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OZET

FILAGRIN POLIMORFiZMLERININ BESIN ALERJIiSi VE
ATOPiIK DERMATIT iLE iLISKiSININ ARASTIRILMASI

Nese VARDAR
Yuksek Lisans, Biyoloji Boliumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Erol AKSOZ
Ocak 2014, 57 Sayfa

Filagrin (FLG), deri bariyerinin olusumunda yer alan ve epidermal farklilagma kompleksi
icerisinde gorev alan bir proteindir. Calismalar, FLG genindeki degisikliklerin alerjen
duyarliligi, alerjik hastaliklardan iktiyozis vulgaris, alerjik rinit, atopik dermatit, besin

alerjisi ve astim ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Atopik hastaliklarin bir siire¢ icerisinde birbirleriyle iliskili olduklar1 gosterilmistir. Bu
atopik bulgularin dogal seyrini ifade eden siirece ‘atopik yiiriiylis’ adi verilir. Atopik
yiriyiiste genellikle ilk karsilagilan alerjik hastalik atopik dermatit olup bunu besin
alerjisine ait klinik bulgular izler. Atopik dermatit alerjik siirecin baslangi¢ noktasi olarak
kabul edilir. Yasamin daha sonraki yillarinda ise solunum alerjilerine duyarlilik gelismekte
olup astim ve alerjik rinit bulgular1 tabloya eklenir. Son yillarda yapilan ¢alismalar atopik
yiriiyiisiin  ilk basamagini olusturan atopik dermatit ve besin alerjisi arasindaki iligkinin
temel sebeplerinden birinin de epidermal bariyer disfonksiyonun ortaya ¢ikmasina neden

olan filagrin genindeki degisiklikler olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismanin amaci filagrin genindeki degisikliklerin atopik dermatit ve besin alerjili
bireylerdeki sikliklarin1 Tiirk toplumunda ortaya koymak ve bu gendeki degisikliklerin

atopik yiiriiyiisteki olasi roliinii ortaya ¢ikarmaktir.



Bu amag¢ dogrultusunda, filagrin geninin 3. ekzon 1. tekrarinda yer alan R501X ve
2282del4 FLG mutasyonlari, 458 hasta ve 128 kontrol grubu bireyde PZR-RFLP yontemi
kullanilarak taranmistir. R501X ve 2282del4 FLG gen bolgeleri 6zglin primerlerle
amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonrasi R501X amplikonlar1 Hinlll, 2282del4
amplikonlar1 ise Adel restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. C/T tek nukleotit
degisimi ile sonuglanan R501X polimorfizmi ve CAGT delesyonu ile sonuglanan 2282del4
polimorfizminin yabanil, heterozigot ve homozigot genotipleri incelenmis, ancak her 2
polimorfizmde de anlamli sonug gézlenmemistir. R501X FLG mutasyon siklig1 hasta ve
kontrol grubunda %0; 2282del4 FLG mutasyon siklig1 ise hasta grubunda %0.7, kontrol

grubunda %0.8 olarak saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Atopik dermatit, atopik yiiriiyiis, besin alerjisi, filagrin

polimorfizmleri
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Filaggrin (FLG), involved in the formation of skin barrier and be assigned in epidermal
differentiation is a protein complex. Studies have shown that changes of FLG gene
associated with allergen sensitivity and allergic diseases which are ichthyosis vulgaris,

allergic rhinitis, atopic dermatitis (AD), food allergy and asthma.

Atopic diseases are related to each other in a process. Process representing natural course
of atopic evidence is called as an “atopic march”. In the atopic march, first encountered
atopic allergic disease is generally atopic dermatitis, and then the clinical signs of food
allergy occur. Atopic dermatitis is considered to be the origin of the allergic process.
Sensitivity of airway allergen is developed in the later years of life and allergic rhinitis and
asthma are added to disease table. Recent studies have shown that epidermal barrier
dysfunction resulted from filaggrin gene alteration might be root cause of the relation

between atopic dermatitis and food allergy which are the first step of atopic march.

The aim of the study is to reveal the frequency of changes in FLG gene within a group of
individuals with AD and food allergy in Turkish population and also to determine the role
of filaggrin gene in atopic march.



For this purpose, R501X and 2282del4 FLG mutations which are located 3. exon’s 1.
repeat of FLG gene were screened using PCR-RFLP method in 458 patient and 128 control
groups. R501X and 2282del4 FLG gene regions were amplified with specific primers.
After the amplifications, amplicons of R501X were cut with Hinlll restriction
endonuclease enzyme and amplicons of 2282del4 were cut with Adel restriction
endonuclease enzyme. Wild, heterozygote and homozygote genotypes of R501X which is
a result of C/T single nucleotide polimorphism and 2282del4 which is a result of CATG
deletion were investigated, but significant result weren’t observed in R501X and 2282del4
FLG gene polymorphisms. Frequency of R501X FLG mutation was determined 0% in
patients and control groups; frequency of 2282del4 FLG mutation was determined 0.7% in

patient group, 0.8% in control group.

Key words: Atopic dermatitis, Atopic march, Food allergy, Filaggrin Polymorphisms
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1. GIRIS

Alerji, antijen-antikor reaksiyonunun olusturdugu oncii bir duyarlilagmanin ardindan viicut
savunma sisteminin reaksiyona hazir hale gelmesi nedeniyle organizmanin asir
hassaslagsmasi1 olarak tanimlanmaktadir. Ilk defa 1906 yilinda Clemens von Pirquet
tarafindan ortaya atilan alerji terimi genel olarak “farklilasmis viicut cevabi1” anlamina
gelmektedir.[1] 1923’de Coca ve Cooke, kalitsal bir egilimi olan asirt duyarlilik
reaksiyonlarini tanimlamak igin ‘atopi’ terimini kullanmistir [2]. Bugiin ise elde ettigimiz
veriler 1s18inda atopi terimi; solunum, sindirim veya temas yoluyla alinan bazi yabanci
antijenlere kars1 B lenfositlerin artmis IgE antikoru yapmasi ile karakterize, astim, alerjik
rinit ve atopik dermatit gibi alerjik hastaliklardan birine veya birden fazlasina yol agma
ihtimali olan kalitsal bir egilim olarak tanimlanmaktadir. Alerji terimi ise, IgE araciligi ile

olusan klinik durum olarak ifade edilmektedir [3,4].

Son yillarda diinyanin pek c¢ok iilkesinde astim ve diger alerjik hastaliklar artig
gostermektedir. Yapilan galigsmalarla astimin global prevelanst %1-18, alerjik rinitin %10-
20, atopik dermatitin gocuklarda %15-30, eriskinlerde %1-3 ve besin alerjisinin ¢ocuklarda

%6, eriskinlerde %3-4 oldugu gosterilmistir [5,6].

Son yillarda arastirmacilar atopik hastaliklar olarak adlandirilan atopik dermatit, astim,
alerjik rinit ve besin alerjisinin nedeni olarak filagrin geniyle iliskili epidermal bariyer

disfonksiyonu iizerinde durmaktadirlar [6].

Epidermal bariyer, yogun su kaybim1 ve deri icine irritanlar, alerjenler ve
mikroorganizmalarin  gegisini engellemektedir [7]. Deri bariyerinin bu koruyucu
fonksiyonu; stratum korneum (SC), siki baglantilar (TJ) ve immunolojik bariyer (dendritik
hicreler (DCs)) ile saglanmaktadir [6].

Keratinositlerin terminal farklilasmasi sonucu sirasiyla; bazal hiicre tabakasi, spinous hiicre
tabakasi, graniiler hiicre tabakasi ve son olarak da kornifikasyon ya da keratinizasyon
olarak isimlendirlen keratinositlerin farklilasmasiyla da epidermisin en iist tabakasi olan
korneum tabakasi (SC) olusur [8,9]. SC; hiicreler arasi lipit tabakalari, kornifiye zarf (CE),
keratin filament ag1 ve keratohiyalin graniilleri olmak {izere 3 temel 6zellik gostermektedir

[10].



Kornifiye tabakanin olugmasi, bir grup major protein sentezini igerir. Kornifikasyonda rol
alan anahtar proteinler 1g21 kromozumunun gen-yogun bdlgesinde kodlanir. Bu bolgeye
epidermal farklilasma kompleksi (EDC) denir. EDC boélgesi 1.62 megabaz biiyiikliigiinde
olup 70 gen ifade eder. Bu genlerden biri de SC’deki hicrelerde meydana gelen

farklilagmada anahtar rol oynayan, filagrin proteinini kodlayan filagrin (FLG) genidir [11].

FLG, EDC bélgesindeki FLG geni adi1 verilen gen bolgesinden >400kDa biiyiikliigiinde
oncul protein olan profilagrin seklinde ifade edilir [6,12]. Aktif olmayan bulyiik profilagrin
onciilleri genis, kompleks, yiiksek oranda fosforlanmigtir ve epidermisin granuler hicre
tabakasinda keratohiyalin graniillerinin ana bileseni olarak bulunurlar [9]. Kornifiye hicre
zarfinin (CE) olusumu boyunca profilagrin defosforile edilir ve kanal aktive edici serin
proteaz/Prss ve matriptaz/matriptaz gibi serin proteazlar tarafindan proteolizize ugratilarak
¢ok sayida fonksiyonel filagrin kopyalart olusturulur [13]. Serbest kalan filagrin
monomerleri dogruca keratin filamentlerine baglanir ve keratinosit hiicreiskeletinin
olusmasini1 saglar. Hiicreiskeletin olusmasii transglutaminazlarla  (TGMs) capraz
baglanma ve peptidil arjinin deaminazlar (PADs) ‘la c¢oziinmez keratin matriks
olusturulmasi takip eder. Lipitler ve diger kornifiye tabaka proteinlerinin olusturdugu bu
son forma deri bariyeri denir. Sonrasinda filagrin gesitli proteazlar tarafindan degredasyona
ugrar ve serbest amino asitler ve tlirevlerinin olusmasini saglar. Bunlarin tamami dogal
nemlendirici faktérler (NMFs) olarak isimlendirilirler ve deri hidrasyonu, pH‘n

ayarlanmasi ve (muhtemelen) UV korunmasina katkida bulunurlar [14].

Epidermal bariyer fonksiyonunda FLG’nin kritik rolii, yaygin dermatolojik ve alerjik
hastaliklarda bu genin patojenik Oneminin temelini olusturur [15]. Deri bariyerinin
biitiinliigiine profilagrinin esas dnemi 2006 ‘da Iktiyosis vulgaris‘li hastalarda fonksiyon
kaybedici mutasyonlar olan (loss-of-function mutations) R501X ve 2282del4
mutasyonlarinin kesfiyle farkedilmistir [16,17]. Yapilan ¢alismalar FLG mutasyonlarinin
topluma 6zgii oldugunu gostermis ve bugiline kadar Asya ve Avrupa populasyonlarina 6zgi
49 kesilme mutasyonu (truncating mutation) tanimlanmistir [15]. FLG mutasyonlarinin
atopik dermatit ve diger atopik hastaliklar i¢in major bir risk faktorii oldugu bilinmektedir
[16].

Atopik dermatit (AD); bebeklik ve erken cocukluk déneminde yaygin olarak goriilen,
kasintili ve iltihapli deri ile karakterize kronik inflamatuvar bir deri hastaligidir [18].

AD’nin klinik fenotipi; yatkinlik genleri, konagin ¢evresi, enfeksiydz ajanlar, epidermal
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bariyer disfonksiyonu ve sistemik ve lokal immiinolojik cevap arasindaki kompleks

etkilesimler ile karakterizedir [19].

AD, alerjen-6zgun IgE antikorlarinin varligi ya da yokluguna gore intrinsik ve ekstrinsik
AD olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir [20]. Ancak intrinsik tipin AD ‘nin ayr1 bir formu
olduguna dair arastirmacilar arasinda fikir birligi bulunmamaktadir ve bazi arastirmacilar
intrinsik tipi, atopiform dermatit ya da pseudo-atopik dermatit olarak adlandirmaktadir.
AD’li hastalarin %20’sinde gozlenen intrinsik tip; degismeyen total serum IgE degeri,
protein olmayan alerjenlere duyarlanma, ilerleyisinde diger atopik hastaliklarin
g0zlenmemesi, normal epidermal bariyer, FLG mutasyonlarinin bulunmamasi ve diisiik
Th2-yiiksek Thl immiin cevabiyla karakterizedir. AD’li hastalarin %80’inde gozlenen
ekstrinsik tip ise; yliksek total serum IgE degeri, protein alerjenlere duyarlanma, hastalik
seyrinde diger atopik hastaliklarin da tabloya katilmasi, epidermal bariyer disfonksiyonu,
FLG mutasyonlar1 ve yiiksek Th2 immiin cevabiyla karakterizedir. Intrinsik AD‘nin
nedenleri ve mekanizmalar1t tam olarak aydinlatilamamistir. Buna ragmen ekstrinsik
AD‘den normal epidermal bariyer fonksiyonu ve IFN y dretim potensiyeliyle ayirt
edilebilmektedir [21].

AD’nin deri inflamatuvar cevabi; T lenfositler, dendritik hiicreler (DCs), makrofajlar,
keratinositler, mast hicreleri ve eozinofillerin aktivasyonuyla karakterizedir [18]. AD
genellikle en ¢ok IgE aracili mekanizmalar ile iliskilidir ve hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda
yuksek IgE seviyeleri gozlenir. AD Th1/Th2 paradigmasi i¢inde Th2 immdin cevap ile
karakterize edilmesine ragmen, calismalar AD’nin immiinolojisinden bifazik immiin
cevabin sorumlu olabilecegini gostermistir. AD’nin akut fazinda Th2 immin cevap
baskinken, kronik faza gecildiginde daha ¢ok Thl immiin cevap baskin olarak
gozlenmektedir [22]. AD patogenezi hala tam olarak anlasilabilmis degildir, ancak
epidermal bariyer disfonksiyonuyla artan alerjen maruziyeti sonucu T hcrelerin
duyarlanmasiyla olusan immiin cevabin AD patogenezinin temelini olusturdugu
bilinmektedir [23].

AD’li hastalarda epidermal bariyer disfonksiyonu ve immiin cevap yetersizligi gibi ¢esitli
faktorler sebebiyle; S. aureus basta olmak iizere bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlar

yaygin olarak goriilmektedir [11]. AD ile birlikte seyreden S. aureus enfeksiyonlarinin deri



bariyerindeki hasar1 daha da arttirarak alerjik duyarlanma ve inflamasyona katkida

bulundugu gosterilmistir [24].

