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1. GIRIS ve AMAC

Allerjik rinit (AR) son yillarda toplumda %25-%35 ve hatta baz1 bolgelerde
%44,2 ile yiiksek oranda goriilebilen insanlarin yasam kalitesini oldukca

etkileyebilen Ig-E ile iliskili nazal inflamasyon olusturan bir saglik problemidir (1).

Aquaporinler (AQP) havayollarindaki sivi osmotik dengesi iizerinde 6nemli
rolleri olan (2) ve daha ¢ok 2000’li yillardan sonra kesfedilmis ve iizerinde ciddi
arastirmalar yapilan heniiz yeni bir konudur. AQPS5 ise aquaporinler ailesinin ser6z
salg1 bezleriyle ve iist hava yollar1 patolojileri (asttm, KOAH vs.) (3) ile yakin iligkili
oldugu tespit edilen bir iiyesidir. Bir transmembran su kanal proteini olan AQPS,
alveolar epitel apikal yiiziinde, {ist hava yollar1 ve nazofarenks submukozal epitelinde
su transportunda 6nemli bir rolii vardir (4). AQP5‘in mukozadaki bu gérevi cAMP-
Protein Kinaz A yolag1 iizerinden etkiledigi ve bunu cesitli kademelerde

durdurmanin miimkiin oldugunu son ¢aligmalar gdstermistir (5).

Bu calismada heniiz yeni kesfedilmis ve {izerinde son zamanlarda ciddi
calismalar olan spesifik bir protein kinaz A inhibitorii olan H89 [N-(2-(p-
Bromocinnamylamino)ethyl)]-5-isoqunolinesulfonamide, di-HCL tuzunun burun
mukozasindaki AQPS5 diizeyini cAMP-PKA yolagint bloke ederek azaltip
azaltmadigi ve mukozal 6dem vs. gibi diger inflamasyon bulgularini iyilestirip
tyilestiremecegi arastirilmistir. Ayrica AQPS diizeyinin allerjik rinit modelinde nasil

etkileyecegi de belirlenmeye ¢alisilmistir.

Literatiirde H89 ile ilgili hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 mevcut olup heniiz canlilar
tizerinde ve nazal topikal uygulamasi ile ilgili bir yayma rastlanmamistir.
Calismamiz H89 ile ilgili literatiire ciddi katkilar yapacak olan bir deneysel hayvan

modeli olusturacaktir.

Sonug olarak toplum sagligini sik etkileyen allerjik rinitin patofizyolojisinde
kesfi heniliz yeni sayilabilecek bir transport proteini olan AQPS5 {izerine yine
tizerindeki arastirmalarin yeni oldugu ve intranazal topikal kullanimi ile ilgili
calismalarin olmadigi bir maddenin H89’un etkisi arastirillmistir. Boylece allerjik
rinitin tedavisi iizerine yeni bir etken madde arastirilmasi ve yeni bir metod

gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alerjik Rinitte Tam ve Insidans

Alerjik rinit en sik rastlanilan alerjik hastaliktir. Alerjik rinit, alerjene maruz
kaldiktan sonra IgE aracilifi ile olusan nazal mukozanin kronik inflamatuar tip 1
asirt duyarlilik reaksiyonu olarak tanimlanabilir. Sikligi iilke, bolge, sehir, kirsal
kesime gore degismekle birlikte genelde % 25-35 ve hatta baz1 bolgelerde % 44
olarak bildirilmistir (7). Ozellikle son 20 yildir insanlarin yasam kalitesini etkileyen
onemli ciddi bir hastalik olarak algilanmaya baglanmistir. Alerjik rinit tipik olarak 40
yasindan Once baglar ve ortalama baslangic yasi 12-15 arasindadir. Caligmalar
cocuklarin %10’unun, adeldsan cagindakilerin ise %?20-30’unun alerjik rinitli

olduklarini gostermistir. Aile dykiisii verenlerde insidans %30-48 arasindadir (8).

Alerjik rinitte semptomlar: tetikleyen en 6nemli etken dogal olarak hastanin
duyarli oldugu antijenlerdir. Alerjenler spesifik IgE antikoru olusumunu uyaran ve
bu antikor ile reaksiyona giren antijenlerdir. Alerjenler genelde protein veya
glikoprotein yapidadir. Bir alerjen ekstraktinin icinde ¢ok sayida antijen
bulunmaktadir. Bu antijenlerin tiimii duyarlilia neden olmazlar, az sayida hastada
duyarlanmaya yol aganlar mindr alerjenler olarak isimlendirilirler. Hastalarin
yarisindan fazlasinda duyarlanmaya neden olan alerjenler ise major alerjenler olarak

adlandirilirlar ve ekstraktin toplam agirliginin %71’ini olusturur (9).

Alerjik rinit, mevsimsel alerjik rinit, perennial alerjik rinit ve mikst tip alerjik
rinit olmak tizere 3 tipe ayrilir. Daha ¢ok polenlerin sorumlu oldugu mevsimsel
alerjik rinit siklikla burun kasintis1 ve ardarda gelen hapsiriklara neden olur. Perenial
alerjik rinit (AR) ise alerjik rinitlerin yil boyu siiren, belli bir mevsime bagli olmayan

formudur.

Semptomlar mevsimsel formla benzerlik gostermekle birlikte burun tikanikligi
daha belirgindir. Yapilan bir caligmada AR hastalarinda %72’si mikst, %17 si

mevsimsel ve %11°1 perennial alerjik rinit olarak degerlendirilmistir (10).



2.2. Alerjik Rinitte inflamasyon

Alerjik reaksiyon atopik kiside karsilasilan alerjenin antijeni sunan hiicre
tarafindan islenerek Th lenfosite sunulmasi, Th2 lenfositlerin aktivasyonu ile B
lenfositten IgE (immiinglobulin E) salinmasi ve bunlarin bazofil, mast hiicresi ve
eozinofil gibi Fc reseptorii bulunan hiicrelere baglanarak kisinin sensitize olmasi ile
baslar. Organizma yeniden ayni alerjene maruz kaldiginda bu hiicrelerdeki IgE’ ye
baglanmasiyla salinan mediyatorler ve c¢esitli maddelerin olusturdugu patolojik
reaksiyonlar goriilir. Bu alerjenler mast hiicresi iizerindeki IgE’ye baglanirlar.
Alerjenin mast hiicresine bagl en az 2 spesifik IgE molekiilii ile ¢apraz baglanmasi,
mast hiicresi degraniilasyonu ve histamin, triptaz, prostaglandin, tromboksan A2,
bradikinin, platelet aktive edici faktor ve 16kotrien C4 gibi mediatdrlerin salinmasi
ile sonu¢lanir. Bu mediatorlerin endotel, sinirler, damarlar ve muk&éz bezler
tizerindeki etkisi ile vazodilatasyon, mukus yapiminda artig, hapsirik, burun akintisi
ortaya ¢ikar (11). Bunlar Tip 1 immiin yamitin akut fazimi olustururlar. Mast
hiicresinden salinan histamin damar endoteli iizerinde P selektin ortaya ¢ikisina
neden olarak 16kosit adezyonunun ilk basamagi olan ‘rolling’ olayini baslatir. Yine,
mast hiicresinden tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) salinimi; E- selektin, vaskiiler
hiicre adhezyon molekiilii-1 (VCAM-1), hiicreleraras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-
1) gibi lokosit endotel adezyon molekiillerinin upregiilasyonuna ve bunu izleyen
l6kosit-endotel adezyonu ve kemotaktik uyarilar altinda transendotelyal
migrasyonuna neden olur. Ayrica mast hiicresinden IL-4 salinimi VCAM-1
upregiilasyonu yapmakta, IL-5 salinimi ise eozinofil aktivasyonu ve kemotaksisine
gotiirmektedir. Mast hiicresi ve epitel gibi diger hiicrelerden IL-1, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler, eotaxin 1, 2, 3 gibi kemokinler ve GM-CSF gibi
eozinofil growth faktorler de salinabilir. Eozinofil ve T lenfosit gibi inflamatuar
hiicrelerin mukozaya gociinde sitokinler ve kemokinler ve bunlarin endotel {izerinde
adezyon molekiilleri ortaya cikisina etkisinin énemli rolii vardir. Mukozaya go¢ eden
eozinofiller bundan sonra eozinofil katyonik protein (ECP), major basic protein
(MBP) ve diger inflamatuar maddeleri salarak inflamasyona katilirlar. Bu aktif
eozinofiller, T Ilenfositler, bazofiller ve bunlar kaynakli mediatorler, enzimler,
sitokinler alerjen maruziyetini izleyen 3-6 saat sonra ortaya ¢ikan ge¢ faz olaylara

aracilik ederler (11). Akut fazin siirmekte olan hapsirik ve burun akintisina bu



donemde burun tikaniklig1 da katilarak alerjik rinitin tiim klinik tablosu tamamlanmis

olur (sekil- 1).

# T hiresinin 51 tpécin salgmna yamt ol
B bidcmesi tarafmdan IgE dretiod

wlgEmin mat huoeler wep booofiler
wzerindeic F_Fye baflanmas

IgE

e

Etken-taz alerfi

3 Lenfositer dpvmodiamyn

Sekil 1. Alerjik rinitte inflamasyon

(The Allergy Report. The American Academy of Allergy, Asthma & Immunology, 2000’den
alinmistir)

2.3. Teshis ve Muayene Yontemleri

AR tanisinda anamnez ve fizik muayene bulgulari 6n plandadir. Hastalarda
burun akintisi, hapsirik, burunda kasmnti ve burun tikaniklifi en belirgin
semptomlardir. Bu yakinmalar giindiizleri artan, geceleri azalan genellikle diiirnal bir
ritm gosterir. Alerjik inflamasyon ¢ogu zaman nazal hava yoluna sinirli kalmaz. AR

siklikla diger alerjik hastaliklar ve iist solunum yolu patolojileri ile birlikte goriiliir.



Astim, alerjik konjoktivit, siniizit, nazal polipozis ve otitis media AR ile birlikte

goriilen hastaliklardir (11).

Fizik muayenede nazal mukozanin soluk pembe, mavimsi renkte ve 6demli
goriintiisii dikkati ¢eker. Bununla birlikte alerjik selam, burunda transvers ¢izgi de
goriilebilir, endoskopik incelemede nazal polipozis saptanabilir. AR’ li hastalarda

ayrintil1 bir nazal muayene gereklidir (11).
Goz belirti ve Bulgularn
1. Uzun, ipek gibi kirpikler

2. Dennie — Morgan ¢izgileri: Alt géz kapaginda venoz staza bagli olarak

olusan horizontal ¢izgiler
3. Konjonktivit, gbzlerde yanma, kasinma, sulanma

4. Alerjik shiner: Alt goz kapaginin altindaki derinin renginin

koyulagmasidir.

Alt goz kapaginda goriilen bu koyulasmanin nedeni kronik vendz staza

sekonder epidermiste hemosiderin toplanmasidir (12).
Burun Belirti ve Bulgular
1- Kasint1

2- Alerjik selam: Alerji hastasi, el ayasi ile burun ucunu yukari kaldirarak,
hem burun kasintisin1 gidermeye ¢alisir, hem de bu hareket sayesinde nazal valv
acisint genisleterek burun solunumunun rahatlamasini saglar. Burun supratipinde

¢izginin olusmasi i¢in bu hareketin en az 2 yildir yapiliyor olmas1 gerekir.
3- Burun solunumunda gii¢liik
4- Burun ucunda maserasyon, nazal kavitede serdz sekresyon
5- Refleks olarak, yiiz ve burun burusturmak (12).
Agiz Belirti ve Bulgular
1- Damak ve genizde kasinti

2- Dental ark ve damakta gelisim hatalari



3- Ag1z solunumu ve agiz a¢iklig1 (Adenoid ytiiz)

4- A&z agikhigima baglh olarak tiikriikk asiditesinin artmasina bagh dis

clriimeleri (12).

Mazal Konjesyon %40
Burun Akintis %18
Gizlerde Kagint %26
Damakta Kaginti %22
Hapsirma %21
Giizlerde Kasinma : %20

Kulaklarda Kasinma | %18

Burunda Kasinma | %13

Sekil 2. Alerjik rinitte goriilen semptomlarin yiizde tablosu

(Roper Public Affairs Group of NOP World. Impact of nasal congestion among allergic rhinitis
sufferers. May— June 2004’den alinmistir)

Alerjik Rinitli Hastalar i¢in 2001 ARIA (Allergic Rhinitis and Its Impact on
Asthma) Uzlas1 Raporu kriterlerine (6) gore:

1. Oykiide tipik alerjik rinit semptomlarin varligi (burun akintisi, hapsirik,
burun tikaniklig1 ve burun kasintis1 sikayetlerinden en az ikisinin hemen

hergiin ve 1 saatten uzun siire olmasi)

2. Alerjik deri testinde pozitiflik saptanmasi

3. Semptomlarin genellikle gilindiiz artis gosterip gece azalmasi (diurnal
ritim)

4. Endoskopik nazal muayenede serdz ve/veya mukoz akinti; soluk, mavimsi

renkte ve 6demli mukoza, nazal pasajda daralma, konkalarda hipertrofi

ve/veya polipoid goriiniim saptanmasi

5. Serum total ve/veya spesifik IgE yiiksekligi.



[1k iki maddenin pozitif olmas1 alerjik rinit olarak tanimlanir. Digerleri ayiric

tan1 ve ilave hastalik bakimindan taniy1 desteklemek icin kullanilir.
2.4. Alerji ile Tlgili Tam Testleri
2.4.1. Nazal Smear

Nazal yayma, alerjik ve nonalerjik rinitlerin ayirici tanisinda onerilen bir tani
yontemidir. Burun akintis1 bir lam iizerine yayilarak giemza boyasi ile boyanir ve
151k mikroskopu ile incelenir. Eozinofil sayis1 sayilan hiicrelerin %15’inden fazla ise
nazal eozinofiliden bahsedilir. Sensitivitesi diisiik fakat spesifitesi yiiksek bir testtir.
Eozinofili goriilmemesi alerjik riniti ekarte ettirmez. Klinik olarak alerjik rinit tanisi

konulan hastalarin hepsinde nazal yayma yapmaya gerek yoktur (109).
2.4.2. In-vivo Testler
2.4.2.1. Cilt Testleri

Cilt testleri hasta cildinde spesifik alerjenle reaksiyona girecek IgE
antikorlarin olup olmadigini tespit etmek amaciyla kullanilir. Eger IgE antikorlar
varsa antijen antikor birlesmesi sonucu mast hiicrelerinden histamin ag¢iga cikar ve
test bolgesinde endilirasyon ve hiperemi olusur. Yapilan test hastada IgE
antikorlarinin seviyesini de dolayli olarak verir. Birgok calismada cilt testleri ile
klinik semptomlar ve serumda spesifik IgE ve total IgE arasinda anlamli iligki
bulunmustur. Klinikte en ¢ok kullanilan deri testleri epikiitan (Prik, Stratch) ve

intradermal testlerdir.

Prik test: Prik test ozellikle alerjik rinite sebep olan ¢esitli alerjenlerin
ortaya konulmasinda en giivenilir ve yaygin olarak kullanilan testlerden biridir. Prik
test basittir, kolay uygulanir, hastaya az aci verir ve ucuzdur. Test soliisyonlari
stabildir. Sonuclart semptomlar ile ¢ok iyi korelasyon gosterir. Komplikasyonlari
azdir. Sensitivite disiikliigiine bagl olarak ortaya ¢ikan yanlis negatif reaksiyon en
onemli dezavantajidir. Tiim prik test yontemleri yanlis negatif sonuglar verebilir.

Prik testin sensitivitesi % 73.2- 82.5 arasinda degismektedir (11).



Scratch test: Bu yontemde olduk¢a konsantre antijen soliisyonundan deri
tizerine bir damla damlatilir ve sivri uglu bir alet ile damlanin i¢inden gegilerek,
cildin yiizeyel tabakasinda bir ¢izik yapilir. Bu testin bir varyasyonunda ise, dnce
cildin yiizeyel tabakasi ¢izilir ve daha sonra bu cizik ilizerine antijen soliisyonu

damlatilir. Derideki reaksiyon, 0’dan 4’ e kadar olan bir skala ile degerlendirilir (12).

