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OZET

SERPINB1 VE SERPINB2 PROTEAZ INHIBITORLERININ
BRONS EPITEL HUCRELERINDEKI INFLAMATUVAR
CEVAPTAKI ROLU

OVGU ARAN
Yiksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. i. GAGATAY KARAASLAN
Haziran 2018, 98 sayfa

Astim, dunyada yaklasik 300 milyon kiginin etkilendigi ciddi bir saglik sorunudur. Astim
gorulme sikligi tlkeler arasinda degiskenlik olmakla birlikte ayni tlke iginde farkli cografi
bolgelerde de degisiklik gbstermektedir. Ornegin, Yeni Zelanda ve Avusturalya'da siklik
%10-25 iken, Guneydogu Asya ulkeleri, Kuzey Amerika Kizilderilileri ve Eskimolarda
sikhk %1'den azdir. Avrupa ulkelerinde siklik %5-10 olarak bildirilirken, Romanya (%1,5)
ve Yunanistan (%1,9)da siklik oldukga duglktir. Ulkemizde yapilan galismalarda
cocuklarda %0,7-14,8, erigkinlerdeyse %0,3 -7,6 orani ile astim prevalans ylksek oldugu

gorulmektedir.

Astim hava yollarinin kronik bir hastaligidir. Brong daralmasi, hava yolu hiperreaktivitesi
ve inflamasyonla karakterize edilir. Astim c¢esitli fenotipik o6zellikleri bunyesinde
barindiran, genetik ve gevresel faktorlerin etkili oldugu kompleks bir yapiya sahiptir.
Astim patofizyolojisi hakkindaki kani, epitel dokunun yikimi ve yapimi arasindaki

dengenin bozularak hava yolu yeniden yapilanmasina sebebiyet vermesidir.



Alerjenler, hava yolu irritanlari, kimyasallar ve viral solunum yolu etkenleri, hava yolunda
astim gelisim basamaklarini baslatan nedenlerdir. Bu etkenler, hava yolu epitelinde
dokulme, inflamasyon, bronsiyal asiri duyarlilik ve hava yolu daralmasina neden olur. Bu
inflamatuvar yanitin gelismesine katkida bulunan molekuller epitel hucrelerden
sentezlenen, sitokin, kemokin, lipid mediatorler ve buyume faktorleridir. Epitel hicreler
hava yollarinda alerjenle karsilagan ilk hucrelerdir ve solunan hava ile gelen zararl
maddelere karsi fiziksel bir duvar olusturur. Salgiladigi bu molekdullerle inflamatuvar yanit

olusturarak hava yolu savunmasinin ilk basamaginda 6énemli bir rol oynar.

Havayolu epitelinin butinliglinin bozulmasina, surekli soludugumuz toksik ve oksidan
maddelerin yani sira proteazlar da katkida bulunur. Ev tozu akarlari, polenler, funguslar,
bakteriler ve virusler gibi alerjenlerin gogu proteaz aktivitesine sahiptir. Proteazlarin yikici
etkisine karsi, epitel hicreleri proteaz inhibitorleri sentezleyerek proteaz-antiproteaz
dengesini korurlar. Alerjenle karsilasma sonrasinda epitel hicrelerden hangi proteaz
inhibitorlerinin sentezlendigi ve sentez sirasinda hangi metabolik yolaklarin rol oynadigi

sorusunun cevabi net olarak ortaya konulamamistir.

Bu tez calismasinda sistein proteaz Dermatophagoides pteronyssinus 1 (Der p 1) ile
karsilasma sonrasinda, brons epitel hicrelerinde ifadesi degisen serine protease
inhibitor B1 (SERPINB1) ve serine protease inhibitor B2 (SERPINB2) proteaz
inhibitorlerinin inflamatuvar cevaptaki roll ve bu cevabin olusmasinda gdrev alan sitokin,
kemokin ve buyume faktorlerinin etkileri gercek zamanli poimeraz zincir reaksiyonu
kullanarak RNA duzeyinde ve ELISA kullanilarak protein dizeyinde arastiriimistir. Bu
amacgla SERPINB1 ve SERPINB2 ifadeleri genlere 6zgli siRNA kullanilarak

susturulmustur.

SERPINB1 ve SERPINB2 proteaz inhibitorlerinin IL-6, IL-8, RANTES, GM-CSF, TSLP

inflamatuvar mediatorlerin ifadesi Gzerine etkili oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Brons epitel hucresi, alerjen proteaz, Der p 1, SERPINBI,
SERPINB2, proteaz inhibitorleri, astim, alerji.



ABSTRACT

THE INFLAMMATORY RESPONSE ROLE OF SERPINB1 AND
SERPINB2 PROTEASES INHIBITORS EXPRESSED IN
BRONCHIAL EPITHELIAL CELLS

OVGU ARAN
Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Assoc. Dr. |. CAGATAY KARAASLAN
June 2018, 98 pages

Asthma is a serious health problem affecting nearly 300 million people worldwide.
Asthma frequency varies based on countries and even based on regions of same
country. For example, Australia and New Zealand have a frequency of 10-25%, while
Southeast Asian countries, North American Indians and Eskimos have a frequency of
less than 1%. It is reported that frequency in European countries is between 5-10%, while
that in Romania (1.5%) and Greece (1.9%) is relatively lower. The prevalence of asthma
in Turkey is higher than the regional average. Studies conducted in our country have
shown such a high prevalence that the frequency is between 0.7-14.8% in children and
0.3-7.6% in adults.

Asthma is a chronic airway disease. It is characterized by bronchial contraction
(narrowing), airway hyperreactivity and inflammation. Asthma has a complex structure
which contains various phenotypic features and affected by genetic and environmental

factors. The consensus on the pathophysiology of asthma is the disruption in the balance



between epithelial tissue deconstruction and construction which causes airway

remodelling.

Allergens, airway irritants, chemicals and viral respiratory tract factors are initiative steps
causing asthma. These factors lead to airway epitheliumdesquamation, inflammation,
bronchial hyperresponsiveness, and airway contraction. The molecules that contribute
to the development of this inflammatory response are cytokines, chemokines, lipid
mediators and growth factors synthesized from epithelial cells. Epithelial cells are the
first line defense cells that contact allergens in the airways and form a physical wall
against harmful substances that come in through breathing. It plays an important role in
the first step of airway defense by creating an inflammatory response with these secreted

molecules.

In addition to continuous breathing of toxins and oxidants, proteases also contribute to
deterioration in integrity of the airway epithelium. Most of the allergens such as house
dust mites, pollen, fungus, bacteria and viruses have protease activity. Against this
destructive effect of proteases, epithelial cells synthesize protease inhibitors and
preserve the protease-antiprotease balance. Which protease inhibitors are synthesized
from epithelial cells after allergen contact and which metabolic pathways play a role

during synthesis remain unclear.

In this thesis study, role of serine protease inhibitor B1 (SERPINB1) and serine protease
inhibitor B2 (SERPINB2) whose expressions are altered in bronchial epithelial cells after
cysteine protease Dermatophagoides pteronyssinus 1 (Der p 1) exposure, in
inflammatuar response and the effects of cytokines, chemokines, and growth factors in
this response were investigated via real time polymerase chain reaction at RNA level
and ELISA at protein level. For this purpose, SERPINB1 and SERPINB2 expressions

were silenced by using gene-specific SiRNA.

SERPINB1 and SERPINB2 protease inhibitors were found to be effective on the
expressions of IL-6, IL-8, RANTES, GM-CSF and TSLP inflammatory mediators.
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1. GIRIS
Astim, dlnya ¢apinda yaklasik 300 milyon insani etkileyen bir solunum yolu hastahgidir.
Global bir problem olan astim, gelismekte olan Ulkelerde tim yas gruplarinda artis egilimi
gostermektedir. Kronik hava yolu hastaligi olan astimin farkli ulkelerdeki sikligi %1-8
arasinda degisiklik gostermektedir. Havayolu inflamasyonunun astim patogenezine
katkida bulundugu bilinmektedir. Ancak inflamasyon ve hava yolu asiri duyarlihgi

arasindaki dogrudan iligki hala aydinlatilamamigtir.

Astim goérilme sikligi iskogya’da %18,4, ingiltere’de %15,3 ve Avusturalya’da %14,7
siklikla son derece yuksek iken Endenozya’da %1,1, Romanya’da %1,5 ve
Yunanistan’da %1,9 sikilikla olduk¢a dusuktar. Balkan Ulkeleri ve Kafkasya bdlgesinde
yer alan ulkelerde astim prevalansi genis bir yelpazede dagilim gostermektedir.
Turkiye’de astim prevalansin ¢ocuklarda % 0,7-14,8, eriskinlerdeyse % 0,3 -7,6 orani ile

yuksek oldugu gorulmektedir.

Astim, ¢cok sayida uyarana karsi, gesitli inflamatuar hicrelerin artan infiltrasyonu, epitel
hasari, hava yolu duz kas hipertrofisi ve brons duvarlarinda mukoza hipersekresyonu ile
karakterize edilmistir. Astimli bireylerde hirilti, nefes darhgi, gégus sikismasi ve 6kslirme
gibi semptomlar vardir. Astimli bireyde bu belirtilerin ortaya ¢cikmasinda ¢evresel faktorler
ve bireysel faktorler rol oynamaktadir. Cevresel faktorler; yasam ya da calisma
ortaminda yer alan tetikleyiciler, tutin dumaniyla kargsilagsma, hava Kkirliligi, diyet ve
alerjenler seklinde sayilabilir. Bireysel faktorler ise obezite, cinsiyet ve genetik

faktorlerdir.

Astimin klinik olarak tanimlanmis farkli formlari olmasina ragmen son 30 yilda tedavi ve
arastirmanin hedefinde alerjik astim olmustur. Cocukluk ¢agi astim olgularinin %60-90’;
erigkinlerin ise %50’si alerji ile iligkilidir. Alerjenle karsilagsma sonrasinda yatkinhgdi olan
kisiler duyarli hale gelirler. Duyarlanmanin baglamasi solunum, oral, deri ya da

enjeksiyon yoluyla alerjen molekullerinin alinmasiyla gerceklesir.
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Hava yollarinda alerjenlerle karsilasan ilk hicreler epitel hicrelerdir. Epitel hucreleri
fiziksel bariyer olusturarak virtsler, bakteriler ve alerjenlerin zarar verici etkilerine kargi
hava yollarini korur. Epitel hiicreleri salgiladiklar gesitli blylme faktorleri, sitokinler ve
kemokinler yoluyla dogal ve kazanilmis immunite arasinda adeta bir kopru gorevi gorur.
Epitel hicreler sahip olduklari olduk¢a duzenli yari gegirgen bariyer yapiyl protein
kompleks yapilari ile saglarlar. Apikal-baglanma kompleksleri (ABK) olarak isimlendirilen
bu yaplilar silindirik yapidaki htcrelerin [imene bakan yluzeylerinde bulunan siki baglanti
molekulleri (Tight Junctions-TJs), alt ve yan yluzeylerinde yer alan gesitli tutunma

(adhesion) molekulleri ve desmezomlardan olusur.

Alerjenlerin buyuk cogunlugu proteaz aktivitesine sahiptir ve sahip olduklari proteaz
aktivitesi yoluyla epitel hucrelerdeki baglanti molekulleri Uzerinde etkili olurlar.
Proteazlari serin, sistein, aspartik ve metallo proteazlar olmak tGzere dort sinifa ayirmak

mumkuidnddr.

Ev-tozu akari alerjenlerinin ve polen alerjenlerinin proteazlari proteolitik aktiviteleriyle siki
baglanti proteinlerini dogrudan ekstraseluler pargalanma yoluyla hasara ugratarak epitel
batinligu bozarlar. Bu proteolitik alerjenlerin asil olarak hicre hasari ya da élumine
degil hicreler arasi (paracelluler) yolaklara etki ettigi gorulmektedir. Astimda rastlanan
Th2 (yardimci T hicre 2) sitokinlerin hakim oldugu ortamin epitel bariyer fonksiyonunu
olumsuz etkiledigi gézlenmistir. IL-4 (interlékin 4) ya da IL-13 (interlékin 13) ile
karsilagsma sonrasinda epitel hiicrede ZO-1 (Zonula okludens-1) ve okkludin ifadesinde
anlamli olarak dususun gergeklestigi; bunu gegirgenlikteki artigin izledigi bulunmustur.
Astimda hava yolu epitelinin butunlagunun bozuldugu ve gecirgenliginin arttigr hem in
vitro hem de in vivo sistemlerde gosterilmistir. Bunlarin diginda epitel hicrelerdeki gesitli
uyaranlarin etkisiyle ICAM-1 (HuUcre igi yapisma molekulu 1) basta olmak Uzere, hlcre
— hicre etkilesiminde rol oynayan adhezyon molekullerinin, MHC | (Major Doku Uygunluk
kompleksi 1) ve MCH Il (Majér Doku Uygunluk kompleksi 2) antijenlerinin ifadesi arttigi
gosterilmisgtir.
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Epitel batinlaginun bozulmasi enfeksiydz ajanlarin, alerjenlerin submukozal dokulara
gecisine neden olur. Bu da inflamatuvar yanitin gelismesine katkida bulunur. Proteaz
alerjenler yalnizca epitel butunligunu bozmakla kalmaz, ayni zamanda epitel
hicrelerden IL-6 (Interldkin 6), IL-8 (interlékin 8), MCP-1 (Monosit kemotaktik protein 1),
GM-CSF (Granulosit-makrofaj koloni stimule edici faktor), RANTES (Aktivasyon ile
regiile olan eksprese ve sekrete edilen T hiicreleri) , IL-25 (interldkin 25), IL-33 (interlékin
33) ve TSLP (Timik stromal lenfopoetin) gibi sitokin, kemokin ve blytme faktorlerinin

ifadesinde artisa sebep olur.

Alerjik astim gibi alerjik hastaliklarin sikliginin artmasina katki yapan alerjenlerin baginda
ev tozu akarlari gelir. Iki baskin ev tozu akari tiriinde, Dermatophagoides pteronyssinus
(Der p 1) ve Dermatophagoides farinae (Der f 1), bugune kadar en az on yedi alerjen
grubu tanimlanmistir. Der p 1 ve Der f 1 in bulundugu grup 1 sistein proteaz aktivitesine;

grup 3, 6 ve 9 ise serin proteaz aktivitesine sahiptir.

Hucreler, proteazlarin yikici etkilerine karsi proteaz inhibitorleriyle donatiimistir. Hicrede
proteaz ve proteaz inhibitér dengesindeki bozulma KOAH, bronkopulmoner displazi ve

astim gibi hastaliklara yol agmaktadir.

Proteaz inhibitorleri substratlarina ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkl sekilde
siniflandirilabilir. inhibe ettikleri proteazlara gére proteaz inhibitérleri serin, sistein,
aspartik ve metalloproteaz inhibitorleri seklinde siniflandirilirken; inhibisyon
mekanizmalarina go6re intihar tipi inhibitorler (suicide), gec¢is durumu inhibitorler
(transition state), protein proteaz inhibitorler ve selat ajanlari (chelating agents) seklinde

siniflandirilirlar.

Bu tez calismasinda SERPINB1 ve SERPINB2 proteaz inihiborlerinin epitel hicrede
ifade olan inflamatuvar sitokin, kemokin ve buyume faktorleri UGzerine etkisi RNA ve

protein dizeyinde arastirilmistir.

SERPINB1, monosit nétrofil elastaz (NE) inhibitori olarak da bilinen, serpin siper

ailesinden bir proteindir ve NE, kathepsinG (Cathepsin G (CG)) ve proteinaz-3'Un en

20



etkili inhibitorlerinden biridir. Serpin ailesine ait bir proteaz inhibitor olan SERPINB1,
ailenin diger uyelerinde oldugu gibi yuksek oranda sentezlenen proteazlara karsi
homeostazdan sorumludur. SERPINB1' in fonksiyonunun bozulmasi, aktive olmus
noétrofillerin infiltrasyonu ve daha sonra proteaz salimi ile iligkilendirilerek havayolu

inflamasyonu ve akciger doku hasarina neden olur.

SERPINB2, serin proteaz inhibitoér ailesinin diger bir Gyesidir ve plazminojen aktivator
inhibitdéri tip 2 ve Urokinaz inhibitdér olarak da adlandirilir. SERPINB2 proteaz
inihibitérunun plasenta, monosit ve makrofajlarda ifade oldugu 6nceki galismalarda
gosterilmistir. SERPINB2, plazminojen aktivatorlerini inhibe etmesi sebebiyle plazminin
aktivasyonunu onleyen bir serin proteaz inhibitoradur. Plazmin, hicre digi matrisi,

dogrudan glikoproteinleri kaldirarak ya da metalloproteinazlari aktive ederek ¢ozebilir.

Astimda oldugu gibi epitel bariyer butinlugun bozuldugu durumlarda, farkli proteazlara
karsi verilen proteaz inhibitor cevabi bilinmemektedir. Bu tez calismasinda epitel
hlcrelerde alerjen proteaz Der p 1 ile kargilagsma sonrasinda ifadesi degisen SERPINB1
ve SERPINB2 proteaz inihibitdrlerinin inflamatuvar cevaptaki roli arastiriimistir. Bu
amacla SERPINB1 ve SERPINB2 proteaz inihibitorlerine 6zgu siRNA'lar ile genler
susturularak sitokin, kemokin ve buylime faktorlerinin degisen ifadeleri, gergek zamanli

PZR ydntemiyle RNA diizeyinde ve ELISA ydntemiyle protein diizeyinde arastirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Astim Tanimi

Astim, hava yolunda agiri duyarlilik ile karakterize kronik inflamatuar bir hava yolu
hastaligidir [1]. Astim genel olarak; degisken semptomlu, geri donusumlu hava yolu
obstriksiyonu, bronsiyal hiperreaktivite ve kronik hava yolu inflamasyonu ile karakterize
edilir [2]. Hava yollarinin inflamasyonu nedeni ile tekrarlanan ataklar seklinde nefes
darhgi, hirilti solunum, goguste sikinti hissi ve genellikle geceleri gorulen 6ksurik
sikayetleri olusur. Bu sikayetlere, tedavi ile geri donuslu ya da kendiliginden gerileyen

hava yolu obstriksiyonu da eklenir [3, 4].

