilir. Fakat

unutulmamalidir ki tek basina kullanildiginda bizi taniya gotiirmez

(Hensel ve ark., 2015).

Hanifin ve Rajka 1980 yilinda insan atopik dermatit tani kriterlerini
yayinlamis. Willemse’da bu kriterlerin kdpek atopik dermatitine uyarlamistir (Olivry,
2010). Willemse kriterleri (Tablo 2.1.) genellikle klinik ¢alismalarda kullanilir, ancak
hicbir zaman dogrulanmamistir. Prelaud’un kriterleri dogrulanmistir ancak test edilen
numune cografi ve kantitatif olarak sinirhidir. Genel olarak, her iki kriter kiimesinin de
yalnizca diger pruritus nedenleri g6z ardi edildikten sonra kullanilmas1 kabul edilir

(Favrot, 2010).
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Tablo 2.1. Williemse tani kriterleri (Willemse, 1986).

WILLIEMSE Tam Kkriterleri (1986)

Kasimti

Tipik morfoloji ve dagilim
e tarsal eklemin fleksor yiizeyinin
ve/veya karpal eklemin ekstensor
yiizeyinin likenifikasyonu.
Biiyiik Faktorler e yiiz ve/veya ayakta lezyon.

Kronik veya kronik olarak niikseden
dermatitis

Bireysel veya ailevi atopi Oykiisii ve/veya
irk yatkinligi

3 yasindan 6nce semptomlarin baglamasi
Yiiz eritemi ve cheilitis
Bilateral konjuktivit
Yiizeysel stafilokokal piyoderma
Kiiciik Faktorler Hiperhidrozis

Inhalanlara kars1 olusan pozitif intradermal
test

Yiiksek alerjen-spesifik IgG

Yiiksek alerjen-spesifik IgE

1998'de daha az sayida vaka kullanilarak Prélaud ve arkadaslar1 bu kriterleri
degerlendirmis ve degistirmistir (Griffin, 2014) (Tablo 2.2). Bes kriterden iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu bulunmustur. Herhangi bir {i¢
kriterin kombinasyonu AD tanisi i¢in %79 duyarlilik ve %81 6zgiilliikk gostermistir.
Bu yeni kriterlerin bazilari, daha kesin de olsa, Williem tarafindan AD teshisi

kriterlerine benzerdi (Olivry, 2010).
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Prelaud Tam Kriterleri;
¢ Glukokortikoide duyarli kasinti
e Bilateral 6n interdigital eritematéz pododermatit
e ¢ kulak kepgesinin eritemi
e Dudak yangisi
e Klinik belirtilerin 6 ay ile 3 yas arasinda ortaya ¢ikmasi (Olivry, 2010).

Favrot ve arkadaslar1 kronik kasintili 1096 kopekte calisma yapmis (Favrot,
2010) 843 kopekte atopik dermatiti teshis edilirken, 253'iinde pire, uyuz veya kasintiya
neden olan diger parazitler goriilmiistiir (Griffin, 2014). Willemse ve Prelaud’un
kriterleri daha sonra bu 1096 kopek popiilasyonunda test edilmistir. Bu analiz
Willemse kriterleri igin sirasiyla %49.3 ve %80.2 ve Prelaud kriterleri i¢in sirasiyla
%74.3 ve %68.4 arasinda bir duyarlilik ve 6zgiilliik ortaya koymustur (Favrot, 2010).
Favrot ve arkadaslar1 yaklasik 50 klinik bulguyu degerlendirmis ve kopek atopik
dermatit tanisi i¢in farkli duyarlilik ve 6zgiilliige sahip iki set seklinde tani kriterleri
belirlemistir. Kopek atopik dermatit tanisi igin, birinci sette 8 kriterden 5’ine sahip
olmasiyla %85.4'ltik en yiiksek duyarliliga ulasilmaktadir. Dezavantaji, vakalarin
yaklasik %20'si kopek atopik dermatit olmayabilir. Ikinci sette 7 kriter vardir ve 6’sina
sahip kopeklerin %93.7'sinde atopik dermatit vardir. Ne yazik ki, bu yedi kriterin
altisina ihtiya¢ duyulmasi vakalarin %58'ini tanimlamayacaktir (yiiksek 6zgilliik ve
diisiik duyarlilik). Calismada, kopek atopik dermatit ile iliskili olan kronik veya
tekrarlayan otitis eksterna i¢in basvuran kopekleri degerlendirilmemistir (Griffin,

2014).
Favrot’un Tam Kriterleri Set 1;

e Baslangic yasi 3 yastan kiiglik

e (Cogunlukla kapali alanda yasama

e Kortikosteroide duyarli kasinti

e Kronik veya tekrarlayan maya enfeksiyonlar
e FEtkilenen 6n ayaklar

e FEtkilenen kulak kepcgesi
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¢ Etkilenmemis kulak bosluklar
e Etkilenmeyen dorso-lumbal bolge (Favrot, 2010).

Favrot’un Tam Kriterleri Set 2;

e Baslangic yasi 3 yastan kiiglik

e (Cogunlukla kapali alanda yasama

e Baslangigta gozle goriiniir lezyonu olmayan kasinti
e FEtkilenen 6n ayaklar

e Etkilenen kulak kepcesi

e Etkilenmemis kulak bosluklar

e Etkilenmeyen dorso-lumbal bolge (Favrot, 2010).

Sitolojik inceleme

Temel bir baslangig sitolojisi, derin ve yiizeysel kazintilari ile mantar kiilttiriini
icermelidir. Ikincil enfeksiyonlarin teshisine yardimci olmak igin sitolojik ¢alisma
rutin olarak yapilmalidir, ¢linkii ikincil enfeksiyonlarin dogru teshisi ve ydnetimi
atopik kopeklerde klinik belirtilerin siddetini biiyiik Ol¢lide azaltabilir. Sitolojik
bulgular, pruritusun ikincil enfeksiyona bagli oldugunu tanimlamaya da yardimci olur

(Marsella, 2013).

Alerji testleri

Alerji testi, immiinoterapide alerjenlerin se¢imine yardimci olmak ig¢in
kullanilir, ancak tani kriterleri olarak kullanilmamalidir. Herhangi bir bicimde aler;ji
testinin tarama testi olarak kullanilmamasi gerektigini anlamak 6nemlidir (Marsella,
2013). Tedavide alerjene spesifik immunoterapi uygulanacaksa bu testler gereklidir

(DeBoer ve Hillier, 2001).

Akar alerjenleri arasindaki c¢apraz duyarhiligin olduk¢a sik oldugu
diistiniilmektedir. Kopeklerde Dermatophagoides akarlar ile ¢ok sayida parazit akari

(Sarcoptes scabiei, Cheyletiella sp. ve Otodectes cynotis) arasinda ¢apraz duyarlilagsma
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bildirilmistir. Enfekte kopeklerde deri testinde veya IgE tayininde yanlis pozitif
sonuglara yol agabilir (Prelaud, 2014).

Intradermal Deri Testi

Deri testi, kiigiik miktarlarda (genellikle 0.05 mL) bireysel alerjenlerin
intradermal olarak enjekte edildigi alerji testini ifade eder. Sulu alerjen ekstreleri rutin
olarak intradermal deri testi i¢in kullanilir. Alerjenler cografi konuma gore
secilmelidir. Alerji testinin sonuglarini rutin olarak gozden gecirmek ve nadiren pozitif
olan alerjenleri potansiyel olarak ortadan kaldirmak onemlidir. Intradermal deri
testinin zayif performansi nedeniyle su anda gida alerjenleri i¢in dnerilmemektedir.
Alerji testinde histamine gelisen reaksiyona gore alerjene verilen yanitlar
degerlendirilebilir ancak bu her zaman kesin sonu¢ vermemektedir. Klinik teshis de

oldukca 6nemlidir (Marsella, 2013).

Intradermal deri testi hayvan sedasyona alinarak veya alinmadan yapilabilir.
Deri reaktivitesini etkilemeyen sakinlestiriciler ve anestezikler arasinda ksilazin
hidrokloriir, medetomidin, tiletamin/zolazepam, tiamilal, halotan, izofluran ve
metoksifluran bulunur. Bu ila¢lar intradermal deri testi icin kabul edilebilir. Deri testi
reaktivitesini olumsuz etkileyebilen ve kullanilmamasi gereken sakinlestiriciler ve
anestezikler arasinda oksimorfin, ketamin/diazepam, acepromazine ve propofol
bulunabilir. Mevsimin deri testi tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Yine de
negatif deri testi riskini en aza indirmek i¢in, alerji mevsiminin sona ermesinden sonra

2 ay i¢inde yapilmalidir (Marsella, 2013).

Intradermal olarak histamin fosfat enjekte edilir. Enjeksiyondan 15 ila 20
dakika sonra 10 ile 20 mm ¢apinda kabarcik olugsmalidir. Histamin kabarcigi (<10 mm)
kiiciikse, intradermal deri testi ertelenmeli ve beklenen reaksiyon goriillene kadar
haftada bir histamin ile test edilmelidir. Uygun anestezikler ile hayvan sedasyona alinir
ve yan yatirilir. Lateral toraks genellikle tercih edilen bolgedir. Bolge kimyasal
preparat kullanilmadan temizlenmeli ve dikkatli bir sekilde tirasi yapilmalidir.
Enjeksiyon bolgeleri keceli kalemle belirlenmeli ve aralarinda en az 2 cm olmalidir.

Bir 1 mL tek kullanimlik enjektore baglh 26 ila 27 gauge, 0,38 in¢ (0,9 cm) bir igne
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kullanilmalidir. Negatif kontrol i¢in 0,05 ml salin intradermal enjekte edilmelidir.
Pozitif kontrol grubu i¢in 0,05 ml histamin fosfat intradermal verilmelidir. Uygun
sekilde hazirlanmis alerjenlerde ayni sekilde uygulanmalidir. 15. ve 30. dakikalarda
test alanlar1 degerlendirilmeli. Hayvanin bu bolgeyi kasimasi 6nlenmelidir (Marsella,

2013).

Degerlendirmede salin enjeksiyonuna O puan, histamin fosfata 4+ puan
verilmelidir. 2+ veya daha yiiksek yanitlar 6nemli kabul edilir. Palpasyon ile
degerlendirilebilir. Her kabarcigin capinin 06lciilmesi 6nerilmektedir. Kontrol
gruplarinda gozlenen kabarciklarin ¢aplari arasinda yarisina veya daha biiyiik cap1 olan
kabarciklar pozitif olarak degerlendirilir. Pozitif olan bolgelerde kasinti sekillenebilir,
soguk kompres veya topikal steroid kullanilabilir. Anafilaksi nadir olarak goriilebilir

(Marsella, 2013).

Serolojik Test

Seroloji testi, alerjene 6zgii IgE'nin saptanmasi i¢in siklikla kullanilir. Toplam
IgE 6l¢iimii alerjik durumun zay1f bir gostergesidir, alerjik ve normal hastalar arasinda
ayrim yapmak i¢in kullanilmamalidir. Alerjene 6zgii IgE'nin ol¢limii bile diisiik
ozgiilliige ve diisiik pozitif tahmin degerine sahip olabilir. Kopek atopik dermatitiste

tan1 degeri yoktur (Marsella, 2013).

Serum bazli in vitro “alerji testleri” kopeklerin atopik dermatitin tanisal
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullamlir. Tlk klinik teshisi takiben, atopik k&pegin
hangi alerjenlere agir1 duyarl oldugunu belirlemek amaciyla alerjene 6zgii IgE 6l¢iimii
kullanilabilir. Bu testlerin metodolojisi laboratuvarlara gore degisiklik gosterebilir.
Cok sayida calisma bu testlerin performansini degerlendirmistir, mevcut
laboratuvarlar aras1 standardizasyon ve kalite kontrolleri yetersizdir. Serolojik testler
ile ilgili bilginin smirlt oldugu diger alanlar, gida alerjisi tanisinda yararliligi,
mevsimin sonuglara etkisini ve kortikosteroid tedavisinin test sonuglar1 tizerindeki
etkisini icerir. Alerjene 6zgii IgE serolojik testleri hi¢bir zaman tamamen hassas veya

tamamen spesifik degildir (Marsella, 2013).

18



Rutin asilama prosediirleri ve/veya parazitlerin varligi kopeklerde toplam
serum IgE konsantrasyonlarini da etkileyebilir. Toplam serum IgE 6l¢limii, yetiskin
bir kopekte AD teshisi i¢in yararl bir ara¢ olarak gériinmemektedir. Serum alerjene
ozgii IgE tahlilleri yaygin olarak kullanilmaktadir. ilk olarak 1978’de Halliwell ve
Kunkle tarafindan kopeklerde kullanildig: rapor edilmistir (DeBoer ve Hillier, 2001).

Tiim alerjene 6zgii IgE testlerinin temel prensibi aynidir. Her durumda
serumun alerjen ekstrakti ile reaksiyona sokulur. Baglanmayan antikorlar yikanir, daha
sonra alerjene bagl IgE, reaktif ile tespit edilir. Kullanilan reaktif 6nceden bir enzim
veya radyoizotop ile birlestirilmistir. Baglanan IgE'ye 6zgii reaktif miktar1 daha sonra
kolorimetrik, florometrik veya radyometrik yontemle olgiiliir. Olusturulan sinyal
miktar1, IgE'ye 6zgii reaktif miktari ile orantilidir. IgE’ye 6zgii reaktif ise alerjene 6zgii
IgE miktari ile orantilidir. Alerjene 6zgii IgE serolojik testlerinin asla tamamen hassas
veya tamamen spesifik olmadigini hatirlamak 6nemlidir. Pozitif bir testin her zaman
alerjinin klinik belirtileri ile iligkili olmadigin1 belirtmek Onemlidir, bu nedenle

sonuclar her zaman klinik durum 1s18inda yorumlanmalidir (Marsella, 2013).