Intradermal testler: Antijen ekstreleri kiigiik miktarlarda deri igine enjekte
edilir. Intradermal test, spesifik alerjik duyarliigin tespitinde, scratch ve prick
testlere oranla daha kesin sonuglar verir (12). Test sonuglar1 15-20 dakika icinde,
endiirasyonun ¢apina gore degerlendirilir. Sensitivitesi daha yiiksektir, fakat daha
fazla zaman alir, agr1 verir, yalanci pozitif reaksiyon riski ve anaflaksi riski fazladir.
Brons hiperreaktivitesi olan hastalarda, ¢ok diisiikk dozlar bile astim atagini

baslatabilir.
2.4.2.2. Hedef Organa Provokasyon Testleri

Nazal provokasyon testi: Ozellikle mesleksel rinit tanisinda ve arastirma

amach kullanilir.
Nazal mukosilier klirens 6l¢iimii: Aragtirma amagcli kullanilir.

Nazal havayolunun degerlendirilmesi: Rinomanometri ve akustik rinometri
alerjik rinitli hastalarda havayolunun objektif olarak degerlendirilmesi i¢in kullanilan
metodlardir. Goriintiileme yontemleri AR tanisi icin genellikle gerekli degildir.

Ancak eslik edebilecek iist solunum yolu patolojilerinin belirlenmesinde yardimcidir

(11).
2.4.3. In-vitro Testler

Total IgE olciillmesi: IgE alerjik hastalarin, yaklasik %50’sinde normal
bulunabilir. Dolayisiyla bu testin tanisal degeri sinirlidir. Total Ig E yiiksekligi bir¢ok
durumda ortaya ¢ikabilir (viral enfeksiyonlar, Parazitoz vs.) . Fakat total Ig E degeri
ylksek bulunan hastalarin, ileri tetkikler ile IgE duyarhiliklarinin arastirilmasi gerekli

olacaktir (12).

Alerjen spesifik IgE:. Serum icindeki alerjen spesifik Ig E’nin tespitinde
immiinoradiometrik metodlar (RAST, F/N mRAST, ELISA, Chemiluminometrik



analiz vb.) kullanilir. RAST (Radio Allergo Sorbent Test) bu metodlar iginde en iyi
bilinenidir. Testte kullanilan alerjen ekstreleri bir protein antijeni karisimidirlar. Bu
karisimlar icinde 20 ile 50 arasinda antijen bulunur. Antijen spesifik IgE’nin
tespitinde kullanilan metodlarin duyarliligi, kullanilan ekstrelere bagli olarak
degiskendir. Inhalan alerjiler i¢in RAST sisteminin duyarlilig1 %60-80 ve spesivitesi
% 90°dan fazladir. RAST testi pozitif ise, hastalarin biiylik bir ¢ogunlugu Ig E
sensitiftir (12).

2.5. Alerjik Rinitin Tedavisi

Alerjik rinitte tedavi alerjenden korunma ve ¢evre kontrolii, medikal tedavi,

immiinoterapi olmak iizere 3 baslikta incelenebilir (16).
2.5.1. Alerjenden Korunma ve Cevre Kontrolii

Alerjik rinit tedavisinde basari i¢in ilk kosul alerjenden korunmaktir (24).
Genel bir kural olarak polenler ve mantar sporlar1 gibi dis ortam alerjenleri ile
temasin kontrolii, ev i¢i alerjenlerin kontroliinden daha giictiir. Ne yapilirsa yapilsin
bazi karsilagmalar1 Onlemek miimkiin olmayabilir. Ancak temas miktarinin
azaltilmast bile hastanin yasam konforunda ve ek ila¢ kullanma gereksiniminde
onemli iyilesmeler saglayabilir. Ozetle hastalarin polen olusturan kaynaklardan uzak
durmalar1 (polen mevsiminde piknige ve acik havaya ¢ikmaktan sakinilmasi gibi),
evde veya arabada kap1 ve pencerelerin polen mevsimi boyunca kapali tutulmasi,
gerekirse maske takilmas dnerilebilir. Ozellikle kuru ve riizgarl havalarda havadaki
polen yiikiiniin en yiiksek seviyeye c¢iktig1, yagisli havada polenlerin yere inecegi
mutlaka hastalara anlatilmalidir. Ev i¢i alerjenlerden korunma da ise evlerin
yeterince havalandirilmasi ve yeterince giines gérmesi, nem ve rutubetten korunmasi,
gecirgen olmayan yatak oOrtiileri, yikanabilir yatak, yorgan ve yastik kullanilmasi,
evde hayvan beslenmemesi ve hayvansal iriinlerden yapilmis esyalarin
kullanilmamasi, tozlarin ortadan kaldirilmas: gerekir. Ortii, yastik, yatak dipleri ve
battaniyeler her hafta vakumlanmali, yatak takimlar1 sentetik olmali, haftada bir 60
derecede yikanmalidir. Mobilya, pencere kenarlari, perde tozlar1 haftada bir 1slak

bezle silinmelidir. Akarasidler mite sayisini azaltmada faydali olabilir (17).
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2.5.2. fla¢ Tedavisi
2.5.2.1. Antihistaminikler

Antihistaminikler H1 reseptorlerini bloke ederek histaminin neden oldugu
diiz adele kontraksiyonu, vaskiiler permeabilite artisi, sekresyon artisi ve kasint1 gibi
reaksiyonlarin  olusmasini  Onler. Etki mekanizmalar1 dikkate alindiginda
antihistaminikler alerjenle karsilasmadan o©nce verildiginde maksimum Olgiide
etkindirler. Klasik olarak antihistaminikler sedatif ve non-sedatifler olarak
gruplandirilirlar (19). Antihistaminikler sistemik kullanimin yanisira nazal mukozaya
topikal olarak da kullanilabilirler. Antihistaminikler aleijik rinit olgularinin burun
akintisi, geniz akintisi, hapsirma, kasinti hissi gibi semptomlarinin diizeltilmesine

oldukea etkilidir. Nazal konjesyona fazla etkisi yoktur (19).
2.5.2.2. Dekonjestanlar

Dekonjestanlar alfa adrenerjik reseptorlere etki ederek nazal mukozada
vazokonstriiksiyon olustururlar ve gecici olarak konka ve mukozadaki sisligi
azaltirlar. Dekonjestanlar nazal havayolunu agarlar ve burun tikaniklig
semptomunun diizelmesini saglarlar, buna karsilik alerjik hastalardaki burun akintisi,
kasint1 ve hapsirma sikayetlerine etkileri yoktur. Dekonjestanlarin topikal ve sistemik

(oral) preparatlar1 vardir (19).
2.5.2.3. Mast Hiicre Stabilizorleri

Mast hiicre stabilizorleri (kromolin sodyum ve nedokromil sodyum) sensitize
olmus mast hiicreleri ile reaksiyona girerek degraniilasyonu inhibe eder ve histamin,
l6kotrien C/D gibi enflamatuar mediatorlerin salimmina engel olurlar. Antijenle
temastan Once kullanildiginda hastanin erken ve ge¢ donem alerjik reaksiyonlarini
Onler (19). Nazal sprey formlar1 vardir. Proflaktik amagla alerjenle karsilasmadan

Once ve terapotik amagcla alerji mevsimi boyunca kullanilmaktadirlar (19).
2.5.2.4. Kortikosteroidler

Alerjik rinitin tedavisinde en sik kullanilan ajan topikal nazal steroidlerdir.

Kortikosteroidler gli¢lii anti-enflamatuar ajanlardir. Sistemik olarak verilen
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kortikosteroidler primer olarak ge¢ faz reaksiyonlarnn etkilerken topikal
kortikosteroidler birkag¢ haftalik bir 6n tedaviden sonra erken faz reaksiyonlarini da
inhibe ederler. Sistemik kortikosteroidlerin alerjik hastaliklar tedavisindeki etkinligi
uzun yillardir bilinmesine karsin yan etkileri nedeni ile yaygin kullanima
girmemislerdir. Topikal kortikosteroid preparatlar1 uygulandiklar1 bolgede sistemik
kullanimdakinden daha iyi bir etkinlik gosterirken dar yan etki profilleri ile de biiyiik
avantaj saglamaktadirlar. Mevsimsel alerjik rinitlilerde steroid tedaviye alerjen
mevsimi baglamadan gilinler 6nce baslanmasi ve tedavinin alerjen mevsimi boyunca

stirdiiriilmesi dnerilmektedir (20).
2.5.2.5. Antikolinerjik Ajanlar

Alerjik rinitte baslica semptomun burun akintist oldugu durumlarda tercih
edilebilirler. Burun mukozasindaki salgi bezlerinin uyarilmasi parasempatik sinir
sistemi ile saglandigindan topikal etkili parasempatolitik ipratropium bromide

methacoline'i inhibe ederek 6 saat siireyle nazal hipersekresyonu azaltir (20).
2.5.3. Immiinoterapi

Alerjik semptomlara yol acan antijenlerin diisiik dozdan baglanarak giderek
artan dozlarda verilmesi ile alerjenlere karst olugan immiin yanitlarin degistirilmesi
islemidir. Immiinoterapi ile spesifik IgE artis1 engellenmekte ve IgG antikorlarinin
sentezlenmesi saglanmaktadir. En iyi sonug¢ cayir polenlerine karsi alinmaktadir.
Immiinoterapi ilaglarla semptomlarin kontrol altina alinamadigy, ilag tedavisini kabul
etmeyen ya da ilaglarin istenmeyen reaksiyonlara neden oldugu hastalarda
uygulanabilir. Immiinoterapi ciddi immiin yetmezlikte, malignitelerde, ciddi
psikiatrik bozukluklarda, beta bloker kullananlarda, agir astimlarda, anaflaksi
durumunda epinefrin verildiginde ciddi kardiovaskiiler problemi olacaklarda, 5 yasin
altinda ve gebelerde yapilmaz. Ancak immiinoterapiye baglanmigsa gebelerde
tedaviye devam edilir. Genellikle subkutan enjeksiyon ile bazi merkezlerde ise
sublingual, oral ya da nazal yoldan uygulanmaktadir. Dort-alti ay sonra sonug
alinmaya baglanirsa da asil sonug 3 sene sonra alinir. Sonug alindig1 takdirde bu siire

5 seneye ¢ikarilabilir. Etki siiresinin ise uzun yillar devam ettigi bildirilmistir (21).
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2.6. Aquaporinler

Evrensel bir ¢oziicii olarak kabul edilen su canlilarin ana yapitagidir.
Canliligin  siirdiiriilebir  olmas1  i¢cin  gerekli metabolik ozmotik, termal,
elektrokimyasal dengenin ve besin ve kataboliklerin hiicresel tasinmasinda yagamsal

gorevleri bulunmaktadir.

1920’lerde hiicre zarmin cift kath lipit yapis1 tanimlanmasiyla suyun sinirh
miktarlarda basit difiizyon ile membrani gectigi kabul edilmistir. Ancak renal
tubiiller, eritrositler ve salgi bezleri gibi dokularda suyun gegisi basit diflizyon ile
aciklanabileceginden daha fazla olarak gergeklesmektedir. Arastirmacilar uzun
zamanlar bu hizli su transpotunu gergeklestirecek ek yollarin var oldugunu
diisiinmiislerdir. Nihayet 1988 yilinda ilk olarak eritrosit membraninda Rh (D)
antijeni ile birlikte orijinal ismi CHIP28 (kanal bagimli integral protein, 28 kDa) olan
su kanali Peter Agree arkadaslari tarafindan tanimlamislardir (22). 1992 yilinda
CHIP28 Xenopus oositleri iizerinde Preston ve arkadaslar tarafindan tespit
edilmesinden sadece 1 yil sonra 1993 yilinda Fushimi ve arkadaslari, renal toplayici
kanalda su kanalinin bir baska formunu tanimlamiglardir (23). Bu su kanal
proteinlerine Agree ve arkadaslari, 1993 yilinda "aquaporin" adin1 vermislerdir (24).
Agree aquaporinlerin yap1 ve fonksiyonlarina yonelik ¢alismalarindan dolay1 2003

yilinda Nobel kimya 6diiliinii almaya hak kazanmistir.

Aquaporinler baglangicta sadece su transpotunda gorevli oldugu
diistiniiliirken ilerleyen zamanlardaki ¢aligmalarda gliserol ya da iire gibi kiiciik,
ylksiiz soliitlerin hiicre membranlarindan transportuna izin veren integral-membran
su kanali proteinleri oldugu anlasildi. Membran potansiyelinin ve intraselliiler
pH’nin korunmasi, iyonlarin, 6zellikle de protonlarin gecislerinin inhibe edilmesini

gerektirmektedir (25).

Giliniimiizde insanlarda 13 tane aquaporin tanimlanmistir. Bitki ve

bakterilerde bu say1 100’1 bulmaktadir (26).

Dokularin suya permeabilitesi, aquaporin dagilimina baglanabilir ve insan
viicudundaki biitiin dokular su dengesini ve hiicre hacmini diizenleyen kendine has
bir aquaporin dizisine sahiptir. Nefrojenik diyabetes insipidus, Sjogren sendromu,

konjenital katarakt, 1slak akciger sendromu, konjestif kalp yetmezligi ve beyin
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O0demi gibi oldukga farkli hastalikta aquaporinlerin yoklugu ya da disfonksiyonunun
s0z konusu oldugu diisiiniilmekte ve aquaporinler iizerinden tedavi yontemleri

lizerinde son zamanlarda bir¢ok yeni aragtirmalar yapilmaktadir (25).
2.6.1. Aquaporinlerin Yapisi

Aquaporinler hiicre membranlarinda her biri yaklagik 30 kDa biiytikliglindeki
monomerlerden olusan ve 7 nanometre (nm) yan uzunlugundaki '"tetramer"
yapisindadir. NH2 and COOH uglarina sahip olan her monomer her iki yone su
transportu saglayabilen su porlarini ¢evreleyen sekiz adet transmembran segmentten
olusur. Bunlardan alt1 tanesi heliks yapida diger iki tanesi ise kisa segmenttir. Kisa
segmentlerin bir tanesi 2-3 digeri 5-6 helikal segmentler arasindadir. Kisa segmentler
asparajin (Asn), prolin (Pro), alanin (Ala) igermektedir. Bunlara kisaca; Asparajin-
Prolin-Alanin (NPA) sekanslar1 denilmektedir. Bu segmentlerin dongiisel yapisi ile
"hourglass’ denilen kum saati yapis1 olusmaktadir. NPA iceren kisa heliksler porun
ortasina dogru karsilikli uzanirlar ve boylece yalnizca su gecisine izin veren spesifik
bir filtre meydana getirirler. Monomerler arast bosluklar por gorevi iistlenmistir. Tek
basia su molekiillerinin gecisine izin veren her monomer bir tane transmembran
poruna sahiptir. Kanal altinda, su gibi kiiciik molekiillerin gegisine izin veren,
Ozellikli bir bogaz bolgesi mevcuttur. Bogazi meydana getiren yan zincirler
fenilalanin (Phe58), histidin (His182), sistein (Cys191) ve arjininden (Arj197)
meydana gelmektedir. Aquaporin 1 monomerinden uzanan rezidiiler genellikle
nonpolardir. Fakat su, gecis esnasinda peptid omurgasindaki karbonil gruplari ile
hidrojen bag1 meydana getirir. Ayrica NPA halkasindaki iki Asn rezidiisii su ile
hidrojen bagi meydana getirir (Asn76,192). NPA sekansindaki Arj ve His pozitif yiik

olusturarak su i¢in itici kuvvet olustururlar (26).

AQP2, AQP6 ve AQPS istisnai olarak intraselliiler lokasyon gostermelerine

karsin geri kalan digerleri hiicre membranina yerlesmistir (27, 28, 29).
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Sekil 3. Aquaporinlerin hiicre membranindaki yapisi

Sekil 4. Aquaporinlerin hour glass yapist
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Sekil 5. Aquaporinlerin NPA alt tiniteleri ve hiicre membranindaki {i¢ boyutlu yapisi

2.6.2. Aquaporinlerin Biyolojik Fonksiyonu

Temel fonksiyon olarak su transportunda goérev alan aquaporinler ek olarak
AQP1 CO2, AQP (3, 7 ve 9) gliserol, iire ve AQP9 karbamid, poliol, piirin, arsenit
ve purimidin tagimaktadirlar. Bazilarinin ise hiicre iskeleti ve hiicre adezyonunda

gorev aldigr diistiniilmektedir.