Astimin ortaya ¢ikmasi ve gelismesini etkileyen cesitli faktérler bulunmaktadir. Bunlar
temel olarak gevresel ve bireysel faktorler seklinde ikiye ayirabiliriz. Cevresel faktorler;
alerjenler (ev tozu, polen, moled sporlar, mantarlar, hayvanlar, bécekler vs.), gida ve
gida katki maddeleri, ilaglar (antibiyotik, aspirin, agri kesici vb), hiperventilasyon ve
fiziksel guc ve parazitik enfeksiyonlar sayilabilir. Bireysel faktorler ise; obezite, cinsiyet

ve temelde genetik faktorlerdir [4, 5].

2.2. Astim Prevalansi

Astim hastaliginin dinyada 334 milyon kigiyi etkiledigi tahmin edilmektedir. Yaklasik
olarak her 250 6limden birinin astima bagli oldugu bildirilmistir [3, 6] (Sekil 2.1). Astim
Uzerinde en ¢ok arastirma ve cgalisma yapilan hastaliklardan biri olmasina ragmen,
herkes tarafindan kabul edilmis, kesin bir tanimi yoktur. Cocuklarda ve erigkinlerde astim
prevalansini élgmek igin uygulanan standartlastirilmis yontemler referans alinarak,

prevalansin dinyanin farkh Ulkelerinde ki toplumlarda %21-18 arasinda degistigi

gosterilmigtir [3, 6, 7].
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Ulkemizde yapilan calismalarda, astim prevalansi cocuklarda %0,7-14,8 arasinda,
erigkinlerde ise %0,3-7,6 arasinda oldugu bildirilmistir [8]. Bu hesaplama gdz 6nune

alindiginda yaklasik olarak 3 — 4 milyon astim hastasi oldugu tahmin edilmektedir.

Tarkiye'de de Dunya’daki gbozlemlere paralel olarak prevalanslar bdlgeden bdlgeye
farklhlik gostermis, erigkinlerde %2-6, gocuklarda %5-10 araliginda veriler elde edilmistir.
Saglik Bakanhgrnin 2011 Saglik istatistikleri Yiligr'nda yer alan 2010 yili TUIK Saglik

Arastirmasi verilerinde, 15 yas ve Uzeri bireylerde hekim tarafindan teshis edilen

hastalik-saglik sorunlari dagilimlarinda, alerjik astim dahil, astim hastaliginin kadinlarda

daha ¢ok olmak Uzere populasyonun %4,8’'inde goruldugu agiklanmigtir [8].
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Sekil 2.1. Dunyadaki 13-14 yas arasi astim belirtileri prevalansi (GINA 2014) [9]

Kirmizi ile gosterilen bolgelerdeki astim prevalansi %20 den fazla, astim sikh@i oldukca

yuksek olan bolgelerdir. Mor ile gosterilen bolgeler %10-20, mavi ile gosterilen bdlgeler

23



%5-10 oranlarinda orta derecede, sari ile gosterilen bolgeler de ise %5 in altinda daha

seyrek astim gézlendigi, GINA 2014 raporunda belirtiimektedir.

Dunya genelinde astim gorilme sikliklari arasinda buyudk farkhlik bulunmaktadir. Papua
Yeni Gine’de neredeyse hi¢ astim vakasi bulunmazken, Bati Pasifik'te bulunan Karolin
adalarinda astim sikligi %50 civarindadir. Asya’da prevalans Cin’de 9%0.7-3.8 olarak,
Malezya’'da ise %8 bulunmustur [10]. iskandinav llkelerinde astim prevalansi ortalama
%4-5 araligindadir. ingiltere’deki oran ise %10-15 arasindadir. En yiksek astim
prevelansi Avustralya ve Yeni Zelanda’da bulunmaktadir %10-25. En disuk prevalanslar
ortalama %5 ve daha az oranda, Dogu Avrupa ulkeleri, Yunanistan, Cin, Endonezya,

Hindistan, Ozbekistan, Habesistan ve Tayvan'da saptanmaktadir [8, 11].
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Sekil 2.2. 70 Glkede 18 ila 45 yas arasindaki kisilerde astim semptomlarinin yayginhgi,
Dunya Saglhk Arastirmasi 2002-2003 [6]
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GINA 2014 raporunda gosterilen, 2002-2003 yillarinda Dinya Saglik Arastirmasi nin
yaptigi calisma verilerine gore, yukaridaki haritada kirmizi ile belirtilen boélgede %25 ve
Uzeri bir oranda astim sikhginin en sik goruldugu, bunu takiben turuncu ile belirtilen
yerlerde %20-25 arasinda astim sikliginin yuksek oldugu bolgeler gosteriimektedir. %15-
20 ile sarn ile boyanmis bolgeler ile %10-15 oraninda yesil bdlgelerin astim sikhgi
belirtilmistir. Astim prevalansinin diger bolgelere oranla daha az oldugu mavi bolgelerde
ise oranin %10 ve daha altinda oldugu tespit edilmigtir. Gri boyali bélgelerde ise standart

bir veriye ulasilamamisgtir.

2.3. Astimin Ortaya Cikisi ve Gelismesinde Etkili Risk Faktorleri
Astimin ortaya ¢ikisinda etkili olan faktorleri cevresel ve genetik faktorler altinda iki ana

grupta toplamak mumkuandur.

2.3.1. Cevresel Faktorler
Astim, genetik ve c¢evre kosullarinin bir arada rol oynadigi kompleks bir hastaliktir.

Astimin ortaya ¢cikmasina yol agan gevresel faktorler Cizelge 2.1 de verilmistir.

2.3.1.1. Alerjenler

Genetik olarak duyarli bireylerde artmis alerjen maruziyeti, alerjik duyarliliga yol acgabilir.
Alerjene maruz kalma, konakginin alerjik olarak duyarlanmasinda ¢ok o6nemlidir.
Cocuklarda ve erigkinlerde astim belirtilerinin en 6nemli tetikleyicisi olarak bilinmektedir.
Astim seyrinde, hedef organ akcigerdir ancak havayollarinda var olan inflamasyon
astimin kontrolinu gulglestirir. Ev tozu akarlar, agaglar, otlar ve hayvan tuyleri gibi
alerjenlere (aeroalerjenler) kargi antijen-6zgu IgE antikorunun yapimi 2-3 yasina kadar
gerceklesmez. Bu yuzden, aeroalerjenlerin tetikledigi astim, addlesan ¢agi dncesinde sik
degildir. Fakat addlesan ve ge¢ cocukluk ¢cagi donemlerinde, siklik artarak pik yapar
[12].

En yaygin alerjen duyarlihgi, i¢ ortam alerjenleri olan, ev tozu akari, kedi, kdpek ve i¢
mekan kufleridir. Dig ortam alerjenlerinden polenler ve mantarlar duyarlilik ve astim

gelisimi agisindan 6nem tagimaktadirlar (Cizelge 2.1.) [5]. Kisinin duyarli oldugu alerjenle
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karsilasmasi astim belirtilerinin ortaya ¢cikmasina ve kalici hale gelmesine yol agmaktadir
[13, 14].

Cizelge 2.1. i¢c ortamda ve dis ortamda var olan bazi alerjenler

i¢ Ortam Alerjenleri

Akarlar (Ev tozu akarlari, depo akarlari)
Mantarlar (Aspergillus, Penicillium)
Hamambdcegi

Evcil hayvanlar

Dis ortam Alerjenler

Polenler (gayir, agag, yabani ot)

Mantarlar (Alternaria, Cladosporium)

2.3.1.2. Sigara
Aktif sigaranin astim gelisimi igin risk faktori oldugu gosterilmigtir, sigara kullanan
kadinlar ozellikle risk altindadir. Sigara igenlerin astimlilar arasinda sikligi, genel

populasyonda oldugu gibi hemen hemen aynidir.

Sigara icmek oksidatif stresi artirir ve astimh olmayanlarin akcigerleri Uzerinde
proinflamatuar etkileri vardir, bunlar astim gelisimi icin predispozan degisikliklerdir.
Sigara, astim hastalarinda hava yolu enflamatuvar hucrelerinin (nétrofiller, makrofajlar)
yani sira inflamatuar sitokin Uretiminin sayisini arttirir [15]. Havayolu epitelyumu sigara
dumani ile dogrudan temas halindedir ve nétrofil alimindan IL-1 ve IL-8 sorumludur [16].
Epitelyum ayrica, gecirgenligin artmasina ve bariyer fonksiyonunun degismis mitokondri
yapisina ve iglevine, gen ekspresyon modellerinde degisikliklere ve sigara dumanina
tepki olarak yaslanmaya yol acan siki baglantilarin bozulmasi gibi birgok degisiklige

ugrar [17, 18]. Uzun dénemde akciger fonksiyonlarinda bozukluklara yol acarak, aktif
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igiciligin inhale ve sistemik steroid tedavilerine olan yaniti azaltmasina sebep oldugu
bilinmektedir [19, 20].

2.3.1.3. Hava Kirliligi

Trafik ve enerji Uretimi kentsel hava kirliliginin ana nedenlerindendir. Hava kirliliginin
mevcut astimi alevlendirdigi ve astim baslangicini tetikledigi ¢alismalarla kanitlanmistir.
Hava kirleticileri hava yollarinda oksidatif hasara neden olur, bu da iltihaplanma, yeniden
yapilanma ve hassasiyet riskini arttirir [21]. Ek olarak, oksidatif stresin yollarinda yer alan
genlerin polimorfizmi, hava kirliligine cevap olarak astima duyarliligi etkileyebilir. Bununla
birlikte, hava kirliligi ve erigkin baslangi¢ch astim arasindaki iligkilerin yani sira

mekanizmalar hala belirsizdir ve daha ileri galismalar gerektirir [22].

2.3.1.4. Diyet

Hem hastalik gelisiminde hemde éncesinde astim ve kronik obstriktif akciger hastaligdi
gibi hastaliklarda diyetin 6nemini gdsteren énemli kanitlar ortaya cikmistir [23]. Diyet
antioksidanlari solunum yollarinin bir 6zelligi olan solunum yollarindaki oksidatif stresin
zararh etkilerine kargi korunmada 6nemli bir diyet faktoradur. Reaktif oksijen tirlerinin
neden oldugu oksidatif stres, hava Kkirliligi, havadaki irritanlar ve tipik hava yolu
enflamatuvar htcre yanitlari gibi cesitli maruziyetlerden dolayi akcigerlerde Uretilir.
Ayrica, artan ROS seviyeleri, NF-kB aktivasyonu ve proinflamatuar medyatorlerin gen
ekspresyonu yoluyla hava yollarinda daha fazla inflamasyon olusturur [24]. Endotel
hicre dizilerinden elde edilen in vitro veriler, C vitamininin, IL-1, TNF-a ile NF-KB
aktivasyonunu inhibe edebilecegini ve C vitamininin antioksidan aktivitesine bagh

olmayan mekanizmalar yoluyla IL-8'in Uretimini dnleyebildigini gostermigtir [25].

2.3.2. Bireysel Faktorler
Astimin ortaya ¢cikmasina neden olan ve gelisimini tetikleyen ikinci risk faktorleri grubunu
bireysel faktorler olarak ana baslik altinda toplamak mumkindir. Genetik faktorler,

obezite ve cinsiyet en 6nemli bireysel risk faktorlerindendir.
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2.3.2.1. Obezite

Epidemiyolojik verilere gore, yaglanmanin artmasiyla birlikte, astimin giddetlendigi
gorulmektedir. Obeziteye bagh astim, artan morbidite ve astim tedavilerine verilen farkh
tepkiler ile iligkilidir. Artan hava yolu inflamasyonuna neden olabilen sistemik inflamasyon
ile karakterizedir [26]. Obeziteden etkilenen leptin ve adiponektin gibi hormonlar, dogal

immun cevap ve alerjik tepki olusmasinda rol oynarlar [27].

2.3.2.2. Cinsiyet

Ergenlikten sonra kadinlar, agikga astimdan daha fazla etkilenir ve daha agir hastaliga
sahip olurlar. Hormonlarin hastalik patogenezinde yer aldi§i distnitlmektedir. Menopoz
sonrasi hormon tedavisi goren kadinlarda, astim riskinin genellikle menopoz sonrasi
azaldigi bildirilmigtir [28, 29]. Periferik kan eozinofillerinin yakin zamanda G-protein bagh
Ostrojen reseptorl (GPER) eksprese ettigi ve eotaksin (eozinofiller icin kemotaktik ajan)
varliginda bu reseptorle guglendiriimis kemotaksisin aktivasyonu ve moduile edilmig
eozinofil canlihgi gosterilerek, dstrojen ve eozinofiller arasindaki etkilesimin dogrudan bir
mekanizmasi oldugu gosterilmigtir [30, 31]. Bu ¢alismalarin da gdsterdigi gibi astim
riskinin, erkeklerde kadinlardan daha sik ve siddetli oldugunu dugsundurmektedir.

Cinsiyete bagli bu farkhligin nedeni yine de tam olarak aciklanamamistir.

2.3.2.3. Genetik

Astim hastaligi genel populasyonda %5-10 civarinda gérulirken, anne veya babadan
birisi astimli ise ¢ocuklarinda goérilme olasiligi 2 ila 3 kat, ikisi de astimli ise bu olasilik
6 ila 7 kat artig gostermektedir. Bunun gibi bulgular astimda genetik faktorlerin 6nemli
bir yere sahip oldugunu gostermektedir [32]. Astim patogenezinde birgok gen rol
oynamaktadir. Simdiye kadar bulunan astim duyarli genlerin cogu, ayni zamanda, astim
ve diger hastaliklar arasindaki iliskiyi genetik diuzeyde yansitan, alerjik hastaliklar ve
hava yolu asiri duyarlilik hastaliklari ile de ilgili olan bagisiklik ve iltihap sureclerinde yer
almaktadir. Genel olarak astim-duyarli genlerin, cogunlukla farkl populasyonlarda ¢oklu
deneylerle belirlenen 5q31-33, 6p21, 12q13-924 ve diger kromozomal bolgelerde yer
aldigina inanilmaktadir [33].
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Astima yatkiliga neden olan genler, inflamasyon ve immun yanit yoluna katilanlar ve
hava yolu yapisi ve akciger fonksiyonu ile iligkili olanlar olmak Uzere iki kategoriye
ayriimistir. inflamasyon ve immiin yanit yolu astimin patogenezinde ézellikle dnemlidir.
Insan I6kosit antijeni (HLA), T yardimci hiicrelerinde inflamasyonun diizenlenmesinde rol
oynar. HLA sinif Il molekilleri antijen sunumunda yer alir ve polimorfizmleri sunum

etkinligini belirler. Bu astimin baslangici ile yakindan ilgilidir [34].

interlékinler, kemokinler ve timér nekrozu faktorli dahil olmak lzere enflamatuar
hdcreler tarafindan salgilanan sitokinler, astimi tetiklemede ve kronik hava yolu
inflamasyonunu desteklemede rol oynarlar. Sitokinleri kodlayan bu genler dnemli bir
astim duyarli gen tipidir ve polimorfizmi astimin siddetini etkiler. Toll-benzeri reseptorler,
hava yolu epitel hicreleri, makrofajlar ve B hicreleri ylizeyinde bulunan patern tanima
reseptdr molekulleridir. TLR2, TLR4, TLR6, TLR9 ve TLR10 polimorfizmleri astim riski
ile anlamh sekilde iligkilidir [35].

ADAMS33, hava yolu stromal hucrelerinde eksprese edilen, pozisyonel klonlama
calismalari ile tanimlanmig, hava yolu asiri duyarliiginda rol oynayan ve azalmig akciger

fonksiyonu ile iligkili olan astim duyarh bir gendir [36].

17921 lokusundeki ORMDL3 geninin, hastaligin seyri sirasinda gegitli iltihapli hicrelerde
ifade oldugu ve hava yolu yeniden modellemesi ile iligkili oldugu icin astim ile yakindan

iligkili oldugu dusunulmektedir [37].

ADAM33, TNF, GSTP1, GSTM1 ve GSTT1 gibi duman maruziyetine bagh bazi astim
duyarli genleri degerlendirmek igin genom capinda ekspresyon profili galigsmalari
yapilmistir [38]. Yine benzer bir g¢alisma, IL-9 geninin toz akarlari ile etkilesiminin,

cocuklarda astim semptomlarinin alevlenmesine yol agtigini géstermistir [38].

