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Turbadan elde edilen humati n anti-enflamatuar 6 zellikleri olmasi na ragmen, sapropeller
ve mumya tani mlanmi s ti r, antiile ilgili herhangi bir klinik cali s mayapr Imami s t r.
ko murden elde edilen humati n enflamatuar etkileri. Leonardit humatkars 1 las tt n Idi § nda

bir si ¢an modelinde temasas 1 ri duyarli It & ni baski lamada prednizolon ile olumlu bir s ekilde.

Avrupa Ila¢ Degerlendirme Ajansi tarafi ndan hazi rlanan bir rapora gére

Urinlerin toksisite call s malari (S ubat 1999), linyit ké mirinden ¢i kari lan hiimik asitler

1g/kgvicutadr rh g kadar yuksek oral dozlarda kronik bir cali s mada si ¢anlar Uzerinde toksik etki g6 rilmedi,
farelerde himik asitlerin agi zdan uygulanmasi ndan sonra LD50 rapor edilmis tir.

11g/kg BW'den blyuk olmak. Bu rapor yaki n zamanda ayri  bir kurulus tarafi ndan onaylanmi s t1 r.

derscall 5 ma.

Bu¢ali s mani namac ,ilaci nguvenligini ve terapdtik etkinligini belirlemekti.

saman belirtilerini ve semptomlari ni azaltmada oral potasyum humat (Humiboost™)

¢imen poleni mevsiminde atopik hastalarda ates . Bu paralel ¢ift kdr

plasebo kontrollli fazII ¢ali $ masi nda potasyum humat, rastgele bir s ekilde atanmi s ti r.
Akut atopik hastalarda (n = 40) glinde b6 1inmus dozlar halinde 1.8 g'li k doz

saman nezlesi belirtileri. belirlemek i¢in kan ve burun 6 rnekleri kullani Idi .

Potasyum humati n glvenligi/ve bazofil aktivasyonu, sitokin seviyeleri Gzerindeki etkileri

ve eozinofil migrasyonu. Anti-alerjik oldugunu belirlemek icin bir deri prick testi kullani Idi .
Uzerindeki etkilerini belirlemek i¢cin semptom skoru 6l¢egi kullant Imi s t r.

saman nezlesi belirtileri.

Latrobe vadisi potasyum humatTM'nin klinik gavenligi kani tlanmi s tt r.Bucali $ ma
cilt delme testi sonuclari nda ve eozinofilde 6 nemli bir azalma ile dogrulandi

Bu Urunun kesinlikle anti-inflamatuar ve ayri ca anti-alerjik oldugunu sayar.

O zellikler, ancak toplam semptom skoru ile anlaml  bir fark olmamasi nedeniyle henliz
alerjik rinit semptomlari ni hafiflettidi kani tlanmi s ti r. 6 nemli degil

notrofil yapi s ma testiile ilgili olarak farkli I klar gézlendi, bu nedenle

potasyum humati n daha spesifik bir anti-alerjik etkiye sahip oldugunu dis Gndirr. ile

etki mekanizmasi nabaki Idi @ nda, etkisine ilis kin umut verici sonuclar bulunmaktadi r.
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IL-4, IL ekspresyonunu azaltarak eozinofillerin toplanmasi  ve aktivasyonu

5, IL-8 ve IL-13, istatistiksel anlamh l1 ga ulas masa da.

Anahtar kelimeler: Himik asit, alerjik rinit, eozinofiller, bazofiller, sitokinler,

ndtrofiller, iltihaplanma.
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Turbadan elde edilen humati n anti-enflamatuar 6 zellikleri olmasi na ragmen,

sapropel ve mumya zaten tani mlanmi s olmasi naragmen, anti ile ilgili herhangi bir klinik ¢ali s ma bulunmamaktadi r.
Linyitten elde edilen humati ninflamatuar etkileriyapi Imami s ti r. gdre bir

Oncekicall s ma, leonarditten tiretilen hUmati n

Bir si ¢can modelinde temasas 1 ri duyarh I § ni nbask lanmasi .

"Avrupa [lac Degerlendirme Ajansi "tarafi ndan hazi rlanan bir rapora gére

Uriinler (izerinde toksisite cali s malari " (S ubat 1999) humien emin, ne linyitten

ekstrakte edildi, oral olarak si ¢anlarda yapi lan kronik bir ¢ali $ masi rasi nda hi¢bir toksik etkisi olmadi .
1g/kg vicut agr rli g kadar yiksek dozlar. Rapora gore farelerde LD50,

humik asitlerin oral uygulamasi ndan sonra, 11 g/kg vicut agr rh g ndan fazla. Bu rapor

yaki nzamanda ayri bir cali $ mada dogruland: .

Bucall s mani namaa ,ilaci n glvenligini ve terapdtik etkinligini degerlendirmektir.

potasyum humat (Humiboost®) ve etkinligini belirlemek icin

sI rasi nda atopik bireylerde saman nezlesi belirti ve semptomlari ni belirlemek

¢im ve polen sezonunu azalti r. Bu paralelde, ¢ift kor, plasebo

kontrolli fazII ¢ali $ masi potasyum humat, bas 1 na 1.8 g'li k bir dozajda randomize edilmis tir.
gun, saman nezlesi semptomlari olan atopik hastalara (n=40) uygulandi . kan ve

Potasyum humati n guvenligini ve/veya etkinligini test etmek i¢in nazal 6 rnekler kullani Imi s t1 r.
bazofil aktivasyonunu, sitokin seviyelerini ve eozinofil g6 ¢tini belirlemek icin. Ayri ca bir levha

st rasi nda humati n anti-alerjik aktivitesini belirlemek i¢in kullani lan prick testi

Saman nezlesi semptomlari  Uzerindeki etkilerini 6 lgmek icin semptom skor 6l¢egi kullani Idi

belirlemek

Latrobe vadisinden potasyum humati n klinik gtvenligi bu cali s madadi r.

kani t.Bucali s maayr ca esas olarak deri ignesinden sonuglar elde etti.

test ve eozinofil sayr lari , potasyum humati n kesinlikle antiinflamatuar oldugunu dogrular
ani-alerjik aktivitelere sahip olmani nyani si ra. Toplam semptom skoru durumunda
ancak, bunun semptomlari  oldugunu kani tlayacak anlamli  bir fark yoktu.

alerjik rinit duzelmez. Daha fazla anlaml  fark g6 zlenmedi

notrofil yapi s ma deneyine gelince, potasyum humati n
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daha spesifik bir anti-alerjik etkiye sahiptir. Etki mekanizmasi na gelince
is eall mi ni nve aktivasyonunun oldugunu 6 ne siren umut verici gé zlemler yapti
eozinofiller, Il-4, 1I-5, 1I-8 ve

II-1B, bu istatistiksel olarak anlamh  olmasa da.

Anahtar terimler: Muminik asit, saman nezlesi, eozinofiller, bazofiller, sitokinler, no trofiller,

ve iltihaplanma.
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TABLO LISTESI

Tablo 1

Tam kan sayr mi i¢in patoloji sonuclari  (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH, MCHC,
RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA ve PLT), karaciger (alkalin fosfataz ve gama)
GT) ve bé brek (sodyum, potasyum, kreatinin, Ure ve Urat) fonksiyon testleri

tedavi edilen ve plasebo grubunun ¢ali s masi ndan & nce ve sonra elde edilen hastalar (sf 48).

Tablo 2

Tedavi edilen ve plasebo gruplari ni nc¢ali s masi ndan 6nceki ve sonraki toplam semptom skorlari  (pg

50).

Tablo 3

Muamele edilmis vs.'nin¢ali s masi ndan 6 nce ve sonra kabarti  6l¢imleri (mm cinsinden cap)

deri delme testlerine g6 re plasebo gruplari  (sf 51).

Tablo 4

All nan yaymalarda eozinofil varli @ ni n derecesi (derecelendirme sistemi kullani larak)

tedavi edilen vs plasebo gruplari .

Tablo 5

Potasyum humati nistirahat ve uyari Imi1 s ndtrofillerin adezyonu Uzerindeki etkileri
artan konsantrasyonlarda is lendiginde BHK 238-1 hticre hatti nayapr $ ma

potasyum humat (sf 53).

Tablo 6

Potasyum humati nistirahat ve uyart Imi s ndétrofillerin adezyonu Uzerindeki etkileri
artan konsantrasyonlarda is lendiginde BHK 333-1 hiicre hatti nayapi s ma

potasyum humat (sf 54).

Tablo 7

Aktive edilenlerin yuzdesindeki farka gé re plasebo ve tedavi edilen gruplar

tedaviden 6 nce ve sonra bazofiller (sf 55).

10
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Tablo 8

Denemeden 6 nce ve sonra Th1 sitokinlerinin ortalama ortalamalari ve standart sapmalari

si rasi yla (sf 56).

Tablo 9

Denemeden 6 nce ve sonra Th2 sitokinlerinin ortalama ortalamalari ve standart sapmalari

si rasi yla (sf 56).

11
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S EKIL LISTESI

S ekil 1

Tam kan sayr mi i¢in patoloji sonuglart  (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH, MCHC,
RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA ve PLT), karaciger (alkalin fosfataz ve

gama GT) ve bo brek (sodyum, potasyum, kreatinin, Gre ve urat) fonksiyon testleri

bunlar plasebo grubunda yapi Idi (sayfa 49).

S ekil 2

Tam kan sayr mi i¢in patoloji sonuclart (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH, MCHC,
RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA ve PLT), karaciger (alkalin fosfataz ve

gama GT) ve bd brek (sodyum, potasyum, kreatinin, tre ve Urat) fonksiyon testleri

potasyum humatla tedavi edilen grupta yapi Idi (sf 49).

S ekil 3
Potasyum humati nistirahat ve uyari Imi s notrofillerin adezyonu Gzerindeki etkileri
artan konsantrasyonlarda is lendiginde BHK 238-1 hiicre hatti nayapi $ ma

potasyum humat (sf 53).

S ekil 4
Potasyum humati nistirahat ve uyari Imi s ndtrofillerin adezyonu Gzerindeki etkileri
artan konsantrasyonlarda is lendiginde BHK 333-1 hiicre hatti nayapi s ma

potasyum humat (sf 54).
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KISALTMALAR LiSTESI

Alkalin fosfataz

kovaryans analizi

varyans analizi

Alerjik rinit

bazofiller

Bebek hamster b brek fibroblastlari
Vacutagr rli g

Kemokin kompleman reseptéra 3

Farkh las ma kimesi

kreatinin

Tamamlayr ¢ Reseptdr 3

Timus yardi mcr  hucresi 2 Gzerindeki kemoatraktan
Dulbecco'nun degis tirilmis Eagle ortami
dimetil sulfoksit

2,4-dinitro-florobenzen

Prostaglandin D reseptdru

Eozinofil katyonik protein
Etilendiamintetraasetik asit

eozinofiller

Eozinofil proteini X

Floresan boncuk immun testi

Floresan izotiyosiyanat

Gram/Yercekimi

gama-glutamin transaminaz

Hanks dengeli sodyum solisyonu

hematokrit

Hemoglobin
Insanbag s 1 ki keksikligi virtisi
Hucre i¢i adezyon molekull

interferon

Immiinoglobulin E

Immiinoglobulin G
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Interlkin
Potasyum
Kilogram
Litre
Adirici doz

|16 kotrien

lenfositler
Ortalama hiicre hemoglobini

Ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu

Ortalama hucre hacmi
mikrolitre

Miligram

Mililitre

Milimetre

monositler
Mieloperoksidaz
Sodyum

no trofiller

notrofil elastaz

nikleer faktor

Nanometre

O-fenilendiamin

Trombosit aktive edici faktor
Fosfat tamponlu salin
fospotidilkolin

polietilen

prostaglandin

trombositler

Forbol miristat asetat
Polimorfonukleer 16 kosit

Aktivasyon Uzerine duzenlenen normal T hlicresi eksprese edilir ve

salgl lanan

Ki rmi zi kan hucreleri

bagi | santriftj alani
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Reaktif seyreltme tamponu

ki rmi zi hicredad ti m genis ligi

Dakikadaki devir sayi si
Standart sapma

Deri delme testi

Timus sitotoksik hucreleri
tumor buyume fakto ru

Tyardi mc lenfosit

TUmo6r nekroz faktori
son cilt
Ekars 1

Beyaz kan hucresi

15
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BOLUM 1
LITERATUR I NCELEMESI

1.1. Giris

1.1.1. Alerjik rinit

Alerjik rinit, diger alerjik hastali klarla yaki ndan ilis kili olan inflamatuar bir hastali kti r.
kos ullar ve sistemik bir bagr s 1 kli k bozuklugunun yerel bir tezahtirt olarak gé rulebilir
(Holgate, 1999). Ani alerjik tepkiler ag rli kli olarak histamindir.

araci I vesuluburunaki nti si , nazal veya okiler kas 1 nti gibi semptomlari a¢i klar
ve haps 1 rma Geg yani tlar daha karmas 1 kti rve sistemik bir bagi s 1 kh kicerir.

daha sonra burunti kani ki § , yorgunluk vb. semptomlara yol agan aktivasyon.

IL-4, 5 gibi kemokinlerin tipik ekspresyonu ile temel olarak Th2 tipi bir reaksiyon,

6, 8 ve 13, eotaksin ve RANTES'in yani si ra adezyon molekullerinin yukari regtlasyonu

ICAM-1 ve P-selektin (Elias ve digerleri, 2003).

Bas ar1 I tedavi, yalni zca lokal semptomlari n belirti ve semptomlari ni basti rmak degildir.
atopik hastali klari n tezahurlerini degil, ayni zamanda temel immdin serbestles meyi ele almak igin
Daha eksiksiz ve kali ¢ bir tedavi olus turmak i¢in. Bugtne kadar, tedaviler

esas olarak topikal veya sistemik antihistaminikler, glukokortikosteroidler ve dekonjestanlar.
TUum bu ilaclar nispeten pahali di r ve lokal veya sistemik

yan etkiler ve ayri ca anormal bad s 1 kli k tepkisini nedensel olarak ele almaz.
1.1.2. eozinofiller

Doku eozinofillerinin birikmesi, alerjik rinitin karakteristigidir.

eozinofiller olmayan bireylerin nazal mukozasi nda nadiren bulunur.

atopik ve burun semptomlari yok. Eozinofillerdeki arti s lar hem

burun mukozasi ni1 nlamina propria ve epiteli (Breddin ve digerleri, 1993, 1995,

Bentley ve digerleri, 1992, Jacobcon ve digerleri, 1999) ve geri kazani mlari da

nazal limen 6 rnekleri (Andersson ve digerleri, 1989, Pipkorn ve digerleri, 1988, Salib ve digerleri,

2005).