AQP4 en yiiksek su gecirgenligine sahipken AQPO ve AQP3 en diisiik
gecirgenlige sahiptir (30).
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Su molekiilleri aquaporinl kanalindan ¢ok hizli gegerler. Yaklasik olarak bir
saniyede 109 su molekiilii kanaldan ge¢mektedir. Bu hiz metabolik olaylar icin
oldukgca fazla bir hizdir. Reaksiyon hizlari organizmada iki sekilde artirilabilir. Ilki
ortam sicakligmi arttirmak ki, bu protein yapisini bozacagi i¢in tercih edilmez.
Ikincisi ise; serbest aktivasyon enerjisini diisiirmek yoluyla reaksiyon hizini arttiran
enzimlerdir. Karsilagtirma olarak; bilinen en yiiksek turnover sayisina sahip enzim
olan katalaz saniyede 4x107 substrat1 iirline ¢evirmektedir. Katalazdan bile ¢ok hizli
calisan aquaporinler su molekiillerinin gegigine imkan vermektedir. Osmotik gradient
boyunca suyun bu hizli hareketi diisiik aktivasyon enerjisi ile agiklanabilir (G+ <15

kj/mol).

Aquaporinler protonlarin gegisine izin vermezler (Hidronyum iyonlari, H30).
Zaten boyle hizl1 geciste bu miimkiin olsaydi, membranin elektrokimyasal gradienti

bozulurdu.
2.6.3. Aquaporinlerin Simiflandirilmasi

a) Klasik aquaporinler (AQP-1, -2, -4 ve -5), 6zellikle suya gecirgendirler.

b) Aquagliseroporinler (AQP-3, -7, -9 ve -10), suyla birlikte gliserol ve iire
gibi kiiciik nonpolar soliitlere ve bazilar1 karbamid, poliol, piirin, arsenit ve

purimidine gecirgendirler.

¢) Anortodoks aquaporinler (AQP-6, -8, -11, and -12), Iyona gecirgen
AQP 6, 8 veya akuaporin protein ailesinin yapisal 6zelliklerini kaybetmis olan AQP
11,12 bu simiflandirmanin diginda tutulabilir (31).

Aquaporin 0

AQP1’in tanimlanmasindan 6nce lens fiber hiicrelerinde yaygin bir protein
olan AQPO kesfedilmis (35,36) ve lens major intrinsic protein (MIP) de olarak
adlandirilmig fakat tam fonksiyonu anlagilamamaisti. Bu aquaporin karaciger ve lens

dokusunda bulunur.

Oositlerde MIP (AQPO) uyarilmasiyla su gegirgenligini artirmast ve AQP1

den farkl olarak civayla inhibe olmamas1 MIP isminin AQPO olarak degismesini
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sagladi (37). Diger aquaporinlerden farkli olarak hiicresel adezyonda (38) ve hiicre

iskeletinde gorev alir (39).

AQPO0’1n dagiliminin ve fonksiyonundaki bozukluklar katarakt olusumu ile

iligkili oldugu goriilmiistiir (27, 29, 32).
Aquaporin 1

AQP1, eski adi ile CHIP-28 olarak 1988 yilinda eritrosit membraninda ilk
tespit edilen su kanal proteinidir. Eritrositlerin hareketi ve bu hiicrelerdeki hizli su
transportu AQP1’in kesfi ile anlasilmistir. AQP1 ayrica bobreklerde proksimal
tiplerde ve Henlenin inen kolunda, akciger dokusunda endotelyal hiicrelerde ve
pnomositlerde, koroid pleksusve silier hiicrelerde bulunmaktadir. Suyun transportu
icin ¢ok dnemli olan AQP1’in bu 6zelligi civa ile inhibe edilebilmektedir. CO;’e de
gecirgenligi tespit edilen AQP1 gozde hiimor akozun sekresyon ve absorbsiyonunda
ciddi gorevi tespit edilmistir. Bu nedenle glukom hastaliginin patogenezinde rol
aldig1 diisiiniilmektedir. Altuntas ve ark. yaptig1 calismada nazal polip dokusunda
normal mukozaya gore artmis AQPI1 tespit etmislerdir (27, 29, 32, 105). Hiicre
migrasyonunun diizenlenmesinde aquaporinlerin rolleri ilk kez melanoma tiimorii
implante edilmis farelerde AQP1 ve vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in rapor edilmistir
(33). Genel olarak aquaporinlerin yoklugu hiicre migrasyonunu 2-3 kat yavaslatir

(33, 34).
Aquaporin 2

Aquaporin 2 esas olarak renal toplayici tiibiillerde bulunmakla beraber
testislerde de yer alir. AQP2 istirahat halinde intraseliiler yerlesimli iken aktif
olduklarinda hiicre membranina dogru migrasyon yaparlar. Bircok fizyolojik ve
patolojik olayin AQP2’nin ekspreyonu iizerine etkisi bulunmustur. Bunlardan lityum,
hipokalemi, hiponatremi, hiperkalsemi, renal hastaliklar ve karaciger sirozu
ekspresyonu azaltirken; konjestif kalp yetmezligi, anemi ve gebelik ise AQP2
ekspresyonunu arttirmaktadir. AQP2’nin fonksiyon bozuklugu nefrojenik diabetes

insipitusa neden olmaktadir (27, 28, 40).

Son yillarda meniere hastaliginda Aquaporin 2’nin 6zel bir dnemi oldugu
kesfedildi. Aquaporin 2, guinea pig’de ve insanda endolenfatik kesede eksprese

olmaktadir (41). Meniere hastaliginin i¢ kulaktaki aquaporin-vazopressin sisteminin
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bir disregiilasyonu nedeniyle ortaya c¢iktigi One siiriilmiistiir (42). Meniere

hastaliginda arjinin vazopressin plazma seviyeleri de daha yiiksektir (43).
Aquaporin 3

AQP3, bobrek, gastrointestinal sistem, solunum sistemi, deri ve goz gibi
oldukga genis bir dokuda bulunmaktadir. Aquaporin 3, su haricinde gliserol ve lireye
de gegirgendir. Fizyolojik karakteri tam aydinlatilamamis olmasina ragmen bu

kanallarin fonksiyonunun bozulmasi ¢esitli renal hastaliklarla iligkili bulunmustur

(27, 28, 40).

Aquaporin 3, endolenfatik kesede aquaporin 2 ve 4 ile ko-ekspresedir (44).
Ancak farelerde aquaporin 3 hasarlansa bile normal isitme esikleri ve normal i¢
kulak morfolojisi sergilenmektedir (45). intraperitoneal steroid uygulamasini takiben,
endolenfatik kesede bir aquaporin 3 mRNa up-regiilasyonunun gergeklestigini
gostererek tedavi edici potansiyeli bulunan birtakim yeni klinik girisimler

gelistirilebilir (46).
Aquaporin 4

Aquaporin 4, merkezi sinir sistemindeki temel aquaporindir, astrosit ayaksi
¢ikintilarinda bol miktarda eksprese edilmektedir ve aquaporinler i¢inde en yiiksek
su permeabilitesine sahiptir. AQP4 ayrica retina, gastrointestinal sistem, akciger ve
iskelet kaslarinda bulunur. Beyinde, BOS f{iretimi ve absorbsiyonu, kan-beyin
bariyeri arasindaki su transportu ve beyin O0demi fizyopatolojisinde goérev alir.
Retinada AQP4 kalsiyum kanali ile beraber lokalize olur. i¢ kulakta tespit edilen
aquaporin 4, farelerde hasarlandigi zaman isitme kaybi olugsmustur (47, 48). AOP4
iskelet kaslarinin sarkolemmasinda da bulunur ve Duchenne ve Becker muskuler

distrofisinde diizeylerinin arttig1 saplanmistir (28, 40, 49).
Aquaporin 5

Ik olarak submandibuler bezde tespit edilen AQPS5 (50), submukozal bezlerin
sekretuar hiicrelerin apikal membranlarinda tiikriik bezleri, korneal epitel, tip-I
alveoller, lakrimal ve tiikriikk bezleri gibi daha bir¢ok dokuda da bulunur (51).
Korneada hidrasyon, transparanlik ve yara iyiesmesi iizerine rolii oldugu

distiniilmektedir. AQPS5’in  fonksiyon bozuklugunda astim, hiperhidrozis,
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hipohidrozis, tiikriik salgisilanmasinda bozukluk ve Sjégren sendromu gibi bir¢ok
hastalikla iliskili bulunmustur (28, 52, 53). insanlarda 6zellikle akciger ve solunum
yollar1 hastaliklarinda AQP5’in 6nemi vardir (40). AQPS sican akcigerinde alveol tip
1 doseyen epitel hiicrelerinin apikal membranlarinda lokalize edilmistir (40). Bazi
astim formlarinin, icinde AQPS5 kodlarinin da yer aldigi kromozom 12q ile iliskili

oldugu gosterilmistir (54).

Aquaporin 5, sigcan kohleasinin iist kivrimlarindaki skala medyanin spiral
cikintisinda yer alan eksternal sulkus hiicrelerinde bulunmaktadir (56). Ancak,
Merves ve ark. (57), eriskin aquaporin 5 hasarli farelerin isitme duyularinin normal
oldugunu ve i¢c kulak yapisal gelisiminin de normal bir sekilde yiiriidiglni
bildirmislerdir. Yang ve ark. (5) fare akciger hiicre kiiltiirline cpt-cAMP
uyguladiklarinda AQP5 diizeyinin arttigin1 ve bir protein kinaz A inhibitdrii olan
HS89 ile miidahale edildiginde AQPS5 diizeyinin azaldigin1 géstermislerdir. Parvin ve
arkadaglar1 da barsak hiicre kiiltiirline H89 uygularakAQPS diizeylerinde azalma
tespit ettiler (99).

AR modelinde nazal mukozaya Nuclear factor kappa B (NF-kB) inhibitorii
olan proline dithiocarbamate (PDTC), uygulandiginda AQPS5 diizeylerinde azalma
tespit ederek alerjik rinitte AQPS iizerinden alternatif tedavi yollar1 olabilecegini

kesfetmistir (61).
Aquaporin 6

AQP6 da aym1 AQP2 gibi intraseliiler yerlesimli bir proteindir. AQP6
ozellikle bobrek toplayict tiibiilleri ve alfa interkalar hiicrelerde yer alir. Bu
aquaporinler H'-ATP-az kanallar1 ile beraber yerlesimlidir ve diisiik pH ile aktive
olarak asit sekresyonu ve asit-baz dengesinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Kronik
asidozisde diizeyi degismeyen AQP-6°in kronik alkolozis ve su yiiklenmesinde
seviyesinin arttig1 goriilmiistiir (40, 28).

Aquaporin 7

AQP7 baslica yag dokusu, bobrekler ve spermatositlerde yerlesmektedir.
Fonksiyonundaki bozukluklarin sismanlik tiizerine etkisi bulundugu {izerine

caligmalar bulunan AQP7’nin iire ve gliserola da gegirgenligi dikkat ¢ekmektedir
(40, 28).
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Aquaporin 8

AQPS ratlarda karaciger, kolonun enterosit hiicrelerinde, testislerin seminifer
tiibiillerinde epididim, eksokrin pankreas hiicreleri, tiikriikk bezleri, bobrek ve
bronglarda yer alir (58, 59, 60). Farelerde ayrica kalp, akciger ve plasentada da tespit

edilmistir. Insanlarda ise sadece testis ve pankreasda tespit edilmistir (60).
Aquaporin 9

AQP9 karaciger akciger, dalak, 16kositler, testis ve beyin dokusunda bulunan
bir aquaporindir. AQP9 suyun yam sira gliserol, arsenit, karbamidler, polioller,
plrinler ve piramidinlerin transportunda gorev almaktadirlar. AQP9 ayrica
glukoneogenez i¢in gliserol saglanmasinda gorev alir. Loseminin ilagla tedivisinde

arsenit gecirgenligi bir tedavi se¢enegi olarak kullanilabilecegi one stiriilmiistiir (40,
28).

Aquaporin-10

AQP10, duedonum ve jejunumun enterositlerinin villuslarinda oldukc¢a
yaygin olarak tespit edilmistir. AQP3 ve AQP9 ile yakin iliskisi olan AQP10’un dis,
kas ve gingiva gelisiminde rol aldig1 diistintilmektedir (66).

Aquaporin -11

AQP11, AQPI12 ile yakindan iliskili olup testis, karaciger, bobrek gibi
dokularda tespit edilmistir. Baz1 ¢caligsmalarda da beyin kalp, yag dokusu, barsakta ve
hipokampusun CA1l, CA2 noronlarinda ve purkinje hiicrelerinin dentritlerinde de
tespit edilmistir (68).

Aquaporin- 12

AQP12 insanlarda AQPS8 ve farelerde AQPO ve AQP6 ile yakin iligkisi tespit
edilmistir (69). AQP12 o6zellikle ekzokrin pankreasin asiner hiicrelerinde bulunmus

olup (69) bazi arastirmacilar barsak ve trakeada da oldugunu o6ne slirmiislerse de

AQP12 tam olarak 6éneminin ne oldugu tam olarak bilinmemektedir.
2.7. Protein Kinaz A ve cAMP Sinyal ileti Sistemi

Proteinlerin ii¢ boyutlu uzaysal konfigiirasyonlar1 sabit degildir. Bir¢ok

mekanizma ile uzaysal konfigiirasyonlar1 degisir. Bunlarin en 6nemlisi yapilarina
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fosfor eklenmesidir. Proteinlere fosfor eklenmesiyle ii¢ boyutlu uzaysal
konfigiirasyonlar1 degisir. Boylelikle diger proteinler ile etkilesimleri aktive ya da
inhibe edilmis olur. Proteinlerin fosforilasyonunda anahtar rolii oynayan enzimler
protein kinazlardir. Protein kinazlarin bircok ¢esidi vardir. Siklik Adenozin
Monofosfat (¢cAMP)’a bagimli Protein Kinazlar (PKA) bunlardan birisidir. PKA’lar
cAMP diizeyinin artisi ile etkinlesirler. Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve iyon kanal

modulasyonunda rol oynarlar.

Yaklagik 50 yildan beri bilinen cAMP, ilk olarak hormonlarin intraseliiler
etkilerine aracilik eden haberci proteinler olarak tanimlanmistir. Ancak daha sonra
etkilerinin endokrin sistemle smirlt olmadigi aksine bilinen en yaygin intraseliiler
ikincil haberci proteinlerden birisi olarak homeostazisin idamesinde kritik dneme

sahip oldugu bulunmustur (62).

cAMP’nin sitoplazma i¢ine saliniminda G Proteinine Bagli Reseptorler
(GPCR) rol oynarlar. GPCR ismi Guanozindifosfat ve Guanozintrifosfat ile
calistiklart i¢in verilmistir. Biitin GPCR’lar hiicre zarin1 7 kez gecen tek bir
proteinden olusurlar. GPCR’lar hiicre zarmin bir parcgasi degillerdir ve Alfa, Beta,
Gama ad1 verilen birbirine bagl ii¢ protein alt birimden olusurlar. GPCR’lar islevleri
ve yapilar1 farkl alfa alt birimlerine gore siniflandirilirlar. Beta ve Gama alt birimleri

ortaktir.

cAMP birgok kritik 6neme sahip proteini aktiflestirebilir. Bununla birlikte
cAMP’nin temel intraseliiler hedefi Protein Kinaz-A (PKA)’dir. PKA ilk olarak
1968’ de Krebs ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. cCAMP’nin hiicre i¢inde
artist PKA’y1 aktiflestirir. Aktif hale gelen PKA hedef proteinlerin spesifik serin
threoinin kalintilarina Adenozin Tri Fosfat (ATP)’tan fosfor transferini gerceklestirir.
Uzaysal konumu degisen proteinlerin aktiviteleri degisir. Intraseliiler substratlarm
PKA bagimli fosforilasyonu hiicre motilitesi, metabolizmasi, farklilagsmasi, sinaptik
ileti, iyon kanal aktiviteleri, bliylime ve gen transkripsiyonu gibi bir ¢ok hiicre

fonksiyonunu kontrol eder (63).