Ornegin, TLR2 ve TLR4 genlerinin, gram-negatif bakteriler tarafindan Uretilen toksik

maddelerin endotoksin maruz kalma faktoru ile etkilestigi bulunmustur [39].
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Cizelge 2.2 Astim ve aleriji ile iligkilendirilmis genler [40]

Kromozom iliskili genler

1p IL-12 reseptoru, JAK1, PAF reseptoru, endotelin 2

2q IL-1, IL-1Ra, ICOS, CTLA-4, CD28

3p24 bcl-6 (stat-6 baglanmasinin inhibisyonu), CCR4

5023-g25 IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, GM-CSF, lokotrien C4 sentetaz, makrofaj-
CSF reseptor, b2-AR, GR, TIM-1, TIM-3, CD14, SPINK5

6p21—p23 MHC, TNFs, antijen islenmesi ve sunumunu kapsayan tasiyicilar
(TAP-1 ve 2), LMP partikulleri

7911-ql4 T-hucre reseptoru, gama zincir, IL-6

10q 5-LO

11913 Yuksek afiniteli IgE reseptoru (FceRl)

12914—qg24 IFN-gama, IL-22, SCF, nitrik oksit sentetaz, NF-YB (HLA genleri icin
transkripsiyon faktora), ILGF-1, lokotrien A4 hidrolaz,

13921-g24 Sisteinil lokotrien 2 reseptoér

14911—q13 T-hucre reseptoru (alfa/delta zincirleri)

16p1l1-pl12 | NF-kB, MCC

17pl2—pl7 IL-4 reseptor

17q CCL5 (RANTES)

19913 CD22, TGF-b1

20p13 ADAM33

Xql3 IL-13 reseptdr, yaygin y chain
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Xp MAOB

Y IL-9 reseptor

2.4. Astim Patogenezi

Hava vyolu inflamasyonu ve hava yolu yeniden yapilanmasi, astimin fizyolojik
nedenleridir. Hava yollarinda dis ortamla karsilasan ilk hlcreler epitel hicreleridir.
Enflamasyon cogunlukla bronglarda ve trakeada ortaya cikar, fakat ayni zamanda
semptomun artmasi ile birlikte alveollerin yakininda bile trakea boyunca proksimal ve
distale yayilabilir [36]. inflamasyon, inflamatuar hiicreler (eozinofiller, mast hiicreleri, T
lenfositleri, nétrofiller, makrofajlar ve hava yolu epitel hiicreleri) ve yapisal hiicreler (epitel
hlcreleri ve diz kas hucreleri) ile yakindan iligkilidir. Ek olarak, bu hicreler, sitokinler,
kemokinler, sistein I0kotrienler ve interferonlar gibi mediyatorler dretirler; bunlar,
bronsiyal duz kas kasilmasina neden olabilir ve mukus salgilanmasini arttirabilir, ayrica
enflamatuar ortami daha da kétulestirebilir [41]. Geri dontsumli hava yolu tikanikligi ve
hava yolu asiri duyarhligi astimin baglica 6zellikleridir. Ek olarak, solunum yolu hasari ve
daha sonraki onarimi, ¢ogunlukla subepitelyal fibroz, diz kas kalinlagsmasi ve bazal
membran kalinlagsmasi olmak Uzere hava yolu yeniden modellemesine yol agar. Hava
yolu yeniden modellemesi, solunum yolu yapisinda geri donusumsuz degisiklikler yapar

ve akciger hasarina neden olur, astim tedavisini zorlastirir [42].

IL-4 ve IL-5 dahil olmak Uzere Th2 sitokinleri, lokal infiltrasyon ve eozinofillerin
aktivasyonunda o6nemli rol oynamaktadir, diger Th2 sitokinler IL-10 ve IL-13 ise hava
yolu hiperreaktivitesini ve alerjik inflamasyonu indiklemede 6nemlidir. Bir uyaranla
uyarilan IgE sentezi, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 salgilamak Uzere Th hucrelerinin Th2
hicrelerine farklilasmasi igin sitokinleri serbest birakmak Uzere eozinofilleri, bazofili ve
mast hlcrelerini tetikleyebilir [43]. Th2 sitokin IL-10, proinflamatuar sitokinlerin alerjenle

indiklenen hava yolu inflamasyonu ve spesifik olmayan hava yolu yanithliginin
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salgilanmasini baskilayan bir anti-inflamatuar sitokindir. Daha yeni ¢aligmalar, astim
hastalarinda, hafif hastaligi olanlarda bile bronsiyal biyopsi 6rneklerinde belirgin

inflamasyon bulmustur [44].

Bir hava yolu uyaricisi dendritik hicrenin igine girdikten sonra, katepsin S ile allerjenlerin
islenmesi ve HLA molekulleri (MHC sinif |l) Gzerine ylUklenen ve bunlara yuklenen
peptitlerin secilmesi, bu hicreler T lenfositlerine antijen sunan hucreler olarak hizmet
etmekdir. Dendritik hicre alerjene gectiginde, antijen sunumunun gercgeklestigi lokal
lenfoid koleksiyonlarina gegmek icin sinyaller alir. CCR7, onun CCL19 ve CCL21
ligandlari dahil olmak Uzere spesifik kemokin reseptorleri, naive T hucreleri ile temasi
saglamak icin bu kemotaktik migrasyonda yer alir. Segilen bir antijen peptidinin T hiicresi
reseptorine sunulmasi, duyarlihdi ve spesifik alerjene karsi muteakip immin yaniti
bagslatir [45]. Bu bagisiklik cevabinin dogasli, segici es-uyarici molekullerin birbirine
gecmesinin paralel olarak gerceklesip gergeklesmemesine baghdir. Etkili antijene
bagimli T hicresi aktivasyonu icin CD80 veya CD86'nin T huicreleri Gzerindeki CD28 ile
dendritik hucreler Uzerinde birlesmesi, duyarlilagsmaya yol agar, oysa bu modulator
molekullerin yoklugu veya verimsiz olmasi anerjiye yol acabilir. Duyarlligi onlemek ve T
hdcrelerini anerjik hale getirmek icin alternatif bir yontem, CD28 i¢cin CD80 veya
CD86'dan daha vyuksek bir afiniteye sahip olan ve bu nedenle CD80 / CD86
kostimulasyonunu 6nleyebilen ikinci bir uyarici molekil olan sitotoksik T-lenfosit antijeni
(CTLA) 4'un birlesmesidir. Bu, romatoid artrit gibi hastaliklarda ve alerjen kaynakh hava
yolu inflamasyonunun bir hayvan modelinde immunomodulator bir ajan olarak kullanilan
CTLA4-immunoglobulin  flzyon proteini abatacept'in basarili klinik uygulamasinin
temelidir [46].

Dendritik hucrelerin IL-12 Uretme kapasitesi, Th1 ve Th2 tepkileri arasindaki dengeyi, bir
Th1 yanitinin lehine IL-12 polarize edici T hucresi farklilagsmasini belirler. Bir kez duyarli
hale getirildikten sonra, T hacreleri, CCL11, CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 ve
CCL22 kemokinlerinin etkisi altinda sadece antijen prezantasyonu yerine hava yollarina

geri go¢ etmekle kalmaz, bu hicreler ayni zamanda, buyudk gogunlugu, kromozom 5'in
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uzun kolunda, fakat ayni zamanda IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 ve GM-CSF Uzerinde

eksprese edilen bir dizi sitokin Ureticisi olurlar [47].

Bir kez duyarli hale getirildikten sonra, T hucreleri, kemokin CCL11, CCL24, CCL26,
CCL7, CCL13, CCL17 ve CCL22 ve T hucreleri tarafindan Uretilen IL-2'nin etkisi altinda
antijen sunumu bolgesine hava yollarina geri go¢ etmekle kalmaz, ayrica antijen ile

induklenen T'yi de arttirir.

Sitokin uretimi yoluyla, makrofajlar, bazofiller ve eozinofiller gibi ikincil efektor hicrelerin,
bu hlcrelerin baglatildigi ve daha sonra mediator sekresyonu igin aktive oldugu
enflamatuar bdlgeye yerlestirme kapasitesi vardir [48, 49]. Ayrica, IL-4 ve IL-13
salgilayan CCR91 dogal éldurtictd T htcrelerinin kronik astimdaki enflamatuvar cevabi

duzenlemede rolu vardir.

Epitel hacreleri alerjenler, hava kirleticileri ve virtslerin zararl etkilerine karsi bariyer
olusturur. Epitel hiicreleri bariyer fonksiyonlari disinda sentezledikleri sitokin, kemokin ve
blylume faktorleri sayesinde inflamasyona katkilari bulunurlar. Dendritik hlcreler, epitel
hucrelerden sonra alerjenle direk olarak kargilagan ikinci htcre grubudur. Alerjen sunan
hdcreler olan dendritik hicreler, bagladiklari alerjenleri bolgesel lenf nodlarina tagirlar.
Lenf nodlarinda antijen farklilastirilarak T hicrelerine sunulur. T hucresi, kendisine doku
uyumluluk kompleksi sinif Il (Major histocompatibility complex class 1I) molekulu ile
birlikte sunulan alerjeni T hlcre reseptoru sayesinde tanir [50]. Bu kargilagma sonrasi

ThO hicreler IL-2 sentezleyerek aktif hale gelir.
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Sekil 2.3. B hicre ile T hiucrenin etkilesimi ve IgE sentezi [51]

2.4.1. Astim ve Alerjide IgE'nin Rolu

Alerjenler ve astim arasindaki epidemiyolojik bulgular arasinda bir iligki olduguna dair

kanitlar, spesifik immunoglobulin E antikorlari ve astim arasinda guglu bir iliski oldugunu

gOstermektedir [52].

Th2 ve B lenfositlerinin aktivasyonu, genetik olarak yatkin kisilerde alerjenlere karsi

duyarlilhk surecini vurgulamaktadir. Antijen sunan hicreler tarafindan islenen antijenler,

Th2 hucreleri tarafindan taninabilmektedir. Aktive edilmis Th2 hucreleri tarafindan

salinan interldkinler (IL-4 1L-13) IgE antikorlarinin Gretimini arttinr [53]. Bu antikorlar,

sirayla, IgE icin spesifik reseptorlere sahip olan diger yerlesik hicrelere baglanir. IgE

"sabit" bolgesinin kuiglk bir alani, mast hucreleri veya bazofiller Gzerinde yuksek afiniteli

(FceRI) yuzey reseptorlerine veya B lenfositleri ve eozinofillerinde dusuk afiniteli (FceRl|
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— CD23) reseptorlere baglanir. Duyarlilastirma fazi sirasinda nazal ve brongiyal
mukozada IgE tasiyan hucrelerin olmasi, sonraki alerjen maruziyeti sirasinda aktivasyon

icin asamayi ayarlar [54].

2.4.2. Erken faz reaksiyonu

Alerjik hastalarda inhale alerjen tehdidi, erken alerjik inflamatuar, alerjik reaksiyona yol
acar ve bazi durumlarda bunu ge¢ faz reaksiyonu izleyebilir. Erken faz reaksiyonu,
alerjene 0zgu IgE tasiyan hucrelerin aktivasyonundan sonra baslatilir. Bu da havayolu
mast hucreleri ve makrofajlarin hizli aktivasyonu ile karakterizedir [55, 56]. Yuksek
afiniteli IgE reseptori FceRl'yi tasiyan bazofiller ve mast hicreleri digsindaki hicre tipleri
de katilabilir, ancak bunlarin dogrudan alerjenler tarafindan aktive edilip edilemeyecegi
bilinmemektedir. Aktive edilmis hlcreler, histamin, eikosanoidler ve solunum yollarinin
diz kas, mukoz salgi ve vazodilatasyonun kasilmasini indukleyen reaktif oksijen turleri
gibi proinflamatuar mediatorleri hizla salmaktadir [57]. Bronsiyal sirkilasyon bu
inflamatuar sirecte merkezi bir role sahiptir. inflamatuar mediyatérlerin indiiksiyonu,
plazmanin solunum yollarina ulagsmasi ile mikrovaskuler sizintiya neden olur [58, 59].
Akut plazma protein sizintisi, kalinlagsmig, tikanmis ve 6demli bir solunum yoluna ve hava
yolu lUimeninin daralmasina neden olur. Ek olarak, plazma epitelyumdan, siki
baglantilardan gecebilir ve hava yolu limeninde toplanabilir. Plazma ekstudasyonu epitel
batanliguna tehlikeye atabilir ve lUmen igindeki varlidi mukus temizligini azaltabilir [60].
Plazma proteinleri ayrica yapiskan luminal tikaglarin olusumunu tesvik edebilir. Bu etkiler

ile birlikte hava akimi obstriksiyonuna katkida bulunur.

2.4.3. Geg faz reaksiyonu:
Alerjen yanitlar, 30 dakika igcinde maksimuma ulasan ve 1 ila 3 saatte duzelen erken
yanitlardir. Geg yanitlar, 3 ila 4 saat sonra tekrarlar ve 6 ila 12 saatin Gzerinde maksimum

bir degere ulasir. Ge¢ yanitlari, hava yolu asiri duyarliiginda artis izler [61].

Geg faz reaksiyonu, alerjen tehdidinden 6 ila 9 saat sonra olusur ve eozinofillerin, CD41

T hdcrelerinin, bazofillerin, nétrofillerin ve makrofajlarin toplanmasi ve aktivasyonunu

icerir [62]. Geg¢ faz yanitinda, hava yolu T hucrelerinin segici tutulmasi, adezyon
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molekullerinin ekspresyonu, inflamatuar hucrelerin toplanmasi ve aktivasyonunda rol
oynayan secilmis proinflamatuar mediyatoérlerin ve sitokinlerin salindigi goérilmektedir
[63]. Alerjen tehdidinden sonra T hucrelerinin aktivasyonu, ge¢ faz cevabinin anahtar
mekanizmasi olabilecek tip 2 sitokinler gibi T yardimci hiucresinin salinmasina yol agar,
ancak alerjenin ge¢ faz reaksiyonunun birinci fazinda, duyarli T hicrelerinde sitokin gen
transkripsiyonunu, translasyonunu ve protein Uretimini uyarmak igin yeterli zamanin
olmasi olasi degildir [64]. Bununla birlikte, énceden olusturulmus sitokinlerin mast
hdcreleri tarafindan serbest birakilmasi, hicrelerin erken alimi igin olasi ilk tetikleyicidir.
Bu hucre tipi, T hucreleri tarafindan daha kalici tutulumu tetikleyebilir ve uyarir. Alerjen
tehdidinden 24 saat sonra, aktif IL-2-pozitif T hlcrelerinin ve IL-5 veya GM-CSF mRNA
ekspresyonunun artisi, brons biyopsilerinde gézlenmistir bu da muhtemelen, olasi
yanitin daha kronik fazinda T hucrelerinin tutulumunu dusundirmektedir [65].
Nonspesifik hava yolu asiri duyarliigin artmasi genellikle ge¢ faz reaksiyonundan sonra

gosterilebilir, ancak alerjeni takiben erken faz reaksiyonundan sonra gosterilemez.

2.4.4. Hava Yolu Epitelinin Rolu

Hava yolu epitel hucreleri, alerjenler, patojenler ve toksik bilesikleri iceren havanin
bilesenlerine karsi ilk savunma hattidir. Epitel, bu yabanci maddelerin nufuz etmesini
engellemekle kalmaz, ayni zamanda onlarin varhgini da algilayip bagisiklik sistemini
bilgilendirir. Dis ¢evre ile arayuz olusturur ve siki baglanti (TJ) kompleksleri tarafindan
kontrol edilen fiziksel bir bariyer gibi doku homeostazinin kontrol edilmesinde 6nemli rol
oynar [66]. TJ'lar , molekdllerin ve iyonlarin paraselller gegisini segici olarak dizenleyen
ve hlcre zarn icindeki molekullerin yanal hareketini kisitlayan kutuplasmis epitel

hdcrelerinin alt bolgelerinde bulunmaktadir [16].

Alerjenler hava yolu epitel hicreleri ile dogrudan etkilesir ve sitokinler ve kemokinler dahil
olmak Uzere inflamatuar mediatérlerin salimini indUkler. Alerjenlerle etkilesen epitel
hicreleri tarafindan salinan sitokinler, epitel hticreleri diger mediyatorleri salgilamasi igin
aktive eder. Ornegin, epitelyal hiicrelerin alerjenlerle dogrudan etkilesimi, IL-13'0 serbest

birakmak icin epitelyal hicreleri aktive edebilen TSLP salimina neden olmustur [67].

36



Ayrica IL-13, CCL11 salinmasi igin periostini indukleyerek hava yolu epitelyumu Gzerinde
etkili olmustur [68]. Astimli bireylerden brons biyopsisi alinarak yapilan ¢alismalarda,
epitelde ve lamina propriada IL-4 ve / veya IL-5 Ureten eozinofiller, mast hiicreleri ve CD4

+ T lenfositlerinin agiri birikmis oldugu bildirilmigtir [69-71].

Hava yolu epitel hiucreleri ¢cevresel etkenlere maruz kaldiginda, mikroplarda bulunan,
patojenle iligkili molekuler paternlerin (Pathogen-associated Molecular Patterns, PAMPS)
veya doku hasarlari, hucre oOlumleri, hucresel stres Uzerine salinan, hasarla iligkili
molekuler paternleri (damage-associated molecular patterns, DAMPs) hizla algilayip
yanitlamak igin birgok patern tanima reseptorlerini (Pattern Recognition Receptors,
PRRs) ifade eder [72]. Epitel PRRIerin aktivasyonu, dogal ve adaptif immun hucreleri

aktive eden sitokinler, kemokinler ve antimikrobiyal peptidlerin salinmasina yol acar.

Havayolu duvarinda yapisal degisiklikler vardir ve bunlar ¢ogunlukla havayolu yeniden
bicimlendirme olarak adlandirilir. Havayolu duvarindaki bu dedgisiklikler, duvari
cevreleyen duz kas kutlesinde bir artig, epitelyal taban zarinin altindaki hicre digi matris
bilesenlerinin birikimi ile kalinlagmis gorunim, hava yolu epitelinin butunligunde bir
bozulma ve epitelyumda veya submukozal bezlerde mukus Ureten goblet hicrelerinin
artmasi seklindedir [73].

2.5. Astim Fenotipleri

Astimin birgok fenotipik ¢gesidi vardir. Cocukluk ¢aginda birgok fenotipi iceren heterojen
bir hastaliktir. Agir Astim Arastirma Programi (Severe Asthma Research Program;
SARP) tarafindan bu fenotipler kime analizi yapilarak, erken baslangicli alerjik astim,
gec baslangich siddetli astim ve kronik obstriktif akciger hastaligi niteliklerine sahip

siddetli astim olarak tanimlamistir.