Intradermal deri testi sonuglart ve seroloji testi arasindaki tutarsizlik, alerjenik
ekstraktlarin degiskenligi ve bir testin dolasan IgE'y1 ve digeri kutandz IgE'y1 6l¢mesi
gibi cesitli faktorlerden kaynaklanabilir. Seroloji ve deri testi sonuglar1 arasindaki

zay1f korelasyon g6z onilinde bulunduruldugunda dikkate alinmalidir (Marsella, 2013).

Serolojik alerji testlerinin, intradermal testlere gore avantajlari; Hastada risk
olusturmaz (sedasyona gerek yoktur, anafilaktik reaksiyon riski yoktur). Kolaylik
(hasta tiras edilmez ve klinikte tutmaya gerek yok). Sonuglarin 6nceki veya mevcut
ilag tedavisinden etkilenme olasilig1 diisiiktiir. Yaygin dermatit veya dermatografisi

olan hastalarda kullanilabilir (Marsella, 2013).

Dermatologlar arasinda bireysel tercihler olmasimma ragmen, dogrudan
etkilenen organi test ettigi icin intradermal deri testi bazilari i¢in tercih edilen test
olmaya devam etmektedir. Bu 6zellikle kutanéz IgE'nin dolasan IgE ile korelasyon
gostermemesi durumunda onemli goriinmektedir. Intradermal deri testi, g¢ogu

durumda, seroloji testi i¢in panele dahil olanlardan daha fazla alerjen testi yapilmasina
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izin verir. Deri testi miimkiin olmadiginda seroloji testi yeterli olabilir (Marsella,

2013).
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Tablo 2.2. Alerjene 6zgii IgE'yi tespit etmede kullanilan testlerin karsilagtirilmasi

(Griffin, 2014).

INTRADERMAL TEST

in vitro SERUM TEST

Alerjenlerin
yanitidir.

intradermal enjeksiyona

Pozitif test sonucu her arastirmaci
tarafindan objektif olarak belirlenir.

Genellikle daha fazla iiriin (80 oge) test
edebilirsiniz.

Steroidler ve antihistaminikler test

sonucunu etkiler.

Daha iyi degerlendirmek i¢in deneyimli

Laboratuvar sartlarinda spesifik
alerjenlere karst serum IgE'sini (IgG4)
tespit eder.
Pozitiflik negatiflik ara degerler
laboratuvarin kontrol degerlerine gore
belirlenir.

Test genellikle 30-40 alerjene bakar.
Test sonuglar1 yiiksek doz steroidlere
daha az duyarlidir.

Laboratuvar tarafindan degerlendirilir.

olmak etkilidir.

Test sollisyonlarinin depolamasi1 ve
bakimu.

Sadece serum numunesi gereklidir.

Hayvan sedasyona alinir test

yapilacak bolge tiras edilir.

ve Sedasyon ve tiras gerektirmez.

Cok nadir fakat test sirasinda anafilaksi
riski vardir.

Anafilaksi riski yoktur.

Anlik sonug verir. Sonuglarin ¢ikmasi 1-2 hafta siirer.

Histopatolojik inceleme

Akut AD lezyonlarinda eozinofilik ekzositoz ile spongiotik dermatit
bildirilmistir. Ayrica lenfositik ekzositozu olan ylizeysel perivaskiiler dermatit tablosu
gozlemlenebilir. Kopeklerde, lezyonlu atopik derisinde epidermiste artan sayida CD4
+ ve CD8 + T hiicreleri bulunur. Epidermal Langerhans hiicre sayilar1 lezyonlarda
lezyonel olmayan atopik o6rneklere gore anlamli olarak daha yiiksektir. Ayrica, saglam
ve degraniile olmus eozinofiller, atopik kopeklerin lezyonlu derisinin stratum
corneumunun altinda goriilebilir. IgE ve dendritik hiicreler, lezyonel veya non-
lezyonel atopik deri epidermis ve dermisinde goriiliir, ancak normal deri 6rneklerinde

goriilmez. CD1c + antijen sunan hiicrelerinin, alerjene maruz kaldiktan sonra atopik

21



deride birikmesi ve alerjenin epikutandz yakalanmasinda onemli rol oynadigi

dogrulanmigtir (Marsella, 2013).

2.1.6. Sagaltim

Kopek atopik dermatitinde tedavi multimodal olmali ve her hasta icin
kisisellestirilmelidir. Terapdtik ajan segilirken avantajalart ve dezavantajlari ile
hastanin deri durumu ve deri iizerine etkisi, sahiplerinin biitcelerine ve kullanim
diizeylerine uygunlugu goz Oniinde bulundurulmalidir. Tek bir ilacin her hasta ve

sahibine uygun olacagi yaklasimindan kagiilmalidir (Paterson, 2019a).

Glukokortikoidler

Oral glukokortikoidler dogru hastalarda uygun sekilde kullanildiklarinda
yararli olabilirler (Paterson, 2019a). Etkilerinin hizli olmasi ile 6zellikle akut durumlar
icin idealdir (Koch, 2015), kisa siirede cilt lezyonlarini1 ve kasintiy1 kontrol edebilirler
(Paterson, 2019a). Antienflamatuar yanitlarinin spesifik olmamasi ve yan etkilerinin
fazla olmasi nedeniyle uzun stireli kullanimlar1 uygun degildir. Maliyet agisindan ucuz
bir tedavi seklidir ve uzun siireli kullanimi gerektiren durumlarda en gilivenli doz
ayarlanmali, adrenal supresyonu en aza indirmek i¢in enjektable formiilasyonlarindan
kacinilmalidir (Koch, 2015). Képek atopik dermatit tedavisinde en ¢ok tercih edilen

iki glukokortikoid; prednizolon ve metilprednizolondur.

Topikal glukokortikoidler, kutan6z atrofi ve kalsinozis kutis gibi potansiyel
olumsuz etkileri 6nlemek i¢in 6zellikle akut olgularda, giinde bir ile iki kez kisa siireli
kullanim i¢in en uygunudur. Betametazon valerat ve mometazon furoat krem yaygin

olarak kullanilan topikal glukokortikoidler arasinda yer almaktadir (Koch, 2015).

Hem topikal hem de sistemik glukokortikoidlerin giinliik kullanimi iyatrojenik
hiperadrenokortikizme yol agabilir. Oral glukokortikoid kullanim1 enfeksiyona kars1
duyarlhilagsmay1 arttirir. Kopekler de demodikoz gelistirebilir. Topikal ilaglarin ciltte

asir1 kullanimi epidermal, yag bezi ve sag folikiilii atrofisine, ayrica yara iyilesmesinde
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gecikmeye ve folikiiler keratoza neden olur. Siddetli vakalarda kalsinozis kutis de

olusabilir (Paterson, 2019a).

Kalsinorin Inhibitorleri

Siklosporin, kopek atopik dermatit tedavisinde yillardir kullanilan lisanl bir
ilactir. Tolypocladium infantum mantarinin salgisindan izole edilen bir polipeptittir.
Giiclii ve genis antienflamatuar etkileri vardir. Bagisiklik tepkilerini baslatan hiicreler
(Langerhans hiicreleri, lenfositler) ile efektor hiicrelerin (eozinofiller, mast hiicreleri)
aktivasyonunu inhibe ederler. Hem kapsiil hem de s1vi formiilasyonu bulunmaktadir.
Glukokortikodilere gore maliyeti daha yiiksek bir tedavi secenegidir. Fakat kopekler
tarafindan iyi tolere edilir ve oldukea etkilidir (Paterson, 2019a). AD’li képeklerde cilt
lezyonlarin1 ve kasintiyr azaltmada prednizolon kadar etkili oldugu gosterilmistir
(Olivry ve ark., 2015). Oral siklosporin, uzun siireli tedavisi i¢in giinde 5 mg/kg
onaylanmistir ve bu dozda yan etkiler nadir goriiliir. Klinik iyilesme 4 ile 6 hafta
stirebilir; bu nedenle, akut durumlarin tedavisi i¢cin uygun degildir. (Koch, 2015). Uzun
stireli kullanimlar i¢in giivenlidir. Yan etkileri nadirdir, en ¢ok gastrointestinal

reaksiyonlar goriilebilir (Paterson, 2019a).

Baska bir kalsinorin inhibit6rii olan takrolimus, 1y1 bir etkinlige sahiptir (Koch,
2015). Takrolimus ilk olarak Japonya Tsukuba'da bulunan bir toprak mikrobu olan
Streptomyces tsukuba'nin fermantasyon suyundan elde edilmistir (Gupta ve ark.,
2002). Takrolimus, baslangigta transplant reddini 6nlemek icin oral bir ilag olarak

gelistirilmistir (Noguchi ve ark, 2017).

Takrolimusun, hiicre ici FK506 baglayic1 proteine baglandig:1 ve kalsinorin
aktivitesini baskiladig1 diistiniilmektedir (Yamashita ve ark., 2010, Noguchi ve ark,
2017). Takrolimus T yardimci hiicrelerin aktivitesini inhibe etmekte ve IL-2, -3, -4
gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini engelleyerek antienflamatuar etki
gostermektedir. Atopik dermatitli hastalarin etkilenen derisinden alinan epidermal
hiicre siispansiyonlarindaki dendritik hiicre sayilarinin, langerhans hiicrelerinin
ylizdesini azalttig1 ve yliksek afiniteli IgE reseptorlerinin ekspresyonunu asagi regiile

ettigi gosterilmistir (Bekersky ve ark., 2001). Takrolimusun bu ozellikleri, AD'yi
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tedavi etmek i¢in topikal kalsinorin inhibitorlerinin birincil antiinflamatuar ajan olarak

kullanimina yol agmistir (Noguchi ve ark, 2017).

Hayvan modellerinde takrolimus krem, alerjik kontakt dermatit, akut tahrig
edici dermatit ve gecikmis tip asir1 duyarliligin inflamatuar cilt reaksiyonlarini inhibe

ettigi one siirtilmiistiir (Bekersky ve ark., 2001).
Prostoglandin E1 Analogu

Misoprostol, prostaglandin El analogudur. Cesitli PGE analoglarinin, birden
fazla antienflamatuar Ozellige sahip olduklar1 distinilmektedir. Misoprostol,
inflamasyonda interlokin-1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNFa) iiretimini
azaltir. Misoprostol, mukozal mast hiicreleri ve periferik kan bazofilleri tarafindan
histamin salintmini inhibe eder. Ayni zamanda PGE'nin, aktiflestirilmis notrofiller
tarafindan 16kotrien (LT,) iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Misoprostol ve diger
PGE analoglari, mast hiicreleri, bazofiller, notrofiller, eozinofiller, lenfositler ve

monosit-makrofajlarin aktivasyonunu azaltir (Olivry ve ark., 1997).
Fosfodiesteraz Inhibitirii

Pentoksifilin kopeklerde, bagisiklik aracili dermatolojik durumlart tedavi
etmek, iyilesmeyi arttirmak, iltihab1 azaltmak ve iyilestirilmis mikrodolasimin faydali
olabilecegi diger durumlar i¢in kullanilmaktadir. Pentoksifilin mekanizmasi tam
olarak anlasilamamistir. Ilacin eritrosit fosfodiesterazi inhibe ederek eritrosit
esnekligini arttirdigi, plazma fibrinojeni azaltarak ve fibrinolitik aktiviteyi artirarak
kan viskozitesini azalttig1 diisiiniilmektedir. Pentoksifilin, sitokin mediatorlerinin
fosfodiesteraz inhibisyonu yoluyla olumsuz endotoksik etkilerini azalttig

diistintilmektedir (Plumb, 2008).
Antihistaminikler

IgE molekiillerinin mast hiicrelerinin yiizeylerine ¢apraz baglanmasindan

sonra bu hiicreler tarafindan histamin salinir. Antihistaminikler, histamin
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reseptorlerinde ters agonistler olarak islev goriir, reseptoriin negatif konformasyonunu
stabilize eder ve sinyal iletimini durdurur. Antihistamin farmakoterapisinin atopik
dermatiti olan kopekler i¢in yararli oldugu bildirilmistir. Antihistaminiklerin kdpek
atopik dermatit lizerinde tutarli ancak hafif bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Atopik
dermatitli kopeklerde nadiren tek tedavi olarak uygundur, ancak cogunlukla diger
tedavi segenekleriyle birlikte destekleyici olarak kullanilabilirler. Once daha giiglii
anti-enflamatuar ilaglarla tedavi edilen kdpeklerde remisyonu korumak igin de yararh
olabilirler. Antihistaminiklerin etkinligi glukokortikoidler ve siklosporin ile
karsilastirilamaz, bu nedenle ciddi akut durumlarin tedavisinde tek baslarina yeterli

degillerdir. (Eichenseer ve ark., 2013).

