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SCCA GENLERININ ASTIMLA ILGILI GENETIK DEGISIKLIKLERININ
SAPTANMASI VE ASTIM PATOLOJISi UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

ibrahim Gagatay Karaaslan
0z
Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigr karmasik bir genetik hastaliktir.

Hastalikla iligkili genler ile bu genlerin iglevsel oldugu metabolik yollarin ortaya konmasi,
astim tanisi ve tedavisinde yeni agilimlar saglayacaktir.

Saglikli bir akcigerde, proteaz ve proteaz inhibitérleri denge icerisinde calisarak doku
homeostazini, yenilenme ve tamir gibi olaylari dizenler. Astim gibi inflamatuvar akciger
hastaliklarinda proteaz aktivitesinde artis gozlemlenir. Proteaz ve proteaz inihibitorleri
arasindaki dengenin bozulmasi i¢ kaynakli ve dis kaynakli proteaz miktarindaki artisa
bagll olabilir. Astim patogenezinde proteaz inhibitdrlerin rollerini aciklayan bazi kanitlar
bulunsada, bunlar tim mekanizmay! agiklamak icin yeterli degildir.

Son dénemde yapilan calismalar Skuamoz Hicre Kanser Antijen 1 ve Skuamoz Hicre
Kanser Antiien 2 (SCCA1 ve SCCA2) proteinlerinin astim patogenezi ile iliskili
olabilecegdini géstermesine karsin proteinlerin etki mekanizmalariyla iligkili bilgilerimiz son
derece sinirlidir.

Bu tez calismasinin amaci, SCCA1 ve SCCA2 genlerinin astimda oynadiklari rolleri
belirlemek ve glnimizde tam olarak anlasilamamis astim patogenezinin agiklamasina
katkida bulunmaktir.

Bu amac¢ dogrultusunda, SCCA1 ve SCCA2 genlerinin 5’ ug¢ bolgelerinin astimla iliskili
olabilecek genetik varyasyonlari DNA dizi analiz yéntemi kullanilarak arastirilmigtir.
Bulunan varyasyonlarin astim tanisi ve astim fenotipi ile olan iligkisi incelenmistir.

SCCAA1 proteininin hucre 6lumua ve musin salinimi Gzerine olan etkisi hucre kultir yontemi
kullanilarak arastiriimistir. Son olarak astim patolojisinde énemli roli olan eozinofillerde,
bazal ve sitokinlerle uyariimis dizeylerde SCCA1 ifadesi arastiriimistir.

Bu calismada, SCCA 1 geninin promotor bdlgesinde atopik astimla iliskili olabilecegi
ongorilen  polimorfizmler saptanmistir.  Astimli ve  saglikli  bireyler arasinda
polimorfizmlerin gorilme sikliginda énemli bir fark bulunamamasina karsin, homozigot
polimorfizmlerin gérilme sikhg atopik astimlilarda, atopik olmayanlara gore daha yuksek
bulunmustur. A549 akciger epitel hiicreleri ile yapilan hticre kultir ¢alismalarinda SCCA1
proteininin hidrojen peroksit ile uyarilan hicre 6limini (olasi apopitoz) engelledigine ve
musin ifadesini transkripsiyonal diizeyde baskiladigina dair bulgular elde edilmigtir.

Elde edilen sonuglar, SCCA1 proteinin astim patogenezinde proteaz inhibitér etkisinden
farkl hiicresel yollar tGzerinde de etkili olabilecedini disindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Astim, atopi, SCCA1, SCCA2, genetik varyasyon, hicre 6lim,
musin.

Danisman: Prof. Dr. Cihan Oner, Hacettepe Universitesi, Fen Fakultesi Biyoloji Bélim,
Molekuler Biyoloji Anabilim Dall.



DETECTION OF SCCA GENES VARIATIONS RELEVANT TO ASTHMA AND
INVESTIGATION OF EFFECT ON THE ASTHMA PATHOLOGY

ibrahim Gagatay Karaaslan

ABSTRACT

Asthma is a complex genetic disease in which both genetic and environmental factors
play a role. Revealing disease related genes and the metabolic pathways will provide new
developments for the diagnosis and treatment of asthma.

In the healthy lung, protease and protease inhibitor work in balance for tissue
homeostasis and regulation of regeneration and repair processes. Increased protease
activity has been observed in the inflammatory lung diseases such as asthma. Disruption
of protease and their inhibitors balance may depend on rising endogenous and
exogenous protease amount. Even though some evidence found for protease inhibitors’
role in asthma pathogenesis, these are not enough for explanation of whole mechanism.

Although recent studies showed that Squamous Cell Carcinoma Antigen 1 and Squamous
Cell Carcinoma Antigen 2 (SCCA1 and SCCAZ2) proteins which are protease inhibitors
could be related to asthma pathogenesis. Our knowledge about these proteins role in
asthma pathogenesis is very limited.

The goal of this thesis studies is to determine the role of SCCA1 and SCCAZ2 genes in
asthma and make contribution to the unrevealing of not accurately understood
pathogenesis of asthma.

Through this goal, genetic variations in the 5" end regions of the SCCA1 and SCCA2
genes are investigated with DNA sequence analysis. Relation of the variations with
asthma diagnosis and asthma phenotype is investigated; effect of polymorphisms found in
the promoter region of SCCA1 on promoter activity is examined.

Effect of SCCA1 protein on cell death and mucin secretion is investigated with cell culture
method. Finally in eosinophils, that have an important role in asthma pathogenesis,
SCCA1 expression in basal and cytokine stimulated levels is examined.

In this study, in SCCA1 gene’s promoter region, polymorphisms that can be related to
asthma are determined. Although the frequency of polymorphisms were not found
significantly different between asthmatic and healthy individuals, the frequency of
homozygous polymorphisms in atopic asthma are found to be higher than non atopic type.
In cell culture studies with A549 lung epitelial cells, evidences found that SCCA1 protein
prevents cell death (probable apoptosis) induced by hydrogen peroxide and suppresses
mucin expression at the transcriptional level.

Obtained results suggested that in asthma pathogenesis SCCA1 protein could be
effective on cellular pathways other than protease inhibitor effect.

Key Words: Asthma, atopy, SCCA1, SCCA2, genetic variation, cell death, mucin.

Advisor: Prof. Dr. Cihan Oner, Hacettepe University, Faculty of Science, Department of
Biology, Molecular Biology Section.
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1.GIRIS

Astim, hava yollarinin artmis duyarliligi ve hava yollarindaki daralma ile
tanimlanan, c¢ocukluk ¢aginin en sik rastlanan kronik hastaligidir.  Yalnizca
cocukluk caginda degil, ayni zamanda farkh yas grubundaki tim insanlari
etkileyen ciddi bir halk saghgi sorunudur. Tum dunyada bu hastaliktan etkilenen
300 milyon kiginin oldugu rapor edilmistir. 2025 yilinda 100 milyon astimli hastanin
daha bu saylya eklenecegdi 6ngorulmektedir (GINA 2009).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 23 milyon insanin astim hastasi oldugu ve
bu sayinin 7 milyonunu c¢ocuklarin olusturdugu bildiriimigtir (American Lung
Association 2010 verilerinden alinmistir). Hastaligin dinya c¢apinda yayginligi,
farkli Ulkelerdeki populasyonlarda %1’ den %18’e kadar degisebilmektedir (GINA,
2009). Ulkemizde degisik bélgelerde yapilan ¢alismalarda ise astim prevalansi,
cocuklarda % 0,7-14,8 erigkinlerde ise % 0,3 -7,6 arasinda bulunmustur (Celik,
2004).

Astim hava yollarinin kronik inflamatuvar bir hastaligidir ve c¢esitli faktorler astim
gelisiminde ve astimh bireylerin hastalik belirtilerinin ortaya c¢ikmasinda rol
oynayabilmektedir. Bu faktorleri, bireysel (temelde genetik faktorler) ve cevresel

faktorler olarak iki ana grup altinda toplamak mimkuanddar.

Cevresel faktorler kendi icerisinde; allerjenler, inflamasyon, g¢alisma ortaminin
olusturdugu tetikleyiciler, sigara i¢cimi, hava kirliligi ve diyet seklinde alt bagliklara
ayrilabilir. Her bir alt bashgl da kendi icerisinde yeni alt baglklara ayirmak
mimkindir. Ornegin allerjenler; ev ici (akar, kedi-kbpek gibi kirkli hayvanlar,
maya, mantar, kuf alerjileri gibi) ve ev digi (polenler, kuf, maya) bi¢ciminde
gruplandirilabilir (Wahn et al., 1997; Sporik et al., 1990; GINA, 2009).

Astimi etkileyen bireysel faktorleri; genetik faktorler, obezite ve cinsiyet olarak Ug

baslik altinda toplamak mumkundur.

Obezite astimda bir risk faktort olarak ele alinmaktadir ve leptin gibi bazi aracilar,
hava yolu fonksiyonuna ve astim gelisimi olasiligini artirmaya etki edebilir
(Beuther et al., 2006).