Yapilan farkli gen linkaj calismalarinda g¢esitli kromozom bolgeleri AD ile iliskili
bulunmustur [22]. AD ile ilgili yapilan ¢aligmalarda uzun siire immiinolojik hasara neden
olan genler iizerinde durulmus, ancak sonrasinda dnemli bir epidermal yapisal proteini
kodlayan FLG genindeki mutasyonlarin kesfiyle, epidermal bariyer hasarlar1 AD patolojik

modellerinin merkezi olmustur [25,26].

FLG mutasyonlarmin besin alerjilerine kutandz maruziyette, derinin proteinlere
gecirgenligini arttirarak alerjik duyarlilik riskini arttirmada anahtar bir rol oynadigi
diistintilmektedir [27]. Hastaligi agir-orta AD seklinde ilerleyen yaklasik her 3 ¢ocuktan
1’inde besin alerjisi bulundugu gosterilmistir [28]. Besin alerjisi; IgE aracili,
IgE aracili olmayan ve ikisinin karigimi olan karisik tip olarak siniflandirilmaktadir [29].
AD’nin seyrinde, hem IgE aracili hem de IgE aracili olmayan reaksiyonlarin goérildiigii
karisik tip besin alerjisi eslik etmektedir [30]. Ancak AD ve besin alerjisi arasindaki iligki,
immunolojik mekanizmalar heniz tam olarak aydinlatilamadigr i¢in karmasik bir konu
olarak kabul edilmektedir [31].

Farkli toplumlarda yapilan genetik ¢alismalar; FLG mutasyonlar1 sebebiyle ortaya ¢ikan
epidermal bariyer disfonksiyonunun, atopik dermatit, alerjen duyarlanma ve AD ile iliskili
astim gelisimini arttirdigini gostermektedir [32]. Genel olarak bebeklik déneminde alerjik
hastaliklardan ilk karsilasilan AD’dir. Sonrasinda tipik olarak AD‘yi besin alerjisi izler.
Cocukluk doneminde ise bu hastalik tablosuna astim ve alerjik rinit de katilir. Bu atopik
belirtilerin AD’den alerjik rinit ve astima dogru ilerleyisi atopik yiiriiyiis olarak

tanimlanmaktadir [5,33].

Besin alerjisi ile AD atopik hastalik siirecinde genellikle birlikte goriildiigii i¢in, IgE-aracili
besin alerjisi bulunan ¢ocuklarda alerjik rinit ve astim gelistirme riskine tek basina olan
etkisi bilinmemektedir [34]. Astim ve AD arasindaki iliski atopik yiiriiyiiste farkli ve heniiz
aydinlatilamamis mekanizmalarin bulunmasi sebebiyle tam olarak agiklanamamaktadir.
Ancak astim ve AD ‘nin yiiksek IgE seviyeleri, Th2 sitokinleri, lezyonal ve periferal
eozinofiller ve cevresel tetikleyicileri gibi ortak imminolojik 0zellikleri igerdigi

bilinmektedir [35]. Yapilan ¢alismalar; agir AD’si bulunan hastalarin %70’inde, orta AD’si
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bulunan hastalarin %30’unda ve genel populasyonun yaklasik %8’inde astim gelistigini
gostermektedir [36]. Astimin atopik yiiriiyiis igerisinde ikincil bir duyarlanma oldugu
distiniilmektedir.  Sadece epidermal bariyer disfonksiyonu sonrasinda FLG
mutasyonlariyla iligkili AD’si bulunan hastalarda astim gelisiminin gozlenmesi bu
diisiinceyi dogrulamaktadir. Ancak FLG mutasyonlarinin astim ve alerjik rinite olan etkisi
alerjik  hastaliklardaki mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamasi sebebiyle

bilinmemektedir [35].

Yapmay1 planladigimiz c¢aligmada; FLG geninde yaygin olarak goriilen ekzon 3
bolgesindeki tekrar 1’de yer alan, C/T tek niikleotit degisimi ile sonuglanan R501X ve
ekzon 3 tekrar 1’de yer alan, /CAGT/ delesyonu ile sonuglanan 2282del4 bos (null)
mutasyonlarinin besin alerjisi ve atopik dermatitle olan iliskisini kendi toplumumuzda
ortaya koymayr amaglamaktayiz. Caligmamizin diger dnemli bir amaci; atopik dermatitli
bireylerin bir grubunda ilerleyen donemde gozlenen besin alerjisi ile filagrin genindeki
R501X ve 2282del4 fonksiyonel polimorfizmlerinin iliskisini degerlendirmek ve atopik

yiiriiyiisteki roliinii belirlemektir.

1.1 Genel Bilgiler
1.1.1 Epidermal Bariyer

Epidermis; kompleks, son derece dinamik, kendini yenileyen ve viicudun ¢ok buyik bir
kismin1 kapsayan bariyer dokudur [15]. Fiziksel (mekanik travma, termal yaralanma,
radyasyon), kimyasal (yakici maddeler, yilizey aktif maddeler, ksenobiyotikler, alerjenler)
ve biyolojik (bakteri, viriis, vb.) cevresel faktorlerden viicudun korunmasini saglar.
Organizmadan c¢evreye kontrolsliz su, iyon ve serum proteinlerinin gegisini Onleyerek

homeostazi muhafaza eder [37,38].

Epidermis proliferasyon yetenegine sahip hiicrelerin (keratinositler) bulundugu stratum
bazale ve birkag yiizeysel tabakadan olusan stratum spinozum, stratum graniilozum (SG)
ve son olarak stratum korneum (SC) tabakalarindan olusur [6] [Sekill.1]. Hucre
proliferasyonu sadece bazal tabakadaki hiicrelerde goriiliir. Diger tabakalari olusturan
hiicreler, bazal tabakadaki yeni olusan hiicrelerin goc¢iiyle meydana gelir. Spinozum
tabakasindaki hiicreler SG tabakasinda farklilasip yassilasarak, lamellar ve keratohiyalin
graniillerini olusturmaya baslarlar. Graniilozum tabakasi, epidermis kiitlesinin % 80-90°1m

olusturan ana protein bilesenleri keratin ve filagrin icerir. Lamellar graniiller; yaglar,
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ekstraseliiler yapisal proteinler, hidrolitik enzimler ve katelisidin ve [-defensin gibi
antibakteriyal peptitlerden olusmaktadir. Graniiler hiicrelerde siki baglantt (TJ) ve
desmozom hiicreler arasi baglantilar1 bulunmaktadir. SG*de yer alan Langerhans hiicreleri,

epidermiste immiin bariyer olarak gérev almaktadir [6,15,39].

SG‘nin en iist katmanina dogru gidildik¢e siki baglantilar (TJ) kaybolur ve kornifiye
tabaka olusana kadar devam eden kornifikasyon baslar [6,8]. Kornifikasyona ugrayan
keratinositler DNA igeriklerini ve g¢ekirdek yapilarin1 kaybederek korneosit adini alirlar
[39]. Seramid, kolestrol, serbest yag asitleri gibi interseliiler lipitler ve proteinleri iceren,
esnek ve gecirgen olmayan, kornifiye zarf (CE) adi verilen membranlar1 bulunan sikica
paketlenmis korneositler; korneodesmozomlarla birbirlerine baglanarak SC tabakasini

olustururlar. [8,39,40]

Keratenositlerin ~ korneositlere  farklilagmasi1  epidermal bariyer fonksiyonunun
korunmasinda kritik rol oynar. Kornifiye tabakanin olusmasi, bir grup major protein
sentezini igerir. Bu proteinler transglutaminazlarla birbirine ¢apraz baglarla baglanarak
ekstraselliiler ortama kovalent olarak baglanan lipid bir zar olustururlar. Kornifikasyonda
rol alan anahtar proteinler 1g21 kromozumunun gen-yogun bolgesinde kodlanir. Bu
bolgeye epidermal farklilasma kompleksi (EDC) denir. EDC bolgesi 1.62 megabaz
biiyiikliigiinde olup 70 gen ifade eder. Bu genlerden biri de SC’deki hiicrelerde meydana
gelen farklilagsmada anahtar rol oynayan, filagrin proteini kodlayan filagrin genidir (FLG)
[11].



Dis Cevre

SC Bariyer
{Hava-Siv1 Arayiiz)

A) 5C

| D15 T Bariyer
sSG1 g ¥

{sn Cevre)

22 1 TrBariyer

SG3 (S1vi-sivi Arayliz)

Stratum
spinosum i¢ T) Bariyer

S Cevre
Stratum Bazale { G 1

Bazal
membran

Dermis 17

MNPMF ler
Fil

ilagrin degredasyonu e e T L
Filagrin monomerleri

B)-i,..

SC

Deskuamasyon 4. 5—5..":!

SG1

SG2

Mo UL;J — ‘*JL

Desmozom Keratohiyalin Lamellar
grandil graniil

Sekil 1.1. Kornifiye Tabakalasmis Epitel (Epidermis)

A) SC bir hava-siv1 arayiiz bariyer olarak davranir ve canli katmanlar1 kurumaya karsi
korur. TJ ‘ler de SG2 hiicreleri arasindaki paraseliiler boslugu kapatir. LC ‘ler antijenleri
algilayabilmek {izere konumlanmistir.

B) SG3 hiicrelerinin farklilasmasiyla SG2 hiicreleri olusur. SG2 hiicrelerinin arasinda TJ
‘ler (i) vardir ve apikal membranlarindan lamellar graniilleri salgilamaya baslarlar (i1).
SG1 hiicreleri arasinda TJ ‘ler kaybolur (iii) ve son kornifikasyon gerceklesir (iv). Olgun
korneositler kornifiye zarf (CE) ile ¢evrelenir (koyu kahverengi v) ve hiicreler arasi alan
lipid lamellerle doldurulur (kahverengi). Korneodesmozomlar (yesil kare vi) korneositler
arasinda adhezyona aracilik ederler. SC‘nin iist tabakalarmin asidik hale gelmesiyle
LEKTI tarafindan kallikrein iligkili peptidazlar (KLKs) salinir ve korneodesmozomlarin
proteolizisiyle deskuamasyon baslar (vii). SG‘de keratohiyalin graniillerinin bir bileseni
olan profilagrin, filagrin monomerlerine degrade olur. SC*nin iist katmanlarinda ise bu

filagrin monomerleri dogal nemlendirici faktorlere (NMFs) degrade olurlar [6].



1.1.1.1 Epidermal Bariyer Homeostazinin Diizenleyici Mekanizmalari

Cevresel faktorlerden (fiziksel, kimyasal, biyolojik) koruma ve su dengesinin diizenlemesi
gibi ¢esitli koruyucu fonksiyonlar1 bulunan epidermal bariyerin olusumu ve devamlilig

igin birbiriyle iliskili mekanizmalar ve sinyal sistemleri bulunmaktadir [41].

1.1.1.1.1 Epidermisin Kalsiyum (Ca*") iyon Gradiyenti

Epidermiste Ca®* iyonlarmin kantitatif dagilimi homojen degildir. Bazale ve spinous
tabakalarinda Ca®* seviyesi diisiikken, SG tabasinda Ca** iyonu seviyesi pik yapmaktadir
[42]. Deneysel olarak hasara ugratilmus epidermal bariyerde diisik Ca** seviyesi olusumu
gorilmiistiir. Diisiik Ca** seviyesinin sitokinler ve epidermal bariyer hasari ile iligkili

oldugu gosterilmistir [43,44].

Ca®*, epidermiste hiicreleraras1 haberlesmenin saglanmasi ve hiicre farkhilasmasinda
gereklidir. Ca** yoklugunda kadherinler aracilifiyla saglanan hiicrelerarasi haberlesme

zorlasmaktadir [45].

1.1.1.1.2. Deri Yuzey Asitligi
Asidik pH, epidermal bariyerin olusumu, biitiinliiglinlin korunmasi ve koruyucu

fonksiyonu i¢in dnemlidir [46]. Deri pH olusumu i¢in eksojen ve endojen mekanizmalar
sekilde gosterilmistir [47,48] [Sekil 1.2.].

‘ EKSOJEN MEKANIZMALAR ‘

Mikrobiyal deriflorasinin | sebum kkenli maddeler | Ter bezlerinin salgilama
metabolitleri l' aktivitesi

\ Deri Yiizey Ph: 4.5- 5.5
N

Transmembran Na+/H+

Histidinin cis-Gironik aside
degredasyonu Epidermal fosforilasyon sirasinda iyonlaninin taginmasi

\ dretilenyag asitleri /.

‘ ENDOJEN MEKANIZMALAR

Sekil 1.2. Asidik Deri pH Olusumunda Eksojen ve Endojen Mekanizmalar [47].



Epidermal bariyerin bozulmasiyla degisen pH sonucu Staphylococcus aureus ve Candida

albicans gibi bakteri ve mantar kaynakli enfeksiyonlarin gelisimi goriilmektedir [6].

1.1.1.1.3 Stratum Korneumun Hidrasyonu

Epidermiste su dagilimi homojen degildir. SC‘nin {ist katmanlarindan asagilara dogru
gidildikg¢e su oran1 %15°ten %20°‘lere ¢ikmakta, SC ile SG arasindaki sinir noktasinda ise
%A40°lara ulagmaktadir. Epidermisin daha alt tabakalarina gidildiginde ise su oranindaki bu

kademeli artis %70 leri bulmaktadir [47,48].

Bir¢ok  fizyolojik  siire¢  SC‘nin  hidrasyonuna  baghdir.  Deskuamasyonda
korneodesmozomlarin enzimler (glikosidaz ve serin proteaz) tarafindan degredasyona

ugratilmasi i¢in su gereklidir, gerekli olan bu su SC’den saglanmaktadir [49].

SC tabakadaki hicrelerde meydana gelen farklilasmada anahtar rol oynayan filagrinin
enzimatik degredasyonu da suya bagimlidir. SC*nin hidrasyonu azaldiginda filagrin; suyun
SC‘de alikonmasini saglayan, NMF‘lerin bileseni olan higroskopik amino asitlere degrade

olur; boylece epidermal bariyerde su dengesi saglanmis olur [40,50].

1.1.2. Filagrin ve Epidermal Bariyer Disfonksiyonu

1.1.2.1. Filagrin Gen ve Profilagrin Yapisi

Filagrin (filament-agregasyon protein) terimi ilk kez SC‘den izole edilen yapisal
proteinlerin bir sinifin1 tanimlamak i¢in 1981°‘de kullanilmistir [51]. Blylk inaktif
profilagrin onciilleri; genis, kompleks, yiiksek oranda fosforizedir ve epidermisin graniiler

hiicre tabakasinda, keratohiyalin graniillerinin temel bileseni olarak yer alirlar [9] [Sekil

1.31].
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Sekil 1.3. Epidermal bariyer. Graniler tabakada keratohiyalin granullerinde profilagrin
yogun olarak bulunur. Keratinositlerin farklilagmasiyla degredasyon iiriinii olan filagrin,
keratin filamentlerini toplar ve keratinositleri yassilastirarak dis alerjenlere karsi etkili bir

bariyer olusturur [9].