Fenotip 1: Geg baslangigl, semptomatik astim grubu; kiz ¢ocuklarinda daha siklkta
gorulmekte ve genellikle deri testinde alerji saptanan, akciger fonksiyonlari normal olan
gruptur.
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Fenotip 2: Erken baglangigl ve normal akciger fonksiyonlari olan gruptur. Fenotip 1 deki
hastalarla benzer astim semptomlari ve atopi varlig1 géstermektedirler. Ancak baslangi¢

daha erkendir.

Fenotip 3: Erken baslangigli, atopik ve hafif havayolu kisithligi olan gruptur. Fenotip 1ve
2 ile kiyaslandiginda gastro6zafagal reflu ve antibiyotik tedavisi gerektiren kronik sinuzit

gibi eslik eden komorbid hastaliklar sik gorular.

Fenotip 4: Erken baslangicli, atopik ve agir havayolu kisitlidi olan gruptur. Astim suresi

fenotip 3 teki hastalarla benzer olmasina ragmen komorbid hastaliklar daha azdir [74].

2.5.1. Alerjik Olmayan Astim

Alerjik olmayan astim genellikle hayatin ilerleyen doneminde gelisir. Serumda alerjenlere
0zgu IgE reaksiyonu goértlmez. Deri testleri negatiftir [66]. Alerjik olmayan astim; sigara
dumani, petrol partikilleri, ozon gibi hava kirleticileri ya da viral enfeksiyonlar, obezite,
stres ve egzersiz gibi etkenler tarafindan tetiklenmesiyle baglar, bunlar da imman sistem
hacrelerini tetikleyerek Th2 baskin veya baskin olmayan eozinofilik, nétrofilik veya

hlcreden fakir inflamasyona neden olur [62].

2.5.2. Alerjik Astim

Alerjik astim, havayolu asiri duyarhligi, goblet hicrelerinin hiperplazisi/metaplazisi ve
subepitelyal fibroza yol acarak, kronik alerjik enflamasyona neden olan, havadan gelen
alerjenlere maruz kalma ile iliskili klasik bir Th2 solunum hastaligidir [75]. Alerjik astim
tip 1 Ig E araciligi ile olugan erken asiri duyarlilik reaksiyonu olarak da tanimlanabilir. Tip
1 reaksiyonunda antijen alerjenlerdir. Polen, ev tozu akari, hava Kkirliligi, viral
enfeksiyonlarin tetiklemesiyle olusur. Cocukluk dénemi astiminin %80-90'1 alerjik
astimdir ve atopik kisilerde gorulmektedir. Alerjik astim ¢ogunlukla ¢ocukluk ¢caginda
bagslar ve adolesan ¢agda remisyona girmesine karsin eriskin yasta da devam edebilir
[76].
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Hava yolu epiteli akciger dokusunu gevresel birgok etkene karsi koruyan fizikokimyasal
bariyer 6zelligindedir. Solunan hava ile birlikte ¢esitli kimyasal ve biyolojik yapidaki zararl
maddelerle karsilasan hava yolu epitel hicreleri, dogal immun yanitin baglamasi ve
surdurdlmesinden sorumludur [77, 78]. En yaygin astim formu, aerobik astim olup,
bireylerin ortak aeroalerjenlere kargi antijen spesifik IgE aracili bir yanitin gelismesi igin
genetik bir yatkinligi vardir. Hava yolu epitelindeki ve submukozdaki dendritik hucreler,
ev tozu akari, polen, mantar sporlari ve hamam bocegi antijeni gibi inhale alerjenleri
tespit eder. Dendritik hlcreler Uzerinde ylUksek afiniteli reseptorlere baglanan IgE
antikoru, bu alerjenlerin alimini kolaylastirir [79]. Dendritik hicreler daha sonra MHC sinif
Il ile T- ve B-lenfositleri aracihgiyla antijenleri isledikleri ve sunduklari sekonder lenfatik
sistemlere goc¢ eder [80]. B-lenfositler bazofiller ve mast hilcreleri Uzerindeki ylksek
afiniteli FceRl'ye baglanan IgE duretir. Alerjene yeniden maruz kalmak, histamin,
prostaglandin, I6kotrien, sitokin ve kemokin dahil olmak Uzere mediatorlerin salinmasina
neden olan reseptorlerin gapraz baglanmasina neden olur. Bu aracilar hava yolu duz kas
hlcrelerinin  kasilmasini saglayarak, 6dem ve mukus sekresyonunu indUklerler.
Kemokinler; eozinofil, makrofaj, noétrofil ve T-lenfosit gibi bir dizi inflamatuar hucre
cekerler [80, 81]. Aktif haldeki I6kositlerden salinan urunler, epitel tabakalarina hasar
vererek, bronkokonstriksiyonu ve hucre digi matrislerin birikmesini saglayarak hava yolu

asiri duyarhligi ve hava yolu yeniden sekillenmesi icin temel olusturur [82].

2.6. Proteazlar

Peptidazlar, proteinlerdeki peptid baglarinin kinlmasini katalizleyen enzimlerdir.
Peptidazlar, proteazlar veya proteinazlar olarak da adlandirilir [83]. Proteazlarin,
fizyolojik fonksiyonu viruslerden insanlara kadar tim canli organizmalar i¢in gereklidir ve
proteolitik enzimler kaynaklarina gore mikrobiyal (bakteri, mantar ve viral), bitki, hayvan
ve insan enzimleri olarak siniflandirilirlar. Proteolitik enzimler, enzimlerin hidrolaz
sinifina (EC 3) aittir ve peptid hidrolazlarin veya peptidazlarin alt sinifinda (EC 3.4)
gruplandinilirlar [84]. Proteazlar; aspartik proteazlar, sistein proteazlar, glutamik

39



proteazlar, metaloproteazlar, asparagin proteazlar, serin proteazlar, treonin proteazlar
olarak siniflandirilirlar. Proteolitik enzimlerin siniflandiriimasi, adlandiriimasi ve ayrica

bireysel proteazlarin ayrintili bir tarifi MEROPS veritabaninda bulunmaktadir [85].

Proteazlar, protein substratlari Gzerindeki etki alani bazinda endo- veya ekso- enzimler
olarak genis ¢apta siniflandiriimaktadir. Endoproteazlar katalizor mekanizmasina gore,
bes sinifa ayriimaktadir: aspartik, metallo, sistein, serin ve treonin proteazlari [84]. Serin
proteazlar, sicanda 221 Uyeye sahip en bol proteolitik enzimdir, metallo ve sistein
proteazlari da ¢oklu Gyeler igerir. Buna karsilik, sicanda sadece 24 aspartik ve 29 treonin

proteazi vardir. Bu enzimlerin oynadigdi oldukga 6zellesmis rolleri vardir [86].

Proteazlar, protein katabolizmasi, kan pihtilagmasi, hucre bluyumesi ve migrasyonu,
doku dlizenlemesi, gelisimde morfogenez, inflamasyon, timér blylimesi ve metastaz,
zimojenlerin aktivasyonu, hormonlarin salimi ve farmakolojik olarak aktif peptitler gibi

bircok fizyolojik ve patolojik suregte kritik bir rol oynamaktadir [84].

Ev tozu akari (HDM), hamambdécegdi, mantar veya polenden havaya karisan bazi allerjen
gruplari, sistein, serin veya aspartik proteazlar olarak tanimlanmaktadirlar [87] [69]. Buna
ek olarak, tanimlanamayan diger proteaz alerjenleri, gesitli kdkenlerden gelen polen

ekstraktlarinin proteolitik enzimler icerdikleri gosterilmistir [88, 89].

Proteolitik olarak aktif alerjenler, mukozadaki antiproteaz temelli akciger savunmalarini
ters olarak regule edebilir bunun sonucu olarakda, doku hasarinin ve bagisiklik
aktivasyonunun artmasina neden olabilir. Akar sistein proteazlari Der p 1 veya Der f 1 in
yani sira, Alman hamambdceginin digki artiklarindaki proteazlar, hava yolu alfa-1
antitripsin inhibitorinu bozabilir. Ayrica, grup 1 akar alerjenleri, elastaza 6zgu inhibitoru

(elafin) ve sekretuvar I6kosit proteaz inhibitériint pargalayabilir [90-92].
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Cizelge 2.3. Havadaki proteaz alerjenler [93]

KAYNAK ALERJEN PROTEAZ
Ev tozu akari Grupl Sistein
Grup3 Serin
Grup6 Serin
Grup9 Serin
Hamambocegi Blag 2 inaktif aspartik
Per a 10 Serin
Mantar Cladosporium Grup 9 Vacuolar serin
Curvularia Grup 1 Serin
Penicillium Grup 18 Vacuolar serin
Aspergillus Grup 13 Alkalin serin
Penicillium Grup 13 Serin
Rhodotorula Grup 2 Vacuolar serin
Epicoccum Grup 1 Serin
Polen Cryptomeria CPA63 Aspartik
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Phleum Grup 1 Sistein

Lolium Grup 1 Sistein

2.6.1. Metalloproteazlar

Metalloproteazlar, nétral fungal proteazlardir. pH 7.0’de aktiftirler ve EDTA gibi selat
ajanlari ile inhibe olurlar. Bu proteazlarin, kollajen degradasyonunda rol aldigi ve astimli
hastalarin akciger dokularinda ifade oldugu gdsterilmistir. Bunlar arasinda matriks
metalloproteaz-9 (MMP-9) astimla kuvvetli bir sekilde iligkilendirilmigtir [94]. Astim
hastalarinin  MMP-9 seviyeleri sadliklilarla karsilastirildiginda, astimli  hastalarin
balgamlarinda anlamli derecede ylUksek saptanmigtir. Alerjik inflamasyonun ge¢ faz
reaksiyonlarinda, eozinofilik hiicreler tarafindan, matriks yikimina neden olan matriks
metalloproteazlar sentezlenir [75]. Bu enzimler yliksek molekul agirhikh proteinleri, disuk
molekudl agirlikh proteinlere donusturerek, molekuler dzelliklerini ve su tutma 6zelliklerinin
degismesine, boylece matriks iginde inflamatuvar hicrelerin kolay hareket etmesini
saglar. Matriks metalloproteazlar IL-1p, TNFa, TGFa, PDGF ve B-FGF gibi uyaranlara

cevap olarak sentezlenir [95].

2.6.2. Aspartik Proteazlar

Aspartik proteazlar, asidik proteazlar olarakta tanimlanirlar. Katalitik aktivitelerini aspartik
asit kokleri Uzerine etki ederek gosterirler. Yapilan c¢alismalara goére, alman
hamambdocedi turinin (Blattella germanica) astima katkida bulunan alerjenleri oldugu
saptanmistir. Hamambocekleri astimin  6nemli bir nedeni olan gucli alerjenler
uretirler. Bla g 2 alerjeni, hamambdcegi alerjik hastalarin yaklasik %50 ile %80 inde
sensitizasyona neden olan, en etkili hamambdcegi alerjenlerinden biridir. Bu alerjenin
enzimleri aspartik proteinaz ailesine homoloji gosterir. Yapilan bir c¢alismada;
hamambdcegi alerjisi olan hastalardan gelen 106 serum incelenmis, Bla g 1 ve Bla g 2'ye
karsi IgE antikorlarinin prevalansinin sirasiyla %30,2 ve %57,6 oldugu gérulmustur [96,
97].
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2.6.3. Serin Proteazlar

Aktif bolgelerindeki serin grubu ile karakterizedirler. Bakterilerde, virUslerde ve
Okaryotlarda yaygin olarak bulunmalari sebebiyle, organizmalar i¢cin onemli oldugu
dusunulmektedir. Mast hucrelerindeki proteazlarin Ugte birini  serin proteazlar
olusturmaktadir. Peptid baglarini pargalamak icin substrat baglanma bolgelerindeki aktif
serin rezidulerini kullanan enzimlerdir. Proteazlar icerisinde alkali kosullarda en iyi
aktivite gosteren enzim sinifi serin proteazlardir. Serin proteazlar, gorevlerini yaptiktan
sonra gesitli proteinler tarafindan inhibe edilirler. Bu serin proteaz inhibitorlerine serpin
ad verilir. SERPINB1 ve SERPINB2 serpin ailesinin Gyeleridir [98].

Polen alerjenlerinin serin proteaz aktiviteleri vardir. Japon ¢gami (Cryptomeria japonica),
Kat Yaprakh Yalanci Servi (Chamaecyparis obtusa), kayallk dag ardici (Juniperus
scopulorum) polenleri serin proteaz aktivitesi gostermektedir. Cimde, kisa yaban murvesi
(Ambrosia artemisiifolia) poleninden elde edilen iki serin proteaz saflastiriimis ve
karakterize edilmigtir. Kentucky mavi otu (Poa pratensis), ¢gavdar otu (Lolium perenne)

ve Bermuda otu (Cynodon dactylon) polerinde de tanimlanmistir.

Ev tozu akarlari da serin ve sistein proteazlar tretir. Dermatophagoides pteronyssinus 6

(Der p 6) ve Der p 9 serin proteazlardir.

Serin proteaz aktivitesi tanimlanan mantar turleri ise;
Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Curvularia  ve Cladosporiumdur.  Penicillium

chrysogenum'un blyuk bir alerjeni olan Pen ch 13, bir serin proteazdir.

Aspergillus fumigatus proteazi dogrudan insan epitelyal hicre ayrilmasini indukler.
Enzimatik aktivitesi, siki baglanti boélgesindeki okludini pargalayarak epitel bariyere zarar

verir ve ardindan epitel hucrelerinde proinflamatuvar yanit olusmasini baslatir.

Notrofil serin proteazlari istilaci mikroplari dogrudan dldurir. Fakat akcigerlerdeki notrofil
serin proteazlarinin fazla olmasi halinde, inflamatuar pulmoner hastalik patolojisinde bir

rol oynamaktadir. Bir calismada, Ug¢ ndétrofil serin proteazinin etkili bir inhibitéri olan
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SERPINBL1'in, Pseudomonas aeruginosa'ya kargi konak savunmasindan sorumlu hicre

ve molekiler bilesenleri korudugunu gdsterilmistir [93].

Serin proteazlar, kan pihtilasmasi, kanser, hiicre 6limu, ozmo-regulasyon, doku yeniden
modelleme ve enfeksiyona kargi bagisiklik dahil olmak Gzere ¢ok hicreli organizmalarda
cok cesitli fizyolojik ve patolojik suregleri kontrol eder. Adaptif hiicre aracili bagisiklik igin
T lenfositler gereklidir ve serin proteazlar sadece efektér fonksiyonu icin degil ayni
zamanda hicre sayisinin homeostatik regtlasyonu icin de énemlidir [99]. Glglu anti-
apoptotik 6zellikleri olan serpinler, virUsleri ve tumorleri sitotoksik T hucreleri tarafindan

yok edilmekten koruyarak adaptif hicre bagisikligina kargi da calisabilir.

Tum hacre 6lum formlari, proteazlarin aktivitesini gerektirir ve Serpin ic, sadece serin
proteazlari degil, ayni zamanda diger yurutucu proteazlari da inhibe ederek hucreleri

hdcre élumlerinden korumak igin evrimlesmistir [99].

Notrofil dogal 6lumu, apoptozun tum fenotipik 6zelliklerini barindiran ve efektor kaspaz-
3'Un aktivasyonuna bagli olarak programlanmis hucre olumundn prototipidir. Ancak
nétrofil dogal 6limadnd duzenleyen yollar tam olarak tanimlanamamigstir. Yapilan bir
calismada, yaslanan notrofillerde kaspaz-3'Un bolunme ve aktivasyonuna ,serin proteaz
olan, Proteinaz 3 (PR3)'Un aracilik ettigi ve standart ekstrinsik ve intrinsik apoptoz
yolaklarindan bagimsiz oldugu belirlenmistir. Olgun nétrofillerde, PR3 Gn granullerde
depolandigi ve noétrofil yaslanmasi sirasinda sitozole ilerledigi gézlenmis. PR3'Un
salinmasi ise lizozomal membran permeabilizasyonuna bagh oldugu belirtiimektedir
[100].

2.6.4. Sistein Proteazlar

Sistein proteazlar okaryotlarda ve prokaryotlarda bulunmaktadir. Yaklasik olarak 20
familyasi oldugu belirlenmistir. Sistein proteazlar genellikle HCN (Hidrosiyonik asit) ve
sistein varliginda aktivite gostermektedirler [101]. Clostripain proteazi, anaerobik bakteri

Clostridium histolyticum tarafindan Uretilir. Streptopain ise Streptococcus spp. tarafindan
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uretilen, okside olmus insulin B zinciri de dahil olmak Uzere birgok sentetik substrata karsi

genig substrat 6zelligi gosteren bir proteazdir.

Cimen polenlerinin, ¢odunlukla serin proteaz peptidaz aktivitesi sergilemesine karsin,
Kentucky ve gavdar ¢gimen polenlerinde sistein proteaz aktivitesi tespit edilmigtir. Cimen
polenleri major grup 1 alerjenlerinin sistein proteazlari oldugu rapor edilmigtir [102].
Beyaz hus agacinin (Betula alba) gicekleri ve kisa yaban mersini gigekleri sadece serin

degil ayni zamanda sistein proteaz aktivitesini de icermektedir [88].