Janus Kinaz Inhibitorii

Bir Janus Kinaz inhibitorii olan oklakitinib maleat, alerjik inflamasyon ve
kasintiya neden olan 6zellikle IL-31 ve diger sitokinleri segici olarak inhibe eden
tedavi seklidir. 12 ayliktan biiyiik kdpeklerde alerjik dermatit veya atopik dermatit
tedavisi i¢in Onerilmektedir. Pruritusu 24 saat icinde kontrol altina almaktadir.
Glukokortikoid ve siklosporin ile karsilastirilabilecek etkinliktedir. Hem akut
parlamalarin tedavisinde hem de uzun siireli tedavi de kullannmi uygundur.
Oklakitinib, ciddi enfeksiyonlari olan kopeklerde kontrendikedir. Enfeksiyonlara,
demodikoza veya neoplastik olusumlara duyarlilig1 artirabilir. En yaygin yan etkileri

gastrointestinal belirtilerdir (Koch, 2015).

Lokivetmab

Lokivetmab, oklakitinib gibi IL-31'1 de hedef alarak hiicre dis1 hareket eder.
Ancak oklakitinibin aksine, hiicre reseptdriine baglanmadan 6nce IL-31'i hedefleyerek
ve notralize eder. Diger sitokinler iizerinde dogrudan bir etkisi yoktur ve bu nedenle,
gelismis bir giivenlik profiline sahip oklakitinibden daha giivenli kabul edilir. Kopek
atopik dermatitinde kasint1 ve inflamasyonu azaltmada {i¢ aylik tedavide siklosporin
kadar etkili olmustur. Genellikle 24 saat i¢inde etkisi goriiliir. Uzun siireli kullanimda

etkileri heniiz bilinmemektedir (Forsythe ve Jackson, 2020).
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Antimikrobiyal Tedavi

Enfeksiyon kontrol altina alinmazsa, alerji yOnetimi tamamen basarisiz
olacaktir. Ilag direncinin gelisme riskinden dolayi, topikal antimikrobiyalleri ve dar
spektrumlu antibiyotikleri tercih ederek antibiyotik kullanimi en aza indirilmelidir.
Daha hafif ve lokalize olan bakteriyel ve maya enfeksiyonlarinda, merhem, krem, jel,
sprey, sampuan formlarinda antibiyotik ve/veya antifungal igeren topikal
antimikrobiyallerle tedavi edilebilir. Daha ciddi veya genel vakalarda sistemik
antimikrobiyaller gerekli olabilir. Tedavi basarisizliklarini ve niiksleri en aza indirmek
ve direnci dnlemeye yardimc1 olmak i¢in uygun siire ve uygun dozlar 6nemlidir (Koch,

2015).
Ilagh Banyo

Tahris edici olmayan sampuanlar ve nemlendiriciler, akut ve kronik
hastaliklarda kasinti ve enfeksiyonlarin siddetini azaltmak ve kontrol altina almada
yardimeci olabilir. Bununla birlikte, lipit, yulaf ezmesi, pramoksin, antihistaminik veya
glukokortikoid i¢eren sampuan veya kremlerin faydasini gosteren kanitlar halen daha

tartismalidir (Koch, 2015).
Kutanoz Bariyerin Gelistirilmesi

Esansiyel yag asitleri, proenflamatuar eikosanoid {iretimini azaltmak,
enflamatuar hiicre aktivasyonunu ve sitokin salgilanmasint engellemek, lipit
metabolizmasinda bozulmalar1 diizeltmek amaciyla uzun yillardir kullanilmaktadir.
Bu sayede stratum corneum'un normallestirilmesine katki saglamaktadir

(Saridomichelakis ve Olivry, 2016).

Atopik dermatitli kopeklerde deri ve tiiy kalitesini iyilestirmek ve kasintiy1
azaltmak i¢in EFA’lar ek tedavi segenekleri arasindadir. Oral EFA'lar, tahris edici
olmayan ve nemlendirici sampuanlar, spreyler, EFA veya seramid kompleksleri gibi
lipit iceren diger topikaller, epidermal bariyeri korumak veya iyilestirmek igin

yardimei1 tedavi olarak faydali olabilir (Koch, 2015).
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Immunoterapi

Kopek atopik dermatit teshisi konuldugunda miimkiin oldugunca erken
alerjene 6zgili immunoterapi (ASIT) girisiminde bulunulmali. ASIT, spesifik etkisi ve
giivenligi nedeniyle kopeklerde atopik dermatitin uzun siireli yonetimi igin tercih
edilmektedir. Yavas etkili (12 ay) olmasi nedeniyle akut durumlarda etkili degildir.
Cevresel maruziyetle iliskili alerjenlerin dikkatli se¢imi ve her hastanin ihtiyacina gore
doz ve programin ayarlanmasina dikkat edilmesi durumunda tedavinin olumsuz

etkileri en aza indirilerek daha yiiksek basar1 elde edilebilir (Koch, 2015).

Subkutan alerjene 6zgii immunoterapide alerjen enjeksiyonlarinin dozu ve
siklig1 tedavi agamalarinda gelisen yanita gore ayarlanmalidir. Bu ayarlama deneyim,
sabir ve iyi bir hasta sahibi iletisimi gerektirir. Bunlar olmadan optimal bir sonuca
ulagsma sans1 zayiftir (Mueller, 2014). Spesifik alerjenlere karsi bagisiklik yanitini
degistiren tek tedavidir. Subkutan enjekte edilebilir immiinoterapi (SCIT) yillardir
kullanilmaktadir ve basar1 oram1 kabul edilebilir diizeydedir. Ozellikle biiyiik
kopeklerde nispeten ucuzdur ve uzun vadeli uygulamada olumsuz etkileri yoktur

(Forsythe ve Jackson, 2020).

Dilalt1 immiinoterapisi (SLIT), alerjenlerin agiz bosluguna uygulandig: ve oral
mukoza boyunca emildigi alerjene 6zgli immiinoterapi formudur. SLIT, insanlarda
alerjik hastaliklarin yonetimi i¢in giivenli ve etkili bir tedavi olarak kabul edilmektedir.
Kopeklerde de kullanilmaya baslanmis ve etkisi gézlenmistir. Genellikle SCIT ten
daha pahalidir. Kopegin dilinin altina alerjenleri iceren gliserinli ¢dzelti spreyle
uygulanir. Farkli protokoller mevcuttur ancak konsantrasyon miktar1 yavas yavas
arttirilir. Basar1 oran1 %50-60 ile SCIT'dekine benzer goriilmektedir (Forsythe ve
Jackson, 2020).

Intralenfatik immunoterapi, insanlarda polen kaynakli rinit ve konjonktivit icin
giivenli ve etkili bir tedavi yontemi oldugu diisiiniilmektedir. Derialti immunoterapide
bir¢ok enjeksiyon uygulanmasi ve tedavinin uzun siirmesi, dilalt immunoterapide ise
uygulamanin stk olmasi gibi durumlara kiyasla lenf diiglimlerine yapilan

immunoterapide daha hizli ve uzun siireli iyilesme icin sadece birka¢ enjeksiyon
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yeterli goriilmistiir. Dogrudan lenf diiglimlerine uygulanir ve pratikte agrisiz oldugu
bildirilmistir. Az sayida AD’li kopekle yapilan iki ¢aligmada giivenli oldugu ve

bazilarinda uzun siireli rahatlama sagladig1 goriilmiistiir (Paterson, 2019b).

2.1.7. Korunma

Evde yasayan kopeklerde ev tozu akarlarina karsi alerji goriilmesi giderek
artmistir. Ev tozu akarlar1 halilarda, koltuklarda ve hayvanin yataginda bulunabilir.
Ayni1 zamanda acik bekletilen mamalarin ev tozu akarlartyla kontamine olmasida s6z
konusudur. Cevresel akarlardan kurtulmak icin en etkili miicadele yontemi i¢ ortam
bagil nemin %50’nin altinda tutulmasidir. Klimalar bu konuda etkili olabilir. Halilar,
perdeler ve diger kumaslar nemi koruyabilir ve akar {liretimi i¢in ideal bir yasam alan
saglayabilir. Bu yiizden sik sik temizlenmelidir. Ozellikle nemli iklim bdlgelerinde
halilar kaldirilmali, perdeler ise degistirilmelidir. Kopeklerin yumusak oyuncaklari
veya yataklar1 yikanmalidir ve dondurucuda 24 saat bekletmekte akarlar1 6ldiirmede
etkili bir yontemdir. Ilgingtir ki evcil hayvanlarda pire kontrolii icin kullanilan
iiriinlerin ev tozu akari alerjen seviyelerinde diisiise neden oldugu bildirilmistir. [liman
iklimlerde kis bitiminde havalar 1sinmaya basladiginda a¢ik havada mantar sporlarinin
sayisinda artma goriiliir. Kap1 pencereleri kapali tutarak ve yine ayni1 sekilde igmekan
bagil nemini %50°nin altinda tutarak koruyuculuk saglayabiliriz. Canli i¢gmekan
bitkilerinin potansiyel bir kiif kaynagi oldugu unutulmamalidir ve evden
¢ikarilmalidir. Temizlikte hepa filtreli siipiirge kullanilabilir. Buharli temizliyeciler
kullanilabilir fakat su kalintis1 birakmamasina dikkat edilmelidir. Kiyafetlerin
yikanmasi akarlarm 6liimiine neden olabilir. Ozellikle 60 derecede yikamak etkilidir.
Fakat sicak ve soguk su akarlarimin 6lmeme ihtimali de unutulmamalidir. Alerjik
hastalarda acik alanda en fazla karsilagilan alerjenler polenler ve mantar sporlaridir.
Acik hava alerjenlerinden kaginmak oldukg¢a zor oldugu icin alerjenlerin killara

tutundugunu diisiinerek banyo dnerilebilir (Morris, 2014).

2.2. Atopik Dermatitte Kemokinler ve Sitokinler

Sitokinler ve kemokinler atopik dermatitin patogenezinde 6nemli bir rol

oynamaktadir. Atopik dermatitte lezyonlarin akut doneminde T yardimeci 2 (Th2)
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hiicreleri, kronik doneminde ise Th1 ve Th17 hiicreleri agirlikli olarak rol almaktadir

(Birtekogak ve ark., 2016).

2.2.1. Timus Aktivasyonu ile Diizenlenen Kemokin (TARC)

Atopik dermatit, ayn1 zamanda T hiicresi aracili inflamatuar bir deri
hastaligidir. AD'de immiinolojik ve inflamatuar siireglerin diizenlenmesinde c¢esitli
hiicreler, inflamatuar mediatorler ve sitokinler rol oynamaktadir. AD'de, patolojik
lezyonlara dogru inflamatuar hiicre infiltrasyonunu hizlandiran TARC, MDC ve
CTACK gibi kemotaktik faktorler aracilik etmektedir. Inflamatuar hiicrelerin
inflamasyon bdlgelerine sizmasi, kemokin ailesinin 16kosit kemoatraktan aktivitesi
sergileyen cesitli liyelerinin lokal tiretimine baglidir (Oshio ve ark., 2009). TARC,
timusta yapisal olarak eksprese edilen ve dendritik hiicreler (DC), endotelyal hiicreler,
keratinositler (KC), bronsiyal epitel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan iiretilen CC
kemokin grubunun bir iiyesidir. Agirlikli olarak Th2 lenfositlerinde, bazofillerde ve
dogal oldiiriicii hiicrelerde eksprese edilen CCR4 i¢in bir liganddir. AD'min akut
fazinda 6zellikle Th2 hiicrelerinin baskin oldugu diistiniilmektedir buna bagli olarak
patogenezinde TARC'!n 6nemli bir yeri vardir (Kakinuma ve ark., 2001; Saeki ve

Tamaki, 2006).

2.2.2. Timik Stromal Lenfopoietin (TSLP)

Alerjik reaksiyonlarin efektor hiicreleri olarak mast hiicrelert AD'de deri
lezyonlarinin gelisiminde rol oynamaktadir. Mast hiicreleri, kronik cilt iltihabn ile ilgili
cok sayida sitokin salgilar. Bir interlokin 7 benzeri sitokin olan timik stromal
lenfopoietinin (TSLP), esas olarak dendritik hiicre aracili Th2 inflamatuar yanitlari
tetikledigi bilinmektedir. Bununla birlikte, aktif olan mast hiicreleri yliksek diizeyde
TSLP salgilayarak alerjik inflamasyonu tetiklemektedirler. TSLP, akut ve kronik AD'li

hastalarin deri lezyonlarinda yiiksek oranda eksprese edilmektedir (Han ve ark., 2014).
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2.3. Zeolit (Klinoptilolite)

Dogal klinoptilolite zeolit, mikro gézenekli, iyon ve kristal su ile doldurulmus
bir tiif tagidir. 0,4 nanometrelik kristal kafes kanallarina sahip bir aliiminyum silikattir.
Klinoptilolite zeolitlerinin temel yapisi, yaklasik 4 Angstrém boyutunda (1 Angstrom
= 1010 m = 0,1 nm) icinde bosluklar olan kristal bir kafestir. Simdiye kadar dogal
zeolitlerde (klinoptilolitlerde) en az 34 mineral tespit edilmistir. Yalnizca klinoptilolite
zeolit, insan ve hayvanlarin tedavisi i¢in uygundur. Tolere edilebilir dozlarda
verildiginde uzun vadede insanlarda ve hayvanlarda higbir zararli etkisi bulunmamastir

(Hecht, 2011).

