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OZET

D VITAMINi YETERSIZLiIGi OLAN ASTIMLI COCUKLARIN PERIFERIK KAN
MONONUKLEER HUCRELERINDE, GLUKOKORTIKOID RESEPTOR a ve B
GEN EKSPRESYONLARININ DEGERLENDIRILMESI

D vitamini (VitD), immiin sistemin diizenlenmesi, akciger gelisimi ve astimin
tedavi cevabir ile iliskilidir. Bugiine kadar VitD astim iliskisine yonelik farkl
mekanizmalar One slriilmiis ancak glukokortikoid reseptorleri (GR) ile olan
etkilesimleri heniiz arastirllmamistir. Bu calisma ile VitD yetersizligi olan astimli
cocuklarin VitD tedavisi sonrasi olusan klinik cevabin, GR-alfa ve GR-betarelatif gen
ekspresyon (GR-a ve B RGE) diizeylerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk immiinoloji ve Alerji Bilim
Dalr’inda takipli 8-16 yaslari arasinda VitD yetersizligi (serum 25(OH)D diizeyi < 30
ng/mL) bulunan astim tanili 25 ¢ocuk astim grubunu ve saglikli 14 ¢ocuk kontrol grubu
olusturdu. Her iki gruba I. kontrolde 300bin {iinite VitD agizdan verildi. Tiim
cocuklardan 1. kontrollerinde ve 1 ay sonraki Il. kontrollerinde serumda 25(0OH)D ve
periferik kan mononiikleer hiicrelerde GR-o. ve B RGE diizeylerini degerlendirmek
amaciyla 2 kez kan alindi.

Astimli ¢ocuklarda I. ve II. kontrollerde GR-a ve B RGE’de degisiklik yoktu.
Kontrol grubunda ise Il. kontrolde GR-B RGE azaldi (0,05). Kontrol dénemlerinde
gruplar arasinda GR-o RGE’de anlamli bir fark yokken, kontrol grubunda astim
grubuna gore GR-B RGE’de belirgin azalma kaydedildi (p=0,002). Kontrol grubunda I.
kontrolde, GR-f RGE astim grubu gore anlamli diizeyde yiiksekken (p=0,006) II.
kontrolde fark kayboldu (p=0,09). Hasta grubunda I. kontrolde 25(OH)D diizeyi ile
IgE(logl10) arasinda pozitif yonde iliski varken (r=0,44; p=0,03), kontrol grubunda
gbzlenmedi (r= —0,42; p=0,13).

Sonug olarak; VitD’nin astimli ¢cocuklarda GR-a RGE’yi kontrol grubu kadar
artiramadigi, kontrol grubunda GR-f RGE’nin astim grubuna gore belirgin azaldig
goriildii. Bu bulgular astimli c¢ocuklarda GR RGE’nin VitD ile iliskili oldugunu
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Astim, vitamin D, glukokortikoid reseptor a,

glukokortikoid reseptor 3, cocuk



ABSTRACT

EVALUATION OF THE GLUCOCORTICOID RECEPTOR a AND BGENE
EXPRESSION LEVELS OFTHE PERIPHERAL MONONUCLEAR CELLS FOR
VITAMIN D INSUFFICIENTCHILDREN WITH ASTHMA

Vitamin D (VitD) is related with the composition of immune system,
development of lung and response to treatment of asthma. To date, different
mechanisms were suggested for the relationship between VitD and asthma, however,
interaction of VitD with glucocorticoid receptors (GR) have not been studied yet. In this
study, our aim was to investigate the clinical response, relative gene expressions (RGE)
of GR-a and f after VitD treatment in children with asthma and VitD insufficiency.

Twenty-five patients with asthma composed the asthma group, 14 healthy
children composed the control group who all were followed in Ondokuz Mayis
University Pediatric Immunology and Allergy Unit, aged between 8-16 years and had
VitD deficiency (25(OH)D level under 30 ng/ml). Vitamin D with a dose of 300000
units was given orally to all the children at first visit. Two blood samples were taken
from all children at admission and after one month to evaluate the serum 25(OH)D
level and GR-a and p RGE levels of the peripheral mononuclear cells.

GR-a and B RGE did not change significantly between first and second visits
in the asthma group. GR-B RGE decreased significantly at second visit in the control
group (p=0.05). GR-o. RGE did not change between the two groups, however the
decrease of GR-B RGE between two periods was statistically significant in the control
group (p=0,002). GR-B RGE was significantly higher at admission in the control group
when compared with the asthma group (p=0,006), however the difference disappeared
in the second visit (p=0.09). Positive correlation was found between 25(OH)D level and
IgE(log10) in the patient group (r=0.44; p=0.03), while it was not detected in the control
group (r=—0.42; p=0.13) at first visit.

As a result; GR-o RGE was not increased by VitD in the asthma group as
control group, and VitD was decreased GR-f RGE in the control group more than
asthma group. These findings show that VitD is associated with GR RGE for children
with asthma.

Key words: Asthma, vitamin D, glucocorticoid receptor a, glucocorticoid

receptor B, child
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1. GIRIS ve AMAG

Astim tiim diinyada yaygin olarak goriilen ve her yas grubunu etkileyen 6nemli
bir saglik sorunudur. Astim kontrolii, altta yatan faktorlerin tespiti ve bunlara yonelik
etkin tedavi ile miimkiin olacaktir.

Astim siklig1 ekvator kusagindan uzaklastik¢a artmaktadir. Bu gozlem D
vitamini (VitD) ile astim arasinda bir iliski olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir (1).
Deneysel ve klinik c¢alismalar VitD immiin sistemin diizenlenmesinde, akciger
gelisiminde ve astimin tedavi yaniti iizerine faydali etkileri oldugu gosterilmistir (2-6).
Cocuklarda viral enfeksiyonlara karsi korudugu ve astim alevlenmelerini azalttig1
belirlenmistir (7, 8). Gebelikte kullanilan VitD’nin bebeklerde akciger olgunlagmasi
hizlandirdigy, ilerleyen yaslarda tekrarlayan hisilti ve astim gelisimine karsi koruyucu
etkisi oldugu goriilmiistiir (9-12).

Yeterli VitD diizeyine sahip ¢ocuklar, inhale glukokortikoide (IKS) daha az
ihtiyag duymakta ve atak sayis1 azalmaktadir (8, 13). Periferik dokularda g¢ogu
glukokortikoidler (GK) etkilerini glukokortikoid reseptorleri (GR) aracigiyla
gergeklestirirler (14). D vitamini etkisini antimikrobiyal 6zelligi, proinflamatuar
sitokinlerden salinimini azaltip interlokin (IL)-10 salgilayan CD4+/CD25+ T regiilatuar
hiicre sentezini artirmasi ile saglar (15). Bu giine kadar VitD astim iligkisi yonelik
farkli mekanizmalar One siiriilmesine karsin GR, VitD ve astim etkilesimi heniiz

arastirilmamustr.

Glukokortikoid direngli (GD) agir astimli hastalarin tedavilerine VitD
ilavesinin tedavi basarisini artirdigi belirlenmistir (16). Astim ve VitD iligkisini
arastiran ¢alismalarin ¢ogunlugu eriskin yas grubunu kapsayan, tedaviye direngli astim
hastalarindan olusmaktadir. Toplumda c¢ok daha sik goriilen kontrollii veya kismi
kontrollii astim grubunda VitD’nin astim iizerine olan etkileri hem klinik hem de
laboratuvar boyutunda yeterince irdelenmemistir. Arastirmamizda ¢ocuk yas grubunda
VitD yetersizligi bulunan astimli hastalarin VitD tedavisine verdikleri cevabin klinik ve
glukokortikoid reseptor (GR) a ve GR-f iizerine olan etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Astim

Astim diinyada her yasta ciddi bir halk sagligi sorunudur. Cocukluk cagi
hastaliklar1 i¢inde giin gectikce dnemi artmaktadir. Hastalik hakkindaki bilgi diizeyi her
ne kadar artsa da vaka sayisinda azalma saglanmamaktadir. Diinya genelinde okul
oncesi ¢ocuklarin yaklasik % 40’1 en az bir kez astim semptomlarini iceren bir Klinik
tabloyla karsilasirlar. Tekrarlayan higilt1 6ykiisii bulunan ¢ocuklarin yaklasik %30’u ise
6 yasinda astim tanisi alirlar (16). Tiim diinyada Uluslararasi Cocukluk Caginda Astim
ve Alerjik Hastaliklar Calismast (ISAAC) anket formu kullanilarak yapilan
epidemiyolojik c¢aligmalarda astim, farkli cografyalarda farkli sikliklarda goriilen
kiiresel bir hastaliktir. (18, 19) (Sekil 1). Ulkemizdeki astim prevalansi batida %13,7-
16,4 oranlari arasinda iken doguda %1,9-14,5 arasindadir (20).

Popiilasyona orani (%)
. > 10,1
B 7.6-10,0
5.1-7.5
B 2550

Sekil 1. Diinya astim prevalans atlas1 (18)

2.1.1. Patogenez
Hem genetik hem de ¢evresel faktorler astim patogenezinde etkin role
sahiptirler. Hayatin erken doneminde alerjenle temas, solunum yolu enfeksiyonlari ve
diyet T-helper (Th) 2 yoniinde, enfeksiyonlar ise Thl yoniinde farklilasmaya neden
olur. Astimli hastalarda net etki Th2 yoniindedir (sekil 2). Th2 yoniindeki farklilagsma

0zgiil immiinoglobulin (1g) E yapiminda artisa ve ilerleyen donemlerde de akut solunum



yolu enflamasyonu, persitan enflamasyon; sonugta da hava yolunda hasar ve yeniden

yapilanmaya neden olur (21).

T Enfeksivon Diyet Respiratuar
rken
dénem Thl \ Th) /
olaylar l (intrauterin gevre)
Alerjen (duyarlanma) Kemik iligi
T hiiere, IL-4 (IL-13)
Duvarlanma l l
IeE S [ > Hictain Eozinofil
Mast hiicreleri ‘
|
Alerjenle )
telorar temas ————* T-hiicre —* 11._4 |
T IL-5 /
Persistan Biiyiime faktorleri
hastalik L
gelismi Sitokinler
- -
Kemokinler
Havayohmun Streldi inflamasyon Alaut inflamasyon
veniden +
vapilanmasi bronkospazm

Sekil 2 Hayatin erken doneminde astim gelisimi ve etkileyen faktorler (21,22)

Kromozom 5q iizerinde bulunan IL-4 gen kiimesi olarak adlandirilan [ IL-3,
IL-4, IL-5, IL9, IL-12, IL-13 ve graniilosit - makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-
CSF)] c¢ok sayidaki gen, astim ve atopi ile ilgili inflamasyonun gelisminde ve
ilerlemesinde 6nemlidirler. Kromozom 5q32’nin B, adrenoreseptdr genini kapsadigi,
bunun da astima genetik yatkinliga sebep olabilecegi one siiriilmiistiir. Monosit, 16kosit

ve makrofaj yiizeyinde mevcut CD14’tin [ Toll-like reseptér, (TLR)], ¢oziinebilir formu



(sCD14), ozellikle lipopolisakkaridlere karsi yiiksek afiniteli reseptor gorevi gorerek
bakterilere karst dogal immiin sisteme Onemli katkida bulunabilirler. Astim
patogenezinde ve seyrinde bazi genetik faktorlerle iliskiler belirlenmistir. Bunlardan
bazilar; kromozom 11q ile yiiksek afiniteli IgE reseptorii, kromozom 6q iizerinde
bulunan timor nekrozan faktor alfa (TNF-a) geni, T hiicre-a/6 gen kompleksi ile
dermatophagoides pteronyssinus’un (Der pl) IgE cevabi, kromozom 12 ile interferon
gama, stem cell faktér, IGF-1 ve nitrik asit sentaz iliskili genler ve ADAM33 genidir
(22).

Solunum yolu enfeksiyonuna yol acan o&zellikle rinoviriis (RV), solunum
sinsityal viris (RSV), klamidya ve mikoplazma enfeksiyonlar1 siklikla suglanan
cevresel etkenlerdir. Rinovirus ile erken donemde hisilti atagi geciren cocuklarin 8
yasinda bozuk akciger fonksiyon testine sahip olacagi tespit edilmistir (23). Annelerin
farkli ¢iftlik hayvanlar ile temasinin astim riskini artirdig1 gosterilmistir (24). Cig siitiin
asttima karst koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir (25) Cocukluk doneminde

asetaminofen kullaniminin astim riskini arttirdigi iddia edilmektedir (24).

Astim patogenezindeki en giincel konulardan biri de Th17 lenfosit ve IL-17
sitokin cevabidir. Atopik, IgE aracili olmayan ve eozinofillerin eslik etmedigi
inflamasyonla seyreden bazi astimli hastalarda hava yolundaki nétrofil diizeyi ile astim
siddeti arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir (26). Arastirmalarda IL-17’nin hava
yoluna notrofil gociinti tetiklediginin gosterilmesiyle Thl7 lenfositler bakteri ve
mantarlarin ortamdan hizla temizlenmesi i¢in ndtrofillerin o bdlgeye gocilinii
saglamaktadir. Th17 lenfositler ayn1 zamanda IL-4, 1I-5, IL-8, I1L-9, IL-13, IL-17 ve IL-
22 salgilama yetenegine sahiptirler. Yakin zamanda hafiza CD4 T hiicrelerinin yeni bir
alt grubunda hem IL-17 hem de IL-4 {irettigi ve 6zellikle astimli hastalarda normal
bireylere gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Saglikli bireylerde Th17/Th2 orani
oldukca diistiktiir ancak siddetli kronik astimli hastalarda bu oranin belirgin arttig1
goriillir (27). Farkli tipteki T hiicre popiilasyonlari, astim patogenezinin her
basamaginda, degisik etkilerde bulanabilecegi ve her gecen giin bunlara yenileri
eklenecegi asikardir (28).

Astimda hava yolunda 6nemli morfolojik degisiklikler olusmakta ve havayolu
epitelinde yeniden yapilanma (remodeling) meydana gelmektedir. Buna bagl epitel ve

silial hiicrelerin dokiilmesi, goblet hiicre hiperplazisi, biiyiime faktorlerinde artis,



anormal sitokin ve kemokin cevabi gozlenir. Epitel hiicrelerindeki hasar ve tamir
mekanizmasina ait dengenin bozulmasiyla hiicreler arasi siki baglant1 (tight junction)
kaybolacak ve bariyer fonksiyonunun ortadan kalmasiyla da dis ortamdan gelecek
etkilere agik hale gelecektir. (29).
2.1.2. Tani
2.1.2.1. Oykii

Astimda tani, bircok hastalikta da oldugu gibi Oykii ile konur. Sorular
genellikle yasa gore de8ismekle birlikte tekrarlayan oOksiiriik, hisiltt ve nefes darlig
ataklar1 en sik karsilagilan klinik bulgulardir. Laboratuvar incelemeler astim tanisi
koymaktan ¢ok ayirici tani igindir. Bazi durumlarda tedaviden taniya gitme seg¢enegi
kullanilabilir.

Astim fenotipik olarak olduk¢a heterojen bir hastaliktir. Klinik hastalarin
yasina, cinsiyetine, atopi varligina, inflamasyonun tipine ve hastaligin siddetine gore
degisir. Fenotipik siniflama infantil ve okul 6ncesi donem i¢in yapilmis, daha biiyiik yas
gruplari igin net bir siniflama tanimlanmamustir (30).

Atak Oykiisii astim tanisinda en kolay yoldur, buna karsin uzun siiredir atak
gecirmeyen veya hig¢ atak dykiisii bulunmayan daha sessiz seyirli tablolar da karsimiza
cikabilir. Bu durumlarda efor kapasitesinde azalma ve efor sonrasi higilti, Oksiiriik
uyarict olmalidir. Hisilti, uzamis Oksiiriik, balgam c¢ikarma, goglis agris1 ve gogiiste
sikigma hissi sorgulanmalidir. Astimli hastalar iyi olduklar1 Semptomsuz dénemler tarif
ederler. Uzun siiren ve agir seyretmeyen astimlilar disinda biiylime gelisme geriligi,
gogiis deformitesi ve gomak parmak astim igin olagan bulgular degildirler (31) .

Tanida aile 6ykiisii olduk¢a énemlidir. Aile bireylerinde ve yakin akrabalarda
asttm bulunmasi tanida olduk¢a yardimcidir. Hastaligi tetikleyen faktorler dikkatle
gozden gecirilmeli ve hastalara, fark edilenlerin kayit altina almalar gerektigi
anlatilmalidir. Ataklarin enfeksiyon, egzersiz, ev tozu, ¢evre ve 1s1 degisikligi, besinler,
keskin kokular ve sigara temasi ile olan iligkisi irdelenmelidir. Hastalia eslik
edebilecek gastrodzefagial reflii (GOR), kronik siniizit ve alerjik rinit gibi diger

patolojiler konusunda uyanik olunmalidir.



2.1.2.2. Prediktif Astim indeksi (PAI)

Ilerleyen yaslarda astim gelisimi icin yiiksek riskli ¢ocuklari belirlemek iizere
gelistirilmis bir yontemdir. Ozellikle ilk ii¢ yas igin belirlenen risk faktorleri ile okul
¢ocugu yas grubuna ait astim durumunu degerlendirmeye firsat verir. Prediktif astim
indeksi ilk kez 2000 yili iginde Tuscon dogum kohort ¢alisma grubu tarafindan
gelistirilmis ve kullanima sunulmustur (Tablo 1) (32). Bu ¢alismada erken donem hisilti
(3 yas alt1, >3 atak/y1l) ve en az 1 major veya 2 mindr kriteri tasiyan ¢cocuklarda, 6-13
yas araliginda aktif astim olasilig1 % 77; negatif PAI skoruna sahip ¢ocuklarin okul ¢agi
donemde aktif astim olasiligi ise %3 olarak belirtilmistir. Caudri ve ark (33) 2009
yilinda Hollanda’da 3963 ¢ocugu kapsayan dogum kohort ¢aligmasinda (Prevention and
Incidence of Asthma and Mite Allergy-PIAMA) erkek cinsiyet, postterm dogum,
ebeveyn egitimi, inhale ilaglar, hisilti siklig1, enfeksiyon dis1 hisilti varligi, solunum
yolu enfeksiyonu ve egzemadan olusan 8 parametrenin birbirinden ayri olarak astimi
predikte ettigi belirlenmis ve esik deger skoru (cut-off) 20 olarak tespit edilmistir. Tim
bu arastirmalara ragmen PAI, farkli lilke ve irklar iizerinde basariyla uygulanmis ve

halen giiniimiizde en ¢ok tercih edilen skorlama sistemidir (17)

Tablo 1 Prediktif Astim indeksi (32)

Major Kriterler Minor Kriterler

Ailede doktor tanili astim dykiisii Doktor tanili alerjik rinit
Egzema Enfeksiyon olmadan hisilti
Eozinofili (>%4)

2.1.2.3. Laboratuvar

Kronik havayolu inflamasyonu astim patogenezindeki ana
mekanizmalardandir. Inflamasyon diizeyini belirlemedeki altin standart test,
bronkoskopi ile biyopsi alinmasi ve bronkoalveolar lavaj yapilarak inflamasyonun
Olglimidiir. Ancak bu invazif yontem her hasta i¢in uygun degildir. Bunun yerine
invazif olmayan ekshale hava inflamasyon belirteci olan nitrik oksit (NO) ve karbon
monoksit seviyelerinin 6l¢iimii gelistirilmistir (34). Fraksiyone ekshale NO, eozinofilik
inflamasyonun bir gostergesidir ve astim dist durumlarda yiikselmez. Spirometre

degerleri ile Ozgiilliigii ve duyarlih@ %90’1n iizerine ¢ikmaktadir (35). Ozellikle



stvilasmis ekshale solunumda bakilabilen sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri
gibi inflamatuar belirteclerin astimda yiikseldigi gosterilmistir (36, 37). Ekshale NO
Olgtimleri, IKS alan astimli hastalarda, ilerleyen yaslarda kontrolsiiz astim gelismini
tahmin etmede kullanishi metot olabilir (38). Kanda eozinofil 6lglimii PAI’'nin bir
pargasidir, pozitif prediktif indeksi %76 civarindadir. Ozellikle kiiciik yaslarda IgE’ nin
hastalik siddetiyle iliskili olmadig1 goriilmektedir (32).

Solunum fonksiyon testleri (SFT), 6zellikle yasi kii¢iik ve uyum saglayamayan
cocuklarda 6nemli bir sorundur. Son yillarda hava yolu rezistansinin él¢imiinde akim
kesici teknik (interrupter technique), uyari osilasyonu (impulse oscillation) ve zorlu
osilasyon (forced oscillation) gibi yontemler kullanima girmistir (37).

Tanida kisa etkili bronkodilatatér Oncesi ve sonrasinda %12’lik zorlu
ekspratuar hacim (FEV;) degisikligi ile geri doniisiimlii hava yolu obstriiksiyonun
belirlenmesi  6nemlidir. ~ Ayrica  hipertonik  salin,  metakolin,  histamin,
adenozinmonofosfat gibi brons uyarici ajanlarla brongiyal asir1 dyarlilik belirlenmeye

calisilir.

2.1.3. Tedavi

Astim tedavisinde kullanilan ilaglar ve uygulama sekilleri iilkelere gore kiigiik
farkliliklar bulunmasina karsin genellikle benzerdir. En sik tercih edilen kontrole dayali
basamak tedavisidir (Tablo 2 ).

Astim alevlenmeleri genellikle mevsimseldir. Buna bagli olarak o&zellikle
sehrin varoslarinda yasayan ¢ocuklarda alevlenmenin belirginlestigi donemlerde anti-
IgE (omalizumab) tedavisinin daha net astim kontrolii sagladig1, atak sayisini ve IKS
miktarini azalttig1 gosterilmistir (39). Idrar yiiksek I6kotrien E4FeNO oranimin, hafif ve
orta siddetli astimli hastalarin tedavisinde montelukast cevabinin inhale flutikazon
propiyonata gore daha iyi oldugu belirlenmistir (40).

Son yillarda astim ataklar1 ve VitD arasinda iliski olduguna yo6nelik ¢ok sayida
arastirma bulunmaktadir. Diisiik VitD diizeyine sahip astimli hastalarda daha sik atak
goriildiigii, VitD tedavisiyle atak sikliginin azaldigi belirlenmistir.

Astim atag1 esnasinda antibiyotik kullanimi bakteriyal bir enfeksiyon bulgusu
olmadik¢a Onerilmez.Makrolidlerin viriislerin tetikledigi cevaba kars1 olusturdugu

antiinflamatuar etkileri sanki astimda bakteriyal sebep olmasa da faydali olabilecegi



diisiincesine neden olabilir (41). Ancak prospektif bir arastirmada, klaritromisinin astim

kontrolii {izerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (42).

Tablo 2 Astimda kontrole dayali tedavi yaklagimi

Azalt Artir
1. Basamak ’ ’ 2. Basamak ‘ ‘ 3. Basamak ‘ 4. Basamak ‘ ‘ 5. Basamak
Astim egitimi, ¢cevre kontrolii
Gerektiginde hizh etkili B, agonist
Bir ya da fazlasini Birini ya da
Birini se¢ Birini se¢ L
ekle ikisini ekle
Diisiik doz IKS* Diisiik doz IKS (+) Orta diizeyde ya da Oral
uzun etkili B, agonist  yiiksek doz IKS (+) glukokortikoid
uzun etkili B, agonist  (en diisiik doz)
ol Lokotrien Orta diizeyde ya da Lokotrien modifiye Anti-IgE tedavisi
edici — odifiye edici **  yiiksek doz IKS edici
secenekler

Diisiik doz IKS (+)
Lokotrien modifiye
edici

Diisiik doz IKS (+)

yavas salinimli teofilin

Yavas salinimli

teofilin

*: Inhale kortikosteroid; **: Reseptdr antagonisti veya sentez inhibitorii



2.2.Glukokortikoidler ve Glukokortikoid Reseptorleri
Insanlarda  glukokortikoidler, bazal ve strese bagli  hemostazin
diizenlenmesinde 6nemli role sahip, yasamin temel fizyolojik fonksiyonlarin idamesini
saglayan yapi taglarindan birisidir. Glukokortikoidler neredeyse organizmanin tiim
hiicresel, molekiiler ve fizyolojik aginda goérev alirlar. Biiyiime, gelisme, ¢ogalma,
immiin ve inflamatuvar reaksiyonlarda, aynt zamanda santral sinir sistemin,
kardiyovaskiiler sistemin ve renal tubiiler fonksiyonlarin idamesinde ana biyolojik role

sahiptirler (43, 44).

2.2.1. Adrenal Korteks Geligimi

Adrenal korteksi olusturan hiicreler orta mezodermden kaynaklanirlar.
Embriyonik orijinleri gonad ve bdbreklerin de gelistigi iirogenital c¢ikinti
hiicrelerindendir. Urogenital primordium, iirogenital ¢ikintinin bir parcasi olarak 4.
haftada goriilmeye baslar. Gebeligin 8. haftasindan itibaren adrenal primordium fetal i¢
zon ve nihai dis zon olarak iki pargaya ayrilir (45). Adrenal medulla 9. haftadan itibaren
noral krestin adrenal mediillaya gogiiyle beraber olusmaya baslar (46). Dogumla beraber
fetal zon gerilerken, dis nihai zon olgunlasmaya devam ederek zona fasikiilata ve zona
retikiilarisi olustururlar (47).