Bireysel faktorler olarak ele alinan diger bir faktér cinsiyettir. 14 yasin altindaki
cocuklarda; erkeklerde astim gorulme sikh@r kizlara gore iki kat fazladir. Yasg
ilerledikce aradaki fark kapanmaktadir ve yetigskin donemde kadinlarda erkeklere

gore astim gérulme sikli§i daha fazladir (Harwood et al., 1985).

Dogumda, erkeklerde akciger buyukligu kizlara goére daha az olmasina karsin
eriskin donemde akciger buyuklugu erkeklerde daha fazladir ve bu iki cinsiyet
arasinda astim sikliklari arasindaki farki agiklamada yardimci olabilir (Martinez et
al., 1995). Cinsiyetin astim Uzerine etkisi net olarak gorulmekle birlikte bunun

nedenleri Uzerine daha fazla ¢galismaya ihtiyag vardir.

Astimi etkileyen bireysel faktorler arasinda Uguncu faktor ise bireylerin kaltsal
yapisidir. Astim hastaliginin kaltsal bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir, buna
karsin sadece genetik faktorler ile astimin agiklanmasi son derece gugtir. Ailede
astimdan etkilenmis bir bireyin bulunmasi astima yakalanma riskini iki kat
artirmakta iken, ailede iki kiginin hasta olmasi ise risk faktoruni dort kat
artirmaktadir (London et al., 2001). Diger yandan, birbirine genetik olarak yakin
olan Hong Kong ve Cin’de yasayan kisilerde astim ve allerji sikliklari son derece
farklidir (ISAAC., 1998). Bu nedenledir ki astim hastaligi genetik ve cevresel
faktorlerin birbirleriyle surekli etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan karmasik bir
hastaliktir.

Aile ve vaka-kontrol iligkisi ¢alismalari, astima vyatkinlikla ilgili ¢ok sayida
kromozomal bdlgeyi tanimlamigtir. Baglanti analizi, pozisyonel klonlama
calismalari, kapsamli genom iligskilendirme ¢alismalari ve aday gen yaklagimlari ile
astim hastaliginda rol oynayan ¢ok sayida gen bulunmugtur. Bu genlerin astimda
oynadiklari rol ya da roller daha ileri mekanizma calismalari ile agiklanmaya

calisiimaktadir (Postma and Koppelman, 2009; Mutius, 2009).

Serin proteaz inhibitorleri (serpin) farkli fonksiyonlara sahip homolog proteinlerdir.
Bu protein ailesi, kan pihtilasmasi, fibrinin pargalanmasi, programli hticre 6limu
(apopitoz), gelisim ve yangi (inflamasyon) gibi birgok dnemli hicresel olayda gorev
alir. GUnUmuze kadar hayvan, viris ve bitkilerde, molekuler agirligi 40-45 kDa
arasinda olan yaklasik 500 serpin tanimlanmigtir. Prokaryotlarda da benzer
yapilar gosterilmistir. Serpinlerin yaklasik 600 milyon yillik bir zaman diliminde

farkhlastiklari  dUsundlmektedir.  Serpinlerin  siniflandirmasinda  ekzon-intron
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baglanti bolgelerindeki degisiklikler ve protein yapilari kullanilabilmektedir. Bilinen
serpin genlerinin gogunda kodlanmayan birinci ekzon ve bir kismi kodlanan son
ekzon bulunmaktadir (Van Gent, 2003).

SCCA proteini ilk olarak rahim agzi Skuamoz Kanserli Hucrelerde (SCC)
tanimlanmis ve daha sonra bas-boyun, akciger ve 6zafagus kanserlerinde de
serumda seviyesinin arttigi bildirilmistir (Kato and Torigoe, 1977; Duk et al., 1990;
Bolli et al.,, 1994). Hastaliin siddeti ile birlikte serumdaki protein seviyesi
yilkselmektedir. ilag tedavisi ya da cerrahi olarak timériin ¢ikarildigi durumlarda
serumdaki SCCA protein seviyeleri dUgsmektedir; buna karsin tekrar timor geligimi
durumunda protein seviyesi artmaktadir. Serum seviyesinin hastalik siddeti ve

varhgi ile bagintili olmasi SCCA'y1 iyi bir tamor belirteci (markeri) yapmistir.

SCCA proteini ile yapilan deneyler, bu proteinin asidik ve nétral formda iki
proteinden olugtugunu gostermistir. Skuamoz Hucre Kanser Antijen 1 (SCCA1) ve
Skuamoz Hucre Kanser Antijen 2 (SCCA2) proteinleri serpin protein ailesinin
uyeleridir. Birbirlerine amino asit seviyesinde %92 benzerlik gosteren bu iki gen

18. kromozomun uzun kolunda (18q) yerlesim gosterir (Schneider et al., 1995).

Notral formda olan SCCA 1 proteini; Katepsin K, Katepsin L ve Katepsin S sistein
proteazlarinin inhibitéradar. SCCA1 proteini normal dokularda ve timor
dokularinda ifade olur. Asidik formda bulunan SCCAZ2 proteini ise Katepsin G ve
mast hlcre kimazi'ni inhibe eden bir serin proteaz inhibitérudur ve g¢ogunlukla
tumor dokularinda ifade olur (Cataltepe et al., 2000). SCCA proteinlerinin kanser
disinda atopik dermatit, sedef hastaligi ve bronsial astim gibi bazi inflamatuvar
hastaliklarda ifadesinin arttigi rapor edilmigtir (Campbell and De'Ambrosis, 1990;
Molina et al., 1990).

Yardimci T huacre 2 (T helper 2) tip yanitin astimda aktive oldugu ve bu
hicrelerden salinan IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin astim patolojisinde donemli rol
oynadidi bircok calisma tarafindan desteklenen bir bulgudur (Hahn et al., 2003).
IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin onemli bir etkisi de brong epitel hucrelerinin
¢ogalmalarini ve Th2 tip sitokin sentezini artirmaktir. Yuyoma ve arkadaslari
tarafindan 2002 yilinda yayinlanan bir makalede IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile
uyarilan insan brons hucrelerinde mikroarray teknolojisi kullanarak gen ifade

profillerine bakiimis; SCCA1 ve SCCAZ2 genlerinin ifadesinin yaklasik 20 kat arttidi
3



rapor edilmistir. Mikroarray sonuglari gercek zamanlh Revers Transkriptaz
Polimeraz Zincire Reaksiyonu (RT-PZR) kullanilarak kontrol edilmig ve sonugclar

dogrulanmistir (Yuyama et al., 2002).

SCCA1 ve SCCA2 proteinleri iyi bir tumor belirteci olmalariyla birlikte tUmor
hucrelerini apopitozdan korumak ve NK hicre gogunu engelleme gibi farkh
hicresel yolaklar Uzerinde de etkilidir. SCCA proteinlerinin astim patolojisi
uzerinde etkili olabilecegine dair kanitlar olmakla birlikte bu konudaki bilgiler son

derece kisithdir.

Bu tez galismasinda DNA Dizi Analiz yontemi kullanilarak SCCA1 ve SCCAZ2
genindeki varyasyonlarin astim fenotipleri ile iligkisi incelenmistir. Astim grubu
icerisinde bulunan atopik ve atopik olmayan astimlilar ayri ayri degerlendirilerek

bulunan varyantlarin atopi ile iligkisine bakilmigtir.

SCCA1 proteinin akciger epitel hlcrelerinde hicre 6lumua (olasi apopitoz) ve
mukus salinimi Uzerine olan etkileri hucresel duzeyde incelenmistir. Astim
patogenezinde onemli rolu olan eozinofillerde bazal duzeyde ve sitokinle uyariimis
dizeyde SCCA1 ifadesine RT-PZR teknigi kullanilarak bakilmistir.



2.GENEL BILGI

Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi geri donusumld hava
yolu tikanmasi (obstriksiyonu), brons asiri duyarhligi ve hava yolu yangisi ile

karakterize bir hastaliktir (Bocher et al.,1994; Vignola et al., 1998).

Astim, tek bir gendeki degisikligin hastaligin gelisiminin tamamini ya da buyuk bir
kisminin agiklanabildigi Huntington, Kistik fibroz ve Talasemi gibi tek gen
hastaliklarindan farkli olarak; ¢ok sayida genin rol oynagi bir hastaliktir. Bu
genlerin her biri birlikte is yaparak ya da g¢evresel uyaranlarla etkilesime girerek

astim gelisimine katki saglar (Sekil 2.1) (Postma and Koppelman, 2009).

Yatkinlik genleri A Gevre
Grup 1
P Y genetik
y ¢evre

Yatkinlik genleri

Cevre = | | i e

-~ \\ Yatkinhk genleri Yy 0
S \ Grup 3 cevre

\\ A A cevre
™~
s ~ |Yatkiniik genleri yvy
Grup 4 gevre

A A4 A genetk

Sekil 2.1. Astim gelisiminde rol oynayan gen-gen ve gen-gevre etkilesimi (Postma

and Koppelman, 2009’dan alinmistir).