Zeolitler, sindirim sisteminin morfolojisi, islevi ve mikrobiyal florasi {izerine
dogrudan olumlu etkilemektedir. Metabolik olarak 6nemli iyonlarin verilmesi,
beslenme durumunun iyilestirilmesi, bagisikligin giiclendirilmesi, gidalarin ve igme
suyunun toksinlerden arindirilmasi dahil olmak iizere hayvan sagliginda ¢ok cesitli
yararlar saglamaktadir. Bu uygulamalar i¢in agirlikli olarak dogal zeolit olan
klinoptilolit kullanilir. Kiimes hayvanlarinin diyetine klinoptilolitin eklenmesi,
bagirsagin morfolojisini (6rnegin, daha yiiksek bir villus yiiksekligine neden oldu) ve
bagirsaktaki fizyolojik mikrobiyal floranin bilesimini iyilestirmektedir. Bagirsaklarda
mukozal hasarmi azaltip, bakteriyel lipopolisakaritlere karsi inflamatuar yaniti
arttirdidy tespit edilmistir. Bunlara ek olarak organizmanin antioksidan kapasitesini,
viicuttaki ve yumurtadaki omega-3 doymamis yag asidi i¢erigini de arttirmistir. Cinko
iceren klinoptilolit ayrica tavuklarda Salmonella pullorum enfeksiyonuna karsi
koruyucu etkiler gostermistir. Ciftlik hayvanlarmin (kiimes hayvanlari, sigirlar)
beslenme ve i¢me sularindan nitratlar ve mikotoksinler (aflatoksin, okratoksin)
klinoptilolit kullanimi ile Onemli Olclide wuzaklastirilabilir. Zeolitlerin evcil
hayvanlarda gézlemlenen sindirim sistemi iizerindeki olumlu etkileri, insan tibbinda
da Ongoriilebilir. Klinoptilolite bazli bir ilag, gastrodzofageal reflii hastaligi ve
nonsteroid antiinflamatuar ila¢ tedavisi ile iligkili klinik semptom ve bulgularin
siddetini azaltmistir. Klinoptilolitin bu mide koruyucu etkisi muhtemelen hidrojen
iyonlarina ve biyolojik olarak aktif aminlere ve nitratlara baglanmasindan

kaynaklanmaktadir (Bacakova ve ark., 2018).
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Zeolitler bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Silika, silikatlar ve aliiminosilikatlar, stiperantijenlere benzer sekilde spesifik olmayan
immiinostimiilatorler olarak hareket etmektedir. Siiperantijenler, T hiicre
popiilasyonunun nispeten biiyiik bir kismini (%5-20) aktive etme yetenegine sahip,
bakteriyel ve viral kaynakli, immiin sistemi uyarici ve hastaliga neden olan proteinlerin
bir sinifidir. Aktivasyon, antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki T hiicre kompleksi,
major histokompatibilite kompleks (MHC) sinif II molekiilleri ile SAG'nin eszamanl
etkilesimini gerektirir. Sinif II MHC antijen sunan hiicrelere ait olan proinflamatuar
makrofajlar, fibrinojen silikat partikiilii tarafindan aktive edilmektedir (Ueki ve ark.,

1994).

Adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle zeolitler giiclii bir hemostatik olarak da
kullanilabilmektedir. Zeolitler, agik gozenekli iclerindeki bosluklarda ekzotermik
olarak biiylik hacimlerde su tutabilir. Ayn1 zamanda, zeolitler kanama durumlarinda
kanda pihtilasma faktorlerini ve trombositleri arttirmaktadir. Buna gore, zeolit bazl
hemostat, insan ve koyunlardan alinan kana eklendiginde kan pihtilasmasin

hizlandirmis ve pihti olusum siiresini kisaltmistir (Pourshahrestani ve ark., 2016).

2.4. Fare Modelleri

Atopik dermatitte fare modellerinin kullanilmas: patogenezin daha 1yi
anlasilmasi i¢in yol gosterici niteliktedir (Jin ve ark., 2009). Farelerde alerjik dermatit

modeli ti¢ gruba ayrilabilmektedir.

Spontan modeller

8 haftadan biiyilk NC/Nga farelerinde normal kosullarda klinik olarak yiiz,
kulaklar, burun, boyun ve sirt derisinde cesitli derecelerde dermatit gozlenmistir.
Geleneksel NC/Nga farelerinde spontane olarak sekillenen dermatitin insan AD'sine
benzer klinik ve histolojik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiis ve muhtemelen bazi

cevresel faktorler tarafindan tetiklendigi gosterilmistir (Matsuda ve ark., 1997).
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Transgenik modeller

Atopik dermatit (AD) insidansi ile baglantili olan filaggrini (FLG) kodlayan
gende bir islev kaybi mutasyonu sonucu olusan bariyer anormalligi, AD'nin
patogenezinde onemli bir faktor olarak bildirilmistir. Bariyer islevinde genetik bir
kusura (FLG) sahip fareler, AD modeli saglamaktadir. Flaky tail (Flg (ft)) fareler,
filaggrin eksikligi olan ve filaggrinin AD {izerindeki roliinii arasgtirmak igin
tanitilmistir. Bu fareler, deride artan toplam IgE ve Th17 ekspresyonu ile uyumlu
egzamatoz deri lezyonu gostermistir. Flg (ft) farelerde akar alerjeninin uygulanmasi,
onceden bariyer bozulmasi olmaksizin hem klinik belirtileri hem de laboratuvar

bulgularini 6nemli dlgiide arttirdigi goriilmiistiir (Moniaga ve Kabashima, 2011).

Indiiklenmis modeller

Daha kolay erisilebilen laboratuar hayvanlarin1 kullanarak basit ve
tekrarlanabilir bir hayvan modeli olarak gelistirilmistir. Hapten ile maruz birakilmis
farelerde antijen spesifik IgE antikoru iiretilmis, ayn1 zamanda ani tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu gozlenmistir. Bu basit ve tekrarlanabilir model, AD'nin tedavisi i¢in
potansiyel olarak terapotik ajanlarin degerlendirilmesinde onemli goriilmistiir

(Shiohara ve ark, 2004).

Hayvan modelleri atopik dermatitin etiyopatogenezi Tlzerine yapilan
arastirmalar ic¢in yararli olmaktadir. Hayvan modelleri ile yapilan calismalar,
immiinolojik degisikliklerin (Th2 bagisiklik tepkileri ve artan serum IgE seviyeleri)
deri lezyonlar ile iligkili oldugunu gdstermektedir. NC/Nga farelerinin kendiliginden
AD benzeri lezyonlar gelistirmesi AD calismalar1 i¢in bir yarar saglasada, kolay
bulunmamasi ve pahali olmas1 yararliligini sinirlamaktadir. Daha kolay bulunan, basit
ve tekrarlanabilir hayvan modelleri gelistirilmistir. Indiiklenmis modeller, AD'nin
tedavisi ic¢in terapotik ajanlarin  degerlendirilmesinde Onemli goriilmistiir. Bu
modellerin iiretilebilirligi ve kulak kalinliginin Slgiilmesiyle nicel degerlendirme
saglamasi tedavi denemelerinde diger modellere goére daha avantajli oldugunu
gostermektedir. AD benzeri lezyonlarin kisa siirede sekillenmesi ise bir bagka avantaj

olarak diisliniilmektedir. Hapten veya fare tiiriiniin degistirilmesi ile ADmin klinik
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belirtilerindeki heterojenligi yansitan ¢esitli kronik inflamasyon tiirleri indiiklenebilir.
Dolayistyla, AD'nin klinik belirtilerindeki degiskenlik, farkli haptenler ve fare tiirleri
kullanilarak yeniden iiretilebilmektedir (Shiohara ve ark, 2004).

Farelerde giiclii bir hapten olan 2.4-dinitroflorobenzene, alerjik kontakt
dermatitte CD8 + sitotoksik T hiicrelerinin aracilik ettigini ve CD4 + T hiicreleri
tarafindan asag1 dogru diizenlendigi gosterilmistir (Bonville ve ark., 2007). Farelerde,
aseton i¢inde ¢ozdiiriilmiis 9%0.15 konsantrasyonda 2,4-dinitroflurobenzenin
tekrarlanan topikal uygulamasinin, nétrofil ve eozinofillerde belirgin infiltrasyona ve
epidermisin hipertrofisi dahil olmak iizere deride egzematéz degisiklikleri
indiikledigini ve kalict kasinmaya neden oldugu bildirilmistir (Yamashita ve ark.,
2010). DNFB uygulanmasindan bir veya iki hafta sonra duyarli hale getirilmis
farelerde IFNg, TNF-a, IL-2 gibi Thl sitokinlerinin yiikselmesinin sonucu bir Thl
yanit1 goriilmektedir (Yuanyuan ve Lin-Feng, 2013).

Farelerde 2,4-dinitroflorobenzen ile olusturulan atopik dermatit (AD)
modelinde klinoptilolite ile takrolimusun atopik dermatit lezyonlar1 {izerindeki
etkinliklerinin ortaya konmasi amag¢lanmistir. Bu amagla klinoptilolit ve takrolimusun
etkileri klinik, biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak
incelenecektir. Yapilan bu fare modelli ¢alismanin atopik dermatitisin daha iyi
anlasilmas1 basta Veteriner Hekimligi bilimine olmak tizere Beseri Hekimlikte de yol

gosterici olmasi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hayvan Materyali

Arastirma i¢in kullanilacak CD1 tiirii disi fareler, Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’'nden temin
edildi. Calisma siiresince Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar
Etik Kurulu esaslarina uyuldu. 24 haftalik, 32 adet disi CD1 fare deney giiniine kadar
standart barinma kafeslerinde tutuldu. Her bir kafeste 8 fare bulunduruldu. Farelere
deney boyunca ad-libitum standart pelet yem ve i¢gme suyu verildi. Deney boyunca
igme sulan gilinliik degistirildi ve standart kafes temizligi yapildi. Fareler 21 C° oda
sicakliginda, havalandirmasi olan, 12 saat aydinlik-karanlik sikluslar olan odalarda

barindirildi.

Calisma 6ncesi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari
Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’nin 17.02.2021 Tarih ve 727 karar sayil1 etik kurul onay1

alindu.
3.2. Gruplarin Olusturulmasi

32 adet disi CDI1 fare rastgele secilerek dort gruba ayrild.
Kontrol Grubu (n=8): Kontrol Grubu (3:1) oraninda aseton ve zeytinyagi uygulanan
fareler,

DNFB Grubu (n=8): 2.4-dinitroflorobenzen (DNFB) ile AD benzeri lezyon
olusturulan fareler,

Takrolimus Grubu (n=8): 2,4-dinitroflorobenzen ile AD benzeri lezyon olusturulan +
topikal takrolimus tedavisi uygulanan fareler,

Klinoptilolite Grubu (n=8): 2,4-dinitroflorobenzen ile AD benzeri lezyon olusturulan

+ topikal klinoptilolite uygulanan fareler.
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3.3. Farelerin Hazirlanmas1 ve Atopik Dermatit Benzeri Lezyonlarin

Olusturulmasi

Biitiin gruplardaki farelerin lumbal bolgeleri tiraglanarak olusabilecek
mikrotravmalarin diizelmesi i¢in bir giin fareler bekletildi. Atopik dermatit benzeri
lezyonlar olusturmak i¢in, dermatit olusumunda 2,4-dinitroflorobenzen (DNFB)
(Sigma, D1529) kullanildi. DNFB, aseton ve zeytinyagt (3:1) karisimi iginde
cozdiiriildii. Sensitasyon i¢in farelerin (DNFB, Takrolimus, Klinoptilolite grubu) tiras
edilmis lumbal bolgelerine 5 hafta boyunca haftada 2 kez olmak iizere 100 pL %0,15
DNFB uygulandi (Kitamura ve ark, 2018). Farelerin lumbal bolgelerinde 5 haftanin
sonunda deri lezyonlari sekillendi (Sekil 3.1). Farelere 6-9. haftalar aras1 inflamasyonu
korumak i¢in haftada 1 kez 100 pL %0,15 DNFB uygulanmasina devam edildi
(Sozmen ve ark., 2016).

Kontrol grubundaki farelere 9 hafta siiresince 3:1 aseton zeytinyagi ¢ozeltisi
haftada 1 kez olmak tizere 100 pL lumbal bolgelere uygulandi. DNFB grubu farelerin
tiras edilmis lumbal bolgelerine 5 hafta boyunca haftada 2 kez olmak tizere 100 pL
%0,15 DNFB uygulandi. Farelere 6-9. haftalar aras1 inflamasyonu korumak ig¢in
haftada 1 kez 100 pL 9%0,15 DNFB uygulanmasina devam edildi. Takrolimus
grubundaki farelere, 6-9. haftalar arasi topikal takrolimus (tacrolin %0,1 pomad)
giinde 1 kez ince bir tabaka halinde lumbal boélgelerine uygulandi. Klinoptilolite
grubundaki farelere, 6-9. haftalar arasi topikal klinoptilolite (froximun toxaprevent

pudra) giinde 1 kez lumbal bolgelerine uygulandi.