Kromozom 1g21‘de EDC bdlgesinde bulunan FLG geni (~25 kb) 3 ekzon ve 2 intron
icerir. Ekzon 1°de (15 bg) yalnizca 5’ translasyon olmamis (UTR) dizi, ekzon 2‘de (159bg)
translasyon baslatma kodonu bulunur. Ekzon 3‘te ise, N- terminal domaini (A ve B
domainini icerir), 2 tane translasyon olmayan filagrin tekrar domain, 10-12 birbirine
komsu FLG tekrar domain ve C-terminal domain bulunur. Bazi bireylerde FLG

tekrarlarinin 8. ve /veya 10. tekrarlarinda dublikasyon goriiliir [9,14] [Sekil 1.4.].

Elzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3

Kromozom 1q21 FLG gen % . H I .

I . B R
T ~ ‘
N-terminal domain 10-12 filagrin tekrar domaini C-terminal domain
293 amino asit Keratin-baglama fonksiyonu 157 amino asit

Ca’*-baglama fonksiyonu

Sekil 1.4. Filagrin gen ve profilagrin protein yapisi [14].
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N-terminal domaini, A ve B olmak iizere 2 alt domaine ayrilir. A domaininde, S100
protein ailesinin EF-elleriyle benzerligi olan 2 tane Ca*® baglanma motifi bulunur. Bu
motiflerin varhigi (Ca™ profilagrine bu motiflerden baglanir), epidermisin terminal
farklilagsmas1 sirasinda yiirtitiilen profilagrin siirecinde Ca**nin anahtar regiilator oldugunu
gosterir. Profilagrinin filagrin monomerlerine doniisiim siirecinde A ve B domainleri
profilagrinden ayrilir. B domaini niikleer lokalizasyon sinyali igerir ve keratinositlerin
terminal farklilasmasinda N-terminal domaininin ¢ekirdege translokasyonunu kolaylastirir.
Profilagrinin N-terminal domainin, grandler htcrelerin cekirdeklerini kaybederek
cekirdeksiz kornifiye hiicrelere doniisiimii sirasinda rol oynadigr ileri siiriilmektedir

[14,52].

C-terminal domaininin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir, ancak ekspresyonunun
profilagrinden filagrine doniis siirecinde gerekli oldugu goriilmektedir. Ciinkii kesilme
mutasyonuna (truncating mutation) sahip bireylerde 10-12 FLG tekrarlarinin ekspresyonu

goralirken filagrin monomerlerinin olusum siireci ger¢eklesmez [14,53].

Profilagrin sentezinden sonra yogun bir sekilde fosforilasyona ugrar. Bu siirecin keratin
filamentleriyle erken iliskisini engellemek icin gerceklestirildigi diisiiniilmektedir. Ciinkii
sadece defosforile filagrin monomerler keratin-filament-agregasyonu 6zelliklerine sahiptir.
Ayrica fosforile profilagrin son derece ¢oziinmez bir yapida oldugundan keratohiyalin

graniillerine paketlenmesini kolaylastirdig disiiniilmektedir [14,54].

1.1.2.2. Filagrin Sentezi

Graniiler hiicrelerin kornifiye hiicrelere degisimi sirasinda profilagrinin ¢ok sayida
monomerik kopyaya proteolitik doniisiimii, siki bir sekilde kontrol edilen ¢cok basamakli

bir siireci igerir. Bu siire¢ defosforilasyon ve proteoliziz ile baslar.

Profilagrin defosforilasyonunda asit fosfataz ve PP2A-tip enzimlerinde bulundugu birgok
protein fosfataz (PPase) gosterilmistir [55]. Proteolizizde ise serin proteaz matriptaz
(MT/SP1), prostasin (CAP1/Prss8), kallikrein 5 (KLK 5) gibi proteazlar filagrin
monomerlerinin olusumunu saglarlar. Proteaz aktivitesinin kontrolii bir seri inhibitorle
saglanir. Bu inhibitorlerden en iyi karakterize edilmis olan SPINKS geni tarafindan

kodlanan limfo-epitelial kazal tip tripsin inhibitéradir (LEKTI) [56]. LEKTI ‘nin KLK 5%in
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inhibisyonunda anahtar rol oynadig1 bilinmesine ragmen, matriptaz ve prostasin tzerine

olan etkisi heniiz biyokimyasal olarak ac¢iklanamamuistir [14].

Defosforilasyon ve proteoliziz sonucunda fonksiyonel ¢ok sayida 10-12 tane ayr1 37- kDa
filagrin kopyalar1 olusur. Bu etkin kopyalar keratinositlerin igindeki ipliksi hucreiskeleti
destekler, olii hiicreleri kompakt bir katman olarak yassilastirir ve transglutaminazlar
(TGMs) tarafindan kimyasal olarak ¢apraz baglanirlar [57]. Baglanma sonrasi1 peptidil
arjinin deaminazlar (PADs)‘lar tarafindan (PADs‘larin izoformu olan PAD1 ve PAD3lin
filagrin deiminasyonunda gorev aldigi disiiniiliiyor) modifiye edilir [14,58]. Modifiye
edilmis filagrin monomerlerinden stratum korneumda filagrin translasyon sonrasi
modifikasyon enzimleri olan; kaspaz 14, kalpain 1 ve bileomisin hidrolaz (BH) ile serbest
amino asitler ve tirevlerinden (lirokanik asit (UCA), pirolidon karboksilik asit (PCA) gibi)
olusan bir aminoasit havuzu olusur. Buna dogal nemlendirici faktér (NMF) denir. NMF
son derece higroskobiktir ve stratum korneumun hidrasyonunda anahtar rol oynar. NMF
ayrica korneum tabakanin su kaybeymesini 6nler ve esnekligini saglar [53,56,59]. NMF
‘nin yapisinda bulunan amino asit tiirevlerinin pH‘in korunmasinda, ve UV‘den
korunmada etkili oldugu disiiniilmektedir [14,53]. NMF ayni zamanda bariyer
gecirgenligini korur ve epidermisin antimikrobiyal aktivitesinde gorev alir [57].
Epidermisin terminal farklilagmasi sirasinda profilagrin stireci sekilde gosterilmistir [Sekil
1.5.] [14].
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Sekil 1.5. Epidermisin terminal farklilagsmasi sirasinda profilagrin siireci. Graniiler
tabakada profilagrin, keratohiyalin granilleri igerisinde inaktif ve ¢oziinmez bir formda
saklanir. Ca*? seviyesindeki artisa cevap olarak keratohiyalinler degraniile olur ve
profilagrin defosforilasyon ve proteolizizi iceren ¢ok basamakli bir siiregten gegerek
filagrin monomerlerine doniisiir. Bu basamaklarda fosfatazlar (asit fosfataz ve PP2A-tip
enzim gibi) ve proteazlar (proteaz matriptaz (MT/SP1), prostasin (CAP1/Prss8), kallikrein
5 (KLK 5) gibi) gorev alir. Filagrin monomerlerinin ayrilmasimi takiben N-terminal
domaini niikleer translokasyona ugrar ve A ve B domainine degrade olur. Kornifiye
tabakada serbest kalan filagrin monomerleri dogruca keratin filamentlerine baglanir ve
keratinosit hicreiskeletinin olusmasini saglar. Hiicreiskeletin
olusmasini transglutaminazlarla (TGMs) c¢apraz baglanma ve peptidil arjinin deiminazlar
(PADs)‘larla ¢oziinmez keratin matriks olusturulmasi takip eder. Lipitler ve diger kornifiye
tabaka proteinlerinin olusturdugu bu son forma deri bariyeri denir. Deri bariyeri su kaybini
ve alerjenler gibi istenmeyen molekiillerin girisini engeller. Sonrasinda filagrin ¢esitli
proteazlar (kaspaz 14) tarafindan degredasyona ugrar ve serbest amino asitler ve
tiirevlerinin (lirokanik asit (UCA), pirolidon karboksilik asit (PCA) gibi) olugsmasini saglar.
Bunlarin tamami dogal nemlendirici faktér (NMFs) olarak isimlendirilirler ve deri

hidrasyonu, pH‘in ayarlanmasi ve (muhtemelen) UV korunmasina katkida bulunurlar [14].
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1.1.2.3. Filagrin Mutasyonlari ve Epidermal Bariyer Disfonksiyonu

Filagrin (FLG) mutasyonlari hastalik nedeni ve modifikasyonlar1 igerisinde bugiine kadar
en yaygin ve yogun tanimlanmis tek-gen hasaridir [15]. Her ne kadar bu mutasyonlar
fonksiyonel bariyer hasarindan sorumlu tutulsalar da, bu hasarin mekanizmasi halen
aydinlatilabilmis degildir. Ancak insan denekler ve fare modelleri ¢aligmalariyla 6nemli
anlayislar elde edilmistir. Bu calismalar filagrin eksikliginin farklilasmaya 6zgii ¢esitli
etkiler yoluyla hastalik patogenezine katkida bulunabilecegini gostermistir [15].

Deri bariyerinin Dbiitlinliigline profilagrinin esas onemi 2006°‘da iktiyozis wvulgaris‘li
hastalarda fonksiyon kaybi1 ile sonuglanan mutasyonlar olan (loss-of-function mutations)
R501X ve 2282del4 mutasyonlarin kesfiyle fark edildi [16,17]. Bu ¢alismanin ardindan
¢ok kisa bir zaman igerisinde bircok ¢alisma yayimlandi [59]. Yapilan ¢aligmalar FLG
mutasyonlariin topluma 6zgii oldugunu gostermistir [Sekil 1.6.] [15,53] . Sik goriilen
R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 ve daha nadir goriilen S3247X ve R2447X mutasyonlari,
yapilan ¢aligmalar sonucunda beyaz Avrupa populasyonunda %7-10 olarak bulunmustur.
Sonrasinda beyaz Avrupa kokenli populasyonlarda 20°den fazla nadir ve aile-spesifik
fonksiyon-kaybi mutasyonlar FLG ‘nin ekzon 3 bolgesinde kesfedilmistir. Ancak bu
mutasyonlar populasyona spesifiktir ve diger toplumlarda genetik epidemiyolojik
caligmalarin temeli olarak kullanilamamaktadir. Asya populasyonlarinda yapilan
caligmalar sonucunda bu populasyonlardaki FLG mutasyonlarinin farkli oldugu saptanmis
ve kendi mutasyon spektrumlarini gostermislerdir [15,53]. Beyaz Avrupa populasyonunda
sik rastlanan yalnizca 2 mutasyon (R501X ve 2282del4) FLG mutasyonlarinin %80‘inden
sorumluyken, Singapur/Cin’de sik rastlanan 8 mutasyon (E2422X, Q2417X, S2554X,
S2889X, S3296X, R4307X, 3321delA ve 7945delA) FLG mutasyonlarinin % 80’inden
sorumludur [60]. Sasirtict olarak Avrupa‘da sik goriilen R501X ve 2282del4 mutasyonlari

Italyanlarda rastlanmamistir [61].

Bugiine kadar Etiyopya‘da yapilan 40 vakalik bir ¢aligma haricinde Afrika
populasyonunda FLG mutasyonlariyla ilgili bir ¢alisma yapilmamustir. Etiyopya‘da yapilan
calismada da yalnizca 1 tane (632del2) FLG mutasyonuna rastlanmistir [53,62].

14


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=3&ved=0CDUQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.sabah.com.tr%2Findex%2Fiktiyozis_vulgaris&ei=XFS1Uo3dNsOw7AaVsIDYCw&usg=AFQjCNHvcwYuwQ-IayPTTT8RSA8E6YlW5A&bvm=bv.58187178,d.bGE

QIedax

16734l B85 1delAC, 11003del4
Gliasx J Tih7delCA |1029deiCA
5104010 20800 - Ri4]5x
2974delCA $360delG '
621dels
tz-m..»f_rl ' l R14TaX l ' e
l " 1 Jg P 1rom ' J

1' TR TR T TR TTTT i Y
d4]ceid  [dbddel Bla0x 575 deld " ﬁ.ﬁ}’l Tllf'}"a.'llﬂll:'l
Q125%6X E1 795X i

R14714% ' !
4] bl ldgeld 52708X
51695 S5

Sekil 1.6. Asya ve Avrupa populasyonlarinda tanimlanan FLG mutasyonlari. Asya ve
Avrupa populasyonlarina o6zgii 49 kesilme mutasyonu (truncating mutation)
tanimlanmistir. Bu populasyonlarda sik rastlanan mutasyonlar kirmizi, nadir ya da aileye-

0zgu mutasyonlar siyah oklar ile gosterilmistir [15].

Tanimlanan FLG mutasyonlari, anlamsiz mutasyon ya da g¢erceve kaymasi ile beraber
delesyon/insersiyon mutasyonlart olabilmektedir [13]. Bir¢ok distal mutasyon, sinirli da
olsa profilagrin ekspresyonuna izin verir, ancak fonksiyonel filagrin alt Gnitelerinin Gretimi
gozlenmez. Sik rastlanan R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 dur kodonu gibi etki eder ve
filagrin proteini sentezlenmez. C-terminal bolgesindeki mutasyonlar FLG sirecinde

Oonemlidir ve penetrasyonu azaltirlar [63,64].

FLG mutasyonlarinin klinik 6nemi oldukga buyuktir ve [Sekil 1.7]‘de gosterilmistir [65].
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Sekil 1.7. FLG mutasyonlarinin klinik 6nemi [65]

1.1.3 Atopik Dermatit
1.1.3.1. Atopik Dermatit Tanimi ve Siniflandirilmasi

Atopik dermatit (AD), kasintili cilt lezyonlari, immiinolojik bozukluk, bozulmus epidermal
bariyer fonksiyonu ve besin ve cevresel alerjenlere karsi Ig-E aracili duyarlanma ile
karakterize iltihabi bir hastaliktir [56]. Ilk kez 1930°larda Hill ve Sulzberger tarafindan

atopik dermatit teriminden bahsedilmistir [66].

Atopik dermatitin klinik bulgulari genellikle yasa gore 3 asamada tanimlanabilir [Sekil
1.8.A, B, C] [24]. Bebeklikte genellikle ilk ekzematdz lezyonlar yanaklar ve kafa derisi
tizerinde ortaya cikar. Birkac hafta sonra kasint1 ve kasint1 dolayisiyla gelisen kabuklanma
baslar. Cocukluk doneminde fleksiir bolgelerinde, ensede ve ektremitelerin dorsal
kisimlarinda lezyonlar bulunur. Addlesan ve eriskin donemde olusan likenifiye plaklar
fleksiir, bag ve boynu etkiler. Her 3 asamada da kasinti giin boyu devam eder, geceleri

daha da kétiileserek uyku kaybina neden olur ve yasam kalitesini diisiiriir [24].