Farkli yas gruplarinda astim hastaliginin gelisimi ve astimli hastalarda gorilen
degisik klinik bulgular; hastaligin tek bir hiucresel yol yerine birgok hucresel yolun
gorev aldigr karmasik yapisinin oldugunu gostermektedir. Bu yollar Uzerinde
gorevli ¢cok sayida gen, kuguk etkiler gostererek hastaligin gelisimine katkida
bulunmaktadir (Mutius, 2009).



Boyle karmasik bir yapi s6z konusu oldugunda klasik hastalik yaklagimlariyla
astima yol agan faktorlerin ortaya konulmasi mumkun goérinmemektedir. Astim
genetigi calismalarinin, hastaligin ve fenotiplerinin tanimlanmasi ile birlikte
hastaligin tedavisindeki gugclikleri ¢cozmede de faydali olacagi dusunulmektedir

(Postma and Koppelman, 2009).

2.1. Astim Genetigi

Yeni ve etkili genetik araclarin gunimuzde kullaniimalariyla birlikte astimin kalitsal
bilesenleriyle ilgili calismalar ve buna karsi ilgi giderek artmaktadir. Bu olaganustu
teknolojik ilerlemeler, DNA’daki baz ¢iftlerinin dizilimindeki dedgisikliklerin
tanimlanmasina, astimin altinda yatan biyolojinin daha iyi anlasiimasina ve
hastaligin gelisimine yol agan ve simdiye kadar bilinmeyen olaylarin kesfine
yardimci olabilir. Yukarida s6zu edilen beklentilerin saglanmasi amaciyla, linkaj -
pozisyonel klonlama c¢alismalari, genom kapsaml iligkilendirme c¢alismalari ve
aday gen calismalari gibi genetik yaklagimlar astimla iligkili genlerin bulunmasi

amaciyla kullaniimaktadir (Weiss et al., 2009; Postma and Koppelman, 2009).

2.1.1. Baglanti (Linkaj) ve Pozisyonel Klonlama Calismalari

Linkaj calismalarinin temelini astimdan etkilenen bireylere sahip genis aileler
olusturmaktadir. TUm kromozomlari kapsayan aralikli genetik markerler
kullanilarak bir ailedeki astimli bireyler arasinda, beklenenden daha yuksek sayida
ortak allelleri tagiyan genetik bolgelerin taramasi yapilmaktadir. Boyle bir bolgenin
tanimlanmasi, bu genomik araliklar iginde bir yerde hastaliga yatkinlk allelinin
bulundugunu goéstermektedir. Bu bdlge igerisindeki genler, pozisyonel klonlama
calismalariyla daha ileri duzeyde arastiriimakta ve caligmalar hastalik iligkili

gen/genler bulunana kadar devam etmektedir (Mutius, 2009).

Pozisyonel klonlama calismalari, aday gen/genler veya bolgeler ile ilgili 6n bir
hipotez olmaksizin yapilan aile galismalarinda kullaniimaktadir. Markerler, tim
genom boyunca rastgele dagimistir ve hastalik fenotipi ile baglantisi test
edilmektedir. Genetik markerlerin u¢ uca aralikli kullanimi ile baglantiya neden
olan asil gen tespit edilir. Bu olduk¢a zahmetli ve zaman isteyen bir yaklagimdir.

Bu gune kadar astimla iligkili yedi gen pozisyonel klonlama ile bulunmustur. Bu



genler; DPP10 (dipeptidil peptidaz 10), CYF1P2 (sitoplazmik frajil X mental
retardasyon protein (FMRP) iligkili protein 2), GPRA (NPSR1= noropeptid S
reseptor 1), HLAG (Histokompatibilite antijen sinif 1), SFRS8 (Arjinin/ Serin Zengin-
Splaysing faktér 8,), PHF11 (PHD Finger Protein 11) ve ADAM33 (Disintegrin
metalloproteinaz 33) genleridir. Bu genlerin bir cogu degisik c¢alismalarda
dogrulanmis ve bu genlerdeki tek nukleotit polimorfizmleri astimla iligkilendirilmigtir
(Postma and Koppelman 2009; Mutius, 2009; Kumar and Ghosh, 2009).

2.1.2. Genom-Kapsamli iliskilendirme Calismalari

Genom-kapsaml iliskilendirme calismalarinin dnemi tam olarak yeni hastalik
genlerinin kesfine olanak saglamasindan kaynaklanmaktadir. Astim igin yakin
zamanda yapilan genom-kapsamli iliskilendirme ¢alismasinda, aile ve vaka kontrol
panelleri kullanilarak karakterize edilmis 994 cocuk astimh hastada ve 1243 astimi
olmayan kontrolde 317,000 tek nukleotit degisikligi DNA’da arastiriimistir.
Kromozom 17g21.1 Uzerinde birgcok marker gocukluk c¢agr astimi ile kuvvetli
bicimde iliskilendirilmigtir. Bu iligkilendirme sonucu, birbirinden bagimsiz olarak
2320 Alman gocukta ve 1958 dogumlu 3301 ingiliz bireyde tekrar edilmistir.
Yapilan bu genis kapsamli g¢alismalar sonugunda ORMDL3 genindeki SNP ile
cocukluk ¢cagl astimi arasinda bir iligki tespit edilmigtir (Moffatt et al., 2007).

2.1.3 Aday Gen Caligmalari

Buglne kadar farkli populasyonlarda birgcok aday gen calismasi yapilmistir.
Astimla iligkilendirilen bu genler temel olarak 4 ana grup altinda toplanabilir
(Vercelli, 2008)

a
b
c
d

) Dogustan immunite ve immun duzenlenme ile ilgili genler

) Th2- hicre farklilagsmasi ve effektor fonksiyonlari ilgili genler

) Epitel hicre biyolojisi ve mukozol immunite ile ilgili genler

) Akciger fonksiyonu, havayolu yeniden yapilanmasi (remodelling) ve hastalik

siddeti ile ilgili genler.



2006 yilinda Ober ve Hoffjan, astim ve atopi ile iliskili 118 genin 492 yayinda
gosterildigini rapor etmiglerdir (Ober and Hoffjan, 2006). 2009 yilinda Scott T.
Weiss, astim fenotipiyle iligkili olan ve en az iki kere tekrar edilmis; érnek sayisi
300’den (150 hasta ve 150 kontrol) daha blyuk olan galismasinda 43 genin

astimla iliskili oldugunu gdstermistir (Weiss et al., 2009).

2.2. Astim Patolojisinde Rol Oynayan Hucresel Yollar

Astimda allerjenlere karsi immun ve inflamatuvar cevapta T hulcreleri, eozinofiller,
mast hdcreleri, nétrofiller ve epitel hicrlerinin de yer aldigi birgok hilicre gérev
almaktadir (Larche et al., 2003) (Sekil 2.2). Astim patogenezinde temel effektor
hicreler eozinofillerdir, ancak inflamasyonunun yonlendiriimesini T-yardimci (T-

helper:Th 2) hucreler gerceklestirir.
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Sekil 2.2. Astim patolojisinde gorev alan hlcreler ve birbirleriyle olan etkilesimleri
(Arnaldo, 2008’ den alinmistir).

T Lenfositler saldiklari degisik sitokin profillerine gére Th1 ve Th2 olmak Uzere iki

alt gruba farklilagabilir (Mosmann et al.,1986). Agirlikli olarak interferon (IFN)-y ve
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IL-2 saliveren Th1 hicreleri ge¢ tip asin duyarliik ve fagosit bagimli hicre
savunmasinda gorev alirken (Mosmann et al., 1986; Yamamura et al., 1991); Th2
hicreleri astim gibi allerjik hastaliklarda rol alip, agirlikh olarak IL-4, IL-5, IL-9, IL-

10 ve IL-13 gibi allerjik inflamasyonu yéneten sitokinleri saliverirler (Sekil 2.3).

IL-2
Hicresel-aracilikh
IFN-y
yang! ve doku hasan
IL-12
Antijen sunan hilcre
Thi
Solunarak alinan
alletjen T / — =10
. Tho —| IFNy
Th2
Solunumla ilgili ™ * 4 IFN-y L4 IL-9 IgE iretimi ve
enfeksiyonlar 4 : IL-12 IL-5 IL-13 allerjik reaksiyonlar

Sekil 2.3. T yardimci hicrelerin farklilasmasi ve sentezledikleri sitokinler (Hamid

and Tulic, 2009'dan alinmistir).

T lenfositler, salgiladiklari ¢ok c¢esitli sitokinler araciligiyla hava yollarinda
eozinofillerin infilitrasyonu ve mast hucrelerinin uyarilarak farkh aracilarin
salinmasinda rol oynarlar. Th2 tip lenfositlerden salinan IL-4 ve IL-13, B
hicrelerini aktive ederek IgE ve 1gG4 sentezini induklerken IL-5 ise eozinofil
farklilagsmasini (fare modelinde) ve aktivasyonunu saglar (Mould et al., 2000). Th2
hicrelerinden salinan sitokinler IgE sentezini artirmalarindan baska, basta
eozinofiller olmak tzere inflamatuvar hicrelerin hava yollarina birikmesine ve hava

yolu inflamasyonunun gelismesine neden olan mekanizmalari harekete gegirirler.