Ev tozu akarlarindan; Der p 1 ve Der p 3 sistein proteazlardir. Der p 1, siki baglanti
kompleksi birligini bozarak epitel permeabilitesini arttirir. Bir calismada western blot
yontemiyle, siki baglanti boélgesi morfolojisinin bozulmasinin, MDCK (Madin-Darby
canine kidney) ve 16HBE14o0-insan bronsiyal epitel hiicre hatlarinda, Der p 1 in, ZO-1
ve okludini birbirinden ayirmasiyla iligkili oldugu gosterilmigtir [89, 103].

Proteazla karsilasan hlcre, proteazlara kargl proteaz inhibitorleri salgilayarak karsi
savunmaya gecer. Proteolitik yikim kargisinda inhibisyon mekanizmasinin devreye
girmesi homeostatik dengenin korunmasini saglar [104]. Proteaz inhibitér sentezinde
azalma ya da proteaz miktarinda artma, proteaz — proteaz inihibitér dengesini bozarak
ciddi saglk sorunlarina yol agabilir. Notrofillerden es zamanh salinan nétrofil elastaz,
kathepsin G, proteinaz 3 proteazlara karsi hicre, a1-antitripsin (AAT) proteaz inhibitori
sentezleyerek hucreyi korur. AAT sentezindeki ciddi azalma ya da sigara kullanimi
sonucunda hava yollarina hicum eden noétrofiller nedeniyle artan proteaz miktari
sonucunda proteaz-proteaz inhibitér dengesi bozularak ciddi bir saglik sorunu olan

amfizeme yol acgabilir [105].

2.7. Proteaz inhibitorleri

Proteaz inhibitorleri, proteolitik enzimleri inhibe eden kuguk molekullu inhibitorlerdir.
Canli organizmada proteazlar ve proteaz inhibitorleri bir denge igerisindedir. Bu
dengenin bozulmasi, Kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), Bronkopulmoner

displazi (BPD) ve atopik astim gibi hastaliklarin ana sebeplerinden oldugu
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dusunulmektedir. Mast hucresi ve I0kosit serin proteazlar, astimh hastalarin solunum
yollarinda yukselir. Buna ek olarak, a-1 proteinaz inhibitor eksikliginin bir sonucu olarak

antiproteaz aktivitesinde azalma olan hastalarda astim gelisme egilimi artar.

Proteaz inhibitorleri etki ettikleri proteazlara ve inhibisyon mekanizmalarina gore 2 gruba

ayrilirlar.

1. Etki ettikleri proteazlara gore proteaz inhibitorleri:

-Aspartik proteaz inhibitorleri
-Sistein proteaz inhibitorleri
-Metalloproteaz proteaz inhibitorleri
-Serin proteaz inhibitorleri
-Tireonin proteaz inhibitorleri
-Tripsin proteaz inhibitorleri

2. inhibisyon mekanizmalarina gore proteaz inhibitorleri:

-intihar tipi inhibitdrler (suicide)
-Gegis durumu inhibitorler (transition state)
-Protein proteaz inhibitorler

-Selat ajanlari (chelating agents)

2.7. Serin Proteaz inhibitor

Serin proteaz inhibitorleri, proteaz inhibitorlerinin en genis ve en yaygin aileleridir. Serin
proteaz inhibitdri olan serpinlerin, bugline kadar 1500'den fazla Uyesi insanlarda,
bitkilerde, bakterilerde, arkealarda ve poxviruslerde tespit edilmistir. Bu ailenin filogenetik
analizi, 6karyotik serpinleri, insan serpinlerinin evrimsel olarak dokuz ayri kimeye (A-I)

ayirdigi 16 kimeye bolunar [106]. Serpinlerin korunmus tguncul yapiyi paylastiklari ve
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inhibe edici aktiviteleri i¢in essiz bir konformasyonel yeniden duzenlenis kullandiklarinin

kesfedilmesine yol agan birgok serpin yapisi belirlenmistir [107].

insan serpinleri, cesitli biyolojik fonksiyonlarda énemli bir rol oynamaktadir. Bunlarin
blyluk cogunlugu, proteolitik kan pihtilagsmalarina ve proteaz inhibe edici aktiviteye
ihtiya¢ duyan anti-inflamatuar cevaplara katilirlar [69]. Bununla birlikte, cok sayida serpin
dyesi, hormon tasiyicilari (SERPINA6 ve SERPINA7), molekuler saperonlar (Hsp47) ve
kan basinci regulatéri (SERPINA8) gibi inhibe edici olmayan fonksiyonlari yerine
getirebilir. Engelleme mekanizmasinin karmagsikligi nedeniyle serpinler, yanlis
yapilandirma ve polimerizasyona neden olan, konformasyonel hastaliklara veya
"serpinopatilere” neden olabilecek mutasyonlara karsi savunmasizdir. Ornegin,
SERPINA1 ve SERPINC1 eksikligi sirasiyla amfizem ve tromboza neden olur. Ote
yandan SERPINA1 polimerlerin endoplazmik retikulumda birikmesi siroz ile sonuglanir
[69, 108, 109].

Serin proteazlar ve serin/sistein proteaz inhibitorleri (serpinler) deri ve hava yollarindaki
epitel bariyerin korunmasiyla iligkilidir. Serin proteaz inhibitorleri, epitelyal bariyerlerin

onariminda oldukga énemlidir.

Bazi notrofil serin proteazi (NE, Cat G ve proteinaz3) ve mast hlcre serin proteazlari
(triptaz ve kimaz) havayolu hastaliklari ile iligkilendirilmistir. Son zamanlarda yapilan bir
inceleme, astim tedavisini hedefleyen bazi serin proteaz inhibitérlerini 6zetlemektedir
[13].

Mast hacreleri tarafindan depolanan ve salinan baslica enzimler, astimda Kkilit rol
oynayan triptaz ve kimazdir. Bu enzimlerin ¢alismalari, iltihaplanma, doku yeniden
modellenmesi, brons asiri duyarliigi ve hava yolu diz kasinin b-adrenerjik
duyarsizlasmasini igerir. Alertik inflamasyonda triptazin rolU i¢in histamin salimini ve
IOkositleri arttirmak gibi c¢esitli mekanizmalar 6énerilmigtir. Ek olarak triptaz, brons
[Umeninin daralmasi, bronkokonstriksiyonun ilerletiimesi ve astim ile iligkili havayolu

yeniden yapilanmasi Uzerinde etkili olur. Triptaz inhibitorleri bu proteaz enzimlerine karsi,
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antiproteaz gorevi gormektedir. Alerjik kobay ve koyunlarda yapilan bir galismada, serin
ve triptaz inhibitorlerinin, antijen kaynakh hava yolu hiperreaktivitesini azalttigi

gOsterilmistir.

2.7.1. SERPINB1

SERPINB1, monosit nétrofil elastaz (NE) inhibitorl olarak da bilinen SERPINB1, serpin
super ailesinden bir proteindir ve NE, CG ve proteinaz-3'Un en etkili inhibitérlerinden
biridir [110]. SERPINB1 genis olarak ifade edilir ve 6zellikle notrofillerin sitoplazmasinda
yiiksek seviyelerde bulunur. insan nétrofil granil proteazlarinin baslica inhibitérii olan
SERPINBL1 fonksiyonel olarak fagositize patojenlerin eliminasyonuyla baglantiidir. Bu
nedenle, SERPINB1'in bozulmus fonksiyonu, aktive edilmis noétrofillerin infiltrasyonu ve
daha sonra proteaz salimi ile iligkilendirilerek havayolu inflamasyonu ve akciger
dokularinin hasarina neden olur [111]. Noétrofil serin proteazlar, 6zellikle de elastaz,
kistik fibrozis (KF) hastalarinda akciger tahribatinin baslica ajanlaridir [112]. Ayrica
yapilan bir ¢galisma da, akciger hasarindan olugsan bir sigan modelinde, SERPINB1'in
inflamatuar akciger rahatsizliklarinda nétrofil proteazlarin tahrip edici etkilerine karsi

koruyabilecegini gostermektedir [113].

Akcigerde, nétrofiller, istilaci bir patojene karsi savunmak icin ilk hicrelerdir ve notrofil
serin proteazlar (NSP) mikroplari dldurdugu icin, antimikrobiyal savunmanin énemli bir
bilesenidir. Néotrofiller ve nétrofil serin proteazlari antimikrobiyal akciger savunmasinda
anahtar rol oynarlar, fakat proteaz fazlaliji durumunda, inflamasyon ve hasarin ana
ajanlari olarak gorev yaparlar. NSP'ler, elastaz, katepsin G ve proteinaz-3, dolagimdaki

notrofillerde taginan ylksek dongulu enzimlerdir.

Notrofillerin nekroz ile degranule edilip 6lmesi durumunda, noétrofil serin proteazlar
salinir. Salinan nétrofil serin proteazlari, proteaz inhibitérleri tarafindan hizla inaktive
edilebilir, ancak ekstravaskuler boslukta, inhibitor eksikligi veya ndétrofil serin

proteazlarinin fazlahigi gibi lokal kosullar, fonksiyonel dmdurlerini uzatabilir. Aktif notrofil
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serin proteazlari, 0zellikle de elastaz, hafif hastaligi olan hastalarda bile siklikla kistik
fibrozis hava yolu sivisinda bulunur [114, 115]. Nétrofil serin proteazlarinin hicre digi
etkileri buyuk Olglide patolojiktir. Notrofil serin proteazlari, bronsiyolektaziye ve
bronsektaziye katkida bulunan yapisal proteinleri degrade eder, musin salimini artirarak
hava yolu disfonksiyonunu siddetlendirir, pro-inflamatuar sitokinleri indukleyerek
inflamasyonu arttirir ve fagosit reseptorlerini, antikorlari, komplementleri ve ylzey aktif

proteinleri pargalayarak antimikrobiyal savunmayi azaltir [116, 117].

SERPINB1, kistik fibrozlu hastalarin akciger sivilarinda nétrofil proteazlarla kompleks
olarak bulunmustur. Bu c¢alismalar, SERPINB1'in noétrofil serin proteaz (NSP)
aktivitesinin  duzenlenmesinde rolu oldugunu gosterse de, bu komplekslerin
SERPINBL1'in akciger hava yollarinda énemli bir fizyolojik rolint yansitip tasimadigi
konusunda ¢ok fazla galisma bulunmamaktadir. SERPINB1 ve a1antitripsin (SERPINAL)
I karsilastiran in vitro calismalar, elastaz ile hizlica geri dénusimsiz kovalent
kompleksler olusturdugunu ve bunlarin hayatta kalma stresinde farkhlik gosterdigini
ortaya koymustur. SERPINB1-elastaz kompleksi, kistik fibrozis bronkoalveolar lavaj
sivisindaki molekuler formdan ayrilan SERPINB1'i serbest birakan elastazin
parcalanmasi nedeniyle sadece kisa bir sure hayatta kalmistir. Bulgular, kistik fibrozis

hava yollarinda SERPINB1 i¢in dogustan gelen bir roll oldugunu gosterir.

SERPINB1, tum clade-B serpinler gibi, bir lider diziden yoksundur ve boylece canli
noétrofiller, monositler veya hava yolu epitel hucreleri tarafindan aktif olarak uUretilebilir.
inflamasyonda bir ekspresyon artisi, insan geninin promotorunda bir niikleer factor-kB

dizenleyici elemanin varligi ile 6ne surilmektedir [69, 70].

2.7.2. SERPINB2
SERPINB2, plazminojen etkinlestirici inhibitor 2, PAI-2 de denir. Serpin super ailesinin
Clade B veya Ovalbumin benzeri serin proteaz inhibitora alt grubunun bir Uyesidir.

Yaygin olarak Urokinaz plazminojen aktivatorinun bir inhibitdru olarak tarif edilir. Yapisal
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veya induklenebilir SERPINB2 ekspresyonu ciltte, kil folikulleri, endotel, mezotelyum ve
fibroblastlarda da bulunur. Klinik olarak, dizensiz SERPINB2 ekspresyonu veya
SERPINB2 polimorfizmleri, inflamatuvar bir dizi hastalikla iligskilendirilmistir [118]. Azalan

ekspresyon, pre-eklampsi ile iligkiliyken, ekspresyon astimda duzenlidir.

SERPINB2, plazminojen aktivatorlerini inhibe edebilen ve bdylece plazminin
aktivasyonunu onleyen bir serin proteaz inhibitorudur. Plazmin, hidcre disi matrisi, ya
dogrudan glikoproteinleri kaldirarak ya da metalloproteinazlari aktive ederek ¢ozebilir
[73]. Bu nedenle SERPINBZ2'yi inhibe ederek, hicre digi matris dongusu i¢in daha fazla

plazminin elde edilmesi ve hava yolu yeniden yapilanmasinin azaltiimasi saglanir.

Granduler ve spindz tabakalarda aktif SERPINB2'nin varlidi, bu serpinin epidermal hiicre
farklilasmasina karistigini veya yara iyilesmesi Uzerine aktive edilen u-PA sisteminin
regulatort olarak islev gordigunu gostermektedir. Bazi durumlarda, SERPINB2
sitoprotektif (htucre koruyucu) bir rol sergilemektedir [119]. SERPINB2 HT-1080
fibrosarkoma hcrelerini timor nekroz faktor-a (TNFa) ile indiklenen apoptozdan korur.
SERPINB2 ayrica HelLa hticrelerini TNFa kaynakh apoptozdan korur, ancak ultraviyole

(UV) veya iyonlastirici radyasyonla induklenen apoptozdan koruyamaz [120].

SERPINB2 dusuk seviyelerde kuguk olmayan hucreli akciger kanseri tumor yayiima ile
iligkilidir [121].

2.8. Sitokin, Kemokin Ve Biiyume Faktorleri

Sitokinler, mikroorganizmalara kargi konak savunmasinda onemli bir rol oynarlar.
Koruyucu lokal inflamasyonu ve sistemik akut faz yanitlarini indikleyerek dogustan gelen
bagisiklhigi dizenlerler. Sitokinler, adaptif bagisikhdin baslatilmasi, guglendiriimesi,
yonlendirilmesi, aracilik edilmesi ve dizenlenmesi agisindan dnemlidir. Ne yazik ki, asiri
tepkiler meydana gelirse veya otoimmuniteyi yonlendirmede ve aracilik etmede yer
alirlarsa doku hasarini da yonlendirebilirler. Bu kosullar altinda, sitokinler potansiyel
tedavi hedefleridir [122].
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Sitokinler, ¢esitli isimlendirme ve siniflandirma ile karakterize edilmistir. Bu siniflandirma

sitokinlerin fonksiyonel benzerlikleri ve 6zelliklerine dayanmaktadir [123]. Bunlar;

1-Buyiime Faktorleri (Epidermal buylme faktori-EGF, Platelet orijinli buytme faktoru-
PDGF, insiilin benzeri blyume faktoru-2-1GF-2, insulin benzeri buyume faktoru-1- IGF-
1, Sinir buyime faktora-NGF, Asidik fibroblast blyume faktora-Afgf vb.)

2- Lenfokinler (interldkin-1a, IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL10,
IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15)

3- Koloni stimiile eden faktorler (Granulosit/makrofaj koloni stimlle eden faktor, GM-
CSF, Granulosit-CSF, Multi-CSF, Eritropoietin, EPO, Losemi inhibitor faktor, LIF)

4-Transforme edici bliyuime faktorleri (TGF-a, TGF-)
5- Tumor nekroz faktorleri (TNF-a, TNF-)
6- interferonlar (IFN-a, IFN-B, IFN-y)

Kronik astimi olan hastalarda; hicresel duzeyde, ¢ok sayida inflamatuar hicre, hava
yollarina ve akcigerlerine sizarak, daha ciddi iltihaplanmalara yol agcan ve hicrelere zarar
veren sitokinleri ve kemokinleri salgilar. Kemokinler ¢esitli bagisiklik hicrelerinde
kemotaktik aktiviteleri olan sitokinlerdir. Kemokinler, bagisiklik sisteminin gelisimi ve
homeostazinda, alerjik ve otoimmun hastaliklarda, enfeksiyonlar ve kanser dahil gesitli
rahatsizliklar ile iligkili olanlar da dahil olmak Uzere, inflamatuar cevaplarin patojenezinde
onemli roller oynamaktadir. Bu nedenle, kemokinler birgok hastalikta potansiyel terapotik

hedefler olarak kabul edilir.

2.8.1. interlokin 6 (IL-6)

IL-6 yaklasik 20 kDa luk bir sitokin olup, 28 amino asitten olusan bir sinyal peptid kismina
sahip 212 amino asitten olusmustur. Enfeksiyonlara ve yaralanmalara cevap olarak
acilen ve gecici olarak Uretilir. Akut evre yanitlari, hematopoez ve bagisiklik

reaksiyonlarinin uyarilmasi yoluyla konak¢i savunmaya katkida bulunur. Her ne kadar
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ifadesi transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel mekanizmalar ile siki bir sekilde kontrol
edilse de, IL-6'nin disregtle edilmis surekli sentezi, kronik inflamasyon ve otoimminite
Uzerinde patolojik bir etki oynamaktadir. Bu sitokin, B lenfositlerinin immunglobulin salimi

icin kofaktor gorevi gorur [124].

2.8.2. interlokin 8 (IL-8)

IL-8 kemokin ailesine bagli bir sitokindir. Monosit, fibroblastlar ve endotel hicreler
tarafindan uaretilir. EkK olarak, bradikinin ile induklenen IL-8 Uretimi, insan hava yolu
epitelyal hucreler, diz kas hucreleri ve alveolar hucrelerde in vitro gozlenmigtir. Diger
yandan TNF-a, IL-18 gibi sitokinlerin inflamatuvar bir yanit olusturmasi sonucunda
miktarlari artar [125] Enfeksiyonda ve inflamasyonda, dolasimdaki ya da dokudaki
noétrofilleri aktive edip, doku hasari olusan bolgeye nétrofil gdoguni saglamak en baslica
gorevidir. IL-8’in olmasi gerekenden fazla salgilanmasi nétrofillerin hiperaktivasyonuna

neden olur ve bu da doku yikimina yol agmaktadir [126].