Akut AD deri lezyonlarinda [Sekil 1.8.D] yogun kasintili  eritemat6z
papuller; ekskoriasyon ve ser0z eksiidasyon ile iligkilidir [18]. Akut ekzamattz plak ve

eklerin histolojik 6zelligi epidermal hiicrelerarasi 6dem (spongiosis) ve dermiste belirgin
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perivaskiler lenfosit, monosit, makrofaj, dentritik hucreler ve birka¢ eozinofil
infiltrasyonudur [24].

Kronik AD deri lezyonlari [Sekil 1.8.E], kronik inflamasyon sebebiyle doku degisikligine
neden olur (list tabakanin hipertrofisi). Bu deri lezyonlar1 dermis ve kuru fibrotik papiiller
icerisinde artan kollajen depolanmasi ve artan deri likenifikasyonuyla kalinlasmig plaklarla
iliskilidir. Dermal mononiikleer hiicre infiltrasyonunda makrofajlar hakimdir.

Enflamatuvar yanita eozinofiller de katilir [18,24].

1980°lerin sonlarinda AD*‘nin ekstrinsik (alerjik ya da klasik) ve intrinsik (alerjik olmayan)
olmak tizere 2 tipi oldugu kabul edilmeye baslandi. Ancak intrinsik tipin AD‘nin ayr1 bir
formu olduguna dair arastirmacilar arasinda fikir birligi bulunmamaktadir ve bazi
arastirmacilar bu tip AD’yi atopiform dermatit ya da pseudo-atopik dermatit olarak
adlandirmaktadir [67,68]. AD‘nin ekstrinsik ve intrinsik olarak 2 ayr1 tipe ayrilmasinda
IgE-aracili duyarlama baz alinmistir, yani besin ve c¢evre allejenlerine karsi spesifik
IgE‘nin varlig1 ya da yokluguna gore bir siniflandirma yapilmistir. intrinsik tipte total
serum IgE degeri degismezken, ekstrinsik tipte yiiksek IgE degerleri goriiliir. intrinsik tipte
protein olmayan antijenlere (6r, metal) duyarlanma gozlenirken, protein antijenlere (besin
ve cevresel alerjenler) duyarlanma g6zlenmez (Malasserizia sympodialis gibi bazi istisna
alerjenler haric negatif deri-prick test). Epidermal bariyer disfonksiyonu ve FLG
mutasyonlart ekstrinsik tiple iligkili bulunurken, intrinsik tipte epidermal bariyer
fonksiyonu korunur ve yapilan c¢aligmalarda iligskili FLG mutasyonlarina rastlanmamuigtir.
Intrinsik tipin havayolu hastaliklariyla (bronsiyal asttm ya da alerjik astim) iliskisi
bulunmaz (atopik yiiriiyiise ilerleyis anlamli dlgiide diistiktiir). Ekstrinsik tipin patojenik
faktori Th2 iken, intrinsik tipte diisiik Th2 faliyeti gozlenir veya Th1l sitokin interferon y
(IFN y)‘nin yiiksek iiretimi gozlenir. Intrinsik AD‘nin nedenleri ve mekanizmalari tam
olarak aydinlatilamamistir. Buna ragmen ekstrinsik AD‘den normal epidermal bariyer

fonksiyonu ve IFN y iiretim potensiyeliyle ayirt edilebilmektedir [21].
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Sekil 1.8. Atopik dermatitin klinik, histolojik ve immiinokimyasal goriinimii. A. 4 aylk
bir bebekte yanak ve sa¢ derisini tutan erken-baslangi¢cli ADnin baslangi¢ lezyonlari. B.
Yetiskinde klasik bas ve boyun AD lezyonlari. C. Yetiskinde tipik, likenifiye fleksor
lezyonlar. D. (hemotoksilen ve eosin) epidermiste spongotik alani gosteren akut lezyonun
tipik histolojik goriiniimii. Y1ldiz isareti belirgin perivaskiiler infiltrasyonu gostermektedir.
E. (hemotoksilen ve eosin) epidermis kalinlagsmasiyla goriilen kronik lezyon. Yildiz isareti

belirgin perivaskdler infiltrasyonu géstermektedir [24].
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Atopik dermatitin daha ¢ok klinik arastirmalarda siddetini degerlendirmek i¢cin SCORAD
(score of atopic dermatitis) indeksi kullanilir. Bu indekste hastaligin yayginligi, yogunlugu
(eritem, paptl, 6dem, likenifikasyon, kuruluk, soyulma), subjektif belirtiler (kasint1 ve
uyku kaybi) birlikte degerlendirilerek hastalik; hafif, orta ve agir olarak simiflandirilir.
SCORAD*1 0-15 olanlar hafif, 15-40 olanlar orta ve 40°‘tan yiiksek olanlar agir olarak
degerlendirilir [69].

Atopik dermatit mekanizmasiyla ilgili 2 hipotez Onerilmistir. Birincisi; immiinolojik
bozukluk sebebiyle lokal inflamasyonun bir sonucu olarak epteliyal bariyer
disfonksiyonuyla IgE duyarlanmasi goriildiigii seklindedir. Digeri ise epiteliyal
hicrelerdeki intrinsik defekt sebebiyle olusan epidermal bariyer disfonksiyonudur;
immiinolojik cevabin ikincil neden olarak ortaya ¢iktigini savunur [24]. Atopik dermatit
Uzerine yapilan gesitli gozlemler sonucunda; genetik, immiinolojik ve gevresel faktorlerin
birbiriyle iligkisiyle kompleks bir etiyolojiye sahip oldugu bilinmektedir [6]. FLG
mutasyonlariin kesfi, bu kompleks hastaligin genetik temelini anlamamizdaki en énemli
atitlimi temsil etmektedir. FLG mutasyonlarinin AD gelistirme riskini 1.2-13 kat artirdig
belirtilmistir [59] Ancak unutulmamalidir ki FLG mutasyonu tasiyanlarin %40’inda
herhangi bir AD belirtisine rastlanmamistir. Bu durum son yillarda yapilan ¢aligmalar
1s1ginda FLG deri ekspresyonunun IL-4 ve IL-13 sitokinleri tarafindan atopik inflamatuvar
cevap ile modiile edildigi diistiniilmesine ragmen, heniiz AD“de genetik ve cevre etkisi tam

olarak aydinlatilabilmis degildir [13].

1.1.3.2.Atopik Dermatit Epidemiyolojisi

Atopik dermatit siklig1 sanayilesmis iilkelerde son 30 yil igerisinde 2 ila 3 kat artarak
cocuklarda %15-30, yetiskinlerde %2-10 olarak gorilmektedir [70]. Atopik dermatit
siklikla erken bebeklik doneminde baglar. Atopik dermatit vakalarinin %451 ilk 6 ayda,
%601 ilk yilda ve % 85’1 5 yasindan Once baglar. Yasamlarinin ilk 2 yili igerinde
hastaliktan etkilenen g¢ocuklarin %350°sinde IgE duyarliligi gézlenmez, ancak hastaligin
seyri sirasinda IgE duyarliligi da ortaya ¢ikar [71]. Cocuklarin %70 kadar1 addlesandan
Oonce remisyona girer. Hastalik erigskin yasta da baslayabilir, bu hastalarin énemli bir
kisminda IgE duyarliligi gézlenmez [72]. Atopik dermatit prevalansinin kentsel kesimlere
kiyasla kirsal kesimlerde daha diisiik olmasi, erken ¢ocukluk doneminde alerjik ajanlara

maruz kalinmamasi sebebiyle alerjik hastaliklarin ortaya ¢iktigin1 savunan hijyen
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hipoteziyle aciklanmaya c¢aligilmigtir. Ancak bu kavram son yillarda atopik dermatit

acisindan sorgulanmaktadir [24].

Son zamanlarda ekstrinsik ve intrinsik AD ‘nin insidanst {iizerine pekgok ¢alisma
yapilmistir. Bu c¢alismalara gore ekstrinsik ve intrinsik AD‘nin insidansi; Alman
cocuklarinda %73-%27 ve %63-%37, Macar eriskinlerde %88-%12, yas1 13-37 araliginda
olan Hollandali hastalarda %78.2-%21.8 ve Korelilerde yaklasik %80-%20 olarak
gosterilmistir. Bu veriler 1s1ginda ekstrinsik AD‘nin baglangi¢ formu oldugu diisiiniilen
intrinsik AD‘nin, AD‘li hastalarin %20°sini olusturdugu bildirilmistir [21]. Turkiye‘de
yapilan bir caligmada AD sikligi %8.1 olarak tespit edilmistir [73].

Ekstrinsik AD*de epidermal bariyer disfonksiyonu bulunmaktadir [21]. Yapilan ¢alismalar
sonucunda FLG mutasyonu tasityan AD°‘li hastalarin yaklasik 9%25-50 oraninda oldugu
gosterilmistir [74].

1.1.3.3. Atopik Dermatit Genetigi

Atopik dermatit gen-gen ve gen-cevre etkilesimlerinden kaynaklanan kompleks genetik bir
hastaliktir [Sekil 1.10.] [24,75]. Genel olarak AD‘nin gelismesinde genetik yatkinligin bir
on kosul oldugu bilinmektedir. Birgok AD‘li hastanin aile hikayesinde alerjik hastaliklar
(astim, alerjik rinit, besin alerjisi) bulunmaktadir. Ancak yine de hastaligin tetiklenmesi
icin cevresel faktorlerle genetigin etkilesimi gerekli goriilmektedir [26]. Yapilan ikiz
caligmalarinda AD goriilme siklig1; monozigot ikizlerde %77 iken dizigotik ikizlerde %15

olarak bulunmustur [24].

Yapilan farkli gen linkaj c¢alismalarinda g¢esitli kromozom bdélgeleri AD ile iliskili
bulunmustur. Bu bélgelerin ¢ogu, AD‘nin patogenezinde 6nemli rolleri olan proteinleri
kodlayan aday genleri icerir [22]. AD ve genetik varyanti ilizerine yayinlanan ilk
caligmanin ardindan pek ¢ok calisma yapilmistir. Yaymlanmig 111 calismada 81 gen
tanimlanmis, bu 81 genin yarisindan fazlasi (46 gen) lizerine en az bir pozitif iliskili
calisma bulunmaktadir. Bu 46 genin 13inin (FLG (filagrin), IL4 (interlokin 4), ILARA
(interlokin 4 reseptor), SPINK5S (serin peptidaz inhibitor, kazal tip 5), CMAL1 ( kimaz
1,mast hiicre), IL13 (interlokin 13), RANTES (kimokin C-C motif ligand 5), CD14 (CD 14
molekili), DEFB1 (defensin beta 1), GSTP1 (glutatyon S- tranferaz), IL18 (interlokin 18),
NOD1 (nukleotid-baglayan oligomerizasyon domain 1), TIM1 (T-hlicre membran protein
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1)) en az 1 bagimsiz ¢aligmada filament-toplayici protein ile iligkisi gosterilmistir. FLG bu

genler icerisinde en ¢ok ¢aligilan gen olmustur [75,76].

Yapilan bir ¢alismada AD ile iligkili immun bozukluga yol acan genler gosterilmistir [Sekil
1.9]. Bu galismanin ileride yapilacak olan genetik iligkili ¢aligmalar i¢in en uygun

adaylarin segiminde 6nemli bir yarar saglayabilecegi diisiiniilmektedir [75].

Hiicre sinyalive etkilegsimleri, hiicresel
hareket ve hematolojik sistem gelisim
ve fonksiyonyolag:

Antijen sunan, hiicre-aracili ve humoral
immiin cevap yolagi

CD14 (monosit farkhlastirma antijen) BCL2A1 (BCL2-iligkili protein A1)

GATA3 (GATA-baglayici protein 3) BDNF (beyin tiirevli nérotrofik faktor)

RANTES (Aktivasyon sonucunda regiile olan,

L4 Normal T-hiicresinde eksprese edilen ve salinan)

IL18 CSF2 (koloni stimiile edici fakttr2)

NODI1 (niikleotid-baglayan oligomerizasyon domain 1) | GSTP1 (glutatyon S-transferazl)

TLR2 (Toll-benzeri reseptdr 1) IL5

IL12B

IL12ZRB1

SOCS3(Sitokin sinyal supresor3)

Sekil.1.9. AD ile iliskili immun bozukluga yol acan genler [75].

AD‘li hastalarda enfeksiyon yatkinligi ve deri kolonizasyonu artmistir ve bir¢ok immiin
fonksiyon geninin bu yatkinlikla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu konuyla ilgili AD
Uzerine yapilan gen iligkili ¢alismalar; TLR2 (Toll-benzeri reseptér 1), NOD 1 ve NOD 2
(nukleotid-baglayan oligomerizasyon domain 1 ve 2), CD14 (interlokin 14) ve DEFBL1 (5-
defensin 1)‘i igermektedir. Bu genler sadece AD‘ye 6zgii degildir, ancak hastaligin klinik

fenotipine katkida bulundugu bilinmektedir.

AD’li hastalarda belirgin olarak gézlenen bozulmus epidermal fonksiyonla iligkili olarak
kromozom 1g21‘de bulunan EDC ile iligkili pek¢ok gen calisilmistir. Bu genler igerisinde
FLG, AD ile en ¢ok ilskisi oldugu diisiiniilen ve {izerinde en ¢ok calisilan gen olmustur
[75,76]. Yapilan bir ¢alismada ciddi bir viral komplikasyon olan Eczama herpeticum
(EH)‘u bulunan AD’li hastalarda viral enfeksiyonu bulunmayanlara goére R501X

mutasyonu 3 kat daha fazla saptanmistir [77].
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Sekil 1.10. AD yatkinligin1 arttiran genlerin tanimlanmasinda genetik epidemiyolojik
yaklasimlar. AD’nin kompleks patolojisi; epitelyal bariyerin hasar1 ve bozulmasiyla
alerjenler, mikroorganizmalar, c¢evresel Kkirleticiler ve iritanlarin epidermis ve dermise
nifus etmesini ve sonucta antijen-sunan hicrelerle (langerhans htcreleri ve dermal
dentritik hiicreler) etkilesimiyle olusan immiin yaniti igerir. SC’nin yapisi, FLG, lorikrin
(LOR), LCEs (kornifiye zarf genlerin genis bir grubu), S100s (S100 kalsiyum baglayici
protein genleri), SPRRs (kiictk prolin zengin protein genleri), SCCE (stratum korneum
kimotriptik enzim kodlayan gen)’nin de iginde bulundugu EDC genlerindeki hasar sonucu
bozulur. TJ‘lerle iligkili CLDN 1 (klaudin 1) genindeki hasarlar da SC’nin bariyer
gorevinin bozulmasi iizerine etkilidir. TLRs, CD 14, NOD 1, NOD 2, DEFB 1 ve IRF 2
(interferon regulator faktér 2)‘ninde iginde bulundugu dogal immiin cevabin bozulmasinin

IgE aracili Th2 cevabin olugsmasina katkida bulunabilegi diisiiniilmektedir [75].
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1.1.3.4 Atopik Dermatit immiinopatolojisi

AD’nin patofizyolojisi; c¢esitli genler, konak ortamlari, enfeksiy6z ajanlar, bozulmus
epidermal bariyer fonksiyonu ve immdanolojik cevaplarin birbiriyle etkilesiminin kompleks
bir iriinlidiir. AD deri inflamatuar yanitlari; T lenfositler, dendrititk hiicreler (DCs),
makrofajlar, keratinositler, mast hucreleri ve eozinofillerin aktivasyonuyla karakterizedir
[18].