Kirk bir atopik, on dokuz atopik olmayan ¢ocuk Uzerinde yapilan bir arastirmada
periferik kan mononukleer hicrelerinin antijenle uyarilmasi sonucu uyari yapilan
antijene duyarli atopik grupta IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi Th2 sitokinlerin daha

yuksek duzeyde salindigi, atopik olmayan grup ve uyari yapilan allerjene duyarli



olmayan atopik grupta ise bu sitokinlerin duguk diuzeyde salindigi gozlenmigtir.
Boylelikle atopik hastaliklarda Th2 lenfositlerin aktive olarak IL-4, IL-5, IL-9, IL-10
ve |IL-13 saldiklari gorisu kuvvetle desteklenmistir (Jenmalm et al., 2001). Sekil
2.4’te Th2 tip sitokinlerin astimda etkili olan htcreler Gzerindeki muhtemel rolleri

gOsterilmektedir.
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«— Th2 . o
o\ . . 1+ "Bhicresi  IoE
[ L ., afjalma
) . - Gog
Fibrahlast . S
. ® ® - . K
Biiiyiime HOM _‘ * Plazma hiicresi .
- ‘(F-__} \ oo \°
<.//‘;‘.u Hu Dré-{ nnrallzn?am __.3 L P
R il fa'
Endotel T hiicre Mast hlicresi
Kemokin Gretimi, Th2 agirlikl Akitivite, codalma
adhezyon malekiller, mediyatﬁr dretimi
hiicre toplanmas

Sekil 2.4. Astimda rol oynayan hucreler ve onlarin salgiladiklari sitokinlerin olasi
gorevleri sekil Uzerinde gdsterilmistir. Kisaltmalar; HDM: Hucre disi matriks, IgE,

Immunoglobllin E. (Hamid and Tulic, 2009’dan alinmigtir).

2.2.1. Th2 Lenfositler ve Sitokinleri Astim Patogenezi Uzerine Olan Etkileri

Th2 tip lenfositlerin astimda aktive oldugu birgok ¢alismada gdsterilmistir. Wong ve
arkadaslarn tarafindan yapilan calismada 41 allerjik astimh ve 30 saglikli bireyin
serumlarinda IL-10, IL-12, IL-13 ve IL-18 duzeylerine bakilmis ve allerjik astimli
grupta bunlarin seviylerinin ylksek oldugu bulmustur (Wong et al., 2001).
Robinson ve arkadaslarinin calismasinda, atopik astimli hastalarin BAL sivilarinda
IL-3, IL-4, IL-5 ve GM-CSF mRNA ifadesine bakiimis ve saglikh bireylerle
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karsilastirildiginda ifade dizeyinin daha yuksek oldugu bulunmustur (Robinson et
al., 1992).

Astimda Th2 sitokinlerinin bolgesel artisini kanitlayan veriler BAL sivilari ve
indUklenmis balgam 6rnekleriyle yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Walker ve
arkadaslari, BAL sivisindaki T hucre aktivasyonu ve eozinofili ile astim siddeti

arasinda iligki bulmustur (Walker et al., 1991).

Sistemik olarak, akut ataktaki agir astimli hastalarin serumlarinda; lokal olarak ise
allerjen provokasyonu sonrasi BAL sivilarinda IFN-y dizeyinde artis oldugu,
astiml hastalarin hava yollarindan elde edilen allerjen 6zgin T hucre klonlarinin
ise IL-4 ile birlikte IFN-y saldiklari gesitli arastirmalarla kanitlanmistir (Corrigan et
al., 1990; Calhoun et al., 1992; Krug et al., 1996).

Bu sonuglar, astimda Th2 tip sitokin yapiminin hakim olmasiyla beraber, genel bir

T hucre aktivasyonunun varligini ortaya koymaktadir.

2.2.2. IL-4 ve Ozellikle IL-13 Astim Patogenezinde Rol Alan En Onemli

Sitokinlerdendir

Th2 tip hucrelerinden salinan sitokinlerden olan IL-4 ve IL-13’Un astimda 6nemli

rol oynadiklari yaygin olarak kabul edilmis ve desteklenmis bir bulgudur.

IL-4 sitokini, IgE antikorunun Uretimini ve naif CD4" yardimci T hicrelerinden Th2
hdcrelerinin gelismesini saglayan esas uyarandir. IL-4’Gn temelde hicresel
kaynagr CD4" T lenfositlerle birlikte aktive olmus mast hicreleridir. Bu iki hiicre
diginda IL-4, bazofil hicreleri, dogal katil hucreler (Natural Killer Cell) ve eozinofil

hicreleri tarafindan da salinir.

Lenfoid hucrelerdeki IL-4 reseptory, diger sitokin reseptorlerinde de ortak olan Yc
zinciriyle ile bagli, tip | sitokin reseptor ailesinin bir Uyesi olan sitokin baglama
zincirinden olusmaktadir. Bu IL-4Rayc reseptoru, Jak-STAT yoluyla (Jak3 ya da 4
— STAT-6) iletimi saglar ve bu yolak IRS2 olarak bilinen insulin reseptor cevap
substratina  (insulin response substrate) ihtiyag duyar. IL-4 STAT-6 proteini

vasitasiyla, Th2 farkllasmasi ve B hicrede IgE doénusimu gibi iglevlerini
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gerceklestirir. STAT-6 proteini IL-4’Un birgok islevini yerine getirirken gerekli olan
genlerin transkripsiyonunu indukler (Abbas et al., 2007a).

Eozinofillerde ve bazofillerde IL-4, granil-bagdli peptid halindeki 6ncll yapida
allerjik reaksiyona karsi salinabilir. IL-4, B hucreleri tarafindan MHC sinif 1l B7
(CD80/CD86), CD40, yuzey IgM ve dusuk afiniteli IgE reseptor (CD23)
sentezlenmesini tetikler. IL-4 ayni zamanda IgM’ den IgE’ ye immunoglobdlin izotip

doénusuimuanu uyarir (Coffman et al., 1986; Romagnani, 1990).

B hucreleri Uzerindeki etkilerine ilave olarak IL-4 T lenfositlerin blylumesinde,
degisiminde ve hayatta kalmasinda 6nemli rol oynar. Dogal ThO lenfositlerin Th2
lenfositlere dogru degisimlerini yonlendirir, makrofaj aktivasyonunu inhibe eder
(Sekil 2.5) ve ayni zamanda T lenfositlerin apopitozunu engelleyerek allerjik

immun yanitin devam etmesinde de rol oynar (Vella et al., 1997; Enelow et al.,

2004).
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Sekil 2.5: IL-4’'Un B ve T hucresi uzerine biyolojik olan etkisi gosterilmektedir
(Abbas et al., 2007b’den alinmigtir).
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IL-13 sitokini yapisal olarak IL-4 sitokinine benzerdir ve Th2 CD4" T hicreleri ve
bazi epitel hiucreleri tarafindan uretilir ve mononukleer fagositik hucreler, endotel
hacreleri, epitel hicreleri ve B hucreleri Uzerinde etkilidir. IL-13, IL-4’Un etkilerine
benzer tarzda etki gosterir fakat T veya B hlcreler Gzerine olan etkisi IL-4'ten daha
azdir (Abbaset al., 2007b., Adkinson 2008). IL-13’Un makrofajlar Gzerindeki temel
etkisi; mokrofajlarin etkilerini inhibe etmektir ve interferon gama (INF-y) ile
antogonist olarak galigir.

IL-13 allerjik inflamasyonda IL-4 ile birlikte calismakla birlikte. IL-4 ve IL-13
reseptorlerinin - fakh  dagilim motifi ve IL-4 ve IL-13'Un indUklenme ve
kararhligindaki (stabilitesindeki) farkliliklar bu iki sitokonin biyolojik etkilerinin farkh

olabilecegini gostermektedir.
IL-13’Un sahip oldugu biyolojik etkiler maddeler halinde 6zetlenirse;

A) IL-13, kronik yangi durumundaki doku tamiri agamasinda fibrozisi ilerletir:
IL-13 fibrogenik fonksiyonunu fibroblast ve makrofaj hiicrelerinde kollojen sentezini

uyararak gergeklestirir.

B) IL-13 B hiicrelerinde IgE degisimini uyarir: IL-4 ile bu 6zelligi paylagir. IL-13

nakavt fareler IL-4 Urettikleri halde, IQE seviyeleri normal farelere gore dugsuktur.

C) IL-13 akciger epitel hucrelerinde mukus Uretimini stimile eder: Astim
patogenezinde dnemli bir yeri olan mukus uretimine IL-13’Un etkisi brons epitelial
goblet hlcrelerinin gogalma, farklilasma ve salgilama ozellikleri Uzerine etki etmesi

yoluyla olur.