Farelerin bireysel takibinin yapilmasi i¢in kuyruk kokleri ve ortalari pembe,

mavi, kirmizi, yesil ve mor kalemler ile boyanda.
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Sekil 3.1. Gruplarda 5. haftanin sonunda olusan atopik dermatit benzeri
lezyonlar. A: kontrol grubu, B: DNFB grubu, C: Takrolimus grubu, D: Klinoptilolite
grubu.

3.4. Klinik Skorlanmasi

Fare atopik dermatit modelinde her bir fare i¢in klinik degerlendirme ve deri
lezyonlarinda hasar derecelendirmesi yapildi. Buna gore; lezyonlar haftada iki kez
eritem, 0dem, siyrik, likenifikasyon, sizinti/kabuk ve kuruluk bulgulart agisindan her
bir bulgunun derecesi 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli) olarak degerlendirildi.
Her farenin 5 semptomundan alinan toplam puan o farenin puani olarak sayildi. (Kim

ve ark., 2013).
3.5. Kan Orneginin Alinmasi ve Serum TARC Diizeyinin Belirlenmesi

Calismanin sonunda ksilazin-ketamin yontemi ile anesteziye alinan farelerden
intrakardiyal olarak enjektor (30 gauge) ile toplamda 1 ml kan eppendorf tiiplere
alindiktan sonra dekapitasyon yapilarak sakrifiye edildi (Sekil 3.2.) Kan alindiktan 30
dk sonra 6rnekler 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve ¢ikarilan serum 6rnekleri
-80°C de analiz yapilana kadar sakland1 (Birtekocak ve ark., 2016). Kan serumundan
fare TARC ELISA (BTLAB-E2514Mo-96T) test kiti ile Serum Timus Aktivasyonu
ile Diizenlenen Kemokin (TARC) diizeyleri belirlendi.
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Sekil 3.2. Farelerden intrakardiyal kan alinmasi

3.6. Histopatolojik, Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Inceleme

Gruplardaki tiim hayvanlardan alinan deri 6rneklerinde histopatolojik olarak
epidermal kalinlik, dermal yang1 ve dermal fibrozis diizeyleri ile histokimyasal olarak
mast hiicre sayimlar1 yapildi. Ayrica immunohistokimyasal olarak TSLP pozitifligi

degerlendirildi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme i¢in hayvanlarin lezyonlarin
bulundugu lumbal bolgelerinden 2x2 cm*’lik alan epidermis+dermisi igerecek sekilde
eksize edildi (Sekil 3.3). Deri 6rnekleri 151k mikroskobunda degerlendirilmek iizere
tamponlanmis %10’luk formoldehit i¢cine koyuldu ve incelenmek iizere Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalina
gonderildi. Gruplardan alinan deri biyopsileri 24 saat tespit edilip, dereceli alkol
serilerinden gecirildikten sonra rutin histolojik takip prosediirlerini takiben parafin
bloklara (Paraplast Plus, Sigma: P3683) gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica
RM 2155) yardimi ile 4 pm kalinligindaki kesitler histopatolojik boyama icin lam
(Menzel Gléser) iizerine alind1. Kesitler ksilollerde (Xylene-Merck Millipore:108661)
deparafinize, alkol serilerinde de dehidre edildi. Kesitler histopatolojik analizler icin

Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyandi.
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Histopatolojik incelemede epidermis kalinligi ile dermal yangi diizeyleri
degerlendirildi. Epidermal kalinlik diizeyi, 100x biiylitme ile rastgele secilen bir
alandan 3 farkli 6l¢iim yapilip ortalamasi alinarak belirlendi. Dermal yangi i¢in bir
200x biiyiitme alanindaki yangi hiicreleri (mononiikleer hiicreler) sayilarak 0-3 arasi
skorlama yapildi. Buna gore 0; yangi yok, 1; hafif yangi, 2; orta dereceli yangi, 3;
siddetli yang1 seklinde skorlama yapildi. Son olarak fibrozis agisindan da bir 200x
bliyiitme alaninda 0; fibrozis yok, 1; hafif fibrozis, 2; orta dereceli fibrozis ve 3;
siddetli fibrozis seklinde skorlama yapildi. Mast hiicrelerinin ortaya konulmasi
amaciyla Toluidine Blue boyamasi yapildi. Bu amagla rutin takip prosediirlerinden
gecirilen kesitler iizerine Toluidine Blue soliisyonu damlatilarak 10 dakika beklendi
ve ardindan kesitler akarsuda yikandi. Bunun ardindan kurutulmaya birakilan kesitler
entellan ile kapatildi. Toluidin blue ile boyanan preparatlardan rastgele secilen 200x

biiyiitme alanlarinda mast hiicresi sayimi1 yapildi.

Immunohistokimyasal analizler icin InmPRESS® Excel Amplified Polymer
Staining Kit (Vector Lab, Anti-Rabbit IgG, Peroxidase, MP-7601) kullanildi. Bu
amacla parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2155) yardimi ile 4 pm kalinligindaki
kesitler (3-aminopropyl) triethoxysilane ile hazirlanmis lizinli lamlar iizerine alinip,
oncelikle etiivde 70 °C’de yarim saat bekletilmeyi takiben ksilollerde (Xylene- Merck
Millipore:108661) deparafinize, alkol serilerinde de dehidre edildikten sonra antigen
retrieval islemine ge¢ildi. Antigen retrieval i¢in sitrat buffer (ph:6) soliisyonuna alinan
lamlar otoklavda 120 derecede 15 dakika bekletildi. Bu islemden sonra kesitler 20-30
dakika sogumaya birakildi. Fosfat tamponlu salin (PBS) soliisyonunda 5 dakika
yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi i¢in kesitlere
BLOXALL® soliisyonu damlatilarak 15 dakika beklendi. Inkubasyon bitince kesitler
tekrar PBS soliisyonuyla 5 dakika yikamaya almip devaminda nonspesifik
baglanmalar1 engellemek amaciyla %2,5’lik normal at serumu 20 dakika boyunca
uygulandi. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan antikor sulandirict ile (Large
Volume UltrAb Diluent Plus Thermo Scientific: TA-125-UDX) 1:1000 oraninda
sulandirilan anti-TSLP primer antikoru (Novus TSLP antibody, NB110-55234) ile
dokular +4 °C’de bir gece inkube edildi. Primer antikor inkubasyonundan sonra PBS

ile 5 dakika yikanan kesitler ilizerine Amplifier antibody 15 dakika, ardindan da
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Impress Polymer Reagent 30 dakika boyunca uygulandi. Ardindan immun
reaksiyonun gosterilmesi icin DAB (ImmPACT EqV Reagent) kullanildi. DAB
soliisyonunu kesitlere dokmeyi takiben 151k mikroskobu altinda kontrollii olarak ve
tiim kesitlere esit siire tutulacak sekilde beklendi. Mayer’s hematoksilenle (Merck,
109249) 20 saniye zit boyama yapilan kesitler kurutmaya birakilarak entellan ile
mikroskop altinda incelendi. Pozitif kontrol olarak TSLP i¢in fare dalak ve karaciger
dokusu kullanildi. Negatif kontrolde protein bloklama isleminden sonra primer antikor

yerine PBS kullanilip dokular bir gece bu soliisyon ile inkube edildi.

Histopatolojik,  histokimyasal ve  immunohistokimyasal kesitlerin
fotograflarinin alinmasi i¢in Olympus BX51 model mikroskop (Olympus Optical,
Tokyo, Japonya) iizerine uyarlanmis bir Olympus DP70 kamera (Olympus, Tokyo,
Japonya) kullanildi. Her bir kesit i¢in farkli biiyiitmelerde cok sayida resim alindu.
Makroskobik fotograflar Samsung NX300 (Samsung, Giiney Kore) model fotograf

makinesi ve 18-55 milimetre lens ile 50 milimetre odak uzakluginda ¢ekildi.

Immunohistokimyasal olarak anti-TSLP ile boyali kesitler boyanma
yogunlugunun degerlendirilmesi i¢in Quantitative Pathology & Bioimage Analysis
(QuPath versiyon 0.2.3) programi kullanildi. Bu amagla her bir kesit icin 100x
mikroskobik biiylitme alaninda esit biiyiikliikte alanlar secilerek standart program

ayarlar1 ile DAB pozitif hiicre sayilar1 belirlendi.
3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim gruplardaki farelerin klinik skorlarmin degerlendirilmesi IBM SPSS
programi ile Repeated Anova testi kullanilarak istatistiksel degerlendirilmesi yapildi.
Serum TARC, histopatolojik, histokimyasal ve immunohistokimyasal bulgularin
gruplar arasinda karsilastirmasi i¢in Minitab™ 16.1.1 programiyla One Way Anova ve

Tukey testiyle istatistiksel degerlendirilmesi yapildu.
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4. BULGULAR

Aragtirmaya kontrol grubu (n=8), DNFB grubu (n=8), takrolimus grubu (n=8)
ve klinoptilolite grubu (n=8) olmak iizere toplam 32 adet CD1 disi fare dahil edildi.

4.1. Farelerin Klinik Degerlendirilmesi

Calisma siiresince tiim gruplardaki farelerin higbirinde kilo kayb1 ve agresif
davranma gibi durumlar izlenmedi. Kontrol grubundaki farelerin tiimii ¢alisma
boyunca semptomsuz ve klinik olarak saglikliydi. DNFB, takrolimus ve klinoptilolite

grubundaki farelerde atopik dermatit benzeri lezyonlar goriildii.

Kontrol grubundaki farelerin derilerinde 9 haftalik ¢alisma siiresince klinik
bulgular1 yoniinden higbir lezyona rastlanmadi. Fare atopik dermatit modelinde klinik
degerlendirme ve deri lezyonlarinda hasar derecelendirmesi yapildi. Buna gore;
lezyonlar haftada iki kez eritem, 6dem, s1yrik, likenifikasyon, sizinti/kabuk ve kuruluk
bulgular1 agisindan her bir bulgunun derecesi 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli)
olarak degerlendirildi. Her farenin 5 semptomundan alinan toplam puan o farenin
puani1 olarak sayildi. Klinik olarak farelerin lumbal bolgelerinde genel olarak

kasinmaya bagli siyrik, likenifikasyon ve kabuklanma goriildii (Tablo 4.1)

40



(erey

PO'0TOS'9  19°0F00°L  SSOFTYL  TS'OFLEG & 0 PLOTO0'6  CLOFSTL  Le0FLey PO
L'OFO0'ST  9°0FSLOT g

ondourpyy

(eyey

POOFO0'L  T90FLSL  8S‘0FOS'6  TS'OFLS'6 ? 0 pLOTSLS  cL0TelL  Le0FLsy PO
LOFLEYT  9°0FSTTI sn

wioaye],

(erey
.v w N N\ m o [4 — 13 [ — ‘ [ — ‘ .
SF)JI0

O0FTIY]  SOFSTSI  SOFOSHI  S6FOSHI  LOFL8YPl  ooxgryr  TLOF0S6  ELOTSTL  L6OFSTS ﬂmwmv
0 0 0 0 0 0 0 0 0 [oxyuoyf
ejeyG  eeY's eRey.  ejeqr9  eyeqs  eyeqy  eyeqs ejeyr  eeq dnio

ISEWRIONS YIUI[Y BWE[BLIO YI[eley ULId[AIe] Dyepiednin) *I'p O[qRLL

41



DNFB grubundaki farelerde calisma bolgesinde ilk hafta 6dem ve eritem
ortaya cikarken ikinci haftadan itibaren kasinti, kasintiya bagli siyrik, sonraki
haftalarda ise likenifikasyon ve kabuklanma one ¢ikan klinik bulgulardi. 5. Hafta
kabuklanma 3 farede siddetlenmistir. 5. haftanin sonunda grubun ortalama klinik
skorlamas1 14,87+0,75 iken 6. haftadan itibaren DNFB uygulama dozunun
azaltilmasiyla birlikte grubun ortalama klinik skorlamasinda belirgin bir artis veya
azalis gézlenmedi (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Grup i¢i yapilan istatistiksel degerlendirmede

5. Hafta ile 9. Haftanin klinik skorlanmasi arasinda anlamli bir fark goézlenmedi

(p>0,05).