PKA serin-treonin kinaz aktivitesine sahip bir holoenzimdir. Dort alt birimi
vardir. Iki alt birimi diizenleyicidir. R sembolii ile gosterilir. Diger iki alt birimi ise

katalitiktir. C sembolii ile gosterilir. Katalitik alt birimler C alfa, C beta, C gama
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olmak iizere Ui¢ farkli gen tarafindan eksprese edilirler. Diizenleyici alt birimler ise
R1 alfa, R1 beta, R2 alfa, R2 beta olmak iizere dort farkli gen tarafindan eksprese
edilirler (64).

2.8. H89; Spesifik Protein Kinaz A Inhibitorii

H-89, cAMP’ye bagh protein kinaz A (PKA)‘nin selektif potent bir
inhibitoriidiir. Hiicre kiiltiirlerinde etkisini 10 uM ile 30 uM (70,71) arasinda
uygulandiginda gostermektedir. Molekiil formiilii C20H20BrN302S<2HCI olan H89;
inhibitdr etkisini kinaz katalitik subiinitesine yarigmali olarak baglanarak
gostermektedir (72). PKA ‘ya ilave olarak Protein Kinaz G (PKG) ve Protein Kinaz C
(PKC)‘ye de 500 nM‘lik uygulamanin ardindan degisik oranlarda bloke edici etkisi
goriilmiistiir (73).

Sekil 6. H89 un molekiiler yapisi
2.9. Dimetil siilfoksit (DMSO)

Formiilii (CH3) 2SO olan organokiikiirt bilesigidir. Molekiil agirligi 78.13,
erime noktast 18.3° C ‘dir. Rensiz ve sivi halde olan bilesik 6nemli bir polar
coziiciidiir. Cilde kolayca niifiiz eder, agizda sarimsak gibi bir tad birakir.
Dimethylsulfide'in oksijen ya da nitrogen dioxide ile oksidasyonu DMSO'yu verir.
DMSO kimyasal reaksiyonlarda ¢oziicii tuz olarak ve oOzellikle de Finkelstein
reaksiyonlart ve diger niikleofilik yerdegistirme iceren kimyasal reaksiyonlar
i¢in ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. DMSO kagit yapim bir kimyasal yan {irlindiir ve
endiistriyel bir ¢dziicii, aym1 zamanda ila¢ olarak kullanilmistir. fla¢ olarak agirlikla
lokal agr1 kesici olarak kullanilmaya baglanmistir. Bolgesel uygulamalarda anti-
enflamatuar ve antioksidan olarak kullanilmaya baglanmistir. Ciinkii DMSO ciltten
verilen bilesiklerin emilimini artirmakta, sadece cilletten degil tirnaklardan da niifiiz

etmektedir. 1978'de FDA ABD'de DMSO' nun mesane iltthabinda dokularin
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tedavisinde kullanimin1 ve 2007'de FDA beyin dokusunda travmatik beyin hasarinda
sismenin  azaltilmasi i¢cin DMSO'nun klinik  c¢alismalarda  kullanimini

onaylamigtir(112).

DMSO’nun oksidatif bir formu olan Methylsulfonylmethane (MSM), ise ayn
zamanda dimethyl sulfone (DMSO2) ve methyl sulfone olarak bilinir ve dogada
cesitli meyve, sebze, tahil ve hayvanlarda bulunabilen bir organik siilfiir bilesenidir.
Viicuda aliman DMSO’nun % 15’1 MSM‘ye metabolize olur (113). MSM‘in ,
iktiyozis, horlama, spor yaralanmalari, romatoid artrit, otoimmiin hastaliklar ve
alerjik rinitte ve hatta kanser tedavisinde kullanilabilecegi ile ilgili bir¢ok calismalar

yapilmis olup heniiz lizerinde ¢aligmalar devam etmektedir (114).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan
Laboratuarinda yapilmistir. Yaslar1 12-16 ay olan, agirliklar1 250-350 gr arasinda
degisen 32 adet beyaz Wistar Albino cinsi erkek rat calismaya dahil edildi. Caligma,
“2926-TU-11" proje numarasi ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Yonetim Birimince desteklenmistir.

Hayvanlar her grupta 8 rat olmak tizere 4 gruba ayrildi.
3.1. Gruplar ve Alerjik Rinit Modelinin Olusturulmasi

Hayvanlar her grupta 8 rat olmak {izere 4 gruba ayrildi. Gruplar sirasi ile

Kontrol, Sham, Alerjik Rinit, H89 olarak adlandirildi.
1. Grup (Kontrol): Higbir islem yapilmayan grup.

2. Grup (Sham): Chicken serum albumin (OVA, grade III) ile alerjik rinit
olusturulup daha sonra Dimethyl sulfoxide (DMSO) (tedavi edici Ozelligini

arastirdigimiz H89 maddesinin ¢oziilecegi soliisyon) verilen grup.

3. Grup (Alerjik Rinit): Chicken serum albumin (OV A, grade III) ile sensitize
edildikten sonra deneysel alerjik rinit modeli olusturulan ve baska ilag verilmeyen
grup.

4. Grup (H89): Yine OVA ile sensitize edilerek alerjik rinit modeli
olusturulan ratlara sadece H89 (LC laboratories Woburn MA, USA) adli ilag sprey

seklinde topikal intranazal olarak verilen grup.



Resim 1. Wistar albino cinsi ratlar

Resim 2. Hassas terazi
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3.2. Topikal Uygulanan Ilaclarin Hazirlamsi ve Dozu Su Sekilde
Olacaktir

DMSO; ikinci gruba (sham) verdigimiz bu maddeyi saf halde ucuna pipet
taktigimiz spreylerle intranazal 8, 9, 10 ve 14 ‘iincii glinlerde verilen intranazal

ovalbuminden 1’er saat Once tatbik edildi.

Intraperitoneal Ovalbumin; % 0.9 serum fizyolojik icinde OVA (25ugr/ml) ve
alliminyum hidroksit (5mg/ml) olacak sekilde 200 ml’lik soliisyon hazirlandi.

Intranazal ovalbumin; 20 ml SF iginde 0,02 gr OVA ¢bziilerek % 10’luk

sollisyon hazirlandi.

H89 (LC laboratories Woburn MA, USA); 30 mikro molarlik 15 ml soliisyon

hazirlandi.

Lowo31m7009V
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Albumin, from chicke”
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Resim 3. Kullanilan ovalbumin, DMSO ve H89 siseleri
3.3. Deneysel Alerjik Rinit Olusturulmasi

Ratlarda deneysel alerjik rinit olusturmak i¢in modelimizde Ovalbumin
(OVA) ile sensitizasyon teknigi kullanilmig olup, uygulamamiz asagida agiklandigi

sekilde yapilmistir.
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Intraperitonel uygulama i¢in hazirlanan ovalbumin soliisyonundan 2, 3 ve
4’lincli gruba, 1, 2, 3, 7 ve 10’uncu giinlerde 1 ml intraperitoneal olarak verildi.
Yedinci giinden itibaren yine intranazal uygulama i¢in hazirlanan ovalbumin
sollisyonundan giinde iki kez her iki burun deliginden, her dozda 0.1 ml olacak
sekilde ikiser puff 8, 9, 10 ve 14’iincii giinlerde 2, 3 ve 4. gruplara nazal spreylerle

uygulanmustir.
3.4. Sham Grubuna ila¢ Uygulamasi

Hazirlanan Ovalbumin ¢o6zeltisi Sham grubu olan 2. gruba 1, 2, 3, 7 ve
10’uncu giinlerde 1 ml intraperitoneal olarak verildi. Hazirlanan DMSO soliisyonu
ilk i.p. OVA uygulamasindan sonraki 8, 9, 10 ve 14’iincii glinlerde intranazal yolla
her burun deligine ikiser puff olacak sekilde verildi. Boylece her puffta 0.1 ml ikiser
puff DMSO uygulandi. Her intranazal DMSO uygulamasinin ardindan 1 saat sonra
hazirlanmis olan OVA soliisyonundan yine intranazal yolla her burun deligine ikiser

puff verildi.
3.5. H89 Grubuna fla¢ Uygulamasi

H89 grubu olan doérdiincii gruba; yine hazirlanan Ovalbumin ¢ozeltisi 1, 2, 3,
7 ve 10’uncu giinlerde 1 ml intraperitoneal olarak verildi. Hazirlanan H89 soliisyonu
ilk i.p. OVA uygulamasindan sonraki 8, 9, 10 ve 14’iincii glinlerde intranazal yolla
her burun deligine ikiser puff olarak verildi. Her intranazal H89 uygulamasindan 1
saat sonra hazirlanmig olan OVA soliisyonunu yine intranazal yolla her burun

deligine ikiger puff verildi.

Boylece alerjik rinit olusturulan ratlarda H89’un tedavi edici etkisinin olup
olmadig1 ve H89’un ¢oziiciisii olarak kullandigimiz DMSO’nun etkisinin ne derece

oldugunu aragtirmak i¢in bir model olusturmus olduk.



Resim 5. Intraperitoneal ilag uygulamasi
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3.6. Dokularin Elde Edilmesi

Deneysel calisma sonunda, ratlar, intraperitoneal olarak uygulanan % 10’luk
ketamin (Alfamin, Alfasan, Holland) %2’lik anestezisi altinda dekapite edildi. Ratlar
sakrifiye edildikten sonra nazal kaviteden makas, elevator ve bistiiri yardimiyla alt
konkalar bilateral ¢ikartilarak nazal mukoza dokusu elde edildi ve formaldehit

igerisine konuldu.
3.7. Doku Takip Calismalan

Notral formaldehit ve paraformaldehit soliisyonunda, immersiyon fiksasyon
yontemi uygulanarak tespit edilen dokular yikama isleminden sonra asagida

gosterilen islemlerden gecirildi.
A) Dehidratasyon
Dokular dereceli alkollerde agagidaki siirelerde bekletildi.
Alkol derecesi ve Siireleri
%350 1 saat
%70 1 saat
%380 1 saat
%090 1 saat
%96 1 saat
%100 1 gece beklendi.
B) Seffaflagtirma Islemi
Ksilolde 5-15 dk bekletildi.
C) Emdirme Islemi
Ksilol+parafin (60° C etiivde) 15 dakika,
Yumusak parafin (60° C etiivde) 1 saat,
Sert parafin (60° C etiivde) 4 saat bekletildi.

D) Gémme Islemi
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Sert parafin kullanilarak dokular bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan,
Leica marka kizakli mikrotom kullanilarak 4-5 mikron kalinliginda kesitler alindi.
Histolojik degerlendirme icin preparatlara Hematoksilen- Eozin ile rutin boyama

yapild.
3.8. immunohistokimyasal Calhismalar

a) Kesitlerin elde edilmesi:

Elde edilen tiim doku Ornekleri, immersiyon fiksasyon yontemiyle %10’luk
ndtral formaldehit soliisyonuna alindi ve 24 saat formaldehit soliisyonunda bekletildi.
Daha sonra yukarida sayilan rutin histolojik yontemler kullanilarak dokular parafine
gomiilerek mikrotom (Leica tipi kizakli mikrotom) ile alinan 4 um kalinliginda seri

kesitler lizinli lamlara alindi.
Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan kimyasallar ve hazirlanislar::
Primer antikorlar:
* VCAM-1 (Mouse Anti-ICAM-1 antibody) (Thermo Scientific, CA).
* iNOS (Mouse Anti-iNOS antibody) (Bioss, USA).

V-CAM antikoru 1:100 oraninda, Antibody diluent (Bioss, USA) soliisyonu
ile sulandirilcaklar. iNOS antikoru ayni sekilde, Antibody diluent (Bioss, USA)

soliisyonu ile 1:50 oraninda sulandirildi.
Sekonder antikor:

Sekonder antikor olarak kullanilan goat-anti rabbit IgG (Abcam, UK) 1:200

oraninda dilue edildi.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solution), (Thermo
Scientific, CA):

Hazir PBS tabletlerin her biri 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi ve taze

olarak kullanildz.
Sodyum Sitrat Soliisyonu:

16,5 gr sodyum sitrat, 500 gr distile su ile karistirilarak pH=6 olacak sekilde

ayarlandi ve her boyama i¢in taze soliisyon hazirlanarak kullanildi.
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%?3’liikk Hidrojen Peroksit Soliisyonu:

90 ml metanol tlizerine 10 ml %30’luk hidrojen peroksit (Thermo Scientific,

CA) eklenerek karigtirilir ve her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.
Kromojen:

DAB (diaminobenzidin), Horse-radish-peroksidaz enziminin substrati olarak
kullamildi. Uretici firmanin (Thermo Scientific, CA) 6nerisine gdre 2 ml substrat igin
1 damla kromojen igerecek sekilde karistirildi. Her karisim kullanimindan yaklasik

20 dk Once taze olarak hazirlandi.
Z1t Boyama:

Z1t boyamada ama¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarini

boyamaktir. Zit boyama i¢in hematoksilen (J.T. Baker, Holland) kullanildi.
Immiinohistokimyasal Boyama Islemi:

* 4 um kalinhiginda elde edilen parafin kesitler 37° C’ de etiivde bir saat
bekletildi,

* Deparafinizasyon islemi i¢in Ksilol-1’de 10 dk bekletildi,

* Deparafinizasyon isleminin devami Ksilol-2’de 10 dk bekletildi,

* Dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %100’liik alkolde 5 dk bekletildi,
* %96’11ik alkolde 5 dk,

* %90’l1k alkolde 5 dk,

* %80’lik alkolde 5 dk,

* %70’lik alkolde 5 dk bekletildi.

* PBS soliisyonunda 5 dk bekletildi.

* Kesitler sodyum sitrat tamponunda 600W’a ayarli mikrodalga firinda 1 dk
sitilacaklar ve 20 dk oda sicakliginda dokularla birlikte sogumaya birakildi.

* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.
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* PAP Pen (Beckman Coulter, France) kalem ile polilizinli lamlarin
tizerindeki doku kesitlerinin etrafi ¢izildi. Bu islem ileriki safhalarda da gerekli

goriilerek 2 kere tekrarlandi.

* Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karigmamasina
dikkat edilerek %3’liik H,O, soliisyonu damlatildi ve takiben 10 dk oda sicakliginda
bekletildi.

» Kesitler ii¢ ayrt PBS (Thermo Scientific, CA) soliisyonunda 3’er dk
bekletildi.

* Dokunun tizerini kapatacak sekilde Ultra V Block (Thermo Scientific, CA)
damlatild1 ve 10 dk bekletildi.

» Lamlardaki son kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor, diger kesitlerin
lizerine de primer antikor damlatilip lamlar nemli kabin igerisinde +4°C’de bir gece

bekletildi.
* Ertesi giin kesitler PBS-1, PBS-2 ve PBS-3’te 3’er dk bekletildi.

» Sekonder antikor (Abcam, UK), dokularin iizerini kaplayacak sekilde
damlatilarak 10 dk beklendi.

» Kesitler ii¢ ayr1 PBS (Thermo Scientific, CA) soliisyonunda 3’er dk
bekletildi.

* Dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde Streptavidin Horseradish

Peroksidaz (Thermo Scientific, CA) damlatilip 10 dk beklendi.
* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

* DAB soliisyonu (Thermo Scientific, CA), dokularin iizerine damlatilip

reaksiyon vermesi i¢in 10dk beklendi.
* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.
* Z1t boyama Hematoksilen (JT Beker, Holland) ile 10 sn siiresince yapildi.

* Cesme suyunda 5 dk yikanacak. Sirasiyla %70, %80, %90 ve %100’ lik

alkol serilerinden batir ¢ikar yapilarak gecirildi.

* Kesitler seffaflasana kadar ksilolde bekletildi.
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* Entellan kullanilarak kapama yapildi.

Boyanan 6rnekler Olympus BX50 tipi binokiiler mikroskopta incelendi ve

fotograflar elde edilerek degerlendirildi.