Iki fiziksel bariyer (filagrin (FLG) ve siki baglantilar (TJs)) yikildiginda mikrobiyal
invazyon ve replikasyonu onlemek i¢in hizli bir sekilde dogal immiin cevap baglatilir.
Derideki keratinositler ve antijen sunan hiicrelerde bir dizi dogal immiin reseptor bulunur,
bunlardan en bilineni (TLRs) toll benzeri reseptérlerdir. Doku ya da mikrobiyal hasar
durumunda TLR’ler uyarilir; antimikrobiyal peptitler, sitokinler ve komokinlerin
salmmminin gergeklestirilmesi ve TJ’lerin siki baglantilar1 gii¢lendirilmesi ile alerjen ve
mikrobiyal penetrasyon engellenmeye ¢alisilir. AD’li hastalarda yapilan calismalar;
TLR’lerin fonksiyonunda azalmanin oldugunu, S. aureus ve viral replikasyonu kontrol
etmek i¢in keratinositler tarafindan salgilanan antimikrobiyal peptitlerin iretiminde de
bozukluk oldugunu gostermektedir. AD’li hastalardaki bu bozukluklarin, mikrobiyal
kolonizasyon ve kronik deri inflamasyonuna zemin hazirladig: diistiniilmektedir [78,79].
Ayrica bozulmus epidermal bariyer, deride diisiik su igerigi ve yiiksek asidik deri yiizeyi
(~5.0) patojenlerin SC‘den gecisini kolaylagtirmaktadir. En iyl karakterize edilen
patojenlerden olan S. aureus, normal ya da atopik olmayan populasyonlarda %5-%30

oraninda goriiliirken, AD‘li hastalarda bu oran yaklasik olarak %90°lar1 bulmaktadir [80].

AD’nin akut fazinda immiin cevap; Th2 sitokinler (IL-4, IL-13, IL-31), Th22 sitokin, IL-
22 ile ilskilidir [Sekil 1.11.]. Bu sitokinler epidermal farklilasmay1 azaltarak filagrin ve
antimikrobiyal peptit ekspresyonunun azalmasma katkida bulunur. IL-31 epidermal
farklilagma iizerindeki Onleyici etkisine ek olarak kasintiy1 indiikler. Bu kompleks sitokin
profili ve keratinositlerin apoptozunu indikleyen IFN-y ile akut AD lezyonlarinin
olusumu gozlenir. Bu etkinin deride T hiicre aktivitesini uyaran dendritik hiicrelerinin
kontroliinii saglayan IL-10 ile dengelenmeye ¢alisilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak son
yapilan ¢aligmalarla IL-10’un bu koruyucu etkisinin AD‘li hastalarda kortikotropin
salgilatict hormonun (CRH) etkisiyle IL-10’un baskilandig1 gosterilmistir. Ayrica Th 17 ve
IL-17’1in sadece psoriasise aracilik ettigi diisiiniiliirken son yapilan ¢alismalarla AD’de de
etkili oldugu tespit edilmistir [78].
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AD‘de deride, Langerhans hucreleri (LCs) ve inflamatuar dendritik epidermal hucreler
(IDECs) olmak tizere iki farkli antijen sunan dendritik hiicre (DCs) bulunmaktadir.
Dendritik hiicreler ¢esitli deri hastaliklarinda T hiicre cevabinin baslatilmasinda anahtar bir
rol Gstlenirler. Alerjenler tarafindan dentritik hiicrelerin yiizeylerinde bulunan FceRI
reseptorlerinin uyarilmasiyla kemotaktik cevap olusur ve T hiicreleriyle IDEC’lerin
toplanmasiyla immiin cevap gerceklestirilir. AD‘de epidermal keratinositlerde artan
sitokin timik stromal lenfopoietin (TSLP) ile dendritik hiicrelerden Th 2 farklilasmasinda
artis gozlenir. IL-25 ve 1L-33, keratinositlerin de i¢inde bulundugu birden fazla hiicre tipi
ve dogal lenfoid hiicreleri de Th2 yanitini arttirir ve eozinofil ve mast hiicrelerini aktive
edebilir. Mekanik yaralanma, alerjen maruziyeti ve mikrobiyal enfeksiyon durumunda
TSLP, IL-25 ve IL-33 artar ve boylece Th2 yanit1 olusur [18,23,78].
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Sekil 1.11. Atopik dermatitin farkli evrelerinde immdanolojik yolaklar [78].
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1.1.4. Besin Alerjisi
1.1.4.1. Besin Alerjisi Tanimi ve Siniflandiriimasi

Besin alerjisi, besine kars1 verilen immiin cevabi ifade eder [81]. 2010 yilinda US National
Institutes of Alergy and Infectious Disease (NIAID) tarafindan besin alerjisi ‘bir besine
kars1 verilen tekrarli immiin cevap sonucunda olusan olumsuz saglik etkisi’ olarak
tanimlanmistir [82]. Besin alerjilerine karst verilen bu immiin cevabi; IgE aracili,
IgE aracili olmayan ve ikisinin karisimi olan karisik tip olarak siniflandirmak miimkiindiir

[29].

IgE aracili reaksiyonlar, tetikleyici besinin sindirimi ya da tetikleyici besine maruz kalinma
sonrasinda genellikle 2 saat icerisinde semptomlarin akut baglangici ile karakterize edilirler
[29]. En yaygin olarak bilinen besin alerjisi tipidir [30]. Alerjik duyarlilik, alerjen-6zgin B
lenfositlerden farklilagsmis olan plazma hiicreleri tarafindan besin-spesifik IgE (SIgE)
antikorlar1 olusturuldugunda meydana gelir. sIgE antikorlar1 kan bazofil ve doku mast
hiicrelerinin ylizeyine baglanir. Besine tekrar maruz kalindifinda besin yiizeyindeki
antijenik proteinler ile sIgE antikorlar1 arasinda histamin ve lokotrienler gibi bazofil ve
mast hiicrelerinden salinan mediyatorler araciligiyla ¢apraz baglar kurulur ve reksiyon
gerceklesir. IgE aracili reaksiyona sahip besin alerjili bireylerde klinik bir semptom
olmaksizin besin alerjenlerine karsi alerjik sensitizasyona sahip olabilirler. Bu ylizden
diger pek ¢ok faktoriin klinik cevabi etkiledigi disiiniilmektedir. Besin-duyarli bireylerde
klinik cevap mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, besin
alerjisi teshisinde besin-6zgiin IgE o6l¢timi kullanilir. Patofizyolojisine gore IQE aracili
besin alerjisiyle iliskili hastaliklar igerisinde; oral alerji sendromu, Urtiker, anjiyoodem,

anafilaksi gosterilmistir [29,30,83].

IgE aracili olmayan immiin cevap, tetikleyici besine maruz kalimdan 2-6 saat, bazen daha
uzun zamanda ortaya c¢ikar, bu yiizden besin alimmin hemen ardindan reaksiyon
gortlmeyebilir [84]. Immiinolojik reaksiyonlarinda spesifik besin proteinleri tarafindan
aktive edilen T hiicreleri goriiliir. Patogenezindeki farkliligin besin-6zgun mukozal T
hiicreleri tarafindan salgilanan Th2 sitokinleri ve T regiilator sitokinlerin eksikliginden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir [83]. IgE aracili olmayan reaksiyonlarda IgE’den bagka

immiinoglobulinleri igerdigi varsayilmaktadir, ancak tani yontemi heniiz tam olarak
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belirlenememistir. Enterokolit, enteropati, proktokolit, ¢6lyak hastaligr gibi klinik tablolara
neden olabilir [30].

Karigik tip besin alerjilerinde hem IgE aracili hem de IgE aracili olmayan reaksiyonlari
gormek miimkiindiir. Bu tip ile eslik eden hastaliklar arasinda; eozinofilik 6zofajit,
eozinofilik gastroenterit ve atopik dermatit gosterilebilir [30]. [Sekil 1.12.]’te besin
alerjisinde gorev alan T yardimci hiicrelerin 2 tipinin reaksiyon sistemleri gosterilmistir

[85].

Antijen
sunan
hiicre

IL-4
Gecikmis Mast
duyarhlik Makrofaj hur:rest ___,\ hiicresi
reaksivonu

Lenfokin  Mediator IgG2,4 1€M Mediator
IgGl (Histamin vh.)
I l IgA I
- Klinik tablo
Klinik tablo
IgE-aracih

IgE-aracih olmayan

Sekil. 1.12. Besin alerjisinde gorev alan T yardimci hicrelerinin 2 tipinin reaksiyon

sistemleri [85].

1.1.4.2. Besin Alerjisi, Atopik Dermatit ve FLG iliskisi

Atopik dermatit ve besin alerjisi arasindaki iliski, immiinolojik mekanizmalar heniiz tam
olarak aydinlatilamadigi i¢in karmasik bir konu olarak kabul edilmistir. Ancak yayinlanan
calismalar acgikca besin alerjilerinin  AD’li hastalarda semptomlart indiikledigini
gostermektedir [31]. AD‘nin ge¢ evresinde besinin kutandz reaksiyonlarda kiguk bir

etkisinin oldugu, ancak hastalifin ortadan agira dogru gectigi erken dénemde geng
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infantlarda AD‘nin kutandz reaksiyonlarinin siddetlenecegi calismalarda gosterilmistir
[86]. Eriskin AD hastalarinda besin alerjisinin ¢ok az, bebeklik ve okul dncesi ¢ocukluk
doneminde yliksek oranda goriilmesinin nedeni, hala hastaliklarla ilgili mekanizmalarin
tam olarak aydinlatilamamasi sebebiyle agiklanamamaktadir [87,88]. Ortadan agira dogru
ilerleyen siirekli AD’li hastalarda IgE aracili besin alerjisinin prevelansinin daha yiiksek,
yaklagik %35 oldugu tahmin edilmektedir [89]. Hastalig1 agir-orta AD seklinde ilerleyen
yaklasik her 3 ¢ocugun 1’inde besin alerjisi bulundugu belgelenmistir [28].

Inek siitii, tavuk yumurtasi, fistik, bugday, soya, findik ve balik AD’li ¢ocuklarda besin
alerjisinin >%90’1indan sorumludur [28]. Yapilan uluslararasi bir kohort ¢aligmasinda 11.5-
22.5 aylik 2222 AD‘li infantin %64’linde 3. aylarindan 6nce yumurta ve/veya inek siitii
ve/veya fistiga kars1 IgE aracili besin duyarliligi gelistirdikleri bildirilmistir [90]. Yapilan
cift-kor plesebo kontrollii bir calismada da 3-18 aylik AD’li 75 ¢ocukta, 1, 2, 3 ve 4 besine
kars1 besin alerjileri sirasiyla %60, %28, %8 ve %4 olarak bulunmus ve en ¢ok besin

sorununun siit, yumurta ve fistiga karsi olustugu gosterilmistir [82].

Son yillarda FLG mutasyonlarimin AD’nin gelisiminde olast bir mekanizma olarak
diistiniilmesi sebebiyle, AD ve besin alerjisi iligkisi yeniden giindeme gelmistir. Bu
gendeki degisikliklerin besin alerjilerine kutandz maruziyette, derinin proteinlere
gecirgenligini arttirarak alerjik duyarlilik riskini arttirmada anahtar bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir [27,91]. Ingiliz, Alman ve Irlandali fistiga kars1 besin alerjisi bulunan
bireylerde R501X ve 2282del4; Kanadali fistiga karst besin alerjisi bulunan bireylerde
R501X, 2282del4, R2447X ve S3247X FLG mutasyonlarin incelendigi bir ¢aligmada;

besin alerjisi ve FLG mutasyonlari arasinda anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir [92].

Alerjenler deriye epidermis ya da kan yoluyla ulasabilirler. [Sekil 1.13.A] Yapilan birgok
epidemiyolojik ¢alisma besinlerin agiz yoluyla aliminin immiin tolerans gelistirebilecegini,
ancak besin antijenleriyle deri yoluyla temasin alerjik duyarlilik olusumuna yol agacagini
ileri sirmektedir. Cift-alerjen maruz kalma hipotezi de bu bulgulart agiklamak i¢in ileri
striilmistiir. Cift-alerjen maruz kalma hipotezi; besin alerjenlerine deri yoluyla maruz
kalindiginda duyarlilik olusacagini, oysa alerjik proteinlerin tuketilmesi sonucu oral
toleransin gelisecegini savunmaktadir. [Sekil 1.13.B] Hipotez alerjen ve alerjene maruz
kalma yerinin tolerans ya da duyarlilik gelisimini belirleyen 6nemli bir faktoér oldugunu

savunsa da bagka faktorlerin de immiinolojik cevapta etkili oldugu disiiniilmektedir.
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Yayinlanan bir¢ok c¢alisma, atopik dermatit tipi duyarlanmanin atopik yiiriiylise neden

olabilecegini ileri stirmektedir [93-95].

ALLERJI : TOLERANS

Sekil 1.13. (A) AD “de kutandz inflamasyonda alerjenlerin etkisi [95]. (B) Besin alerjisinin
patogenezinde ¢ift-alerjen maruz kalma hipotezi [94].

28



1.1.5. Atopik Yuruyus

Atopik yiiriiyiis; atopik hastaliklarin klinik belirtilerinin tipik bir diziyle ilerlemesiyle
karakterizedir ve atopik olusumlarin dogal gelisim evrelerini ifade eden bir terim olarak
kullanilmaktadir [96]. Bu sure¢ genellikle erken bebeklik evresinde atopik dermatit ve
besin alerjisiyle baslar, ¢ocukluk ve eriskin donemde solunum yolu hastaliklariyla (astim,
alerjik rinit) devam eder [97]. Yapilan ¢alismalar; AD’li ¢ocuklarin %40-%50sinin atopik
yuriiylisten etkilendigini, agir AD’ye sahip hastalarin %70’inde, orta AD’ye sahip
hastalarin %30‘unda ve genel populasyonun %8 ‘inde astim gelistigini gostermistir [89,86].
Epidemiyolojik veriler yaklasik olarak ortadan agira gecen AD‘li her 3 c¢ocukta birinde
besin alerjisi bulundugunu gostermektedir. Ancak besin alerjisi ve AD ile birlikte
goriildiigiinden, besin alerjisinin atopik yiiriiyiise tek basina olan etkisi bilinmemektedir
[28,34].