DFNB igin Klinik Skorlar

20

15+

10

Klinik Skorlar

T T T T T T T T T
1hafta 2hafta 3hafta 4hafta Shafta 6hafta 7hafta 8hafta 9hafta
Hafta

Sekil 4.1. DNFB uygulanan gruptaki farelerin klinik skorlamasi
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Takrolimus grubundaki farelerde ¢aligma bolgesinde ilk hafta eritem ortaya
cikarken sadece 2 farede 6dem vardi. Ikinci haftadan itibaren kasinti, kasintrya bagh
styrik, sonraki haftalarda ise likenifikasyon ve kabuklanma 6ne ¢ikan klinik bulgulardi
(Tablo 4.1, Sekil 4.2). 5. Haftada 8 farede kabuk olusmakla birlikte 2 farede kabuk
olusumu daha siddetliydi. 5. haftanin sonunda grubun ortalama klinik skorlamasi
15,00+0,75 iken 6. haftadan itibaren DNFB uygulama dozunun azaltilmasi ve
tedavinin baglamasiyla birlikte haftalik ortalama klinik skorunda belirgin bir azalis
goriildii. 9. haftanin sonunda grubun ortalama klinik skoru 7,00+0,64 Ool¢iildii
(p<0,001). Yapilan istatistiksel degerlendirmede 5. hafta ile takip eden tedavi haftalari
degerleri arasindaki farkin Onemli oldugu goriildii (p<0,001). Ancak tedavi
haftalarinin ortalama klinik skorlamasinda 7-8. haftalar aras1 fark hari¢ (p<0,05), diger
haftalar arasindaki yapilan istatistiksel degerlendirmede farkin anlamli olmadig tespit

edildi(p>0,05).
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Takrolimus igin Klinik Skorlar

Klinik Skorlar

T T T T T T T T T
1hafta 2hafta 3hafta 4hafta Shafta 6hafta 7hafta 8hafta 9hafta
Hafta

Sekil 4.2. Takrolimus uygulanan gruptaki farelerin klinik skorlamasi

Klioptilolite grubundaki farelerde ¢alisma bdlgesinde ilk hafta eritem ortaya
cikarken sadece 3 farede 6dem vardi. Ikinci haftadan itibaren kasint1, kasintiya baglh
styrik, sonraki haftalarda ise likenifikasyon ve kabuklanma 6ne ¢ikan klinik bulgulard
(Tablo 4.1, Sekil 4.3). 5. Haftada kabuk olusumu 8 farede gozlenirken 2 farede daha
siddetliydi. 5. haftanin sonunda grubun ortalama klinik skorlamasi1 14,37+0,75 iken 6.
haftadan itibaren DNFB uygulama dozunun azaltilmasi ve tedavinin baslamasiyla
birlikte haftalik ortalama klinik skorunda belirgin bir azalis goriildi. 9. haftanin
sonunda grubun ortalama klinik skoru 6,50+0,64 ol¢iildii (p<0,05). Yapilan
istatistiksel degerlendirmede 5. hafta ile takip eden tedavi haftalar1 degerleri arasindaki

farkin 6nemli oldugu goriildii (p<0,001). Ancak tedavi haftalarinin ortalama klinik
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skorlamasinda 6-9. haftalar aras1 fark hari¢ (p<0,05), diger haftalar arasindaki yapilan
istatistiksel degerlendirmede farkin anlamli olmadig: tespit edildi (p>0,05).

Klinoptitolit igin Klinik Skorlar

Klinik Skorlar

= == | — | S— IS B e E—
1hafta 2hafta 3hafta 4hafta Shafta 6hafta 7hafta 8Bhafta 9hafta
Hafta

Sekil 4.3. Klinoptilolite uygulanan gruptaki farelerin klinik skorlamasi

Fareler kontrol grubu hari¢ diger gruplardaki farelere ilk 5 hafta boyunca
DNFB uygulanarak atopik dermatit benzeri lezyon olusturuldu. Kontrol grubundaki
farelere 9 hafta boyunca uygulanan ve atopi benzeri lezyon olusumunda rolii olmadigi
diisiiniilen tagit madde uygulandi. Kontrol grubundaki farelerin 9 hafta siiresince klinik
skorlamalariin 0 veya 0’a yakin degerlerde oldugu goriildii. Kontrol grubunun
DNFB, takrolimus ve klinoptilolite gruplar1 ile gruplarin ortalama klinik skorlamasi

karsilastirildiginda ilk hafta farkin 6nemli (p<0,01) bulunmasina karsin daha sonraki
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haftalarda bu farkin daha da biiyiidiigii ve istatistiksel anlamda oldukc¢a 6nemli goriildii
(p>0,001). DNFB grubundaki farelerin ortalama klinik skorlari takrolimus ve
klinoptilolite gruplarinin ortalama klinik skor degerleri ile karsilastirildiginda; ilk 5
hafta boyunca gruplar arasi bir farkin olusmadig1 (p>0,05), 6. haftadaki farkin 6nemli
oldugu (p<0,01), 7. ve sonraki haftalardaki farkin ise olduk¢a 6nemli oldugu goriildii
(p<0,001). Takrolimus ve klinoptilolite gruplarinin ortalama klinik skor degerlerine
bakildiginda ilk 5 hafta boyunca paralel bir seyir izledigi goriildii. Tedavinin basladig1
6.haftadan itibaren bu paralelligin benzer sekilde seyrettigi tespit edildi. Ancak gruplar
aras1 yapilan istatistiksel degerlendirmede 7. haftadaki farkin 6nemli bulunmasina
karsin (p<0,05) geri kalan tiim haftalar arasindaki farkin istatistiki olarak Onemli

olmadig1 bulundu (p>0,05).

4.2. Serum Timus Aktivasyonu ile Diizenlenen Kemokin (TARC) Diizeyleri

Calismanin sonunda (9.haftanin bitimi) tedavi gruplari olan takrolimus ve
klinoptilolite gruplarinda ortalama serum TARC diizeyleri sirasiyla 252,1+13,5 ng/L
ve 2499 + 14,4 ng/L olarak 6l¢iildii. Bu degerler kontrol grubu ortalama serum TARC
(265,9£15,9) seviyesine gore diisiik, DNFB grubu ortalama serum TARC seviyelerine
(230,3%£10,0) gore yiiksek bulundu. Yapilan gruplar aras1 istatistiksel degerlendirmede
ise serum TARC seviyeleri agisindan anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo

4.3).

Tablo 4.2. Gruplardaki farelerin serum TARC diizeyleri (ng/L)

Kontrol DNFB Takrolimus Klinoptilolite

degeri
Serum
TARC
(ortxstd  265,9+15,9 230,3+10,0 252,1+13,5 2499+144 p>0,05
hata) 225-357 191-275 211-320 201-320 ’
(min-max)
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4.3. Histopatolojik, Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Bulgular

Calismanin sonunda hayvanlarin biyopsi orneklerinde histopatolojik olarak

epidermal kalinlik, dermal yang ve fibrozis diizeyleri degerlendirildi.

Epidermal kalinlik diizeyleri acisindan yapilan degerlendirmelerde kontrol
grubuna (18,75+0,52) gére DNFB grubunda belirgin bir artis gozlendi (p<0,001).
Takrolimus (107,25+6,470) ve klinoptilolite gruplarinda (83,25+4,95) da DNFB
(179,00+9,02) grubuna gore anlamli derecede daha diisiik epidermal kalinlik diizeyleri
elde edildi (p<0,001). Ayrica klinoptilolite grubunda takrolimus grubuna gore
epidermal kalinlik diizeyinin anlamli derecede diisiik oldugu dikkati gekti (p<0,001)
(Tablo 4.3, Sekil 4.4).

Dermal yangi agisindan yapilan degerlendirmede kontrol grubuna (0,00£0,00)
gore DNFB grubunun (2,75+0,25) anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001).
Takrolimus grubunun (2,25+0,25) dermal yangi degeri DNFB grubuna gore diisiik
bulunurken, klinoptilolite grubunda (1,75+0,25) ise DNFB grubuna gore anlamli
derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0,001). Takrolimus ve klinoptilolite gruplari
arasinda dermal yangi agisindan anlamli bir farklilik gézlenmezken, takrolimus ve
klinoptilolite gruplarinin kontrol grubuna goére belirgin bir yangi varlig: tespit edildi

(p<0,001) (Tablo 4.3, Sekil 4.4).

Dermal fibrozis agisindan yapilan degerlendirmede DNFB (2,50+0,26),
takrolimus (2,37+0,37) ve klinoptilolite (2,00+0,18) gruplarinda kontrol (0,00£0,00)
grubuna gore anlamli derecede bir artig goriildii (p<0,001). DNFB, takrolimus ve
klinoptilolite gruplarinin kendileri arasinda ise herhangi bir farklilik gériilmedi (Tablo

4.3, Sekil 4.4).

Toluidine Blue ile boyali kesitler {iizerinde yapilan sayimlarda mast
hiicrelerinin kontrol grubuna (7,88+1,32) gore DNFB grubunda (25,75+3,10) anlaml
bir artig gosterdigi dikkati ¢ekti (p<0,001). Bununla beraber takrolimus (26,13+2,99)
ve klinoptilolite (24,13+3,40) gruplar1 ile DNFB grubu arasinda anlamli bir farklilik
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goriilmezken (p>0,05), kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede bir artis gozlendi

(p<0,001) (Tablo 4.3, Sekil 4.4).

Tablo 4.3. Gruplardaki farelerin histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgulari

Epidermal Mast
Dermal Dermal TSLP
Grup Kalinhk Hiicre
Yangi Fibrozis Pozitifligi
(um) Sayisi
Kontrol 77,80%+14,40
(ortxstd 18,75+0,522 0,00+0,00* 0,00+£0,00* 7,88+1,322 X
hata)
DNFB 179,00£9,0  2,75+0,25 2,50+0,26  25,75+3,1 501 6445.60
+45,60*
(ortxstd 2 0c b ob
hata)
Takrolimus 107,25+6,4 2 254+0,25b 26,1342,9  124,9446,30
(ort+std - ] 2,37+0,37° o ]
hata)
Klinoptiloli 24,1343,4  132,40+42,2
te (ortzstd 83,25%4,95¢ 1,7540,25> 2,00+0,18°
- 0od 0°
hata)

abgc, Ayni satirda farkli harfi tagiyan ortalamalar arasi istatistiki fark anlamlidir.

Immunohistokimyasal olarak anti-TSLP ile boyali kesitlerden elde edilen
pozitif hiicre sayilar1 lizerinden yapilan istatistiksel analizler sonucunda DNFB
grubunda (291,6+45,6) kontrol grubuna (77,80+14,4) kiyasla anlamli derecede pozitif
hiicre artis1 belirlendi (p<0,01). Takrolimus (124,90+46,30) ve klinoptilolite
(132,4+42,2) gruplarinin her ikisinde de TSLP pozitifliginin kontrol grubuna gore
yiiksek bulunsa da aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi, DNFB grubuna
gore ise anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0,01). Takrolimus ve klinoptilolite
gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar arasi farkin 6nemli

olmadig tespit edildi (Tablo 4.3, Sekil 4.4).
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Kontrol grubu DNFB grubu Takrolimus grubu

Toluidine Blue

TSLP

Sekil 4.4. Gruplar arasinda dermal lezyonlarin karsilastirmali gdriiniimleri. Kontrol
grubunda makroskobik olarak normal dermal goriiniim. DNFB grubunda makroskobik
olarak siddetli atopik dermatit benzeri dermal goriiniim. Takrolimus ve klinoptilolite
gruplarinda makroskobik olarak azalmis siddette atopik dermatit benzeri dermal
goriinim. Epidermal kalinlik diizeyinde DNFB grubunda belirgin 6lcilide artis,
takrolimus ve klinoptilolite gruplarinda epidermal kalinlik diizeylerinde azalma, 100x,
H&E. Mast hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla DNFB, takrolimus ve klinoptilolite
gruplarinda artis, 100x, Toluidine Blue. Immunohistokimyasal olarak kontrol
grubunda diisiik TSLP pozitifligi, DNFB grubunda yiiksek diizeyde pozitiflik,
takrolimus ve klinoptilolite gruplarinda azalmis TSLP pozitifligi, 100x, DAB.
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5. TARTISMA

Atopik dermatit, klinik olarak deride eritem, likenifikasyon, asir1 kutanoz
duyarlilik ve yogun kasint1 ile seyreden, kronik ve tekrarlayan inflamatuar bir deri
hastaligidir (Leung ve Bieber, 2003). immiinolojik anormallikler dahil olmak iizere
cesitli faktorler AD'nin patogenezine ve gelisimine katkida bulunmaktadir (Choi ve

ark., 2013b).

Atopik dermatitte spontan klinik semptomlar kasinti, eritem, kanama,
pullanma, kuruluk ve alopesi ile baslamaktadir (Shiohara ve ark., 2004). Hapten
kaynakli dermatitisin siddeti, kasint1 ve kizariklik ile birlikte hafif ve gegici bir cilt
iltihabindan ciddi ve uzun siireli eksiidatli dermatite kadar biiyiik 6lciide degisebilecegi
bildirilmigtir. Dermatitin siddetini, haptenlerin konsantrasyonlarinin ve maruz kalma
kosullariin etkiledigi bildirilmistir. (Bonneville ve ark., 2007). Hapten kaynakl
atopik dermatit benzeri lezyon olusturulan farelerin ortalama klinik skorlamasi
eritem/hemoraji, 0dem, ekskorasyon/erozyon ve kuruluk/kabuklanma yoniinden
degerlendirilmistir. DNFB grubunun, uygulanmayan gruba gore ortalama klinik
skorunun yiiksek oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2013). DNFB uygulanarak fareler
tizerinde yapilan baska bir ¢alismada DNFB uygulanan grupta uygulanmayan gruba
gore ortalama klinik skoru yiiksek bildirilmis ayrica DNFB grubundaki farelerin sirt
derisinde siddetli eritem, erozyon ve kuruluk rapor edilmistir (Tang, 2020). DNCB
uygulanarak yapilan atopik dermatit benzeri lezyon olusturulan farelerin eritem,
kuruluk, 6dem, siyrik olusumuna bakilarak yapilan dermatit skorlanmasinda DNCB
uygulanmayan kontrol grubu farelerde klinik skorlar1 0’a yakin, tedavi gruplarinin ise
DNCB uygulanan farelere gore diisiik diizeyde oldugu bildirilmistir (Choi ve ark.,
2013b). DNCB ile yapilan bir baska caligmada atopik dermatit benzeri lezyon
olusturulan grupta dermatit skorundaki yiiksekligin anlamli oldugu rapor edilmistir
(Choi ve ark., 2020). Bu calismada degerlendirilen eritem, 6dem, siyrik,
likenifikasyon, sizinti/kabuk ve kuruluk klinik skorlar diger arastirmacilarin klinik
skor parametreleri ile benzerdi. Bizim ¢aligmamizda da diger arastirmacilara paralel
olarak sadece tasit madde uygulanip atopik dermatit benzeri lezyon olusturulmayan
farelerin ortalama klinik skorunun 0’a yakin oldugu tespit edildi. DNFB uygulanan ve

atopik dermatit benzeri lezyon olusturulan grubun ortalama klinik skorlari, kontrol ve
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diger gruplara kiyasla yiiksek bulundu. Bu sonuglar 1s1ginda ¢alismamizin sonuglari
diger arasgtirmacilarin bulgular ile paralel seyrettigi belirlenmistir. Farelerde olugan
dermatitisin klinik lezyonlarinin DNFB’nin tekrarlayan topikal uygulamalar1 sonucu,
derinin ekzemat6éz degisiklerin indiiklendigi ve kasinmaya neden olan epidermisin
hipertrofisiyle birlikte notrofil ve eozinofil infiltrasyonu sonucu gelisen yangisel

stirecten kaynaklandig1 kanisina varildi.