Resim 6. Parafin bloklarin alinmasi
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Resim 7. Histolojik incelemede kullanilan mikroskop ve fotograf makinesi

Resim 8. Histolojik preparat bloklar:

3.9. incelenenen Parametreler

Boyanan ornekler Olympus BX50 tipi binokuler mikroskopta incelendi ve

kesitlerden mikrofotograflar alinarak degerlendirildi. Isik mikroskobu altinda her bir
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hayvana ait kesitler ayr1 ayri, silya kaybi, vaskiiler proliferasyon, enflamatuar hiicre
infiltrasyonu, eozinofil infiltrasyonu, bag dokusu artisi, mukozal bezlerde
dejenerasyon, goblet hiicre artisi, vaskiiler konjesyon degerlendirilerek skorlandi.
Skorlama, Ercan ve ark. (1) tarafindan yapilan ¢alismada oldugu gibi semikantitatif
olarak, her parametre i¢in eger herhangi bir degisiklik yoksa “0”, hafif derecede
degisiklik varsa “1”, belirgin derecede degisiklik varsa “2”, ileri derecede degisiklik
varsa “3” puan lizerinden yapildi. Sonuglar istatiksel olarak Mann-Whitney U testi,
korelasyonlar parametrik t-test ile degerlendirildi. Sonuglar SPSS paket programinda
Mann-Whitney U ve Ki-Kare (Chi-Square) testleri ile analiz edildi. 0.05’ten kii¢iik

olanlar anlamli olarak kabul edildi.
Nazal mukoza dokularinin immiinohistokimyasal incelenmesinde dokularda
eksprese edilmis AQPS diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildi.

3.10. istatistik

Calismamizda parametrik olmayan tek yOnlii varyans analizi yontemi olan
Kruskal Wallis testi ile Mann-Whitney U ve Ki-Kare (Chi-Square) testi kullanildi.
Kullanilan faktoriin 7 seviyesi bulunmaktadir. Bu faktorlerin degerlendirilmesi

asagidaki formiile gore yapilmaktadir.
yij= ptaiteij
yij= X-ray Ol¢iim degerleri
u= Bulunan degerlerin genel ortalamasi
ai= Gruplarin etki pay1
eij= Sansa bagli hata

Olgiim degerlerinin ortalama ve standart sapmalar1 verildi. Gruplar arasinda
Olciim degerleri ortalamalar1 agisindan farklilika, kosullarda Kruskal Wallis testi ile

bakildi.

[statistiksel analizler, iiniversitemizin lisansli SPSS for Windows 15.0 paket

programi ile yapildi. Anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Histolojik Degerlendirme

Tablo 1. Histolojik bulgular semikantitatif degerlendirme tablosu
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Mukozal bezlerde dejenerasyon, Gha: Goblet hiicre artisi, Vask: Vaskiiler

Ehi:
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Tablo 2. Histolojik parametrelerin ortalama ve standart sapmalari

N Ortalama Std. Sapma

Sk 32 0,56 0,619
Gha 32 0,56 0,759
Bda 32 0,75 0,622
Vask 32 1,13 0,751
Vasp 32 0,66 0,745
Ehi 32 0,63 0,751
Eozinf 32 0,94 0,759
Mbd 32 0,78 0,832
grp 32 1,50 1,136

Isik mikroskobunda kontrol grubuna ait ratlarin konka dokusunda yapilan
degerlendirmeler neticesinde, bu grupta normal histolojik bulgular disinda herhangi

bir patolojik duruma rastlanmamistir (Resim 9, 10).

Ovalbumin verilen H89 grubunun incelenmesi neticesinde ise ozellikle silya
kayb1 (Sk), goblet hiicre artis1 (Gha), vaskiiler konjesyon (Vask), vaskiiler
proliferasyon (Vasp), eozinofil infiltrasyonu (Eozinf), enflamatuar hiicre
infiltrasyonu (Ehi), bag dokusundaki mukozal bezlerde dejenerasyon (Mbd)
gozlendi. Sonuglarimiz istatistiksel olarak kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli
olarak elde edildi (p=0,000, p=0.000, p=0.008, p=0.001, p=0.001, p=0.030, p=0.000)
(Resim 13, 14).

DMSO+H&89 verdigimiz tedavi grubunda histolojik incelemeler sonucunda
silya kaybi, goblet hiicre artisi, eozinofil infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon ve
mukozal bezlerin dejenerasyonunda alerjik rinit grubuna kiyasla anlamli olarak
azalma gozlemlendi (p=0.015, p=0.003, p=0.013, p=0.049, p=0.026). Ancak bag
dokusu artis1 ve vaskiiler proliferasyon gibi sham grubu ve alerjik rinit grubunda
gozlenen patolojik durumlarla kiyaslandiginda anlamli bir fark goézlemlenmedi

(p=0.469, p=0.215) (Resim 15, 16).

Sadece DMSO verdigimiz sham grubunda da silya kaybi, goblet hiicre artisi,
eozinofil infiltrasyonu, enflamatuar hiicre infiltrasyonu, vaskiiler proliferasyon ve
mukozal bezlerde dejenerasyonda alerjik rinit grubuna kiyasla anlamli olarak azalma

gbzlemlendi (p=0.015, p=0.001, p=0.009, p=0.012, p=0,0007, p=0.004).
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4.1.1. Silya Kaybi

Solunum mukozasini olusturan silya yapilarinin kaybolmasi alerjik rinit
grubunda gozlenmis olup, DMSO verdigimiz sham grubunda ve H89 grubunda

tedavi ile anlamli olarak diizelme saptanmistir (Tablo 3, 4. Sekil 7).

Tablo 3. Silya kaybinin gruplar aras1 p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,025
Kontrol- Alerjik Rinit 0,000
Kontrol- H89 0,025
Sham- Alerjik Rinit 0,015
Alerjik Rinit- H89 0,015
Sham- H89 1,000

Tablo 4. Silya kaybinin gruplar aras1 n degerleri ve ytizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit HS89
n % n % N % n %
Yok 8 100 4 50 0 0 4 50
Hafif 0 0 4 50 6 75 4 50
Orta 0 0 0 0 2 25 0 0
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0 0
8 =
7 -
6 -
5 - H Yok
| Hafif
4 -
M Belirgin
3 A )
M lleri derecede
2 -
1 -
0 T T T IJ/
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 7 . Gruplar aras: silya kaybi karsilastirmasini gosteren tablo
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4.1.2. Goblet Hiicre Artis1

Kronik inflamatuar siirecte metaplaziye bagl ortaya ¢ikan goblet hiicre artisi,
alerjik rinit grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir. Alerjik rinit
ile sham ve H89 grubu arasinda  yapilan karsilagtirmada istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur ve tedavi grubunda ve DMSO verdigimiz sham

grubunda goblet hiicre sayis1 azalmistir (Tablo 5, 6. Sekil 8).

Tablo 5. Goblet hiicre artis1 gruplar arasi p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,317
Kontrol- Alerjik Rinit 0,000
Kontrol- H89 0,025
Sham-Alerjik Rinit 0,001
Alerjik Rinit- H89 0,003
Sham- H89 0,117

Tablo 6. Goblet hiicre artis1 gruplar arasi n degerleri ve yiizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % N % n %
Yok 8 100 7 87,5 0 0 4 50
Hafif 0 0 1 12,5 3 37,5 4 50
Orta 0 0 0 0 5 62,5 0 0
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0 0
8 =
7 -
6 -
5 - H Yok
W Hafif
4 -
Belirgin
3 .
M [leri derecede
2 -
1 -
0 T T T T
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 8. Gruplar arasi goblet hiicre artig1 karsilagtirmasini gésteren tablo




4.1.3. Bag Dokusu Artisi

Bag dokusundaki
bulunmamistir (Tablo 7, 8. Sekil 9).

gruplar arasinda

Tablo 7. Bag dokusu artig1 gruplar arasi p degerleri tablosu

istatiksel
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olarak anlaml

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,480
Kontrol- Alerjik Rinit 0,317
Kontrol- H89 0,165
Sham- Alerjik Rinit 0,902
Alerjik Rinit- H89 0,469
Sham- H89 0,492

Tablo 8. Bag dokusu artis1 gruplar arasi n degerleri ve ylizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % N % n %
Yok 4 50 3 37,5 2 25 2 25
Hafif 4 50 4 50 6 75 4 50
Orta 0 0 1 12,5 0 0 2 25
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0 0
6 -
5 4
4y B Yok
W Hafif
3 -
M Belirgin
2 - m ileri derecede
1 -
0 T T T T
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 9. Gruplar arasi bag dokusu artis1 karsilastirmasini gdsteren tablo




4.1.4. Vaskiiler Konjesyon
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Nazal mukozada ve konka parenkiminde damarlanmada ve damar c¢apinda

artis olan konjesyon alerjik rinit grubunda olusmus, alerjik rinit grubuna gére H89

grubunda verilen tedavi ile

istatistiksel olarak anlamli diizelme saglanmistir.

Sham grubuyla alerjik rinit grubunda ise fark saptanmamuistir (Tablo 9, 10. Sekil 10).

Tablo 9. Vaskiiler konjesyon gruplar arasi p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,59
Kontrol- Alerjik Rinit 0,008
Kontrol- H89 0,020
Sham- Alerjik Rinit 0,090
Alerjik Rinit- H89 0,049
Sham- H89 0,945

Tablo 10. Vaskiiler konjesyon gruplar arasi n degerleri ve yiizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % N % n %
Yok 4 50 1 12,5 1 12,5 0 0
Hafif 4 50 5 62,5 1 12,5 7 87,5
Orta 0 0 2 25 5 62,5 2 12,5
Siddetli 0 0 0 0 1 12,5 0 0
7 -
6 -
5 -
B Yok
4 m Hafif
3 - Belirgin
5 m leri derecede
1 -
0 T T T
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 10. Gruplar aras1 vaskiiler konjesyon karsilagtirmasini gosteren tablo




42

4.1.5. Vaskiiler Proliferasyon

Alerjik rinit grubunda ozellikle lamina propriya tabakasinda ¢ok sayida
vaskiiler proliferasyona (Vasp) rastlandi ve H89 grubu ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak sonuglar anlamli olmasina ragmen alerjik rinit
ve H89 grubu arasinda anlamli fark gézlenmemistir. DMSO verilen sham grubunda
ise alerjik rinit grubuna gore vaskiiler proliferasyonun azaldigi tespit edilmistir

(Tablo 11, 12. Sekil 11).

Tablo 11. Vaskiiler proliferasyon gruplar aras1 p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,143
Kontrol- Alerjik Rinit 0,001
Kontrol- H89 0,001
Sham-Alerjik Rinit 0,007
Alerjik Rinit- H89 0,215
Sham- H89 0,013

Tablo 12. Vaskiiler proliferasyon gruplar aras1 n degerleri ve ylizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % n % n %
Yok 8 100 6 75 1 12,5 1 12,5
Hafif 0 0 2 25 3 37,5 6 75
Orta 0 0 0 0 4 50 1 12,5
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0
8 -
? -
6 -
5 - H Yok
W Hafif
4 -
Belirgin
3 7 .
M [leri derecede
2 -
1 -
0 T T T T
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 11. Gruplar aras1 vaskiiler proliferasyon karsilastirmasini gosteren tablo
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4.1.6. Enflamatuar Hiicre infiltrasyonu

Yogun olarak lenfositlerden olusan enflamatuar hiicre infiltrasyonu alerjik
rinit grubunda tespit edilmis olup, alerjik rinit ve H89 grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir. Ancak sham grubunda enflamatuar
hiicre infiltrasyonu agisindan H89 ve alerjik rinit grubuna gore azalma tespit

edilmistir (Tablo 13, 14. Sekil 12).

Tablo 13. Enflamatuar hiicre infiltrasyonu gruplar arasi p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,535
Kontrol- Alerjik Rinit 0,030
Kontrol- H89 0,037
Sham- Alerjik Rinit 0,012
Alerjik Rinit- H89 0,736
Sham- H89 0,013

Tablo 14. Enflamatuar hiicre infiltrasyonu gruplar arasi n degerleri ve yiizdeleri
tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % n % n %

Yok 6 75 7 87,5 2 25 2 25
Hafif 2 25 1 12,5 3 37,5 4 50
Orta 0 0 0 0 3 37,5 2 25
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0 0

7 =

6 -

5 -

H Yok
4 ® Hafif
3 A Belirgin
m ileri derecede

2 -

1 -

0 T T T T

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 12. Gruplar arasi enflamatuar hiicre infiltrasyonu karsilagtirmasini gosteren tablo
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4.1.7. Eozinofil Infiltrasyonu

Yogun olarak eozinofillerden olusan infiltrasyon alerjik rinit grubunda tespit
edilmis olup, alerjik rinit ile H89 ve sham grubu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak H89 ve sham grubunda anlamli 6l¢iide diizelme oldugu goriilmiistiir (Tablo

15, 16. Sekil 13).

Tablo 15. Eozinofil infiltrasyonu gruplar arasi p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol- Sham 0,120
Kontrol- Alerjik Rinit 0,001
Kontrol- H89 0,013
Sham- Alerjik Rinit 0,009
Alerjik rinit- H89 0,013
Sham- H89 0,393

Tablo 16. Eozinofil infiltrasyonu gruplar arasi n degerleri ve yiizdeleri tablosu

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89
n % n % n % n %
Yok 6 75 3 37,5 0 0 1 12,5
Hafif 2 25 4 50 2 25 6 75
Orta 0 0 1 12,5 6 75 1 12,5
Siddetli 0 0 0 0 0 0 0 0
6 -
5 -
4 1 Yok
| Hafif
3 -
M Belirgin
2 1 mileri derecede
1 =
0 T T T 1
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 13. Gruplar arasi eozinofil infiltrasyonu karsilastirmasini gésteren tablo
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4.1.8. Mukozal Bezlerde Dejenerasyon

Mukozal bezlerde dejenerasyonun alerjik rinit grubunda olustugu
goriilmiistiir. Kontrol ile H89 ve sham grubunun karsilastirmasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmustur. Alerjik rinit grubuna goére sham ve H89 grubunda

anlamli azalma tespit edilmistir (Tablo 17, 18. Sekil 14).

Tablo 17. Mukozal bezlerde dejenerasyon gruplar arasi p degerleri tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol-Sham 0,025
Kontrol- Alerjik Rinit 0,000
Kontrol- H89 0,003
Sham- Alerjik Rinit 0,004
Alerjik Rinit- H89 0,026
Sham- H89 0,232
Tablo 18. Mukozal bezlerde dejenerasyonun gruplar arasi n degerleri ve ylizdeleri
tablosu
Kontrol Sham Alerjik Rinit HS89
n % n % n % n %

Yok 8 100 4 50 0 0 2 25
Hafif 0 0 4 50 3 37,5 5 62,5
Orta 0 0 0 0 4 50 1 12,5
Siddetli 0 0 0 0 1 12,5 0 0

8 —_

7 -

6 -

5 - H Yok

W Hafif
4 -
Belirgin
3 - )
M [leri derecede

2 -

1 -

0 T T T 1

Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 14. Gruplar aras1t mukozal bezlerde dejenerasyon karsilagtirmasini gésteren

tablo
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Resim 9. Nazal mukozanin epitel yapisi normal histolojik goriiniimde izlenmekte
(H-E X 40)

Resim 10. Nazal mukozanin epitel yapis1 normal histolojik goriiniimde
izlenmekte (H-E X 40)
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Resim 11. Sham grubu. Lamina propriya tabakasindaki damarlarda vaskiiler konjesyon ve
proliferasyon, goblet hiicre artis1 goriilmekte. (H-E X 40) Sar1 ok:Vaskiiler konjesyon, Mavi
ok: Goblet hiicre artis1

Resim 12. Sham grubu. Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde silya kaybi,
konjesyon, proliferasyon ve mukozal bezlerde dejenerasyon goriilmekte. (H-E X 40)
Kirmiz1 ok: Silya kaybi, Beyaz ok: Mukozal bezlerde dejenerasyon
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Resim 13. Alerjik rinit grubu. Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde silya kayb1 ve

goblet hiicre artis1, vaskiiler konjesyon ve proliferasyon, bag dokusundaki mukozal

bezlerde artis ve dejenerasyon goriilmekte. (H-E X 20) Beyaz ok: Mukozal bezlerde
dejenerasyon, Sar1 ok: Vaskiiler konjesyon

Resim 14. Alerjik rinit grubu: Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde silya kaybi1 ve
goblet hiicre artis1, mukozal bezlerde artis ve dejenerasyon, eozinofilik ve
enflamatuar hiicre infiltrasyonu. (H-E X 40) Kirmizi ok:Silya kayb1, Yesil ok:
Eozinofil hiicre infiltrasyonu, Mavi ok: Goblet hiicre artis
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Resim 15. H89 grubu. Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde silya kaybinda azalma
ve goblet hiicre sayisinda azalma, vaskiiler konjesyon ve proliferasyon, mukozal bez
sayisinda ve dejenerasyonda azalma eozinofilik ve enflamatuar hiicre go¢ilinde
azalma gozlenmekte. Kirmizi ok:Silya kaybi, Sar1 ok:Vaskiiler konjesyon

Resim 16. H89 grubu. Nazal mukozada silyali epitel hiicreleri normal histolojik
goriintimde. (H-E X 40)



4.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Tablo 19. immiinohistokimyasal olarak gruplar ve boyanma dereceleri
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Immiinohistokimya | Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Boyanma

Dereceleri

AQP5

1 - + + -
2 - ++ + -
3 - ++ ++ +
4 + + + -
5 - ++ ++ -
6 - ++ ++ -
7 + ++ ++ -
8 - + ++ +

Deneysel parametrelerin immiinohistokimyasal boyanma derecelerinin degerlendirmesi skorlandi.