2.8.3. interlokin 25 (IL-25)

Hematopoietik kokenli sitokinlerin aksine, IL-25 epitel kaynakh bir sitokindir ve insanlarda
nazal polipli kronik rinosinlzit, astim ve atopi dahil olmak Uzere tip-2 sitokinlerin
miktarlarinin artigi durumlarda IL-25 miktarininda arttigi goésterilmistir [127]. IL-25
ifadesindeki artis IL-4, IL-5 ve IL-13 ekspresyonunu tetikleyerek alerjik hastahgin
patogenezine katkida bulunur [128].

2.8.4. interlokin 33 (IL-33)

IL-33 genellikle dis ortamla baglantili epitelyal hicrelerden (cilt, g6z, hava yolu,
keratinositler, duz kas hucreleri gibi), endotelyal hicrelerden ve fibroblastlardan salinir
[129, 130]. IL-33 ifadesi ayrica mast hucreleri, dendritik hlcreler, monosit ve
makrofajlardan da salinmaktadir ancak epitelyal hicrelerle kiyaslandiginda inflamatuvar
hlcrelerden 10 kat daha az salindigi goralmustir. IL-33 immdn cevabin olusturulmasi,
doku homeostazisi, yenilenme ve yeniden yapilanmasi gibi bir¢ok biyolojik olayda rol
oynayan bir sitokindir [131].
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2.8.5. Timik Stromal Lenfopoietin (TSLP)

Cesitli biyolojik stireglerin ve molekullerin doku hlcreleri tarafindan TSLP ekspresyonunu
indUkledigi veya bastirdigi gosterilmigtir. TSLP'nin Th2 tipi immun yanitlarin indiksiyonu
ve alerjik inflamasyonun olugsumu Uzerindeki etkisi bilinmektedir. Epitelyal hucrelerden
TSLP'nin salinmasina, alerjen proteazlari ve biyolojik bilesenlerin etkisiyle aracilik eder.
En ylUksek TSLP seviyeleri, akciger ve deri epitelyal hicrelerinde bulunur ve ayrica
fibroblastlar, hava yolu duz kas hucreleri, endotelyal hucreler, mast hucreleri,
makrofajlar, monositler, granulositler ve dentritik htcreler tarafindan uretilir [132, 133].
2.8.6. Aktivasyon ile Regile Olan Eksprese ve Sekrete Edilen T Hucreleri
(Regulated on Activation, Normal T-Cell Expressed and Secreted - RANTES)
RANTES, c¢esitli proinflamatuar hicre tiplerini butiinleme ve aktive etme 6zelligine sahip
kemokinlerdendir [134]. in vitro kosullarda T hiicrelerinin aktive olmasini ve kemotaksisini
saglar. Notrofillere etki etmez. Dentritik hlcreler ve mast hicreleri Gzerinde etkileri vardir.
CD+8 T hucreler, epitelyal hicreler, trombositler ve fibroblastlar tarafindan baskin olarak
salimi artirilir ve kendisi de belirli bir konsantrasyondan sonra inflamasyonun bir parcasi
haline gelir. Atopik dermatit, astim, kronik bronsit de rantesin roll oldugu bilnimektedir
[135, 136].

2.8.7. Graniilosit / Makrofaj Koloni Stimiile Eden Faktor (GM-CSF)

Granulosit makrofaj koloni uyarici faktor, kemik iliginde énct granulosit ve makrofaj
gelisimini kolaylastiran bir sitokindir. Astim hastalarinin solunum yollarindaki mukozal
mast hucreleri GM-CSF immunoreaktivitesini gdsterebilir, bu da mast hicresinden
uretilmis GM-CSF'nin 6rnedin eozinofil sagkalimini dlizenleyerek, alerjik hastaliklarin
patojenezine katilabilecegini gosterir. GM-CSF'nin TNF ile birlikte, hayatta kalmalarini
arttirarak ve cevresel toleransin gelismesine katkida bulunarak, greft kaynakli dendritik

hdcrelerin lenf dugumlerine géglne katkisi olduguna dair kanitlar vardir [137, 138].
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Hiicre Kiulturi
3.1.1. BEAS-2B Hicrelerinin Gogaltilmasi ve Air Liquid Interface (ALI) Kulttra
Hucre kultirG deneyi saglikli insan brons epitel hicre hatti olan (ATCC CRL-9609)
BEAS-2B hucreleriyle gerceklestiriimistir. Der p 1 uyariminin SERPINB1 ve SERPINB2
genleri Uzerine olan etkisi air liquid interface (ALI) kulturd deneyleriyle belirlenmis, siRNA
ile SERPINB1 ve SERPINB2 susturma deneyleri ise tek tabaka hudcre kultirinde
yapilmistir.

BEAS-2B hicreleri 75 cm? lik flasklarda ¢ogaltildi. Hicreler, flaski %80 kapladiginda
tripsinize edildi ve 1.5 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde kollajen tip IV ile kaplanmis

transwell Uzerine ekildi.

Hucreler basglangigta 1:1 oraninda brons epitel blyume besiyerinde (BEGM)
(hidrokortizon (0.5 mg/mL), insdlin (5 mg/mL), transferrin (10 mg/mL), epinefrin (0.5
mg/mL), triiodotironin (6.5 mg/mL), gentamisin (50 mg/mL), amfoterisin-B (50 mg/ mL),
retinoik asit (0.1 ng/mL), EFG (epidermal growth factor, 0.5 ng/mL human recombinant),
100 U/mL penisilin, 5% FBS, 100 pug/mL streptomisin igeren) 2-3 gun sureyle inkibe
edildi. Tamamen konfluent olan hticrelerin st besiyerleri uzaklastirilarak transwellin alt
kismina 500 pL indUkleyici iceren B-ALl (Lonza) besiyeri (bronchial air liquid interface
medium) konuldu. 21 gun sureyle hicreler 37 °C ‘de 5% CO, ortaminda inkibe edildi ve
transwell in alt kismindaki besiyeri 2 gunde bir degistirildi. Brons epitel hiucreleri 21 gin

sureyle farkhlastirildi.

3.1.1.1. Transwellerin Kollajenle Kaplanmasi

- 5 mg kollajen tip IV (C7521-5mg Sigma) 10 mL asetik asitli suyla (10 mL su +20 pyL
susuz asetik asit) karistirildi, final konsantrasyonu 0,5 mg/mL oldu. Cézinme igin 1 saat
beklendi.

- 50 mL lik yeni steril tip alindi.
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- Konsantrasyon 10 kat seyreltilerek, son konsantrasyon 0,05 mg/mL olacak sekilde

kollajen hazirlandi.

- Hazirlanan kollajen solisyonundan 100 uL transwell Gzerine eklendi. 2 saat beklendi.
- Steril Pastor pipetiyle transwell deki kollajen gekildi.

- Transwell 200 pL PBS + Ca ile 2 kere yikandi.

- Kuyucuklar 1X BEGM ile doldurularak 1 kez yikandi.

- Yikama solusyonu uzaklastirildi ve hucreler ekildi.

3.1.2. Tek Tabaka Kiilttir

SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin susturulmasi igin yapilan siRNA deneylerinde
BEAS-2B hicreleri kullanildi. Hucreler 75 cm? lik flasklarda buyatildia. BEAS-2B
hicreleri BEGM de uretildi ve siRNA ile SERPINB1 ve SERPINB2 genleri susturulmak
igin 24 kuyucuklu hiucre kalturt plaklarina 40.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi.
Hucreler %70-80 doluluga geldiginde ayri ayri olmak Uzere SERPINB1 ve SERPINB2

siRNA lari ile susturuldu.

3.2. SERPINB1 ve SERPINB2 Gen ifadelerinin siRNA ile Susturulmasi
- 24 kuyucuklu hicre kultira plaklarina ekilen hicrelerle 24 saat sonra siRNA

transfeksiyonu asagidaki yontem izlenerek gercgeklestirildi.

-Her bir kuyucuk icin gerekli oligonukleotid miktari kuyucuk basina son siRNA

konsantrasyonu 5 pmol olacak sekilde hesaplanarak 50 yL Opti-MEM iginde hazirlandi.
- Soltsyon hafifge karistirildi ve 2-3 dakika beklemeye birakildi.

- Doz tepkisi ¢aligsmasi ile birlikte oligonukleotidler en iyi sekilde kullanima hazir hale

geldi.
- Ustteki karisima 1 pL Lipofectamine RNAimax eklendi.

- Son solusyon hafifge karistirnldi, 10-15 dakika beklendi ve kuyucuklara eklendi.
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3.3. Proteaz ile Uyari
BEAS-2B hucreleri, SERPINB1 geni igin 12, 24, 36 ve 48 saat, SERPINB2 geni igin 24
saat sure ile Der p 1 (5 pg/mL) ile uyarldi. Uyari sonunda hicrelerden total RNA

izolasyonu gerceklegtirildi.

3.4. RNA izolasyonu
BEAS-2B hucrelerinden RNA izolasyonu igin Thermo Scientific marka Purelink RNA Mini
Kit kullanildi.

- Hucreler, %1 pB-Merkaptoetanol ilave edilmis 350 pL Lizis tamponu ile pipetle ¢ekip

birakmak suretiyle pargalandi.

- Uzerine esit miktarda steril DEPC su ile sulandirilmis %70 etanol ilave edildi ve 2 mL’lik

toplama tlpu Uzerine yerlestirilmis olan kolon Gzerine pipetlendi.
- Tupler 12.000 rpm’de 15 s santriflj edildi.

- Toplama tupundeki sivi bosaltildi ve Gzerine 700 uL Wash Buffer | ylkama tamponu

ilave edildi.
- TUpler 12.000 rpm de 15 s santrifij edildi.

- Kolon yeni bir toplama tupl Ustune yerlestirildi ve Uzerine 500 uL Wash Buffer II

solusyonu ilave edildi ve 12.000 rpm’de 15 s santrifuj edildi.

- Toplama tupundeki sivi bosaltildi ve Uzerine yine 500 ul Wash Buffer Il solisyonu ilave
edildi.
- Tupler 12.000 rpm de 15 s santrifiij edildi.

- Toplama tupundeki sivi bosaltildi ve Uzerine higbir sey ilave edilmeden yine 12.000

rom’de 1 dakika santrifuj edildi.

- Kolon steril 1,5 mL ependorf tlp Uzerine alindi ve Uzerine 50 uL RNaz icermeyen su

ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika inkube edildi.
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- Tupler 12.000 rpm de 2 dakika santrifuj edildi.
Elde edilen RNA ornekleri kullanilincaya kadar -80 °C’ de sakland.

3.5. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi
Total RNA’lardan RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ile cDNA elde edildi.
Analizler suresince Applied Biosystems marka 7500 Fast RT-PCR kullanildi.

- Prosedur, 1 ugila 5 ug toplam RNA veya 1 ug ila 500 ng poli (A) + RNA'nin tek iplikcikli
cDNA'ya donustirdlmesi icin tasarlandi. cDNA asamasinda daha spesifik bir sentez

gerceklestiriimesi amaciyla oligo (dT)18 primer kullanildi.
- Kullanmadan once her bilesen karistirildi ve kisaca santriftjlendi.
- 0,2’ mL ’lik PCR tuplerine 1 uL Oligo (dT)18 Primer (100 uM) eklendi.

- Toplam hacmi 12 pL’ye tamamlamak icin konsantrasyonu 1ug olan total RNA’dan

hesaplanan miktarda eklendi.
- Uzerine toplam volumii 12 ul'ye tamamlayacak kadar ddH20 ilave edildi.
- 65 °C’'de 5 dakika PCR’ da inkuibe edildi, ardindan 1 dakika buz Ustiinde bekletildi.

- Ardindan 4 pL 5x Reaction Buffer, 1 yL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 uL 10
mM dNTP Mix, 1 uL RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) eklendi.

- Her RNA / primer karisimina 8 pL cDNA sentez karisimi eklendi, hafifce karistirildi.
- Sonra 42 °C’de 60 dakika PZR’da inkube edildi.

Boylece elde edilen cDNA’lar gercek zamanh PCR’da kullaniimak tzere -80 °C’de

saklandi.

3.6. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestiriimis érnekler SERPINB1 ve SERPINB2,
genlerine 6zgu primerler kullanilarak gergcek zamanli PZR’de ifadelerine bakildi. Gergek
zamanh PZR de kullanilacak, IL-6, IL-8, PDGF-B, GM-CSF, RANTES, IL-25, IL-33,
CCL11 ve TSLP primerleri Tablo 3.1’de verildi.
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Gercek zamanli PCR icin SYBR Green PCR kiti ABlI 7500 Fast Q-PCR cihazinda

kullanildi. internal kontrol olarak Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) kullanildi.

Cizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullaniimak Gzere dizayn edilen primer dizileri

ileri Primer

Ters Primer

SERPINB1 | TCCTTCCTGAGTTCTTGGTTTC ACCCACTGGTTTATGGTCTTC
SERPINB2 | TTGATTGCAGAGCTGAGAGAG TCCAGAAGGGTAGTTATCCTGA
IL-6 GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA TTCTGTGCCTGCAGCTTC
IL-8 CTGCGCCAACACAGAAATTAT AAACTTCTCCACAACCCTCTG
IL-25 GGCGTGGTACAGGTCCT CTCCCCTAGAGCCTGCTA
IL-33 CTGGTCTGGCAGTGGTTT CAACACCCCTCAAATGAATCAG
TSLP CCAGAGCCTAACCTTCAATCC CCTCTTCTTCATTGCCTGAGTAG
RANTES GAGTATTTCTACACCAGTGGCA GACTCTCCATCCTAGCTCATCT
GM-CSF CTCCTGAACCTGAGTAGAGACA CCTGCTTGTACAGCTCCAG
CCL11 CGACTAGAGAGCTACAGGAGAA CACAGATATCCTTGGCCAGTT
PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC
PDGF- CGATCCGCTCCTTTGATGAT GGAGCGGGGTCATGTTCAG
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Reaksiyon kosullari

2X SYBR Green PCR Master Mix ................. 12,5 uL
fleri Primer (10 UM) ...oovii e 0,1 L
Ters Primer (10 yM) ...ooniiii e 0,1 yL
Kalip (50 Ng) ..ev i 1 uL
NUKIEazSIZ SU ...ocevoiieiii e 11,5yl

Dongu Kosullari

Isiyla aktivasyon 95°C...ccceennnn. 5 dk.
Denaturasyon 95°C ............ 10 s. L 35dongu
Primer yapisma/uzama 60°C............. 30s.

3.7. ELISA Metodu

Gercek zamanli PZR’de istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edilen IL-6 ve IL-8
genlerindeki RNA duzeyinde gorulen degisikligi, protein duzeyinde incelemek icin IL-6 ve
IL-8 ELISA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) kitleri kullanildi.

3.7.1. insan interl6kin 8 ELISA

3.7.1.1. Standartlarin seyreltilmesi:

Standart seyreltme tamponu ile Human IL-8 standardi 10 ng/mL'ye kadar sulandirildi.
Yavasca karigtirildi ve igerigin tamamen sulandiriimasini saglamak i¢cin 10 dakika
bekletildi. (Sulandirmadan sonraki 1 saat icinde standardin kullaniimasi gerekmektedir.)
900 pL Standart seyreltici tamponu igeren tipe 100 yL sulandiriimis standart ekleyip,
karistirildi. Dilisyon sonucu 1000 pg/mL insan IL-8 standardi elde edildi. 7 tipin her
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birine 300 puL Standart Seyreltici tampon eklendi: 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 ve 0 pg

/ mL olacak sekilde, standardin seri diliisyonlari yapildi ve aralarda karistirildi.

3.7.1.2. 1X Streptavidin - HRP solisyonu hazirlanmasi:
Analizde kullanilan her 8 kuyucuklu strip i¢in, 10 yL Streptavidin - HRP solusyonu, 1 mL
Streptavidin - HRP Seyreltici iceren tipe dagitildi ve iyice karistirildi.

Deneye baglamadan 6nce tim reaktifler ve érnekler oda isisina getirildi (18-25°C). Her
kuyucuga 50 pyL Hu IL - 8 Biotin Conjugate solusyonu eklendi. Uygun kuyulara 50 pyL
standart, kontrol veya numune eklendi, plakalarin Ustl kapatildi ve oda sicakhginda 1
saat 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama tamponu ile 4 kez
yikandi. Yikamadan sonra, her kuyucuga 100 pL taze 1X Streptavidin - HRP sollisyonu
eklendi ve plakanin Uzeri kapatilarak, oda sicakliginda 30 dakika inkibe edildi. Daha
sonra 1X yikama tamponu ile tekrar 4 kez kuyucuklar yikandi. Her bir kuyucuga 100 uL
stabilize kromojen eklendi ve karanlikta ortamda, oda sicakhginda 30 dakika inktbe
edildi. Daha sonra, kuyucuklara 100 uL stop sollsyonu eklenerek, ELISA optik okuyucu

cihazinda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

3.7.2. insan interlékin 6 ELISA Metodu

3.7.2.1. Standartlarin seyreltiimesi:

Standart seyreltme tamponu ile Human IL-6 standardi 2,500 pg/mL'ye kadar sulandirildi.
Yavasca karigtirildi ve igerigin tamamen sulandiriimasini saglamak i¢cin 10 dakika
bekletildi. 800 pL standart seyreltici tamponu igeren tupe 200 uL sulandiriimis standart
eklenip, karistirildi. Dilisyon sonucu 500 pg/mL Human IL-6 standardi elde edildi. 7
tipUn her birine 300 yL Standart Seyreltici tampon eklendi: 500, 250, 125, 62.5, 31.2,
15.6 ve 0 pg/mL olacak sekilde, standardin seri dilusyonlari yapildi ve aralarda

karistirildi.
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3.7.2.2. 1X Streptavidin - HRP solisyonu hazirlanmasi:
Analizde kullanilan her 8 kuyucuklu strip i¢in, 10 uL Streptavidin - HRP soltsyonu, 1 mL
Streptavidin - HRP Seyreltici iceren tipe dagitildi ve iyice karigtirildi.