Adrenal bezin eriskin boyu 4 gr agirliginda 2 cm genisliginde, 5 cm boyunca
ve 1 cm kalinligindadir. Kapsiiliin hemen altinda korteksi %15°ini olusturan zona
graniiloza bulunur. Zona fasikiilata bezin yaklasik %75’ini olusturur. Fibrovaskiiler bir
ag icinde 1smnsal baglantilara sahip biiyiik ve lipid yiiklii hiicreler bulunur. Hiicre
migrasyonu ve diferansasyonu Zona fasikiilata i¢cinde gerceklesirken, yaslanan hiicreler
Zona retikiilaris bolgesinde yogunlasirlar. Adrenal kortekste baglica, GK (kortizol ve
kortikosteron), minerralokortikoitler (aldosteron ve dioksikortikosteron) ve seks
steroidleri sentezlenir. Tiim bu steroidler, 3 siklohekzan ve tek siklopentan halkasindan
olusan siklopentanoperhidro-fenantrenden sentezlenir (Sekil 3) (45).

Kolesterol, adrenal steroidogenezin ana maddesidir ve dolasimdan alinan
diisiik yogunlukta lipoproteinlerin (LDL) endositler tarafindan alimiyla elde edilir (48).
Kolesterol, intraseliiler mitokondrinin dig membranindan i¢ membranina transportu

sonrast bir sira enzimatik islemden sonra prognenolona doniisiir. Ardindan
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glukokortikoidlerin sentezi, sirasiyla, 170H pregnenolon, 170H progestron, 11-

deoksikortizol, kortizol ve son basamakta da kortizon ile sonuglanir (49).

Siklopentanoper-hidrofenantren 24

Kortizon
4-Pregnen-17c.,21-diol-3, 11, 20-trion

CH,0H

|
E=0

HO ; i——on
0

Kortizol
4-Pregnen-11p, 170, 21-triol-3, 20-dion

Sekil 3. Siklopentanoper-hidrofenantren yapisi

2.2.2. Glukokortikoidlerin Sentezi, Metabolizmasi ve Atilmasi

IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler, histamin ve serotonin gibi
aminler ve prostoglandin E2, ACTH sentezi hem direk olarak hem de CRH {iizerinden
artirir (50, 51). Bunlara ek olarak IL-6 ailesinden Losemi inhibitor faktor (LIF) de
hipotalamus-pitiuter-adrenal (HPA) aksin uyarilasini saglayan baska bir sitokindir. Bu
sekilde fiziksel stres ve inflamatuar bir uyariya karsi, HPA aksi aktive olacak ve

immiin-endokrin etkilesim geliserek kortizol sentezini artacaktir (52).

Kortizoliin %90’ mndan fazlas1 dolasimda plazma proteinlerine bagli olarak
bulunurlar. Kortizol ve diger bazi steroidler, yiiksek afinitelili kortikosteroid baglayici-
globulin veya transkortin adi verilen 6zel bir alfa-2 globuline bagli durumdadir.
Kortikosteroidler — ozellikle  karacigerde  metabolize  edilirler.  Konjligasyon,
hidroksilasyon, 11p hidroksisteroid dehihrogenaz-2 (HSD2) enzim aracili farkl
metabolik yollarla yikima ugrarlar (51). Kortizoliin plazma yar1 6mrii 90 dakikadir ve
metabolize olan steroidlerin %98’1 idrarla atilirlar. Karacigerde bulunan oksidaz ve
glukoronil transferaz bazi GK metabolizmasinda 6nemli rol alirlar. Dolayisiyla

karaciger hastaliklari, ilaglar ve karaciger fonksiyonlarin1 bozacak farkli kimyasallar
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steroidlerin metabolizmasini etkileyeceklerdir. Karaciger oksidasyon mekanizmasi
tizerine etkili barbitiiratlar, difenhidantoin ve epinefrin gibi bazi ilaglar steroidlerin
metabolizmasi hizlandiracaktir (51). Buna karsin bazilari ise steroidlerin oksidasyonunu
azaltarak etki siirelerini uzatirlar. Bunlara metil prednisiolonun plazma yar1 émriinii
uzatarak etki siiresini uzatan troleandomisin ornek verilebilir. Hidrokortizonu HSD2,
endojen reseptor aktivitesi olmayan kortizona g¢evirerek, Ozellikle cilt ve akcigerde
steroidlerin antiinflamatuar etkilerini zayiflatir (53). Likorik ve gliserik asit ile HSD2

inhibe edilerek steroidlerin antiinflamauar etkileri uzatilabilir (54).

Dogal ve sentetik steroidler yagda ¢oziiniir maddelerdir ve oral, subkiitan,
intravendz veya topikal uygulandiktan sonra hizla emilirler. Maksimum kan diizeylerine
2-8 saat icinde ulagirlar. Plazmada eliminasyon yarilanma omrii 90-180 dakikadir.
Intravendz uygulanan steroidleri suda ¢dziiniir form olan fostat ve hemisiiksinat esterli
yapilar olusturur. Topikal steroidler yagda yiiksek ¢oziinlir ozelliktedirler, deri ve

solunum yoluna uygulandiklarinda lokal olarak uzun siire o bolgede kalabilirler (51, 55)

2.2.3. Reseptor ve Gen Transkripsiyonu

Alblimine veya transkortine bagli bulunmayan serbest kortizol, hedef hiicrelere
basit veya kolaylastirilmis difiizyon yoluyla serbestce girerler. Periferik dokularda ¢ogu
GKler etkilerini glukokortikoid reseptorleri aracigiyla gerceklestirirler. Glukokortikoid
reseptorleri c¢ekirdekli tiim hiicrelerde mevcuttur. Bunlar hedef gende spesifik DNA
sekansi ile etkilesime giren karboksi-terminal ligand-baglayict domain, santral DNA-
baglayici domain ve tek N-terminal ¢ok degisken bolgeye sahip transkripsiyon
faktorlerinin bulundugu steroid, tiroit, VitD ve retinoid reseptorler siiper familyasinin
bir iiyesidir (56). In-vitro ve in-vivo kortizol etkileri (6rn. ACTH salmimimin
inhibisyonu) 10-30 dakika i¢inde ortaya ¢ikmaya baslar. Ancak tiim etkinin
gerceklesebilmesi igin saatler (plazma glikozunun artisi) veya ginler (glukoz-6-
fosfataz) gerekebilir (57).

Glukokortikoid reseptorlerin en Onemli etkileri niikleusta meydana gelir.
Reseptor-hormon kompleksi niikleusa tasinarak DNA’ya baglanir. Glukokortikoid
reseptorler, niikleusta gen ekspresyonunu iki ana mekanizma ile diizenler. Birincisi; GR
promoter genlerdeki palindromik hormon yanit elemanma (glucocorticoid respond

element) (GRE) baglanabilmesi i¢in dimer yapisi olusturmasi gerekir. Bu baglanmadan
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sonra transkripsiyon kompleksi olusur ve hedef gende mRNA sentezi baslar (58, 59).
Bu sekilde ilerleyen sathalarda kromatinin yeniden sekillenmesi ve transkripsiyonun
hizlanmasina katkida bulunmus olurlar. Ikincisi ise; indirekt yolla dimerizasyondan
bagimsiz ve DNA’ya baglanmadan aktivator-proteinl (AP-1), siklik adenozin mono
fosfat (cAMP), cAMP cevap elementi baglayict protein [response element binding
protein (CREB)], oktomer baglayici faktor-1(OCT-1), niikleer faktor interlokin-6 (NF-
IL-6), transkripsiyonun sinyal iletici ve arttirici proteini [signal transducers and
activators of transcription (STAT)], niikleer faktor kapka B (NF-kB) ve GATA-3 gibi
proinflamatuar transkripsiyon faktorleri ile GR’nin monomer baglar olusturmasidir (60)
Bu baglanma sonucunda proinflamatuar genler baskilanarak, inflamasyonun ¢oziilmesi
saglanir. Son zamanlarda, proksizom proliferator-aktive reseptdor (PPAR) ile GR
arasinda sinerjistik bir etki oldugu, sonucunda da NF-kB ve interferon regiilatuar faktor-
3 (IRF-3) baglantili hedef genleri baskilayarak antiinflamatuar etkinin arttig
gosterilmistir (61).

2.2.3.1. Glukokortikoid Reseptor Yapisi

Insan G geni DNA’st 1985 yilinda ilk defa Hollenberg tarafindan
Klonlanmistir. Glukokortikoid reseptorleri ¢ekirdekli tiim hiicrelerde bulunmakla
birlikte; akciger, dalak, beyin ve karaciger, GR mRNA seviyelerin en yogun oldugu
organlardir. Bu genin 9 ekzonunun alternatif splicing sonucunda GR-a (777 aa, ) ve
GR-P (742 aa) olmak iizere 2 ana izoform meydana gelir (79) (sekil 4). Bu iki reseptore
ilave olarak, yakin zamanda, GR-a ve GR-B’nin 8 farkli (A, B, C1, C2, C3, D1, D2, ve
D3) translasyonel izoformu kesfedilmistir. Son yillarda promoter bdlgenin
heterojenitesine bagli olarak GK organa 06zgiil farkli cevaplarin gelisebildigi
belirtilmistir (72). Bazi hematolojik malignansilerde, mRNA’nin splicing ¢esitliligine
bagli olarak olusan GR& ve GRy’in 6zellikle GK direncine sebep olabilecegi
diistintilmektedir (58,72).

2.2.3.2. Glukokortikoid Reseptor a

Glukokortikoid reseptorlerin baslica izoformu GR-a olup, GK’lerin esas
etkilerini ortaya ¢ikaran GR’diir. Glukokortikoid reseptor geni 5. kromozomun uzun
kolunda (5g31.3) lokalize olup 9 ekzondan olugsmaktadir. Bu gen, N-terminal domain

(transaktivasyonu igerir), merkez domain (GK diizenleyici genlerde DNA‘ya baglanir)
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ve C-terminal domain (hormon ligandina baglanir) olmak iizere 3 yapisal ve
fonksiyonel alam1 kodlar. Glukokortikoid reseptorleri sitoplazmada GK ile bag
olusturmadigi durumlarda 1s1 sok proteinleri [(heat shock proteins=hsp) hsp40, hsp70,
hsp90, p23 ve p60] ve immiinofilinlerden (FKB51, FKB52, Cyp44 ve PP5) olusan
saperonlarla kompleks olustururlar (62). Hsp90 GK reseptoriin ligand baglayan kismina
baglandiktan sonra bu saperon kompleksinden ayrilir ve hiperfosforile edilir. Ligandin
baglanmasiyla aktiflesmis olan GR niikleusa gegerek orada hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenler (63). Proinflamatuar gen ekspresyonunu diizenlemek iizere
T hiicre reseptor (TCR) kompleksi ve PI3K, JNK, 14-3-3 gibi proteinlerden olusan
sinyal yolagi ile etkilesime girerler (64).

531 5q32
N ™

Kromozom 3

B : S
- - - -

1B 1C S
PP PPP \ / Sumo
S L 1l | | |

Ub

cRes B
1 420 488 527 777
==y I
27 420 488 527 777

GR proteini

cas B
1 420 488 527 742

i | B
27 420 488 527 742

I—Nﬂz-terminalé\_DBDJ ‘ LBD |

P: Fosforilasyon, Ub: Ubikuinasyon, Sumo: Sumoilasyon, DBD: DNA baglayict bolge, LBD:
Ligand baglayici bolge

Sekil 4 Glukokortikoid reseptoriin genomik lokalizasyonu ve organizasyonu (74)

Reseptoriin hiper-fosforilasyonu niikleus i¢cine hormon-reseptér kompleksinin
translokasyonu ve hedef DNA molekiillerinde GRE’ye baglanmay1 kolaylastiran C-

terminal tarafinin aciga ¢ikmasini saglar. GRE, hormon-reseptor dimerlerine baglanan 2
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par¢adan meydana gelir. iki ligandli GR’ler, 3 baz cifti tarafindan ayrilmus iki
palindromik GRE’nin yar1 tarafina (5’TGTTCT 3’) ¢inko parmaklari iizerine merdiven
olusturan bir homodimer iinite meydana getirirler. GRE’ye baglanmaya ek olarak,
ligand-reseptor kompleksi aktivatdr protein-1 (AP-1) ve niikkleer faktor-«kB (NK-xB)
gibi transkripsiyon faktorleriyle kompleksler olusturarak sorumlu genlerindeki
transkripsiyonun diizenlenmesine katkida bulunurlar. AP-1 birgok sitokin ve forbol
esteleri tarafindan indiiklenen Fos ve jun alt birimlere sahip proinflamatuar
transkripsiyon faktortidiir. GR-ligand kompleksi c-Jun’a baglanabilir ve AP-1 kismu ile
etkilesime girmesine engel olabilir. Bu sekilde GK’lerin transprepresif etkilerini
diizenleyebilirler (65). Benzer sekilde GR ile lenfosit gelisimi, inflamatuar cevap, konak
cevabi ve apoptozis ile ilgili bir¢ok geni aktive edebilen NK-kB arasinda da fonksiyonel
antagonistlik bulunmaktadir (66). Bu giine kadar yiizlerce glukokortikoid duyarli gen
tanimlanmistir. Glukokortikoidlerin uyardigi ve baskiladigi genlerden birkag tanesi
Tablo 3.’de verilmistir.

Baglandiktan sonra aktif hale gelen GR, direkt olarak ya da bazi proteinlerin
(transkripsiyon faktorleri ve ko-aktivatorler) hedef genlerinin transkripsiyonunu
aktiflestirir (Sekil 5) (51). Glukokortikoid reseptorlerin GRE veya diger transkripsiyon
faktorleriyle etkilesimi, GR koregulatuar (koaktivatdr ve korepressor) olarak bilinen
farkli protein gruplarmin etkisiyle inhibe veya aktive olurlar. Transkripsiyonun
baskilanmasinda ise GR negatif GK diizenleyici elementi (nGRE) ve diger
transkripsiyon faktorleri ile birlikte calisir. Ancak inflamatuar yanitlarin baskilanmasi
nGRE‘den bagimsiz olarak gergeklesir (Sekil 5A). Farkli transkripsiyon faktorleri,
inflamatuar gen aktivasyonu saglayan yanit element ile promotor bolgelerin etkilesime
girmesini Onleyerek hedef hiicrede gen ekspresyonuna engel olurlar. Inflamatuar
yanitlar igin NF-kB ve AP-1 gibi proinflamatuar transkripsiyon faktorlerinin hedef
genlerde onlarin yanit elementlerine baglanmalar1 gerekmektedir (67-69). Bu konuda
yapilan caligmalarla proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun énlenmesinde GR ile
ozellikle NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerinin etkilesiminin 6nemli oldugu
gosterilmistir (Sekil 5C) (70). Glukokortikoid gen ekspresyonunu, ayni zamanda,
transkripsiyon faktorlerinin inhibitorlerini aktive ederek de engelleyebilmektedir (Sekil
5D) (51).
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Tablo 3. Glukokortikoid ve GR tarafindan diizenlenen bazi genler

Etki bolgesi

Uyarilan genler

Baskilanan genler

Immiin sistem

Metabolik

Kemik

Kanallar ve
transporterler

Endokrin

Biiytime ve
gelisme

Ixp (Niikleer faktor kf inhibitor

Haptoglobulin

T Hiicre reseptor (TCR)-C
p21, p27 ve p57
Lipokortin

PPAR-y

Tirozin aminotransferaz
Glutamin sentetaz
Glikojen sentetaz
Glukoz-6-fosfataz

Leptin

PEPCK

y-fibrinojen

Kolesterol 7a-hidroksilaz
C/EBP/B

Androjen reseptor
Kalsitonin reseptor
Alkalin fosfataz

IGFBP6

ENaC-a, -p ve —y

SGK

Aquaporin |

Fibroblast temel bliyiime faktorii
Vasoaktif intestinal peptid
Endotelin

Retinoid X reseptor
GNRH reseptor
Natritiretik peptid reseptor
Stirfaktan protein A, B ve C

Interlokinler

TNF-o

Interferon-y

E-selektin

Interseliiler adezyon molekiil-1
Siklooksijenaz 2

Inducible nitrik oksit sentetaz
Triptofan hidroksilaz

Osteokalsin
Kollajenaz

Glukokortikoid reseptor
Prolaktin

POMC/CRH

PTHrP

Vasopressin

Fibronektin
A-fetoprotein

Nervus biiylime faktorii
Eritropoetin
Gastrointestinal siklinler
Siklin-bagimli kinaz

CRH: Kortikokortin releasing hormon, C/EBP/p: CAAT-enhacer binding protein, ENaC: epitelyal
sodyum kanal, GHRH: growth hormon-releasing hormon, IGFBP6: insulin-like growth faktér—binding
protein 6, PEPCK: fosfoenolpiirivat karboksikinaz, POMC: pro-opiomelanokortin, PPAR: peroksizom
proliferator-aktive reseptor, PTHrP: paratiroid hormon- related protein, SGK: serum ve glukokortikoid-

indiikledigi kinaz.
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A Hedef hiicre gen aktivasyonu B Direk hedef gen baskilama

Glukokortikoid O

@W —— | @y ——

GRE Promoter Hedef Gen (Neg. GRE) Promoter Hedef Gen
E 1 : g 1
C indirek hedef hiicre gen baskilama D Transkripsiyon faktor inhibitérlerinin uyarilmas:

Transkripsiyon faktoriine miidahale

QQ
Sinyal yolag1
@ — > — .
CTLAd —= L(LJ

GITR ——
PECAM Amagox{lst intraseliller kB
reseptor

Sinyal

@ inhibitéra
[ |

(Transkripsiyon sinyal MKP-1
fakidril) \L—\R\Ig Tuzak inhibitstii  GILZ ‘/
reseptor
@ w Cozinir mRNA
Respons 8 reseptdr
element Pro Hedef Gen LR

! SL-4R

E Hedef gen mRNA'nm destabilizasyonu
Inflamatuar
\ Glukokortikoidin /
indiikledigi protein

AUUUA—AAAAA

Inflamatuar
/ \ gen
Hizli yikilma mRN. A

GRE: Glukokortikoid cevap elemani, TBP: TATA baglayici protesn, Pol Il: RNA polimeraz II,
CTLAA4: Sitotoksik T-Lenfosit antijeni 4, GILZ: GK indiikledigi 16sin fermuar (leucine zipper), MKP-1:
Mitojen-aktive eden protein kinaz (MAPK) fosfataz-1, GITR: GK-indiikledigi TNFR-iligkili protein,
PECAM: Platelet endotelyal hiicre adhezyon molekiilii

Sekil 5. Steroid tarafindan diizenlenen molekiiler mekanizmalarin genetik regiilasyonu (51)

Kromatin, DNA ve histondan olusan kromozomun temel proteindir.
Glukokortikoid reseptorlerin  diger niikleer reseptorler gibi kromatin yapisinin
olusumundaki etkinlikleri zamanla daha iy1 anlagilmaktadir. Kromatinler 146 baz igeren
DNA sarmali etrafinda, her bir kor histon proteininden (H2A, 2B, 3 ve 4) iki molekiil
igeren niikleozomlar1 yaparlar (71). Histon asetiltransferaz (HAT) etkisiyle histon
tizerinde bulunan lizin yan bagi asetillenerek DNA’nin niikleozomdan ayrilmasini
saglanir. Bu bolgenin asetilasyonuyla gen ekspresyonu ve RNA polimeraz II aracigiyla
mRNA sentezi gerceklesir. (72). Diger yandan, histon deasetilaz (HDA) tarafindan tiim

bu olaylar tersine cevrilerek transkripsiyon sonlandirilir. Steroidlerin, IL-1p’nin



17

indiikledigi asetilasyonu direk HAT’1 inhibe ve HDA aktive ederek engelledigi
belirlenmistir. (73).

2.2.3.3. Glukokortikoid Reseptor B

Giliniimiizde GR-o’nin yapisina ve etki mekanizmalarina yonelik ¢ok sayida
kanita dayali bilgilere sahip olmamiza karsin, GR- halen bircok konuda gizemini
korumaktadir. Glukokortikoid reseptor B, GR-o’dan ¢ terminalindeki farklilik nedeniyle
ayrilir. Bu pozisyonda GR-a ilave 50 aminoasite, GR-B ise 15 aminoasite sahiptir.
Ekson 9B’un ug birlestirilmesi (splicing) ile karboksi sona sahip 15 farkli aminoasitli bir
proteine g¢eviren GR-B mRNA sentezlenir. Glukokortikoid reseptor ekson 2 iginde
bulunan alternatif translasyon-inisiyasyon bdlgeleri, GR’in yeni izoformlarini
olusturmaktadir. Glukokortikoid reseptor a ve B mRNA’da bulunan birinci metionin
kodonunun translasyonun 777 aminoasitten olusan GR-a-A ve 742 aminoasitten olusan
GR-B-A proteinlerin olusumunu saglamaktadir (74) (sekil 4). lkinci metionin
translasyonu sonucunda da 751 aminoasitten olusan GR-a-B ve 716 aminoasitten olusan
GR-B-B proteini sentezlenmektedir. Bu farklilik sonucunda da GR-$ hem hormona hem
de GRE bagimli promotor bolgeye baglanamamaktadir (79). GR-a-B in-vitro gen
ekspresyonu calismalarda GR-a-A’ya gore iki kat fazla biyolojik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Bu iki izoform, farkli doku ve hiicre gruplarinda farkli oranlarda
bulundugundan in-vivo olarak GK farkli bolgelerde gosterdigi etkinin cesitliligine
neden olabilmektedir (74).

Insan viicudundaki birgok hiicre tipinde GR-B mRNA’sina rastlamak
miimkiindiir, ancak biiyiik kisminda ¢ok diisiik miktarlardadir. Bir¢ok ¢alismada GR-a
ve B oraninin 500/1°den daha yiiksek oldugu vurgulanmistir. Karaciger, timiis, akciger
epitel hiicrelerinde ve inflamatuar hiicrelerde GR-f3 daha yogun olarak bulunmaktadir.
Brongsiyal epiteli hiicre kiiltiirlerinde deksametazon uygulandiktan 6 saat sonra doza
bagimli olarak GR-p mRNA diizeyinde azalma (down-regulation) oldugu, yaklasik 24
saat sonrada ilk diizeylere dondiigii goriilmektedir (75). Losemik hiicre kiiltiirlerinde ise
deksametazon sonrasi her iki reseptdr diizeylerinde de azalma belirlenmistir (76).
Bunlara karsin saglikl iskelet miyoblast hiicre kiiltiirlerinde GR-B mRNA diizeylerinde
up-regiilasyon gelisirken, GR-a mRNA’nin ise down-regiile oldugu goriilmiistiir (77).
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Esasen GR-B niikleusta bulunur ve heniiz fizyolojik rolii belli degildir. Her ne
kadar GR-B proteinini DNA’ya baglanan homodimerler olustursa da, su ana kadar
herhangi bir liganda baglanmadig1 ve transkripsiyonu aktive etmedigi gorilmiistiir.
Glukokortikoidlere duyarli genlerin ekspresyonu GR-o etkisiyle ayarlanirken, GR-3
izoformu transkripsiyonel olarak inaktiftir ve GK‘lara baglanmaz (78, 79). Baz
aragtiricilar GR-B‘nin 6nemli bir baskilayici etkisinin olmadigini ifade ederken (80),
digerleri GR-a ile heterodimerler olusturarak GR-a etkisini azalttigini, dolayisiyla GR-a
ve B etkilesiminin GK direnci ile iliskili olabilecegini iddia etmektedirler (74). Ayrica
GR-p’nin GR-a etkisini GRE’ye baglanmak {izere yarisa girerek azalttig diistiniilmiis,
ancak bunun benzer GRE’ye baglanan androjen ve progestron reseptorlerinde higbir
negatif etki olusturmadigindan bu teoriden vazgecilmistir (81). In-vitro ortamda
transfeksiyon sistemleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda, GR-B’nin hormonun
bulunmadigi ortamlarda bile GRE ve hsp90’a baglanma kapasitesine sahip oldugu
ancak GRE, AP-1 ve NK-xB iizerinde herhangi bir transkripsiyonel etkisinin
bulunmadigi gosterilmistir (75). GR-a’nin, AP-1 ve NK-kB’i represe ederek pro-
inflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ettigi bilinmektedir. GR-B’nin, GR-a ait bu
ozelligini baskilayarak GK direncine yol acabilecegi diisiiniilebilir. Ilging olarak GR-B
hormondan bagimsiz olarak AP-1 ve NK-«kB baglantili olaylar1 %25-60 oranlarinda
azalttig1 gosterilmis ve anti-inflamatuar siirece katkida bulundugu iddia edilmistir (82).
Bazi aragtirmalarda GK tedavisine direncli alerjik rinit ve atopik dermatitli hastalarda
GR-B diizeylerinde artig belirlenmistir (83, 84).