16
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Aktif alerjik rinit s1 rasi nda, artan birikimin bir kombinasyonu oldugu go rilmektedir.

doku eozindfillerinin sayr si ve yogun degrantilasyon, yuksek diizeyde ekstraseliler Uretir.
eozinofil granul Grunlerinin hedef dokuda birikmesi. Bunlarla kars 1 las ti rmali

doku degis iklikleri, eozinofil aktivasyonunun nazal limen belirteclerinde degis iklikler vardi r
(Ahlstrom-Emanuelsson ve digerleri, 2004). Nazal lavaj tekniginin kullani Idi g bircali s ma
mevsimsel rinit eozinofil sayl1 si nda 20 kat arti § gdstermis tir.

Polen sayr mlari ni yaki ndan takip eden polen mevsimi boyunca lavajsi vi si ve

hastalari n belirti skorlari  (Pipkorn ve ark. 1988).

Eozinofillerin, eozinofillerle ilis kili inflamatuar ve sitotoksik olaylara araci I k ettigi dis Unulmektedir.
brons iyal asti m, rinit ve urtiker dahil olmak Gzere alerjik bozukluklar (Gleich ve ark.,

1993, Kroegel ve digerleri, 1994). Bu yorum ¢ok yerles ik olanla uyumludur.

hipereozinofilik disfonksiyonlari nag¢i kgailis kili oldugu gézlemler

doku hasari , 6zellikle endomiyokardiyal fibroz (Wardlaw ve digerleri, 1995).

Eozinofil granili, 6 nceden olus turulmus oldukga toksik katyonik proteinlerin bir spektrumunu kapsar.
yapabilen major temel protein ve eozinofil katyonik protein dahil

hedef hiicrelerin zar yapi si ni bozarak doku hasari na neden olur (Gleich ve

al., 1993). Eozinofiller ayri ca PAF, |6 kotrien C4,

Enflamasyona neden olabilen aktif oksijen turleri ve ¢es itli sitokinler,

hava yolunun 6 nemli biles enleri olan bronkokonstriksiyon ve mukus hipersekresyonu

alerjik is lev bozuklugu (Weller, 1994). Proinflamatuar efektdr is levi

Eozinofiller, birikmis ¢ok sayl dacali s ma ile desteklenmis tir.

1980'ler boyunca.

1.1.3. bazofiller

Aras ti rma, bazofillerin alerjik hastali klardaki olasi roline dairi¢gdéra saglami s ti r.
ve patojenlere kars 1 badr s 1 kli k.En énemlisi, bazofillerin hi zla

blyluk miktarlarda duzenleyici sitokinler interld kin IL-4 Uretir (Brunner ve ark.,

1993; Arock ve digerleri, 1993) ve IL-13, (Li ve digerleri, 1996; Gibbs ve digerleri, 1996;
Ochensburger, 1996) CD40L'nin (Yanagihara) kurucu ifadesi ile birlikte

ve dig., 1998; Gauchat ve digerleri, 1993) ve CCR3 (Uguccioni ve digerleri, 1997) yluzeylerinde,
efektdr hicreler olarak bilinen rollerinin 6 tesine gegen spekuilasyonlari ko rikledi.

IgE araci I reaksiyonlar.
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Bazofillerin ayr1 ca dogrudan indukleyerek alerjide ¢ nemli bir rol oynadi § &6 ne surtlmus tar.
T hucrelerinden bagi msi z olarak B hiicrelerinde IgE izotipine gegis . Uretilen bazofiller

varli @ nda kiltivasyondan sonra insan go bek kordonu kani  mononukleer hiicrelerinden
uygun sitokinlerin, tespit edilebilir CD40L seviyelerini ifade ettigi ve IgG4'l indukledigi ve
Alerjenle uyari Idi @ nda B hucrelerinde IgE sentezi. IgE indiksiyonu

IL-4 ve IL-13'Gn monoklonal ile nétralize edilmesiyle sentez tamamen iptal edildi

antikorlar veya ¢dzunur CD40 ile CD40L (Yanagihara ve arkadas lar , 1998). bu ytizden

IL-4 ve IL-13'Un ana kaynadi olarak bazofillerin ve

Yap! sal olarak CCR3 ve CD40L'yi yuzeylerinde ifade etmek, 6 nemli bir rol oynayabilir.

ancak astt m ve diger alerjik durumlari n patolojisindeki rold hafifeallh nmi s t r.
1.1.4. notrofiller

No trofiller, kemokinler, siperoksit salarak iltihaplanmaya katki da bulunabilir.

anyon ve granuler enzimler. Epitel astari ndaki st vi larda notrofil elastaz (NE)

hava yollari ni nhicredi s 1 matrisinyapi lari ni tahrip ettigi bildirilmis tir,

daha fazla enflamatuar sitokin sahh ni mi ni (IL-1p3, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-3) indUkler ve

klinik belirtiler Uretir (Teran ve digerleri, 1997; Nadel ve digerleri, 1999; Gadek ve digerleri, 1979).
Notrofiller ayri ca lipidler (LTB4, PAF,

TXA2, LTA4), proteazlar (elastaz, kolajenaz, MMP-9), mikrop 6 lduracu Grinler

(laktoferrin, MPO, lizozim), reaktif oksijen ara Urunleri (siperoksit, H202,

OH") ve nitrik oksit (Sampson, 2000).

Bu sitokinlerin ek bir né trofil ali mi  ve hiper getirmesi muhtemeldir.

cevaplanabilirlik. Ancak, buyuk miktarlarda salma potansiyelleri nedeniyle

histotoksik ve diger proinflamatuar ajanlar, bu hiicre ayr1 ca

6 nemli doku yaralanmasi na neden olur. Bu nedenle uygunsuz veya as 1 ri aktivasyon
in vivo notrofiller , cok ¢es itli patojenlerin patogenezinde yeralmi s ti r.

inflamatuar hastali klar (Brezilya ve digerleri, 2005).

No trofiller blyUk miktarlarda LTB4 Uretir ve ayri ca onun 0 nciist LTA4'G salg lar.
N trofil, hava yolu yapi sal hlcrelerine apozisyonda oldugunda, LTA4
LTB4'e veya ¢ok gu¢lu bir bronkokonstriktd r olan LTC4'e donls turdlar (Sala et al .

al., 1997). LTB4, notrofiller, eozinofiller, monositler i¢in guclu bir kemoatraktandi r.
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ve fibrobroblastlar. LTB4 ayri ca nukleer fakto r (NF)-kB'yi de aktive eder (Stankova ve ark.,
1992), IL-5, IL-6 ve IL-8'in sentezini tes vik eder (Yamaoka ve digerleri, 1993) ve

B hucrelerinde IgE sentezini artti r1 r (Yamaoka ve digerleri, 1994). LTB4'Un damlati Imasi
insan hava yollari 4 saat sonra notrofiliye yol agar (Martin ve digerleri, 1991). Ek olarak,
notrofiller, alerjen tehdidinin ardi ndan akcigere giren ilk hicre tipidir (Smith

ve dig., 1992; Teran ve digerleri, 1995; Casale ve digerleri, 1997). Eozinofillerin aksine,

notrofiller, alerjen tehdidinin ardi ndan gegicidir.
1.1.5. sitokinler

Th1 ve Th2 hicreleri birbirini antagonize eder, alerjik enflamasyon

Th2-sitokinlerin Th1-sitokinlere gore baski nli @ (Romagnani, 2000).

Boylece Th2 hicrelerinin nazal mukozaya infiltrasyonu, alerjik hastali klarda tarif edilmis tir.
rinit (Yanagihara ve digerleri, 1998; Ying ve digerleri, 1994). Th2 hipotezine g6re

alerjide Th2 hacreleri IgE sentezini desteklerken Th1 huicreleri IgE sentezini inhibe eder.

Bu kars 1 tetkilere diferansiyel sitokin tretimi neden olur. Th2 hicreleri

IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 ve IL-13'U salgl lar, ancak interferon (IFN)-y'yi salgi lamaz.

Th1 hicreleri IL-2, IFN-y ve tim&r nekroz fakté rii (TNF)-a salgi lar, ancak Th2- salgr lamaz.
sitokinler. Th2-sitokinleri, IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-13, IgE Uretimini dizenler

ve blylme, oysa IL-4 ve IL-5, eozinofillerin ve IL-4, IL-9'un aktivasyonunu duzenler

ve IL-10, mast hlcrelerinin ve bazofillerin aktivasyonunu dizenler. yerel ifadesi

Alerjik rinitte Th1- ve Th2-sitokinleri de kar1 s 1 k olarak incelenmis tir.

sonuclar (Linden ve digerleri, 1995; Durham ve digerleri, 1996; Pawankar ve digerleri, 1996; Klimek ve digerleri .

al., 1999; Benson ve digerleri, 2000).

Nazal si vi larlailgili iki cali $ mada, IL-4/IFN-y oranlari okul cagi ndaki ¢cocuklarda daha yiksekti.
sagh kh kontrollere gore alerjik rinit (Benson ve ark., 1997, 2000). ayr1 ca

Th2 hipotezini destekleyen Th2 sitokinleri, artan

burun biyopsilerinde ve si vi larda eozinofillerin, ECP ve IgE'nin varli § , ancak nétrofillerin bulunmamasi
alerjik riniti olan hastalardan (Ying ve digerleri, 1994; Benson ve digerleri, 1997, 2000;

Cameron ve digerleri, 2000)
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Th1- ve Th2-sitokinler, nazal mukozadaki diger hiicreler tarafi ndan salgi lanabilir.

CD8+ T hucreleri, NK hucreleri, B hicreleri, eozinofiller, mast hiicreleri, bazofiller ve epitel hicreleri
(Varney ve digerleri, 1992; Salvi ve digerleri, 1999). Mast hlicreleri ve bazofiller Th2- salgi layabilir.
bir alerjene dogrudan yani t olarak sitokinler (Cameron ve digerleri, 2000; Wilson ve digerleri,
2000). Nazal epitel huicreleri, nd trofiller, mast hucreleri, fibroblastlar, drnegdin sali ni r

aki s 1 ni ve aktivasyonunu indikleyebilen eotaksin, IL-1(, IL-8 ve TNF-a

eozinofiller (Bradding ve digerleri, 1995; Abdelaziz ve digerleri, 1998; Terada ve digerleri, 2000).

Bu hticrelerden sitokin sali ni mi dolayli olarak Th2 ile etkiles imlerden kaynaklanabilir.

hucreler, 6rnegin IL-4 ve IL-13'e maruz kalan nazal fibroblastlar eotaksin salgi lar (Terada ve digerleri,
2000). Bununla birlikte, nazal epitel huicreleri dogrudan yani t olarak sitokinler de salabilir.

alerjenlerin proteolitik aktivitesine (Tomee ve digerleri, 1998). Ayri ca, epitel

tepkiler hi zli birs ekilde olus ur. Epitel hiicreleri bu nedenle akut olaylarda nedensel bir role sahip olabilir.

Th2 hicreleri, mast hicreleri ve bazofillere ek olarak alerjik inflamasyon.

IL-1B, IL-8 ve TNF-a'ni n yerel yikselmeleri bazi ¢ali s malardatani mlanmi s t r.

alerjik rinit (Sim ve digerleri, 1994; Weido ve digerleri, 1996; Bradding ve digerleri, 1995; Bachert
ve digerleri, 1995). Epitelyal ve diger hiicreler de immunosupresif salgi layabilir.

sitokinler (Holgate, 2000). S u anda 100'den fazla sitokinin

tarif edilmis tir ve bunlari n bilinmeyen bir say1 si alerjik dlizenlemede yer alabilir.

iltihaplanma.

1.1.6. humik asitler

HUmik asitler, ayri s masi ndan kaynaklanan makrokoloidal molekullerdir.

bitkiler ve icme suyu, turba, toprak ve linyitin dogal biles enleridir. Camur

19.yUzy! lda romatizma gibi ¢es itlirahatsi zli klari n tedavisinde humik ve fulvik asitlerce zengin
banyolar kullani Imi s t1 r(Baatz, 1988; Lent, 1988;

Kleinschmidt, 1988; Kovarik, 1988). Turba, Birinci Dinya Savas 1 si rasi ndada kullani Idi .
enfeksiyonlari 6nlemek, agri yi1 hafifletmek icin sahra hastanelerinde yaralari ve amputasyonlari tedavi etmek

ve iyiles meyi kolaylas ti i r(Haanel, 1924; Van Beneden, 1971)

Halihazi rda birka¢ himik asit bazli topikal ve oral ilag bulunmaktadi r.

sati $ asunulmus tur. Terapotik 6zellikleris us ekilde 6zetlenmis tir:
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Schepetkin ve digerleri, (2002) antibakteriyel, antitoksik, anti-Ulserojenik, anti-artritik,
anti-alerjik ve anti-inflamatuar. Kleinschmidt (1988) ve Iubitska ve

Ivanov (1999), sodyum humat tedavisinin klinik durumu iyiles tirdigini gé stermis tir.
osteoartroz hastalari ni n durumu (Soliev, 1983) muhtemelen anti

enflamatuar ve kemik yenileyici ¢ zellikler (Kelginbaev ve digerleri, 1973; Suleimanov,

1972).

HUmik maddelerin yararli etkileri ki smen himik maddenin yetenedine atfedilmis tir.

toksik biles ikleri veya metalleri emmek veya s elatlamak i¢in asitler (Stackhouse ve Benson, 1989;
Shanmukhappa ve Neelaktan, 1990; Nifant'eva ve digerleri, 1999; Sauvant ve digerleri, 1999;
Marx ve Heumann, 1999) ve ksenobiyotikleri emmek (Nielsen ve digerleri, 1997; Prosen

ve Zupancic-Kralj, 2000), mutajenler (Ferrara ve digerleri, 2000) ve mikotoksinler (Jansen

van Rensburg ve digerleri, 2002). Gzerine yapi Imi s c¢es itli mekanik cali s malar mevcuttur.
sonyi llarda bitumld kd mirden elde edilen potasyum humat. kamyonet

Rensburg ve digerleri, (1999 ve 2000) ve Jooné ve digerleri, (2003) bu Grinin

IL2 sitokin Uretimini arti  rarak lenfosit proliferasyonunu uyari r.

Bu yani t, HIV ile enfekte olmus lenfositler s6z konusu oldugunda daha da ¢arpi ¢ ydi .
bireyler Jooné ve digerleri, 2003) ve ayri1 ca ex vivo olarak gézlemlendi :

HIV pozitif bireylere iki hafta boyunca guinde 4 g Grln verilmesi.