( - ) skor (negatif skor): boyanma yok,
(+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
( ++) skor (2 pozitif skor): orta derecede,

( +++) skor (3 pozitif skor): Tam boyanma var.

Tablo 20. AQP5 immiinohistokimyasal boyanmasinin gruplar arasi p degerleri

tablosu

Gruplar P degeri
Kontrol-Sham 0,001
Kontrol- Alerjik Rinit 0,001
Kontrol- H89 0,535
Sham- Alerjik Rinit 1,000
Alerjik Rinit- H89 0,001

Sham- H89

0,001
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6 -
5 =
4 A
W Negatif
3 - W Hafif Boyanma
Orta Boyanma
2 =
B Tam Boyanma
1 -
0 1 T T 1
Kontrol Sham Alerjik Rinit H89

Sekil 15. Gruplar arast AQPS5 boyanmasinin karsilagtirmasini gdsteren tablo

Immiinohistokimyasal bulgularimizin degerlendirilmesinde Mann-Whitney

Test ve Kruskal-Wallis Testleri uygulandi.

Doku kesitlerinin immiinohistokimyasal incelemesinde, kontrol grubuna ait
konka dokusu igerisinde yerlesmis olan arteriol ve venlerde AQPS5 boyamasinin
oldukca az oldugu gozlendi (Resim 17). Ayrica istatiksel olarak diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli sonuglar elde edildi (p<0,05).

Sham grubundaki yalanci ¢ok katli silyali prizmatik epitel (Y.C.K.S.P.E)
hiicrelerinde ise istatiksel olarak orta diye nitelendirdigimiz (++) AQPS5 boyamalari

gozlemlendi (Resim 18).

Ovalbumin verdigimiz gruptaki (Alerjik rinit grubu) Y.C.K.S.P.E
hiicrelerinde de yine orta olarak nitelendirdigimiz (++) AQP5 boyamalar1 saptandi
(Resim 19). Istatiksel olarak diger gruplarla karsilastirildiginda alerjik rinit ve sham
grubunun AQPS5 boyanmasi agisindan daha fazla boyandig1 gézlendi (p<0,05).

H89 admi verdigimiz tedavi grubuna ait Y.C.K.S.P.E hiicrelerinin AQP5
boyamalarinda alerjik rinit grubuna kiyasla hafif (+) boyamalar veya hi¢ boyanma
olmamasi tespit edildi (Resim 20). H89 grubumuzun kontrol kiyaslandiginda
anlamsiz (p>0,05), sham grubuyla ve alerjik rinit grubuyla karsilastirildiginda

anlamli (p<0,05) ¢iktig1 tespit edildi (Tablo 19, 20. Sekil 15).
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Resim 17. Kontrol grubu. Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde AQPS boyamasi
negatif olarak goriinmekte. (A: AQP5 X 40) (B: AQPS5 X 20)
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Resim 18. Sham grubu. Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde AQP5 boyamasi (+)
hafif olarak gozlenmekte. (A: AQP5 X 40)



Resim 19. Alerjik rinit grubu: Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde AQPS5
boyamasi (++) (orta siddette boyanmis) olarak gézlenmekte. (A: AQPS X 40)
(B: AQP5 X 20)

54




55

Resim 20. H89 grubu: Nazal mukozadaki epitel hiicrelerinde AQPS5 boyamasi (-)
(boyanma yok) olarak gézlenmekte. (A:AQPS X 40) (B:AQPS5 X20)
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5. TARTISMA ve SONUC

Alerjik rinit; nazal semptomlar, yorgunluk, bas agris1 ve c¢esitli derecelerde
hayat kalitesinde ve verimliliginde diismelere neden olabilir. Ataklar halinde
semptomlar1 olan hastalar, kronik semptomu olan ve ciddi rahatsizlik ¢ekmedikge
ilag kullanmayan hastalara gore ilag kullanimi konusunda daha hassaslardir (75).
Cocuklar i¢in bu durum 6zellikle iizerinde durulmasi gereken bir rahatsizliktir. Cogu
durumda, alerjik rinit kalici bir durumdur ve hastanin ¢ogu hayatlarinin bir

doneminde alerji tedavisi mutlaka almaktadirlar.

Tedavi arayislari sirasinda, alerjik rinit modeli olusturmak ve bazi ilaglarin
etkilerini arastirmak i¢in c¢ok sayida hayvan deneyleri yapilmistir. Hayvan
deneylerinde alerjik rinit olusturmak i¢in ¢esitli alerji yapict maddeler kullanilmastir.
Bu maddelerden bazilari, chicken egg albumin (yumurta beyazi albumini) denilen

ovalbumin ve digeri Japon sedir agaci polenidir.

Shimuzu ve ark.’1n (78) fareler iizerinde yaptig1 ¢alismada immunizasyon i¢in
ovalbumin 1, 2, 3 ve 10. giinlerde intraperitoneal olarak 200 pg dozda 10 mg
aluminyum hidroksit jel ve pertussis toksin ile birlikte verilmis, ilk
immunizasyondan 18 giin sonra {i¢ giin siireyle 0.1 ml serum i¢inde 5 mg ovalbumin
olan soliisyondan intranazal olarak uygulamistir. Bu hayvanlarin bir kismina Th2
sitokin inhibitérii olan suplatstat tosilat verilmis ve bu hayvanlarda nazal

eozinofilinin 6nemli dl¢lide azaldig1 goriilmiistiir.

Terada ve ark. (79) guinea piglerde yaptig1 ¢aligmada deneysel alerjik rinit
olusturmak i¢in aluminyum hidrositte adsorbe edilen sedir agaci poleni ekstresini

intranazal olarak giinde iki kez bir hafta siireyle vermislerdir.

Makino ve ark. (80) yaptig1 ¢alismada sedir agaci poleni ile guinea piglerde
sensitizasyon yapmislardir. Gyokuheifu-san (GHS) adli maddenin alerjik rinitte
koruyucu ve tedavi edici etkileri degerlendirilmistir. Polen inhalasyonundan sonra
hayvanlarda hapsirik, burun kasima ve gozde yasarma gibi alerjik rinit semptomlari
ortaya ¢ikmis fakat GHS ile tedavi edilen grupta daha az hapsirik goriilmiistiir. Sato
ve ark.(81) farelerde yaptiklar1 ¢alismada alerji olusturmak i¢in ovalbumini 6nce

intraperitoneal olarak sonra intranazal olarak yedi giin boyunca vermislerdir.
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Wen ve ark.’in (77) siganlar lizerinde yaptig1 ¢calismada immiinizasyon igin
ovalbumin 6nce intraperitoneal 0.3 mg dozda 30 mg aluminyum hidroksit ve 1 ml %
0.9 serum fizyolojik ile birlikte 2 giinde bir defa 14 giin boyunca verilmis; daha sonra
alerjik rinit modeli olusmas1 i¢in yedi giin boyunca 10 pl % 10 ovalbumin intranazal
olarak uygulanmistir. Tedavi grubuna bunlara ek olarak alerjik semptomlari
Oonlemeye yonelik oarak 10 U botox uygulanmistir. OVA ile sensitize edilen grupta
hapsirma, burun kasima, burun akintisi1 gibi tipik alerjik semptomlar1 goriiliirken
tedavi grubunda bu semptomlarda belirgin azalma oldugu saptanmistir. OVA ile
sensitize edilen grupta nazal mukozada eozinofil artigi, vaskiiler dilatasyon,
konjesyon, ddem ve ser6z glandlarda hiperplazi saptanirken, botoks uygulamasinin

bu degisiklikleri 6nemli dl¢iide azalttig1 gorilmiistiir.

Biz de c¢alismamizda intraperitonel uygulama icin hazirlanan 25pgr/ml’lik
ovalbumin soliisyonundan 2 ,3 ve 4’iincii gruba, 1, 2, 3, 7 ve 10’uncu giinlerde 1 ml
intraperitoneal olarak verdik. Yedinci glinden itibaren yine intranazal uygulama ig¢in
hazirlanan ovalbumin soliisyonundan giinde iki kez her iki burun deliginden, her
dozda 0.1 ml olacak sekilde ikiser puff 8 ,9 ,10 ve 14’lincli gilinlerde 2 ,3 ve 4.

gruplara nazal spreylerle uyguladik..

Alerjik  rinit  hastalarinin =~ burun  dokularina  yonelik  yapilan
immunohistokimyasal calismalar, lamina propria ve epitel icinde yogun eozinofil,
bazofil/mast hiicresi biriktigini gostermistir (76). Buna ek olarak alerjik rinitli
hastalariin burun salgilarinda da yogun olarak eozinofillerin bulundugu saptanmistir
(83). Bizim ¢alismamizda ovalbumin verilerek sentitize edilen 3 grupta goblet hiicre
artisinda, vaskiiler konjesyon artisinda, enflamatuar hiicre infiltrasyonunda, vaskiiler
proliferasyon artisinda,eozinofil hiicre infiltrasyonunda anlamli olarak degisiklikler
saptanmig ve alerjik rinit olugturuldugu histolojik olarak tespit edilmistir (Tablo 4, 5,

8,9,10,11, 12, 13, 14, 15)

Biz bu ¢alismamizda alerjik rinitlerin tedavi metodlarindan olan ilagla tedavi
seceneklerine yeni bir ajan olan H89’un etkisi olup olmadigini tespit etmeyi
amagladik. Su ana kadar var olan tedavilerden antihistaminikler allerjik ninit
tedavisinin en Onemli araglarindan birisi olmustur. Son zamanlarda gelistirilen

antihistaminiklerde belirgin antienflamatuar etkiler de vardir. Topikal uygulanan
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antihistaminikler, hangi antihistaminik seg¢ilirse seg¢ilsin, allerjik rinitin rinore,
hapsirma, kasinti gibi "yas semptomlari"ni azaltir. Etkilerini organdaki histamin
reseptorleri ile kompetesyona girerek gosterirler. Burun tikanikligi ve konka

O0demine karsi etkili degildirler (65).

Dekonjestanlar (Alfa-Adrenerjik Agonistler) vazokonstriksiyon yaparak
O0demli bolgeye kan akimini azaltir. Topikal kullanimlan oral kullanimlarindan daha
etkilidir. Dekonjestanlar, solunum yollar1 mukozasindaki alfa adrenerjik reseptorlere
vazokonstriksiyon yaptirarak 6demi azaltir. Efedrin, psodoefedrin  veya
fenilpropanolamin gibi yaygin kullanilan dekonjestanlarin bir antihistaminige
eklendigi preparatlar, kisa siireli kullannomda klinik etkinligi arttirabilir.
Dekonjestanlar oral yoldan, topikal sprey veya damla olarak verilebilir. Topikal
uygulamanin etkinliginin daha fazla olmasma ragmen, hizli ribaund rinit ve sonugta
rinitis medikamentoza gelisimi potansiyeli, topikal dekonjestanlarin kullanimini

kisa siireli olarak kisitlar (65).

Kromolin Sodyum, duyarlilagmis mast hiicreleri igeren mukdz membrana
topikal olarak uygulanir ve mast hiicresi membrani iizerinden kalsiyum taginmasini
azaltarak degraniilasyonu ve medyatdr salimimimi engeller. Ilag en ¢ok allerjen
yuklemesi oncesi kullanildiginda etkilidir ve en iyi etki mevsim Oncesi yiiksek
IgE'si olan hastalarda goriilmektedir. Bu preparat allerjik sikayetleri olan hastalarda
profilakside kullanilir. Bu maddenin etkiligini arastiran bir ¢calismada Meltzer ve ark.
kromolin sodyum iceren nazal soliisyonlarin mevsimsel allerjik rinitte plasebo ile
karsilastirdi. Hastalar rastgele iki gruba ayrildi ve ilk gruba kromolin sodyumlu nazal
sprey verilirken, diger gruba plasebo sprey verildi. Calismanin sonucunda kromolin
sodyum plasebo ile karsilagtirildiginda allerjik semptomlarin azalmasinda daha etkili

oldugu goriildii (84).

Sistemik steroid tedavisi allerjik rinitte hi¢gbir zaman ilk adim tedavi degildir,
son caredir. i1k olarak sistemik ajanlar formunda mevcut olan kortikosteroidlerin iyi
belgelenmis yan etkileri ve dolayisiyla kisithi hale gelen kullanimlari, intranazal

formiilasyonlarin gelistirilmesine yol agmustir (86, 87).

Kortikosteroidler allerjik rinit tedavisinde en etkili farmakoterapi yontemidir.

1973 yilinda beclomethasone’un allerji sektoriine adim atmasindan bu yana topikal
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kortikosteroidler allerjik rinit tedavisinde basariyla kullanilmaktadir. Son yilllarda
bircok topikal kortikosteroid gelistirilmis ve kullanima sunulmustur. Bu gruptaki
baslica Ornekler; budesonide, flunisolide, fluokortinbutil, flutikazon propionat,
mometasone fruat ve triamsinolon asetonit’dir. Topikal kortikosteroidlerin gerek
eriskinler, gerekse c¢ocuklarda diizenli kullanimi ile burun tikanikhigi, akinti,
hapsirma ve kasinti gibi allerjik belirtiler oldukg¢a efektif bir sekilde azaltmaktadir.
Tiim nazal semptomlar g6z Oniline alindiginda allerjik rinit tedavisinde

antihistaminiklere Uistiinliigii dogrulanmistir (85)

Topikal steroidlerin nazal blokaj iizerine etkisi antienflamatuar kapasiteleri
nedeniyle 6zellikle perennial allerjik rinitte diger tedavi modellerine gore daha
istiindiir. Allerjik inflamasyonu azaltip nazal semptomlari ortadan nasil kaldirdiklari
acik degildir. Etkisini bir kismin1 mediator hiicrelerin akisini engelleyerek yaparlar.
Ancak erken hapsirma, rinore gibi allerjene maruz kalindiginda olugsan semptomlari
ortadan kaldirma mekanizmalar1 agik degildir. Yilizey mast hiicre/bazofil sayisi
diisiiktiir. IgE’ye bagli histamin salinimini engellerler ama bunu nasil yaptiklar1 tam
olarak bilinmemektedir. intranazal kortikosteroidler allerjik rinitli hastalarda erken
faz mast hiicrelerden histamin salimimina bagli olusan kasintiy1, hapsiriklart ve

rinoreyi azaltir (97).

Bende ve ark.’nin (91) tavsanlar {izerinde yaptig1 calismada, maksiler siniizit
olusturularak tavsanlarin bir maksiler siniisiine oksimetazolin, diger tarafa plasebo
olarak fosfat tamponlu salin soliisyonu uyguladilar. Daha sonra kesitler alarak 16kosit
infiltrasyonu, mukozal 6dem ve epitelyal metaplazi yoniinden degerlendirerek,
calisma sonunda oksimetazolin ile tedavi edilen tarafta mukozal inflamatuar cevabin

anlamli olarak fazla oldugunu tespit ettiler.