Inflamasyon durumunda kortizol plazma diizeyi arttigi zaman hipotalamus-
pittiiter-adrenal aks sistemi down-regiilasyona ugrayarak 6zellikle GR-a salinimi azalir.
Ancak caligsmalarda GR- iizerinde inhibisyon etkisinin GR-a’ya gore ya ¢ok az ya da
hi¢ olmadig1 goriilmiistiir (81). Dolayisiyla serum GK diizeyi yiikseldigi zaman GR-a. /
GR-B oraninda azalma goriilecektir. Bakteriyal siiperantijenler ve mikrobiyal toksinler
GR-B salinimda artisa neden olabilirler. Bazi otoimmiin hastaliklarin enfeksiyonla
beraber alevlenmesine veya tekrarlamasina neden olarak enfeksiyonun GR-f artigina ve

GR-p artisinin ise GK rezistansina neden oldugu diistiniilebilir (85).
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2.2.4. Glukokortikoidlerin Anti-inflamatuar Etkileri

Inflamasyon, antijen antikor kompleksi olusturabilecek enfeksiyon, mekanik
irritasyon ve hasarlanma sonucunda organizmanin verdigi refleksif bir cevaptir.
Mikroplar, epitel bariyere ulastiklarinda direkt olarak dogal immiinitenin 2 ana
elamanini olan kompleman ve toll-like reseptorleri aktive ederler. Bu iki sistemin
aktivasyonu ile inflamatuar mediatorlerin sentezi ve salinimi gerceklesir. Sonugta
lokalize vasodilatasyon, vaskiiler gecirgenlikteki artis, plazma ve humoral proteinlerin
ekstravazasyonu; ardindan lokositlerin gocli sonucunda da inflamasyonun klasik
bulgular1 ortaya ¢ikar. Ortamdaki l6kositlerin etkisiyle olusan pozitif feedback, ilave
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasina neden olur (74). Dogal ve adaptif immiinitenin
etkisiyle antiinflamatuar hemostaz mekanizmalar devreye girerek enfeksiydz ajanlar
ortamdan temizlenir. Inflamatuar siirecin smirlandirilmasinda ve diizelmesinde dzellikle
glukokortikoidler ana rol alirlar. Alerji, astim, otoimmiin hastaliklar ve sepsis gibi
patolojilerde olusan siirekli ve yogun inflamasyon hiicre hasari hasarina yol agar.
Glukokortikoidler bir¢ok sinyal yolag: tizerinden GR’in pleitropik etkilerini degistirerek
inflamatuar siirecin hafiflemesini saglarlar (86).

Steroid oral ve intravendz alindiktan kisa siire sonra 6zellikle dolasimdaki
l6kositler tizerinde degisiklikler olusmaya baslar. Bazofil, eosinofil ve monosit
sayilarinda normal kan diizeylerinin %20 altina inmesine neden olurlar. Dolasimdaki
lenfosit sayist diger hiicreler kadar olmasa da azalma egilimindedir. T hiicreler B
hiicrelere gore daha fazla azaldigindan nispeten B hiicre sayisinda artis saptanabilir. T
hiicre alt gruplar i¢inde ise CD4(+) T hiicre sayisinda belirgin azalirken CD8(+) T
hiicreler pek etkilenmez. Steroid sonrasi erken dénemde dogal Sldiiriicii hiicre (NK,
natural killer) hiicrelerde belirgin bir degisiklik goriilmez. Diger hiicrelerin aksine
notrofillerin dolagimdaki sayist GK uygulanmasi sonrasinda artmaktadir. Buna neden
olarak; dolasimdan damar dis1 goclerinin azalmasi, noétrofil Smriiniin apoptozis
inhibisyonu nedeniyle uzamasi ve kemik iligi nétrofil havuzunda kiictilme gosterilebilir.
Bunlara ilave olarak GK, fosofolipaz A2 aktive ederek prostoglandin, 16kotrien ve
platelet aktive eden faktdr sentezini azaltarak 16kosit fonksiyonlart inhibe eder (87).

Eozinofiller, mast hiicreleri ve bazofiller 06zellikle alerjik hastaliklarin
patogenezinden sorumlu en énemli hiicrelerdir. Dolasimda bulunan IL-5, IL-3 ve GM-

CSF, eozinofil ve bazofillerin gelisiminde ve olgunlagmasinda 6nemli olan sitokinlerdir.
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Glukokortikoidler 6zellikle IL-5 ve diger sitokinlerin yapimini azaltarak eozinofillerin
sayisint ve etkinliklerini azaltmaktadirlar. Glukokortikoidler bazofillerin apoptozisini
artirir. Ayrica IKS’ler eozinofillerin akcigere migrasyonunu ve alerjen temasi sonrasi
olusacak eozinofil progenitorlerin olusmasini 6nledigi belirlenmistir (88).

Mast hiicrelerinin dolasimda bulunan bazofillerle benzer yapisal ozellikler
gostermesi nedeniyle, mast hiicrelerinin dokudaki bazofiller oldugu diistiniilmiistiir.
Ancak her iki hiicre kemik iligindeki farkli kok hiicrelerinden koken alirlar. Her iki
hiicrenin CD34 yiizey antijenine sahip oldugu ve IgE reseptor pozitif (FceRI+) kemik
iligi 6nci hiicrelerinden koken aldigini gosterilmistir (89). Mast hiicrelerinin geligimi,
farklilagsmasini, ¢ogalmasini, adezyonunu, dokulara gog¢ilinii, aktivasyonunu ve
canliligini siirdiirmesinde en etkili olan kemotatik faktor kok hiicre faktorii (Stem cell
factor= ¢ kit ligand) diir (90). Mast hiicreleri alerjik reaksiyonlarda IgE yiizey
reseptorlerinin (FcqRI) capraz baglanmasiyla degraniile olarak histamin, sitokin ve
proteolitik enzimler gibi vazoaktif, proenflamatuar mediatorlerin salinmasina sebep
olurlar. Mast hiicrelerinin FceRI uyarilmasiyla lipid mediatorlerden endojen arasidonik
asit kaynakli prostoglandin D, l6kotrien B4 ve sistenil 16kotrienler salgilanir. Tiim bu
proinflamatuar mediatorlerin etkisiyle plazmanin hizli ekstravazasyonu, doku 6demi,
bronkokonstriksiyon, 16kosit gocii ve siirekli inflamasyon gelisir. Sonugta anjioddem,
anafilaksi, Urtiker ve astim alevlenmesi gibi klinik tanilarla kargsimiza gelirler (91).

Monosit/makrofajlarin alveolar alanda en ¢ok bulunan hiicrelerdendir. Alveolar
ortamda lenfosit ve eozinofillere oranla yaklasik 7 kat fazladir ve alerjik inflamasyon
esnasinda bu oran daha da artmaktadir (92). Alveolar makrofajlarin dogal ve kazanilmis
immiinitede etkin role sahip olmalar1 ve bir¢ok inflamatuar mediator salgilama
yeteneginin bulunmasi nedeniyle astim ve alerjik akciger hastaliklarinda 6nemli role
sahiptirler. Bu hiicreler, daha 6nce IgE 06zgiil antijenler tarafindan duyarlanmis ise
onemli miktarda inflamatuar mediator salgilayabilirler. Makrofajin uyarilmas1 sonrasi
sistenil 16kotrien, IL-1B8, TNF-o, GM-CSF, RANTES, IL-8 ve IL-12 yapimini
arttirirken, inflamasyonu azaltan IL-10 ve CD-40 ligand salinimi azaltmaktadir.
Makrofaj kaynakli IL-1 ve TNF, lenfositlerin gelisimine, fibroblast aktivasyonu ve
proliferasyonuna, vaskiiler endotelin aktivasyonuna neden olurlar (93). Alveolar
makrofajlar, havayolu remodeling lizerine transforming biiylime faktorii (TGF-B),

metalloproteinaz ve inhibitdr mediatorlerin saliminlarmi degistirerek etkide bulunur



21

(93). Astimli hastalarda bronsiyal biyopsi Orneklerinde mevsimsel alerjen temasi ile
makrofaj infiltrasyonu arasinda iligkili oldugu goriilmustiir (92). Nokturnal astimda, GK
cevabinin alveolar makrofajlar tarafindan siirekli salgilanan inflamatuar sitokinlerin
etkisiyle bozuldugu belirlenmistir (94). Ayrica siddetli astiml1 hastalara ait monositlerde
steroidlerin antiinflamatuar etkilerine karsi duyarsizlik ve makrofajlarda fonksiyonel
anormallikler gozlenmistir (95). Glukokortikoidler, makrofaj ve diger antijen sunucu
hiicrelerin fonksiyonlar1 inhibe ederler. Bunlari; fagositoz, mikroorganizma 6ldiirme
yeteneklerini inhibe ederek veya arasidonik asit, TNF-a, IL-1, metalloproteinaz,

plazminojen aktivator yapimini azaltarak saglarlar.

2.2.5. Glukokortikoid Rezistansi

Kronik GK kullanan hastalarda bazen diisiik doz almalarina ragmen yan etkiler
goriiliirken bazi vakalarda daha uzun siire ve yliksek doza ragmen etkin kontrol
saglanamamaktadir. Toplumda GR kars1 rélatif olarak %6,6 oraninda hipersensitiviteye
rastlanirken rolatif rezistans orani ise %2,3 olarak belirlenmistir (96). Hastalarin %5-
10’unda GK yeterince cevap olusamamakta ve bu grup hastalarin tedavi giderleri tiim
giderlerin yaklagik yarisini olusturmaktadir (97). Uzun siireli ve yiiksek doz GK
kullanimi GR’nin nRNA’s1 {izerine “down” regiilator etki yaparak akkiz GK
rezistansina neden olabilir. Baslangigta tedaviye iyi yanit alinsa bile zamanla
basarisizliga ugrayan hasta gruplari olabilmektedir (96, 98). Buna bagl olarak, bazi
astiml1 hastalarda, steroidin antiastmatik etkinligine kars1 direng gelisebilmekte ve sik

sik sistemik GK kullanma ihtiyac1 duyabilmektedirler.

Glukokortikoid rezistansi belirlenen hastalarin 16kositleri incelendiginde GR
sayilar1 siklikla normaldir. Bu durum; steroidin reseptorlere yetersiz afinitesine, GRE
baglanma kapasitesindeki diistikliigiine, transkripsiyon faktorleriyle birlikte steroid-
reseptor etkilesimindeki zayiflifina ve posttranskripsiyonel olaylardaki diizensizligine
baglh gelismis olabilir (73, 99). Lenfositlerin IL-2, IL-4 veya Il-13’¢ maruz
kaldiklarinda steroid cevabinin azaldigi belirlenmistir. Ancak steroid cevabinin neden
yetersiz oldugu heniiz net olarak aydinlatilamamistir. Hayvan deneylerinde o6zellikle
latent adenoviral enfeksiyonlara bagl steroid rezistansinin gelistigi gosterilmistir (100).
Glukokortikoid reseptér B’nin fazla salinimi sonucunda GR-o ile heterodimer

olusturarak GR’ye neden oldugu one siiriilmiistiir (70). Ayrica GR-B’nin RU486 ile
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ligand olusturup, transloaksyonu ve gen ekspresyonunu degistirdigi ve represif 6zellik

gosterdigi belirlenmistir (101).

2.2.6. Solunum Yolu Epiteli Uzerinde Glukokortikoid Etkileri

Solunum yolu epiteli multifonksiyonel ve yiiksek diizeyde organize hiicre
tabakasiyla atmosferik ortamdan konagi ayiran 6nemli bir yapidir. Solunum yolu epiteli
embiryonik donemde endodermden koken alir. Biiyiik hava yollar siliali, diferansiye
olmamis kolumnar, sekretuar ve basal hiicrelerden olusurken, bronsiollerde silial
yapidan daha zengin, sekretuar hiicrelerin yerini Clara hiicrelerinin aldig1 tek sirali
kiibik bir tabakaya doniisiir. Son olarak da skuamoz tek sira Tip I ve Tip II alveolar
epitel hiicreleri ile sonlanir (Sekil 6) (102). Bu yiiksek organize epitel hiicreleri astim

veya alerjik rinit gibi baz1 inflamatuar hastaliklar tarafindan tahribata ugratilirlar (103).
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Sekil 6 Solunum sisteminin ana hiicre tipleri ve yerlesim bolgeleri (102)

Glukokortikoidler, alerjik rinit, kronik siniizit ve astim gibi inflamatuar alt ve
ist solunum yolu hastaliklarinin tedavilerinde en sik tercih edilen ve en etkili ilaglardir.
Lokal GK’nin 1970’lerin ortalarindaki kesfinin ardindan tedavide kullanima baslanmis
ve sistemik GK’nin yan etkilerinin dramatik olarak azalmasiyla ilk basamak tedavi
secenekleri arasia alimmustir. Glukokortikoidlerin anti-inflamatuar etki hedefi solunum
yolu epitelidir. Glukokortikoidler, solunum yolu epitelinde hem dogal hem de
kazanilmis immiinite tizerinden etki ederler. Hiicre biitiinliiginii T-hiicrelerin
aktivasyonunu ve hayatta kalis siirelerini uzatan epitel kaynakli sitokinleri ve

kemoatraktanlar1 baskilayarak, asir1 mukus sekresyonu azaltip uygun hiicre-hiicre
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adezyonunu saglayarak korurlar. Bunu epital kaynakli IL-1B, IL-6, IL-9, TNF-a, gibi
sitokinlerin; GM-CSF, TNF-B ve EGRF gibi biiyiime faktorleri ve reseptorlerin; CXC
ve CC ailesi, adezyon molekiilleri, cytokine-inducible enzyme like COX-2, iNOS ve
miisin gibi kemokinlerin gen expresyonunu azaltarak saglarlar (104, 105).

Brongiyal epitel hiicrelerinde (BEH) proinflamatuar sitokinlerin GR-o’nin
saliimi azaltmaktan ¢ok fonksiyonlarini diizenlendigi goriilmektedir. Bronsiyal epitel
hiicre kiiltiirlerinde IL-1B ve lipopolisakkaritin (LPS) hiicre basina diisen GR sayisini
arttirdig bildirilmistir (106). Benzer bulgular IL-2 ve IL-4 veya yalniz IL-13 ile inkiibe
edilmis mononiikleer hiicrelerde gozlenmistir (97). GR’in serin fosforilasyonu, GM-
CSF salimiminda azalmayir ve IL-10 salinnminda artmayi saglayan deksametazonun
kapasitesini azaltmaktadir (107). Glukokortikoid reseptorleri, hormon baglandiktan
sonra spesifik serin rezidiileri iizerinden siklin/siklin-bagimli kinaz (C/CDK), p38
MAPK ve c¢ Jun N-terminal kinaz (JNK) tarafindan fosforile edilebilirler.
Glukokortikoid reseptorlerin ~ fosforilasyonu reseptér —satbilitesini, subseliiler
lokalizasyonunu, diger koregiilatorlerle etkilesimini ve transkripsiyonel cevabini etkiler.
Respiratuar sinsityal virlis ile enfekte solunum epiteli hiicrelerinde hidrokortizonun
antiinflamatuar etkilerine karsi proinflamatuar mediatorlerden MIP-1a ve IL-8’in down-
regililasyonun bozulmasi nedeniyle direng gelistigi bildirilmistir (105)

Astim patogenezinde bronsiyal havayolunun damarlanmasi 6nemli bir role
sahiptir. Astimda vazodilatasyon, hiperperfiizyon ve mikrovaskiiler permiabilitedeki
artis 6dem olusumuna, inflamatuar hiicrelerin gocline ve ilerleyen siirecte kronik
inflamasyona bagli olarak yeni damar olusumuna (anjiogenezis) neden olacaktir.
Astimin akut alevlenmesi esnasinda hava yolu mukozal kan akimi, saglikli bireylere
gore belirgin olarak artmaktadir. Bazi calismalarda, flutikazon veya budesonid
inhalasyonundan yaklasik 30 dakika sonra kan akiminin giderek azaldigi ve 90 dakika
icinde de normal diizeye geriledigi  belirlenmistir.  Glukokortikoidlerin
vazokonstriksiyon hangi mekanizmalarla sagladigi heniiz net olarak anlasilamamistir.
Deliller, hava yolu kan akimini vaskiiler tonusun sinaptik kontroliinii diizenleyerek
azaltigim1 gostermektedir. Glukokortikoidler bunu, brongial arteriollerin diiz kas

hiicreleri tarafindan norepinefrinin salinimini azaltarak saglarlar (108).
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2.3.D Vitamini ve Solunum Sistemi

Gegmiste VitD eksikligine bagli en dnemli sorunlarin rikets, osteomalazi ve
osteoporoz gibi kemik hastaliklariyla ilgili oldugu distiniiliirdii. D vitamini yaklasik
1000 farkli insan geninin diizenlenmesinde gorev alir. D vitamini eksikligi ya da
yetersizliginin kolon, meme ve akcigeri kanserlerinin; aktive olan proinflamatuar
sitokinler araciligiyla Tip I diabet, multiple skleroz, romatoid artrit ve inflamatuar
barsak hastaliklar1 gibi otoimmiin tabanli kronik sistemik hastaliklarin patogenezinde
rol aldigi gosterilmistir. Kalp rahatsizliklarinda, otoimmiin hastaliklarda ve

enfeksiyonlarda artisa neden oldugu belirlenmistir (109,110).

2.3.1. D vitamini Kaynaklari ve Sentezi

Vitamin D’nin deride sentezlenen kolekalsiferol (vitamin D3) ve besinlerden
alian ergokalsiferol (vitamin D) olmak iizere 2 ana kaynagi vardir. Kisin ya da gilines
1sinlariin zayif oldugu iklimlerde, VitD’nin diyetle alimi1 saglik i¢in 6nemlidir. Normal
kosullarda viicutta bulunan VitD’nin %90-95’i giines 1sinlarin etkisi ile sentezlenir.
Yagl balik tiriinleri, yumurta sarisi, siit, yesil sogan, brokoli, maydanoz gibi besinler
VitD’den zengindir. Ancak higbir gida ile viicudun VitD ihtiyact karsilamak mimkiin
degildir. Cocuklarda giinlik VitD gereksinimini 400 U olarak belirlenmistir (111). Bu
sentez, llkenin bulundugu enlem, mevsimler, giines 1smlarinin yeryiiziine geldigi agi
(Zenith acis1), glineslenme saati ve sliresi, deri pigmentasyonu, hava kirliligi diizeyi,
deriye siiriilen koruyucu kremler, giyinme tipi gibi faktorlere baglidir. Faktor diizeyi 15
veya lizerindeki koruyucu kremlerin kullanilmasi %99 oraninda giines 1sinlariin deriye

ulagmasini engellemektedir (112).

2.3.2. D vitamini Metabolizmasi

Vitamin D sentezi deride epidermisin altinda bulunan keratinositlerde
gerceklesir. Kolesterol metaboliti, 7-dehidrokolestrolden deride enzimatik olmayan
yolla 290-310 nm boyunda ultraviyole 1sin1 ile previtamin D, bundan da viicut 1sisinda
(37°C) kolekalsiferol sentezlenir. Vitamin D kanda VitD baglayan protein ile karacigere
taginir. Orada mikrozomal enzim, vitamin D-25 hidroksilaz (CYP 27) araciligiyla 25
hidroksi vitamin D [25(OH)D] (kalsidiol) olusur (Sekil 7). Duedonum, adrenal bez,

akciger dokusu ve makrofajlarda gibi farkli doku ve hiicrelerden sentezlenebilir.



Dolagimdaki D vitamininin en biiylik kismini1 25(OH)D vitamini olusturup, kas ve yag
dokusunda depolanmig D vitamini ile bir denge halindedir. D vitamininin 25-
hidroksilasyonunun  %90°1  karacigerde, %10’u diger dokularda gergeklesir.
25(0OH)D’nin yar1 omrii yaklasik 20 giin olmasi nedeniyle organizmadaki VitD
seviyesini (sentez, alim ve harcanma) en iyi yansitan parametredir (113). Mitokonrdrial
sitokrom p-450 1o hidroksilaz (CYP27B) ile bobrege tasinan 25(OH)D, proksimal
tiibiillerde en aktif metaboliti olan 1,25(OH),D3 (kalsitriol)’e doniisiir. Bu enzim VitD
sentezindeki anahtar enzimdir. Proksimal tubiiliis hiicrelerinde 1,25(OH),D3 sentezi
parathormon (PTH) etkisi ile olur. PTH hiicre zarindaki adenil siklaz enzimini aktive
eder ve hiicre igindeki cAMP artar. cAMP 6zel bir protein kinazi aktive ederek | alfa-
hidroksilaz aktivesini arttirir (114, 115). Hem Kkalsidiol hem de kalsitriol biyolojik
aktiviteye sahiptir ancak kalsitrioliin etkisi 500-1000 kat daha fazladir (116).
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Sekil 7 D vitamini sentezi ve metabolizmasi (116)

VitD’nin tiim bigimleri serumda VitD baglayici proteinle taginir. D vitamininin

%1-30 ise serbest durumdadir. D vitamini reseptorii (VDR) hipofiz, over, deri, mide,
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pankreas, timus, meme, bobrek, paratiroid bezleri, kandaki 16kositler gibi ¢ekirdekli tim
hiicreler tarafindan sentezlendigi kabul edilir. 1,25(OH),D3; konsantrasyonu ciddi VitD
eksiligi disinda 25(OH)D konsantrasyonundan bagimsizdir (117).

Paratiroid hormon, kalsiyum, fosfor ve fibroblast biiyiime faktéri 23
(fibroblast growth factor-23: FGF-23) 1o hidroksilaz enzim aktivitesinin
diizenlenmesinde rol alirlar. D vitamini yapimini, hipokalsemi, hipofosfatemi ve yliksek
PTH 1o hidroksilaz enzimini aktive ederek artirir. Diger taraftan hiperkalsemi,
osteoblastlardan salgilanan FGF-23 ve aktif VitD’nin kendisi ise l1a hidroksilaz enzimi
inhibe ederek VitD sentezi baskilarlar. Ayrica kalsitonin, prolaktin ve seks hormonlari
aktif VitD sentezini uyarir (118).

D vitamininin katabolize olmasi hem karacigerde hem de bdbrekte bulunan 24-
hidroksilaz enzimi ile olur. Bu enzim 1,25(0OH),;D3’e¢ baglanarak dokulardaki aktif
VitD’nin etkisi sinirlanir (119). Bu enzim aktivitesinin diisiikliigii, aktif VitD’nin
yiiksek olmasina ve sonugta hiperkalsemi ve intramembrandz kemik mineralizasyonuna
neden olabilir. Diger yandan, 1,25(0OH),D3 sentezi azaldiginda 1-alfa hidroksilaz enzim
aktivitesi artarken, 24-hidroksilaz enzim aktivitesi azalir (120).

Viicuttaki VitD diizeyinin degerlendirilmesinde 25(OH)25 kullanilir. Serum
25(0H)D normal degerleri iizerinde goriis birligi yoktur. Onceki yillarda 25(OH)D
serum diizeyi 10 mg/dl altina VitD eksikligi (vitamin d deficiency) 11-20 ng/mL
araliginda ise VitD yetersizligi (vitamin D insufficiency) tanis1 konulmustur. 25(OH)D
vitamin diizeyi 30 ng/mL altina diistiigii zaman PTH salinmaya baslamasi ve bu diizeyin
tistiinde kalsiyum emiliminin en {ist diizeyde olmasi nedeniyle 25(OH)D diizeyinin alt
limiti 30 ng/mL olarak bildirilmistir. Son yillardaki genel goriis, serum 25(OH)D diizeyi
20 ng/mL altinda ise VitD eksikligi ve 21-30 araliginda ise VitD yetersizligi yoniindedir
(116)

2.3.3. D vitaminin Etkileri

D vitaminini kemik metabolizmasi tizerindeki etkilerinin kesfi ile ¢ocuklarda
rikets ve yaglilarda osteoporotik kemik kiriklarr gibi birgok hastaligin onlenebilecegi
goriildii (120). Ilerleyen yillarda vitD etkilerinin sadece kemik metabolizmastyla smirl:

olmadig1 ve bir¢ok farkli hiicre tipinde degisik fonksiyonlarinin bulundugu belirledi.
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D vitamini endokrin bezler tarafindan iiretilmedigi icin klasik bir hormon
degildir. Molekiiler degisiklige ugrayarak uzaktaki hedef hiicreleri etkileyen iiriinlere
doniistir. Etki mekanizmasi diger niikleer reseptorler tizerinden etki eden tiroid ve
steroid hormonlara benzer. insan genomunun yaklasik %3’ii 1,25(0OH),;Ds kontrolii
altindadir. Bobrek disinda en az 10 farkli doku VitD’yi aktif forma ceviren la-
hidroksilaz enzimi salgilama potansiyeline sahiptir (13, 121, 122). 1,25(0OH),D3;
dogrudan ya da dolayli yollarla hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apoptosiz ve
anjiyogenezisten sorumlu 200 den fazla geni kontrol eder. Boylece anormal hiicre
tiplerinin ve kanser hiicrelerinin gogalmasini engeller (115, 123). 1,25(0OH),D3 gii¢lii bir
immunmodulatordiir. Artmis 1,25(0OH),D3 tiretimi Mycobactrium tuberculosis ve diger
infeksiyoz ajanlar1 ortadan kaldirma 6zelligi olan katelisin peptidinin sentezinin artirir
(124). 1,25(0H),D3 renin sentezini inhibe eder, insulin iiretimini arttirir ve miyokard
kasilmasin1 arttirir (125). Farkli ¢aligmalarda VitD eksikligine bagli infeksiyona
yatkinlik, bazi kanser tiirlerinde artis ve otoimmiin hastaliklarin gelisebilecegi
bildirilmistir (126). Biz burada VitD’nin immiin sistem, solunum sistemi ve enfeksiyon

hastaliklar1 iizerine olan etkilerini tartisacagiz.