Deneye baglamadan dénce tium reaktifler ve ornekler oda isisina getirildi (18-25°C).
Uygun kuyucuklara 100 pL standart veya numune eklendi. Kromojen bogluklar hari¢ her
kuyucuga 50 pL Human IL-6 biyotin konjugat solusyonu eklendi. Plakanin Ustu kapatildi
ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sollisyon aspire edildi ve 1X ylkama tamponu
ile 4 kez kuyucuklar yikandi. Kromojen bosgluklar hari¢ her kuyucuga 100 pL 1X
Streptavidin-HRP sollsyonu eklendi ve plakanin Uzeri kapatilarak, oda sicakliginda 30
dakika inkibe edildi. Inkiilbasyon sonrasinda soliisyon aspire edildi ve 1X yikama
tamponu ile 4 kez kuyucuklar yikandi. Her kuyucuga 100 uL stabilize kromojen eklendi
ve karanlikta ortamda, oda sicakliginda 30 dakika inklibe edildi. Daha sonra, kuyucuklara
100 pL stop solusyonu eklenerek, ELISA optik okuyucu cihazinda 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

3.8. istatistiksel Analiz

Tez calismasinda tum istatistiksel analizler Graph Pad Prism 7.0 programi kullanilarak
yapilmistir. Veriler, £ ortalama standart hata ile gosterilmistir. Genler arasindaki ifade
farkhliklarini tespit etmek amaciyla Kruskal Wallis Test uygulanmis devaminda post hoc

analizleri yapilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edilmis.
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4. BULGULAR

4.1 Brons Epitel Hucrelerinde Derp1 ve Th2 tip sitokin varliginda SERPINB1 ve
SERPINB2 ifadesindeki degisiklikler

Th2 tip sitokinler olan IL-4 +IL-13’Un oldugu ve olmadig! kosullarda 2, 5 ve 10 pyg/mL
konsantrasyonda Der p 1 ile uyariima sonucu saglikli primer brong epitel hucrelerinde
SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin ifadeleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmigtir.

I

SERPINB1

O-iiiI--l

N

SERPINB1/PPIA

IL-4 +1L-13 Derpl 2 L Derpl 5L Derpl 10 L Derpl 2 L- Derpl5L- Derpl 10 L-
IL4+IL-13 IL4+1L-13 IL4+1L-13

Sekil 4.1: Brons epitel hlcrelerinin Th2 tip sitokinlerin bulundugu ve bulunmadigi
ortamda artan konsantrasyonlarda Der p 1 ile uyarimi sonucu SERPINB1 ifadesindeki
degisiklikler. (L: low endotoksin Der p 1 dusuk endotoksinli Der p 1)

10

SERPINB2

SERPINB2/PPIA

o L mmm - i || i i -

us IL-4 +IL-13 Derpl 2 L Derpl 5L Derpl10L  Derpl 2 L- Derpl 5L- Derpl 10 L-
IL4+IL-13 IL4+1L-13 IL4+1L-13

Sekil 4.2: Brons epitel hlcrelerinin Th2 tip sitokinlerin bulundugu ve bulunmadigi
ortamda artan konsantrasyonlarda Der p 1 ile uyarimi sonucu SERPINB2 ifadesindeki
degisiklikler
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BEAS-2B hucrelerinde Der p 1 ile uyarim sonucu SERPINB1 ve SERPINB2
ekspresyonunun, kullanilan alerjen konsantrasyonuna bagli olarak degistigi
bulunmustur. SERPINB1 ifadesi artan en ylksek 2 ve 5 pg/mL konsantrasyonda Der p
1 ile birlikte artar iken yuksek konsantrasyonda Der p 1 ile karsilasma sonrasi SERPINB1
ifadesi 2 ve 5 yg/mL’ye gore dusmaustur. IL-4 / I1L-13 sitokinlerinin bulundugu kosulda
SERPINB1 ifadesi artmis ancak Der p 1 ile birlikte bulunan kosullarda gen ifadesindeki

artis tek tek uyarima gore anlamli olarak degismemistir (Sekil 4.1).

SERPINB2’ nin ifadesi duguk ve yuksek konsantrasyonda (2 ve 10 pg/mL) anlamli olarak
artmis, 5 pg/mL ise artis istatistiksel olarak anlamhligi yakalayamamigtir. Yuksek
konsantrasyonda Der p 1 (10 pg/mL) ile uyarilan ve Th2 tip sitokinlerin ortamda
bulundugu kosullarda SERPINB2 geninin ifadesi SERPINB1'den farkli Th2 ifadesinin
olmadigi kosullara gore artis gostermistir (Sekil 4.2).

4.2 Transfeksiyon Yapilan Deney Gruplarinda SERPINB1 ve SERPINB2 Proteaz

inhibitorlerinin ifadesi

Brons epitel hicrelerine uygulanan transfeksiyon ile baskilanan SERPINB1 geninin
ifadesine 12, 24, 36 ve 48. saat sonunda, SERPINB2 geninin ifadesine ise 24 saat

sonunda bakilmigtir. Sonugclar Sekil 4.3’te gosterilmistir.

A B

SERPINB1 SERPINB1

SERPINB1/PPIA
o ~ N
rq
SERPINB1 / PPIA
o r N

us siRNA us SERPINB1 siRNA
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SERPINB1 < SERPINB1
< * o .
T 2 a2
< > .
- 3
z s T
g g - & o - —
w
A us SIRNA v us SIRNA

SERPINB2

SERPINB2 / PPIA
o r
l:4

us SiRNA

Sekil 4.3: siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hicrelerinde 12 (A), 24 (B), 36 (C) ve
48 (D) saat sonunda SERPINBL1, 24 saat sonunda (E) SERPINB2 geninin ifadesi

SERPINB1 ve SERPINB2 gergcek zamanli PZR deneyleri ile siRNA ile yapilan
transfeksiyon deneyinin calistigi ve SERPINB1 ile SERPINB2 genlerinin susturuldugu
sonucuna ulasmaktayiz.

4.3 SERPINB1 ve SERPINB2 Proteaz inhibitorlerinin Sitokin ve Kemokin ifadesi
Uzerine etkileri

Gen susturma deneylerinden once transfeksiyon igleminin SERPINB1 ve SERPINB2
genelerinin ifadesi Uzerine etkisinin olup olmadidi negatif kontrol siRNA kullanilarak

arastiniimistir.
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4.3.1 Negatif Kontrol siRNA ile Transfeksiyonun SERPINB1 ve SERPINB2 Genleri

Uzerine Etkisi

SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin brong epitel hlcrelerden sentezlenen sitokin ve
kemokinlerin sentezi Uzerine olan etkilerini belirlemek Uzere her iki gene 6zgu siRNA’lar
kullanilarak bu genler susturulmustur. siRNA transfeksiyonunun her iki genin ifadesi
Uzerine olasi etkisinin belirlenmesi icin genomda higbir geni tanimayan negatif kontrol
siRNA kullanilarak 12, 24, 36 ve 48. saatlerde SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin
ifadelerine bakilmistir (Sekil 4.4-4.7).

A B
SERPINB1 SERPINB2
1,5

< < 1,5

& 1 & 1

~ ~

s -

m 0,5 0,5

2 2

E 0 & o

7} 12SAAT - IMAX 12SAAT - % 12SAAT - IMAX 12SAAT -

NEGATIFKONTROL NEGATIFKONTROL

Sekil 4.4: Negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hiicrelerinde 12 saat
sonunda SERPINB1 (A) ve SERPINB2 (B) genlerinin ifadeleri
A B

SERPINB1 SERPINB2

15 1,5

0,5

24SAAT - IMAX 24SAAT -
NEGATIFKONTROL

24SAAT - IMAX 24SAAT -
NEGATIFKONTROL

SERPINB1 / PPIA
SERPINB2 / PPIA

Sekil 4.5: Negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hiicrelerinde 24 saat
sonunda SERPINB1 (A) ve SERPINB2 (B) genlerinin ifadeleri

65



« SERPINB1 < 1 SERPINB2
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g " z
5 36SAAT - IMAX 36SAAT - NEGATIF w g

KONTROL
48SAAT - IMAX48SAAT - NEGATIFKONTROL

Sekil 4.6: Negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hiicrelerinde 36 saat
sonunda SERPINB1 (A) ve SERPINB2 (B) genlerinin ifadeleri

A B

SERPINB1 SERPINB2

= 15
< 1S 2 1,
E 1 - S 1 _
L)
L os @ 0,5
= 2
2 0 s o
= 48SAAT - IMAX  48SAAT - NEGATIF &= 36SAAT - IMAX 36SAAT -
& KONTROL NEGATIFKONTROL
w

Sekil 4.7: Negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hicrelerinde 48 saat
sonunda SERPINB1 (A) ve SERPINB2 (B) genlerinin ifadeleri

12, 24, 36 ve 48 saat negatif siRNA ile transfekte edilmis brons epitel hicrelerinde
SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin ifadeleri incelendiginde tek basina siRNA
transfeksiyonunun SERPINB1 ve SERPINB2 ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik yapmadigi bulunmustur (Sekil 4.7).

4.3.2 SERPINB1 siRNA’nin Sitokin ve Kemokin ifadesi Uzerine Olan Etkisi

SERPINB1 ifadesinin sitokin ve kemokin sentezi Gzerine etkisini belirlemek igin brong
epitel hicreler 12, 24, 36 ve 48 saat sureyle Der p 1 (5 pg) ile uyarildi SERPINB1
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siRNA’in oldugu ve olmadigi kosullarda IL-6, IL-8, GM-CSF, RANTES, PDGF-B, IL-25,
IL33 ve TSLP sitokin ve kemokinlerin ifadelerine bakildi. Anlamli ¢ikan sonuglar Sekil
4.8-4.11’da verildi.

4.3.2.1 12 saat Der p 1 ile Uyarilan Kosulda SERPINB1 Baglh Sitokin ve Kemokin
ifadesindeki Degisiklikler

SERPINB1 siRNA ile susturulmus ve susturulmamis kosullarda 12 saat streyle Der p 1
(5 pg/mL) ile uyariima sonucunda ifadesi anlamh olarak degisen IL-6, I1L-8(p=0,019) ,
TSLP, RANTES, GM-CSF ve PDGF- 3, Sekil 4.8’de verilmigtir.

A B
IL-6 IL-8
* *
< 15 <« 30
& 10 e 20
; 5 ~ 10
= 0 G
us Derpl siRNA SsiRNA + us Derpl  siRNA  siRNA +
Derpl Derpl
C D
TSLP * RANTES
< 1,5
a 1 < 2 *
o o
~ *
a 0,5 ; 10 ‘ -
- w
) E o L T
us Derpl SiRNA  siRNA + § us Derpl  siRNA  siRNA+
Derpl Derpl
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g us Derpl ~ siRNA  siRNA + c us Derpl  siRNA  SiRNA +
Derpl Derpl

Sekil 4.8: Der p 1 ve SERPINB1 siRNA’nin IL-6 (A), IL-8 (B), TSLP (C), RANTES (D),
GM-CSF (E) ve PDGF-B (F) ifadesi uzerine olan etkileri

12 saat Der p 1 ile karsilasma sonucunda; PDGF- 3, RANTES genlerinin ifadesi, uyari
olmayan kontrole gore dismus; IL-6, IL-8, TSLP genlerinin ifadesi ise artmistir. GM-CSF

ifadesinde ise degisiklik gézlenmemistir.
SERPINB1 siRNA’ll kosullarda; IL-8, IL-6, GM-CSF(p=0,0025), RANTES (p=0,0420)
genlerinin ifadesi istatistiksel olarak anlaml bicimde artmig; TSLP, PDGF-B (p=0,036)

genlerinin ifadesi ise azalmistir (p<0,05).

12 saatte siRNA nin oldugu kosullarda Derp1 ile uyari IL-8, IL-6, GM-CSF (p=0,0001),
RANTES(p=0,0252) ve PDGF- B (p=0,038) genlerinin ifadelerini arttirmistir. TSLP
geninin ifadesi ise dugmustur (Sekil 4.8).

4.3.2.2 24 saat Der p 1 ile Uyarilan Kosulda SERPINB1 Bagh Sitokin ve Kemokin
ifadesindeki Degisiklikler

SERPINB1 siRNA ile susturulmus ve susturulmamis kosullarda 24 saat sureyle Der p 1
(5 pg/mL) ile uyarima sonucunda ifadesi anlamh olarak degisen IL-6, IL8, TSLP,
RANTES, GM-CSF ve PDGF- B, sekil 4.9'de verilmistir.
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IL-6 IL-8
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Sekil 4.9: Der p 1 ve SERPINB1 siRNA'nin IL-6 (A), IL-8 (B), TSLP (C), RANTES (D),
GM-CSF (E) ve PDGF-B (F) ifadesi Uzerine olan etkileri

24 saat Der p 1 ile karsilasma sonucunda; IL-8, IL-6, TSLP, GM-CSF ve RANTES
(p=0,0036) genlerinin ifadesi uyari olmayan kontrole gére artmistir. PDGF-B geninin
ifadesi azalmistir. RANTES ve GM-CSF’de artis farki istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmustur (p<0,05).
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SERPINB1 siRNA ile SERPINB1 genini susturuldugu kosullarda IL-6, GM-CSF ve
RANTES (p=0,0133) genlerinin ifadesi artmig, TSLP ve PDGF-B genlerinin ifadesi ise

azalmigtir. IL-8 geninin ifadesi ise degismemistir.

SERPINB1’in susturuldugu ve Der p 1 ile uyarilan kosullarda; IL-6, IL-8 (p=0,0011) ,
TSLP (p=0,0120), RANTES (p=0,0147) GM-CSF (p=0,0341) ve PDGF-B (p=0,0016)

genlerinin ifadesi uyariimamis kosula gore artmistir.

4.3.2.3 36 Saat Der p 1 ile Uyarilan Kosulda SERPINB1 Baglh Sitokin ve Kemokin
ifadesindeki Degisiklikler
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Sekil 4.10: Der p 1 ve SERPINB1 siRNA’nin IL-6 (A), IL-8 (B), TSLP (C), RANTES (D),
GM-CSF (E) ve PDGF-B (F) ifadesi Uzerine olan etkileri sure bilgisi

36 saatte Der p 1 ile uyariima sonucunda; IL-8, IL-6 ve PDGF-B (p=0,0058) genlerinin
ifadesi uyari olmayan kontrole gére artmistir. IL-6’daki artis sinirli dizeyde gozlenirken;
IL-8 ve PDGF-B ise sinirda anlamlidir (p<0,05). GM-CSF ve RANTES genlerinin

ifadesinde ise azalma gozlenmistir. TSLP geninin ifadesi degismemisgtir.

SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu kosullarda IL-8 (p=0,0001), IL-6 (p=0,0001),
TSLP (p=0,0393), GM-CSF (p=0,0001), PDGF-B (p=0,0001) ve RANTES (p=0,001)

genlerinin ifadesi istatistiksel olarak anlamli bicimde artmistir (p<0,05).

SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu ve Der p 1 ile 36 saat uyarinin gerceklestigi
kosullarda IL-8, IL-6, TSLP (p=0,001), GM-CSF, PDGF-B (p=0,0002) ve RANTES
(p=0,0001) genlerinin ifadeleri artmistir.

4.3.2.4 48 Saat Der p 1 ile Uyarilan Kosulda SERPINB1 Bagh Sitokin ve Kemokin
ifadesindeki Degisiklikler
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Sekil 4.11: 48 saatte Der p 1 ve SERPINB1 siRNA'nin IL-6 (A), IL-8 (B), TSLP (C),
RANTES (D), GM-CSF (E) ve PDGF-B (F) ifadesi Uzerine olan etkileri

48 saatte Derpl ile karsilasma sonucunda; TSLP geninin ifadesi, uyari olmayan kontrole

gore hafif bir artis gozlenmistir. IL-8 geninin ifadesi azalmis ancak iki degisiklikte
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istatistiksel olarak nalama ulagsmamistir (p>0,05). RANTES, GM-CSF (p=0,001), IL-6 ve
PDGF-B genlerinin ifadesi degismemistir.

SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu kosullarda; IL-8 (p=0,0001), IL-6 (p=0,0001),
GM-CSF, PDGF-B (p=0,001) ve RANTES (p=0,001) genlerinin ifadesi anlamli olarak
artmigtir (p<0,05).

SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu ve Der p 1 ile 48 saat uyarinin gergeklestigi

kosullarda IL-8, IL-6, TSLP, GM-CSF (p=0,001), PDGF- ve RANTES (p=0,001)
genlerinin ifadeleri artmistir (Sekil 4.11)

4.3.3 SERPINB2 siRNA’nin Sitokin ve Kemokin ifadesi Uzerine Olan Etkisi

SERPINB2 ifadesinin sitokin ve kemokin sentezi Uzerine etkisini belirlemek icin brons
epitel hucreler 24 saat sureyle Der p 1 (5 ug) ile uyarildi. SERPINB2 siRNA’in oldugu ve
olmadigi kosullarda IL-6, IL-8, GM-CSF, RANTES, PDGF-B, IL-25, IL-33 ve TSLP sitokin

ve kemokinlerin ifadelerine bakildi. Anlaml ¢ikan sonuclar Sekil 4.12’de verildi.
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Sekil 4.12: Der p 1 ve SERPINB2 siRNA’nin IL-6 (A), IL-8 (B), TSLP (C), RANTES (D),
GM-CSF (E) ve PDGF-B (F) ifadesi Uzerine olan etkileri

24 saatte Derp1 ile karsilasma sonucunda;lL-6, IL-8, GM-CSF, PDGF- ve TSLP
genlerinin ifadesinde uyari olmayan kontrole goére azalma gézlenmistir. IL-8 ve RANTES

genlerinin ifadesi degismemistir.