Yine alerjik rinite alternatif bir tedavi olarak Narita ve ark. (94) ovalbumin ile
sensitize ettikleri Dunkin-Hartley guinea piglerde siklosporin ve glukokortikoidlerin
alerjik rinitte siipresif etkilerini arastirmislar. Siklosporini 50 mg/kg dozunda peroral,
glukokortikoidleri (beklometazon propionat 1 mg/kg dozunda, flutikazon propionat
0.5 mg/kg dozunda) intraperitoneal olarak vermisler. Nazal antijen uygulamasi ile
artan histamin hipersensitivitesinin siklosporin ve glukokortikoidlerle azaldigini

tespit etmislerdir.



60

Biz g¢alismamizda topikal sprey seklinde H89 ‘un alerjik rinitte burun
mukozasindaki etkinligini arastirdik ve histolojik olarak tedavide anlamli sonuglar

elde ettik.

Ik olarak sistemik ajanlar formunda mevcut olan kortikosteroidlerin iyi
belgelenmis yan etkileri ve dolayisiyla kisith hale gelen kullanimlari, intranazal
formiilasyonlarin gelistirilmesine yol a¢mustir (86, 87). Topikal formiilasyonlarin
gelistirilmesinin ardinda yatan bir diger neden de, nazal mukoza igerisindeki reseptor
bolgelerinde yiiksek ilag konsantrayonlarina ulagsmak ve bu diizeyleri korumaktir.
Bu, bir yandan etkinlikte iyilesme saglamaya yardimci olurken, diger taraftan
sistemik yan etki riskini en aza indirecektir (92, 93). Intranazal kortikosteroidlerin
etki gostermesi 4-12 saat icerisinde olmaktadir, giinler boyu kullanimda bile diisiik
sistemik emilimleri ve miikemmel bir etkinlik ve giivenlik profili vardir. Roper
Anketi'ndeki hastalar (96), konjesyonun rahatlatilmasinin intranazal kortikosteroid
kullanim1 ile elde edilen en biiylik fayda oldugunu bildirmistir. Her ne kadar bu
ajanlarin kesin etki mekanizmasi tam olarak agikliga kavusmamigsa da, enflamatuar
yanitin ortaya c¢ikisini inhibe ederek ve mast hiicrelerinin de aralarinda yer aldigi
enflamatuar hiicrelerin sayisin1 azaltarak fonksiyon gosterdikleri diigiiniilmektedir
(100). Dahasi, nazal mukozanin enflamatuar hiicrelere ve aracilara karsi vaskiiler
gecirgenligindeki azalma, enflamatuar semptomlarin diizeltilmesini ve rahatlamay1
saglamaktadir. Intranazal kortikosteroidler nazal konjesyon semptomlarinda iyilesme
sagladiklar1 gibi, aralarinda rinore, hapsirma ve kasintinin da yer aldig1 diger gece ve
glindiiz semptomlarin1 da rahatlatmaktadirlar. Bu ilaglar, okiiler semptomlarin
tedavisinde de kismen etkilidirler (92). Tam hiicre ekstraktlarinda gergeklestirilen in
vitro glukokortikoid reseptor baglanma tayinleri, intranazal bir glukokortikoidin
rekombinan insan glukokortikoid reseptoriine olan goreceli afinitesi agisindan bilgi
vermekte ve in vivo etki giiclinii belirlemektedir. Olusum esnasinda, glukokortikoid-
reseptor kompleksi cekirdege dogru yonlenir ve glukokortikoid yanit bilesenleri
olarak isimlendirilen spesifik DNA sekanslarina baglanirlar. Bu kompleks, allerjik
rinit ile iligkili enflamatuar semptomlar1 hafifletmek {iizere anti enflamatuar
proteinlerin ekspresyonunu aktive eder. Hiicre kiiltiirii serilerinde yapilan ¢aligmalar,
mometazon furoat gibi glukokortikoidlerin bu agidan etki giicii oldugunu ortaya

koymustur (101).
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Alerjik rinit tedavisinde en fazla basvurulan tedavi seceneklerinden olan
topikal steroidler fosfolipaz A2’yi inhibe ederek prostasiklinleri azaltir ve alerjinin
semptomlarini azaltmasini saglar. Buna alternatif bir yol olarak bizim ¢alismamizda
kullandigimiz H89, bir spesifik protein kinaz A inhibitorii olup etki mekanizmasini
adenilat siklaz sisteminde gosterir. a ve B2 adrenerjik reseptorler gibi membran
reseptorlerinin uyarilmasi ile adenilat siklaz sistemi aktivitesinde bir artma ve azalma
olur. Adenilat siklaz ATP’yi 3’5 AMP ‘ye (cAMP) ceviren membrana bagl bir
enzimdir. Kimyasal sinyaller siklikla hormonlar ve ndrotransmitterlerdir ve her biri
tek tip membran reseptoriine baglanir. Bu nedenle birden fazla kimyasal sinyale
cevap veren dokularda, herbiri adenilat siklaza bagli birkag tip reseptoér bulunabilir.
Adenilat siklaz membrana bagli enzimdir. G proteinleriyle etkilesir. Gs tarafindan
aktive, Gi tarafindan inhibe edilmektedir. Gorevi sitozolden aldigi ATP’leri
cAMP’ye ¢evirmektir. cAMP adenilat siklaz sistemindeki sekonder mesajcidir ve

gorevi sitoplazmik enzim olan protein kinaz A’y1 aktiflestirmektir (102).

cAMP ikinci mesajci1 sisteminde anahtar baglanti ise cAMP bagimli protein
kinazlar veya protein kinaz A olarak adlandirilan bir grup enzimin cAMP ile

uyarilmasidir.

Protein kinaz molekiilii 2 diizenleyici alt birim ve 2 katalitik alt birim olmak
lizere 4 alt birimden olusmaktadir. cAMP protein kinazi 2 diizenleyici alt birimden
baglayip aktif katalitik alt birimlerini serbest birakmaktadir. Protein kinaz A’nin
serbest katalitik alt birimleri ki bunlar protein kinaz A’nin aktif sekilleridir; ATP’den
aldiklar1 terminal fosfor grubunu proteinlerdeki serin ve treoninlere transferini
katalize eder. Fosforillenmis proteinler de; direkt olarak hiicrenin iyon kanallarina
etki edebilir veya enzimleri aktive veya inhibe edebilir. Protein kinaz A DNA’nin
baglayic1 bolgelerine baglanan spesifik proteinleri fosforilleyerek spesifik genlerin
daha fazla ekspresyonuna neden olarak hiicre ici etkileri olusur. Boylece bizim
calismamizdaki  AQP  ekspresyonunun  inhibe edilmesi bu  yolakla

aciklanabilmektedir.
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Sekil 16. A, B, C: cAMP yolagimin etki mekanizmast.
Aquaporinler havayollarin ozmotik dengesinde 6nemli bir rol oynarlar.

2000’11 yillardan sonra yapisi ve fonksiyonu iizerine birgok c¢aligma ve
kesifler yapilan AQP’ler; bazi hastaliklarin fizyopatolojisinde 6nemli yeri oldugu ve
aynit zamanda tedavi segeneklerine alternatifler gelistirilebilecek bakir alan olmasi
nedeniyle dnemlidir. Biz de alerjik rinitte AQP ekspresyonu ve iizerine hiicre kiiltiirii
calismalart bulunan ama heniliz in vivo higbir ¢alisma yapilmamis olan cAMP
yolaginda spesifik protein kinaz A‘y1 inhibe eden H89 etkileri iizerine bir ¢alisma

yaptik.
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Bir¢ok hastalikla iliskili olan AQP’lerin ayn1 zamanda alerjik rinitle ilgili
bozukluklarda da 6nemli yeri vardir. AQPS5 serdz bezlerin salgilanmasinda yakindan
iligkili olan aquaporin ailesinin bir iiyesidir (4). Son yapilan ¢aligmalara gore AQP-5

‘in bulunma siklig1 ve dagilimi cAMP-PKA yolagi ile diizenlenmektedir (5, 98).

Yang ve ark. yaptiklar1 bir calismada cpt-cAMP ile muamele ettikleri fare
akciger hiicre kiiltiirlinde AQPS5 seviyesinin dort kat arttigini géstermistir (5). Yang
ve ark. ayni hiicre kiiltiirlerine spesifik bir protein kinaz A inhibitdrii olan H89 ile

muamele ettiklerinde ise bu etkinin azaldigini1 gostermislerdir.

Yine Sidhaye ve arkadaslari cAMP’ye veya cAMP igeren terbutalin ve
forskolin iceren ilaglara maruz kalan akciger epitel hiicrelerinde AQPS miktarinin
apikal plazma membraninda azaldigin1 gostermislerdir. H89 ile bu hiicre

kiiltiirlerinde yine AQPS5 seviyesinin azaldig1 da goriilmiistiir (98).

Bu bulgularda bizim yaptigimiz ¢alismadaki immiinhistokimyasal olarak
nazal epitel dokuda H89 wverilen grupta AQP boyanmasi agisindan anlamli
degisiklikler saptanmis ve AQPS5 miktarinin plazma membranin apikal kisminda

azaldigini gostermis olduk.

Parvin ve arkadaslar1 da (99) invitro olarak vazoaktif intestinal polipeptid
(VIP) ile muamele edilen duodenal kesitlerde apikal hiicre membraninda AQP5’in
anlaml sekilde arttigin1 gostermisler ve H89 hiicre kiiltiirine ilave edilince artmus
ekspresyonu bloke ettigini gdstermislerdir. Bu ¢alismadaki H89’un AQPS5’1 inhibe

edici 6zelligi bizim ¢alismamizdaki ile uyumludur.

AQP’lerin ekspresyonunu azaltarak bircok hastalik mekanizmasinda
kullanilabilecek ilaglar gelistirilebilir. Aquaporin hedefli tedavilerde, insan ve fare
fizyolojisinde ¢esitli farkliliklar olmasina ragmen AQP fonksiyon bozuklugu olan
farelerdeki hastaliklar birtakim hastaliklara kars1 aquaporin modiilatérlerinin yeni bir

takim tedavi yontemleri olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Altuntas ve arkadaslarinin (105) 34 hastadan aldiklar1 nazal poliplerde AQP1
ve AQP4 ekspresyonunun immunhistokimyasal tekniklerle arastirilmis ve 6zellikle
AQPI1 miktarinin anlaml sekilde arttig1 gdsterilmis. Sonugta nazal polipteki ddem

formasyonunun AQP’lerle iligkili olabilecegi sonucuna varmislardir
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Diger inhibitdr olarak kullanilan maddelerden biri de tetraetilamonyum

(TEA) dur.

TEA’nin, oositler ve bobreklerde AQP1 ile iliskili su permeabilitesini inhibe
ettigi gosterilmistir (107, 108). Daha detayli bir calismada TEA’ nin beyin dokusu ve
O0demiyle ilgili AQP olan AQP4’iin aktivitesini etkiledigi goriilmiistiir. TEA bir K-
voltaj kanali, Ca bagimli K* kanali ve nikotinik asetil kolin reseptdr blokeri olmast
nedeniyle non spesifik bir inhibitordiir (104). Ancak civa kadar toksik olmamasi ve

reversibl etkisi nedeniyle AQP ¢alismalarinda kullanilan daha iyi bir maddedir.

Aquaporinler direkt olarak fizyopatolojsinde yer almadigi hastaliklarin da
tedavisi i¢in alternatif bir tedavi segenegi olusturabilir. Mesela hiponatremi, konjestif
kalp yetmezligi, karaciger sirozu ve diizensiz antidiiiretik hormon salinimi
hastaliginda goriilebilen ciddi bir elektrolit bozuklugudur. Giliniimiizdeki tedavi
yollarindan olan hipertonik sivi takviyesi ve ditiiretik kullaniminda, reaksiyonel
olarak hiponatremiyi agreve edecek sekilde hiponatremi olusabilmektedir. Bunun
icin yeni ve etkin bir tedavi segenegi olarak aquaporin inhibisyonu yapilarak sivi
atilimini arttirmak ve boylece hiponatremi tedavisinde daha dogru ve etkili bir tedavi

olabilecegi diislintilmiistiir (106).

Allerjik riniti ve allerjik astimi olan hastalarin alindig1 popiilasyon bazli bir
calismada, takip (medyan siire 7 yil, 10 ay) sirasinda yapilan tekrar degerlendirme ile
polene karsi allerjik astimi olan tiim hastalarin allerjik rinitinin de oldugu
bulunmustur (72). Takip siiresi 23 yil olan ve takip esnasinda astimli hastalarin
%385'inde allerjik rinitin gelistigi kolej dgrencileri ile yapilan bir ¢alismada, benzer
sonuglar alinmistir. Alerjik rinit, atopik dermatit, bronsial astma gibi atopik
hastaliklarda, ortak cevresel antijenlere karsi cevap olarak Ig E iiretimi artmistir.
Eozinofil akiimiilasyonu i¢in gerekli olan interlokin 4 (IL-4) ve interlokin 5 (IL-5)’in
Oonemi c¢esitli hayvan modellerinde gosterilmistir. Brongial astimli hastalarin
serumunda ya da bronkoalveolar sivisinda hastaligin siklig1 ya da siddeti ile orantili
olarak IgE seviyeleri artmistir (83). Dolayisiyla, allerjik rinit ve astim, ayn1 hastaligin
manifestasyonlart olabilir (88, 103). Biz de calismamizda AQP5’in alerjik rinitin

mukozal etkilerini ve H89 un etkisini arastirdik.

Yang ve arkadaslarmin (5) Aquaporin 5 ekspresyonunun protein kinaz A

izerinden transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel olarak siklik AMP tarafindan
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diizenlenmesi adli calismasinda fare akciger epitel hiicre kiiltiirinde (MLE-12)
AQPS5 sentezlenmesini arttiran ve azaltan maddeler ve bunlarin etki yollar iizerinde
arastirma yapmiglardir. Klorofeniltio-cAMP (cpt-cAMP) eklenen hiicrelerde AQPS
mRNA, protein seviyeleri ve AQP5’in apikal plazma membranina translokasyonunda
4 kat artis oldugunu tespit etmislerdir. Forskolin ve isoproternol ile tedavi ise yine
benzer sekilde bir AQPS5 artis1 gostermistir. Bir RNA polimeraz II inhibitérii olan
Aktinomisin D ve sikloheksimit ilave edilmesinin ise hiicre kiiltiirlerinde cAMP
bagimli AQPS5 artisini ortadan kaldirdigi ve AQPS mRNA’sinin yar1 d6mriinde uzama
olmadigin1 gostermislerdir. Yine ayni ¢alisma bizimde {izerinde c¢alistigimiz madde
olan H89 ilavesiyle protein kinaz A’y1 inhibe ederek cpt-cAMP ‘ye baghh AQPS
sentezini inhibe oldugunu gostermistir. Bunun i¢in Yang ve arkadaslari hiicre
kiiltiirline AQP5 ekspresyonu arttirmast i¢in verilen 200 M cpt-cAMP ‘den 30 dakika
once 30 uM HS89 vererek pretin kinaz A ‘y1 inhibe etmeye calismislar. Etkisini
Olcebilmek icin 6 ve 24 saat sonra Northern blot analiz yontemiyle calismislar.
Sonugta H89’un %60 oraninda cpt-cAMP ‘nin AQP5 mRNA’s1 iizerindeki etkisini

azalttig gorillmis.

Yine Western blot analiz yontemiyle ise H89’un cpt-cAMP ‘nin AQPS5
protein ekspreyonu iizerine etkisine komple bir durdurucu etkisi olmus. Ancak H89;
cpt-cAMP ‘nin AQP5’in mRNA seviyesindeki etkisini tam olarak bloke etmemistir
yani tam bloke edici etkisini cpt-cAMP ‘nin AQP5 protein seviyesinde gostermistir.
Bu da protein kinaz A’nin AQPS5 sentezindeki etkisinin hem transkripsiyonel hem

de post transkripsiyonel seviyede gosterdiginin anlasilmasini saglamistir.