Potasyum humati n, enflamatuar hicrelerin degranilasyonunu s u s ekilde inhibe ettigi bulunmus tur:
proinflamatuar bir adezyon molekuli olan CR3'ln ifadesininyani si ra, s us ekilde ifade edilir:
insan notrofilleri, CR3'Un ligandi  olan ICAM 1'e baglanmani n azalmasi na yol acar

iltihapli endotel huicrelerinde bulunur (Jooné ve digerleri, 2001). Leonardit tirevi humat

CR3 ifadesinin benzer inhibisyonuna neden olur (Veriler

Farmakoloji, UP). Insan notrofillerinin bu Uriine maruz kalmasi ,

Doza bagli birs ekilde aktive olan ancak dinlenmeyen hucreler tarafi ndan CR3 ekspresyonunun azalmasi .
Adezyon molekdllerinin ekspresyonunun aktif fagositler tarafi ndan inhibisyonu ve ayri ca

her ikisi de sorumlu olan grandl polipeptitlerin sali ni mi ni ninhibisyonu

Enflamatuar suregler si rasi nda doku hasari , anti icin ¢ekici hedeflerdir.

enflamatuar ilaglar.

Turbadan elde edilen humati n anti-enflamatuar 6zellikleri olmasi na ragmen, sapropeller

ve mumya tani mlanmi s ti r, anti-
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ké mirden elde edilen humati n enflamatuar etkileri. Leonardit humatkars 1 las tt rn Idi § nda

bir si ¢can modelinde temasas 1 ri duyarh I @ ni baskl lamada prednizolon ile olumlu bir s ekilde.
Van Rensburg ve arkadas lari tarafi ndanyapi lan bir cali s mada (baski da) DNBF'nin

Si c¢anlarda induklenen temasas 1 i duyarli i @ , linyit kd mird tirevli humat ile azalti Idi

61 mg/kg BW dozunda, hemen sonra gavaj ile uygulandi .

duyarl las ma. Anti-enflamatuar etkiler, as ag dakilerden birine bagli olabilir:

hassaslas ti rmani n inhibisyonu veya spesifik yiklemenin inhibisyonu veya her ikisi.

Ayri ca humati n proinflamatuar molekdilleri adsorbe etme olasi i § davardi r.

sitokinler ve tamamlayr ¢ faktdrler. Ayni ¢ali s mada ayri ca kahverengi oldugu da bulunmus tur.
Glnde 1000 mg/kg BW dozunda ké murden elde edilen humati n herhangi biri Uzerinde etkisi olmami s ti r.
bir ay boyunca uygulandi g nda glvenlik parametreleri Gzerinde herhangi bir etki olmami s t1 .

gebe dis isi canlardan sonraki yavrulara 5 ila 5. glinlerde 500 mg/kg BW uygulandi .

17 gebelik (Van Rensburg ve digerleri, baski da).

Avrupa [lac Degerlendirme Ajansi tarafi ndan hazi rlanan bir rapora gére

Urlinlerin toksisite cali s malari (S ubat 1999), linyit kd miriinden ¢1 kari lan himik asitler

1g/kg vicutag rli @ kadar yuksek oral dozlarda toksik etki go riilmez. teratojenik etkisi yoktur

hamile si ¢anlara uygulandi g nda ve gdre herhangi bir mutajenik etkiye sahip degildir.

mutajenite i¢in standart testlere. Oral uygulamadan sonra si canlarda LD50

hamik asitler, Van Rensburg ve digerleri tarafi ndan onaylanan 11 g/kg viicutadr rli § ni n tzerindedir.

al., (baski da).
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Nis an almak

1. Gonulltlerde potasyum humati n guvenlik profilini belirlemek
2. Potasyum humati n anti-alerjik 6 zelliklere sahip olup olmadi § ni  belirlemek
3. Potasyum humati n bazofil aktivasyonu Gzerindeki etkisini belirlemek icin sitokin

seviyeleri ve eozinofil migrasyonu

hedefler

1. Alerjik bireylerde potasyum humati n guvenligini g6 zlemleyerek test edin.
hematolojik, bd brek ve karaciger enzim belirtegleri

2. Alerjik hastali @ olan kis ilerde potasyum humati n etkinligini test edin.
rinit

3. Potasyum humati n bazofil aktivasyonu, sitokin seviyeleri Uzerindeki etkisini belirleyin

ve in vivo eozinofil migrasyonu
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BOLUM 2

MALZEMELER VE YONTEMLER
2.1 Klinik Aras t1 rma

2.1.1. birincil sonug

muzdarip hastalarda potasyum humat ve plasebo tedavisini aras ti rmak igin

saman nezlesi kullanarak:

(a) Toplam semptom skoru/12 saatlik periyot

(b) Etki Yas am Kalitesi
2.1.2. ikincil sonuclar:

(a) Uriin giivenlik profili ile plasebo kars 1 las ti rmasi
(b) Etki bas langi ¢

(c) Nazal inflamasyon belirtegleri

(d) Kutandézas 1 r duyarh I kreaksiyonu
(e) Bazofil aktivasyonu Uzerindeki etki

(f) Th1/Th2 sitokinleri Gzerindeki etki
2.1.3.Cali s maplani veyani ti ndegerlendirilmesi

Bu paralel cift ko r plasebo kontrolli faz II calh $ masi nda potasyum humat (1.8g

bélinmuis dozlarda/giin) rastgele atopik hastalara (n = 40) atandi .

akut saman nezlesi semptomlari ile. Doz dikkate ali narak hesaplandi

S ganlar Gzerinde yapi lan ¢ali s malardan hem guvenlik hem de etkililik g6z d niinde bulundurulmal di r (Van Rensburg

ve dig., baski da).

Analizi tek bir seansta tedavi etmek amaci yla en az 40 hasta kaydedilecektir.

Guney Afrika'daki merkez.

Tedavi stiresi 30 glindii ve 6 ncesinde bir haftali k(7 giin)ali s tt rma dénemivardi .

24



Machine Translated by Google

4

j UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA

v YUNIBESITHI YA PRETORIA
Mufettis lerin sitesinde dort ziyaret vardi
Vi Ziyaret edin: ilk ziyaret - tarama
Ziyaret 2: vizit 1'den sonraki 7 giin iginde ve 48 saat sonra randomizasyon ziyareti
alerjik rinitin orta ila s iddetli semptomlari , yani ortalama TSS > 6
3t ziyaret edin: Klinik etkililigi degerlendirmek icin 2. ziyaretten 14 gun (+ 3 guin) sonra
40 zlyaret edin: Son degerlendirme igin 3. ziyaretten sonra 28 gun (+3)
Klinik ihtiyaca gore hastalarla ek ziyaretler dizenlenecektir.

2.1.4 Sonug parametreleri

Toplam semptom puani degerlendirmesi

Burun semptomlari Nazal olmayan semptomlar

‘ Haps | rma GOzkas 1 nti si (yanmakas 1 nmavb.)

' Akan burun gozlerinyl rti Imasi

' burun kas 1 nti si Kulaklart n/ve damaklari nkas 1 nmasi

’ burunti kani kii g Okuler ki zari ki k (konjonktival enjeksiyon)

Hastani n segilebilmesiicin nazal semptomlara es it veya daha buyuk bir puana sahip olmasi gerekiyordu.
randomizasyondan 48 saat d nce her iki giinde 6'dan fazla (12 Gzerinden > 6). bu

Incelenen benzer denemelere gére bu denemeye kati I micin gereken temel miktar.

Hasta, as adi daki puanlama yd ntemini kullanarak bir giinlik tGzerinde 6z dederlendirme yapti :

0 = Semptom yok

1 - Hafif semptomlar ara si ra ortaya ¢i1 kar ancak rahatsi z edici degildir
2 - Orta derecede semptomlar, si kli kla mevcut ve rahatsi z edici

3 - S iddetli semptomlar strekli mevcut ve is veya

uyku veya diger guinlik aktivite
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Potasyum humati n gtvenligi, tam kan sayr mi , karaciger

ve bo brek fonksiyon testleri, yani sodyum, potasyum, kreatinin, alkalin fosfataz,
gama GT, Ure ve Urat. Kan 6rnekleri Ampath® laboratuvarlari na gonderildi
(SANAS Akredite Laboratuvart ISO-IEC 17025 t1 bbi test laboratuvari # M0066)

kimyani n bir Roche Modular P800'de ve hematolojinin bir Roche Modular P800'de yap1 Idi g
Beckman Coulter LH 750.

Guvenligini/ve etkilerini belirlemek icin kullani lan kan ve burun & rnekleri

bazofil aktivasyonu, sitokin seviyeleri ve eozinofil migrasyonu tGzerindeki potasyum humati n,
klinik cali s madan temin edilmis tir. Notrofil yapi $ ma testiicin kullani lan kan

sagh kli 6drenci gdnulluler tarafi ndan sadlandi . Verilerinyani si ratim veri yakalama
analiz adayr n sorumlulugundaydi .Yapi lan istatistiksel analiz

bir varyans analiziydi (ANOVA) ve veriler taban ¢izgisi i¢in ayarlandi

bu nedenle denekler arasi  degis kenligi telafi eder.
2.2. Deri delme testi

Deri prick testi (SPT), deriyi belirlemenin ucuz, hi zli ve dogru bir yoludur.

atopik bireyde nedensel alerjenler. SPT karmas 1 k degildir ve uygulamali di r

ve birkag basit yd nergeye bagli kalarak, yuksek oranda tekrarlanabilirlik elde etmek mimkundur.
Sonuglar. Yeni alerjen tani mlamasi icin &zellikle yararli di rlar, ancak ayni  zamanda

gl da, ilag ve bocek alerjilerinde tani  i¢in secilmis olgularda kullani Imaktadi r.

Test, alerjen ekstrakti ni n dermise verilmesine bagh di r.

daha sonra IgE araci I biryani tla sonuclani rve daha sonra bir kabarma ile karakterize edilir ve
parlama reaksiyonu. SPT en iyi 6 n kollari nvolar veya i¢ tarafi ndayapt I r.

bukilmelerden ve bilek bélgelerinden kagi nmak. Deriyi delmek i¢in bir nes ter kullani Idi

dis Us .So6zde "damla delme" yé ntemiyle, ¢izilmeye gerek yoktur

veya cildi kaldi ri nvekanali nmamali di r.Nes ter kuru gazli bezle silinir

alerjenlerintas 1 nmasi ni 6nlemekigin her igne arasi nda.

Reaksiyonlar, sonucglari n deg@erlendirilebilecegi 10-15 dakika icinde gergekles melidir.

Her test serisine pozitif ve negatif kontroller de dahil edildi. Olumsuz

kontrol soltisyonu, alerjen ekstrakti ni korumak igin kullani lan seyrelticidir. 3'lik bir reaksiyon
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Negatif kontrolden mm daha buytik pozitif olarak kabul edilir. Sonug olarak,
SPT, guvenli, basit ve ucuzdur ve ani nda yeniden uretilebilir sonuglara sahiptir.
klinisyen Vaka 6 ykusu ve klinik bulgularla baglanti Ii  olarak,

degerli tes his araai .

2.3. eozinofil degerlendirmesi

2.3.1. Malzemeler

Burun deliklerinden toplanan eozinofilleri boyamak i¢in 3 farkli  soltsyon kullani Idi .

konular, yani:

1. C6zUm: Fiksatif (%95 Etanol)

ve

2. C6zUm: "Rapidiff" Hematoloji lekesi 1 - eozin lekesi (Ki rmi z1 ) (Mikrobiyoloji
Tes his Reaktifleri, Rosettenville, Giiney Afrika)

ve

3. ¢6zim: "Rapidiff" Hematoloji lekesi 2 - metilen mavisi (Mikrobiyoloji

Tes his Reaktifleri)

ve

Durulamai¢indami ti Imi g su
2.3.2. boyama y6 ntemi

Boyama yd ntemini optimize ettikten sonra, as agl daki yo ntemin en iyisi oldugu bulundu.
eozinofil sayr si ni ayl rtetmekicin uygundur. Burun surtintist ali ndi g nda

bir cam slayt Gzerine yuvarlandi ve daha sonra slayt boyunca yayi Idi . Slayt havadaydi
kurutuldu ve fiksatif ile 5 saniye sureyle dolduruldu; fiksatif daha sonra yavas ¢a bos alti Idi
slayttan bir kag t havluya. Slayt daha sonra eozin soltsyonu ile dolduruldu.

40 saniye boyunca; eozin daha sonra slayttan bir kag t havlu Gzerine yavas ¢a bos alti Idi .
Slayt daha sonra 15 saniye slreyle metilen mavisi ¢ zeltisi ile dolduruldu ve

Metilen mavisi yavas ¢a slayttan bir kag t havluya bos alti Idi . Slayt o zaman

Slayt 5 saniye distile su ile y1 kanarak durulandi . Slayt o zaman

havayla kurumaya b1 raki Idi veyada daldi i larak incelendi.
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2.3.3. derecelendirme y& ntemi

100 I6 kosit bas 1 na mevcut eozinofil sayl sI olarak bir derecelendirme dlgegi (as ad ya baki n),

Berman ve digerleri, 1991'de tarif edildigi gibi tedaviye yani t1 izlemek igin kullani Id

Kullani lan derecelendirme:

1: Hiicre g6 rilmedi

2: Yaymada sadece ara si ra eozinofiller.

3: Var ama yetersiz ve yayma boyunca dagr Imi s .
4:Yaklas 1 k 15-30 hicre

5:Yaklas 1 k 30-75 hicre

6: Yaklas 1 k> 75 hucre
2.4. bazofiller

2.4.1. Beckman Coulter Alerjenite Kiti (Alerjenite Kiti, Hicresel Analiz

Alerji)
2.4.1.1. Kullani m amaca

Alerjenite Kiti, optimize edilmis ¢ renkli floresan kombinasyonundan olus ur.

monoklonal antikor reaktifi, bir aktivasyon solUsyonu, IgE icin pozitif kontrol

aracl I bazofil aktivasyonu, bir durdurma solisyonu, bir parcalayr ¢ ve bir fiksatif solisyon. Bu
aktifles tirilmis bazofillerin belirlenmesi icin "In Vitro Diagnostic Use" amacgh di r

Uzerinde gergekles tirilen dogru bazofil yolluk araci na (CRTH2posCD203cposCD3neg) dayali

tam kan 6 rnekleri.
2.4.1.2. Gretve ac1 klama

Bu kitin reaktifleri, dinlenme halindeki ve aktive edilmis olanlari tani mlamak ve ayl rt etmek icin tasarlanmi s ti r.
aki s sitometrisi ile bazofiller. Bu amacla 3 renkli bir kombinasyon kullani i r. Bu bir
2-floresan murin monoklonal antikor kari s 1 mi (CD203c-PE ve CD3-PC7)

ve bir floresan si ¢an monoklonal antikoru (CRTH2-FITC).
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CRTH2

T helper 1 (Th1) ve T helper 2 (Th2) lenfosit alt gruplari ,

sitokin profili tretimi. Th1'in hiicreselde yer aldi g bildirilirken

Th2 profilinin hiimoral immdun yani tlara duyarli  oldugu bilinmektedir ve

alerji. Ayri ca Thl- ve Th2 benzeri sitokin profilleri Tip I ve Tip olarak bilinir.