2.3.4. immiin Sistem Uzerine Etkileri

Yaklasik 30 yi1l once farkli neoplastik hiicre serilerinde VDR’nin kesfi ile
1,25(0H),;D5’iin immiin sistem {izerine etkileri tartisilmaya basland1 (126). ilerleyen
yillarda bazi graniilamatdz hastaliklarda (sarkoidoz) hiperkalseminin yiiksek serum
1,25(0H),D3 diizeyiyle iliskili oldugu goriildii (127). Bunun makrafajlardaki la-
hidroksilaz salinimina bagl gelistigi gosterildi (128). Sonu¢ olarak immiin sistemin
1,25(0OH),D3 sentezleme potansiyeline sahip oldugu ve immiin hiicrelerden eksprese

edilen VDR’in otokrin ve parakrin etkiye neden olabilecegi gosterildi (Sekil 8) (129).

2.3.4.1. D Vitamini ve Dogal immiinite (innate immunity)

NK, sitotoksik T lenfosit, makrofaj ve onlarin monosit Onciilleri patojenik
mikroorganizma veya doku hasarlarina karsi 6zgiil olmayan immiin yanit olustur.
Gorevleri hiicre kalintilarint ve patojenleri fagosite etmek ve bunlari ortamdan
uzaklastirmaktir. Buna ilave olarak makrofajlar, T hiicrelere antijen sunarak kazanilmis
immiinite tizerine de etki ederler (129). Aktive T ve B hiicreler, makrofajlar ve dentritik

hiicreler gibi bir¢ok immiin sistem elemanlart VDR fiiretebilirler (130,131).
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Sarkoidozlu  hastalarin  makrofajlarinda  lo-hidroksilaz  aktivitesinin
gosterilmesi ile immiin sistem ve VitD arasindaki iliski yeni bir boyut kazandi.
Makrofajlarin interferon-y (IFN-y) ile uyarildiginda 1,25(OH),D3 sentezleyebildikleri
gosterildi (132). TLR 6zgiin olmayan patojeni taniyan, erken inflamatuar immiin yanitin
baslamasinda 6nemli olan reseptorlerdir. Monositler {izerindeki TLR’lerin sayisinin
azalmast proinflamatuar TNF-o {iiretiminde azalmaya neden olur. D vitaminin
antimikrobiyal fonksiyonlarindan sorumlu olan peptid hCAP-18 (human cathelicidin
antimicrobial peptid-18), notrofillerde, alveoler makrofajlarda ve keratinositlerde
bulunur. Katelisidin ve hCAP-18 VitD bagimli mekanizmalarla nétrofil ve monositler
icin kemoatraktan etki gosterir ve fagositik vakuollerde mikrobiyal 6ldiirme islemini
hizlandirir (110). hCAP-18 gen promoter bolgesi VDRE (Vitamin D responsive
element) igerir, kalsitriol ¢esitli hiicre dizelerinde bunun ekspresyonunu artirir (133).
Liu ve ark. (134) 2006 yilinda VDR’nin ve la-hidroksilaz (CYP27B1) geninin
indiiklenmesiyle TLR 2/1 (M tuberculosis’i taniyan reseptor) aktive oldugunu
gostermislerdir. Ozellikle TLR2/1-1,25(0H),Ds kombinasyonunun antibakteriyal
protein olan katelisidin ekspresyonunu tetikledigi, sonugta M tuberculosis’in monosit
tarafindan ortadan kaldirilmasina katkida bulundugu belirlenmistir. Adams ve ark. 2009
yilindaki arastirmalarinda VitD tedavisinin TLR2/1 bagli katelisidin ekspresyonunu
arttirdigini -~ gostermislerdir  (135).  Arastirmalarda 1,25(OH);D3; bagli VDR’nin
katelisidinin trankripsiyonel diizenleyicisi oldugu tespit edilmistir (136). TLR2/1’in
indiikledigi IL-15, CYP27B1 ve la-hidroksilazin giiclii bir uyaricisidir (137). D
vitaminin ayn1 zamanda immiin yolakta negatif feed-back diizenleyici etkisi de
bulunmaktadir. Ozellikle 1,25(OH),Ds’in gii¢lii sekilde monosit TLR2 ve TLR4
ekspresyonunu  azaltarak inflamasyonu baskilayabildigi  bildirilmistir  (133).
1,25(0OH),D3, dentritik hiicrelerin TLR4 ekspresyonunu down-regiile edip PAMP’n
(pathogen-associated molecular pattern) duyarliligini azaltarak lipopolisakkaritlere
verilen cevabi kolaylastirir. 1,25(0OH),D3, IFN-y ile aktive edilmis makrofajlarin efektor
fonksiyonlarmi baskilayarak dentritik hiicrelerin immatiir halde kalmasini ve fagosit
fonksiyonunun azalmasini saglar (14). Lipopolisakkaritler VDR diizeyini, VDR
promoter baglant1 bdlgesini ve ardinda NF-kb aktivasyonu azaltirken, CD80/CD86 ve
HLA-DR ekspresyonunu arttirir (138).
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Keratinositlerde, epidermal yaralanma sonrast TGF-f etkisiyle 1a-hidroksilaz
tretimi artar. Keratinositlerde 25(0OH),D3; konsantrasyonundaki artis, doku hasar1 ve
patojenlere karsi dogal immiinitenin gelismesini saglayan TLR2 ve TLR4
ekspresyonunda artisa neden olacaktir (139).

Dentritik hiicreler en iyi tanimlanmis profesyonel antijen sunucu hiicrelerdir.
Ilk kez 1987 yilinda dentritik hiicrelerde VDR ekspresyonu oldugu gosterildi (140).
Ardindan cilt Langerhans hiicrelerinde 1,25(OH),D3’in antijen sunmay1 azalttig1 tespit
edildi (141). Aktive makrofaj ve dentritik hiicreler VitD’ni aktif forma doniistiiren 1a-
hidroksilaz enzimi salgilama yetenegine de sahiptirler (142). Arastirmalarda,
1,25(0OH);D3’in monosit kaynakli dentritik hiicrelerin maturasyonunu inhibe ettigi, T
hiicrelere antijen sunma kapasitesini azalttigin1 ve T regiilatuar hiicre matiirasyonunu
indiikledigi belirlenmistir (143, 144). Boylece T hiicre cevabini baskilayarak MHC class
II ve kostimiilatér ligandlarin ekspresyonundaki azalmaya bagli tolerans gelisimi
indiikleyecek, immiinostimiilator olan IL-12 sekresyonunu azaltacak ve bir
antiinflamatuar sitokin olan IL-10 salinimini artiracaktir (145). 1L-10, 1,25(0OH),D3’in
dentritik ve T regiilatuar hiicre matiirasyonu iizerine olan etkileri 6zellikle host-graft

rejeksiyonu ve otoimmiin hastaliklarin tedavilerinde yeni ufuklar agmaktadir

2.3.4.2. D Vitamini ve Kazanilmis immiinite (adaptive immunity)

D vitamini kazanilmig immiin cevap tizerine inhibitor etki gosterir. Aktif VitD
0zellikle immiinglobulin iiretimini ve B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilagmasini
baskilar. Antijenle uyarilan T hiicreleri, ortamda bulunan sitokin durumuna gore Thl
(inflamatuar T hiicreler), Th2 (anti inflamatuar T hiicreler) olarak 2 farkli T hiicre tipine
aynigirlar (146, 147). Thl hiicreleri proinflamatuar sitokinler, IFN-y, IL-2 ve TNF-a
tiretirler ve bu sayede kuvvetli hiicresel immiin cevaptan (otoimmiinite) sorumludurlar.
Th2 hiicreleri ise anti-inflamatuar sitokinler IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretir ve antikor
merkezli immiin cevaptan sorumludur. Bu iki hiicre tipi arasindaki dengenin bozulmasi
immiin yanitin hangi yonde ¢alisacagini gosterir (146).

D vitamini T lenfosit fonksiyonlarini direk ya da antijen sunan hiicre
iizerininden baskilar. Ozellikle CD4" T hiicreler iizerinde giiclii antiproliferatif etkinlige
sahiptir. Bircok arastirmada VitD’nin Thl iligkili sitokin yapimini inhibe ettigi
gosterilmistir (128). D vitamini T hiicreleri Th1’den Th2’ye dogru yonelttigi ve bu
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sekilde Thl’in hiicresel immiin cevab1 azaltarak doku hasarinin olugmasini
engelleyebilecegi iddia edilmisti. Ancak O’Kelly J ve ark. (148) T hiicreler iizerine
yaptiklar1 deneysel arastirmalarinda 1,25(OH);D3’in hem Thl (IFN-y) ve hem de Th2
(IL-4) iliskili sitokin salinimlarini inhibe ettigini gostermislerdir.

D vitaminin Th2 ftizerine olan etkileri daha karmasiktir. Literatiirde VitD’nin
hem Th2 cevabini arttirdigin1 hem de azalttigin1 bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Th2
hiicreler IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinlerin salinmasi, B hiicrelerden IgE yapiminin
arttirilmasi, mast ve eozinofillerin biliylime ve diferansasyonunu saglayarak astim
patogenezinde anahtar rol dstlenirler (149). Bir arastirmada VitD’nin IL-4 ve IL-13
sentezini arttirdig1 (150) ve bir digerinde ise IL-4 sentezini azalttigi (151) bildirilmistir.
1,25(0OH),D3, bronkoalveolar lavaj sivisinda IL-4 diizeyinde diisiikliige, azalmis T hiicre
migrasyonuna ve inflamatuar cevabi baskilanmaya neden olabilmektedir (152).

D vitaminin CD8" sitotoksik T hiicreleri {izerine olan etkileriyle ilgili smnirls
sayidaki aragtirmalarda sitotoksik T hiicrelerde de yiiksek oranlarda VDR belirlenmistir.
1,25(0H),D;-’in CDS8" hiicrelerin proliferasyonunu ve sitokin salimmmi diizenledigi
gosterilmistir (153).

T hiicre ailesinin yeni kesfedilen bir iiyesi de Th17’dir. Th17 tarafindan salinan
IL-17°nin ekstraseliiler bakterilere karsi savunmada 6nemli goérevlerinin bulundugu,
otoimmiin ve alerjik hastaliklarin patogenezinde yer aldigi gosterilmistir. IL-17, VitD
etkisiyle inhibe olmaktadir (154). inflamatuar barsak hastaligi hayvan modellerinde
VitD tedavisi ile IL-17 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. VitD’nin Th17
tizerinden otoimmiin ve inflamatuar hastaliklara etki edebilecegi diisiiniilmiistiir (155).
IL-17°nin, la-hidroksilaz ve VDR aktivitesinden bagimsiz olarak 1,25(OH),D3-bagh
katelisidin indiiksiyonuna neden oldugu bildirilmistir (156).

T hiicre ailesinden T regiilatuar hiicreler (Treg) immiin cevabinin kontroliinde
onemli gorevleri iistlenir. Th2 cevabini, havayolu inflamasyonu ve havayolu asir
duyarliligr baskilarlar. D vitamini tek basma veya GK ile beraber IL-10 salgilayan
CD4"/CD25" Treg sentezi artirirlar (15). Deneysel havayolu hastaliklar1 modellerinde
IL-10’un antiinflamatuar etkisinin oldugu ve havayolu asir1 duyarliligini azalttig
belirlenmistir (154). NF-kB’nin gii¢li bir inhibitorii olan 1,25(0OH),D3 dentritik

hiicrelerin matiirasyonu onleyerek tolerans gelisimine katkida bulunur. Alerjik astimhi



31

fare modellerinde VitD’nin alerjen immiinoterapisinin etkisini IL-10 ve TGF-f

tizerinden arttirdig1 gosterilmistir (157).
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Sekil 8 D vitamininin dogal ve kazanilmig immiinite {izerine olan etkileri (129)

2.3.5. D vitamini ve Astim

Astim prevalansi tiim diinyada 1960’11 yillarla beraber giderek artmistir. Son
yillarda astimli kisi sayis1 tiim diinyada 300 milyonu asmistir. Gelismis toplumlarda
astimin daha sik goriilmesi siklikla hijyen hipotezi ile agiklanmaya c¢alisilmistir. Ancak
sedece hijyen hipotezi ile obezite, sehrin varoslarinda yasayan ve ¢ok sik hasta olan
cocuklarda ve bazi Thl aracilifi otoimmiin hastaliklarda astim sikligindaki artigi
agiklamak miimkiin degildir. Ozellikle astimi ekvator kusagindan uzaklastik¢a artmasi
lizerine yetersiz kutandz VitD sentezi ile astim patogenezi arasindaki baglanti fikri
ortaya atildi. VitD’nin immiin sistemin diizenlenmesi ve akciger olgunlagmasi

tizerindeki etkilerinin kesfiyle yeni bir boyut kazanmistir (1).
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Akciger gelisimi intrauterin hayattan baglayarak yasamin ilk birkag yili
boyunca devam eder. Erken gebelikte, desidual hiicreler tarafindan sentezlenen
1,25(0OH),Ds, otokrin ve parakrin yollarla fetiisiin immiin sistemi etkiler. insan kord kan
hiicrelerinde VitD etkisiyle IFN-y, IL-4 ve IL-13 sentezinin azalir (11, 158). Fetal
akcigerin olgunlagsmasi tip II pnomositlerin farklilagmasiyla gergeklesir. Rat fetal
akciger caligmalarimda 1,25(0OH),D3’tin tip II pnomositlerin olgunlagsmasinda ve
stirfaktan yapiminda etkili oldugu belirlenmistir (159, 160). Diyetten VitD ¢ikarilan
Rat’larin bebeklerinde cikarilmayanlara gore akciger kompliansinda belirgin azalma
goriilmiistiir (12).

Gebelikte VitD’li diyet alimi ile hisilti fenotipleri arasindaki iliski aragtiran iki
farkli dogum kohort calismada, gebelikte yiiksek VitD ile beslenen annelerin ¢ocuklarin
3 yasinda iken tekrarlayan hisilti riskinin %62 ve 5 yasina geldiklerinde ise persistan
higiltt olasiliginin %67 oraninda azaldig1 gosterilmistir (9, 10). Ayni1 ¢alismada annenin
yiiksek maternal VitD diyetinin alerjik rinit sikligin1 da azalttigi bildirilmistir. Kuzey
Finlandiya’daki dogum kohort ¢alismasinda ise hayatin ilk yilinda VitD kullanmanin 31
yasinda iken astim ve atopi sikliginin arttigir gosterilmistir (161). Gale ve ark. gebelikte
serum 25(OH)D diizeyi 30 ng/mL {iizerinde olan annelerin ¢ocuklarinda zeka gelisimi,
psikolojik durum ve kardiyovaskiiler sistemin etkilenmedigini ancak 9 aylikken egzama
ve 9 yasinda astim gelisme riskinin arttigint vurgulamislardir (162). Astim tanil
cocuklarda Eylil - Haziran aylari arasinda VitD destegi (500 IU/giin) almak
enfeksiyona bagli astim alevlenmelerini azaltmaktadir (8). Yaygin goriis VitD’nin
astima karsi koruyucu etkisi oldugu yoniindedir.

Genetik calismalarla astim ve VitD arasindaki iliski yeni bir boyut kazanmaistir.
Kuzey Amerika’da aile tabanl iki farkli calismada VDR polimorfizm ve astim arasinda
iliski oldugu gosterilmesine karsin diger caligmalarla bu ispatlanmamistir (1). Wittke
ve ark. vahsi tip ve VDR ortadan kaldirilmis (knockout) farelerde OVA ile sensitizasyon
yapilarak deneysel astim modeli olusturulmaya c¢alismislar; vahsi tip farelerde
havayolunda eozinofilik inflamasyon, Th2 sitokinlerde artis, mukus sekresyonu ve
havayolunda artmis duyarlilik gelistigini ancak VDR ortadan kaldirilmis farelerde ise
yiiksek IgE ve artmis Th2 sitokin cevabina ragmen eozinofilik havayolu inflamasyonu
veya artmis hava yolu duyarliliginin olusmadigini géstermislerdir. D vitamininin

akcigerde Th2 aracili inflamasyonun diizenlenmesini etkiledigi ve inflamasyonun
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gelisebilmesi i¢in VDR ihtiya¢ oldugu yorumunda bulunmuslardir (163). D vitamini
bronsiyal diiz kas hiicrelerini diizenleyen bir¢cok geni regiile etmektedir. D vitaminin
akciger diiz kaslarmin kasilmasini, inflamasyon, glukokortikoid ve prostoglandin
regiilasyonuyla iliskili olabilecegi; akcigerde hiicresel gog, biliylime, olgunlagsma ve
olumii etkileyerek havayolunun yeniden diizenlenmesine katkida bulunabilecegi one
strilmiistiir (164).

Infantlarda ve eriskinlerde diisiik VitD diizeyi ile solunum yolu enfekyonu
(SYE) arasinda iliski onceki yillarda tanimlanmisti. Ozellikle riketsli ¢ocuklarda
solunum yolu enfeksiyonu riskinin arttigt ve daha agir seyrettigi uzun yillardir
bilinmektedir (142, 165-167). D vitamini gram pozitif ve negatif bakteriler tanimada
onemli olan TLR koreseptorii olan CD14 yapimimi arttirarak SYE’e karsit viicut
savunmasini  giiclendirir (168). D vitamini sadece in-vitro ortamlarda degil aymi
zamanda hayvan modellerinde de enfeksiyonun viicuttan temizlenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir (7). Solunum yolu viral enfeksiyonlarina maruz kalan infantlarda astim
gelisim riski artmistir. Rinoviriis ve RSV enfekyiona maruz kalan ¢ocuklarda daha sik
astim gorilir (169, 170). Genetik olarak agir SYE gecirmeye yatkin infantlarla VitD
arasinda bir iligkinin tespiti, uygun tedavi ile ileride astim gelisme riskini azaltacaktir

Yaglar1 12°nin iizerinde yaklasik 19bin katilimciyr kapsayan Ulusal Saglik ve
Beslenme Arastirmasit Anketi III (National Health and Nutrition Examination Survey,
NHANES) verileri kullanilarak yapilan bir aragtirmada, serum VitD diizeyinin, mevsim
farkliligi, sigara temas Oykiisii, astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
etkilerinden bagimsiz olarak, tekrarlayan SYE ile ters orantili iliskiye sahip oldugu;
asttim ve kronik obstriiktif akciger hastalikli bireylerde bu iligskinin ¢ok daha belirgin
oldugu gosterilmistir (171). CAMP (Childhood Asthma Management Program) calisma
grubuna dahil olan 1024 orta ve agir astim tanili cocugun 4 yillik izlemleri esnasinda
serum VitD diizeyleri diisiik olanlarin daha sik acile basvurduklart belirlenmistir (5).

Ozet olarak, deneysel ve klinik calismalar VitD’nin astim morbiditesi ve
gelisimi iizerinde faydal etkileri bulundugunu gostermektedir (sekil 9) (6). Cocuklarda
viral enfeksiyonlara karsi korudugu ve astim alevlenmelerini azalttigi belirlenmistir.
Gebelikte kullanilan VitD’nin bebek akciger olgunlasmasi ve gelisimini hizlandirdigs,
ilerleyen yaslarda tekrarlayan hisilt1 ve astim gelismine kars1 koruyucu etkisi oldugu

goriilmistiir. Gelecekte infantil donemde verilecek VitD tedavisinin ¢ocuklar1 viral



34

enfeksiyonlara m1 yoksa astim gelisimine karst mi1 korudugu, okul ¢agi ¢ocuklarda
astim alevlenmelerini mi azaltti§i yoksa (IKS’lere adjuvan ilag) astim kontroliine mi

katkida bulundugu daha genis katilimli uzun soluklu ¢alismalarla gosterilmelidir.

l ‘.‘ Serum 25(OH)D |
I
1 1 1
] Atopi 1 Viral Steroide I Akciger m.atiira_syonu,
enfeksiyon cevap gelismesi
\ Astim

mobiditesi

Akciger Hastane Astim
Fonksiyonlar: alevlenmesi

bagvurusu

Sekil 9 D vitaminin koruyucu etkisi ve sonuglari
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3. HASTA ve METOD
3.1.Hasta Segimi

Bu ¢alismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji ve
Alerji Bilim Dalinda astim tanisiyla takip edilen 8-16 yas araligindaki 73 astimli ve
cocuk genel poliklinigine bagvurmus ancak herhangi bir saglik sorunu belirlenmeyen,
yas grubu ve cinsiyet dagilimi astim grubuna benzer 25 saglikli, toplam 98 ¢ocuk alindi.
Astim tanisi, siddetinin ve kontrol durumunun degerlendirilmesi Kiiresel Astim Girisimi

[Global Initiative for Asthma (GINA)] kriterlerine gore yapildi (172) (Tablo 4).

Tiim hastalara ¢alismayla ilgili detayli bilgi verildi, ebeveynlerinden yazili

onamlar1 alindi.

Tablo 4. Astim kontrol durumunun degerlendirilmesi

) ) Kismi Kontrol (biri /
Kriter Kontrol (hepsi) o Kontrolsiiz
herhangi bir haftada)
Giindiiz semptomlar1 Yok (< 2 kez /hf*) >2 kez / hf
Aktivite kisitlanmasi Yok Var Herhangi bir
haftada k
Gece semptomlar: Yok Var attada kismi
kontrol
Kurtarici ila¢ kullanim Yok >2 kez / hf degerlerinden
SFT (PEF, FEV)) Normal <%80 (beklenen veya =3
kendi en 1y1 degeri)
Ataklar Yok 1 veya daha fazla / yil
*: Hafta

3.1.1. Astim Grubu Dahil Edilme Olgiitleri

e  Ondokuz Mayis Universitesi Cocuk Immiinoloji ve Alerji kliniginde takipli
olmasi,

e En az 6 aydir diizenli IKS tedavisi almast,

e  Cilt prick testinde dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1) pozitif olmasi,

e Solunum fonksiyon testi zorlu vital kapasite (FVC) ve 1. saniyede zorlu
ekspiratuar hacim (FEV1) degerleri igin > %80 olmasi,

e |. kontrolde o6lgtilen serum 25(OH)D diizeyinin < 30 ng/mL olmasi,

e |l kontrolde 6l¢iilen serum 25(OH)D diizeyinin > 30 ng/mL olmasi,
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Gastroozefagial refliiye yonelik tedavi almiyor olmasi,
Son 1 y1l i¢inde alerjen immiinoterapisi almiyor olmast,
Son 1 ay i¢inde atak dykiisii bulunmamasi,
Son 1 y1l i¢inde agir astim atagi nedeniyle hastaneye yatmamis olmasi,
Son 15 giin i¢inde herhangi bir enfeksiyon ge¢irme Oykiisii bulunmamasi,
Son 3 ay i¢inde uzun siireli VitD destek tedavisi almamis olmasi,
Calisma siiresince (1 ay) herhangi bir sistemi ilgilendiren enfeksiyon
gegirmemesi,
Caligsma siiresince atak dykiisli bulunmamasi,
Boy, kilo ve viicut kitle indeksi 6lgiimlerinin yasina gore 10 — 90 persentil
araliginda bulunmasi,
Samsun veya Samsun’a bagli sahil il¢elerinde yasiyor olmasi,
Sigara kullanmamasi.
3.1.2. Kontrol Grubu Dahil Edilme Olgiitleri
Astim grubuyla benzer yas ve cinsiyet dagilimina sahip olmal
Bilinen kronik hastalik dykiisii ve gogiis deformitesi bulunmamasi
Daha oOnce doktor tarafindan konulmus astim, alerjik bronsit, bronsiyal
hiperaktivite, atopik dermatit, alerjik rinit, kronik {irtiker, besin veya ilag
alerjisi ve kronik akciger hastaligi tanilar1 olmamasi
Cilt prick testinde herhangi bir alerjene duyarliliginin bulunmamasi
Solunum fonksiyon testi degerleri FVC ve FEV; i¢in >%80 olmas1
I. kontrolde 6l¢iilen serum 25(OH)D diizeyinin < 30 ng/mL olmasi
I1. kontrolde 6lgiilen serum 25(OH)D diizeyinin > 30 ng/mL olmas1
Boy, kilo ve viicut kitle indeksi Ol¢iimlerinin 10 — 90 persentil araliinda
bulunmas1
Son 3 ay i¢inde herhangi bir alt solunum yolu hastalig1 6ykiisii bulunmamasi
Son 15 giin i¢inde herhangi bir enfeksiyon gecirme dykiisii bulunmamasi
Son 3 ay i¢inde uzun dénem vitamin D destek tedavisi almamis olmast
Calisma siiresince herhangi bir enfeksiyon ge¢irmemesi
Samsun veya Samsuna bagli sahil ilgelerinde yasiyor olmasi

Sigara kullanmamasi
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Hastalarla yiiz yiize gorislilerek (SNG) 49 sorudan olusan anket formu
dolduruldu. Anket formuyla hastalarin fiziksel oOzellikleri, adres bilgileri, dogum
bilgileri, beslenme aligkanliklari, ailenin sosyoekonomik yapisi, yasadiklari eve ait
detaylar, ailede sigara kullanimi, astim, alerjik rinit ve egzama Oykiileri, son 12 ay
icinde Okstiriik sikligi, hisiltt sikligi, gece Okstriigii, egzersizle olusan Oksiiriik,
hastaneye yatis, acil basvurusu, okula devamsizlik, viicutta dokiintii, gastrointestinal
semptomlar, kapali ortamda ge¢irdigi siire ve kullandig ilaglar sorgulandi. Kontrol
grubuna ise fiziksel 6zellikleri, adres bilgileri, dogum bilgileri, beslenme aligkanliklari,
ailenin sosyoekonomik yapisi, yasadiklari eve ait detaylar, ailede sigara kullanimi,

astim, alerjik rinit ve egzama Oykiileri soruldu. Tiim bilgiler anket formuna kaydedildi.