Atopik dermatit, aym1 zamanda T hiicresi aracili inflamatuar bir deri
hastaligidir. AD'de immiinolojik ve inflamatuar siireglerin diizenlenmesinde cesitli
hiicreler, inflamatuar mediatorler ve sitokinler rol oynamaktadir. AD'de, patolojik
lezyonlara dogru inflamatuar hiicre infiltrasyonunu hizlandiran TARC, MDC ve
CTACK gibi kemotaktik faktdrler aracilik etmektedir. Inflamatuar hiicrelerin
inflamasyon boélgelerine sizmasi, kemokin ailesinin 16kosit kemoatraktan aktivitesi
sergileyen cesitli tiyelerinin lokal tiretimine baglidir (Oshio ve ark., 2009). TARC,
timusta yapisal olarak eksprese edilen ve dendritik hiicreler (DC), endotelyal hiicreler,
keratinositler (KC), bronsiyal epitel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan iiretilen CC
kemokin grubunun bir iiyesidir. Agirlikli olarak Th2 lenfositlerinde, bazofillerde ve
dogal oldiiriicii hiicrelerde eksprese edilen CCR4 icin bir liganddir. AD'nin akut
fazinda o6zellikle Th2 hiicrelerinin baskin oldugu diistiniilmektedir buna bagl olarak
patogenezinde TARC'!n 6nemli bir yeri vardir (Kakinuma ve ark., 2001; Saeki ve
Tamaki, 2006). Insan AD igin bir fare modeli olan NC/Nga farelerinde yapilan bir
calismada, TARC'in lezyonlu derinin bazal epidermisinde yiiksek oranda eksprese
edildigi, buna karsin lezyonlu olmayan deride eksprese edilmedigi gosterilmistir
(Saeki ve Tamaki, 2006). Yiiksek serum TARC seviyeleri, AD hastalarinda hastalik
siddeti ile iliskilidir (Kabashima-Kubo ve ark., 2012). TARC, 6zellikle orta ila siddetli
vakalar olmak iizere, AD'nin teshisi ve AD'nin hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi
i¢in yararl bir laboratuvar belirteci olabilir (Saeki ve Tamaki, 2006). Atopik dermatitli
siit cocuklarinda yapilan bir ¢alismada atopik dermatitli ¢ocuklarin saglikli cocuklara
gore serum TARC diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu ¢aligmada
serum TARC diizeyinin cinsiyet, anne siitii alma ve dogum sekli, ailede atopi
Oykiisiiniin bulunmasi agisindan anlamli bulunmadig1 bildirilmistir (Birtekocak ve

ark., 2016). Insanlarda yapilan baska bir ¢alismada AD hastalarinin serum TARC
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seviyeleri, saglikli grup ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde yiiksek oldugu
bildirilmistir. Ayrica, AD’li hastalarin serum TARC seviyeleri, ciddi hastalik bulgulari
gosteren grupta, orta veya hafif siddetteki hastalara gore arttig1 tespit edilmistir. Ek
olarak AD’li insanlarin TARC diizeyleri tedavinin etkinligine paralel olarak klinik
semptomlarda da iyilesme rapor edilmistir (Kakinuma ve ark,2001). Atopik dermatitli
kopeklerde yapilan bir calismada, serum TARC konsantrasyonlarinin, AD'li
kopeklerde saglikli kopeklere gore onemli dlgiide daha yiliksek oldugu bildirilmistir.
Ayrica serum TARC konsantrasyonlarinin, AD'li kopeklerde, klinik skorlarinin
diismesi ile de korele oldugu tespit edilmistir (Asahina ve ark., 2020). Ev tozu akari
oziitityle yapilan bir ¢alismada ev tozu akari 6ziitli uygulanan grupta, uygulanmayan
gruba kiyasla serum TARC seviyesi daha yiiksek bulunmustur (Chiba ve ark., 2012).
DNCB uygulanarak atopi benzeri dermatit olusturulan farkli ¢alismalarda DNCB
uygulanan gruplarin ortalama serum TARC seviyeleri, uygulanmayan kontrol
gruplarina gore yiliksek oldugu ifade edilmistir (Choi ve ark., 2013a; Choi ve ark.,
2013b; Choi ve ark., 2020). Doku TARC seviyesine bakilarak yapilan ¢aligmalarda
serum TARC seviyelerine paralellik gosteren sonuglar bildirilmistir. Bu ¢alismalarda
atopik dermatit benzeri lezyon olusturulan gruplarda lezyon olusturulmayan gruplara
kiyasla 6nemli 6l¢iide yiiksek bulundugu rapor edilmistir (Lim ve ark., 2018; Ngo ve
ark., 2020). Bizim yaptigimiz calismada ise DNFB uygulanarak atopik dermatit
benzeri lezyon olusturulan grubun kontrol grubuna gore serum TARC seviyesinin
diisiik oldugu goriiliirken, ayrica tedavi uygulanan gruplarinda kontrol grubunun
seviyesinden yliksek oldugu tespit edildi. Diger aragtirmacilarin ortaya koydugu serum
TARC seviyelerinin sonuglari bizim ¢alismamizla paralellik gostermedigi tespit edildi.
AD’nin akut asamasinda Th2 hiicreleri tarafindan salinan TARC’in doku ve serum
seviyelerinde artiga neden olabilecegi bilinmesine ragmen yapilan bu ¢alismada klinik
ve histopatolojik degerlendirmeler dogrultusunda yangisel siirecin gelistigi ancak

bunun serum TARC diizeylerine yansimadig: tespit edildi.

Atopik dermatitin histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular1 yangi
varlig1 ve siddetinin ortaya konmasi ile tedavi etkinliginin degerlendirmesi agisindan
onem arz eder. Bu amacla bizim ¢alismamizda epidermal kalinlik, mast hiicresi sayimu,

dermal yangi ve dermal fibrozisin degerlendirilmesi yapildi. Atopik dermatitte, deri
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biyopsisinin akut, subakut veya kronik dermatit durumlarini ortaya ¢ikarabileceginden
dolay1 hastalig1 direkt tanimlayan histopatolojik bulgular bildirilmemistir. Ancak
kronik asamada, iyilesen veya iyilesmis lezyonlarda yogun kollajen varligi rapor
edilmistir. Ayrica dermal fibrozisin kronik asamada AD’nin goze carpan bir bulgusu
oldugu da ifade edilmistir (Lee ve ark., 2019). Akut AD lezyonlarinin histopatolojik
bulgularinda eozinofillerde artis ile eozinofillerin dermal infiltrasyonu goriiliirken,
kronik AD lezyonlarinda ise kollajen miktarinda artis ve dermal kalinlasmanin 6n
plana ¢ikabilecegi rapor edilmistir. Ek olarak mast hiicrelerinin sayisinda da artis
goriilmekte, ancak notrofil birikiminin sinirl olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jin ve ark.,
2009). Fareler tizerinde DNFB uygulanarak olusturulan AD’de hem epidermisin hem
de dermisin kalinlasmasina neden oldugu ve ayrica nétrofil, eozinofil, lenfosit ve mast
hiicre birikmesi gibi gii¢lii inflamatuar degisikliklerin varligi bildirilmistir (Inagaki ve
ark., 2006). Oxazolone’un tekrarlanan uygulamasiyla alerjik kontakt dermatit
olusturulan farelerle yapilan bir calismada, Oxazolone uygulanan grubun
uygulanmayan gruba kiyasla epidermal kalinliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Ostrowski ve ark., 2014). Atopik dermatitli 31 insandan alinan punch biyopsisinin
histopatolojik degerlendirilmesinde lezyonlu bdlgeden alinan atopik dermatit
orneklerinin, lezyonel olmayan bolgelere kiyasla doku eozinofil yogunlugunun yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Kiehl ve ark., 2001). Ginepiglerde DNCB ile alerjik kontakt
dermatit olusturulan bir ¢alismanin sonunda yapilan histopatolojik degerlendirmeye
gore DNCB uygulanip tedavi edilmeyen grubun dermisinde c¢ok fazla notrofil
infiltrasyonu bulunurken, tedavi edilen gruplarda ise nétrofillerin az sayida oldugu
bildirilmistir (Bhol ve ark., 2004). Deri hasarina neden olan sodyum lauril siilfat ile
indiiklenen C57BL/6 farelerinde yapilan bir calismada, sodyum lauril siilfatin temas
ettirilmesi sonucu epidermiste kalinlasmaya neden oldugu ifade edilmistir (DaSilva ve
ark., 2012). TNBS’nin tekrarlanan topikal uygulamasi ile Nc/Nga farelerinde yapilan
bir c¢alismada, atopik dermatit benzeri lezyonlara sahip gruptaki farelerin
epidermisinde yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu gdozlendigi belirtilmistir
(Taniguchi ve ark., 2003). Ev tozu akar 6ziitii ile atopik benzeri dermatit olusturulan
farelerde yapilan bir calismada, histopatolojik inceleme sonucunda dermis ve
epidermiste onemli bir kalinlagmanin oldugu belirtilmis. Buna ek olarak inflamasyon

alaninda eozinofil ve mast hiicreleri gibi dermal yangi hiicrelerinde artis tespit
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edilmistir (Yamamoto ve ark., 2007; Yoou ve ark., 2018). 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) ile alerjik dermatit olusturulan ratlarda yapilan bir ¢aligmanin
sonucunda dermal yangiyla karakterize histopatolojik degisikliklerin goriildiigii ifade
edilmistir. Lezyonlu bolgede epidermal keratinositlerin proliferasyonu, dermisin
kalinlagsmasi ve epidermal hiperplaziye bagli deri kalinlagsmasi rapor edilmistir (Antwi
ve ark., 2018). Atopik dermatitli kopeklerden alinan deri biyopsilerinde konjesyon,
vazodilatasyon ile yaygin mononiikleer hiicre ve nétrofil infiltrasyonu gibi yangisel
degisikliklerin varligi bildirilmistir (Olivry ve ark., 2001). AD’li ve saglikli kopeklerin
deri biyopsilerinin karsilastirildigi baska bir calismada, AD’li kopeklerin saglikli
kopeklerin derisine kiyasla mononiikleer hiicre sayisinda biiyiik bir artis ifade
edilirken, eozinofil ve mast hiicre sayilarindaki artisin anlamli olmadigim
bildirmislerdir (Nimmo Wilkie ve ark., 1990). Ilag etkinliginin degerlendirildigi
DNFB ile indiiklenmis murin ve fare modellerinde olusturulan atopik dermatit
olgularinda dokunun histopatolojik degerlendirmesinde mast hiicre sayisinda artis
(Inagaki ve ark., 2006; Yamashita ve ark., 2010) ve dermiste fibrozis olusumu
gozlendigi ifade edilmistir (Inagaki ve ark., 2006). Atopik dermatit olusturulan
farelerde yapilan baska bir ¢alismada, deri iltihabindaki belirgin azalmaya ragmen,
dermal ve hipodermal alanlarda yogun kollajen birikiminin sekillendigi ve bunun
fibrozis ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Oh ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda
epidermal kalinlik, dermal yangi, dermal fibrozis ve mast hiicre sayis1 parameteleri
acisindan degerlendirldiginde sadece tasit madde uygulanip yangi olusturulmayan
kontrol grubunun DNFB uygulanan diger gruplara gore diisiik degerlerde oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte tedavinin uygulandigi klinoptilolite ve takrolimus
gruplarindaki tedavi yaniti ile birlikte bu degerlerin DNFB grubuna gore diistik oldugu
bulundu. Bu bulgular 151831nda DNFB uygulanan gruplarda yanginin basarili bir sekilde
olusturuldugu buna bagli olarak yangi parametrelerinde artis gozlendi. Tedavinin

etkinligi ile birlikte yangisel siirecin nispeten sinirlandirildigi kanisina varildi.