2yani t(Mosmann ve digerleri, 1996; Sander ve digerleri, 1991; Romagnani, 1995; Carter ve digerleri.

al., 1997).

CRTH2, Kemoatraktan Reseptd rii olarak bilinen yedi transmembranli  bir molekuldur.

tercihen insan Th2 ve T sitotoksik Uzerinde ifade edilen homolog molekul

(Tc2) hucreleri, ancak Th1 ve Tcl hiicreleri Gzerinde degil (Cosmi ve digerleri, 2001). iki G proteinine bagh
reseptdrleri, Prostaglandin D resept6ri (DP) ve CRTH2 olarak tani mlanmi s ti r.

Prostaglandin D2 (PGD2) igin reseptdrler, ancak sinyal yollari nda farkli I k gésterirler (Hirai

ve digerleri, 2001, 2002).

PGD2, alerjenle aktive edilen arakidonik asidin ana metabolitidir.

mast hicreleri ve proinflamatuar olarak ces itli alerjik hastali klarda yer almi s ti r.
lipit araci  (Hirai ve digerleri, 2002). CRTH2 ayri ca guvenilir bir ylzey is aretleyicidir
IL-4 Uretebilen dolas 1 mdaki T (Th ve Tc) hiicreleri ile secici olarak ilis kilidir (as

IL-5 ve IL-13 gibi), ancak IFN degil (Cosmi ve arkadas lari , 2000, 2001).

Monoklonal antikor (mAb) BM 16, 55 ila 70 kDa proteini ¢6 keltir.

CRTH2 ile transfekte edilmis JURKAT' nve yerles ik Th2 klonunun hdcre lizatlari  (6rn.
PGD2 reseptorine kars 1 I k gelen klon 6L21) (Nagata ve dig., 1999). normal arasi nda
tam kan l6 kositleri, CRTH2, bazofiller ve eozinofiller Gzerinde ylksek oranda ifade edilir;
himoral badr s 1 kI kigin duyarlh oldugu bilinen Th2 ve Tc2 hucrelerinde oldugu gibi

tepkiler ve alerji (Nagata ve digerleri, 1999; Cosmi ve digerleri, 2001).

CD203c

Bazofiller ve mast hiicreleri, alerjik ve
enflamatuar reaksiyonlar (Holgate, 2000; Galli, 2000; Johnston ve digerleri, 1990). Her iki hiicre
tarleri, yuksek afiniteli IgE resept6 rini yuksek oranda ifade eder. MAb 97A6 bir ylzeyi tani r

antijen yani 97A6 (CD203c) insan periferik kan bazofillerinde eksprese edilir, ancak eksprese edilmez
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diger kan hucreleri Uzerinde (Buhring ve digerleri, 1999). Ayni zamanda olgun mast hticreleri ile reaksiyona girer ve
bazofillerin ve mast hiicrelerinin CD34 kemik iligi progenitdrleriile. Ayri ca 97A6
antijen, anti-IgE antikorlari ve ges itli bazofillerin aktivasyonundan sonra yukari regule edilir.

alerjenler (Platz ve digerleri, 2001).

mAb 97A6 tarafi ndan tani mlanan bazofil aktivasyon markoru, ekto ile ayni di .
nukleotit pirofosfataz / fosfodiestemse 3 (E-NPP3), bir tip II transmembran

hidrolizinde yer alan bir ektoenzim ailesine ait protein.

hicredi s 1 nukleotitler.

Alerjenite pozitif kontrol

Bazofiller, IgE yUksek afiniteli reseptd ru ifade eder. Anti-IgE, IgE'yi tani r
reseptOrlerine baglani r ve sonug olarak bazofil aktivasyonunu indukler. Bu reaktif

IgE araci Ii aktivasyon pozitif kontroll sadlar.
Alerjenite aktivasyon ¢6zUmu

Bu, in vitro aktivasyonuna izin veren optimize edilmis kalsiyum a¢i si ndan zenginles tirilmis bir tampondur .
anti olarak EDTA (etilendiamintetraasetik asit) kullanan tam kandan bazofiller

pr htt las tt n «a
Alerjenite durdurma ¢6zimu

Bu, in vitro aktivasyonu durdurmaya izin veren optimize edilmis EDTA ile zenginles tirilmis bir tampondur.

bazofillerden.
Alerjenite hafifletici solisyon

Bu reaktif, biyolojik preparatlari n hazi rlanmasi ndaki rmi zi kan hicrelerinin parcalanmasi icin tasarlanmi s ti r.
aki s sitometrik analizi igin 6 rnekler. Ana aktif biles en bir siklik amindir,
ki rmi z1 kan hucrelerinde bulunan karbonik anhidraz ile temas halinde dénus turalir

bu htcreler icin oldukga litik olan bir biles ige dénus Ur.
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Alerjenite fiksatif solisyonu

Alerjenite fiksatif solUsyonu, sabitleyerek tam kan 6 rnedinin hazi rlanmasi na izin verir.
Eritrolizsi rasi nda hicre sispansiyonu. Ayri ca mustahzar sabitlemek igin kullani i r

aki s sitometri analizinden 6 nce.

2.4.1.3. Malzemeler

Kit tarafi ndan saglanan malzemeler:
Alerjenite kiti 100 test yapi Imasi na izin verir ve as agi dakileri igerir:

Alerjenite CRTH2-FITC / CD203c-PE / CD3-PC7 - 1 flakon (2ml, si vi format) -

20 ul/test.

Alerjenite Pozitif Kontrol - 1 s is e [0.2mg, dondurularak kurutulmus , fosfat tamponlu iginde

2mg/mLsi @ rserum albumini (BSA) iceren salin (PBS)] - 20pl/test.

Alerjenite Aktivasyon Solusyonu - 2 s is e. (2x5ml, kalsiyum iceren si vi  format

tamponlu soliisyonda) - 100pl/test.

Alerjenite Durdurma Solisyonu - 1 flakon (10ml, EDTA ve %0,1 iceren si vi format)

sodyum azid) - 100pl/test.

Alerjenite Parcalama SolUsyonu - 3 s is e (3x100ml, siklik iceren si vi  format

ana aktif biles en olarak amin) - 2ml/test.

Alerjenite Sabitleyici Solisyon - 1 flakon (10ml, %8 formik iceren si vi format)

asit).

Bu kitin reaktifleri, kitin icinde verildigi s ekilde bir set olarak kullani Imali ve bas kalari ylakari s tt ri Imamah di r.

ayri Idi . Testleryapi It rken, tim reaktiflerin

flakon etiketindeki ayni lot numarasi .

Kit tarafi ndan saglanmayan malzemeler:

Deiyonize su.

PBS arabellegi
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EDTA antikoagulanh vakumlu kan alma tipleri

Plastik test tupleri (12 x 75 mm).

37°C su banyosu.
Vorteks kart s ti rn c .

Zamanlayl c .

Kalibre edilmis tekrarlayr c1 pipet (20pl, 100pl, 2ml) ve uglar.
Dondurmak igin tapler.

Akl s sitometresi.

alerjenler

2.4.1.4. test prensibi

T1gili hiicre popiilasyonu, varli § nda monoklonal antikorlarla boyani r.
alerjen veya kontroller. Eritrositler daha sonra aki s sitometrisinden é nce pargalani r

analiz.

T lenfositleri (CD3 pozitif hicreler) hari¢ tutulduktan sonra, bazofiller ags agi dakiler kullani larak analiz edilir:
CRTH2 ve CD203c ifadesi. Aktif olmayan ve dinlenen bazofiller CRTH2posCD203cdimCD3neg olarak

tani mlani rken, in vitro aktifles tirilmis bazofiller CRTH2posCD203cbrightCD3neg olarak tani mlani r.

Her kan 6 rnedi icin en az U¢ analiz gergekles tirilir:
Tup # "Neg" = Negatif Kontrol Tupu

TlUp # "Konum" = Pozitif Kontrol Tipu

TUpler “Test” (alerjenin farkli dilisyonlari ni nkullani Imasi &nerilir)
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Her birey icin alerjen [Laboratory Specialties (PTY) LTD, Johannesburg,
Guney Afrika], tespit edildigi Uzere, katt I mc ni n en ¢ok alerjisi oldugu s eydi.

aras tt rmani ntaramaki smi nda deri prick testi si rasi nda.

Her numunedeki ki rmi zi kan hucreleri bir "Fix-and-Lyse" kart s 1 mi ile parcalani rve

aki s sitometrisi ile analiz edilen kalan hcreler.

Akl s sitometresi,1 s 1 kdifuzyonunu ve hticrelerin floresansi ni analiz eder. Yapar
elektronik pencerede ilgilenilen populasyonun si ni rlandi ri Imasi  mumkundur

I s 1 @ nortogonalyayr  mi ni ilis kilendiren bir histogram tzerinde tani mlani r(Yan
Dag I mveyaSS)vedaraci It 1 s 1 § nyayl Imasi (IleriSaci Ima veya FS).
Sitometrede bulunan iki farkli parametreyi birles tiren histogramlar

uygulama igin yolluk as amasi nda destek olarak kullani It r.

Ayl rtetmekicinsi ni rlandi ri Imi s hdicrelerin floresansi analiz edilir.

lekesiz olanlardan olumlu lekeli olaylar.

2.4.1.5.Yontem

reaktiflerin hazi rlanmasi

TUum reaktifler deneyden 6 nce oda si cakli @ na (18 - 25°C) getirildi.

Kit, kullani ma hazi r reaktiflerden olus uyordu:

- CRTH2-FITC / CD203c-PE / CD3-PC7.

- Alerjenite Aktivasyon Solusyonu.

- Alerjenite Durdurma C6zima.

Sulandi rma gerekli degildi ve reaktifler dogrudan flakondan kullani Idi .

Alerjenite pozitif kontrol

Dondurularak kurutulmus pozitif kontrol, filtrelenmis 1 ml 0.22pum ilave edilerek sulandi ri Idi .

0.2mg/ml konsantrasyonu elde etmek icin deiyonize su. yeterli miktarda

Pozitif kontroliin toplam numune hazi rlamasayr si i¢inhazi rlanmi s t r.
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“Fix-and-Lyse” hazi rli g
Alerjenite Parcalayr ¢ Cozelti (3x100ml). Reaktif dogrudan s is eden kullani Idi .
Alerjenite Sabitleyici Solisyon (1x10ml). Reaktif dogrudan s is eden kullani Idi .

Alerjenite Parcalama Soltsyonu ve Alerjenite kullanan bir "Fix-and-Lyse" kari s 1 mi

Fiksatif CO zelti, toplam 6 rnek hazi rlama sayr si igin gunlik olarak hazi rlandi .

Toplam sayi icin yeterli miktarda “Fix-and-Lyse” kari s 1 mi hazi rlandi .

ornek hazi rlama.
PBS %0,1 formaldehit hazi rlama

PBS %0,1 formaldehit, 1 mI PBS'nin 12,5 ulile kari s t1 1 Imasi yla hazi rlandi (6rnek
iki thp icin) alerjenite fiksatif solisyonu. Yeterli miktarda PBS hazi rlayr n

Toplam numune hazi rlamasayl si i¢in %0,1 formaldehit.
Numune Gereksinimleri

Periferik kan ¢ rnekleri aseptik olarak steril bos alti Imi s kanigineali ndi .
Antikoagulan olarak EDTA iceren toplama tupu. EDTA ile toplanan 6 rnekler saklandi

is lenene kadar oda si cakh g nda (18 - 25°C).

EDTA ile toplananlar is lenmek Uzere 24 saatten daha eskiydi.
Taze drnekler kullani Idi .

TUm numuneler kit reaktifleri ile is lendi.

Numune oda si cakli § nda (18-25°C) tutuldu ve ¢alkalanmadi . bu
numune, pipetlemeden 6 nce hafifce calkalanarak homojenles tirildi. Ornekler

bunlari aldi ktan sonra 24 saat icinde is lenir.
Alet ayarlama prosediri

Akl s sitometresi, ilerisact I mi ,yansagi I mi ve Ucunu tespit edecek s ekilde donati Imi s t1 .

FITC-, PE- ve PC7- konjuge analizine izin veren floresan kanallari
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antikorlar (s1 rasi yla 504 - 541 /568 - 590 / 750 - 810 nm maksimum tepe

emisyon).

Akl s sitometresinin floresan i¢in uygun s ekilde hizalandi § ndan ve standardize edildiginden emin olunmasi

yogunluk (Ureticinin tavsiyelerine gore).
Akl s sitometresinin floresan telafisi icin uygun s ekilde ayarlandi § ndan emin olun.
Numune is leme proseduiri

As ag daki proseddr, ile toplanan tam kan 6 rnedi i¢in optimize edilmis tir.

Antikoagulan olarak EDTA.

TUm reaktifler deneyden 6 nce oda si cakli @ na (18 - 25°C) getirildi.
Deney icin kullani lacak dogru alerjen seyreltme aralh g .

Her deney icin, uygun sayl da tlp etiketlendi:

* TUp # "Neg" = Negatif Kontrol Tupu

» Tap # "Konum" = Pozitif Kontrol TlpU

* Tupler "Test" (uygun alerjenin farkl dildsyonlari )

“Neg” numaral tupe 20pl PBS, # tipe 20yl alerjenite pozitif kontrol eklendi
"Konum", tuplerde 2pl test edilen alerjen "Test". Ardi ndan 20pl CRTH2-FITC / CD203c
Her tipe PE/CD3-PC7 reaktifi eklendi. Daha sonra 100pl aktivasyon solisyonu

Her tipe eklenir. Daha sonra her bir tipe 100 ul tam kan pipetlendi.

Tupler daha sonra yavas ca vortekslendi ve 15 dakika 37°C'de su icinde inkUbe edildi.
I $ 1 ktan korunan banyo. Daha sonra her bir tipe 100 pl stop soltisyonu eklendi ve
5 saniye hafifce vortekslendi. Daha sonra 2 ml “Fix-and-Lyse” kar1 g 1 mi ilave edildi.
her tup ve vortekslendi. Tipler daha sonra oda si cakh g nda (18 -

25°C) 10 dakika, 1 s 1 ktan koruyarak.

Tupler daha sonra 200 g'de 5 dakika santrifijlendi ve sipernatan aspire edildi.

Her tipe 3 ml PBS eklendi. Tupler 5 dakika santriftj edildi.
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200 g ve supernatan aspire edildi. Hlicre peleti, 0.5 ml PBS iginde yeniden siispanse edildi

%0,1 formaldehit. Daha sonra aki s sitometresinde elde edildi.