3.2.Calisma Takvimi

Cocuk Immiinoloji ve Alerji Bilim Dal1 kayit veri tabanindaki bilgiler Nisan-
Mayis 2011 tarihleri araliginda incelenerek uygun hastalar belirlendi ve telefonla
aranarak calisma hakkinda bilgi verildi. Kontrol grubuna genel ¢ocuk poliklinige
basvurmus ancak herhangi bir saglik sorunu tespit edilememis ¢ocuklar alindi. Caligma
akis semas1 sekil 10°da gosterilmistir. Her iki gruptan ¢alisma oncesi serum 25(OH)D,
kan eozinofil ve serum IgE diizeylerinin belirlenmesi i¢in kan ornekleri alindi. Vitamin
diizeyi < 30 ng/mL olan g¢ocuklar tekrar hastaneye c¢agrilarak GR izolasyonu igin kan
ornekleri alind1 ve 300bin iinite VitD oral olarak verildi. Tiim ¢ocuklar, 25-30 giin
araliginda kontrole ¢agrilarak ayni anda 25(OH)D ve GR diizeyleri i¢in kan ornekleri
alindi. Her iki donemde de tiim ¢ocuklara SFT testi uygulandi.

I. ve Il. kontrollerde tiim gocuklara detayli fizik inceleme yapildi ve bulgular
kaydedildi. Muayene esnasinda enfeksiyon bulgulari belirlenen, aktif astim semptom ve
bulgular1 olan hastalar belirlendi ve ¢alisma dis1 tutuldu.

Astimlt ¢ocuklara I. ve Il. kontrollerde, standardize edilmis ve Tiirkgeye
uyarlanmig 7 sorudan olusan astim kontrol testi (AKT) anketi uygulandi. Toplam

skorlar1 belirlenerek ayr1 ayr kaydedildi.
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3.3.0rneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

I. Davet

Tim hastalardan Haziran 2011’in ilk haftasi i¢erisinde sabah 08.00 — 08.30
saatleri arasinda bir adet 2 cc EDTA’l tiip ve bir adet biyokimya tlipiine kan alindi.
Biyokimya tiipiine alinan kan 6rnegi 4000 devir/dakika santrifiij edildi. Tam kan sayimi1
ayni giin ¢alisildi. Serum total IgE ve 25(OH)D ¢alismak iizere serum ornekleri 11k
almayan ependorf tiiplerine ayrilarak numaralandirildi ve -20°C buzdolabina saklanmak
lizere yerlestirildi. Tim Ornekler aynm1 giin serum Orneklerinin kime ait oldugunu
bilmeyen teknisyen tarafindan bir sonraki hafta basinda ¢alisildi.

Il. Davet

Serum 25(OH)D diizeyi 30 ng/mL altinda ¢ikan astimli ve kontrol grubundaki
cocuklar Haziran 2011 ikinci haftasinda tekrar hastaneye davet edilerek kan
glukokortikoid reseptor a ve B relatif gen ekspresyonu kat degisiminin (fold change)
(RGE) belirlenebilmesi igin 8 ml kan ornegi 2,0 ml ficoll soliisyonu igeren “BD
Vacutainer CPT ™ markali 6zel tiipe sabah 08.00 — 08.30 saatleri arasinda alindi.
Almman oOrnekler en ge¢ yarim saat igerisinde laboratuvara ulastirilarak monosit
izolasyon islemi yapilmaya baslandi. Monosit izolasyonu sonrasi drnekler -80°C°de
saklandi.

I11. Davet

Tim hastalar VitD tedavisinden 1 ay sonra tekrar davet edildi. Kan 6rnekleri
sabah 08.00 — 08.30 saatleri arasinda alindi. Serum 25(OH)D ig¢in biyokimya tiipiine
alman kan Ornegi 4000 devir/dk santrifiij edildi, 25(OH)D c¢alismak {izere serum
ornekleri 151k almayan ependorf tiiplerine ayrilarak numaralandirildi ve -20°C
buzdolabina saklanmak iizere yerlestirildi. Tiim 6rnekler, serum 6rneklerinin kime ait
oldugunu bilmeyen teknisyen tarafindan bir sonraki hafta basinda ¢alisildi. Kontrol GR
a ve B RGE i¢in alinan 6rnekler en ge¢ yarim saat igerisinde laboratuvara ulastirilarak
monosit izolasyon islemi yapilmaya baglandi. Monosit izolasyonu sonrasi ornekler 3 ay

sonra caligilmak {izere -80°C’de sakland.
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Hasta se¢imi
(Nisan 2011- Mayis
n=98

2011)

*:Solunum fonksiyon testi, **: Fizik inceleme, 1:; Astim kontrol testi

Kontrol grubu Astim grubu
I. Davet Haziran 2011 I. Davet
n=25 n=35
|| Dislanan kontrol Dislanan hastalar
n=9 n=10
Tam kan sayimi
Tam kan sayimi Serum IgE
Serum |gE 25(OH)D3
|| 25(0OH)D, SFT |
SFT* EM
FM = Anket formu
Anket formu AKT!
[ 1 hafta |
Kontrol Grubu Astim Grubu
I1. Davet I1. Davet
n=16 n=25
GR kan diizeyi GR kan diizeyi
300bin iinite VitD, 300bin iinite VitDy
1lay ay
I11. Davet 111. Davet
FM FM
SFT SFT
25(0H)Dy 25(0H)D,
GR kan diizeyi GR kan diizeyi
AKT
Dislanan kontrol Drslanan hasta
n=2
n=1

Sekil 10 Calisma akis diyagrami
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3.4.0Orneklerin incelenmesi
3.4.1. Serum IgE Diizeylerinin Olgiimii ve Tam Kan Sayimi

Serum IgE diizeyleri, Siemens BN Il nephelometer™ cihazi ile N Latex IgE
Mono kit kullanilarak “IU/mL” biriminde Ol¢ilildii. Yas gruplarina gore IgE normal
serum diizeyleri 6-9 yas i¢in < 90 IU/mL, 10-15 yas grubu i¢in <200 IU/mL, 15 yas tsti
>100 IU/mL olarak alindi. Tam kan sayimi igin 2,5 cc antikoagiilan igeren tiiplere kan
ornekleri alindi. Ondokuz Mayis Universitesi Cocuk Hematoloji Laboratuvar’inda,
Coulter LH 750 aleti ile tam kan sayimi calisildi.

3.4.2. D Vitamin Serum Duzeyi Belirleme Protokoli

Vitamin D serum diizeyinin belirlenmesi Agilent 1100 series UV detector 265
nm, HPLC ile saglanmigtir. Serum Ornekleri soguk zincire uyularak ve igiktan
korunarak laboratuvara ulastirildi. Tiim reaktifler oda sicakligmma getirildi. Serum
kalibrasyon stadarti 2 ml distile su ile ¢zoiinmesi i¢in 10 dakika bekletildi. Internal
standart 500 pL seruma eklenerek karigtirildi ve 500 pL precipitasyon reaktifi ilave
edilerek 20 saniye vortekslendi. On dakika stiresince 4°C derecede inkiibasyon sonrasi 5
dakika 13.000 devir/dk’de santrifiij edildi. Supernatan alinarak 6n kolona uygulandi. Bir
dakika 1.500 devir/dk santrifiij edildi. Kolona 1 ml “wash buffer 1" ilave edildi. Tekrar
1 dakika 1500 devir/dk santrifiij edilerek siiziintii atildi. On kolonlar temiz bir tiipe
yerlestirildi. On kolona 200 pL “elution buffer” koyuldu ve tekrar 1 dakika 1500
devir/dk santrifiij edilerek siiziintii toplandi. Bu eluent, 20 pL distile su ile dilue edilerek
karigtirildi.

3.4.3. CD14 Monosit izolasyonu Protokolii

Tampon hazirlama (Tablo 5):

1. Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 mM, pH;7.2 05L
2. pH 7.2’e ayarlanarak 0,5 litreye tamamlandi.
3. 0.45 um’lik fitre ile filtre edilir. 2-8°C’de saklandi.
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Tablo 5. CD14 monosit izolasyonu

Madde Miktar Firma
NaCl 136 mM 49 Merck, Art.6400, S-12
KCI, 2.7 mM 01g Merck, Art.4935, P-11
Na2HPO4, 10 mM 0,729 Merck, Art.6586, S-7
KH2PO4, 10 mM 0,68 g Merck, A997671 851, P-3
BSA %0,5 2549 Sigma A-9647, B13
EDTA 2 mM 20 mL 50 mM stokdan eklenir. | Pancreac 131026, E-1
dH20 400

50 mM EDTA Stok

1. 0,06M=n/0,025L n=0,00125mol =m/292,24 m= 0,3653g
2. 0,3653 g EDTA tartildi, 20 mL dHO iizerine ekledi. NaOH ile pH 8’e
ayarlanarak EDTA c¢oziiliir. 25 mL’ ye tamamlandi.
3. 50mM * x =500mL *2mM x=20mL
4. Tamponu 2-8°C de tutun. Hava kabarciklar1 kolonu tikayabilir o nedenle
kullanmadan 6nce hava kabarciklart engellendi.
Numune hazirlama:
Antikoagiile periferik kan ile veya “buffy coat” ile calisacagimiz zaman
periferik kan mononiikleer hiicreleri yogunluk gradiyenti santrifugasyonu ile izole edildi

(6rnegin; Ficoll- Paque kullanarak).

Periferik kan mononiikleer hiicreleri yogunluk gradiyenti santrifugasyonu

1. Kan ornekleri (6-8 mL) kan alindiktan hemen sonra yavasca ters diiz edilerek
karistirildi.

2. Ornekler alindiktan sonra yarim saat i¢inde getirildi.

3. Tiipleri oda 1s1sinda ve dik bir sekilde tutuldu.

4. Tiipler oda 1sisinda (18-25°C de) “swing-out rotor” i¢inde 30 dakika 1800 g de
cevrildi. Santrifiij edilen tiipler 2-8 °C ye kaldirild1.
(NOT: Tiipler santrifiigasyon 6ncesi nazik¢e 8-10 kez ters-diiz edildi.)
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5. Santrifiijden sonra mononiikleer hiicreler ve plateletler plazma tabakasinin

altinda beyazimsi tabakada goriildii. Hiicre tabakasina zarar vermeden plazma
ficoll ¢izgisine kadar aspire edildi.

Hiicre tabakasimmi pastor pipetle toplandi, toplama yaparken dipte kalan
hiicreleride almak i¢in alver yapildi ve ondan sonra 2 lik ependorfa aktarildi.
Santrifligasyonu takiben hiicrelerin hemen toplanilmasi en iyi sonuglari
saglayacaktir.

Magnetik isaretlenme

Hizli galisin, hiicreleri sogukta tutun ve Onceden sogutulmus soliisyonlar

kullanild1. Bu, hiicre ylizeyinde antikorlarin kapaklanmasini ve nonspesifik hiicre

isaretlenmesini engelleyecektir.

Manyetik isaretleme i¢in asagida verilen miktarlar 10" hiicreye kadardir.10

hiicreden daha az hiicre ile ¢alisirken, belirtildigi gibi ayni hacim kullanildi. Yiiksek

hiicre sayilar1 ile calisirken reaktif voliimiinii ve total voliimii uygun bir sekilde

arttir1ldi. (Ornegin: Toplam 2x10" hiicre i¢in tiim belirtilen reaktif hacimlerini ve toplam

hacimlerin 2 kat1 hacim kullanild1.)

1.

Ependorfa aktarilan hiicre siispansiyonu 10 dakika boyunca oda 1sisinda 500 x
g ¢ de santrifiij edildi. Stipernatantin tamami uzaklastirildi.

Ependorfun {izerine 1.2 ml gizgisine gelinceye kadar PBS tampon ilave edildi.
Ependorf alt tist edildi. Parmakla hafif¢ce vurularak karigtirildi. 200 x g de 15
dk santrifiij edildi. Stipernatantin tamami uzaklastirildu.

80 uL tampon eklendi ve parmakla hafif¢ce vurarak karigtirildi.

20 uL CD14 Mikrobeads tamponu igine pipetlendi.

Parmakla hafifce vurarak karistirildi ve buzdolabinda 15 dakika inkiibe edildi (
2-8 °C)

1.5 mL tampon ekleyerek hiicreleri yikandi, hafif¢e ters diiz edildi ve 10
dakika boyunca 300 x g ° de santrifiij edildi. Siipernatanti tamamen
uzaklastirdi.

500 pL tamponda resiispanse edildi.

Magnetik ayirma asamasiyla devam edildi.
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Magnetik ayirma

1.

a > N

Toplam hiicre sayis1 ve CD14 hiicre sayisina gore uygun bir MACS kolon ve
MACS ayiric segildi.

Uygun MACS separatoriiniin manyetik alanina kolonu yerlestirildi.

Kolon hazirligi i¢in 500 pL (MS i¢in ) PBS tampon gegildi.

Kolon iizerine hiicre siispansiyonu uygulandi. (Dokerek konulabilir)

Her seferinde 500 pL olmak sartiyla 3 kere PBS tampon (MS: 3X 500 pL) ile
kolonu yikandi. (Kolon bosaldiginda sadece yeni tampon eklendi)

Seperatérden kolonu uzaklastirildi ve hiicreleri toplayacagimiz yeni bir
ependorfa yerlestirildi.

Kolona 1 ml (MS i¢in) PBS tampon pipetlendi. Hemen ardindan pistonla
manyetik isaretli hiicreleri disar1 alindu.

300x g de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi. Uzerinden 800 pL atildi.
Geriye kalan 200 pL -80° C ye kaldirildi.

3.4.4. RNA izolasyon Protokolii

RNA izolasyon soliisyonlariin hazirlanmasi (Tablo 6)

Tablo 6. RNA izolasyon ¢aligma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Icerik Hazirlama Saklama /Stabilite Kullanim alam
DNase 1 | 0.55 ml Elisyon Alikotlanir, —-15-25 DNA kontaminasyonunu
Buffer iginde ¢oziiliir. | °C’de 12 ay stabildir. | engellemek i¢in kullanilir.
Wash 20 ml absolii etanol, 15 -25°C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer 1 | Wash Buffer I iizerine | kullanma tarihine uzaklastirmak igin
eklenir ve iyice kadar stabildir. kullanilir.
karistirilir.
Wash 40 ml absolii etanol, 15 -25 °C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer 1l | Wash Buffer Il kullanma tarihine uzaklastirmak igin
lizerine eklenir ve kadar stabildir. kullanilir.

tyice karigtirilir.
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High-pure PCR RNA isolation kiti (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak
izole edilen momositlerde tablo 7’deki protokole goére RNA izolasyonu yapildi ve

nanospektrofotometre ile miktar tayini yapildi.

Tablo 7. RNA izolasyon protokolii

Kuyulardaki medium multikanal pipet ile tabana degmeden uzaklastirilir.

Kuyular 150 ul 37 °C’ye 1sitilmis PBS ile 1 kez yikanur.

Plate 3 dakika CO, inkiibatorde bekletilir.

1
2
3. Biitiin kuyulara 50 pl Tripsin EDTA pipetlenir.
4
5

Kuyulara 100’er pl MCF-7 i¢in RPMI 1640, HepG2 icin DMEM komplet medium

eklenir.

1000’ lik pipetle 6 kuyu birlestirilip 1,5 mL’ lik eppendorfa alinir.

Eppendorflar 1000 g’ de 5 dakika 8 °C’de santrifuj edilir.

6
7
8.  Siipernatan atilir.
9

Hiicreler, 200 pl PBS ile resiispanse edilir.

10. Lysis/-Binding Buffer’ dan 200 pl (yesil kapak) eklenir ve 15 s. vortekslenir.

11. Filtreli tiip, toplayici tiipe yerlestirilir ve numune filtreli tiipe pipetlenir
(maksimum 700 pl)

12. Numuneler oda sicakliginda, 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

13. Toplayici tiipten artik uzaklastirilir ve filtreli tiip tekrar yerlestirilir.

14. Steril bir reaksiyon tiipiine her numune i¢in 90 pul DNase Incubation Buffer (beyaz
kapak) pipetlenir, iizerine 10 pl DNase I eklenerek karistirilir. Soliisyon filtreli

tiipe transfer edilir.

15. 15 dakika, +15 +25°C’de inkiibe edilir.

16. Filtreli tiipe 500 ul Wash Buffer I pipelenir ve oda sicakliginda 1 dakika 14000
rpm’de santrifiij edilir.

17 Artik uzaklagtirilir ve filtreli tiip toplayic tiipe yerlestirilir.

18. Filtreli tiipe 500 pul Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 1
dakika 14000 rpm’de santrifiij edilir.

19  Artik uzaklastirilir ve filtreli tiip toplayic tiipe yerlestirilir.

18. Filtreli tiipe 200 pul Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 2
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dakika maksimum hizda (~14000 rpm) santrifiij edilerek gerideki Wash buffer’in

uzaklagmasi saglanir.

19. Ekstra santrifiigasyon ile rezidli wash bufferin uzaklagsmasi saglanir

20. Toplayict tlip atilarak filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij tiipiine

yerlestirilir.

21. RNA’ y1 eliie etmek i¢in, Filtreli tiipe 50 pl Elution Buffer pipetlenir.

22. Oda sicakliginda 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

23. Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA’dir.

24. Eliie RNA direk REAL TIME-PCR igin kullanilir ya da —80°C’de daha sonra

analiz edilmek Uzere saklanir

3.4.5. Gen Ekspresyon Caligmasi

Hiicre RNA izolatlarindan cDNA sentezi

Transcriptor first strand cDNA synthesis kiti (Roche Diagnostics, Germany)
kullanilarak Thermal Cycler cihazinda tablo 8’de gdsterilen protokol ile cDNA sentezi
yapildi.

Biyoinformatik analiz

Iyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bdlgelere baglanarak
amplifikasyon saglarlar ve genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis
pozitif sonuglar1 Onleyebilirler. Primer ve problarin diizenlenmesi igin hazirlanmig
cesitli bilgisayar programlar1 kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat
edilecek baglica noktalar sunlardir.

1. Tm dereceleri, primer i¢in 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali.

G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmali.
Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali.
Primerin 3” ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C icerigi 2’yi asmamali.
Maksimum amplikon biiyiikligii 400 bp’i asmamali (ideali 50-150 bp).
Problar ardisik benzer niikleotit igermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G).

Problardaki % 30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G’den fazla olmali.

O N o a B~ WD

Problarin 5' ucunda G olmamali
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Tablo 8. RNA izolatlarindan cDNA sentez protokolii

1. Kullanmadan 6nce tiim reaktiflerin ¢oziinmesi saglanir.
2. Protokol uygulamadan 6nce tiim reaktifler kisa siireli santrifiij edilir.
3. Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz {izerinde tutulmalidir.
Buz lizerinde ya da soguk kolon iizerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-walled
PCR tiipiine, reaksiyon basina 50 pl olacak sekilde template-primer karigimi
4. hazirlanir. Bu karisimda; 17,5 pl PCR-grade distile su
30 pl (1 pg) Total RNA template
2,5 ul (2.5 uM) Anchored-oligo(dT)18 Primer bulunur.
Template-primer karisimi igeren tiipler 10 dakika 65°C’de termal cycler cihazinda
5. tutulur. Bu basamak RNA sekonder yapisinin denaturasyonunu saglar.
( Bu amagla GeneAmp 9700 Thermal Cycler, ‘cdnal’ programi kullanildr)
6. Tipler daha sonra acele olarak soguk ortama alinir.
Template-primer karisimini igeren tiiplere asagidaki maddeler pipetlenir.
e 10 pul, 5X Transkriptor Revers Transkriptaz Reaksiyon Buffer
7. e 1,25 ul (20 U) Protekdr RNaz Inhibitor
e ul her bir1 1 mM olan Deoksiniikleotid Miks
e 1,25 ul (10 U) Transkriptor Revers Transkriptaz
8. Toplam 50 ul olan tiipteki reaktifler iyice karistirilir. Vorteks yapilmamalidir.
Tiipler GeneAmp 9700 termal Cycler cihazina yerlestirilir ve cdna-oligo-trans’
> programi ayarlanir.
10. 60 dakika, 50°C’de inkiibasyona birakilir.
" Transcriptor Reverse Transcriptase inaktivasyonu igin tiip, 85°C’de 5 dakika
bekletilir.
12. Tiipler buz iizerine alinarak reaksiyon durdurulur.
13 Reaksiyon tiipti +2-+8°C’de 1-2 saat ya da -15-25°C’de daha uzun siire
saklanabilir.
14. Elde edilen cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR i¢in kullanilabilir.
15. PCR i¢in 20 pl reaksiyon hacmi i¢inde 2—5 ul cDNA kullanilmalidir.
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Calismada Referans gen olarak Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)
kullanildi. GADPH ekspresyonunun belirlenmesi igin primer-prob dizayni, Roche
Universal Probe Library (UPL) programi kullanilarak yapildi. BLAST (NCBI;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklar teyit edildi. Asagidaki
tablolarda primer-prop dizaynlar1 goriilmektedir (sekil 11, 12 ve 13).

T

GRo forward primer

e

TTITTATCARCTGACARRACTCTTGEATTICTATGC
ARRATRAGTTGACTIGTITITGAGAACCTRARGATACEG
TagMan GRa Probe Q
ATGAGGTGGTTGARARATCTCCTTAACTATTCECTTCC! ATTTTTGCATAAGRCCATGAGTAT
TACTCCACCAACTTITIAGAGGAATTGATAACGAAGGTITGTAARAACCTATTCTGGTACTCATA
Exon 8 Exon 9 alpha

)G
G

TTITGAGGICGGICTITGACCGTICG

IO
[
=
G
(RN

/.Fj

TGAATTCCCCGAGATGTTAGCTG

o
-+

GRo reverse primer

Sekil 11. Glukokortikoid reseptdr o primer-prob dizayni

Usa praba #1989 (cat no. 04588926001)

Primar Langth Pasitian Tm WwGEC Saquanca
Laft 20 X&B8 - 2608 58 50

agcoattotoaagagosaag

Right 28 HT3-2888 539 27 gttt taaccacataacattt
Amplicon (110 nt)

Tha saarch was far intron spanning assays.
This assay has: All critaria mat.

Langth of intron[s) spannad by this assay: 3158 nt

1 A AL AAAA 4154

B . I

2570 iﬁ}. 2708

Sekil 12. Glukokortikoid reseptdr B primer-prob dizayni
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Use probe #60 (cat. no. 04688589001)

Primer Length Posifion Tm %GC Sequence
Left 19 83-101 60 a8 agccacatcgotoagacac
Right 19 130 - 148 60 53 goccaatacgaccaaatoo

Amplicon (66 nt)

agccacatcgotcagacaccatggggaaggtgaaggtcggagtoaacggatttggtegtattggge

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of infron{s) spanned by this assay: 1631 nt
60

1 AA A A A A A 1310

agocacatogc teagacac CCtasaccagcataacccy
gﬁgagccacatcgctcagaca.ccatggggaagg tgaagg tcggag tc?gqgg tcgtattgggogeotog tc%
7 1
237 1631

Sekil 13. GAPDH Primer-Prob Dizayni

Glukokortikoid reseptdr a ekspresyonun belirlenmesi i¢in GR-a primer-prob
dizayni, Roche UPL programi kullanilarak yapildi. BLASTn analizi ile dogruluklari
teyit edildi.