D) IL-13, endotelial adezyon molekuliiniin (VCAM-1) ifadesinin indiiklenmesi
ve granilosit ve monositlerin doku iginde toplanmalarina aracilik eden
kemokinler yoluyla yangiyi (inflamasyon) ilerletir: IL-13’Un yangiyi destekleyici
etkisi parazit enfeksiyonlarina kargi destekleyici olabilir ancak astim ve diger

akciger hastaliklari durumunda zararlidir (Abbas et al., 2007b).

IL-13 ve IL-4’'Un astim geligsimindeki rollerinin 6nemi anlasildiktan sonra etki
mekanizmalarini anlamak amaciyla, IL-4 ve IL-13’Un ortak sinyal sistemi olan
Sinyal lletici ve Transkripsiyon Uyarici Yol 6 (Signal Transducer and Activator of

Transcription: STAT 6) arastiriimaya baslanmistir. Foster ve arkadaslarinin normal
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STAT-6 nakavt (STAT-6-/-) ve IL-4/IL-13 nakavt (IL-4-/- ve IL-13-/-) farelerle
yaptigi calismada, ovalbumin sensitizasyonunun normal farelerde hava yolu
yeniden yapilanmasina ve brong asiri duyarliigina (BHR) yol acgtigi; IL-4/IL-13-/-
farelerde eozinofil birikiminin ve hava yolu yeniden yapilanmasinin azaldidi, brons

asiri duyarhliginin ise hi¢ gelismedigi gézlenmistir (Foster et al.,2003).

STAT-6’yI sadece epitel hicrelerinde ifade eden farelerle yapilan bir ¢alismada IL-
13’Un epitel hicrelerine direkt etki ederek, STAT-6 sinyal sistemiyle, akciger
patolojileri olugmaksizin brons agiri duyarhhigi ve mukus yapimini arttirdigi
gozlenmigtir (Kuperman et al.,, 2002). IL-13’'Un BHR Uzerine inflamasyondan
badimsiz etkisi Walter ve arkadaslarinin IL-13 -/- farelerde yaptiklar bir deneyle de
desteklenmistir (Walter et al., 2001). Bu hayvanlarda ovalbumin ile uyariima
sonucu hava yolu inflamasyunu olusmasina ragmen BHR gelismemis ancak
rekombinant IL-13 verildiginde (rekonstitisyon) allerjen bagimh BHR yeniden

gelismigtir.

Ozetle, bu calismalar sonucunda IL-13’in hem inflamatuvar mekanizmalari
harekete gecirdigi hem de bu etkiden bagimsiz olarak hava yolu hucrelerine direkt

etkisiyle brong asiri duyarliligina sebep oldugu ortaya konmustur.

ister STAT-6 bagimli mekanizmalarla ister STAT-6 badimsiz mekanizmalarla
olsun IL-13, BHR gelismesinde anahtar rol oynar ve bu etkiyi olusturmasinda

epitel hiucreleri Uzerine olan etkisi 6n plandadir.

2.2.3. Astim Patolojisinde Brons Epiteli - IL-4/ IL-13 Etkilesimi

STAT-6 yolu IL-4 ve IL-13’Un ortak sinyal sistemidir (Akimoto et al., 1998;
Kuperman et al., 1998) (Sekil 2.6) ve hem saglikli bireylerde hem de astimh
hastalarda temel olarak brons epitel hiicrelerinde ifade olur. Imminohistokimyasal
calismalar STAT-6 ifadesinin en fazla brons epitelinin silli silindirik hiicrelerinde
oldugunu gostermigtir. Ayni zamanda mukus sentezleyen goblet hucrelerinin
nukleer bolgesi civarinda yuksek pozitif immun-aktivite bulunmustur.

STAT-6 proteini, STAT-1, NFkB ve AP-1 gibi aktivitesi ve miktari astimli brong
epitelinde artan transkripsiyon faktorleriyle birlesmekte ve bu transkripsiyon

faktorlerinin her birinin aktivitesi sitokin ve adezyon molekillerinin ifadesinin
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induklenmesi suresince havayollarinda yangiya yol agmada onemli katkilari
bulunmaktadir.

STAT-6’'nin yanglya yol acan islevine ek olarak in-vivo calismalar STAT-6’nin
mukus Uretimini arttirmada énemli rol oynadigini gdstermektedir (Kuperman et al.,
1998). Goblet hicrelerinde immunohistokimyada gdézlenen kuvvetli boyama da bu

sonucu destekler niteliktedir (Mullings et al., 2001).

@@ IL-4nL-13

Aktive olmusg
-y STATG monomeri

Durgun *tjj ¢
Aktive olmus

Q STATE dimeri

Diger transkripsiyon faktorlerine
bagh STATG

Sekil 2.6. STAT-6 proteinin IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile etkilesimi sekil Uzerinde

gOsterilmektedir ( Woisetschlaeger et al., 2002’den alinmistir).

Tum bu sonuglara ilave olarak Mullings ve arkadaslari ¢alismalarinda STAT-6
ifadesini saglikhi bireyler ve hafif astimlilarda benzer dizeyde bulmuslar ancak;
agir astimh hastalarda bu iki gruba gore belirgin olarak STAT-6 ifadesi
bulunmustur. Agir astimlilarda gozlenen bu farkin STAT-6 ifadesinin astimin

agirlik derecesi ile ilgili olabileceg@i distndurmustir (Mullings et al., 2001).

IL-4 ve IL-13’Un brons epiteline direk etki ederek astim fenotipi olusturabilecegini
destekleyen bir ¢alismada, normal bireyler ve atopik astimli hastalardan alinan
orneklerden elde edilen primer brons epitel kulturlerinin IL-4 ve IL-13 reseptorunu
ifade ettikleri ve Der p | antijeni, IL-4 ve IL-13 ile ayri ayri stimule edildiklerinde
GM-CSF (astimli ve normal bireylerde), IL-8 (astimli ve normal bireylerde) ve

TGF-a  (astimh bireylerde) sentezinin arttigi, bu artisin antijen+IL-4 veya
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antijen+IL-13 ile stimulasyonla tek tek stimulasyondan daha yuksek oldugu
saptanmigtir (Lordan, 2002). Bu c¢aligmalar brons epitelinin hem IL-4 ve IL-13
ureten bir kaynak; hem de IL-4 ve IL-13’Un hedefi oldugunu; IL-4 ve IL-13’Un epitel
Uzerine etkisinin hava yolunun yeniden yapilanmasinda rol oynayabilecegini

dusundurmektedir.

Sonug olarak IL-4 ve IL-13 astimda ¢ok 6nemlidir. Bu iki sitokinle ilgili bilinenlere
karsin hem aydinlatimamis taraflar, hem de celiskili bilgiler vardir. Ozellikle 1L-4
ve IL-13’Gn brong epiteli Uzerine direk etki yapabilmesinin mekanizmasi henlz

bilinmemektedir.

2.3. IL-4 ve IL-13 insan Brons Epitel Hiicresinde Skuamoz Hiicre Kanser
Antijeni (Squamous Cell Carcinoma Antigen: SCCA) Olan SCCA1
(SERPINB3) ve SCCA2 (SERPINB4)’nin Gen ifadesini 20 Kat Arttirmaktadir

Bronsgial astim, IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin dnemli rol oynadigi havayolu yangisi ile
karakterize edilmis karmasik bir hastaliktir. Yuyama ve arkadaslarinin
¢alismasinda IL-4 ve IL-13’Un bronsial astim ve insan havayolu epitel hucrelerine
olan etkisini arastirmak icin Gg farkll bireyden insan brong epitel hicreleri alinmig
ve bu hucreler IL-4 ya da IL-13 sitokinleriyle 24 saat sureyle uyariimigtir. Uyari
sonunda bu hucrelerdeki gen ifadesi degisiklikleri mikroarray (micro-arrays: mikro-

¢ip) analiz yontemi kullanarak arastirmiglardir (Yuyama et al., 2002).