Atopik yiirliylisiin patogenezi hala tam olarak aydinlatilamamaistir. Son yillara kadar atopik
yiiriiyiisiin i¢erisinde bulunan farkli hastaliklarin ortak 6zelligi spesifik IgE degeri olmasi,
bu degerin ve immiin sistem anomalilerinin atopik yiiriiyliste merkezi bir rol oynadig
diisiiniilmekteydi. Ancak son yapilan caligmalarla, epidermal bariyerdeki hasarlarin
olusumunda 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilen FLG mutasyonlarinin da AD basta olmak

tizere pek ¢ok hastalikla iliskisi oldugu gosterilmistir [Sekil 1.14.] [15,36,98].

FLG mutasyonlariyla atopik astim riski sadece astimin AD ile goriildiigli ¢ocuklarda
artmaktadir. Bu durum havayolu epitelinde de deride oldugu gibi FLG ekspresyonunun
oldugunu ve benzer bir rol iistlendigini diisiindiirmiis, ancak yapilan ¢alismalar havayolu
epitelinde FLG ekspresyonunun olmadigini gostermistir [99]. AD ve astim iliskisi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak AD iligkili astimin FLG mutasyonlariyla iligkisi;
deri epitelyal bariyerinin bozulmasi sonucu olusan alerjik duyarliligin lokal ve sistemik
immiin cevaba neden oldugu hipoteziyle aciklanmakta ve FLG-hasarli fare caligmalariyla
bu hipotez desteklenmektedir [75]. Yapilan bir ¢calismada da, AD ve besin alerjenlerine
duyarlilig1 olan infantlarin yasamlarinin ilk 3 yillarinda FLG mutasyonlarinin varligiyla

astim gelistirmelerinin pozitif prediktif degeri %100 olarak gosterilmistir [97].
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Odd oram, 3.3

Atopik dermatit yoklugunda Atopik dermatit varhginda

Sekil 1.14. Filagrin haplo yetmezligi (haploinsufficiency) ve kompleks hastaliklarin artma
riski. Filagrin haplo yetmezligi filagrin proteinin ekspresyonunun %50 azalmasi olarak
tanimlanmaktadir. FLG mutasyonlarinin fistik alerjisi, AD ve astim risklerinin odds
oranlar1 gosterilmistir. Fistik alerjinin odds degeri mevcut olan tek ¢alismadan alinirken,

AD ve astim odds degerleri meta analizler baz alinarak gésterilmistir [15].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Kandan DNA izolasyonu

R501X ve 2282del4 FLG mutasyonlarinin arastirilmast i¢in gerekli olan DNA o6rnekleri;
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali Alerji
Unitesi’nde, Prof. Dr. Cansin SACKESEN ve ekibi tarafindan kan &rneklerinin toplanmasi
ve kandan DNA izolasyonu yapilarak tarafimiza ulagtirllmistir. R501X ve 2282del4 FLG
mutasyonu i¢in ¢alismaya 458 hasta, 128 kontrol grubu birey dahil edilmistir. Besin alerjisi
tanisi alan hastalardan 8 tanesinin kronik hastaligi bulunmaktadir. Bunlardan 2’si mental
motor retardasyon, 1’i hiper IgE, dolikosefali ve siipheli immiin yetmezlik, 1’i down
sendromu ve konjenital kalp hastaligi, 1’i tiiberoskleroz, 1’1 kistik fibrozis, 1’
fenilketoniri ve 1’i netherton sendromu nedeniyle izlenmektedir. Kontrol grubu; hastaneye
basvurdugunda aktif hastalik sikayeti olmayan, 6zgegmisinde herhangi bir kronik hastalig
bulunmayan ¢ocuklardan olugsmaktadir. Calisma i¢in gerekli etik kurul izni ve ¢alismaya

dahil olan kisilerden birey onam belgesi alinmistir.

2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu tez calismasinda saglikli ve hasta bireylerden aliman kanlardan izole edilmis
DNA’lardan FLG geninin 3. ekzonun 1. tekrarinda bulunan R501X ve 2282del4 gen
bolgelerinin amplifikasyonlar1 baz1 degisikliklerle birlikte Saiki ve arkadagslarinin

gelistirdigi yonteme gore yapilmistir [100]. PZR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere

dizayn edilen primerler sekil tizerinde gosterilmistir [Sekil 2.1.].
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12481
12541
12601
12661

12721
12781

12841
12901

12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561

13621
13681

13741
13801
13861

ACCAGCAGTCAGCAGACAGCTCCAGACACTCAGCCACTGGGCGCGGGCAAGCTTCATCTG
CAGTCAGCGATCGTGGACACCGGGGGTCTAGCGGTAGTCAGGCCAGTGACAGTGAGGGAC
ATTCAGAAAACTCAGACACACAATCAGTGTCAGGCCACGGAAAGGCTGGGCTGAGACAGC
AGAGCCACCAAGAGTCCACACGTGGCCGGTCAGGGGAACGGTCTGGACGTTCAGGGTCTT
R501X ileri primer
CCCTCTACCAGGTGAGCACTCATGAACAGCCTGACTCTGCCCATGGACGGACCGGGACCA
GCACTGGAGGAAGACAAGGATCGCACCACGAGCAGGCABGAGACAGCTCCAGGCATTCAG
R501X tek niikleotit degisimi (C/T)
CGTCCCAAGAGGGTCAGGACACCATTCGTGGACACCCGGGGTCAAGCAGAGGAGGAAGGC
AGGGATCCCACCACGAGCAATCGGTARATAGETCTCCACACTCAGET TCCCATCACAGCC
R501X ters primer-2282del4 ileri primer
ACACCACATCCCAGGGAAGGTCTGATGCCTCCCATGGGCAGTCAGGATCCAGAAGTGCAA
GCAGACAAACACGAAATGAGGAACAATCAGGAGACGGCACCAGGCACTCAGGGTCACGTC
ATCATGAAGCTTCCTCTCAGGCTGACAGCTCTAGACACTCACAGGTGGGCCAGGGACAAT
CATCGGGGCCCAGGACAAGTAGGAACCAGGGATCCAGTGTTAGCCAGGACAGTGACAGTC
AGGGACACTCAGAAGACTCTGAGAGGTGGTCTGGGTCTGCTTCCAGAAACCATCATGGAT
CTGCTCAGGAGCAGTCAAGAGATGGCTCCAGACACCCCAGGTCCCATCACGAAGACAGAG
CTGGTCATGGGCACTCTGCAGACAGCTCCAGAAAATCAGGCACTCGTCACACACAGAATT
CCTCTAGTGGACAGGCTGCGTCATCCCATGAACAGGCAAGATCAAGTGCAGGAGAAAGAC
ATGGATCCCGCCACCAGCTCCAGTCAGCAGACAGCTCCAGACACTCAGGCACTGGGCACG
GACAAGCTTCATCTGCAGTCAGAGACAGTGGACACCGAGGGTCCAGTGGTAGTCAGGCCA
CTGACAGTGAGGGACATTCAGAAGACTCAGACACACAGTEIXGIGTCAGGCCATGGACAGG
2282del4 delesyon
CTGGTCACCATCAGCAGAGCCACCAAGAGTCCGCACGTGACCGGTCAGGGGAAAGGTCTC
GACGTTCAGGGTCTTTCCTCTACCAGGTGAGCACTCAT e 7 G
2282del4 ters primer
GATGGACAGGGCCCAGCACTGGAGTAAGACAAGGATCCCACCATGAGCAGGCACGAGACA
ACTCCAGGCACTCAGCATCCCAAGATGGTCAGGACACCATTCGTGGACACCCGGGGTCAA
GCAGAAGAGGAAGGCAGGGGTCCCACCACGAGCAATCGGTAGATAGGTCTGGACACTCAG

Sekil 2.1. PZR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere dizayn edilen primerlerin dizi izerinde

gosterimi

PZR Reaksiyon Karisimi ve Kosullar:

R501X

DNA 2 ul

10 x Tampon 2,5ul 94°C 4’
MgCl; (25 mM) 0,8 ul 94°C 45’
dNTP Karigimi (2.5 mM) 1 ul 64°C 45’
Ileri primer (F) (10 pmol/ pl) 1 ul 72°C 90’
Ters primer (R) (10 pmol/ pl) 1 ul 72°C 7’
dH,0 19,5 pl

Tag DNA Polimeraz (2,5 linite) 0.5 ul

Toplam hacim25 pl
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2282del4

. DNA 2 ul
. 10 x Tampon 2,5 ul 94°C 4’
. MgCl; (25 mM) 0,8 ul 94°C 45’
o dNTP Karigimi (2.5 mM) Il 60°C 45” D(':jg:g[]
o Ileri primer (F) (10 pmol/ pl) 1 ul 72°C 90’
o Ters primer (R) (10 pmol/ pl) 1ul 72°C 7’
. dH,0 19,5 pl
o Tag DNA Polimeraz (2,5 Unite) 0,5 ul
Toplam hacim 25 ul

Taq DNA Polimeraz: 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, stabilizatorler, 50% gliserol.

10xTampon: 100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI

Amplifikasyon sonunda 6rnekler elektroforez ile %1’lik agaroz jelde yirtilerek kontrol
edildi.

2.3 PZR Temelli RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism-
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) YOntemi

Restriksiyon enzimleri, DNA’y1 6zgiil tanima bdlgelerinden keserek, parcalara ayiran
enzimlerdir. RFLP yontemi; DNA’nin bu enzimler kullanilarak kesilmesi sonucunda elde
edilen drunlerin, agaroz jel elektroforezinde yurutilerek bantlar halinde gérintilenmesi ve

degerlendirilmesi esasina dayanur.

Calismamizda PZR ile ¢ogaltmis oldugumuz gen boélgeleri, degisime 6zgiil restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Kesim sonucu olusan kesim pargacik modelleriyle
kesim noktasinin varligit ya da yokluguna goére bireylerde R501X ve 2282del4

polimorfizmlerinin bulunup bulunmadig: tespit edilmistir.
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Restriksivon Enzimleri ve RFLP Kosullari

R501X

Restriksiyon Enzimi: Hinlll (Nlalll) Hinlll ( Nlalll) Tanima Dizisi
5.CATG|..3
3.1GTAC.5

J PZR Urunt 10 pl

. dH,0 18 ul

o 10xBuffer G 2l

. Hinlll 1 ul (U)
Toplam 31 ul

Reaksiyon karisimi gece boyu 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 65°C’de 20
dakika sicaklikla ve hemen arkasindan 6x durdurma tamponundan (%40 siikroz, %0,25
brom fenol mavisi, %60 10xTBE tamponu) her reaksiyon tibline 2 ul eklenerek
reaksiyonlar sonlandirildi. Hinlll kesimi sonucu elde edilen Grlinler elektroforez ile %2’

lik agaroz jelde yardtilerek kontrol edildi.

2282del4

Restriksiyon Enzimi: Adel (Dralll) Adel (Dralll) Tanima Dizisi

5..CACNNN|GTG..3
3J.GTGINNNCAZC..%
o PZR Granl 10 ul

. dH,0 18 ul

o 10xBuffer G 2 ul

o Adel 0,8 ul (U)
Toplam 30.8 ul

Reaksiyon karisimi gece boyu 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 6x durdurma

tamponundan (%40 sukroz, %0,25 brom fenol mavisi, %60 10xTBE tamponu) her

34



reaksiyon tlpine 2 ul eklenerek reaksiyonlar sonlandirildi. Adel kesimi sonucu elde edilen

urtinler elektroforez ile %2’lik agaroz jelde yurittlerek kontrol edildi.

3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. FLG R501X Mutasyonu Sonugclari
3.1.1. PZR Sonuglari

FLG geninin ekzon 3 boélgesindeki tekrar 1’de yer alan, C/T tek niikleotit degisimi ile
sonuglanan R501X mutasyonunu igeren, 247 bg biiyiikliigiindeki bélgenin PZR yontemiyle
cogaltilmasi sonucu elde edilen iriiniin agaroz jeldeki gorlintiisii Sekil 3.1.°de

gosterimistir.

Sekil 3.1. FLG geninin 3. ekzon 1. tekrarindaki C/T tek niikleotit degisimi ile sonuglanan
R501X mutasyonunu iceren 247 bg’lik bolgenin PZR sonrasi agaroz jelde goriintiillenmesi.
(M: 100 be’lik belirteg; 1-9: PZR rtni 247 be’lik bantlar)

3.1.2. RFLP Sonuglari

FLG geninin ekzon 3 bolgesindeki tekrar 1’de yer alan, C/T tek niikleotit degisimi ile
sonuglanan R501X mutasyonunu iceren, 247 bg biiyiikliigiindeki bolgenin PZR yontemiyle
cogaltilmasindan sonra; Hinlll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim yapildi. RFLP
yOntemiyle yapilan kesim sonucu elde edilen iiriiniin agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 3.2.’de

gosterilmistir.
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300 be
200 be 247 bg

Sekil 3.2. FLG geninin 3. ekzon 1. tekrarindaki C/T tek niikleotit degisimi ile sonuglanan
R501X mutasyonunu igeren bolgenin Hinlll enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP
urtinlerinin agaroz jelde gorunttlenmesi. (M: 100 bg’lik belirteg; PZR: kesilmemis PZR

Urdind; 1-9: kesilmis yabanil tip)

Hinlll enzimi reaksiyonlarinda; FLG mutasyonu olmayan bireylerde (yabanil) PZR
urtinleri kesime ugrarken, FLG mutasyonu olan bireylerde (mutant) PZR Urlnleri kesime
ugramaz. Hinlll enzimiyle yapilan kesim sonucu 428 hasta, 128 konrol grubu bireylerinde
C/T tek niikleotit degisimi ile sonuglanan R501X mutasyonunu bulunmadigindan 182, 44
ve 21 b¢’lik bantlar olugsmustur. Kesim sonucu jel iizerinde yalmizca 182 b¢’lik bant

gozlenmistir.