Glukokortikoid reseptor oo mRNA primer ve problart mevcut literatiirden
almarak ve BLASTn analize tabi tutlup dogrulandiktan sonra arastrimamizda
kullanilmigtir. Glukokortikoid reseptdr B ekspresyonun belirlenmesi i¢in GR-o primer-
prob dizayni, Roche UPL programi kullanilarak yapildi. BLASTn analizi ile
dogruluklar teyit edildi (Tablo 9).

Q-PCR Cahismasi

Relatif gen ekspresyon analizi yapilirken dikkat edilmesi gereken konular:

1. RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmali ve
eliisyon hacmi hiicre sayis1 az ise RNA diliisyonunu 6nlemek amaciyla diisiik
voliimle yapilmali (~ 50 pL)

2. Izolasyon sonras1 RNA’lar nanospektrofotometre ile dlgiilerek cDNA sirasinda
kullanilacak RNA miktar1 belirlenmeli. Eger diisiik miktarda RNA izole
edilmigse cDNA sentezi sirasinda olabildigince yiiksek RNA kullanilmali.
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cDNA sentezi i¢in kullanilacak RNA konsantrasyonlari, farkli gruplar arasinda
birbirine yakin olmalidir. Gerekirse RNA diliisyonu yapilarak yakin
konsantrasyonlara getirilebilir.

cDNA sentezi Transkriptor First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak
yapilmal.

cDNA sentezi oligod (T) primer kullanilarak, her bir mRNA’ya ait tek bir
cDNA sentezi saglanarak daha spesifik yapilabilir. (Random hekzamer ile bir
mRNA’dan birkag cDNA olusabilir).

Diistik konsantrasyondaki RNA kullanilarak yapilan cDNA sentezinde
Random hekzamer kullanilarak verim arttirilabilir.

QPCR’da kullanilacak primer ve problar Roche UPL programi kullanilarak
dizayn edilebilir. Hi¢bir sorun ile karsilasilmadi.

Kullanilacak primerler siparis edilmeden dnce mutlaka biyoinformatik analize
tabi tutulmali.

Primerler 100 pmol/uL olacak sekilde sulandirildiktan sonra aliqoutlanarak
saklanmali. PCR c¢alisilacagi zaman aliqout 10 pmol/uL’e dillie edilerek
kullanilmali.

Problar tekrarlayan don-¢6zlerden kaginmak i¢in aliqoutlanarak saklanmali.
Normalizasyon i¢in kullanilacak referans genin ekspresyonu hiicrenin maruz
kaldig1 kosullardan etkilenmeden eksprese olabilmelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’lerden en sik kullanilanlart GAPDH, B-actin, siklofilin ve
28S rRNA’dr.

Secilen referans gen, calisilacak genin ekspresyon diizeyine yakin olmalidir.
Ormegin yiiksek oranda eksprese olan bir gen icin diisiik diizeylerde
ekspresyonu olan bir referans gen uygun degildir.

Yapilan ¢calismada numuneler standart deviasyonun hesaplanabilmesi i¢in en az
3 tekrarl olarak caligilmali.

Calisilacak olan her bir gen background hesabinda yanlisliga yol agmamasi igin
mutlaka ayr1 pleytte calisilmali veya aynmi pleytte calisilacaksa ayri ayr
subsetler tanimlanarak calisilmali.

QPCR relative kantitasyon Komparatif Ct Metodu (-AACt metodu) ile

calisilacaksa Efficiency mutlaka 2’ye ayarlanmali.
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15 Ct’nin alt1 ve 40 Ct’nin iizeri analizde degerlendirmeye alinmamalidir. 35-
40 Ct gri zondur gen ekspresyonu c¢ok diisiik diizeydedir ve “0” kabul
edilebilir.

Calisma gruplarmin relatif gen ekspresyon analizi QIAGEN 2009 relative
expression softvare (REST) kullanilarak yapildi.

Her bir ila¢ grubundan 6’sar kuyu birlestirilerek 2 RNA izolat1 elde edildi.

Her bir RNA izolatindan Revers Transkriptaz ile 2’ser tane cDNA elde edildi.
Her bir cDNA’dan 2’ser tane QPCR c¢alisilarak her bir ilag grubu 8 tekrarh
calisilmis oldu.

GAPDH icin Q-PCR Calismasi

Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 10, 11).

Tablo 9. GAPDH Q-PCR i¢in master miks igerigi

Malzeme Hacim Baslangi¢ Kons. | Final Kons.
PCR-grade distile su 58 L
Prim¢rw GAPDH 1L 10 uM 0,5 uM
Primy, GAPDH 1L 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (LNA 60) | 0,2 uL 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 pL 2X 1X
Toplam Hacim 18 uL
1. Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er uL master mix pipetlendi.
2. Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL. cDNA Template pipetlendi.
3. Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.
4. 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.
5. LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki

programa gore PCR calismasi yapildi.
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Tablo 10. GAPDH Q-PCR programi

Program adi Siklus | Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55 °C 15 sn Kantifikasyon
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

Glukokortikoid reseptor a icin Q-PCR Calismasi
Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi1 (Tablo 12 ve 13).

Tablo 11. Glukokortikoid reseptor o Q-PCR igin master miks igerigi

Malzeme Hacim Baslangi¢ Kons. | Final Kons.
PCR-grade distile su (vial 2) 2,8 uL
GR alfa -Primgorw 1L 20 uM 0,5 uM
GR alfa —Primyg, 1uL 20 uM 0,5 uM
GRa TagMan Probe 0,2 uL 10 uM 0,1 uM
LC 480 Probe Master (vial 1) 10 uL 2X 1X
cDNA Template 5uL
Toplam 20 pL
1. Caligilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er pL master mix pipetlendi.
2. Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.
3. Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.
4. 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.
5. LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda agagidaki

programa gore PCR caligmasi yapildi.
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Tablo 12. Glukokortikoid reseptor o Q-PCR programi

Program adi Siklus | Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55 °C 10 sn Kantifikasyon
72°C 10 sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

Glukokortikoid reseptor p i¢cin Q-PCR Calismasi

Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi1 (Tablo 14 ve 15).

Tablo 13. Glukokortikoid reseptor p Q-PCR igin master miks icerigi

Malzeme Hacim Baslangi¢ Kons. | Final Kons.
PCR-grade distile su(vial 2) 2,8 uL
GR beta -Primeonw 1L 20 uM 0,5 uM
GR beta —Primyey 1uL 20 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob 19 0,2 uL 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master (vial 1) 10 puL 2X 1X
cDNA Template 5uL
Total Volume 20 pL
1. Caligilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er pL master mix pipetlendi.
2. Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.
3. Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.
4. 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.
5. LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda agsagidaki

programa gore PCR caligmasi yapildi.
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Glukokortikoid reseptor p Q-PCR programm

Tablo 14. Glukokortikoid reseptor f Q-PCR programi

Program adi Siklus | Sicakhik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55°C 15 sn Kantifikasyon
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

3.5.Cilt Prick Testi

Cilt prick testleri aileleri onay veren tiim ¢ocuklara ayni kisi tarafindan yapildu.
Cilt prick testi (Laboratorie des Stallergenes, Fresnes Cedex, Fransa)
Dermatophegoides Farinea (DF), Dermatophegoides Pteronyssimus (DP), ot polen
karisimi  (Chenopodium, Artemisia, Plantago, Salsola Kali), aga¢ polen karisimi
(Ulmus, Quercus, Populus, Salix), yabani ot karigimi (poa mix, C. dactylon, P.
pratensis, D. glomerata, A. sativa, Festuca), Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata,
kedi tiiyl, kopek tiiyli ve hamambocegi iceren alerjenler ile yapildi. Deri testi
yapilmadan oOnce hastalarin yakin zamanda kullandig1 ilaglar sorgulandi. Deri testi
deneklerin sirt veya 6n kolun volar kismina prick yontemiyle yapildi. Negatif kontrol
icin serum fizyolojik, pozitif kontrol i¢in histamin hidroklorid 10 mg/ml kullanildi.
Alerjen test soliisyonlar1 her bir alerjen i¢in en az aralarinda 2 cm olacak sekilde ve her
bir alerjen i¢in damlatildi. Damlatilan boélge 1 mm’lik tek kullanimlik lansetle
epidermisi ge¢cmeyecek ve kanatilmayacak sekilde delindi. 15 dakika sonra olusan
endurasyonun (kabariklik) ¢ap1 dl¢iildii. Negatif kontrolde kabariklik varsa ve alerjenin
olusturdugu kabarikligin ¢ap1 negatif kontrolden en az 3 mm daha biiyiikse test pozitif
olarak kabul edildi.

3.6.Solunum Fonksiyon Testi

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji ve Alerji
Bilimdali Laboratuarinda yer alan, Solunum Fonksiyon Testi Birimi’nde akima duyarl
spirometri cihaz1 (ZAN 100, Handy™) ile 6l¢iildii. Tiim Slgiimler aymi kisi teknisyen

tarafinan yapildi. Solunum fonksiyon testleri ayn1 uygulayici tarafindan hastaya agik bir
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dille anlatildiktan sonra, hastanin burnu yumusak bir mandalla kapatilarak, oturur
pozisyonda 3 tekrarli olarak yapildi, hastanin basarabildigi en iyi Ol¢lim degerleri
kullanildi. Yapilan 6l¢iimler sonunda, solunum parametrelerinden, zorlu vital kapasite
(FVC), birinci saniyedeki zorlu ekspiratuvar hacim (FEV3), ekspiratuvar tepe akimi
(PEF) ve orta ekspiratuvar akim (MEF;s.75) degerleri belirlenerek, normale gore

yiizdeleri alindu.

3.7.Astim Kontrol Testi

“Astim kontrol testi (AKT)” Tiirkceye uyarlanmis ve cesitli ¢alismalarla test
edilmis 7 sorudan olusan anket formu I. ve II. kontrol donemlerinde ayni kisi tarafindan
tim astimli ¢ocuklara uygulandi (Tablo 16) (173). Alinabilecek en yiiksek puan 27
olarak belirlendi. Alinan puan 20 veya lizerinde ise kismi veya tam kontrollii, 12-20
araliginda ise kontrolsiiz ve 12 veya altinda ise siddetli astim olarak gruplandirildi.
Yonlendirmede bulunmamak icin AKT anket cevaplar1 alindiktan sonra SFT ve diger

degerlendirme formunda bulunan sorular soruldu.

3.8.Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz
3.8.1. Komparatif Ct metodu ile gen ekspresyon analizi
3.8.1.1. Relatif kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar: belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir. Real-time
PCR kantitasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kiigiik farkliliklar,
amplifikasyon iiriintine katlanarak yansir. Bu durum 6zellikle farkli bireylerden alinan
orneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda yanlis sonuglara
sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baslangi¢c farkliliklarini standardize
etmek bu yiizden ¢ok faydalidir. ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse
olabilmelidir. Bu amacla kullanilan ‘housekeeping gen’ler Okaryotlarda cok cesitli
olmakla birlikte en stk GAPDH, B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve
rRNA kullanilmaktadir. Bu genler referans gen olarak da isimlendirilmektedir (174).
Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanildi.
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Tablo 15. Astim kontrol testi soru anket formu

ASTIM KONTROL SKORU (TOPLAM............. )

1. Kontrol

2. Kontrol

Puan

Puan

Astimin bugiin nasil?

0) Cok kot
1) Kétii

2) lyi

3) Cok iyi

Il. Kostugun, egzersiz veya spor yaptigin zaman astim

senin icin ne kadar problem oluyor?

0) Cok biiyiik problem istediklerimi yapamiyorum
1) Bir problem ondan hoglanmiyorum

2) Biraz problem oluyor ama zararsiz

3) Problem degil

I11. Astim yiiziinden oksiiriiyor musun?

0) Evet, her zaman

1) Evet, ¢ogu zaman
2) Evet, bazen

3) Hayur, hi¢bir zaman

IV. Astim yiiziinden gece uyaniyor musun?

0) Evet, her zaman

1) Evet, ¢ogu zaman
2) Evet, bazen

3) Hayir, higbir zaman

V. Son 4 hafta icinde giindiiz haftada ka¢ kez astim

semptomlar gosterdi?

0) Her giin 3) 4-10 giin/ay
1) 19-24 giin/ay 4) 1-3 giin/ay
2) 11-18 giin giin/ay 5) Hig

V1. Son 4 hafta icinde giindiiz haftada ka¢ kez astim

yiiziinden hirilt1 oldu?

0) Her giin 3) 4-10 giin/ay
1) 19-24 giin/ay 4) 1-3 giin/ay
2) 11-18 giin giin/ay 5) Hi¢

VIL.

Son 1 ay i¢inde hirilti nedeni ile yaklasik ka¢ kez
rahat uyuyamadi?

0) Her giin 3) 4-10 giin/ay
1) 19-24 giin/ay 4) 1-3 giin/ay
2) 11-18 giin giin/ay 5) Hig

TOPLAM SKOR
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3.8.1.2. Komparatif Threshold Siklus Metodu

-AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna
benzer ancak konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri
bir referans genin Ct degerine oranlanarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct
degerleri kalibratore oranlanir. Sonuclar kalibratoriin n-kat1 seklinde verilir. Komparatif
Ct metodu 2" formilii ile ifade edilir.

Burada:

-AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)
ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)
ACt(kalibrator) = Ct(kalibrator)-Ct(referans gen)

Karsilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun i¢in iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklasik
esit ve % 100’e yakin olmasidir. Ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi ACt grafiginde slope
degerinin sifira yakin (<0,1) olmasidir (175).

Calisma gruplarmin relatif gen ekspresyon analizi, GAPDH geni referans gen
ve kontrol gruplar1 da kalibrator olarak kabul edilerek, QIAGEN 2009 relative
expression softvare (REST) programi kullanilarak yapildi.

3.8.2. istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesinde “The Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) for Windows versiyon 15.0” istatistik analiz programi kullanildi. Hasta ve
kontrol gruplarinin genel 6zelliklerinin karsilastirilmasinda normallik testleri yapildi.
Kategorik verilerin siklik oranlari arasindaki farkin karsilastirilmasinda Ki-Kare ve
Fisher’in kesin olasilik testi kullanildi. Normal dagilima uyan sayisal veriler ortalama +
standart sapma, normal dagilima uymayan sayisal veriler ortanca (minimum-
maksimum) seklinde verildi. Normal dagilima uyan verilerin ortalamalar1 arasindaki
farkin kargilastirilmasinda Student-t testi, normal dagilima uymayan verilerin
ortalamalar1 arasindaki farkin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi.

Tekrarlanan Olctimler iligkili 6rneklem tek yoOnlii varyans analizi ile degerlendirildi.
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Tiim sonugclar i¢in anlamlilik diizeyi p degerinin 0.05’den kiigiik olmas1 ve giiven araligi
(CI) % 95 olarak belirlendi.

Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi Arastirma Etik Komisyon 26.08.2010 tarih
2010/87 nolu karari ile etik kurul izni alinmstir.

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan PYO.TIP.1904.10.044 proje

numarasi ile desteklenmistir.
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4. BULGULAR

Birinci davette astimli ¢ocukladan (n=73) dahil edilme olgiitlerine uyan 35
cocuk rastgele secilerek degerlendirmelere gegildi. Vitamin D diizeyinin 4 hastada 30
ng/mL {izerinde olmasi, 2 hastanin SFT’ye uyum gosterememesi ve 3 hastanin ilk FEV
ve FVC degerlerinin %80 altinda olmasi ve 1 hastanin ¢alisma periyodunda solunum
yolu enfeksiyonu gecirmesi nedeniyle 10 ¢ocuk c¢alismadan ¢ikarildi. Kontrol
grubundaki 4 ¢ocugun VitD diizeylerinin 30 ng/mL tiizerinde olmasi, 3 ¢ocugun
SFT’sini uygun sekilde yapamamasi ve 2 ¢ocugun cilt prick testinde Dep 1 pozitif
olmasi {izerine toplam 9 ¢ocuk ¢alisma dis1 tutuldu. Astimli bir ve kontrol grubundan iki
cocuk II. ve III. davet arasindaki donemde solunum yolu enfeksiyonu gegirmeleri
nedeniyle ¢aligmadan ¢ikarildi (sekil 10). Sonug olarak ¢aligmaya astimli 9 (%37,5) kiz
ve 15 (%62,5) erkek toplam 24, saglikli 6 (%40) kiz 8 (%60) erkek toplam 14 ¢ocuk
secildi. Astim ve kontrol gruplarinin demografik Ozellikleri Tablo 17°de

gosterilmektedir.

Tablo 16. Astiml1 ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin demografik 6zellikleri

Toplam Astim Kontrol
(n=38) (n=24) (n=14)
n(%) n(%) n(%) P
Cinsiyet
Kiz 15 (39,5) 9 (37,5) 6 (40) 10
Erkek 23(60,5) 15 (62,5) 8 (60)
Anne Egitim
[kdgretim 18 (47,4) 12 (50) 6 (40) 0.3
Lise ve tistii 20 (52,6) 12 (50) 8 (60)
Baba Egitim
[kdgretim 27 (63,2) 17 (70,8) 7 (50) 0.35

Lise ve lstil 14 (36,8) 7(29,2) 7 (50)
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Tablo 16 (devami). Astimli ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin demografik 6zellikleri

Toplam Astim Kontrol
(n=38) (n=24) (n=14)
n(%) n(%) n(%) p
Aile Alerji oykiisii 15 (39,5) 13 (54,2) 2 (14,3) 0,037
Kardes Alerji Oykiisii 11 (28,9) 7(29,2) 4 (28,6) 1,0
Dogum Sekli

NSVY 28 (73,7) 19 (79,2) 9 (64,3)

Sezaryen 10 (26,3) 5 (20,8) 5 (35,7) 0,53
Sigara 22 (57,9) 14 (58,3) 8(57,1) 1,0
Anne gebelik sigara 8 (21,1) 5 (20,8) 3(21,4) 1,0
Isinma sekli

Sobali 31 (81,6) 20 (83,3) 11 (78,6) 10

Kaloriferli 7(18,4) 4 (16,7) 3(21,4)

Giines alma 32 (84,2) 19 (79,2) 13 (92,9) 0,38
Evcil hayvan 8 (21,1) 5 (20,8) 3(21,4) 1,0

Astim ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet, aile egitim diizeyi, aile gelir
diizeyi, kardes alerji 0ykiisli, dogum sekli, ev yapis1 ve 1sinma sekli, sigara kullanma,
evde yasayan kisi sayisi, evcil hayvan temasi ve ¢ocuk odasinin giines alma ile ilgili
istatistiksel farklilik belirlenmedi. Ailede alerji Oykiisii astim grubunda %54,2 iken
kontrol grubunda %14,3 oldugu goriildi (p=0,037).
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Diger taraftan astim ve kontrol gruplar1 arasinda yas, viicut agirligi, boy, viicut
kitle indeksi (BMI), dogum agirligi, ek gidaya baslama yas1 ve mama kullanim siireleri

acisindan O6nemli farklilik belirlenmedi (Tablo 17). Anne siitii alma siireleri kontrol

grubu astim grubundan yaklasik 13 ay daha uzundu (p=0,008).

Tablo 17. Astim ve kontrol gurubundaki ¢ocuklarin genel 6zellikleri

Astim Kontrol
Ortalama+SS Ortalama+SS p
Ortanca (min-maks)  Ortanca (min-maks)
Yas (yil) 11,12,1 11,5%1,7 0,51
11 (8-16) 11 (9-15)
Viicut agirhg (kg) 38,9+12,5 38,6+11,3 0,98
38 (22-77) 36,5 (24-57)
Boy (cm) 143,0+13,4 146,4+13,2 0,44
140 (118-177) 145 (127-168)
BMI (%) 18,6+2,8 17,7£2,8 0,34
18,3 (13,9-23,1) 17,8 (13,9-23,1)
Dogum agirhg (gr) 3410+5420 3310+322 0,45
3500 (2500-4000) 3300 (2700-3750)

Anne siitii (ay) 6,7+5,4 14,9+8.9 0,008
5(1-24) 18(2-24)

Ek gida (ay) 3,5+1,6 3,8+1,2 0,71
4(1-6) 4(2-6)

Mama (ay) 7,9+7,2 4,0+5.4 0,09
6(0-24) 0(0-12)

Evde Kisi sayisi 4,5+1,1 4,6+1,3 0,92
5(3-7) 4(3-8)

BMI: Viicut kitle indeksi [viicut agirligi(kg) / boy(m)?]
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Tam kan sayimmi incelemsinde astimli ¢ocuklarda eozinofil ylizdesi (p=0,05),
eosinofil sayist (p=0,018), serum IgE diizeyleri hasta grubunda kontrole gore belirgin
olarak yiiksekti (p<0,001) (Tablo 18).

Tablo 18. Astim ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin kan eozinofil ve serum IgE diizeylerinin

karsilastiriimast
Astim Kontrol
Ortalama+SS* Ortalama+SS p
Ortanca (min-maks)** Ortanca (min-maks)
Eosinofil (/uL) 616,2+668,9 263,5+187,8
500 (110-3220) 220 (80-660) 002
Eosinofil (%) 8,3+£6,9 4,3+£2,7
6,6 (1,5-31,0) 4,0 (1,2-8,9) 0.05
IgE (IU/mL) 713+844 106+131
392 (15-3170) 57 (15-532) <0.001
19E (10g10) 2,57+0,56 1,83+0,41 <0,001

*: Standart sapma, **: Ortanca (minimum - maksimum)

Astimli ¢ocuklara I. ve Il. kontrol donemlerinde AKT uygulandi. Il. kontrol
doneminde, I kontrole donemine gore tiim skorlar istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artt (Tablo 19). 1. ve II. kontrol donemlerinde alinan toplam skor 3 hastada
degismezken, 3 hastada azaldigi ve 18 hastada ise yiikseldigi goriildii. D vitamini
diizeyi ile AKT skorlar1 arasinda I. kontrol (r=0,31; p=0,15) ile Il. kontrol (r= —0,08;
p=0,73) arasinda iliski tespit edilmedi.
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Tablo 19. Astimli ¢ocuklarin 1. ve II. kontrol dénemlerinde AKT sonuglarinin karsilagtirilmasi

I. Kontrol I1. Kontrol
Ortalama+SS  Ortalama+SS p
Ortanca Ortanca
(min-maks) (min-maks)
Astimin bugiin nas1l? 2,2+0,6 2,5+0,6 A6
2(1-3) 2,5(1-3) ’
Kostugun, egzersiz veya spor yaptigin 1,8+0,9 2,2+0.9
zaman astim senin i¢in ne Kkadar 0,08
problem oluyor? 2(0-3) 2(0-3)
Astim yiiziinden oksiiriiyor musun? 1,9+0,6 2,3+0,6 i
2(1-3) 2(1-3) ’
Astim yliziinden gece uyaniyor musun? 2,5+0,7 2,9+0,3 0.008
3(2-3) 3(2-3) ’
Son 4 hafta i¢inde giindiiz haftada kag 4.0+0,9 4,44+0,8
kez astim semptomlar1 gosterdi? 4(2-5) 5(3-5) 0,03
Son 4 hafta icinde giindiiz haftada kag 4,3 £0,8 4,5+0,7
kez astim yiiziinden hirilt1 oldu? 4,5(3-5) 5(3-5) 0,17
Son 1 ay icinde hiriltt nedeni ile 4,2+0,8 47405
yaklasik kag¢ kez rahat uyuyamadi? 4(3-5) 5(3-5) 0,01
TOPLAM SKOR 21,06+4,07 23,50+3,36 0.003
21,5 (12-27) 25 (15-27) ’
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Tim c¢ocuklara I. ve II. kontrol donemlerinde SFT olgiimleri yapildi (Tablo
20). Astimli ¢ocuklarin FEV1 degerleri, FEV1/FVC orani, MEF 25-75 6l¢iim degerleri

II. kontrol doneminde anlamli diizeyde yiikseldi. Buna karsin gruplar arasindaki

farklilik karsilastirildiginda sadece astimli ¢ocuklarin FEV1/FVC oraninda anlamli

olarak artt1 (p=0,009).

Tablo 20. Astiml1 ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin 1. ve Il. kontrollerinde 6l¢iilen SFT sonuglar

Astim Kontrol Gruplar
arasi
Ortalama+SS* p Ortalama+SS p 0
FVC
I. Kontrol 104,9+£14,7 98,7+14,0
0,09 0,03 0,24
I1. Kontrol 106,5+15.9 101,0+£12,8
FEV1
I. Kontrol 101,7+16,5 103,9+13,9
0,03 0,55 0,97
I1. Kontrol 107,0+17,7 104,4+14,2
FEV1/FVC
I. Kontrol 94,17+10,1 103,8+5.9
0,01 0,06 0,009
1. Kontrol 98,5+6,7 101,7+5,8
PEF
I. Kontrol 90,3+16,2 89,4+16,2
0,09 0,48 0,25
1. Kontrol 96,6+18,9 85,4+19,6
MEF35.75
I. Kontrol 82,6+25,2 100,7+18.4
0,04 0,67 0,076
1. Kontrol 92,1+22.0 99,4+18.6

SS: Standart sapma, FVC: Zorlu Vital kapasite, FEV1: Zorlu ekspiratuvar hacim (1 saniye), PEF:

Ekspiratuvar tepe akimi, MEF 55 75: Orta ekspiratuvar akim (25-75 sn)
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I. ve II. kontrol dénemlerinde toplam AKT skoru farki ile 25(OH)D ve SFT
degerleri farklar1 karsilastirildiginda; AKT skoru farki ile 25(OH)D arasinda negatif;
FEV1, FEV1/FVC, MEF25-75 arasinda pozitif yonde iliski oldugu goriildi (sekil 14).