SERPINB2 siRNA ile genin susturuldugu kosullarda; IL-6, IL-8, RANTES, GM-CSF ve

PDGF-B genlerinin ifadesi anlamli olarak artmistir. TSLP geninin ifadesi azalmigtir.

SERPINB2 siRNA ile genin susturuldugu ve Der p 1 ile 24 saat uyarinin gergeklestigi
kosullarda IL-8, IL-6, TSLP, GM-CSF, PDGF-B ve RANTES genlerinin ifadeleri artmigtir
(Sekil 4.12).
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36 saat + + + + + +

48 saat + + + + + +

+ : [fadesinde anlamli artis gbzlenen

- : Ifadesinde azalma gézlenen

<->: [fadesinde degisiklik gézlenmeyen

4.4 SERPINB1 ve SERPINB2 Gen ifadesi Susturulmasinin IL-6 ve IL-8 Protein

Duzeyine Etkisi

Gergcek zamanli PZR deneyleri sonunda SERPINB1 ve SERPINB2 genelerinin
susturulmasi sonunda ifadesi en fazla degisen IL-6 ve IL-8 proteinlerindeki degisiklik

ELISA ydntemiyle belirlendi.

4.4.1. 12 Saat Der p 1 ile Uyari Sonucunda SERPINB1 siRNA’nin IL-6 ve IL-8’in

Protein Duzeylerine Olan Etkisi

12 saat Der p 1 (5 pg/mL) ile uyarilan ve SERPINB1 siRNA ile ifadesi susturulmus ve

susturulmamis kosullarda IL-6 ve IL-8 protein dizeylerindeki degisimler Sekil 4.13’te

verilmigtir.
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Sekil 4.13: 12 saat Der p 1 (5 pg/mL) ve SERPINB1 siRNA'nin IL-6 (A) ve IL-8 (B)
protein dizeyine etkisi
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IL-6 ve IL-8 protein duzeyleri SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu kosullarda

uyariimamis kosullara ve Der p 1 ile uyarimig kosula gore anlaml olarak artmistir

(p<0.05).

4.4.2. 24 Saat Der p 1 ile Uyari Sonucunda SERPINB1 siRNA’nin IL-6 ve IL-8’in

Protein Diizeylerine Olan Etkisi

24 saat Der p 1 (5 yg/mL) ile uyarilan ve SERPINB1 siRNA ile ifadesi susturulmus ve
susturulmamis kosullarda IL-6 ve IL-8 protein dizeylerindeki degisimler Sekil 4.14’te

verilmigtir.

IL-6 IL-8
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Sekil 4.14: 24 saatte Der p 1 (5 ug/mL) ve SERPINB1 siRNA’nin IL-6 (A) ve IL-8 (B)

protein duzeyine etkisi

24 saat Der p 1 ile uyarilan kosulda IL-6 protein dlzeyi uyariimis ve uyarimamis
kosullarda ve SERPINB1 geninin susturuldugu kosullarda da degismemistir. Ancak IL-8
protein dizeyi SERPINB1 siRNA kullanilan kosulda uyariimamis kosula gére artmistir
(Sekil 4.14)
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4.4.3 36 saat Der p 1 ile Uyari Sonucunda SERPINB1 siRNA’nin IL-6 ve IL-8’in

Protein Diizeylerine Olan Etkisi

36 saat Der p 1 (5 pug/mL) ile uyarilan ve SERPINB1 siRNA ile ifadesi susturulmus ve
susturulmamis kosullarda IL-6 ve IL-8 protein duzeylerindeki degisimler Sekil 4.15’te

verilmigtir.
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Sekil 4.15: 36 saat Der p 1 (5 pg/mL) ve SERPINB1 siRNA'nin IL-6 (A) ve IL8 (B) protein

dizeyine etkisi

36 saat sonunda Der p 1 ile uyari IL-6 ve IL-8 protein dizeyinde bir degislige yol
acmamasina karsin SERPINB1 siRNA ile susturulmus kosullarda IL-6 protein dizeyi
duserken IL-8 duzeyi ise artmigtir (Sekil 4.15).

4.4.2.4 48 saat Der p 1ile Uyarilan Kosulda SERPINB1’e Bagli IL-6 ve IL-8’in Protein

Dizeylerindeki Degisimler

48 saat Der p 1 (5 ug/mL) ile uyarilan ve SERPINB1 siRNA ile ifadesi susturulmus ve
susturulmamis kosullarda IL-6 ve IL-8 protein duzeylerindeki degisimler Sekil 4.16’da

verilmigtir.
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Sekil 4.16: 48 saat Der p 1 (5 ug/mL) ve SERPINB1 siRNA'nin IL-6 (A) ve IL-8 (B) protein
dizeyine etkisi

48 saat Der p 1 ile uyari sonucu 36 saattekine benzer bir profil gdostermektedir. Der p1
ile uyari sonucunda her iki protein duzeyinde de bir degisiklik olmamasina karsin
SERPINB1 siRNA ile genin susturuldugu kosullarda 36 saatteki sonulara benzer bir
sekilde IL-6 protein duzeyi duserken IL-8 duzeyi ise artmaktadir. (p<0.05)

4.4.3. SERPINB2 siRNA’nin IL-8’in Protein Diizeylerine Olan Etkisi

24 saat Der p 1 ile uyarilan kosulda SERPINB2’e bagli IL-8'in protein duzeylerindeki
degisimler Sekil 4.17°de verilmigtir.
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Sekil 4.17: Der p 1 (5 yg/mL) ve SERPINB2 siRNA'nin IL-8 protein dizeyine etkisi
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24 saat Der p 1 ile uyarimin etkisi gozlenmemistir. siRNA ile SERPINB2 geninin
baskilandi§i kosulda, IL-8 protein dizeyi artmistir. siRNA ile SERPINB2 geninin
baskilandigi ve Der p 1 ile hicrelerin uyarildigi kosulda IL-8 protein duzeyinde azalma

gozlenmisgtir.

SERPINBZ2 geninin 24 saat sure ile siRNA ile baskilandigi deney kosulunda IL-6 protein

duzeyinde ¢ikan yuksek konsantrasyon nedeniyle olgum gerceklestirilememigtir.

80



5. SONUG VE TARTISMA

Astim; hiriltili solunum, nefes darhidi, géguste sikisma ve dksurik ataklarina neden olan,
mast hlcreler, eozinofiller ve T lenfositler gibi birgok hlcre tipinin rol oynadigi solunum

yollarinin kronik inflamatuar bir hastaligidir.

Astim patogenezinde, astimin ortaya ¢ikismasinda ve gelismesinde etkili faktorlerden
biri alerjenler, sigara dumani ve enfeksiyon gibi etkenleri igine alan ¢evresel faktorlerdir.
Cevresel faktorlere kargi viicudun gelistirdigi mekanizma ise havayolu inflamasyonudur
ve bu inflamasyonun basladigi ilk basamak hava yolu epitel hiicreleridir. Hava yolu epitel
hlcreleri alerjen, polen, sigara dumani gibi gevresel irritantlara kagi hava yolunun bariyer
hdcreleridir. Astimin esas olarak bir epitel bozuklugu oldugu ve klinik bulgularinin yani
sira, alerjik yolaklara tamamen bagh olmanin disinda epitelyal fiziksel ve fonksiyonel

bariyer 6zellikleri ile daha fazla ilgisinin oldugu kanitlanmistir [139].

Hava yolu epitel hicreleri fiziksel bariyer 6zelliklerinin yani sira sentezledikleri sitokin,
kemokin ve blyume faktorleriyle de inflamatuar surecte rol oynarlar. Laboratuvarimizda
yaptigimiz calismalarin sonucunda alerjen proteazla karsilagsma sonucunda epitel
hucrelerin gesitli proteaz inhibitorlerini salgiladiklarini bulduk. Bu proteaz inhibitorleri
icerinde onemli iki tanesi de SERPINB1 ve SERPINB2 proteaz inhibitorleridir.

SERPINB1 I6kosit elastaz inhibitoru (LEI) olarak da adlandirilan, proteinlerin serpin
(serin proteaz inhibitorleri) stiper familyasinin B kolunun bir Gyesidir ve yaygin olarak
notrofil elastaz inhibitori olarak bilinmektedir [140]. SERPINB2 ise plazminojen
etkinlestirici inhibitor 2’dir ve PAI-2 olarak da adlandirilir. Serpin super ailesinin Clade B

veya Ovalbumin benzeri serin proteaz inhibitoru alt grubunun bir Gyesidir [141].

Tez g¢alismasi kapsaminda Der p 1 ile karsilagsma sonrasinda brong epitel hicrelerinde
ifadesi degisen SERPINB1 ve SERPINB2 proteaz inhibitérlerinin sitokin, kemokin ve
blyume faktorleri Uzerine etkileri arastinldi. SERPINB1 ve SERPINB2 genlerinin etkisi
bu genlere 6zgu siRNA’lar kullanilarak genlerin susturuldugu ve sustrulmadigi kosullarin

karsilastirimasiyla belirlendi. Transfeksiyon sonrasinda, epitel hiicreden sentezlenen IL-
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6, IL-8, IL-25, IL-33, GM-CSF, CCL11, RANTES, PDGF-f ve TSLP ‘nin ifadesine bakmak
icin gergcek zamanlh PZR yapildi.

Alerjen proteazlarla kargilasma sonucunda epitel hicrede siki baglanti proteinlerinin
degrede oldugu, epitel harabiyetin meydana geldigi ve epitel hucre kaynakl IL-6, IL-8,
GM-CSF, IL-25, IL-33 ve TSLP sentezinin arttid! literaturde gosterilmistir [66]. Ancak Der
p 1 ile karsilasma sonucunda epitel hiicrede artan proteaz inhibitorleri ile yine Der p 1 ile
kargsilasma sonucunda epitel hicreden artan inflamatuar sitokinlerin iligkisi
bilinmemektedir. SERPINB1 geninin susturuldugu ve 12 saat sureyle Der p 1 ile uyarilan
kosulda pro- ve anti-inflamatuar cevapta etkili olan IL-6’'nin 12. saatte epitel hlicrenin Der
p 1 ile uyariminda, SERPINB1 proteaz inhibitéri varhiginda ifadesinin dustaga,
SERPINB1 geni susturuldugunda ifadesinin arttigi, 24. saatteki stimtlasyon sonunda IL-
6 geninin ifadesinin hem epitel hicrenin uyarildigi ve hem de SERPINB1 geninin
susturuldugu kosulda ise ifadesinin arttigi gézlendi. Ancak 48. saate kadar ifadesinin
artmaya devam ettigi, 48. saatte degismedigi gorildu. Influenza virisilyle enfekte olmus
SERPINB1 nakavt farelerin immun hicrelerinin, asiri IL-6 ve TNF-a Urettigi gértlmustar
[142]. 12 saatlik uyarinin oldugu siRNA’lI 6rneklerde gorulen artis 24 saatte devam
etmemistir. Bu sonu¢ Gong ve arkadaglarinin sonugclariyla benzerdir [142]. SERPINB2
geninin susturuldugu kosullarda ise IL-6 protein seviyesindeki artis 24 saatte devam

etmigtir.

Epitel hlcre sitokinlerinden TSLP 12.ve 24. saatlerde yapilan deneyde proteaz ile
uyarildigi zaman ifadesinin arttigi, siRNA ile SERPINB1 proteaz inhibitoru
susturuldugunda ise yine 12. ve 24. saatlerde TSLP geninin ifadesinin azaldigi bulundu.
12. saatte SERPINB1 geni susturulup, Der p 1 proteazi ile uyariilma kosulunda ise, TSLP
ifadesinin azaldigi bulundu. TSLP sitokininin ifadesinde SERPINB1 ile dogru orantili bir
sonu¢ elde edilmesi, bu durumun SERPINB1 proteaz inhibitérinin TSLP ifade

mekanizmasinda rol aldigini dugundurmektedir.

TSLP, dendritik hiicre aracili Th2 farklilagmasini indikleyen énemli bir sitokindir. Yapilan
calismalarda, epitelden turetilmis TSLP'nin, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF ve CCL11 ve IL-8
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de dahil olmak Uzere kemokinleri iceren IL-13 ve TNF varliginda sitokin Uretmek igin
mast hucrelerini de aktive ettigini gdstermektedir [143, 144]. HDM alerjeni kullanilan
baska bir calismada ise, hava yolu epitel hicrelerinden salinan IL-4 ve IL-13 sitokinleri,
IL-8 ve GM-CSF ile sinerji gostermigtir [143].

Cesitli proinflamatuar hucre tiplerini aktive etme 6zelligine sahip kemokinlerden biri
olarak bilinen RANTES’in, SERPINB1 geni susturulmus kosulda proteaz ile
uyarildiginda, 12, 24, 36. ve 48. saatlerde ifadesinin artmasi, ancak proteaz inhibitori
varliginda ifadesinin surekli degismesi, SERPINB1'in RANTES kemokininin

regulasyonunda yer alabilecegini digtindurmektedir.

PDGF-B, RANTES ve GM-CSF genlerinin ifadeleri SERPINB1 susturulan kosullarda
artis gostermektedir ancak bu cevabin mekanizmasini su anki bilgilerimizle

aciklayamamaktayiz.

Diger 6nemli bir kemokin olan IL-8 polimorfonukleer I6kositler, T hucreleri, NK hicreler
ve B hcreleri igin glcli bir aktivator, kemoatraktan ve hayatta kalma ajanidir [145].
Brons epitel hicrelerinde IL-8 ifadesinin 12. 24. ve 36. saatlerde Der p 1 ile uyarim
sonucu arttigini, 48. saatte ise ifadesinin degismedigini gorduk. IL-8 protein sentezinin
ise SERPINBY’in susturuldugu kosullarda 12 saat ile 36 saatlik uyarida yaklasik olarak
4 kathk bir artig oldugunu tespit ettik. Literaturde Der p 1 ile uyari sonucu epitel hicrede
IL-8 ifadesinin arttiyi gosteriimis ise de bu cevabin proteaz inhibitérlerle etkilesimi

bilinmemektedir.

interlokin 8 (IL-8), biyolojik islevleri farkli etkilere sahip ti¢ NSP Uyesi tarafindan boliinen,
notrofil ceken bir kemokindir. ilging bir sekilde, IL-8'in CG ve NE aracili N terminalinin
kesilmesi kemokinin inaktivasyonuna yol acarken; PR3, IL-8'i daha glg¢ll bir noétrofil
aktivasyon versiyonuna donusturmektedir. Farelerde IL-8'in dogrudan homologu
olmamakla birlikte, ilgili IL8 reseptor homologunun, makrofaj inflamatuar protein 2 (MIP-
2) ve yaklasik on kat daha az etkili kemokin KC ile en glgli sekilde aktive oldugu
bilinmektedir [146].
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Notrofiller, reaktif oksijen metabolitleri ve serin proteinazlar, elastaz ve katepsin G gibi
granul proteinleri iceren sitotoksik bilesikleri serbest birakma yetenekleri sayesinde doku
hasarini indukleyebilirler. Notrofillerin nekroz ile degranile edilmesiyle, nétrofil serin
proteazlar (NSP) salinir. Salinan nétrofil serin proteazlar, proteaz inhibitorleri tarafindan
hizla inaktive edilebilir, ancak ekstravaskuler boslukta, inhibitor eksikligi veya notrofil
serin proteazlarinin fazlalhgi gibi lokal kosullar, fonksiyonel édmdarlerini uzatabilir. Bu
proteazlar hucre digi matrisin bozulmasina hem endotelyal hem de epitelyal hucrelere
zarar verir ve siliyer fonksiyonu etkiler. NSP'ler, elastaz, katepsin G ve proteinaz-3,

dolasimdaki nétrofillerde taginan yuksek dongulu enzimlerdir.

IL-8'in biyoaktivitesi, daha sonra, kemokin N-terminalinin PR3 aracili kesilmesiyle
arttirilabilir ve bu da iltihaplanma bolgesine daha fazla nétrofilin arttirlimasina yol acar.
NSP'lerin Ug Uyesinin de, ¢dzunebilir IL-6 reseptdrund inaktive ettigi, boylelikle de kistik
fibrozisli hastalarda inflamatuar duruma katkida bulunabilen IL-6 sinyallemesine

mudahale ettigi gosterilmistir [146].

Serin proteaz sitosolik inhibitéori SERPINB1, nétrofillerin sitoplazmasinda PR3
aktivitesini dengeler ve notrofillerdeki SERPINBL'in delesyonu, dogal olumu hizlandirir
[100].

SERPINB1 ve SERPINB2 gercek zamanli PZR ve protein sonuclari géstermektedir ki,
epitel hicreden sentezlenen bu proteaz inhibitorleri epitel hucre kaynakli IL-6, IL-8,
TSLP, RANTES, GM-CSF, PDGF-f sitokin ve kemokinlerin sentezinde aktif olarak rol

oynamaktadir.

Bilgilerimiz dahilinde literattrde ilk defa gosterilen bu sonuclarin direk ya da dolayh bir
mekanizmalardan hangisi Gzerinden gergeklestiginin gosterilebilmesi icin ileri deneylere

ihtiyac vardir.

Bu mekanizmanin agiklanmasi i¢in ¢alismalarimiz devam edecektir.
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