3.2. FLG 2282del4 Delesyonu Sonuglari
3.2.1. PZR Sonuglari

FLG geninin ekzon 3 bolgesindeki tekrar 1’de yer alan, /CAGT/ delesyonu ile sonuglanan
2282del4 mutasyonunu igeren, 811 bg biiyiikliigiindeki bolgenin PZR yontemiyle
cogaltilmasi sonucu elde edilen iriiniin agaroz jeldeki gorintiisi Sekil 3.3.’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.3. FLG geninin 3. ekzon 1. tekrarindaki /CAGT/ delesyonu ile sonuclanan
2282del4 mutasyonunu iceren 811 bg’lik bolgenin PZR sonrasi agaroz jelde
gorunttlenmesi. (M: 100 be¢’lik belirteg; 1-6: PZR sonrasi 811 bg’lik bantlar)

3.2.2. RFLP Sonuglari

FLG geninin ekzon 3 boélgesindeki tekrar 1’de yer alan, /CAGT/ delesyonu ile sonuglanan
2282del4 mutasyonunu igeren, 811 bg¢ biiylikligiindeki bolgenin PZR yontemiyle
¢ogaltilmasindan sonra Adel restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim yapildi. RFLP
yontemiyle yapilan kesim sonucu elde edilen {irtintin agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 3.4.’de

gosterimistir.
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Sekil 3.4. FLG geninin 3. ekzon 1. tekrarindaki /CAGT/ delesyonu ile sonuglanan
2282del4 mutasyonunu iceren bolgenin Adel enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP
urtinlerinin agaroz jelde gorintilenmesi. (M: 100 b¢’lik belirteg, PZR: kesilmemis PZR
urdind; 1-3, 13: kesilmis heterozigot mutant tip; 4-12, 14: kesilmemis yabanil tip)

Adel enzimi reaksiyonlarinda; FLG mutasyonu olan bireylerde (mutant) PZR drlnleri
kesime ugrarken, FLG mutasyonu olmayan bireylerde (yabanil) PZR iirlinleri kesime
ugramaz. Sekil 3.4’te 1-3 numaralar ile gosterilen kesim triinleri hasta grubundaki, 13
numarasi ile gosterilen kesim f{iriinii ise kontrol grubundaki heterozigot bireylerdir ve
kesim sonucu jelde 811, 673 ve 134 bg¢’lik 3 ayr1 fragment olusmus; jel lizerinde 811 ve
673 bg’lik bantlar gozlenmistir. Geriye kalan 430 hasta ve 119 kontrol bireylerinde
2282del4 mutasyonu bulunmadigindan Adel enzimiyle kesime ugramamislardir ve jel

Uzerinde 811 b¢’lik bant goriintiileri bulunmaktadir.
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3.3. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

R501X FLG gen mutasyonunu incelemek i¢in ¢alismamizda 458 hasta ve 128 konrol
grubu birey dahil edildi. Yapilan PZR-RFLP taramasi sonucunda hem hasta hem de

kontrol grubunda R501X gen mutasyonuna rastlanmamuistir.

Cizelge 3.1. R501X hasta ve kontrol grubu degerlendirmesi. (30 hasta grubu bireyi

istatistiksel degerlendirmeye alinmamustir.)

_ Besin
Besin Alerjisine
Sadece Atopik Alerjisine Atopik Saghkl
Dermatitli Atopik Dermatit Eslik
Hastalar | Dermatit Eslik |  Etmeyen K;”_trleéer
N=41 Eden Hastalar Hastalar -
N= 259 N= 128
Yas~ (yil) 1.5 (0.6-4.5) 1.0 (0.6-1.5) 2.0 (1.0-5.3) 2.4 (1.4-3.5)
Cinsiyet
(erkek) 27 (65.9) 181 (69.9) 84 (65.6) 75 (58.6)
n,(%)
(Eoz)z)i”‘)f" 462878 | 60(3592) | 38471 | 18(1229)
Eozinofil 400 (200-
sayist” (/ul) 400 (200-700) | 600 (335-1100) 662.3) 192 (100-300)
Total IgE” ] ] 99.5 (43.8- ]
(KU/L) 29 (6.3-182) | 91 (32.3-285.5) 277 5) 11.2 (5.0-37.3)
Astim n, ]
(%) 4(9.8) 66 (25.5) 62 (48.4)
Alerjik rinit )
n, (%) 7(17.1) 26 (10.0) 28 (21.9)

“Medyan (geyrekler arasi aralik)

Cizelge 3.2. R501X hasta ve kontrol grubu mutasyon sikligi.

R501X mutasyon sikhig1 %
Hasta grubu Kontrol grubu
n: 428 n: 128
CC (yabanil) %100 %100
CT (heterozigot) %0 %0
TT (homozigot) %0 %0
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2282del4 FLG gen mutasyonunu incelemek i¢in ¢alismamizda 458 hasta ve 128 konrol
grubu birey dahil edildi. Yapilan PZR-RFLP taramasi sonucunda hasta grubunda
heterozigot genotipinde 3, kontrol grubunda heterozigot genotipinde 1 FLG mutasyonu
saptanmistir. Ancak 2282del4 mutasyon sikligi hem hasta hem de kontrol grubunda

anlamli degildir.

Cizelge 3.3. 2282del4 hasta ve kontrol grubu degerlendirmesi. (25 hasta, 8 kontrol grubu
birey istatistiksel degerlendirmeye alinmamustir.)

_ Besin Besin Alerjisine
Sadece Atopik | Alerjisine Atopik Dermatit Saghkl
Dermatitli Atopik Eslik Etmeyen Kontroller

Hastalar Dermatit Eslik B
N= 41 Eden Hastalar Hastalar N=120
N= 263 N=129

Yas” (vil) 15(0.6-45) | 1.0(0.6-1.5) 2.0(1.0-53) | 2.4(1.4-35)
Cinsiyet
erelon @) | 27659) 184 (70.0) 85 (65.9) 70 (58.3)
('Eoz)z)lno'c" 46(2.878) | 6.0(3.492) 38(24-72) | 1.8(1.2-2.9)
Eozinofil 600 (332.5-
cavsy () | 400 (200-700) 1100) 400 (200-699) | 187 (100-300)
Total IgE”

] 83.0 (32.1- ] 10.5 (4.8-
(KU/L) 29 (6.3-182) 576.) 07.3 (42.2-264.2) %.6)
Astim n, (%) 4(9.8) 67 (25.5) 62 (48.1) i
Alerjik rinit
. (90) 7(17.1) 27 (10.3) 28 (21.7) -

"Medyan (geyrekler arasi aralik)

Cizelge 3.4. 2282del4 hasta ve kontrol grubu mutasyon sikligi.

2282del4 mutasyon sikhig %
Hasta grubu Kontrol grubu
n: 433 n: 120
del yabanil %99.3 %99.2
del heterozigot %0.7 %0.8
del homozigot %0 %0
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3.4. Tartisma

FLG genindeki degisiklerin atopik dermatit ve diger atopik hastaliklar i¢in major bir risk
faktori oldugu bircok ¢alismayla dogrulanmistir. FLG genindeki degisiklikler ilk kez 2006
yilinda iktiyozis vulgaris’li hastalarda tanimlanmistir [16]. Smith ve arkadaslarinin yaptigi
bu calismada iktiyozis vulgaris‘li hastalarda fonksiyon kaybi ile sonuglanan mutasyonlar
olan (loss-of-function mutations) R501X ve 2282del4 mutasyonlarmm; 3 irlandali, 3
Iskocyali ve 1Avrupali Amerikan ailelerde taranmasiyla, hastalik ve FLG mutasyonlar

arasinda anlamli iliski tespit edilmistir [17].

FLG mutasyonlarin atopik hastaliklarla iliskisinin arastirilmasi amaciyla bugiine kadar
pek cok populasyon caligmasi yapilmistir. Yapilan bu ¢calismalar 1s181inda, Asya ve Avrupa
populasyonlarina 6zgii 49 kesilme mutasyonu (truncating mutation) tanimlanmustir.
Tanimlanan bu mutasyonlar tekrarlayan ve aileye 0zgli mutasyonlardir. Tekrarlayan
mutasyonlar igerisinde Asya ve Avrupa populasyonlarina  6zgl mutasyonlar da
bulunmaktadir [15]. Tanimlanan FLG mutasyonlar1 igerisinde R501X ve 2282del4 genetik
degisikliklerinin Avrupa populasyonunda en sik rastlanan mutasyonlar oldugu
gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarin cogunda dahil edilen hasta gruplarinda; atopik yiirtiylis
olarak isimlendirilen AD, besin alerjisi, alerjik rinit ve astimi i¢eren bir hastalik tablosu
mevcut oldugundan, FLG mutasyonlarinin etkisi hasta grubunda saptanmis olan atopik

hastaliklar goz onilinde bulundurularak gosterilmistir.

Weidinger ve arkadaslarinin AD hikayesi bulunan 476 Alman ailesiyle yaptig1 calismada;
R501X mutasyonu ebeveynlerin %5.7’sinde, ¢gocuklarin %8.82’sinde; 2282del4 mutasyonu
ebeveynlerin %10,93’linde, ¢ocuklarin %15.76’sinda; R501X/2282del4 toplam genotipi ise
ebeveynlerin %16.02’sinda, ¢ocuklarin %22.75’inde saptanmistir. Yapilan bu ¢aligmayla
FLG mutasyonlarinin, ozellikle yiiksek IgE seviyesi ve alerjik duyarlilikla eslik eden
ekstrinsik tip AD ile iliskili oldugu gosterilmistir [101].

Palmer ve arkadaslar1 Irlanda’da 52 AD’li pediatrik hasta ve 189 kontrol grubundan olusan
calismada; R501X mutasyonu heterozigot sikligini AD’li grupta %38.46, kontrol grubunda
%6.35 olarak saptarken, homozigot genotipine her iki grupta da rastlanmamistir. 2282del4
mutasyonu heterozigot sikligi AD’li grupta %25, kontrol grubunda %2.15; homozigot
sikligt AD’li grupta %1.9 olarak saptanirken, kontrol grubunda rastlanmamaistir. R501X ve
2282del4 mutasyonlar: birlikte degerlendirildiginde iki degisikligi heterozigot tagiyanlarin
sikligit AD’li grupta %44.23, kontrol grubunda %8.6, homozigot tastyanlarin sikligit AD’li
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grupta %11.54 saptanirken kontrol grubunda rastlanmamistir. Calismaya dahil edilen 52
AD’li hastanin yaklasik olarak yarisinda astim bulunmaktaydi. Bu hastalar FLG genotipleri
bakiminda degerlendirildiginde; heterozigot siklig1 %47.6, homozigot siklig1 %9.5 olarak
gosterilmistir. Aym calismada Iskogya’li 604 astimli okul ¢ag1 cocuk-adolesan ve 1008
kontrol grubu dahil edilerek R501X mutasyonu heterozigot ve/veya homozigot sikligi
asttimli grupta %8.77, kontrol grubunda %5.75; 2282del4 mutasyonu heterozigot ve/veya
homozigot siklig1 ise astimli grupta %7.45, kontrol grubunda %3.77 olarak saptanmistir.
R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde heterozigot ve/veya
homozigot siklig1 %22.94 olarak gosterilmistir. Ayni ¢alismada bu kez Danimarka’li 372
cocuk dahil edilerek R501X mutasyonu sikligr %5, 2282del4 mutasyonu sikligr %7 ve
R501X-2282del4 mutasyonlar1 birlikte degelendirildiginde siklik ~%11 olarak
saptanmistir.  Atopik dermatiti bulunan 142 c¢ocukta R501X-2282del4 birlikte
degerlendirildiginde, %17.6’sinda mutant homozigot ve heterozigot genotipi goriilmiistiir.
Hem AD’si hem de astimi bulunan ¢ocuklarda ise R501X-2282del4 mutasyonlari birlikte
degerlendirildiginde %19.2’sinde heterozigot genotipi bulunmus, homozigot genotipine
rastlanmamuistir. Sonug olarak bu ¢alismada R501X ve 2282del4 FLG mutasyonlarinin AD
icin giiclli bir genetik faktdr oldugu, bu mutasyonlarin AD ile iligkili astimla iligkili oldugu
ve R501X ve 2282del4 mutasyonlarmin Avrupa populasyonunun %9’unda gorildigi
gosterilmistir [57].

Marenholz ve arkadaslari %79’u Alman, %8.2’si Italyan, %9.6’s1 Isveg, %2.2’si
Hollanda’l1 ve %1’ Polonya’li olan 490 Avrupali aileyle (903 AD’li ¢ocuk, %24.4 astim,
%27.5 alerjik rinit, %15 alerjik rinit ve astim) yaptig1 ¢alismada; R501X mutasyonu allel
frekans1 %2.8, 2282del4 mutasyonu allel frekans1 %6.6, R501X ve 2282del4 mutasyonlari
birlikte degerlendirildiginde allel frekans1 %9.3 olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada 871
Alman kokenli ¢ocuk (%21.7°si AD’li, %13.6’s1 astimli ve %14.1°1 alerjik rinitli) ve 321
kontrol grubunun dahil edildigi ¢ok merkezli alerji ¢alismasi (MAS) yapilmis; R501X
mutasyonu sikligi AD’li grupta %9.6, kontrol grubunda %1.6; 2282del4 mutasyonu AD’li
grupta %8, kontrol grubunda %3.5; R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 birlikte
degerlendirildiginde polimorfizm sikligt AD’li grupta %16.7, kontrol grubunda %5.1
olarak saptanmistir. Cok merkezli alerji c¢alismasinda (MAS); FLG mutasyonlarinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda %5.1, ekstrinsik tip AD’li grupta %17.1, astim ve
AD’nin birlikte goriildigii grupta %25, alerjik rinit ve AD’nin birlikte goriildiigii grupta
%20.5 olarak saptanmistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada R501X ve 2282del4 FLG
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mutasyonlarinin AD patogenezinde ve atopik yliriiylise ilerleyiste giiclii bir genetik faktor
oldugu gosterilmistir [102].

Barker ve arkadaslarinin Ingiltere’de yapti1 cocukluk cagi baslangigli AD’si olan 163
yetiskin ve 1463 kontrol grubundan olusan ¢alismada; R501X mutasyonu sikligi AD’li
grupta %25.8, kontrol grubunda 9%5.6; 2282del4 mutasyonu sikligt AD’li grupta %20.9,
kontrol grubunda %3.4; R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde
polimorfizm siklig1 AD’li grupta %42.3, kontrol grubunda %8.8 olarak saptanmistir. Sonug
olarak bu ¢alismada R501X ve 2282del4 mutasyonlarinin Avrupa populasyonunda yiiksek
frekansta bulundugu ve gocukluk ¢agi baslangigli AD’nin yetigkinlikte de yiiksek oranlarda
goriildiigii gosterilmistir [103].