[ J
50 A
r=-0,51; p=0,01 25 o o
0 . *
(J (J - 11
[ [ J [
FVC o o 5
r=0,11; p=0,61 | — 3 ° o
40 —2 °8°. - - -5
[
FEV1 201 R ®
r=0,49; p=0,01 0. ° ] o i
o ® L)
- 20
[ J [
FEV1/FVC ts ° 10
r=0,41- p:O’OS %f B
° K)
® °
40 -
MEF 25-75 e
r=0,50; p=0,01 0 e ° oo *
'40 T T T ? T T T T
-4 -2 0 2 4 6 8 10
AKT
*: I1. kontrol degerlerin I. kontrol degerinden farki (Il. kontrol — I. kontrol), AKT: Astim kontrol

testi, FVC: Zorlu vital kapasite, FEV1: Zorlu ekspiratuvar hacim (1 saniye), PEF: Ekspiratuar tepe
akimi, MEF 5. 75: Orta ekspiratuar akim (25-75 sn)

Sekil 14. Toplam AKT skor ile SFT ve 25(OH)D’nin I. ve Il. kontrol dénem farklar1 agsindan

degerlendirilmesi
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IgE dagilimi normal olmadigi icin logaritmik diizeltme yapildi. Astim
grubunda I. kontrol 25(OH)D diizeyi ile IgEog10) arasinda pozitif yonde iliski varken
(r=0,44; p=0,03), kontrol grubunda gézlenmedi (r= —0,42; p=0,13) (sekil 15).

Astim grubu

Kontrol grubu
e 238
3.2 — . gn— * 5 >
T_0544:| p 0503 26 * 1= - 0,42, p:0,13
3.0 24
L ]

5"\ 5\ 22
25 — 20
5 ¥’
= = 18
= 20 =
=P 2016

._.
L
—
.

._.
[

L) . b ¢ ¢
] 1.0
10 15 20 23 30 10 15 20 25 30
25(0H)D 1. Kontrol 25(0H)D 1. Kontrol

Sekil 15. 25(0OH)D ile 1gE joq10) arasindaki iliski grafigi

Astiml1 ¢ocuklarm I. ve II. kontrol donemlerinde kullandiklari ilaglarin ¢esidi
ve miktar1 agisindan farklilik olmadig: gériildii (Tablo 21). Ug hastanin son 6 aylik

donemde klinik ve laboratuvar iyilesmesi nedeniyle ¢oklu ilag tedavisinden bir alt

basamak tedaviye gecildi.

Tablo 21. Astimli ¢ocuklarin kullandiklar antiastmatik ilaglar

I. kontrol I1. kontrol
n(%) n(%) p
IKS 9 (37,5) 10 (41,7)
IKS + LABA & LTA 8 (33,3) 10 (41,7) 0,10
IKA + LABA + LTA 7 (29,2) 4 (16,7)

IKS: Inhale kortkosteroid, LABA: Uzun etkili beta mimetik, LTA: Lokotrien reseptor
antagonisti
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Astim ve kontrol grubunda II. kontrol déneminde serum 25(OH)D diizeyleri
belirgin olarak yiikseldi. Fakat gruplar arasinda artis miktar1 farkli degildi (Tablo 22
sekil 16 ve 17). I. ve Il. kontrollerdeki GR-o. ve GR-3 RGE’deki degisimler, astim ve
kontrol gruplar: i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, sadece kontrol grubunda Il. kontrol
doneminde GR-B GRE’nin anlaml1 diizeyde azaldig1 goriildii (p=0,05). Astim ve kontrol
grubundaki degisimler birbirleriyle karsilastirildiginda GR-o RGE i¢in 6nemli bir
farklilik yokken GR-B GRE’nin kontrol grubunun astim grubuna gore belirgin olarak
azaldig1 kontrol grubunda degisiklik olmadigi belirlendi (p=0,002) (Tablo 22, sekil 18).

Tablo 22. Astimli ve kontrol grubundaki ¢ocuklarin 1. ve Il. kontrollerinde belirlenen serum VitD

diizeyleri, GR-a ve GR-B RGE, gruplar arasindaki farkliligin karsilastiriimasi

Hasta Kontrol Gruplar
arasl
Ortalama+£SS p Ortalama£SS p
Y
25(0H)D”
I. Kontrol 20,9+6,7 17,246,1
<0,001 <0,001 0,32
I1. Kontrol 54,2+15,4 51,4+17,7
GR  «a
I. Kontrol 17,78+9,34 20,14+6,81
0,59 0,79 0,057
1. Kontrol 19,34+5,79 23,35+4,37
GR** ﬁ
I. Kontrol 6,41+2,94 9,29+1,82
0,92 0,05 0,002
I1. Kontrol 6,73+1,37 7,63+1,39

*: (ng/mL), **: GR RGE kat degisimi (fold change, 2 /")

Astim ve kontrol gruplari arasinda |. kontrolde GR-a igin istatistiksel farklilik
yokken (p= 0,42), II. kontrol déoneminde kontrol grubunda GR-a RGE anlamli diizeyde
yiiksekti (p=0,05). Diger taraftan GR-fB icin I. kontrol doneminde kontrol grubunda
astim grubuna gore anlaml diizeyde yiiksekken (p=0,006) II. kontrol déneminde
farklilik yoktu (p=0,09) .
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Sekil 16. I. ve II. kontrol donemlerinde VitD diizeylerinin degerlendirilmesi
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Sekil 17. Astim ve kontrol grubunda GR-a ve GR-B

karsilastirilmasi
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Sekil 18. Astim ve kontrol grubunda, GR-a ve GR-B RGE’nin kontrol donemlerine ait degisim

cizelgesi

Glukokortikoid reseptér a ve B RGE’nin I. ve II. kontrol donemlerinde

birbirlerine olan oranlar1 degerlendirildiginde, astim grubunda GR-B igin fark azalirken

kontrol grubunda arttig1 goriildii (p=0,015) (Tablo 23).

Tablo 23. Astim ve kontrol grubu arasinda GR-a ve GR- RGE’nin karsilastirilmasi

GR o)</ GR aqiy==

GR Bgy / GR By

GR L0 / GR B(|)

GR aan [ GR B(”)

Astim Kontrol
Ortalama’+SS Ortalama+S$ .
Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks)
2.23%11,57 2.45+7,05 008
-3,59 (-22,09 — 16,13) -3,0 (-19,30 — 6,50) ’
-0,09+3,75 3,30+4,04
0,015
0,37 (-7,04 — 9,23) 2,25 (-1,82 — 10,57)
11,25+7,91 11,62+4,95 060
9,18 (-1,0 — 24.,67) 12,50 (4,99 — 18,2) ’
12,52+5,76 15,72+4,40
0,14

11,75 (1,37 — 22,21)

16,18 (9,56 — 23,41)

*: 1. Kontrol, ** : Il. Kontrol

, 8: GR RGE kat degisimi (fold change, 2 %)
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L. ve IL. kontrol donemlerindeki GR-a ve GR-B RGE arasindaki iligkiler sekil

19°da gosterilmistir.

Astim grubunda astim kontrol diizeyleri dikkate alinarak tam kontrollii 12
(%50) ve kismi kontrollii 12 (%50) olmak iizere iki gruba ayrildi. Gruplar arasinda GR-
a ve GR-f RGE agisindan hem kontrol dénemleri arasinda hem de kontrol diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik belirlenmedi (Tablo 24).

GRo GRo GRp GRP
o o] (8]
_| —Astim % Sv ® £_° v,
= | . Kontrol ”D"-‘Q\Q*’%_ AL
m T&' [o] o @D 5 Q‘r
U o
+ Astim ° o0 ° 00
r=-0,12; p= 0,59:* r=0,71; p=<0,001 | r= 0,01; p=0,95
« Kontrol |09 p-0,79"| =0.54; p=0,04 | r=-0,38; p=0.25

GRo (I0)

=0,26; p=0,26 | r=-0,12; p=0.57
=0,14; p=0,68 | r=0,14; p=0,68

¥

L 4 L4
[~ - - v
o B 60 --.
mOO'O%TS v
GR ¢
Ba 0
[ O an

r=0,06 ; p=0,81
r=-0,19; p=0,57

GRPm,

(D: 1. Kontrol, (11) : 1. Kontrol

Sekil 19. Astim ve kontrol grubunda GR-a ve GR-f3 RGE’nin kontrol dénemleri arasindaki iligkilerin

degerlendirilmesi
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Tablo 24. Astim kontrol durumunun, kontrol doénemlerinde GR-o ve GR-B RGE’e etkilerinin

karsilastirilmasi
Kontrollii Kismi kontrol Gruplar
arasi
Ortalama*£SS p Ortalama+SS p
Y
GR-a
I. Kontrol 19,69+7,98 18,68+10,97
0,10 0,72 0,49
I1. Kontrol 19,18+5,45 19,49+6,32
GR-p
I. Kontrol 6,83+3,00 5,98+2,97
0,15 0,98 0,98
1. Kontrol 6,49+1,37 6,95+1,39

*: Glukokortikoid reseptér RGE kat degisimi (fold change, 2 %)



71

5. TARTISMA

Cocukluk yas grubunda astim ve alerjik hastaliklarin sikligi, 6zellikle batili ve
gelismis iilkelerde giderek artmaktadir. Bu artis hem c¢evresel hem de bireysel
faktorlerle iligkilidir. Bireysel faktorler icerisinde genetik yatkinlik, atopi, havayolu
hiperreaktivitesi, cinsiyet ve 1k, cevresel faktorler arasinda da viral ve bakteriyal
enfeksiyonlar, diyet, pasif sigara igiciligi, sosyoekonomik durum ve ailedeki kisi sayisi
sayilabilir (176). Cevresel faktorlerin kontrolii ve astima eslik eden hastaliklarin tedavisi
hem bireye daha kaliteli yagsan sunacak hem de iilke ekonomisine katkida bulunacaktir.
Astim ve VitD yetersizligi bircok toplumun ortak sorunudur. D vitamini yetersizligin
astim atak sikliginda artisa neden olabildigi ve daha fazla ilaca ihtiya¢ gosterdigi birgok
yeni arastirmayla belirlenmistir (2,3).

Son zamanlarda VitD eksikligi ile astim arasindaki iliskiyi aragtiran ¢ok sayida
calisma yayinlanmistir. Arastirmalarin birgogunun siddetli veya kontrolsiiz astim
lizerine yogunlastigt ve hafif veya kontrollii astim grubu iizerinde pek durulmadigi
goriilmektedir. Ancak astimli hastalarin biiylik ¢cogunlugunu tam veya kismi kontrollii
hastalar olusturur. Calismamizda oOzellikle klinigimizde takipli VitD eksikligi
belirledigimiz GINA kriterlerine gore tam veya kismi kontrollii astimli hastalar ile
benzer oOzelliklere sahip saglikli cocuklar1 sectik. Yapilan bir¢cok arastirmada
dikkatimizi ¢eken konu, her ne kadar sonuglar1 etkileyebilecek faktorler diglanmaya
calisilsa da c¢aligma siirelerinin uzun ve sonuglari etkileyebilecek bir¢ok bagimli
degiskeni barindirtyor olmasidir. Dolayisiyla ¢alisma siiremizi bir ay ile sinirlandirdik.
D vitaminin astim siddetini ve atak sikligin1 enfeksiyonu 6nledigi i¢in mi azaltti1 yoksa
direk olarak akciger lizerine etkisinden dolayr m1 oldugunu daha iy1 belirlemek ig¢in,
calismamizi nispeten solunum yolu enfeksiyon sikliginin daha diisiik oldugu haziran
aymda planladik. Cografi kosullar, giinese maruz kalma siireleri, yasanilan ortama ait
faktorler, sigara temasi, sosyokiiltiirel yap1 ve ekonomik durum dikkate alindi. Kontrol
ve astim gruplart karsilastirildiginda cinsiyet, dogum sekli, dogum agirhigi, viicut
agirliklari, boy, viicut kitle indeksi, sigarayla temas oranlari, 1sinma sekilleri, evcil
hayvan temasi, evin gilinese olan cephesi, evde yasayan kisi sayist agsindan farklilik
olmadigin1 gordiik. iki grup arasinda sonuglar etkileyebilecek faktorleri (confounding
factors) en az diizeyde tutarak VitD’nin direk etkisini belirlemeyi, ayn1 zamanda

VitD’nin GR ile olan etkilesimini tespit etmeyi amagladik.
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D vitamini yarilanma siiresi 2-3 hafta civarindadir. Olgiilen 25(OH)D diizeyleri
cocuklarin son 1 ay icindeki durumunu yansitir (120). Arastirmalarin birgogu
sonbaharda baslayip ilkbahar sonuna kadar siiren periyodlar1 kapsadigi i¢in, bu siiregte
calismayi etkileyebilecek bir¢ok farkli parametreyle karsilasmak miimkiindiir (2, 3, 4,5).
Ancak aragtirmamizin 1 ay i¢inde tamamlanmasi, mevsimsel farklilik, ¢evresel etkenler
ve enfeksiyon gibi diger faktorlerin elenmesiyle sonuglarimizin giivenilirligini
etkileyecek unsurlar en aza indirilmistir. Calismamiz, serum 25(OH)D degisimi ile GR
arasindaki iligkiyi belirlemeye yonelik oldugu ig¢in diisiik doz ve uzun siireli VitD3
tedavisi amacimiza uygun olmayacakti. D vitamini yetersizliginde ve rikets tedavisinde
siklikla tercih edilen Stoss tedavisini (300.000 IU/ tek doz) kisa siirede serum 25(OH)D
diizeyini istedigimiz seviyeye yiikseltecek olmasi nedeniyle tercih ettik (177). D
vitamini yaralanma Omriine uygun olarak kontrol doénemini 3-4 hafta aralifinda
belirledik. Stoss tedavisi uygulan ¢ocuklarin tamaminda serum 25(OH)D diizeyleri 30
ng/mL iizerine ¢ikti ve serum 25(OH)D diizey artis1 agisindan gruplar arasinda fark
yoktu.

Serum 25(OH)D diizeyi obezite, ila¢ kullanimi, kronik hastaliklar, cevre
sartlar1, cografi konumdan etkilenebilir. Ozellikle sonbahar sonlar1 ve kis ay1 boyunca
kuzey yarimkiirede 6zellikle 35° enlem iizerinde bulunan iilkelerde yetersiz ultraviyole
ve giines 15181na maruz kalinmasi nedeniyle viicutta VitD sentezi durma noktasina gelir.
Ayrica yaz aylarina artan yiiksek faktorlii giines koruyucu kremler kullanilmas: durumu
daha da kétiilestirir (178). Calismamiza deniz seviyesinde olan, viicut kitle indeksi 10-
90 persentil araliginda bulunan c¢ocuklar dahil edildi. Astim grubundan 4(%11) ve
kontrol grubunda 4(%16) c¢ocugun 25(OH)D diizeyleri 30 ng/mL {izerinde olmasi
nedeniyle ¢alismadan ¢ikarildi. Bolgemize 8-16 yas araligina ait VitD yetersizligi veya
eksikligini aragtiran herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamiza
dahil olan hastalarin toplumumuzdaki VitD durumunu ne kadar yansittigiyla ilgili
gercekei bir yorumda bulunamayacagiz. Samsun ili cografi konum olarak 40° 50° - 41°
51” kuzey enlemleri, 37° 08” ve 34° 25° dogu boylamlar1 arasindadir. Samsun’da 2010
yil1 verilerine gore agik giin sayist 50, bulutlu giin sayist 237, kapali giin sayis1 78 ve
yagisli giin sayist ise 141 giindiir (179). Diger illerle karsilastirilinca Karadeniz
Bolgesinin gilinesli giin siiresi daha azdir (180). Ankara’da 1-16 yas araligindaki
cocuklarin Nisan-Mayis aylarinda bakilan serum 25(OH)D diizeylerinin %8’inde 20
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ng/mL altinda ve %25,5’inde ise 20 ng/mL altinda oldugu bildirilmistir (181). Izmir
bolgesinde addlesan yas grubunun dahil edildigi bir arastirmada, VitD yetersizligini ki
sonunda %59.4, yaz sonunda %25 oraninda ve sosyoekonomik diizeyle ters iliskili
oldugu bildirilmistir. Manisa’da 20 yas {stii eriskinlerden olusan bir arastirmada
25(0OH)D diizeylerinin vakalarin sadece % 11,3’nde 30 ng/mL {izerindedir.
Calismamiza dahil edilen cocuklarin sadece %16’inde serum 25(OH)D diizeyleri
normal sinirlardaydi. Calismanin serum 25(OH)D i¢in en diislik diizeyde olabilecegi
ilkbahar sonuna dogru baslamasi kismen yiiksek oranda VitD yetersizligini
aciklayabilir. Ancak Kuzey Avrupa iilkelerinde bile VitD yetersizligini bu oranda
yiiksek degildir (129, 182). Arastirmamizla belirlenen VitD yetersizligi oraninin ne
denli toplumumuzu yansittigi ancak bodlgemizde yapilacak genis katilimh
epidemiyolojik bir arastirma ile gdsterilebilir. Bir an 6nce hem eriskin hem de ¢ocuklari
kapsayan bolgemize ait veriler elde edilmeli ve 6nemli bir toplum sorunu olan VitD
yetersizliginin sebep olabilecegi sorunlarin oniline gegilmelidir.

Birgok arastirmada hastalik siddeti ve atak Oykiisii ile 25(OH)D arasinda ters
iliski oldugu vurgulanmistir (2-5). Astimli ¢ocuklarin saglikli ¢ocuklara gore ev iginde
gecirdikleri siirenin daha uzun olmasi beklenir. Ozellikle sik atak Oykiisii olan ve
kontrolsiiz astim grubunda bulunan c¢ocuklarin aileleri, ev dis1 temaslardan korumak
amaciyla ¢cocuklarini daha uzun siire kapali ortamda tutacaklardir. D vitamininin sentezi
icin en Onemli kaynak gilines 1sinidir. Dolayisiyla stirekli kapali ortamda bulunmak
giinesle olan temas1 azaltacagi icin yetersiz VitD sentezine neden olacaktir. Tiim bu
olasiliklarin 15181nda “VitD yetersizligi mi astim atagina neden oluyor, yoksa astim mu
VitD yetersizligine neden oluyor?” sorusu dikkatli irdelenmelidir.

Bebeklikte karsilagilan akciger sorunlari ilerleyen donemlerde hisilti sikliginda
artisa ve astim gelisimine neden olabilir. D vitaminin solunum yolu iizerine etkileri
fetlisten itibaren arastirilmaya baslanmis ve ilerleyen donemlerde neden olabilecegi
sorunlar tespit edilmeye c¢alisilmistir. Hayvan modellerinde VitD’nin tip I
pnomositlerin farklilagmasini baglattigi, stirfaktan sentezine Onciiliik ettigi ve sonug
olarak akciger gelisini direk etkiledigi gosterilmistir (160). Dolayisiyla saglikli bir
akciger icin gebelikten itibaren VitD gereklidir. Devereux ve ark. (10) 2000 gebeyi
kapsayan bir dogum kohort ¢alismasinda, gebeligin 12 haftasindan itibaren diyetle

aldiklar1 VitD miktarlari anket formu kullanarak belirlenmis ve dogan ¢ocuklar 5 yasina
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kadar takip edilmis. Takibi tamamlayan 1212 ¢ocukta maternal VitD alimi arttik¢a
higilt1 sikliginda azalma oldugu, maternal VitD alimi diisiik ¢ocuklarda bronkodilatator
cevabin azaldig goriilmiistiir. Maternal VitD alimi ile spirometrik sonuglar ve ekshale
nitrik oksit konsantrasyonu arasinda bir iliski olmadigini bildirmislerdir (10). Maternal
VitD alimimin 100-1U/gilin artmasi tekrarlayan higilti sikligin1 0.81 kat azaltacaktir (9).
Camargo ve ark. kord 25(OH)D diizeyi ile solunum yolu enfeksiyonu ve hisilt1 arasinda
ters bir iligki bulundugunu ancak astim gelisimiyle iliskisi olmadigini bildirmislerdir
(183). Yenidoganlarda subklinik VitD eksikligi ile akut alt SYE siklig1 arasinda iliski
oldugu gosterilmis ve Ozellikle kisin dogacak bebeklerin annelerine VitD destek
tedavisi verilmesi Onerilmistir. Bes yas alt1 ¢ocuklar1 kapsayan diger bir arastirmada ise
serum 25(OH)D diizeyi ile alt SYE’ye yakalanma arasinda anlamli bir iligki yokken,
serum 25(OH)D diizeyinin diisiik olanlar daha ¢ok yogun bakim ihtiyac1 gdstermistir
(184). Diger taraftan Roth ve ark. erken ¢ocukluk déneminde akut bronsiolite bagli
hastaneye yatis riskinin serum 25(OH)D diizeyi ile iliskili olmadigi bildirmislerdir
(185).

Maternal ve yenidogana ait VitD durumunu kapsayan arastirmalar 1s1ginda
diisiik 25(OH)D diizeyinin SYE sikligim1 ve etkilerini arttirdigindan bahsedilebilir.
Ancak yas gurubu yliikseldikce 25(OH)D diizeyi ile SYE iligkisinin giderek zayifladig
ve daha cok hastalik siddetini ilgilendiren sorunlarin 6n plana geldigini goriiliiyor.
Arastirmamizi planlarken annelerin maternal donemlerinde beslenme aliskanliklarini
sorgulamay1 diisiindiik. Ancak annelerin maternal donemlerine ait beslenme
aligkanliklarin1 net hatirlayamadiklar1 ve tutarli bilgi veremedikleri i¢in bundan
vazgectik. Anne siitli ve mama kullanim siireleri dikkate alindiginda, astim grubunda
kontrol grubuna gore anne siitli alma siiresinin daha kisa, mama kullanim siiresinin daha
uzun oldugunu gordiikk. Anne siitiiniin astima yonelik koruyucu etkisi oldugu
bilinmektedir (186, 187). Ancak bu koruyucu etkinin neden kaynaklandigi heniiz net
olarak anlasilamamustir. Ozellikle RSV ve influenza viriis gibi astimla iliskisi bilinen
viriislerin neden oldugu viral bronsiolit ve pndmoni sikliginda azalmaya neden olmasi
ve probiyotik etkisi nedeniyle barsak florasinda patojen mikroorganizmalara karsi
bariyer olusturmasi, anne siitiiniin koruyucu etkilerine 6rnek gosterilebilir (187). D
vitamini Ozellikle defensin ve katelisidin gibi molekiiller aracilifiyla wviral

enfeksiyonlara karsi immiin defansa katkida bulunacaktir (188).
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Infantil doneme ait beslenme aliskanliklarmin gelecekte cocuklarda astim
sikligmi etkileyecegini bildiren farkli arastirmalar bulunmaktadir. infantil dénemde
kullanilan VitD’nin ileride astima m1 yol agacagl yoksa astimdan mi1 koruyacagi halen
cevaplanamamistir. Bazi arastirmacilar, besinlerin VitD ile zenginlestirilmesinin astim
prevalansinda artisa neden olabilecegini iddia etmislerdir (189). Sears ve ark. anne
slitiiniin astim ve atopiye karst koruyucu etkisi olmadigini hatta riski arttirdigini
bildirmiglerdir (190). Tirk toplumunda emziren annelerin VitD diizeyleri genellikle
diisiiktiir (191). Ulkemizde dogumdan itibaren bebeklere 400 IU VitD proflaksisi
uygulanmaktadir. Bebeklerde VitD alimi ilk 1. ayda %80-90 dolayinda iken 6.aydan
sonra %75’e gerilemektedir (192). Astim grubunda anne siitii alim siireleri kontrol
grubuna gore yaklasik 8 ay daha kisaydi. Buna karsin istatistiksel olarak anlamli olmasa
da mama kullanim siiresini astim grubunda 4 ay daha uzundu. Tiirk pazarinda bulunan
mamalar VitD ile giliglendirilmektedir. Bir taraftan anne siitiindeki VitD yetersizligi
diger taraftan VitD ile takviye edilmis mamalar beraber diisiiniildiiglinde, astim
grubundaki ¢ocuklarin infantil donemde daha fazla VitD aldig1 varsayilabilir. Buradan
infantil donemde VitD alimi artikga daha sik astima gelisecegi gibi bir sonug ¢ikacaktir.
Ancak bu diisiince, gecmise yonelik beslenme aligkanliklarinin ve annelerin VitD
diizeylerini belirleme sans1 olmadigi icin sadece hipotez olarak kalacaktir. Ayrica
literatiirde anne siitii, VitD ve astim iligkisini arastiran bir ¢alismaya rastlamadik. Sonug
olarak bu iligkiyi arastiran ileriye yonelik dogum kohort ¢aligmalar1 planlanmalidir.