IL-4 ve IL-13 sitokinleri ile uyari sonucunda 2 kattan daha fazla ifade degisikliginin
goruldugu genler calismaya dahil edilmistir. IL-4 ile uyari sonucunda 3 farkli hiicre
kiltdrinde sirasiyla 46, 46 ve 76 genin ifadesinde; IL-13 ile uyari sonucunda ise
47, 63 ve 49 genin ifadesinde degisiklik gozlenmistir. Bu genler icinde hem IL-4
hem de IL-13’Un iki kat degisiklige yol actigi ve ayni zamanda Ug¢ kultirin en az
ikisinde degisikligin gozlendigi on iki gen bulunmustur. Bu genler arasinda en fazla
ifade artisinin goézlendigi (~20 kat) genler serin proteaz inhibitdr (serpin) ailesinden
SCCA1 (SERPINB3) ve SCCAZ2dir (SerpinB4). Mikroarray sonuclari, Kantitatif
(Gergek zamanl) Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile
kontrol edilmistir. SCCA1 ve SCCA2'de transkripsiyon dizeyinde altinci saatte
yukselme olmus, 48 saat boyunca bu yukselis devam etmigstir. Bu ¢alismada IL-4

ve IL-13’Un SCCA proteinlerini indiklemesinde rol oynayan sinyal mekanizmalari
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da arastiriimistir. Aktif STAT-6 ile transfekte edilmis brons epitel hiicreleri (BEAS-
2B) 4-hidroksitamoksifen ile uyarildiginda SCCA1 ve SCCAZ2 ifadesinde artig
oldugu; ancak bu artigin IL-4 ve IL-13’Un olusturdugu SCCA artisindan daha az
miktarda oldugu gozlenmistir. SCCA1 ve SCCAZ2 ifadesinde STAT-6 transkripsiyon
faktoru ile birlikte diger transkripsiyon faktérlerinin de gerekli oldugu sonucuna

variimigtir.

Astimi olmayan atopik bireyler ve astimlilardan alinan brong biyopsilerinden
yararlanilarak olusturulan cDNA kutuphanelerinden alinan oOrneklerle yapilan
¢alismalarin sonucunda astimli hastalarda normallerden daha ylksek oranda

SCCA iligkili klonun bulundugu saptanmistir.

Kantitatif RT-PZR ydntemiyle inceleme yapildiginda, astiml hastalardan alinan
brons epitel hiicre kilturlerinde 1L-13 ve IL-4 stimulasyonu ile SCCA1 ve SCCA2
gen ifadesinde artig saptanirken, TNF-a stimulasyonu benzer bir artisa yol
acmamistir. Yani bu artis genel bir proinflamatuvar etkinin sonucu degil, IL-4 ve IL-
13’e 6zgu bir etkidir. Bunu destekleyen diger bir bulgu da; SCCA1 ve SCCAZ2'yi
tanilyan monoklonal antikorlarla yapilan immunohistokimyasal analizlerde brong
epitel hicrelerinin ancak IL-4 veya IL-13 ile stimule edildiginde SCCA1 ve SCCA2
proteinini sentezlediklerinin gdsterilmesidir. Stimilasyonun 24. saatinde hicre igi
SCCA ifadesinde artis oldugu ve daha sonra hafifce artmaya devam ettigi; SCCA
sekresyonunun ise 24. saatte saptanamadigl ancak 48. saatte ortaya ¢ikip plato
cizdigi gosterilmigtir.  Yani IL-4 ve IL-13'n SCCA1 ve SCCAZ2nin lokal
ekspresyonunu arttirdigt  hem protein hem de transkripsiyonel duzeyde
gosterilmigtir. Astimli ve astimli olmayan c¢ocuklarin serum oOrneklerinde SCCA
proteinin dizeyi ELIZA metodu kullanilarak dlgtimustir. Astimli bireylerde anlaml
olarak SCCA dulzeyi yuksek bulunmustur. Daha kuglk bir hasta grubunda
hastaligin alevlendigi zaman (atak durumunda) ve iyilesme dénemindeki (durgun
durumda) SCCA duzeyleri kargilagtirildiginda, atak doneminde daha yuksek
miktarda oldugu bulunmustur (Yuyama et al., 2002).

Bronsial astimli gocuklarda yapilan baska bir ¢alismada (Nishi et al., 2005),
saglkh ve hasta bireylerin serumlarda SCCA duzeyleri olgulmustar. Astimli
cocuklarin bir kisminda hastaligin alevlendigi dénem (astim atagi ddnemi)

icerisinde akut ve iyilesme fazlarinda SCCA duzeyleri ol¢ilmustir. SCCA
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dizeylerine ilave olarak serum orneklerinde IL-4, IL-13 ve interferon-y (IFN-y)

duzeylerine de bakilmis ve SCCA duzeyi ile olan iligkisi degerlendirilmistir.

Astimli ve saglikh c¢ocuklarin serumlarinda olgilen SCCA dizeyleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamamigtir. Astimli ¢ocuklarda astim atagi
suresince akut ve iyilesme donemlerinde Olglilen SCCA dizeyleri arasinda ise
anlamli olarak bir fark vardir. lyilesme dénemin SCCA diizeyi akut déneme gdre
daha dusutktar . llimh astim atagindan siddetli astim atagina gecisteki SCCA
protein miktarindaki artis; bu sure¢ icinde SCCA proteininin patofizyolojik bir rol
oynayabilecegi fikrini dogurmaktadir. Ihmli ve siddetli astim ataginda odlgulen IL-13

ve INF-y duzeyleri arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir (Nishi et al., 2005).

Skuamoz Hucre Kanser Antijeni (SCCA), ilk olarak rahim boyun kismindaki
Skuamoz Hucre Kanserli (SCC) dokulardan elde edilmistir (Kato and Torigoe,
1977). Bircok calisma SCC hastalarinda, serumda SCCA miktarinin arttigini
gostermigtir (Duk et al., 1990; Bolli et al., 1994). Yiksek SCCA duzeyi hastaligin
seviyesi ile iligkili olarak bulunmustur. SCC hastalarinda tedavi 06ncesinde ve
tedavi sonrasinda SCCA seviyesindeki degisiklikler gézlenerek, hastaligin seyri
hakkinda bilgi almak mumkundur (Duk et al., 1990).

SCCA1 ve SCCA2 ovalbumin-serpin (ova-serpin) proteinaz inhibitér ailesinden iki
serpindir (Suminami et al., 1991). Bu proteinler aminoasit seviyesinde %92
benzerlik gosterir ve buyUuk bir olasilikla gen duplikasyonuyla olugsmuslardir
(Schneider et al., 1995). Kromatografik olarak incelendiginde SCCA'in 14 alt
parcasinin oldugu, bunlarin asidik (pl 5,9-6,2) ve nétral (pl 6,3-6,6) olmak Uzere iki
ana grupta toplandigi gozlenmistir (Kato et al., 1984). SCCA1 notral, SCCA2 ise
asidik izoformu olusturur. Notral SCCA normal skuamoz hucrelerde ve skuamoz
hicre karsinomlarinda bulunurken asidik form sadece timor adaciklarinin
periferinde ve skuamoz hulcre karsinomlu hastalarin serumlarinda bulunmaktadir
(Kato et al., 1984; Kato et al., 1987).

SCCA1 ve SCCA2 genlerinin her ikiside 18. Kromozomun uzun kolunun 21.3
bolgesinde bulunmaktadir. Kromozom Uzerinde SCCA1 geni telomere daha yakin
konumda yer almaktadir. Her iki genin 8’er ekzonu vardir ve 1. ekzonlar
translasyona ugramaz. Her iki genin DNA dizilimleri ve cDNA dizileri sirayla Sekil
2.7, Sekil 2.8, Sekil 2.9 ve Sekil 2.10 tzerinde gosterilmigtir.
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SCCA1 GENIi DNA DiziLiMi > chromosome:GRCh37:18:61321831:61697:-1

ATCCATAGAAACAGGAGGTAGATTACTGGTTTCCAGGGTCTCGAGTAAGGGAAGAACGAG
ATACAAGTTTTCTTTTGGAGGTAGTGAAATTGTTGTGGAACGAGATCATGATGGTGATAG
CACAACTTTGTGAATATAATAAAATCATTGAATTGTACAGTTGAATTTGTGGCATATAAA
TTATATGTTAAAAAAGGGGGTCCACAAAACAAACAGCCCCCCACTCTGGTTGTCAGGGAG
ATATTGGATTAAATGGCCTTGGACAACAACCCTCTCCCTGGCCACAGACATTCTTCAGAT
TACAAGATATTCCAGAGGAAACACTGGAATGAGTCTGAAGCCAGGTGCTAAATGGAAGGA
CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTTTTCTGCTTAATTTTTA
AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA

TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA
........................................................................ INTRON BOLGEST oo

GGTCTATTACTTATTTACAGTAGTCTTTAAAAACACTAATTTTGTGAGGCTTCTAATTAA
GACATTAATATATTTAATATATGCACATTGTAGAAAGATTGAAACGTTAAAAATAAGATG
AGGAAAACTTTAAATGTCAAAATCTCACAACACAGATATATAATTTCTTTAAGAAAATTG
TACTACAAAATACCATTCCATTTATTAAAGTCATTCTGACAGGAATCTGATGCTTTTCCA
GGAGTTCCAGATCACATCGAGTTCACCIJAATTCACTCAGTGAAGCCAACACCAAGTTC
ATGTTCGACCTGTTCCAACAGTTCAGAAAATCAAAAGAGAACAACATCTTCTATTCCCCT
ATCAGCATCACATCAGCATTAGGGATGGTCCTCTTAGGAGCCAAAGACAACACTGCACAA
CAGATTAAGAAGGTAGCTATCAGCATCATTATGTTGTCCTGTTGCAGTTTTTCTCTGGTT
CCGTCGGCTAGCACGCAGATGGTAATAGATGTGGTGGTCTGATGGGTAGCACAGGGGGCT
INTRON BOLGESI
GAGCAGGAATTCCCGTAACTGTGAGACCACTGACTTAAACAGATCTTTTGAGTAAAGTTT