Hubiche ve arkadaslarinin AD’li 99 ¢ocuk-yetiskin ve 102 kontrol grubuyla yaptigi
calismada R501X mutasyonu sikligit AD’li grupta %17.2; 2282del4 mutasyonu siklig
AD’li grupta %15.2 olarak saptanmistir. Bu ¢alismada Fransa populasyonunda da R501X
ve 2282del FLG mutasyonlar1 AD ile iligkili bulunmustur [104].

Benedetto ve arkadaslarimin Londra ve Newcastle’da 186 yetiskin AD’li hasta ve 1035
konrol grubuyla yaptig1 calismada; AD ile R501X, 2282del4, R2447X, S3247X, 3702delG
ve 3673delC FLG mutasyonlarinin iligkisini arastirildi. Calismada R501X mutasyonu
sikligt AD’li grupta %25.8, kontrol grubunda %5.3; 2282del4 mutasyonu sikligi AD’li
grupta %19.4, kontrol grubunda %5.5; R2447X mutasyonu sikligi AD’li grupta %5.4,
kontrol grubunda %0.8 olarak saptanmistir. Bu 3 FLG mutasyonu erken baglangicli AD ile
kuvvetli olarak iligkili bulunmustur. S3247X mutasyonu sikligit AD’li grupta %0.5, kontrol
grubunda %0.5; 3702delG mutasyonu sikligi AD’li grupta %0.5, kontrol grubunda %0.1;
3673delC mutasyonu sikligt AD’li  grupta %0.5 saptanirken, kontrol grubunda
rastlanmamistir. Bu nadir goriilen 3 mutasyon, ¢alismada AD ile ilskili bulunmamistir. 6
mutasyonun 1 ve/veya daha fazlasinin mutasyon sikligt AD’li grupta %45.7, kontrol
grubunda %11.5 olarak saptanmistir. Sonug olarak ¢alismada FLG mutasyonlarinin AD ile
iligkisi kanitlanmis, incelenen populasyonda sik ve nadir gorilen mutasyonlar

gosterilmistir [105].

Greisenegger ve arkadaglarinin yaptigi 462 AD’li yetigskin hasta (274 Avusturyali- 188
Alman, %28.1°1 astiml1-%81.6’s1 ekstrinsik tip AD’ye sahip) ve 402 kontrol grubundan
olusan ¢alismada; R501X mutasyonu sikligt AD’li grupta %6.5, kontrol grubunda %2.5;
2282del4 mutasyonu sikligi AD’li grupta %14.7, kontrol grubunda %3.5; R2447X
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mutasyonu sikligt AD’li grupta %3, kontrol grubunda %1.5; S3247X mutasyonu siklig1
AD’li grupta %1.7, kontrol grubunda %0.3 olarak saptanmistir. Bu 4 FLG mutasyonundan
1 ve/veya daha fazlasinin sikligt AD’li grupta %22.9, kontrol grubunda %7.7 olarak
bulunmustur. Calismada elde edilen veriler 1s1ginda incelenen populasyonda sadece
AD’nin patogenezinde FLG mutasyonlarinin giiglii etkisi kanitlanmamis, ayni zamanda

erken baslangi¢lt AD gelisiminde FLG mutasyonlarinin 6nemi de gosterilmistir [106].

Bir diger calismada Polonyali 3802 hasta(¢ocuk-yetigkin), 1865 kontrol grubundan olusan
calismada; AD’li bireylerde R501X mutasyonu siklig1 %1.5, 2282del4 mutasyonu sikligi
%S5.9; astimli bireylerde R501X mutasyonu siklig1 9%0.2, 2282del4 mutasyonu siklig1 %6;
alerjik rinitli bireylerde R501X mutasyonu sikligi %0.7, 2282del4 mutasyonu sikligi %4.6
olarak saptanmistir. R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde
polimorfizm siklig1 AD’li birelerde %7.4, astimli bireylerde %6.3, alerjik rinitli bireylerde
%S5.3 olarak gdosterilmistir. Polonya populasyonunda diger Avrupa populasyonlarina gore
daha diisiik mutasyon sikliklarina ulasilsa da, FLG mutasyonlarinin AD ve AD iliskili

astim gelisiminde rolii oldugu gosterilmistir [107].

Yapilan populasyon ¢alismalarinda 6zellikle AD ile FLG mutasyonlarinin iliskisi {izerinde
durulmus, ikincil olarak AD ile birlikte seyreden alerjik duyarlilik, alerjik rinit ve astim
iliskisinden bahsedilmistir. Besin alerjisi ve AD de, atopik hastalik seyrinde birlikte
goriildiigiinden tek basina besin alerjisi ve FLG mutasyonlarinin incelendigi ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak hasta grubunda besin alerjisi bulunanlari ¢alismaya dahil edip,
AD’yi besin alerjili grubun sahip oldugu ikincil hastalik olarak alan caligmalar da

bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda 6zellikle fistik alerjisi iizerinde durulmustur.

Marenholz ve arkadaslarinin yaptigi1 Alman 871 kisiden olusan ¢ok merkezli alerji ¢calisma
(MAS) kohortunda; 3 FLG mutasyonu genotiplemesi yapilarak, besin alerjisi, AD ve astim
iliskisi incelendi. Calismaya dahil edilen 871 kisinin %27.2’sinde AD (3 yas Oncesi
baslangicli), %20.1’inde astim (13 yasindan sonra) ve %16.8’inde besin duyarliligi (3
yaglarinda) bulunmaktaydi. FLG genotiplemesiyle R501X mutasyonu sikligi %4.1,
2282del4 mutasyonu sikligt %4.8, R2447X mutasyonu sikligi %0.7 ve toplam FLG
mutasyon siklig1 %9.4 olarak saptanmistir. Calismada AD ve besin alerjenlerine duyarliligi
olan gocuklarda, FLG mutasyonlar1 varliginin astim gelistirme riskinin %100 oldugu
tahmin edilmis ve AD’den astima gegiste, FLG gen mutasyonlariyla erken besin duyarlilik

gelisimi arasinda gii¢lii bir iliski oldugu gosterilmistir [97].
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249 Japon AD hastasi ile yapilan bir ¢alismada; 14 FLG mutasyonu ile 15 farkli alerjene
kars1 duyarlilik arastirildi. Hastalarin %25.7’sinde en az 1 FLG mutasyonu saptanirken, en
yiksek FLG mutasyonu 3321delA (%8.4) ve K4671X (%10)’da goriildii. Hastalarin
%47.4’Unde ise en az 1 alerjene kars1 duyarlilik tespit edildi. Ancak FLG mutasyonu
tastyan hastalarda yalnizca fistik alerjisi saptanirken, diger alerjenlerle iliski bulunmadi

[108].

Brown ve arkadaslar1 fistik alerjisi olan 71 kisi (35 Ingiliz, 20 Hollandali, 16 irlandal) ve
1000 kontrol (ingiliz) ile yaptign calismada R501X ve 2282del4 FLG mutasyonlart
iliskisini arastirdi. Calismaya dahil edilen 71 hastanin % 74.1’inde, kontrol grubunun
%27’sinde AD bulunmaktaydi. R501X ve 2282del4 mutasyonlarindan en az birinin
bulunma siklig1 hasta grubunda %16.9, kontrol grubunda %3.7 olarak saptanmistir. Ayni
calismada fistik alerjisi olan 390 Kanada’li hasta ve 891 Kanada’li kontrol grubunda ile
R501X, 2282del4, R2447X ve S3247X FLG mutasyonlar1 ¢alisilmistir. Arastirmaya dahil
edilen 390 hastanin %69.5’inde AD bulunurken, kontrol grubunun AD %’si
bilinmemektedir. R501X, 2282del4, R2447X ve S3247X FLG mutasyonlarindan en az
birinin bulunma siklig1 hasta grubunda %19.2, kontrol grubunda %11 olarak saptanmistir.
Sonug olarak bu c¢alismayla FLG mutasyonlarinin besin alerjilerinden fistik alerjisiyle

kuvvetli bir iliski igerisinde oldugu gosterilmistir [92].

Sasirtic1 olarak R501X ve 2282del4 FLG mutasyonlar1 Avrupada sik goriilmesine karsin
Italyan populasyonunda yapilan bir calismada bu mutasyonlar anlamli bir degerde
bulunmamustir [61]. 178 Italyan AD’li hasta ve 210 kontrol grubu ile yapilan calismada;
R501X FLG mutasyonu allel sikligt AD’li grupta %0.6 olarak saptanirken, kontrol
grubunda rastlanmamistir. 2282del4 FLG mutasyonu allel sikligt AD’li grupta 90.9,
kontrol grubunda %0.5 olarak saptanmistir. Sonug¢ olarak R501X ve 2282del4 FLG
mutasyonlarinin italyanlarda AD ile iligkili olmadigi gdsterilmistir. Cascella ve
arkadaslarinin Italyan 220 AD’li hasta ve 201 kontrol grubu ile yaptig1 FLG ekzon 3, 2 ve
promotor boélge dizi analizi sonucunda 3 yeni FLG mutasyonu tanimlanmis, ancak

saptanan yeni mutasyonlar da atopik dermatit ile iligkili bulunmamisgtir [109].

R501X ve 2282del4 mutasyonlar1 sadece Italyanlarda degil, Misir ve Asya
populasyonlarinda yapilan calismalarda da nadir olarak bulunmaktadir ya da hig
rastlanmamistir. Asya populasyonlarinda yapilan calismalarla topluma 0zgli yeni

mutasyonlar tanimlanmistir. Mohamed ve arkadaglarinin Misirli 99 AD’li hasta ve 75
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kontrol grubuyla yaptigi calismada; R501X ve 2282del4 FLG mutasyonlarina AD’li hasta
ve kontrol grubunda rastlanmamigtir [110]. Ching ve arkadaglarinin 174 AD’li hasta ve
191 kontrol grubuyla yaptig1 calismada; 2282del4, R2447X, S2554X ve S2889X FLG
mutasyonlaria rastlanmazken, R501X FLG gen mutasyonu hasta grubundan 4 kiside
saptanmistir. Cin populasyonuyla yapilan bu ¢aligmada incelenen 5 mutasyon ile AD
arasinda iliski bulunmamistir [111]. Bir diger ¢alismada 137 AD’li hasta ve 134 kontrol
grubuyla yaptigi ¢alismada 8 FLG mutasyonu (R501X, 3321delA, S1695, Q1701X,
S2554X, S2889X, S3296X ve K4021X) incelenmistir. Japon populasyonunda yapilan bu
calismada incelenen 8 mutasyondan en az birini bulunduranlarin sikligi %27 olarak
saptanmis ve FLG mutasyonlar1 AD ile iliskili olarak bulunmustur. Ancak bu
populasyonda incelenen 8 mutasyon icerisinde olan R501X FLG gen mutasyonuna hasta

ve kontrol grubunda rastlanmamistir [112].

Bugune kadar toplumumuzda FLG geni ve AD arasindaki iliskiyi inceleyen tek bir ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismada 49 AD’li hasta ve 50 kontrol grubunda; FLG de R501X
degisikligine neden olan C/T tek niikleotid degisikliginin AD ile iligkisi incelenmis ve hem
hasta hem de kontrol grubunda R501X mutasyonu saptanmamistir [113].

Bu tez caligmasinda filagrin genindeki degisiklikler ile AD ve besin alerjisi arasindaki
iliskiyi incelemek i¢in beyaz Avrupa populasyonunda yaygin olarak bulunan R501X ve
2282del4 FLG mutasyonlarini inceledik. Calisma grubunu olusturan bireyler R501X FLG
mutasyonu igin 41 sadece AD’li, 259 hem besin alerjisi hem AD’si bulunan, 128 sadece
besin alerjili hasta ve 128 kontrol bireyi icermekteydi, ancak hem hasta hem de kontrol
grubunda R501X mutasyonu saptanmadi. Benzer sekilde 2282del4 FLG mutasyonu igin 41
sadece AD’li, 263 hem besin alerjisi hem AD’si bulunan, 129 sadece besin alerjili hasta ve
120 kontrol grubu ile ¢alisildi. Hasta grubunda heterozigot genotipinde 3, kontrol grubunda
heterozigot genotipinde 1 FLG mutasyonu saptanmistir. Ancak 2282del4 genotip siklig1 da
R501X mutasyonu gibi hem hasta hem de kontrol grubunda anlamli degildir.

Elde ettigimiz veriler 1s181nda Tiirk toplumunda; atopik dermatit ve atopik yliriiylis olarak
isimlendirilen besin alerjisi, alerjik rinit ve astimin da tabloya katildig1 hastalik seyrinde
FLG mutasyonlar1 iligkili bulunmamistir. Atopik hastaliklar ve FLG mutasyonlariin
iligkisinin toplumumuzda kesin olarak belirlenebilmesi igin ileri arastirmalara ihtiyag
vardir. Yaptigimiz ¢alisma, bu konudaki arastirmamizin ilk basamagini olusturmaktadir.

Bundan sonra yapacagimiz c¢alismalarda Avrupa populasyonunda R501X ve 2282del4
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FLG mutasyonlar1 kadar sik goriilmeselerde diger mutasyonlara kiyasla daha c¢ok
karsilasilan R2447X ve S3247X mutasyonlartyla ¢alismayi, ayrica hasta grubumuza daha

agir seyreden besin alerjisi ve atopik dermatit hastalarin1 dahil etmeyi planlamaktayiz.

R2447X ve S3247X degisikliklerine yol agan mutasyonlarin c¢alisilmasi sonucunda elde
edilecek verilerin sonucuna bagli olarak kendi toplumumuzda FLG’nin timundeki genetik
degisikliklerin frekansini saptamak ve bu degisikliklerin AD, besin alerijisi ile iliskisini
gostermek amaciyla yeni nesil sekanslama teknigi (next generation sequencing)

kullanilarak FLG’nin dizilemesinin yapilmasi planlanmaktadir.

Epidermal bariyer disfonksiyonuyla iliskili tim atopik hastaliklarin; genetik, immanolojik
ve cevresel faktorlerin birbiriyle iliskisiyle kompleks bir etiyolojiye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu kompleks iliski gbz oniinde bulundurularak, tiim toplumlarda FLG
mutasyon taramalari tamamlandiktan sonra, immiinoloji ve cevresel faktorleri de igeren
toplumlar arasi genis taramalar yapilarak hastaligin ortaya ¢ikis ve ilerleyis yolagi agiga
cikarilmalidir. FLG mutasyonlar1 ¢cok yeni ortaya atilan bir konu olmasi sebebiyle atopik
hastaliklarin genetik ve immiinolojik profilindeki yeri heniiz tam olarak belirlenememistir.
Bu hastaliklarla ilgili yapilacak olan ileri ¢aligmalarla hastaliklarin immiinolojik ve genetik
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilarak, FLG mutasyonlarinin hastalik tablosundaki

Ooneminin ¢ok daha agik bir sekilde ortaya koyulacagini diisiinmekteyiz.
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