Timik stromal lenfopoietin (TSLP), hem farelerde hem de insanlarda atopi ve
ilgili hastaliklarin baglatilmasi, gelistirilmesi ve ilerlemesinde gorev alan bir sitokindir.
TSLP, hem farelerde hem de insanlarda deri, akciger ve bagirsagin bariyer

yiizeylerindeki epitel hiicreleri tarafindan eksprese edilir. TSLP ekspresyonu, AD’li

54



hastalarda lezyonlu derinin epidermisinde, alerjik olmayan dermatitlere veya saglikli
derilere gore daha yiiksek oldugu ifade edilmistir (Indra, 2013). Bambu tuzunun atopik
dermatit benzeri lezyonlar tizerinde etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, DNFB
ile indiiklenen AD farelerinin doku TSLP yogunlugunun tedavi edilen gruplara gore
yiiksek oldugu bildirilmistir (Yoou ve ark., 2018). Atopik dermatitli insanlarda yapilan
bir calismada doku TSLP pozitifliginin lezyonlu deride saglikli kontrol derisine
kiyasla arttig1 bildirilmistir (Luo ve ark., 2013). Ovalbumin ile atopik dermatit
olusturulan farelerin epidermisinde negatif kontrol grubundaki farelere gore TSLP
pozitif hiicrelerin daha fazla oldugu rapor edilmistir (Kim ve ark., 2012). Yaptigimiz
bu c¢alismada doku TSLP pozitifliginin DNFB’nin uygulanmasiyla birlikte arttigi
goriiliirken, tedavi uygulanan gruplarda ise bu artisin nispeten sinirh kaldigi tespit
edildi. Vardigimiz bu sonuglar dogrultusunda, olusan yangisel siire¢te mast hiicre

sayisindaki artiga paralel olarak doku TSLP pozitifliginde artis oldugu kanisina varildi.

Takrolimus (TCI) merhem topikal kalsindrin inhibitoriidiir ve 6zellikle atopik
dermatitin tedavisi icin gelistirilen topikal uygulamalardan biridir. TCI'lerin daha
secici bir etki sekli vardir. TCI'ler spesifik olarak AD'nin patogenezinin altinda yatan
temel immiinolojik mekanizmalar1 hedefler ve dncelikle lezyonlu derideki T hiicreleri
tizerinde etkili olmaktadir (Yamashita ve ark., 2010; Rustin, 2007). Atopik dermatitli
farelerde 9%0,1’lik takrolimusun, klobetazol propiyonat ve betametazon maleat ile
karsilastirildig: bir calismada, dermatit skoru, kasinma davranisi, doku kurulugu ve
eozinofil sayist agisindan etkin bulunurken, epidermal kalinlik, mast hiicre sayis1 ve
doku TSLP yogunlugu agisindan nispeten yetersiz oldugu bildirilmistir (Noguchi ve
ark., 2017). Ev tozu akan 06ziitii ile indiiklenen NC/Nga farelerinde atopik dermatit
tedavisinde takrolimus merhemin 6zellikle kasinma davranisinin baskilanmasinda,
mast hiicre ile eozinofillerin infiltrasyonun azaltilmasinda ve TARC saliniminin
baskilanmasinda oldukga etkili oldugunu gostermektedir (Oshio ve ark., 2009). DNFB
uygulanarak farelerde yapilan atopik dermatitte siklosporin A ve takrolimusun pasif
kutan6z anaflaksinin neden oldugu kasinma davranisinin baskilanmasi ve mast hiicre
kaynakli alerjik reaksiyonlarin supresyonuna katki sagladigi rapor edilmistir
(Yamashita ve ark., 2010). DNFB ile atopik dermatit olusturulmus farelerle yapilan
bir calismada DNFB’nin olusturdugu giiclii inflamatuar degisiklikler (epidermis ve
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dermisin kalinlagmasi ile eozinofil ve lenfositlerde artis) deksametazon ile belirgin
sekilde baskilanabilirken takrolimusun antienflamatuar etkisinin daha az belirgin
oldugu ifade edilmistir (Inagaki ve ark., 2006). K&pekler iizerinde yapilan bir
caligmada takrolimus tedavisinin lokalize hastaligi1 olan kopeklerin, yaygin hastalig

olan kopeklere gore daha iyi yanit verdigi bildirilmistir (Marsella ve ark., 2004).

Dogal klinoptilolite zeolit, mikro gézenekli, iyon ve kristal su ile doldurulmus
bir tiif tagidir. 0,4 nanometrelik kristal kafes kanallarina sahip bir aliiminyum silikattir.
Klinoptilolite zeolitlerinin temel yapisi, yaklasik 4 Angstrdm boyutunda (1 Angstrém
= 1010 m = 0,1 nm) i¢inde bosluklar olan kristal bir kafestir. Simdiye kadar dogal
zeolitlerde (klinoptilolitlerde) en az 34 mineral tespit edilmistir. Yalnizca klinoptilolite
zeolit, insan ve hayvanlarin tedavisi i¢in uygundur. Tolere edilebilir dozlarda
verildiginde uzun vadede insanlarda ve hayvanlarda higbir zararli etkisi bulunmamistir
(Hecht 2011). Klinoptilolit tozu, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve emici 6zellikler

sergilemektedir.

Fare, rat ve kopeklerin ¢esitli tiimor tiplerinde yapilan model bir ¢alismada,
klinoptilolitenin diyetle alinmasi sonucunda genel saglik durumunda iyilesmeye,
yasam siiresinin uzamasina ve timor boyutunun kiiciilmesine katki sagladigi
belirtilmistir (Pavelic ve ark. 2001). Parsiyel hepatektomi uygulanan sicanlarda
klinoptilolitein oral uygulmasinin lipid peroksidasyonunu azalttigi ve karaciger
fonksiyonlarmin normallesmesine katki sagladigi rapor edilmistir. (Saribeyoglu ve
ark., 2011). Fareler iizerinde yapilan yaslanmayla iligkili nrodejenerasyon olusturulan
hayvan modellerinde diyetteki zeolitin mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri tiretimini
azalttig1, hipokampusta siiperoksit dismutaz aktivitesi arttirdigi ve fare beyninde
amiloid seviyelerini diisiirdiigli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Montinaro ve
ark., 2013). Yara iyilesmesi iizerinde yapilan 5 farkli tedavi materyalinin
degerlendirildigi bir calismada, klinoptilolitein yara iyilesmesine anlamli derece katki
sagladig1 bildirilmistir. Mikroskobik olarak yara bolgesinde inflamasyonu diigtirdiigti
ve kollajen olusumu ve fibroblast proliferasyonunu arttirdigi rapor edilmistir.
(Uraloglu ve ark.,, 2012). Ratlarda mastektomi yapilan bir ¢aligmada lokal
klinoptilolite uygulamasiyla yara bolgesinin histopatolojik degerlendirilmesinde fibrin

birikimi, konjesyon, 16kosit, fibroblast, lenfosit ve makrofaj degerleri agisindan fark
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olsada istatistiksel olarak onem arz etmedigi ancak sero-emici 6zelligi bakimindan
seroma olusumunu azalttig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Aksoy ve ark.,
2019). Diyabetli ratlarda inflamutuar hiicre sayisi, fibroblast, kollajen yogunlugu ve
yara biiylikligliniin degerlendirilerek yara iyilesmesi iizerine yapilan bir ¢alismada
klinoptilolite uygulanan grubun makroskopik gozlemler ve histopatolojik bulgulara
gore etkili bir tedavi se¢enegi olabilecegi bildirilmistir (Gokge ve ark., 2018). Ratlar
tizerinde diyete farkli dozlarda klinoptilolite katilimiyla yapilan bir ¢alismada, %6
oraninda klinotilolite katiliminin kollajen yogunlugunu ve epidermal kalinligi
arttirdig1 rapor edilmistir (Demirel ve ark., 2015). Yara tedavisinde kullanilmak tizere
antimikrobiyel pansuman materyali olarak jelatin bazli klinoptilolite ve giimiis iceren
preparatlarin yara bolgesindeki Escherichia coli ve Staphylococcus aureus liremesini
azaltarak yara iyilesmesine katki saglayabilecegi arastirmacilar tarafindan rapor

edilmistir (Hubner ve ark., 2020).

Takrolimus, Oncelikle etkilenen derideki T hiicreleri iizerinde etki ederek T
hiicre aktivasyonunu 6nledigi ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini baskiladigi
diistiniilmektedir. Sitozolik FK506 baglayici proteine-12 baglanarak kalsindrin
enziminin aktivitesini inhibe eden bir kompleks olusturdugu ve T hiicresi
aktivasyonunu bloke ettigi ileri siirlilmektedir. Takrolimus spesifik olarak AD'nin
patogenezinde yer alan bagisiklik hiicrelerini etkileyerek, mast hiicrelerinde,
eozinofillerde ve bazofillerde sitokin {iretimini ve salinimini bloke eder, antijen sunan
dendritik hiicreler tarafindan T hiicre aktivasyonunu inhibe eder ve inflamatuar
dendritik epidermal hiicrelerin sayisini azaltir (Rustin, 2007). Klinoptilolitin bir kafes
olarak hareket ettigi ve molekiiliin ¢esitli iyon ve bilesikleri hapsetmesine olanak
sagladigr diistintilmektedir. Klinoptilolitin MHC smif II, makrofaj ve diger
mononiikleer fagositik hiicreleri aktive ederek sitokinler iizerinde etkisi oldugu ileri
stiriilmektedir. Klinoptilolite, IL-1 ve TNF-alfa faktor gibi proinflamatuar sitokinler
ve aktivator protein 1, niikleer faktor beta gibi transkripsiyon faktorlerinin salinimina
neden olarak T hiicre miktarinda artiga neden olmaktadir. Sitokin etkinliginin,
graniilasyon dokusu olusumunu hizlandirarak yara iyilesmesinde etkili oldugu
bildirilmistir (Tunk, 2011). Tacrolimus ve klinoptilolite uygulanarak yapilan tedavinin

basladig1 6.hafta itibariyle eritem, 6dem, likenifikasyon, siyrik, kuruluk ve
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kabuklanma dahil olmak iizere DNFB'min neden oldugu atopik benzeri dermatitin
klinik bulgularin siddetini her iki ilacinda 6nemli 6l¢iide azalttig1 tespit edildi. Klinik
iyilesme bakimindan tedavi gruplar1 degerlendirildiginde klinoptilolite grubunun
ortalama klinik skorunun takrolimus grubuna gore tedaviye baslanan ilk haftadan
itibaren daha diisiikk bulunmasina ragmen istatistiki farkin 6nemli olmadig: tespit
edildi. Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmede klinoptilolite
uygulanan grubun epidermal kalinlik azaltilmasi agisindan takrolimus uygulanan
gruba gore belirgin derecede etkin oldugu degerlendirilmistir. Dermal yangi, dermal
fibrozis ve mast hiicresi bakimindan klinoptilolite uygulanan grubun takrolimus
grubuna gore daha diisiik bulunmasina karsin tedavi etkinligi agisindan bu farkin
istatistiki olarak Onem arz etmedigi goriilmiistir. TSLP yogunlugu acisindan
takrolimus uygulanan grup klinoptilolite uygulanan gruba gore diisiik bulundu ancak
bu farkin istatistiki olarak dnem arz etmedigi goriilmiistiir. Serum TARC seviyeleri
degerlendirildiginde takrolimus ve klinoptilolite uygulanan gruplarin birbirine ¢ok
yakin bulunmakla birlikte, DNFB uygulanan gruptan yiiksek kontrol grubundan da
diisiik olmasi sebebiyle bu tedavi uygulamalarimin serum TARC seviyelerine

etkimedigi diisiiniildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Kopeklerde goriilen dermatolojik rahatsizliklar, hayvanin ve sahibinin yasam
kalitesini etkilemekte ve refah seviyesinde diisiislere neden olmaktadir. Tek ve kesin
bir tedavinin olmamasinin nedeni olarak, karmasik ve hala tam aydinlatilamamis
patogenezi disiiniilebilir. Kaginmanin azaltilmasi, AD hastalarinin yasam kalitesini
iyilestirmek i¢in en etkili terapdtik stratejidir. Uzun yillar boyunca AD'nin tedavisinde
lokal veya sistemik kortikosteroidler hakim olmustur. Bu steroidler, AD'nin
iltihaplanmasin1 azaltmada etkili olduklar1 i¢in hala ilk tedavi secenegi olarak akla
gelmektedir. Ancak bu steroidlerin yan etkileri siklikla gézlenmektedir. Bu nedenle,

AD ig¢in yeni ve etkili tedavilerin gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir.

Bu calismada, farelerde olusturulan atopik dermatit modelinde, tedavide uzun
stiredir kullanilan takrolimus krem ile klinoptilolitin etkinliginin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Lokal bazi klinik ve histopatolojik parametrelerin iyilesmesine
acisindan katki sagladigi goriilmekle birlikte takrolimus ile kiyas edildiginde ise bazi
parametrelerin diizeltilmesi agisindan da daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Olusturulan
bu fare modelinin gerek insan ve gerekse de veteriner hekimligimizin 6nemli problemi
olan kopek AD’sine ve tedavisine de katki saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Sonu¢
olarak klinoptilolitin lokal lezyonlar1 olan atopik dermatit tedavisinde giivenli bir
alternatif olabilecegi kanisina varilmistir. Klinoptilolitinin atopik dermatitin
tedavisinde etkinliginin desteklenmesi bakimindan, daha ¢ok sayida ve kapsaml
caligmalara gereksinim vardir. AD'nin tedavisinde klinoptilolitin terapotik
potansiyelinin ve molekiiler mekanizmasini aydinlatmak i¢in daha ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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