2.5. sitokin tahlili

2.5.1. FlowCytomix insan Th1/Th2 10pleks (hIFN-y, hIL-1[3, hIL-2, hIL-4, hIL

5, hIL-6, hIL-8, hIL-10, hTNF-a, hTNF-B) kiti.

2.5.1.1. Kullani m amaci

Aki s la kantitatif tespit icin Multiplex Floresan Boncuk Immunoassay (FBI)

Insan Interferon-y, interleukin-1B, I nterleukin-2, i nterleukin-4 sitometresi,

Interleukin-5, Interleukin-6, Interleukin-8, Interleukin-10, timor nekroz fakto ri

(TNF) hiicre kulturd stpernatanlart nda, serumda, plazmada, tam kanda veya diger

vlcutsi vi s .Sadece aras tt rmaamacgh di r.Tes his veya tedaviamacgl kullani Imaz

prosedurler.

2.5.1.2. et
Th1 sitokinleri (Tip-1 sitokinler olarak da ani li r) ve Th2 sitokinleri terimi
(Tip-2 sitokinler olarak da ani || r), tarafi ndan salgi lanan sitokin modellerini ifade eder.

sonucunu belirleyen murin CD4 (+) T hicrelerinin iki farkli alt populasyonu

himoral veya hiicre aract I bag s 1 kli gakars 1 bir antijenik yani t.

CD4'U eksprese eden T-hiicreleridi s 1 ndaki ok say1 da hicrenin,
Th1 ve Th2 sitokinleri Uretir. Bu hiicreler arasi nda CD8 (+) T hlicreleri, monositler,

dogal 6ldurtcu hicreler, B hicreleri, eozinofiller, mast hiicreleri, bazofiller ve diger hicreler.

Tip-1 sitokinler arasi nda IL-2, IFN-y, IL-12 ve TNF-p bulunurken, Tip-2 sitokinler

IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13'U icerir. Tip-1 yardi mcr  hucreler (Th1), ancak tip-2 degil

yardi mci hucreler (Th2), IL-2, IFN- y ve TNF- B salgi larken Th2 hicreleri, ancak Th1'i salgi lamaz
hucreler, IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10'u eksprese eder (Linden ve digerleri, 1995; Durham ve digerleri, 1996;

Pawankar ve digerleri, 1996; Klimek ve digerleri, 1999; Benson ve digerleri, 2000).
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Bu iki farkli hucre tipinin evriminin alti nda yatan molekuler mekanizmalar
ortak 6 nculerden hala tam olarak bilinmemektedir. Transgenik call § malar
IL-4 geninin bos mutasyonlari ni tas 1 yan fareler, IL-4'Un bir

fonksiyonel bir Th2 immdn yani t1 ni nolus turulmasi nda ¢ nemli bir rol oynar. bu

farkl sitokin sekresyonu paternleri, immun olarak farkli fonksiyonlara kars 1 i k gelir.
efektdrler.
Thl hiicreleri, hicre aract I efektdryani tlari tes vik eder. Th2 hiicreleri esas olarak yardi mci  hucrelerdir.

B hucresi gelis imini etkileyen ve humoral tepkileri arti ran

B hicreleri tarafi ndanad rli kli olarak IgE'den olus an antikorlari nsalgi lanmasi . Her iki tip Th hiicresi
salgi ladi klari sitokinler ile birbirlerini etkilerler; Ornegin IFN-y,

Th2 klonlart ni dizenlerken, IL-10 gibi Th2 sitokinleri Th1 fonksiyonlari ni baski layabilir.
IFN-y'nin murin Th2 hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi de go sterilmis tir, ancak

Th1yardi ma  T-lenfosit klonlari . Béylece, bu is levsel alt kiimelerin oldugu anlas 1 Imaktadi r.
dyle ki, hangi alt kiimenin bir karar i¢cinde baski n oldugu karari

enfeksiyon da sonucunu belirleyebilir.

2.5.1.3. Malzemeler

Kit, as agi dakiler di s 1 ndatim malzemeleri sagladi :

Bir lazerle (488nm veya 532nm) donati Imi1 s biraki s sitometresi (FC 500)

575 nm'de ve uzak ki rmi z1 da (685 - 690) floresans emisyonlari ni algi lamave ayl rtetme

deniz mili)

Bir aki $ sitometresii¢cin numune alma tupleri

Aliminyum folyo

5ml ve 10ml dereceli pipetler

Tek kullani mli k uglu 10plila 1.000ul ayarlanabilir tek kanalli  mikropipetler

Tek kullani mh k uglu 20pl ila 300ul ayarlanabilir cok kanalli  mikropipetler
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Cok kanalli  mikropipet rezervuari

Reaktiflerin hazi rlanmasi icin gerekli beherler, mataralar, silindirler

Camdami ti Imi s veya deiyonize su

girdapkari s ti n «c

2.5.1.4. test prensibi

Mikrokureler, her biri ile spesifik olarak reaksiyona giren antikorlarla kaph di r.
multipleks sistemde tespit edilecek analitler. Boncuklar s u s ekilde ayi rt edilebilir:
boyutlari ve farkh spektral adresleriile. Her biri icin kaplanmi s boncuk kari s 1 mi
dlculecek analit, numuneler veya standart kari s 1 mile inktbe edilir. bu

numunede bulunan analitler, flioresan boncuklara bagli antikorlara baglani r.

Biyotin konjuge ikinci bir antikor kart s 1 mi eklenir, spesifik antikorlar baglani r
ilk antikorlar tarafi ndan yakalanan analitler. Fikoeritrin eklenir, baglani r

biyotin es lenigi ve floresan sinyaller yayar.

2.5.1.5.YOntem

Testte plazma kullani Idi . Plazma mumkin olan en ki sa strede p1 hti dan uzaklas tt r Idi .

pi hti las maveayrn Imadan sonra.

Yag boncuklari n aglutinasyonuna neden olur. Lipemik numunelerin santrifujlenmesi (yaklas 1 k

16.000 rcf for 5 min) 6 nce analizyapi Idi .

Klinik numuneler 2° ila 8°C arasi nda tutuldu ve -'de saklanmadan 6 nce hi zla ayn Idi .

Biyoaktivite kaybi ni dnlemek igin 20°C.

Tam reaktifler kullani Imadan 6 nce oda si cakli § na getirildi ve iyice vortekslendi.
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Tahlil tamponunun hazi rlanmasi

S is eninigerigiiyice kart s tt n Idi .50ml deney tamponu konsantresi eklendi

450ml dami ti Imi s suya eklenir ve kd pirmeyi 6 nlemek i¢in hafifce kart s tt I rve 2°C'de saklani r.

8°C.
standardi n hazi rlanmasi

Analit sayr si belirlendi. S is eler birkag¢ saniye santrifijlendi

liyofilize standardi toplamak i¢in agmadan 6 nce bir mikro santrifijde saniye
alt. Liyofilize standart, distile su eklenerek sulandi ri Idi

standart s is e Uzerindeki etikete gore. saglamak i¢in flakon iyice dé ndirulda.
icerigin kantitatif ¢6zlUnirlugu. Pipetlemeden 6 nce on dakika beklendi.

standart. Standart kari $ 1 mi n nihai hacmi 200 ul idi.

Sulandi r Imi s her standarttan 10pl, Standart 1 etiketli bir s is eye eklendi.

daha sonra Assay Buffer ile 200pl nihai hacme kadar dolduruldu.

Standart kari s 1 molus turma

Sulandi r Imi s her standardi n 1:20 dilisyonu yapi Idi .

S is eler, pipetlemeden & nce bir mikro santrifijde birkag saniye santrifujlendi.

yeniden olus turulmus standart

Standartkari s 1 mi nhaz rlanmasi igin seridilusyonlar

100pl tahlil tamponu (1x), standart 2 ila 7 olarak etiketlenmis 6 tupe eklendi.
standart 1 daha sonra 2 etiketli tipe aktari Idi , tip 2'nin icerigi daha sonra
kari s tt n Idi ve 50pl 3 etiketli tipe aktari Idi

7 standart dilisyon si rasi . Kullani mdan sonra kalan herhangi bir ¢6zindurilmuis veya 6 nceden seyreltilmis standart

atl Idi .
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Boncuk kart s 1 mi ni nhaz rlanmasi

Boncuk kari s 1 mi as agn daki hesaplamaya gére hazi rlandi :

Kuyu bas 1 na 25pl boncuk kart s 1 mi gerekliydi. 17 kuyu oldugu kabul edildi.
2 standart egrive 2 bos arti  kurulum igin ek bir standart 1 icin gereklidir.

Daha sonra ihtiya¢ duyulan boncuk kari s 1 mi ni n son hacmi (Vfin) hesaplandi .

Vfin = kuyu sayl si x 25pl. Pipetleme rezervuari igin yuvarlati Imi s ti r. Bireysel

boncuk s is eleri 5 saniye vortekslendi ve nihai hacmin (Vfin) 1/20'si pipetlendi

her boncuk "Bead Mix" etiketli bir s is eye yerles tirildi. ile son hacme (Vfin) kadar dolduruldu.

Reaktif Seyreltme Tamponu (RDB).

Biyotin konjugati ni nhazi rlanmasi

Biyotin-es lenik kart s 1 mi as ag daki hesaplamaya gére hazi rlandi :

Kuyu bas 1 na 50 ul biotin-konjugat kari s 1 mi gerekliydi. 17 kuyu oldugu kabul edildi

2 standart egrive 2 bos luk arti ek bir standart 1 igin gerekliydi.

kurmak. I htiyac duyulan biyotin-es lenik kart s 1 mi ni nson hacmi (Vfin) hesaplandi .

Vfin = kuyu sayr si x 50pl. Pipetleme rezervuart iginyuvarlatt Imi s ti r.

Bireysel boncuk s is eleri 5 saniye vortekslendi ve son hacmin 1/20'si pipetlendi

(Vfin) "Biotin-konjugat Kar1 s 1 mi " etiketli bir s is eye. Doldurulmus

Reaktif Seyreltme Tamponu (RDB) ile son hacme (Vfin) kadar.

Streptavidin-PE'nin hazi rlanmasi

Testte konsantre streptavidin-PE ¢6zeltisinin seyreltilmesi

Tampon (1x) yapi Idi .
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Tupleri kullanarak test prosedirtu

Bu durumda inklbasyonlar tiplerde gergekles tirildi. Santrifij adi mlari  gerekliydi
Test performansi i¢in. Test icin gerekli sitometre tiplerinin sayl s belirlendi.
Istenen numunesayl s arti cali s ti rmaicin gereken uygun sayl da tiip

bos luklar ve standartlar. 25ul standart kari s 1 mdilusyonlari 1 ila 7 eklendi.
belirlenmis tupler Kér tuplere 25ul Assay Buffer eklendi. 25pl

aki s sitometresiicin belirlenen standart kart s 1 m dilisyonu 1-17 eklendi
kurmak. Belirlenen numune tuplerine 25pul numune eklendi. 25pl boncuk

Kor tupler dahil tim tlplere kari s 1 m eklendi. 50pl biotin

Kér tipler dahil tim tiplere konjugat kart s 1 mi eklendi. Icerikler

Hertip kart s t1 rn Idi veodasi cakli @ nda(18°ila 25°C) 2 saat inkliibe edildi,

aliminyum folyoile1 s 1 ktan korunmus tur. Streptavidin-PE daha sonra hazi rlandi .

TUum tuplere 1 ml tahlil tamponu eklendi ve 5 dakika 200 x g'de d6é nduruld.

Supernatan daha sonra her bir tipten dikkatli bir s ekilde ati Idi ve geriye 100 ul si vi  kaldi .
her tupte. Bu adi m daha sonra tekrarlandi . Daha sonra 50 pl streptavidin-PE eklendi.

ko r tupler dahil tm tupler. Her bir tiptn igerigi iyice kart s tt rn Imi st r.

vel s 1 ktan koruyarak oda si cakli g nda (18°ila 25°C) 1 saat inkube edildi.

aliminyum folyo.

TUm tuplere 1 ml tahlil tamponu eklendi ve 5 dakika 200 x g'de d6é nduruldd.
Supernatan daha sonra her bir tipten dikkatli bir s ekilde ati Idi ve geriye 100 ul si vi  kaldi .
her tupte. Bu adi m daha sonra tekrarlandi . 500pl tahlil tamponu daha sonra eklendi

her tup Daha sonra aki § sitometresinde elde edildi.
2.6. Notrofil yapi § ma testi

Bu tahlil, Hakanson ve digerleri, 1994 tarafi ndan tarif edildigi gibi ve kandan ali nan kan lizerinde yapi Idi .

sagh ki 6grenci génulluleri.

2.6.1. Malzemeler

Vendz kan, mililitre kan bas 1 na 5 U koruyucu icermeyen heparinilekart s tt rn Idi .
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Gonulla sagh ki dondrler kullani Idi  ve ali nan kan miktari not edildi.

¢ok si k kullani Imamasi i¢in bireylerdenali nmi s t1 r.

Enstrimantasyon:

Santrifujleme adi mlari i¢in 40 °C'de si cakli k kontrollU bir santriftj kullani Id1 . A

Hucreleri numaralandi rmak igin mikroskop kullani Idi  ve tekrar sispansiyon haline getirmek igin bir girdap kullani Idi .

hiicreler.

Reaktiflerin hazi rlanmasi :

No trofillerin izolasyonundan as ag daki reaktifler hazi rlandi :

heparin

90 mg Heparin (Sigma Diagnostics, St Louis, MO, ABD) 30 ml i¢cinde seyreltildi.

ari tt Imi s su.Dahasonrakari s tt rn Idi ,stzuldu ve sterilize edildi. 0.1mlI miktar
heparin her mililitre kan icin kullani Idi . Cozelti 4°C'de saklandi .

histopak

Histopaque (Sigma) oldugu gibi kullani Idi ve 4°C'de saklandi .

Amonyum Klorir

8,3 g Amonyum klorir (Merck, Darmstadt, Almanya), 1 g NaHCO3 (Merck) ve

74 mg EDTA (Sigma) 1 L distile suda eritildi ve 4°C'de saklandi .

Fosfat tamponlu salin

0,923 mg BBL™ FTA Hemaglutinasyon Tamponu (BBL Microbiology Systems, Becton Dickenson
and Company, ABD)

100 ml distile suda ¢6zunduruldu ve pH dederinde oldugundan emin olmak icin kontrol edildi.

7.4.
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Hanks Dengeli Tuz CO zeltisi (HBSS)

HBSS (Highveld Biologicals (Pty) Ltd., Johannesburg, SA) as ag dakilere géreyapi Imi s ti r:

Ureticinin talimatlari .