)

J

PROMOTOR
ve 5 UTR

EKZON 1

EKZON 2

TCTTGTCCCGCTTCATGTCTCTTCCAGGTTCTTCACTTTGATCAAGTCACAGAGAACACC [ EKZON3

ACAGGAAAAGCTGCAACATATCATGTGAGTCACAGAGCACTATGGTTCAGCTTTAGATCC
CCGAACAGGTCATAGTTTGAACCTGGAACTTCACAGAAACTAAGAAAAGGCCATTTTTAG
GGAAAATCTTGGACACAAAGATTGAGACATACAGAGTGGGTTGGCATTTCATGGCACATA
INTRON BOLGESI

GGGTATTTGAGGTGARATACACCAAGTATCAGGGAATAAGCTCAAAGGTCCTCATTGAGA
CTACCAGCCATTAGGGACTGATCTAACAGACTTAGCATGGGTTTAGTATTTACATTGATA
CAGCAATTGAATGATCTCCTTTTTTGATGTTTGAAGGTTGATAGGTCAGGAAATGTTCAT
CACCAGTTTCAAAAGCTTCTGACTGAATTCAACAAATCCACTGATGCATATGAGCTGAAG
ATCGCCAACAAGCTCTTCGGAGAAAAAACGTATCTATTTTTACAGGTAATTTCACCTGGC
CTACCCACATTTCATTTGCATCCTGATGTCTGTGTCTCTGAGTGGCCAAATGGAAGAAAG
CAAGGCAGATGAGCCTGACCGATCCAGGTGGAGAGCATTTACTCAGAGTGCAATAGCTCC
GTTTCCACAACTCTCCCCCACTGGAGTGTCCCAGACCCTAACAATACATCACTGAAGTGT
.................................. INTRON BOLGESI

EKZON 4
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ATATTGACCTTCGGTGACCTCTTTCTTGCGCCAGCCCGCACTCCGCTTTTGCATTGCCTA
CATGGCACCAGTATAAAAATATGCATGGACAGGAGATACTGCATCTATTCAGGGTCTGGA
TTCAGCTTACTATAATTATAAATAACTAAATTTGGTAATATATAGTTACATAAATTACTC
TTACTTCCTACTTTCTTCCTTCATATCTCAAAGGAATATTTAGATGCCATCAAGAAATTT
TACCAGACCAGTGTGGAATCTGTTGATTTTGCAAATGCTCCAGAAGAAAGTCGAAAGAAG
ATTAACTCCTGGGTGGAAAGTCAAACGAATGGTAGGAGAGCCACCCATTATAGAARACACC
TTTGAGAAATCTATGCGAGTGAGCCCTATGCCTGAAACTGCATGGGGGACCATGGGTGGG
AATTGAGATGGCTTTGCAGGGAGGGAAGAAGAGGGCACTCCAGATGAAGAGTTTTTCCAA
ATGATTATGAAGAGAGCCTAGGGGAGCCAAGGAGGAAATCACAGGAAGCCAATTAGAAGA
INTRON BOLGESI

CAAGAAGTGATGTCTCCATTAAGGGCAACTTTATACGACTGGAGCCTTGAAGAAAGCTGC
ATCTGGTGAACCACTGGTCAGTGAGTCTAACAATTCARAAGATCAAAGTCAGTGAGTCTCA
AGTAGGGATTTGGGTCAATAATTAACGATCAGTCACGAACATTTGCAAAGCATCTTCCAG
ACAAGCCATTTGTAGCTTGTGTAAAAGACTCTTTTATTCTTTCCCTTGCAGAAAAAATTA
AAAACCTAATTCCTGAAGGTAATATTGGCAGCAATACCACATTGGTTCTTGTGAACGCAA
TCTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAAGAAATTTAATAAAGAAGATACTAAAGAGGAAAAAT
TTTGGCCAAACAAGGTATTGTCTATATTTTATTTATATAATGTAATATGTTAATAAATTT
AAACATTTCTGATGGAATGTACCATGACAAGTAAAAAATAAAATTGTTCATGTCTGTTTT
TTTGTTGTTTTAGTCTTATAACTTTATTTAGTTAGGAATTCCTGAAGAAGCTATTGTCTC
.............................................................................. INTRON BOLGEST oo

TAACTCATTACATTCTTGGATTATTTCTTAAAAGAAGGATGTGTTGATATCTCAATAATA
TTATCTTTTTGCCTTGTGTCTCACTTGGTATTTGTTGGACACATTGATTTATTGTAGAAT
ACATACAAGTCCATACAGATGATGAGGCAATACACATCTTTTCATTTTGCCTCGCTGGAG
GATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCAAAGATCTAAGCATGATTGTG
TTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTCCAGAAGGTAAGAACTTGCATCTACAACTCTTCC
TTCTACTGCCTGACATTTTTCCAAAGATACCAAGTTTAAACAAGGTAAAAGCTGGTGACC
GAGTTGCCTCAAAATAATGAAAAATTCTAAATGAGGAATGATGACTCACCTTCATATTAC
AAAGATTTAAGCATAGGGCCTGACACAAACTGAAGGCATAGTTAATGATTAATTTATTAG

INTRON BOLGESI

CATACAGTTGTATACATACATATGTACACATTACATATACATAAAAACTTGATTCTGTTT
ATACACATACACATATAACCCAATGTATTTATATATCCAGGACTCATATTTTGCCTATTA
GAATAATAATATCTAATAAAGTGAACCTTCTGTATTTCACATTTGTTGCCAAAATAAGGA
TTCTCCACATAGTCAATTCATTGTTAAGGTGTATTAGAAATCAACAGTTAGTCATATCAG
TTTCTTTTTTCCATTTGTATAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAATG
GACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACACGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAGT
GGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGGATATCTTCAA
TGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCGGGAGCCGCGGTCTCGTGCTATCTGGAGTCCT
ACACAAGGCCTTTGTGGAGGTTACAGAGGAGGGAGCAGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGT
AGTAGGATTCGGATCATCACCTACTTCAACTAATGAAGAGTTCCATTGTAATCACCCTTT
CCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTTCTATGGCAGATTCTCATC
CCCGTAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTGGAAAATGTTCACCTGCAGATGTTCTGG
TAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTTTCTCATCTT
GATGATGATCGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCT
CTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTTCTTCCAGAAAAATTCTCCTTGAGGAAAAA
TGTCCAAAATAAGATGAATCACTTAATACCGTATCTTCTAAATTTGAAATATAATTCTGT
TTGTGACCTGTTTTAAATGAACCAAACCAAATCATACTTTTTCTTTGAATTTAGCAACCT
AGAAACACACATTTCTTTGAATTTAGGTGATACCTAAATCCTTCTTATGTTTCTAAATTT
TGTGATTCTATAAAACACATCATCAATAAAATAGTGACATAAAATCATTTTTGCTTTACA
TTTTCTCTCTGGAAAGGGAAAGTGTCCAGTTACACACAGGAAAGACAATTTAGAGATATA
TTAATCACAAACAAAGGAAAATTAAAAACAGAGTAGTTCATGATGAGCCTGGAGTAGAAG
GCATATCCCAGAACAGGAGGAGCCTTGTAAACCACATTAGGAACTTCCTATTTTATGCTA
AAGGGATAAGAAACTCATTACAGGCTTTGATGGTTGTTTGTCAAAGAGGGGCATAAAATT
ATCATATCTTCATCTTGAAAATACATCTCTGGTTACTCTGATATCAATGGATGAGAGGAA

(3" translasyona ugramayan bolge) bdlgelerinin DNA dizilimi sekil Gzerinde gdsterilmistir.

betimlenmistir (http://www.ensembl.org).