Sidhaye ve arkadaslar1 (98) yine fare akciger hiicre kiiltiirlinde yaptiklari
calismada 100 uM pCPT-cAMP ile 30 dakika ve 8 saat muamele -ettikleri
hiicrelerdeki uzun ve kisa domemdeki AQPS5 degisikligini PKA inhibitorii olan
H89’un varliginda ve yoklugunda degerlendirmigler. Hiicre zarinin biotinizayonu
teknigiyle hiicre zarinda AQPS5 diizeylerini 30 uM H89 ile hem kisa donem hem de
uzun donemde Olgmiisler. Sonugta PKA inhibisyonu cAMP’nin AQPS dagilim
lizerine kisa ve uzun donemde etkilerini bloke ettigi ortaya c¢ikmustir. Biz de
calismamizda 30 pmolarlik H89 soliisyonundan ilk i.p. OVA uygulamasindan

sonraki 8, 9, 10 ve 14’lincli giinlerde intranazal yolla her burun deligine ikiser puff
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olarak alerjik rinit olusturulmak icin verilen intranazal OVA soliisyonunun 1 saat

once verdik.

Biz c¢alismamizda AQP inhibitorii olarak H89 ‘Ui kullandik ve histopatolojik
olarak solunum mukozasini olusturan silya yapilarinin kaybolmasi alerjik rinit
grubunda gozlenmis olup, DMSO verdigimiz sham grubunda ve H89 grubunda
tedavi ile anlamli olarak diizelme saptanmistir. Kontrol grubuyla karsilastirilinca

H89 grubuyla ve DMSO’nun ayni etkiye sahip oldugu goriildii (Tablo 3, 4. Sekil 7).

Kronik inflamatuar siirecte metaplaziye bagli ortaya ¢ikan goblet hiicre artisi,
alerjik rinit grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir. Alerjik rinit
ile sham ve H89 grubu arasinda  yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur ve tedavi grubunda ve DMSO verdigimiz sham
grubunda goblet hiicre sayis1 azalmistir. Kontrol grubuyla DMSO verdigimiz sham
grubu ve DMSO + H89 verdigimiz tedavi grubu karsilastirilinca ikisininde etkili ama

sham grubunun daha etkili oldugu saptanmistir (Tablo 5, 6. Sekil 8).

Nazal mukozada ve konka parenkiminde damarlanma ve damar ¢apinda artisa
bagli olarak ortaya ¢ikan konjesyon, alerjik rinit grubunda diger gruplara kiyasla
anlamli olarak fazla ¢ikmistir. H89 grubunda verilen tedavi ile istatistiksel olarak
anlamli diizelme saglanmistir. Sham grubuyla alerjik rinit grubunda ise anlamh fark

saptanmamustir (Tablo 9, 10. Sekil 10).

Alerjik rinit grubunda ozellikle lamina propriya tabakasinda ¢ok sayida
vaskiiler proliferasyona (Vasp) rastlandi ve H89 grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak sonug¢lar anlamli olmasina ragmen alerjik rinit
ve H89 grubu arasinda anlamli fark gézlenmemistir. DMSO verilen sham grubunda
ise alerjik rinit grubuna gore vaskiiler proliferasyonun azaldigi tespit edilmistir

(Tablo 11, 12. Sekil 11).

Yogun olarak lenfositlerden olusan enflamatuar hiicre infiltrasyonu alerjik
rinit grubunda tespit edilmis olup, alerjik rinit ve H89 grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir. Ancak sham grubunda enflamatuar
hiicre infiltrasyonu agisindan H89 ve alerjik rinit grubuna gore azalma tespit

edilmistir. Uygulanan DMSO etkili bulunmustur (Tablo 13, 14. Sekil 12).
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Yogun olarak eozinofillerden olusan infiltrasyon alerjik rinit grubunda tespit
edilmis olup, alerjik rinit ile H89 ve sham grubu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak H89 ve sham grubunda anlaml 6l¢iide diizelme oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubuyla karsilagtirilinca sadece DMSO verilen grubun DMSO + H89 verilen gruba
gore daha daha etkili oldugu goriilmiistiir (Tablo 15, 16. Sekil 13).

Mukozal bezlerde dejenerasyonun alerjik rinit grubunda olustugu
goriilmiistiir. Kontrol ile H89 ve sham grubunun karsilastirmasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmustur. Alerjik rinit grubuna gore sham ve H89 grubunda

anlamli azalma tespit edilmistir (Tablo 17, 18. Sekil 14).

Histolojik incelemeler sonucu ozellikle enflamatuar hiicre infiltrasyonu,
eozinofil infiltrasyonu, vaskiiler proliferasyon, goblet hiicre artisi, mukozal bezlerde
dejenerasyon agisindan sadece DMSO verilen grupla, DMSO + H89 verilen grup
karsilastirilinca ikisinin de diizeltici etkisinin olmasina ragmen sadece DMSO’nun
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Silya kaybi1 agisindan sadece DMSO verilen grupla,
DMSO+HS&9 verilen grup karsilagtirilinca iki grubunda esit miktarda etkili oldugu
goriildii. Sadece wvaskiiler konjesyon agisindan DMSO’nun etkili olmadigi ancak
H89 verilen grubun alerjik rinitli grupta diizeltici etkisi oldugu goriildii. Bu sonuglara
dayanarak DMSO’nun alerjik rinitte antienflamatuar 6zelligi nedeniyle bir¢ok
histolojik bulguyu diizelttigi ve H89’un ise DMSO ile karistirilip verilmesinin sadece
DMSO verilmesine gore vaskiiler konjesyonu diizeltmesi haricinde bir {istlinligii
saptanmad. Istatistiksel olarak DMSO’yu alerjik rinitte histolojik olarak daha etkili
bulduk. Zaten kagit yapimda bir kimyasal yan {iriin olan DMSO, endiistriyel bir
¢bziicii, ayn1 zamanda ilag olarak kullanilmustir. ilag olarak agirhikli lokal agri kesici
olarak kullanilmigtir. Bolgesel uygulamalarda anti-enflamatuar ve antioksidan olarak
kullanilmaya baglanmistir. 1978'de FDA ABD'de DMSO'nun mesane iltihabinda
dokularin tedavisinde kullanimin1 onaylanmistir. 2007'de FDA beyin dokusunda
travmatik beyin hasarinda sigsmenin azaltilmasi icin DMSO'nun klinik ¢aligsmalarda
kullanimin1 onaylamistir (111, 112). Barrager ve ark. DMSO’nun oksidatif formu
olan Methylsulfonylmethane (MSM) ise oral yolla kullanimin alerjik rinitte etkili
oldugunu gostermistir (110). Ancak literatiirde su ana kadar DMSO’nun topikal
olarak alerjik rinitli rat modelinde kullanimiyla ilgili bir caligmaya rastlanmamustir.

Bizim ¢aligmamiz bu agidan bir ilk olmustur.
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Immunhistokimyasal olarak sham grubundaki yalanci ¢ok katli silyalh
prizmatik epitel (Y.C.K.S.P.E) hiicrelerinde istatiksel olarak orta diye
nitelendirdigimiz (++) AQP5 boyamalar1 gozlemlendi (Resim 18). Ovalbumin
verdigimiz gruptaki (Alerjik rinit grubu) Y.C.K.S.P.E hiicrelerinde de yine orta
olarak nitelendirdigimiz (++) AQPS5 boyamalar1 saptandi (Resim 19).

H89 adim1 verdigimiz tedavi grubuna ait Y.C.K.S.P.E hiicrelerinin AQP5
boyamalarinda alerjik rinit grubuna kiyasla hafif (+) boyamalar veya hi¢ boyanma
olmamasi tespit edildi (Resim 20). H89 grubumuzun kontrol kiyaslandiginda
anlamsiz (p>0,05), sham grubuyla ve alerjik rinit grubuyla karsilastirildiginda
anlaml (p<0,05) ¢iktig1 tespit edildi (Tablo 19, 20. Sekil 15).

Bu sonuglara bakarak ise H89’un yukarida 6rnek verdigimiz literatiirdeki
yapilan c¢aligmalarla uyumlu oldugu ve AQPS5 seviyesini azalttigi goriildii. Ancak
AQP5 deki bu azalmanin alerjik rinitte goriilen Ozellikle enflamatuar hiicre
infiltrasyonunda, eozinofil infiltrasyonunda, vaskiiler proliferasyonda, goblet hiicre
artisinda, mukozal bezlerin dejenerasyonunda ve silya kaybinda sadece DMSO
verilen ve AQP5’in fazla azalmadigi sham grubuna bir {istlinliigii olmadig goriildii.
H89 verilen grubun sadece vaskiiler konjesyon acisindan DMSO verilen gruba
tistiinlligii goriildii.

Bu sonuglar goz Oniine alindiginda H89’un topikal olarak alerjik rinitli
ratlara uygulanmasiin nazal mukozada AQPS seviyesini azalttig1 ancak histolojik
olarak alerjik bulgulara vaskiiler konjesyon haricinde etki etmedigi ve alerjik rinitli
ratlara DMSO’nun topikal olarak uygulanmasinin histolojik olarak alerjik bulgular1
diizeltebilecegi ancak AQPS5 seviyesi lizerine etki etmedigi diisiiniilmistiir. Bu
sonuclarla alerjik rinitlerde mukozada AQP5’in azalmasinin enflamatuar hiicre
infiltrasyonu, eozinofil infiltrasyonu, vaskiiler proliferasyon, goblet hiicre artisi,
mukozal bezlerde dejenerasyonu ve silya kaybi gibi alerjik bulgular1 degistirmedigi
diisiiniilmektedir. H89’un sadece vaskiiler konjesyon acisindan olumlu bir katkisi
olmustur. Alerjinin histolojik bulgularinin diizelmesi agisindan farkli aquaporinler ve

yolaklar etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Bu ¢alisma, ayni zamanda alerjik rinitli ratlarin burun mukozasina topikal
olarak H89 ve DMSO’nun ilk defa uygulanmasi ve alerjik rinitte etkinligine

bakilmasi agisindan faydali oldugu diistiniilmektedir.

Alerjik rinit i¢in bir dizi tedavi secenegi mevcut olmakla birlikte alternatif
tedaviler arastirilmaktadir. Biz de ¢aligmamiz da H89 gibi bir spesifik protein kinaz
A inhibitoriiniin ve DMSO’nun etkinligini arastirdik. Sonugta alerjik rinit deneysel
tedavisi i¢in anlamli sonuglar elde ettik. Ancak, H89’un ve DMSO’nun etki, yan etki

profillerinin belirlenmesi i¢in daha ileri deneysel ve klinik ¢calismalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Alerjik Rinitli Ratlarin Burun Mukozalarindaki AQPS5 Diizeyleri Uzerine
Spesifik Protein Kinaz A inhibitérii Olan H89’un Etkileri

Bu calismanin amaci bir spesifik protein kinaz A inhibitérii olan H89’un
topikal intranazal uygulamasinin, nazal mukozadaki Aquaporin 5 dagilimini inhibe
ederek alerjik rinitte goriilen tipik semptomlar1 ve enflamatuar hiicre infiltrasyonunu
azaltabilecegini gostermektir. H89’un ve ¢dziicli olarak kullandigimiz Dimethyl
sulfoxide (DMSO)’in alerjik rinit tedavisindeki etkisini aragtirarak tedavide alternatif
bir segenek olup olamayacagini degerlendirmektir.

Bu calismada, agirliklar1 250-350 gr. arasinda degisen 32 adet beyaz Wistor
albino cinsi yetiskin erkek rat calismaya dahil edildi. Hayvanlar her grupta 8 rat
olmak iizere 4 gruba ayrildi. 1. gruba hicbir sey yapilmadi (Kontrol grubu). 2. grup
chicken serum albumin ile sensitize edildi ve 2 hafta siireyle DMSO topikal
intranazal olarak verildi. 3. Grup Ovalbumin ile sensitize edildi ve baska ilag
verilmedi. 4.grup Ovalbumin ile sensitize edildi ve H89 topikal intranazal yedi giin
stireyle verildi.

Deney sonrasi sigan konkalar1 blok olarak ¢ikarilarak Hematoksilen- Eozin ve
AQP5 antikorlar1 ile boyanarak histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilerek skorlandi.

H89 grubunda silya kaybi, goblet hiicre artisi, vaskiiler konjesyon, eozinofil
infiltrasyonu, mukozal bezlerde dejenerasyon alerjik rinit grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik tespit edildi (p=0.015, p=0.003, p=0.049, p=0.013,
p=0.026). Bag doku artisinda, vaskiiler proliferasyonda ve enflamatuar hiicre
infiltrasyonu ise istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0.469, p=0.215, p=0.736).
Ancak sadece DMSO verilen sham grubunda bu diizelmelerin vaskiiler konjesyon
haricinde daha fazla oldugu tespit edildi. H89 grubundaki histolojik diizelmelerin
¢Oziicii olarak kullandigimiz DMSQO’ya bagli olabilecegini diisiindiik.

Immiinohistokimyasal ~ degerlenlendirmede =~ H89  grubunda  AQPS5
boyamalarinda alerjik rinit grubuna kiyasla hafif (+) boyamalar tespit edildi. H89
grubu alerjik rinit grubuyla karsilagtirildiginda AQPS dagiliminin istatistiksel olarak
anlamli olarak azaldig1 (p=0.001) tespit edildi. Sham grubunda ise AQPS5 seviyesinde
alerjik rinit grubuna gdre anlamli azalma tespit edilmedi (p=1.000).

Sonug olarak; H89, AQPS5 seviyesini azaltan ancak mukozadaki alerjik
bulgular {izerinde c¢ok etkili bir madde olmadigini diisiindiik. Coziicii olarak
kullandigimiz DMSO’nun AQPS5 seviyesine etki etmedigi ancak nazal inflamasyonu
azalttigini tespit ettik. Ancak hayvanlarda daha kapsamli ve ultrastriiktiirel caligmalar
ve sonrasinda insan ¢alismalarinin yapilmasina gerek duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Aquaporin, H89, ovalbumin, alerjik rinit, protein kinaz A,
DMSO
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SUMMARY

Effects of H89, A Specific Protein Kinase-A Inhibitor, on the Level of AQP 5 in
Nasal Mucosa of Rats with Allergic Rhinitis

The aim of this study was to determine whether topical intranasal
administration of H89 which is a specific protein kinase A inhibitor could relieve the
typical symptoms of allergic rhinitis and attenuate the inflamatuar cell infiltration by
inhibition of AQPS5 expression. Thus, to elucidate the functions of H89 in allergic
rhinitis and eveluate whether H89 and DMSO-we used as the solvent- could be an
alternative treatment in allergic rhinitis.

In this study, 32 white Wistor albino adult male rats which the weights
ranging 250-350 gram were used. Animals divided into 4 groups that each group
contains 8 animals. In the first group, no drug was administered (control group). In
the second group, sensitization was completed by chicken serum albumin and DMSO
(Dimethyl sulfoxide) was administered topical intranasal for 2 weeks. In the third
group, sensitization was completed by OVA and no other drug was administered. In
the fourth group, sensitization was completed by OVA and after this H89 was
administered for 7 days.

After the experiment rat conchas were dissected out as block and all the
sections were evaluated as histopathologically immunohistochemically by stained
with Hematoxylen-Eosine and AQPS5 anticors.

In group H89 statistically significantly gave rise to lesser inflammatory cells
accumulation, ciliary loss of epithelial cells, goblet cell hyperplasia, vascular
congestion, eosinophile infiltration, degeneration of mucosal glands compared to
allergic rhinitis group (p=0.015, p=0.003, p=0.049, p=0.013, p=0.026). There was
no statistically significantly quantity of goblet cells, vascular proliferation, severity
of inflammatory cell infiltration (p=0.469, p=0.215, p=0.736 ). However, in the sham
group which was given only DMSO, these improvements were found more. DMSO
is used as a solvent; may be due to improvements in H89 group thought that the
histological.

In group H89, examination by staining AQPS5 immunohistochemically there
was low staining (+) compared to allergic rhinitis. In group H89 statistically
significantly gave rise to lesser AQP5 expression compared to allergic rhinitis group
(p=0.001). In group sham there was no statistically significancy compared to allergic
rhinitis group for AQPS5 expression (p=1.000)

In conclusion; we thought that H89 can give rise to lesser AQPS expression
but can not effect allergic mucosal signs. DMSO, the solution as we used solvent,
can not effect AQPS expression but DMSO can give rise to lesser nasal
inflammation.

However, human studies should be performed following more comprehensive
and ultrastructural studies on animals.

Key words: Aquaporin, H89, ovalbumin, allergic rhinitis, protein kinase A, DMSO
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