Lo kosit sayma st vi si

2 ml'ye 0,1 ml %0,1 (100 mg/100 ml) centiyan meneks e solisyonu (Merck) eklendi

buzlu asetik asit (Saarchem-Holpro Analytics Ltd). Daha sonra 100 ml distile su

eklendi ve solusyon 4°C'de saklandi .

Notrofil yapi s matahliliigin as ag daki reaktifler kullani Idi :
Tahlil tamponu:

8,1816 g NaCI (Labchem Ltd)

0,3728 g KCI (Saarchem-Holpro Analitik Ltd.)
0,2033 g MgCl (Saarchem-Holpro Analitik Ltd.)
0,1110 g/L CaCl (BDH Ltd Poole Ingiltere)
0,50445 g/L Glikoz (BDH Ltd Poole Engeland)
2,383 g/L HEPES (Sigma)

30 mg insan serum albumini (Sigma)

62,9 mg/L MnCI2 (Merck, Darmstadt, AlImanya)

Yukari daki biles enlerin timu, 1 Ldami t1 Imi s sui¢inde ¢dzindurilda ve pH

7.4'e ayarlandr .
Forbol miristat asetat (PMA) (uyari ci )
20ul PMA (Sigma) stok solisyonu (1mg/ml DMSO) 1ml distile suya eklendi.

Bu ¢6zelti, orijinal ¢6 zeltinin 100 ul'sini 1.9 ml dami t1 Imi § suya ekleyerek seyreltildi.

su. Daha sonra 3 ml yeni ¢dzeltiye 1 ml ilave edilerek seyreltildi.

art o Imi s su.
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O-fenilendiamin Co zeltisi (OPD)

A. Sitrat fosfat tamponu:
Sitrik asit (MW 192.1) 6,724 g/L (Saarchem-Holpro Analytics (Pty) Ltd.)

Na2HPO4 (MW 142.0) 9,5 14g/L (Saarchem-Holpro Analytics (Pty) Ltd)
Yukari da belirtilen tampon as ag daki gibi hazi rlandi :
Reaktifler ayri ayri 400 ml distile su icinde ¢6zuldu. Kiguk miktarlarda

St ksi kkari s ti rarak sitrik aside Na2HP04 eklendi. pH degeri

¢Ozeltisi ks kkontrol edildi, her s ey birbirinekart s t1 n Idi g ndapH

yaklas 1 k5. Solisyon daha sonradami ti Imi s sukullani larak 1 L'ye ve pH'I 5'e tamamlandi .

B. TRITON X-100

1 g/L TRITON X-100 (%0,1) (Sigma) kullant Idi .

C. O-fenilendiamin (OPD)

1 g/L OPD (Sigma) kullani Idi .

D. H202

(Stok solisyonu = 10mol)

400ul/ L H202 (4umol/L) (Sigma) kullani Idi .

A, B, Cve D ¢Ozeltileri birlikte kar1 s t1 1 Idi . Buna substrat ¢6 zeltisi denir.

H2S04 (durdurma solisyonu) (1mol/L) (Saarchem-Holpro Analytics (Pty) Ltd., Krugersdorp,

SA)
1L distile suda 28ml.

2.6.2. Yontem (Boyum, 1968)

idrars is esine veya kan alma torbasi na 500 pl heparin eklendi. Gerekli olan
hacim kan ve heparin daha sonra birlikte iyice kari s tt n Idi .15 ml Histopaque

daha sonra 50 ml'lik kademeli plastik bir tupe (Ficoll tipu) eklendi. Kan daha sonra dikkatlice
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Histopaque Uzerine yerles tirildi ve tip Uste kadar dolduruldu. Tipler o zamanlar

Odasi cakh g naayarlanmi s santrifijde 1800 devirde 25 dakika santrifuj edildi.

Plazma, trombositler, monositler, lenfositler ve histopaktan olus an Ust tabakalar

plastik bir pipet kullani larak ¢i kari Idi ve plastik bir kaba birlikte ati Idi .

%5 hipoklorit ¢ zeltisi ile. Geriye kalan tabaka ise granulosit tabakasi di r.

gerekli nd trofilleri icerir. Granulosit tabakasi ve Ustliinden + 3 mm

ki rmi z1 kan hicresi sispansiyonu ¢i1 kari Idi  ve 50 ml'lik temiz bir tipe pipetlendi ve

buz soguklugunda %0,84 amonyum klortr (NH4CI) ile doldurulmus tur . icindekiler

iyicekari s t1 n I pbuzda 10 dakika dinlenmeye b1 raki Idi .Ki rmi z1 kan hicreleri parcalandi

buadi msi rasi nda.

TUp daha sonra 1200 rpm'de 10 dakika santrifijlendi. Elde edilen sipernatan
st vi ati Idi ve pelet tutuldu. Pelet hala ki rmi z1 kan hicreleri igeriyorsa
(ki rmi zi msi  renk), amonyum klorur ve santrifij adi mi tekrarlandi . bu

Saklanan beyaz pelet, né trofillerin en fazla oldugu granulositleri icerir.

bolluk.

Pelet daha sonra vortekslendi ve tiip fosfat tamponlu salinle dolduruldu. I¢cinde

birkag tup durumunda, hepsi bu as amada havuzlandi . Bu adi m dabhil edildi

kalan amonyum klortrd yi kayr n. Tap 10 santrifj edildi

1100 rpm'de dakika. Nihai sipernatansi vi ati Idi . tup

daha sonra vortekslendi ve huicreler soguk PBS iginde yeniden slispanse edildi ve daha sonra bir hemositometre

kullani larak 2.5 X 106 hucre/ml'lik bir konsantrasyona kadar PBS ile seyreltildi. Hlicreler buz tzerinde tutuldu

kullani lana kadar.

Polimorfontkleer 16 kosit adezyonu, deneysel prosedir
Yuvarlak tabanli 96 oyuklu doku kultura plakalart  (steril) kullani Idi

Kuyulara as ag dakiler eklendi:

DMEM 100 ul

BHK 238-1/331-7 hicreleri 100 ul
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Hucreler daha sonra bir CO2 inkliibatd riinde 370 C'de 24 saat inklbe edildi.

Fibroblast tek tabakalari , 96 oyuklu mikro titre plakasi nda l¢ kez y1 kandi

tahlil tamponu ile. Her kuyucuga 140ul tahlil tamponu eklendi. Daha sonra 20yl

potasyum humat (DMEM icinde yapi Imi s ti r) eklenmis tir (nihai potasyum humat

konsantrasyonu = 100 ug/ml). Hucreler, bir CO2 inkubatériinde 370°C'de 15 dakika sureyle inkibe edildi.
Daha sonra 20 pl PMNL sUspansiyonu (2,5 x 106 /ml) (PMNL: FIBRO = 5:1 optimal igin

adezyon) her kuyucuga ilave edildi ve ardi ndan 20ul PMA sollsyonu (uyari ¢ ) veya 20ul

distile su (dinlenme) eklendi.

Plakalar 1 saat 370 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra yapi s mayan PMNL

kuyucuklardan ¢i kari Idi ve plakalar, tahlil tamponu ile ti¢ kezyr kandi .
100ul OPD substrat soltisyonu eklendi ve 5 dakika inkibe edildi. 100ul H2S04 _

reaksiyonu durdurmak igin her kuyucuga eklendi. Absorbans 492 nm'de okundu.

Yap! s an granulositlerin toplam miktari n (2,5 x 106 /ml) yuzdesi
bas lang! ¢ta kuyulara eklenmis olan standart bir egriden hesaplanmi s ti r,
bas langi ¢ PMNL miktari ni n seridiltsyonlari (%1 ila %100) (basit regresyon kullani larak)

analiz) as agi daki gibidir:

Tahlil tamponu icindeki bas langi ¢ miktari ndan (2.5 x 106 /ml) PMNL'den 5 seyreltme yapi Idi .
140 ul analiz tamponu, 96 oyuklu bir mikrotitre plakasi ni n 12 oyuguna ilave edildi. PMNL, 2.5 x
106 ve 0.07 x 106'n1 n seyreltilmis stspansiyonldréoxdaa 20, Rx KBS ekiOntix Habha sOntaxddhl |
distile su eklendi. bu

plaklar daha sonra bir CO2 inkubatdriinde 37° C'de 1 saat inkiibe edildi .

Plaka daha sonra 8 dakika/1500 rpm icin santrifijlendi. SGpernatan dikkatlice
peleti bozmadan pipet ile uzaklas ti ri Idi . 100pl OPD eklendi.
substrat ¢6zeltisi ve 5 dakika inkUbe edildi. Daha sonra 100ul H2SO4 (1mol/L) eklendi.

reaksiyonu durdurmak igin her kuyu. Absorbans 492 nm'de okundu.
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SONUCLAR
3.1. Gluvenlik testi

Potasyum humati n klinik givenligi tam kan testi ile belirlendi.
sayl m, karaciger ve bd brek fonksiyon testleri yani sodyum, potasyum, kreatinin, alkalin
fosfataz, gama GT, Ure ve Urat. Hastalardan kan drnekleri ali ndi

denemeden 6 nce ve sonra ve test icin Ampath laboratuvarlari na® génderildi.

Patoloji sonuglari ni n analizinden sonra, bir ANOVA araci I g yla gozlendi.
tum parametreler givenli arali ktaydi ve 6 nemli bir fark yoktu
tedavi edilen gruba kars 1 plasebo ileilgili olarak, boéylece potasyum humati n

bu dozda kullanmak guvenli olabilir (Tablo 1, S ekil 1 ve 2).
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Tablo 1: Tam kan sayr mi icin patoloji sonuclari (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH,
MCHC, RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA, PLT), karaciger (alkalin fosfataz,
gama GT) ve bo brek (sodyum, potasyum, kreatinin, Ure ve Urrat) fonksiyon testleri

Tedavi edilen ve plasebo grubunun cali s masi ndan 6 nce ve sonra elde edilen hastalari n orani

is lenmis plasebo
Onceki sonras nda Onceki sonrasi nda
Kota SD Kota SD Kota SD Kota SD
HGB (a/dL) 14.14 1.45 14.4 1.10 14.10 1.18 14.08 1.38
RBC (10 12/L) 4.69 0.50 4.80 0,37 4.76 0,33 4.76 0,37
HCT (%) 41.46 4.10 42.29 2,76 41.21 4.22 41.38 3,88
MCV (fL) 88.58 2,86 88.28 2.98 87.07 4.60 86.99 4,98
MCH (sf) 30.22 1.30 30.09 1.35 29.55 1.75 29.64 1.97
MCHC (q/dL) 34.09 0,75 34.08 0,71 33.93 0,73 34.05 0,62
RDW (%) 12.97 0,74 13.15 0,82 13.31 1.03 13.27 0.95
WBC (10 9/L) 8.11 2,85 7.36 2.30 7.27 2.14 7.03 1.62
NE (10 9/L) 4.92 2.60 4.42 2.06 4.37 1.97 4.02 1.59
LY (10 9/L) 2.43 0.50 2.20 0.50 2.15 0.42 3.54 5.48
MO (10 9/L) 0,52 0,25 0,54 0.17 0,46 0,15 0,82 1.72
EO (10 9/L) 0.20 0,15 0.23 0,14 0,24 0.20 0,22 0.13
BA (10 9/L) 0.02 0.03 0.01 0.02 0.02 0.04 0.08 0.17
PLT (10 9/L) 289.35 74.35 299.05 77.74 310.50 66.08 320.900 60.42
Yok (mmol/L) 137.90 1.80 138.60 1.96 137.90 1.95 138,50 1.85
K (mmol/L) 4.31 0.42 24.51 90.03 4.52 0.49 4.37 0.42
CRE (umol/L) 72.15 18.51 73.95 12.93 75.35 12.98 75.45 13.17
ALP (U/L 37°C) 56.15 11.65 57.00 11.23 58.16 12.97 58.40 14.63
GGT (U/L) 15.10 9.52 17.55 8.88 15.00 6.90 15.35 6.95
(URIK (mmol/L) 0,26 0.08 0,27 0,06 0,275 0.08 0,28 0.08
(RE (mmol/L) 3.74 1.38 3.90 1.05 4.18 0.91 4.06 1.16

HGB: Hemoglobin, RBC: Ki rmi z1  kan hucreleri, HCT: Hematokrit, MCV: Ortalama hucre
hacim: MCH: Ortalama hucre hemoglobini, MCHC: Ortalama hicre hemoglobini
konsantrasyon, RDW: Ki rmi1 z1 hiucredad I m genis ligi, WBC: Beyaz kan hucresi, NE:
Notrofiller, LY: Lenfositler, MO: Monositler, EO: Eozinofiller, BA: Bazofiller,

PLT: Plateletler, NA: Sodyum, K: Potasyum, CRE: Kreatinin, ALP: Alkalin

fosfataz, GGT: Gamma-glutamin transaminaz.
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S ekil 1: Tam kan sayr mi icin patoloji sonuclart  (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH,
MCHC, RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA, PLT), karaciger (alkalin fosfataz,
gama GT) ve bd brek (sodyum, potasyum, kreatinin, tGre ve Urat) fonksiyon testleri

plasebo grubunda yapi Idi .

HUmik asit

'20- """" AT ow 03 O >1

gz DH on o

S ekil 2: Tam kan sayr mi icin patoloji sonuclari  (HGB, RBC, HCT, MCV, MCH,
MCHC, RDW, WBC, NE, LY, MO, EO, BA, PLT), karaciger (alkalin fosfataz,
gama GT) ve bd brek (sodyum, potasyum, kreatinin, tre ve Urat) fonksiyon testleri

potasyum humatla tedavi edilen grup Uzerinde yapi Idi .
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3.2. Toplam Semptom Skoru

Ces itli zamanlar icin puanlari nkars 1 las tt n Imasi ndan elde edilen verileri analiz ederken
bir ANOVA kullani larak ve taban ¢izgisine gére ayarlanarak 6 nemli bir fark gézlenmedi

plasebo grubunu tedavi edilen grupla kars 1 las ti ri rken (Tablo 2).

Tablo 2: Tedavi ve plasebo ¢ali § masi ndan 6 nceki ve sonraki toplam semptom skorlari

gruplar.

11k 48 Saat 1. Mid 48 Saat 2. Mid 48|Saat 3. Mid 48 Saat Son 48 Saat

Sabah Aks dm Sabah Aks am Sabah AKs am Sabah Aks am Sabal Aks am

Is lenmis

30.8 33.7 29.8 31.1 26.2 26.7 26.7 26.8 26.4

28.6

plasebo

30.1 34.5 28.5 31.3 24.7 28.3 22.6 25.7 22.0

24.2

Sabah: 2 sabah i¢in ortalama puan.

Aks am: 2 aks am icin ortalama puan.