Astim grubunda 25(OH)D 1. kontrol dénemi diizeyi ile IgE arasinda pozitif
dogrusal bir iligki vardi (=0.41, p=0.04). Brehm ve ark. (5) 616 astimli ¢ocugun dahil
oldugu arastirmalarinda 25(OH)D diizeyi ile IgE ve eozinofil diizeyleri arasinda negatif
dogrusal iliski oldugunu ve 25(OH)D diizeyinin her 10 ng/mL artigina karsilik serum
IgE diizeyinin 25 IU/mL distiigiinii bildirmislerdir. Ancak bu arastirmada 25(OH)D
normal olan ve olmayan tiim cocuklar dahil edildigi i¢in calismamizla karsilagtirmak
dogru olmayacaktir. Diger taraftan Hypponen ve ark. (193) eriskin yas grubunda
25(0OH)D diizeyi ile IgE arasinda dogrusal olmayan (U-shaped association) bir iligki
oldugu, 25nmol/L altinda ve 135 nmol/L iizerindeki degerlerde IgE degerlerinin
arttigin1 belirlemislerdir. Matheu ve ark (194) hayvan deneylerinde VitD tedavisi
sonras1 T-hiicrelerin IL-4 ve IL-13 etkisiyle Th2’ye dogru yonlendigi ve IgE yapiminin

arttigint gostermislerdir. Calismamizda II. kontrol doneminde IgE degisimini 6l¢iim
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tekrar1 olmadig i¢cin degerlendiremedik. Kontrol gurubunda 25(OH)D ile IgE(logl0)
arasinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da negatif lineer bir iliski belirledik.
Yetersiz kontrol sayina bagli olarak istatistiksel farkin olusmadigimi diisiindiik (sekil
15). Ozellikle saglikli bireylerde VitD’nin immiin sistem iizerindeki regiilatuar etkisi
azaldikca IgE sentezinde artisa neden olabilecektir. Hypponen ve ark.(193) hem yiiksek
hem de diisiik 25(OH)D diizeylerinde IgE sentez artigin1 gostermeleri, 6zellikle normal
dis1 VitD’nin immiin disregiilasyona sebep olabilecegi diisiindiirmektedir. Bu immiin
disregiilasyon metabolizmay1 Th2 yoniinde cevap olusturmasina ve dolayisiyla alerjik
hastaliklara yatkinliga yol acacaktir. Calismamizda astim grubunda VitD ile IgE’nin
pozitif yonde, ayni 6zellikteki kontrol grubunda ise negatif yonde iligski olmasi bize,
asttimli hastalarda VitD ve IgE’nin birbirleriyle siki etkilesimde olduklarin
gostermektedir. Daha genis katilimli benzer 6zelliklere sahip kontrol grubunun da
bulundugu bir ¢alismayla IgE ve VitD etkilesimi daha detayli incelenmelidir.

Astim kontroliinii degerlendirmek icin birka¢ anket gelistirilmigtir. “Astim
Kontrol Testi” bu anketlerden birsidir. Tiirtkceye uyarlanmig ve 4-11 yas araliginda
kullanilmak iizere olusturulan AKT, son bir yil i¢cinde klinik kullanima girmistir (173) .
Anket formu degerlendirilmesi ile toplam alinan puan 20 ve iizerinde ise kismi ya da
tam kontrol, 12 ve altinda ise kotii kontrol olarak yorumlanir (196, 197). Calismamiza
dahil olan hastalar GINA kriterleri baz alinarak siniflandirildi ve higbir hasta kontrolsiiz
astim grubunda degildi. GINA rehberi ve AKT sonuglarini karsilastiran bir aragtirmada
sasirtict olarak sonuglarin her zaman birbiriyle uyumlu olmadig ve uyumsuzlugun
yaklagik %25 civarinda oldugu bildirilmistir (198). Calismamizda AKT skoru ile GINA
kriterlerine gore kontrollii grupta olup AKT skoruna gore kontrolsiiz grupta
degerlendirilecek (< 20 puan) 8 (%33,3) hasta vardi. Hi¢cbir hasta 12’nin altinda puan
almadi. VitD tedavisi sonrast sadece 3 (%12,5) hastanin AKT puani 20’nin altindayda.
Yedi hastada AKT skoru 4 veya daha fazla yiikseldi. 1. ve II. kontrol donemlerinde
karsilastirildiginda toplam AKT skoru sadece 3 hastada azalirken 18 hastada yiikselmesi
onemli bir bulgudur. 25(OH)D ile alinan toplam AKT skorlar1 arasinda bir iligki
olamamasina ragmen Il. ve I. kontrol donemleri arasindaki 25(OH)D farkiyla AKT skor
degisimi arasinda negatif yonde lineer bir iliski vardi (sekil 14). Calismamizda astiml
cocuklarin tamami tam veya kismi kontrol grubu astim hastalariydi ve higbirinde GK

direnci bulgulart mevcut degildi. Buna ragmen VitD tedavisiyle FEV1, FEV1/FVC ve
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MEF 25-75 o6l¢timlerinin anlamli sekilde diizelme ve AKT skorunda artis belirledik
(sekil 14). Diger taraftan solunum fonksiyon testlerinden II. ve 1. kontrol dénemleri
arasindaki AKT farki arttikca FEV1, FEVI/FVC ve MEF25-75 ait kontrol donemleri
arasindaki farkin artti§i goriildii. D vitamini tedavisinin hem siibjektif olarak AKT
skorundaki artisa, hem de objektif olarak SFT degerlerindeki yiikselise neden oldugu
aciktir. Bir ay gibi kisa bir slirede AKT skorunun ve SFT degerlerinin anlamli sekilde
diizelmesi ilgingti. Literatiirdeki bir¢cok arastirma VitD’nin etkilerini daha ¢ok zor tedavi
edilen agir astim astim grubu iizerinedir. Buradan VitD etkisinin sadece agir ve GK
direncli astim grubuyla sinirli olmadigr ve daha hafif formlarda bile anlamli gekilde
diizelmelere neden olabilecegi sonucuna vardik.

D vitamini astim gelisimine kars1 koruyucu etkisinin yaninda astimla iliskili
morbiditeyi de azaltir (6). Brehm ve ark. orta ve hafif siddetteki 1024 astimli ¢ocugu
kapsayan arastirmalarinda, 4 yil boyunca VitD yetersizligi olan cocuklarin astim
alevlenmeleri ve acile bagvurularinin olmayanlara gore anlamli diizeyde arttigini
belirlemislerdir. Bunun VitD’nin viral enfeksiyonlara karsi koruyucu etkisi ve sekelsiz
iyilesmeye katkis1 sonucunda olustugu savunulmustur (5). Inhale steroid kullanimin
astim atak sikligimi azalttigr bilinmektedir (13). Aymi arastirmada VitD yetersizligi
olanlarin daha az inhale steroid kullamildig1 goriilmiistiir. Yazarlar, VitD yetersizligi
bulunan cocuklarda diisiik oranda inhale steroid kullanmanin atak sikligindaki artisa
sebep olabilecegini, bunun yaninda diizenli inhale steroid kullananlarda yeterli VitD
seviyesinin astim atak sikligini azaltabilecegini vurgulamislardir. Majar ve ark. (8), yas
ortalamast 11 ve sadece ev tozu alerji olan 48 astim tanili ¢ocugu cift kor rastgele iki
gruba ayirarak bir gruba inhale steroid ve plasebo VitD, digerine ise inhale steroid ve
500 IU VitD3 tedavisi 6 ay boyunca uygulamiglar. Arastirma sonucunda VitD tedavisi
alan grupta astim atak sayisinin, Astim Tedavisi Degerlendirme Anketi (Asthma,
Therapy Asessment Questionnaire) skorunun belirgin azaldigi, FEV1 degerlerinin ise
yiikseldigi bildirilmistir. En dikkat ¢eken bulgu ise diisiik 25(OH)D diizeyine sahip
cocuklarda astim atak sayisimin 8 kat artmasidir. Ilging olarak 6 ay siiresince VitD
tedavisi alan c¢ocuklarda baslangic donemine gore 25(OH)D diizeyinde degislik
olmamistir. Yazarlarin yorumu ise VitD tedavisiyle dogal immiin sistemin
antimikrobiyal etkinliginin artirarak inflamasyon gelisim siirecini engellendigi

yoniindedir.



78

Calismamizda bir aylik takip esnasinda astim grubunda bir, ¢alisma grubunda
iki ¢ocuk iist SYE &ykiisii olmasi1 nedeniyle ¢aligmadan c¢ikarildi. Astimli ¢ocuklarin
higbirisi bir aylik takip siiresince astim atagi ge¢irmedi. Sadece ii¢ hastada (haftada bir
seferden daha az) kisa etkili inhaler betamimetik (terbutalin) kullanma ihtiyaci oldu.
Calismamizda VitD tedavisinin atak sayisina ne kadar etkisi oldugunu ¢alisma siiresinin
kisalig1 nedeniyle degerlendiremedik. Tiim ¢ocuklar halen klinigimizde takip edildigi
icin ilerleyen aylarda bu konuda daha net bilgiler sunacagiz. Bir aylik kisa bir siirede
dahi SFT degerlerinin belirgin diizelmesini sadece VitD’nin enfeksiyonlara kars1 dogal
immiiniteyi regiile etmesiyle agiklamak yeterli olmayacaktir.

Solunum yolu epiteli dis ortamdan gelen ve her solunumda siirekli tekrarlanan
antijenik uyartyla kars1 karsiyadir. Antijenik uyariya yanit, dogal ve kazanilmig immiin
sistem igbirligiyle saglanir. Uygun olmayan veya kontrolsiiz immiin yanit doku hasarina
yol agacaktir. Alerjenlerin neden oldugu siirekli immiin sistem uyarimi asir1 duyarlilikla
birlikte kontrolsiiz alerjik akciger enflamasyonuna neden olabilir (204). Adrenal doku
disinda da GK sentezi gerceklesebilir. Akciger dokusundaki GK sentezi ile antijenik
uyartya karsi olusacak asiri immiin yanitin 6niine gegilebilir. Bu konuda Hostettler ve
ark. akciger epitelinde lokal GK sentezinin varligini arastiran ¢alismalarinda, fare
akciger dokusunun anti-CD3 antikoru, lipopolisakkaritler ve TNF-a ile uyarilmasi ile
kolesterolden bol miktarda kortikosteron salgilandigini belirlemislerdir (205).

D vitamini ve GK iligkisini aragtiran c¢aligmalarin biiyiikk cogunlugu kanser
biyolojisi lizerinedir. Kalsitriol (1,25(OH)2D3) baz1 kanser hiicre tiplerinde hiicre
biiylimesini inhibe ederken hiicre olgunlagmasini ve hiicre dongii duraklatilmasini (cell
cycle arrest) destekler. D vitamininin skuamoéz hiicreli karsinom, meme, kolon ve
prostat kanseri {iizerinde anti-timor aktivitesi oldugu gosterilmistir (199). Bu
arastirmalar esnasinda VDR ve GK arasinda sinerjistik etkilesimin oldugu,
deksametazonun VDR protein diizeyini ve kalsitrioliin anti-proliferatif etkisini arttirdigi
belirlenmistir (200). Hidalgo ve ark. kisa siire Once yayinlanan arastirmalarinda
deksametazonun VDR reseptor transkripsiyonunu artirarak kalsitrioliin etkisini
potansiyalize ettigini gdsterilmiglerdir (201). Kalsitriol, yag dokusu hiicresinde
glukokortikoid Onciillerini kortizon ve kortizole donistiiren 11p-hidroksisteroid
dehidrogenez tip | enzim aktivitesini 2 kat artirarak GK sentezine pozitif yonde katkida
bulunur (202). Dokuda artan artan GK ise VDR aktivitesini artiracaktir (203).
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Literatiirde solunum yolu epitelinde GK ve VDR arasindaki iliskiyi aragtiran bir
calismaya rastlamadik.

Calismamizda bir ay gibi kisa siire i¢cinde AKT skorunda artis, SFT
degerlerinde diizelme ve ihtiya¢ duyulan ila¢ miktarinda azalma belirledik. Kisa siire
icinde olusan bu degisim i¢in, VitD’nin akciger iizerindeki diizenleyici ve koruyucu
etkisinden kaynaklandigini séylemek yeterli olmayacaktir. 11p-hidroksisteroid
dehidrogenez enzimi aktif olmayan dehidrokortikosteronu aktif hale doniistiirtir (205).
Kalsitrioliin yag dokusunda 11B-hidroksisteroid dehidrogenez enzim aktivitesini
arttirdigr  gosterilmistir (203). Akciger dokusunda steroidogenez igin gerekli tiim
enzimler bulunur. Literatiirde solunum yolu epitelinde VitD’nin GK salinimina olan
etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlamadik. Heniiz arastirllmamis olsa da kalsitrioliin
akciger dokusunda, yag dokusunda oldugu gibi, GK’nin aktif formlara donilismesini
saglayarak lokal etkisini artirabilecegi hipotezi one siiriilebilir. Boylece VitD, dolayl
yoldan akciger dokusundaki lokal GK yogunlugunu artirarak eksojen streoid ihtiyacini
azaltacaktir. Bu konuda yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Banerjee ve ark. havayolu diiz kas hiicre kiltiirlerinde VitD ve flutikazonun
RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted), 1P-10
(interferon-inducible protein 10) ve fractalkine (FKN) gibi kemokinleri nasil
etkiledigini arastirmiglar ve VitD ’{in tek basina solunum yolu diiz kas hiicrelerinden
kemokin salinimin1 diizenleyebildigi sonucuna varmislardir (206). Son donemde
yayinlanan bazi arastirmalar sonucunda, akciger dokusunda VitD’nin neden oldugu
anti-inflamatuar etkinin direk mi yoksa GK sentezini artirmasina m1 bagli dolayli bir
etki mi oldugunu tekrar sorgulamamiz gerekir (201, 203, 204) . Her ne sebeple olursa
olsun, hava yolunun yeniden diizenlenmesinde VitD’nin hem immiin sistemi etkileyerek
hem de havayolunda kemokin salinimini diizenleyerek etkide bulunabilecegi
sOylenebilir.

Deksametazon ve 1,25(OH)2D3 varliginda CD4+Treg yiiksek miktarlarda IL-
10 salgilayabilirler (16). Xystrakis ve ark. klinik olarak GK’ya direncli siddetli astimli
hastalarin hiicre kiiltiirlerinde deksametazonun yalniz basina D4+Treg’lerden yeterince
IL-10 sentezletemedigi ve VitD ilavesiyle bu sorunun istesinden gelindigini
bildirmislerdir. Sonugta GK direngli agir astimli hastalarin tedavilerine VitD ilavesiyle

tedavi basarisini arttirabilecegini ifade etmislerdir (16).
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Glukokortikoidler antiinflamatuar tedavinin en Onde gelen ilaglarindandir.
Glukokortikoidlerin inhaler formlarmin tedavide kullanima girmesiyle astim
morbiditesinde 6nemli gelismeler kaydedildi. Glukokortikoidler her ne kadar etkin bir
antiinflamatuar tedavi olmasina karsin uzun siire ve yiiksek dozlarda kullanildiginda
onemli yan etkilere sebep olabilirler. Amag, tiim bu yan etkilerden sakinmak ve daha az
flag dozu ile daha iyi sonug¢ elde etmektir. Glukokortikoidler hiicrede etkilerini GR
araciligiyla gergeklestirir. Bazi astimli hastalarin GK’lara yetersiz cevap vermesi
yiiksek dozda ilag ihtiyact dogurur. Bazi arastirmacilar GK direncine (GD) GR
tizerinden yanit aramislar (207- 212).

Arastirmalarin biiyiik ¢ogunlugu GR ile agir astimli hastalarin GD {izerine
yogunlagmustir. In vitro ¢alismalarda GR- iliskili olarak GK gen ekspresyonun azaldig1
ve GR Kklasik etkilerini bozarak GK duyarsizligina neden oldugu gosterilmistir (213).
Chirtodoulopoulos ve ark. postmortem alinan solunum yolu epitelinde fatal astimda
kontrol grubuna gore 6zellikle T-hiicreler tizerindeki GR-B diizeyinin anlamli diizeyde
arttigin1 belirlemislerdir. Kiiciik ve biiylik havayollarinda GR-B ekspresyon miktarinin
farkli olmadigr goriilmiistiir (209). Steroid duyarsiz astimlilarla artmis GR-f ekspresyon
diizeyinin astim mortalitesi ile iliskili oldugunu vurgulamislardir. Pujols ve ark. steroid
tedavisi sonrast akciger dokusundaki fibrotik doku patoloji skoru ile GR-a arasinda
negatif iliski, FVC ile GR-o arasinda pozitif iliski belirlemislerdir. Intertisyel akciger
hastaliklarinda steroid cevabinin GR-a ekspresyonuna gore degisebilecegi sonucuna
varmiglardir (211). Goleva ve ark. ise benzer sekilde GK duyarsiz astimli hastalarda
bronkoalveolar lavaj sivisindaki makrofajlarda GR-a niikleer translokasyonun azaldigi
ve GR-f ekspresyonun arttig1 bulmuslardir. Calisma grubumuzda steroid duyarsiz hasta
yoktu. Ancak kismi veya tam kontrollii hastalarin GR-o ve GR-f RGE aralarinda
farklilik olmadig1 goriildii. Ayn1 zamanda VitD tedavisiyle farklilik olugmadi.

Calismamizda periferik mononiikleer hiicrelerdeki (PMNH) GR ekspreyon
diizeylerini belirdi. Dolasimda bulunan PMNH GR diizeyini farkli parametreler
etkileyebilir. Dolayisiyla aragtirmamiza kontrol grubu ekleyerek giiciinii artirmayi
diisiindiik. Kisa zaman araliginda yapilan Olglimler ile etki edecek faktorler
sinirlandirdi. Astim grubunda 6l¢iilen en diisiik ve en yiiksek GR-a GRE degerleri i¢in
2% kat ve GR-p RGE icin 22 kat fark oldugu goriildii. Literatiirde farkli teknik ve

Ol¢im  metodlart  kullanildigi  icin = ¢alisma  degerlerimizi  digerleriyle
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karsilagtiramayacagiz. GR-a’nin hem kontrol grubunda hem de astim grubunda GR-f
gore yaklasik 1000 (2'°) kat daha fazla bulunuyordu. Bu farki Torrego ve ark. 600 kat,
Pujol ve ark. ise 1000 kat oldugunu bildirmislerdir (208, 211). Calismamizda VitD
tedavisi Oonceki ve sonrasi GR-a ve GR-B RGE degisimi agisindan astim grubunda
farklilik yoktu (Tablo 22).

Calismamizda en dikkat ¢eken bulgu GR-B RGE’deki farkliliklardi. D vitamin
tedavisi sonrasi astim grubunda hafif oranda GR- RGE’de artis olmasina karsin kontrol
grubunda belirgin olarak azaldi. VitD tedavisi sonras1t GR-a RGE’leri kontrol grubunda
daha fazla olmak {izere her iki grupta artti. Glukokortikoid tedavisi sonrasi GR-a
ekspresyonunun hem transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel mekanizmalar
aracilifiyla down-regiile olabilecegi belirtilmistir (r52). Uzamig GK alimina baglh
gelisebilecek yan etkilerden viicudu korumak i¢in gelisen negatif feedback mekanizmasi
ile iliskili oldugu diistiniilmiistiir (105). Buna bagli olarak ¢alismamizda astim grubunda
GR-a RGE’deki artisin kontrol grubuna gore daha diisiik olmasi beklenebilir. Ayrica
VitD tedavisi sonras1t GR-a RGE’deki artigin kontrol grubu kadar belirgin olmamasi, bu
down-regiilasyon mekanizmasi ile agiklanabilir. Ancak hastalarimizin higbiri sistemik
steroid kullanmiyorlardi. Hastalarimizin tamam giinliik 400 mcgr budesonid veya 200
mcgr flutikazon propiyonat inhaler olarak aliyorlardi. Bu dozlarda sistemik dolasima
katilan GK’nin biyoyaralanimi oldukga diisiiktiir (214). Sistemik dolasima bu kadar az
oranda karisan GK’nin PMNH iizerinde GR-a RGE {izerine etkide bulunup
bulunamayacagin1 arastiran bir caligmaya literatiirde karsilagmadik. Sonugta, astim
grubunda uzun dénem GK alimmin GR-o’nin downregiilasyon ugramasina neden
olacagin1 ve daha az eksprese edilmesine sebep olacagini diisiindiik. Kontrol grubunda
iIse GR-o’nin VitD etkisiyle artan steroidogenez sonucunda daha ¢ok eksprese edildigi
ve uzun GK kullanim etkisine bagl reseptdr down-regiilasyonu olusmadigi i¢in astim
grubuna gére GR-a RGE’de anlamli artis oldugu sonucuna vardik.

Bir¢cok arastirmada GR-B, GD ile iliskilendirilmis ve GR-a’ya bagh
transaktivasyon ve transrepresyon mekanizmalari iizerine negatif etkide bulundugundan
bahsedilmistir (207, 215). Calismalarda daha ¢cok GR-a ve GR-B’nin neden olduklari
protein sentezleri iizerinde durulmustur. Birbirlerini nasil etkiledikleri net degildir.
Negatif feedback mekanizmalar1 dikkate alindiginda GR-o diizeyi arttikga bunu

antogonize edebilmek i¢cin GR-B diizeyinde de artis olmasi beklenir. Caligmamizda
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asttim grubunda diisiik miktarda da olsa artis, kontrol grubunda ise tam tersi, GR-f
diizeyinde azalma belirledik. Astimli hastalarda VitD diizeyi ile Onemli bir
proinflamatuar sitokin olan TNF-o arasinda ters iliski vardir (3). D vitamini MAPK
aktivitesi artirarak GK’nin daha etkin olmasimi saglar (2,3). Invitro ¢alismalarda ortama
VitD ilavesiyle deksametazonun aktif dozunun 10 kata kadar azaldigi goriilmiistiir.
Ayrica VitD IL-10 gibi regiilatuar fonksiyonu olan sitokinlerin de salinimim
artirmaktadir (2). Steroid direnci olan hiicre modellerinde VitD’nin doza bagli olarak
deksametazonun etkinligini ve immiinsupresif fonksiyonunu arttirdigi gosterilmistir (2).
Calismamizda astim grubunda GR-B’nin VitD tedavisi ile siiprese olmazken, kontrol
grubunda anlamli diizeyde siiprese olmasi bize, astiml1 hastalarda saglikli bireylere gore
GR-f’nin GK aktivitesindeki siipresif etkisinin gore daha baskin oldugu gosterir.
Dolayisiyla proinflamatuar sitokin salimindaki kontrolsiizlik ve regiilatuar hiicre
fonksiyonlarindaki yetersizlik doku hasarinin olugmasina, bronsiyal asir1 duyarlilik ve

astima neden olabilen sitokin bagimli birgok patolojik degisiklige kaynak olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER
Astim grubunda ailede alerjik hastalik bulunma Oykiisii kontrol grubuna
gore yiiksekti.
Astim grubunda anne siitli alma siiresi kontrol grubuna gore ortalama 8 ay
daha kisaydi.
Astim grubunda kan eozinofil sayisi ve IgE diizeyleri kontrol grubuna gore
yiiksekti.
D vitamini tedavisi astimli ¢ocuklarda, AKT toplam skorunu anlaml
diizeyde artird1.
Astimli ¢ocuklarda D vitamini tedavisi ile SFT parametreleri belirgin
diizeldi. Astimli hastalarda saglikli bireylere gére SFT parametrelerindeki
en belirgin diizelme FEV1/FVC degerindeydi.
I. ve II. kontrollerde 25(OH)D diizeyi farkli ile AKT skorlari arasinda
negatif, FEV1, FEV1/FVC ve MEFs.75 degerler farklari arasinda pozitif
yonde iligki vardi.
25(OH)D diizeyi ile IgEogi0) degerleri arasinda astim grubunda pozitif
yonde, kontrol grubunda ise negatif yonde iliski belirlendi.
Glukokortikoid reseptdr a RGE, GR- RGE’den 1000 kat daha fazlaydi.
Astimli hastalarda VitD tedavisi ile GR-o. RGE’deki artis kontrol grubuna
gore daha azdi.
Astimli hastalarda VitD tedavisinin GR-a ve GR-3 RGE anlamli diizeyde
etkilemedigi goriildii.
Astimli hastalarda VitD tedavisi ile GR-f RGE’de dnemli bir degisiklik
olmazken kontrol grubunda anlamli miktarda azdi.
Bolgemizde, cocuklarda VitD yetersizligi sikliginin belirlenmesi igin
caligmalar planlanmalidir
Astimlit  c¢ocuklarda hastalik siddetinden bagimsiz olarak VitD
yetersizliginin arastirilmasi ve  VitD yetersizligi belirlenenler tedavi
edilmelidir.
Astim patogenezinde giliniimiizde glukokortikoid fonksiyonlarini inhibe

eden mediatorler ve reseptorlere ait yeni ¢alismalar planlanmalidir.
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