11k 48 Saat: Denemenin ilk 2 gliniiniin ortalama puanlari

1. Orta 48 Saat: Denemenin 7. ve 8. gunlerinin ortalama puanlari .
2. Orta 48 Saat: Denemenin 14. ve 15. gunlerinin ortalama puanlari
3. Orta 48 Saat: Denemenin 21. ve 22. gunlerinin ortalama puanlari

Son 48 Saat: Deneme siresinin son 2 gunindn ortalama puanlari

3.3. Cilt Prick Testi

Tarama surecinin bir parcasi olarak her kati I ma icin deri prick testi yapi Idi ve
sonuctan, katt I mcr ni nen ¢ok alerjik oldugu alerjen secildi

denemenin sonunda tekrarlanacak pozitif histamin ile birlikte.

Bir ANOVA kullanarak ve taban ¢izgisine gdre ayarlayarak istatistiksel analizle, 6 nemli bir
6 nceki ve sonraki sonuglari  kars 1 las tt rn rken ap < 0,05 ile fark g6 zlendi

tedavi edilen ve plasebo gruplari ni nsi rasi yla(Tablo 3).
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Tablo 3: Cali $ madan 6 nce ve sonra kabarti  ¢lcumleri (mm olarak ¢ap)

cilt delme testlerine gore tedavi edilen plasebo gruplari nakars 1 .

Kabara kcgapi (mm)
Onceki Sonrast nda
Kétu SD Kotu SD
is lenmis 8.69 4.71 *6.26 2,79
plasebo 10.66 3,85 9.67 3.91

* [ statistiksel & nemi g6 steren (p < 0.05)

3.4. eozinofil sayl si

Nazal eozinofili, nazal alerjinin ay1 rt edici 6 zelligi olarak kabul edilir (Gleich ve digerleri, 1994).

Eozinofiller normalde nazal sekresyonlari n lekeli yaymasi nda gdrtlmezler. bu

eozinofillerin artan mevcudiyeti, dahil olmak Gzere bir is e ali m dengesi igerebilir

olgun htcrelerin kemotaksisi, progenitdrlerinin ¢ogalmasi

eozinofiller (Gibson ve digerleri, 1990). izlemek icin bir derecelendirme 6l¢egi kullani [abilir.

tedaviye yani t.

ve dokunun yok edilmesi

Bir ANOVA kullanarak ve taban cizgisine gé re ayarlayarak istatistiksel analizle, é nemli bir

keyfi bir sayr olarak ifade edilen sonuclarda (1-6 arasi nda) fark g6 zlendi

kars 1 las tt i Idi § ndayaymada bulunan eozinofillerin derecesine kars 1 i

si rasi yla tedavi edilen ve plasebo gruplari ni nsonuglari ndan dnce ve sonra (Tablo 4).

Tablo 4: Yaymalarda eozinofil varli @ ni n derecesi (derecelendirme sistemi kullani larak)

tedavi edilmis ve plasebo gruplari ndan elde edilmis tir.

k gelir.

Eozinofilvarli @1 n1 n derecesi

Onceki Sonrasi nda
Ko tl SD Ko tl SD
Is lenmis 2.63 1.12 *1.84 0.60
plasebo 2.80 0,83 2,95 0,76

* [ statistiksel 6 nemi go6steren (p <0,05)
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3.5. Notrofil yapi § ma testi

Bu tahlil, potasyum humati n genel bir 6 zelligi olup olmadi @ ni belirlemekicinyapt Imi s ti r.
anti-alerjik eylem veya eylemin daha spesifik bir anti-alerjik etkiye sahip olup olmadi g . bu

notrofil adezyon testi, yapi s 1 k olan nétrofillerin miktari ni 6lger.

St rasi yla BHK 238-1 ve 331-7 hiicre hatlarnt . BHK 331-7, ICAM-1 igerir ve

bu nedenle nétrofillerin ICAM-1'e baglanmasi i¢in daha spesifiktir. Her ikisi de uyari Imi s

ve dinlenme hicreleri 6I¢uldd. Yapi § kan nétrofiller analiz edilerek nicelles tirildi

MPO surdamda. Her tahlil g kopya halinde cali s tt i Idi  ve daha sonra Ug kez tekrarlandi ;
sonuclar daha sonra havuzlandi ve ardi ndan bir ortalama ve standart sapma (SD) bulundu.

bu degerlerden (Tablo 5 ve 6) ve ¢izilen diyagramlardan (S ekil 3 ve 4) hesaplanmi s t1 r.

Sonuglardan da goraldugu gibi, aralari nda 6 nemli bir fark yoktu.

uyart Imi s ve dinlenen hicrelere gére 6 nemli bir fark olmadi § gibi

potasyum humat ile tedavi edilen hicrelerin artan konsantrasyon arali g ,

bu da potasyum humati n daha spesifik bir anti-alerjik etkiye sahip oldugunu dus Gndartr. Bu

hem BHK 238-1 hiicre hatti  hem de BHK 331-7 huicre hatti igin g6zlendi

si rasi yla(Tablo5ve 6, S ekil 3 ve 4).
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Uzerindeki etkileri

artan konsantrasyonlarla is lendiginde BHK 238-1 hlicre hatti nayap!i s ma Uzerine

potasyum humat.

Kontrol yiizdesi olarak yapi ma ortalamasi

Potasyum
humat (ua/ml) 5 10 20 40 60 80 100
Dayanma
Ortalama 99,55 100,10 105,94 (104,19 113,18 118,67 120,60 7,67 18,17 23,31
SD 7.97 5.24 8.39 13.95
uyart Imi s
Ortalama 100,17 99,62 100,69 100,25 100,65 101,00 101,05 2,52(0,95
SD 4,86 3.91 3,96 2,65 2.25

160

140 T

120 4 >

100 - .

80 | —— Dinlenme

—l— Biliyoruz

60

40 4

20 A

0 T T
10 20 40 60 80 100
Potasyum humat konsantrasyonlari  (ug/ml)

$ ekil 3: Potasyum humati nistirahat ve uyari Imaya kars 1

artan ile tedavi edildiginde BHK 238-1 hiicre hatti nayapi s ma Uzerine notrofiller

potasyum humat konsantrasyonlari .

adezyon Uzerindeki etkileri
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Tablo 6: Potasyum humati nistirahat ve uyart Imi s nétrofillerin yapi s masi Uzerindeki etkileri
artan konsantrasyonlarla is lendiginde BHK 331-7 hiicre hatti nayapr $ ma Uzerine

potasyum humat.

Kontrol ylizdesi olarak yapi s ma ortalamasi

Potasyum
Dayanma
Ortalama 100,63 97,04 101,13 108,05 115,49 121,69 123,97 21,57
SD 6.89 3.70 4.79 10.88 12.86 21.15
uyart Imi s
Ortalama 95,08 95(37 4,75 97.08 99,16 99,85 98,91 101,81
SD 8,64 5.2 6,98 3,74 4,16 3,00

160 ~

140 -

120 +

100 +

80 4 —&— Dinlenme

—— Biliyoruz

60 4

40 -

20 4

0 T T
5 10 20 40 60 80 100
Potasyum humat konsantrasyonlari  (ug/ml)

S ekil 4: Potasyum humati n istirahat ve uyari Imaya kars 1 adezyon Uzerindeki etkileri
artan ile tedavi edildiginde BHK 331-7 hiicre hatti nayapr s ma Uzerine ndtrofiller

potasyum humat konsantrasyonlari .
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3.6. bazofiller

T1gili hiicre popiilasyonu, monoklonal antikorlarla boyandi .

alerjen veya kontrollerinvarli @ .Si ni rlandi r1 Imi s hucrelerin floresansi

pozitif lekeli olaylari lekesiz olaylardan ayi rt etmek i¢in analiz edildi.

Bu prosediir, 6rnegin hasta bas 1 na iki kez gercekles tirilir. Once (2. Ziyaret) ve sonra (4. Ziyaret)

ve sonuglar aktifles tirilmis bazofillerin yUzdesi olarak ifade edilir.

Pozitif ve test arasi ndaki farki kullanarak verileri analiz ederken ve

sonra negatif ile ANOVA kullanan test arasi ndaki fark ve

taban cizgisi icin ayarlamayapr Idi @ nda, kars 1 las tt rn Idi g nda dnemlibir fark gézlenmedi.
O ncesive sonrasi ileilgili olarak tedavi edilen grubunki ile plasebo grubu

sonuglar (Tablo 7).

Tablo 7: Yuzde farki a¢i si ndan tedavi edilen gruplara kars 1 plasebo

tedaviden 6 nce ve sonra aktif bazofiller.

2 ziyaret edin Vizit 4
% Aktif Bazofiller % Aktif Bazofiller Pozitif
| Plasebo Pozitif Negatif Test|Ortalama 42,05 8,05 Negatif Test 43,79 8,32 49,05(24,57
50,71 SD 27,33 11,22 31,89 15,11 2p,26
is lenmis
Ortalama 40,75 5,06 41,22 38,87 8,63 47,53
SD 25,2 7,36 19,83 25,94 17,42 26,51

3.7. Sitokin seviyeleri

Mikrokureler, her biri ile spesifik olarak reaksiyona giren antikorlarla kapl di r.
multipleks sistemde tespit edilecek analitler. Boncuklar s us ekilde ayi rt edilebilir:

boyutlari ve farkli spektral adresleri ile.

Klinik calil s masi rasi ndaherkati  ma icincali $ ma 6ncesive sonrasi serum

Sitokinleri ayni anda FBI kullanarak analiz etmek icin donduruldu.
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Hem pro hem de anti inflamatuar sitokinler i¢in verileri analiz ederken
ANOVA ve bas langl ca gore ayarlandi @ nda, s udurumlarda é nemli bir fark g6 zlenmedi:

tedavi edilenle plasebo grubunun kars 1 las tt i Imasi (Tablo 8 ve 9).

Th1 Sitokinler

Tablo 8: Th1 sitokinlerinin ve 6 ncesi ortalama ortalamalari ve standart sapmalari

si rasi yladurus madan sonra.

Sitokin seviyeleri (pg/ml)

sitokinler IFN-G IL-1B IL-2 IL-8 TNF-A TNF-B
6 nce sonfa 6 nce sorra 6 nce sopra 6 nce spnra dnce Jonra dnce sonfa 6 nce sornra

plasebo

Ortalama 24,66 28,59 21,93 29,77 41,56 16,09 96,66 126,23 31,88 58,89 51,15 62,59

SD 9,45 19,62 9.88 23.5 18.38 27.91 51.67 89,13 21,95 77,33 43,55 55,34

Is lenmis

Ortalama 30,22 40,17 57,69 42,65 30,23 26,28 30,23 26,28 31,92 43,34 74,89 72,06

SD 24,37 49,45 75,94 45,65 28,47 24,62 28,47 26.62 19,84 39,84 70,67 46,37

Th2 Sitokinler

Tablo 9: Th2 sitokinlerinin d ncesi ve & ncesi ortalama ortalamalari ve standart sapmalari

si rasi yla durus madan sonra.

Sitokin seviyeleri (pg/ml)
sitokinler IL-10 IL-6 IL-4 IL-5
(nce sonra Onceki Sonrasi nda Onceki Sonrasi nda (nce sonra

plasebo

Ortalama 19.66 24.15 9.25 11.84 450.94 455.98 59,79 110.97
SD 14.03 20.91 5.86 9,1 1B47,11 1397,4p 54.04 176.98
is lenmis

Ortalama 21.72 265.67 474.73 556.63 119.91 110.94 19.05 14,58
SD 13.56 992,31 1484,16 2081,54 78.65 110.98 30.76 16.57
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BOLUM 4
TARTIS MA
4.1. Guvenlik testi
Klinik ¢ali s mada Latrobe vadisi potasyum humatTM'nin guvenligi , gunluk dozda

1.8g, bildirilen veya g6 zlemlenen herhangi bir yan etki olmaksi z1 n kurulmus tur. Hers ey
hematoloji ve biyokimyasal parametreler normal si ni rlardaydi ve

plasebo ve tedavi edilen gruplar arasi nda istatistiksel olarak anlamli  farklar saptandi .
kars 1 las ti n Idi , bu nedenle potasyum humati n sahip olmadi § sonucunavari Idi .

30 gin boyunca bu dozda ali ndi § nda yan etkiler.

4.2. Toplam semptom puani

Toplam semptom skoru anlamli  bir farkli I k g6 stermemesine ragmen,

Si rasi yla tedavi edilen ve plasebo gruplari ni nkarg 1 lag ti ri Imasi , puanlarda azalma egilimi
her iki grup icin de g6 zlemlendi, bu da denemenin

Polen dalgalanmalari ni hesaba katmak icin polen mevsimine kasi th olarak girip ¢1 kmak

sayl m, her iki grubun semptomlari ni hafifletti. I kinci bir deneme planlani yor

polen dalgalanmasi ni ortadan kaldi rmak igin sezon ici ddnemle si ni rlandi ri Imali di r.

4.3. Deri delme testi

Alerjen, 6 nceden hassaslas mi s bir kis inin cildine girdiginde,

Bir mast hucresinin ytzeyindeki IgE molekulleri ké prilenir ve diregin degranilasyonu

hicre olus ur. Histamin iceren 6 nceden olus turulmus granuller sali ni rve ardi ndan

eozinofiller ve no trofiller tarafi ndan dermisin progresif infiltrasyonu

bd Igeye kemotaktik faktd rler tarafi ndan ¢ekilir. Ancak bazi  ajanlar mast olus umuna neden olabilir.

IgE araci I olmayan mekanizmalar tarafi ndan htcre histaminsali ni mi .
Bir ANOVA kullanarak ve taban cizgisine gore ayarlayarak istatistiksel analizle, d nemli bir
6 nceki ve sonraki sonucglart  kars 1 las t1 ri rken ap <0,05 ile fark g6 zlendi

si rasl ylatedavi edilen ve plasebo gruplari ni nyuzdesi, tedavi edilen kati I mci lari n %70'i
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plasebonun %65'ine ki yasla son ziyaretlerinde azalmi § bir kabarti ya sahip olmak
grup. Plasebo grubundaki azalma, denemenin
telafi etmek icin yapi1 lan polen sezonuna girip ¢1 kti .

Polenlerdeki dalgalanmalar ve bunun istenmemesi ¢cali s mada belirleyici bir fakto rdar.

Bir enflamatuar yani tolan parlama 6l¢imlerinikars 1 las ti n rken

alerjen, ikisi arasi nda ¢ nemli bir fark oldugu go sterilmis tir.

gruplar ve taban cizgisi i¢cin ayarlama yapi I rken, tedavi edilen gruplari n parlama 6lgimleri
6nemli 8lgtde azaldi . Bdylece potasyum humati n bir anti olarak¢ali s tt § ni kani th yor.

enflamatuar ajan.
4.4. eozinofiller

Eozinofillerin tutulumu, alerjik rinitin bir ticari markasi di r. Birikimler

Hucrelerin lokal doku bdlgelerine tas 1 nmasi , sitokinlerin ve diger hiicresel ve

himoral arabulucular (Gleich ve digerleri, 1994). Eozinofiller nazal b6 Igede nadiren bulunur.
atopik olmayan ve nazal semptomlari olmayan bireylerin mukozasi . arti s lari

Eozinofiller, hem lamina propriada hem de nazal epitelyumda belirgindir.

mukoza (Breddin ve digerleri, 1993, 1995, Bentley ve digerleri, 1992, Jacobcon ve digerleri, 1999) ve
nazal limen &rneklerinde iyiles meleri de artmaktadi r (Andersson ve ark., 1989,

Pipkom ve digerleri, 1988, Salib ve digerleri, 2005).

Eozinofil grandl biles enlerinin, ECP ve eozinofilin yuksek konsantrasyonlari

nazal lavajda protein X (EPX) ve ayr1 ca eozinofil peroksidaz tani mlanmi s ti r

Aktif mevsimsel alerjik riniti olan hastalari n her ikisi de olmayanlarlakars 1 las tt rn Idi § nda
rinitli denekler ve mevsimdi § 1 ayni mevsimsel rinitliler (Wilson ve ark., 1998,
Ahlstrom-Emanuelsson ve digerleri, 2004, Klimek ve digerleri, 1996, Lorenzo ve digerleri, 1997,
Svensson ve digerleri, 1990, Wilson ve digerleri, 1998). Nazal lavajdaki ECP seviyeleri

hem eozinofillerin say1 si ylailis kili bulunmus tur (Andersson ve digerleri, 1989, Miller

ve digerleri, 1982, Wilson ve digerleri, 1998, Bickmore 1978), is eali mve

Bu hastali kta eozinofillerin aktivasyonu ve semptom skoru (Ahlstrom-Emanuelsson

ve digerleri, 2004).
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Bir ANOVA kullani larak ve taban ¢izgisine gére ayarlanarak istatistiksel analiz yapi Idi ktan sonra, bir
Oncesiilekars 1 las tt n Idi § ndaap<0.05ileanlamli fark gézlendive

si rasl ylatedavi edilen ve plasebo gruplari ni nsonuglari ndan sonra, tedavi edilenlerin %55'i
son vizite go re eozinofil derecelendirmesinde azalma olan kati I mci lar

plasebo grubunun %5'i.

Eozinofillerinis e ali nmasi ve aktivasyonu, klinik hastali k igin kritik olarak kabul edilir.
ekspresyonu, bu hicrelerin etkinles tirildiklerinde araci lari serbest bi rakma yetenekleri sayesinde
inflamasyonun gelis mesine neden olur. Yani eozinofillerin ali mi ni azaltmada

Potasyum humati n anti-alerjik etkisini bir bas ka vekil belirte¢ Gzerinde kani tlar.

alerjik rinitin toplami ni degerlendirirken anlamh  olmamasi nedeniyle

semptom puanlari , semptomlari n ger¢ek anlamda hafifletiimesi henlz kani tlanmami s ti r.

fki grubun smearlari kars 1 las ti i Idi § ndaanlamh bir fark oldugu gé raldd.
icin sonuclari ayarlarken g steren iki grup arasi ndaki fark
bas lang! ¢tatedavi edilen gruplari n nazal eozinofilai mi  6dnemli 6l¢tide azalmi s t1

saman nezlesi i¢in diger tedavilerle koreledir (Di Lorenzo ve ark., 2004).
4.5. notrofiller

No trofiller kendi kemokinlerini serbest b1 rakarak iltihaplanmaya katki da bulunabilirler.
sUperoksit anyonu ve grantler enzimler. si vi larda notrofil elastaz (NE)

havayollari ni n epitel astari ni nyapi lari ni tahrip ettigi bildirilmis tir.

hicredi s 1 matris, daha fazla enflamatuar sitokin sali ni mi ni indukler ve Gretir

klinik semptomlar (Teran ve digerleri, 1997; Nadel ve digerleri, 1999; Gadek ve digerleri, 1979).
No trofiller ayri ca lipidler, proteazlar,

mikrop 6ldurtc Grinler, reaktif oksijen ara Grinleri (stperoksit, H202, OH ") ve

nitrik oksit (Sampson, 2000).

Bu sitokinlerin ndtrofilali mi naveas 1 ri duyarl I §akatki dabulunmaolasi i § yuksektir.
Ancak, blayuk miktarlarda histotoksik ve diger maddeleri salma potansiyelleri nedeniyle
proinflamatuar ajanlar, bu hiicre ayri ca 6 nemli doku Uretme kapasitesine sahiptir.

incinme. Bu nedenle nétrofillerin in vivo uygunsuz veya as 1 r aktivasyonu,
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¢ok ces itli enflamatuar hastali klari n patogenezinde yer almaktadi r (Brezilya ve

al., 2005).

Notrofil yapr s ma tahlili, hUcreye yapi s an nétrofillerin miktari ni dlcer.

St rasi yla BHK 238-1 ve 331-7 hucre hatlari . BHK 331-7, ICAM-1 igerir ve

bu nedenle nétrofillerin ICAM-1'e badlanmasi icin daha spesifiktir. Her ikisi de uyari Imi s

ve dinlenme hicreleri 6l¢tldid. MPO sali mi miktari  belirlenmis yapi s 1 k maddenin analizi

notrofiller.

Sonuglardan goérildigu ve hesaplandi g gibi, hicbir s eyinolmadi § aci kca belirtilmis tir.
uyari lan ve dinlenen hiicreler arasi nda 6 nemli farkh 11 klar oldugu gibi,

artan doz ile né trofil adezyonu ile ilgili olarak ¢ nemli bir fark

potasyum humat tedavisi arali @ . Bu, hem BHK 238-1 hticresi i¢in g6 zlendi

hatti vesi rasi yla BHK331-7 hiicre hatti . Bu, burada s unu gosterir:

Potasyum humati n hem uyari lan hem de uyari lan nétrofillerin adezyonu tzerinde hi¢bir etkisi olmami s ti r.
dinlenme ve dolay! si ylasali nan MPO miktari Uzerinde hicbir etkisi olmaz ve si rayla

notrofil yapi s masi na gdre enflamatuar tepki Gzerinde higbir etkisi yoktur.

4.6. bazofiller

Bazofil saflas ti rma, kanda tespit ve aktivasyonun izlenmesi igin yeni aracglar olarak
Floresans ile aktive edilen hiicre si ni flandi rmasi gelis tirilmis ve pazarlanmi s ti r,
s imdi, artan hicre say1 si yla belgelenen, bu hcre tipine yé nelik yeni bir ilgi arti s 1

bazofillerin immunobiyolojisini ele alan yayr nlar ve laboratuvarlar.

Boylece bazofiller arti k aras ti rmaya ¢ok daha uygun hale geldi ve sonug olarak

bag s 1 kh ksistemindekirollerinin algi lanmasi sadece efektér hiicrelerden degis ti,

yuksek afiniteli immunoglobulin E (IgE) sayesinde alerjik reaksiyonlara dahil olurlar

|6 kotrienlerin ve histaminin reseptd r aktivasyonuna bag mli  bir hicreye sali nmasi

potansiyel olarak parazitlere kars 1 bagd s 1 kh ktepkilerini modiile etmede derinden yer ali rve

alerjenler (Irani ve digerleri, 1989, Walls ve digerleri, 1990).

Pozitif ve test arasi ndaki farki kullanarak verileri analiz ederken ve

sonra negatif ile ANOVA kullanan test arasi ndaki fark ve
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taban gizgisi icin ayarlamayap! Idi § nda, kars 1 lag t1 ri Idi g nda 6nemli bir fark goézlenmedi.
Oncesi ve sonrasi ile ilgili olarak tedavi edilen grubunki ile plasebo grubu

Sonuclar. Plasebo grubunun %64,71'i bazofil stimilasyonunda azalma yas adi

tedavi edilen grubun %35,71'ine ki yasla, bu muhtemelen kontrolsitiz

hastalari n bulundugu yer ve tesise gelis yollari ni n belirlendigi durumlar

bilinmemektedir ve hastalari n bazofillerinin halihazi rda uyari Imi s olmasi na yol agabilir. Bu

Gelecekteki benzer ¢cali $ malarda bu yéntemin kullani Imasi  durumunda dikkate ali nmahl di r.

Bu nedenle, bu dozda potasyum humati n
bazofil stimllasyonu ve dolayl si yla histamin sali ni mi ve bu nedenle daha fazlasi na sahip olabilir

Spesifik antiinflamatuar etki, ancak kontrolsiiz olmasi nedeniyle bu kesin degildir.

yukari da belirtilen durumlar.

4.7. sitokinler

Cali s malar, Tyardi mc (Th) htcrelerinin birbirini di s layan Th1'e b6 lindigind bildirmektedir.
(esas olarak IL-2 ve IFN-y Uretir) ve Th2 (esas olarak IL-4, IL-5, IL-9, IL Uretir)

10 ve IL-13) hiicreleri. Bu iki alt kiime, sergileyen hucrelerle birlikte hareket eder.

st ni rsi zsitokin profili (yani Th0) (Mosmamm ve digerleri, 1986, 1989, 1996,

Cherwinski ve digerleri, 1987). Th1 hucreleri 6 ncelikle hticre aract  bag s 1 kli ktayerah r
Th2 hicreleri ise himoral ve alerjik bag s 1 kli kta 6 nemli bir rol oynar.

tepkiler (Mosmamm ve digerleri, 1996).

Th2 sitokinlerinin baski n oldugu AT yardi mci (Th) 1/Th2 sitokin dengesizligi,

AR'de patojenik 6 neme sahip oldugu 6 ne strdlmus tur. Th2 hicreleri 6 nemli bir rol Gstlenir.

O zellikle IL-4 Gretimi yoluyla hiimoral ve alerjik bag s 1 kli k tepkileri,

IL-5 ve IL-10. Th2 hicreleri, akcigerde ge¢ fazyani ti nda kolayl kla bulunabilir.

ve deriye antijenlerin intradermal enjeksiyonundan sonra. Bazi sitokinler

bu hicreler tarafi ndan salgi lanan dogrudan proinflamatuar etkilere sahiptir; hem IL-4 hem de IL-5
eozinofillerin ve mast huicrelerininis e ali nmasi ni ve hayatta kalmasi ni tes vik eder (Mosmamm et

digerleri, 1986, 1989, 1996, Cherwinski ve digerleri, Romagnani 1997).

IL-8 ve MPO Duzeyleri, kronik rinosinUziti olan kis ilerde daha yUksektir.

IL-8, sinus dokusunda nétrofilleri toplar ve aktive eder. Nazal epitel hiicreleri,
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o6 rnedin notrofiller, mast hicreleri, fibroblastlar eotaksin, IL-13, IL-8 ve
Eozinofillerin aki s 1 ni ve aktivasyonunu indikleyebilen TNF-a (Bradding ve digerleri, 1995,

Abdelaziz ve digerleri, 1998, Terada ve digerleri, 2000).

Hem Th1 hem de Th2 sitokinleri icin verileri analiz ederken bir

ANOVA ve bas langl ca gore ayarlamayapi Idi @ ndaanlamli bir fark gézlenmedi
tedavi edilenle plasebo grubu kars 1 las t1 r Idi g nda, belirli korelasyonlar ve egilimler
g6zlemlendi. Aktif eozinofillerin aki s 1 na neden olan IL-4 ve IL-5 ile ilgili olarak

ve sl rasl ylaIgE Uretimini tes vik eder, plasebo grubunun ortalamasi artti

tedavi edilen grubunki azaldi kga, nazal sonuclarla ilis kili olarak

eozinofil boyama ve derecelendirme sonucu. Azalan miktari n teyit edilmesi

nazal eozinofillerin say1 si , IL-4 ekspresyonunun azalmasi ni n bir sonucu olabilir ve

IL-5 sitokinleri.

IL-8 ve IL-1B ile ilgili olarak, bu sitokinlerin her ikisi de
plasebo grubunun artan ekspresyonuna kars 1 tedavi edilen grup. bu da olabilir
eozinofillerin azalmasi ndan ve salgi lanmasi ni nazalmasi ndan sorumludur.

IL-8 ayr1 ca notrofillerin ali mi nda ve aktivasyonunda azalmaya yol agar;

inflamasyonun azalmasi na yol agar.

Bazi sitokin testlerindeki buyuk farkli I klar nedeniyle,

bilinmeyen veya kontrolstiz olaylar, bu sonuglari nyorumlanmasi ni cok zorlag ti rdi .
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5. Sonug

bulunan eozinofil sayr si nda 6 nemli bir azalma gdrtlmesine ragmen
nazal yaymalarda ve sonrasi nda gelis en kabari kh klari n boyutunda azalma
Potasyum humat kullanan grupta alerjen tehdidi, herhangi bir sonuca vari lamadi

Potasyum humati n bir antihistaminik ajan olarak etkinligi Uzerine yapi Imi s ti .

Bu, ¢cali s ma suresinin, égrencinin 6 grenim gérdigi aylarlasi ni rlandi rn Imasi durumunda farkli olabilir.
polen sayl si en yulksek seviyededir. Daha yuksek bir potasyum humat dozu da verebilir.

daha olumlu anti-alerjik sonuclar. Clinkii ¢cok si ni rli  bilgi ve birikim

Potasyumun 6 zellikleri, etki mekanizmasi , is levi ve kullani mlart hakki nda bilgi mevcuttur.
humate, genis bir tahlil ve test yelpazesi olmus tur ve s u andayap! Imaktadi r.

olasi kullani mlari ni ve etki mekanizmalari ni belirlemekicin Gzerinde¢ali s 1 Imi s ti r.

potasyum humat

Kontakt hipersensitiviteye ilis kin bir fare modeli, potasyum kullani mi nda buytk umut vadediyor
bir anti-inflamatuar ajan olarak humat (Van Rensburg ve digerleri, baski da). Bucali s ma

deri prick test sonuglari ndaki anlamh dus Gs ile dogrulanmi s t r.

Potasyum humat, anti-inflamatuar 6 zelliklere sahiptir. bununla ilgili olarak

etki mekanizmasi , bu cali s mada elde edilen 6n sonuclar go stermektedir ki

Potasyum humat, eozinofillerin toplanmasi ni ve aktivasyonunu s us ekilde azaltabilir:

IL-4, IL-5, IL-8 ve IL-1p ifadesini baski lamak.

Bu sonuglari dogrulamak ve mekanizmay! daha iyi anlamak icin
Potasyumun hem anti-enflamatuar hem de anti-alerjik 6 zelliklerinin etkisi
humat, sitokinlere odaklanan daha derinlemesine ¢ali s malaryapi Imal di r.

soru.
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