} EKZON 5

}. EKZON 6

EKZON 7
> EKZON 8
X

3'UTR
> BOLGESI

Sekil 2.7. SCCA1 geninin promotor, 5'UTR (5’ translasyona ugramayan bdlge), ekzon, intron ve 3'UTR
Kirmizi ile

betimlenmis kisimlar ekzon bdlgelerini gdstermektedir. Translasyonun baglama kodonu mavi ile
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AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCCTTCATTCCACAGACA

CACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGAGTTCCAGATCACATCGAGTTCACCATGAAT

TCACTCAGTGAAGCCAACACCAAGTTCATGTTCGACCTGTTCCAACAGTTCAGAAAATCAAAAGAGAACAACATC

-S--L--S--E--A--N--T--K--F--M--F--D--L--F--Q--Q--F--R--K--S--K--E--N--N--I-

TTCTATTCCCCTATCAGCATCACATCAGCATTAGGGATGGTCCTCTTAGGAGCCAAAGACAACACTGCACAACAG
~F-=Y--8--P--T-=S--T--T--S--A--T,—=G--M--V--L--L—-G--A--K--D--N--T--A--Q--Q-

ATTAAGAAGGTTCTTCACTTTGATCAAGTCACAGAGAACACCACAGGAAAAGCTGCAACATATCATGTTGATAGG
-I--K--K--V--L--H--F--D--Q--V--T--E--N--T--T--G--K--A--A--T--Y--H--V--D--R-

TCAGGAAATGTTCATCACCAGTTTCAAAAGCTTCTGACTGAATTCAACAAATCCACTGATGCATATGAGCTGAAG
-S==G--N--V--H--H--Q--F--Q--K--L—-L=-T--E--F--N--K--§--T--D--A--Y--E--L--K-

ATCGCCAACAAGCTCTTCGGAGAAAAAACGTATCTATTTTTACAGGAATATTTAGATGCCATCAAGAAATTTTAC
-I--A--N--K--L--F--G--E--K--T--Y--L--F--L--Q--E--Y--L--D--A--I--K--K--F--Y-

CAGACCAGTGTGGAATCTGTTGATTTTGCAAATGCTCCAGAAGAAAGTCGAAAGAAGATTAACTCCTGGGTGGAA
-Q-=T--8--V--E-=S=-V=-D--F--A--N--A--P--E--E--S--R--K--K--T~-N--S—-W--V--E~

AGTCAAACGAATGAAAAAATTAAAAACCTAATTCCTGAAGGTAATATTGGCAGCAATACCACATTGGTTCTTGTG
-S=-Q--T--N--E--K--T=-K--N--L-=T-=P--E--G--N--T--G--§--N--T--T--T,—=V--L--V~

AACGCAATCTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAAGAAATTTAATAAAGAAGATACTAAAGAGGAAAAATTTTGGCCA
-N--A--I--Y--F--K--G--Q--W--E--K--K--F--N--K--E--D--T--K--E--E--K--F--W--P-

AACAAGAATACATACAAGTCCATACAGATGATGAGGCAATACACATCTTTTCATTTTGCCTCGCTGGAGGATGTA
~N--K--N--T--Y--K--S--T--Q--M--M--R--Q--Y--T-=S-~F--H--F--A--S--T,——=E--D--V-

CAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCARAGATCTAAGCATGATTGTGTTGCTGCCARATGAAATCGAT
-Q--A--K--V--L--E--I--P--Y--K--G--K--D--L--§--M--I--V--L--L--P--N--E--I--D-

GGTCTCCAGAAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAATGGACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAG
-G--L--Q--K--L--E--E--K--L--T--A--E--K--L--M--E--W--T--S--T--Q--N--M--R--E~

ACACGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAGTGGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATG
-T--R--V--D--L--H--L--P--R--F--K--V--E--E--S--Y--D--L--K--D--T--L--R--T--M-

GGAATGGTGGATATCTTCAATGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCGGGAGCCGCGGTCTCGTGCTATCTGGA
-G--M--V--D--I--F--N--G--D--A--D--L--S--G--M--T--G--$--R--G--L--V--L--5--G-

GTCCTACACAAGGCCTTTGTGGAGGTTACAGAGGAGGGAGCAGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGTAGTAGGATTC
-V--L--H--K--A--F--V--E--V--T--E--E--G--A--E--A--A--A--A--T--A--V--V--G--F-

GGATCATCACCTACTTCAACTAATGAAGAGTTCCATTGTAATCACCCTTTCCTATTCTTCATAAGGCAARATAAG
-G--S--S--P--T--§--T--N--E--E--F--H--C--N--H--P--F--L--F--F--I--R--Q--N--K-

ACCAACAGCATCCTCTTCTATGGCAGATTCTCATCCCCGTAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTGGAAAATG
—T=-N-=-S—-I--L--F--Y——G-—R--F-=S—=S——P——% = it i i e

TTCACCTGCAGATGTTCTGGTAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTTTCTC

ATCTTGATGATGATCGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCTCTTAATAAGC

CCACATATAAATGTACTTTTTCTTCCAGAAAAATTCTCCTTGAGGAAAAATGTCCAAAATAAGATGAATCACTTA

ATACCGTATCTTCTAAATTTGAAATATAATTCTGTTTGTGACCTGTTTTAAATGAACCAAACCAAATCATACTTT

TTCTTTGAATTTAGCAACCTAGAAACACACATTTCTTTGAATTTAGGTGATACCTAAATCCTTCTTATGTTTCTA

AATTTTGTGATTCTATAAAACACATCATCAATAAAATAGTGACATAAAATCA

Sekil 2.8. SCCA1 geni cDNA ve aminoasit sifreleyen bolgelerinin dizilimi.
(http.//www.ensembl.orq)
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SCCA2 GENI DNA DiZzILIMi >chromosome:GRCh37:18:61303893:61313060:-1

CATAGAAACAGGAGGTAGATTCCTGGTTTCCAGGGTCTCCAGGAAGGGAAGAATGAAGTA
CAAGATTTCTTTTGGAGGTAGTGAAATTGTTGTGGAATGAGATCATGATGATGATAGCAC
AACTTTGTGAATATAATAAAATCATTGAATTGTACAGTTGAATTTATGGTATATAAATTA
TATGTTAATAAAAAGGGGGTCCACAAAACAAACAGCCCCCCACTCTGGTTGTCAGGGAGA
TATTGGATTAAATGGCCTTGGACAACAACCCCTCTCCCTGGCCACAGACATTCTTCAGAT
TACAAGATATTCCAGGGGAAACACTGGAATGAGTCTGAAGCCAGGTGCTAAACAGAAGGA
CCATTGAGAAATGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAATTTATTTTTCGGCTTCATTTTTA
AATGTAAAATTAGAAAGCTGCCATTTAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAAACATACCTG
AGACTGGCAAGAAAAAGAGGTTTAATTGGGCTTAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC
AGAATCACAGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAGATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTGATAAACCCATCGGATCTCCTGAGGCTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AATAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ACTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTACATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGGTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCATATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAAAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTTAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACACAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA

INTRON BOLGESI

AAAGAGGGTCGATTACTTATTTACAATAGTCTTTAAAAACGTAGTTTTGTAAGCCTTCTA
ATTAGGACATTAATATATTTAATATATGCACATTGTAGAAAGATTGAAGCGTTAAAAATA
AGAGAAAAACTTTAAATGTCAAAATCTCACAACCCAGATATATCATTTCTTTAAGAAAAT
TGTACTACAAAATACCATTCCATTTATTAAAGTCATTCTGACAGGAATCTGATGCTTTTC
CAGGAGTTCCAGATCACATCGAGTTCACClJAATTCACTCAGTGAAGCCAACACCAAGT
TCATGTTCGATCTGTTCCAACAGTTCAGAAAATCAAAAGAGAACAACATCTTCTATTCCC
CTATCAGCATCACATCAGCATTAGGGATGGTCCTCTTAGGAGCCAAAGACAACACTGCAC
AACAAATTAGCAAGGTAGCTATCAGCATCATTACGTTGTCCTGTTGCAGTTTTTCTCTGG
TTCCGTCGGCTAGCACGCAGATGGTAATAGATGTGGTGGTCTGATGGGTAGCACAGGGGG

INTRON BOLGESI

CTGTGCAGGAATTCCCATAACTGTGAGACCACTGACTTAAACAGATCTTTTGAGTAAAGT
TTTCTTGTCCCGCTTCATGTCTCTTCCAGGTTCTTCACTTTGATCAAGTCACAGAGAACA
CCACAGAAAAAGCTGCAACATATCATGTGAGTCACAGAGCACTATGGTTCAGCTTTAGAT
CCCTGAACAGGTCATAGTTTAAACCTGGAACTTCACAAAAACTAAGAAAAGGCCAGTTTT
AGGGAAAATCTTGGACACAAAGATTGAGACATACAGAGTGGGTTGGCATTTCATGGCACA

........................................................................ INTRON BOLGEST oo eeeeeeseeeeseseesseseseeeeseens

AAGGGTATTTGAGGTGAAATACACCAATTATCAGGGAATAACATCAAAGGTCCTCAATGA
GACTACCAGCATTTAGGGACTGATCTAACAGACTTAGCATGGGTTTAGTATTTACATTGA
TACAGCAATTGAATGATCTCCCTTTTTGATGTTTGAAGGTTGATAGGTCAGGAAATGTTC
ATCACCAGTTTCAAAAGCTTCTGACTGAATTCAACAAATCCACTGATGCATATGAGCTGA
AGATCGCCAACAAGCTCTTCGGAGAAAAGACGTATCAATTTTTACAGGTAATTTCACCTG
GCCTACCCACATTTCATTTGCATCCTGATGTCTGTGTCTCTGAGTGGCCAAATGGAAGAA
AGCAAGGCAGATGAGCCTGGCCGACTCAGGTGGAGAGCATTTACTCAGAGTGCATTAGCT
CCATTTCCACAACTCTCCCCCACTGGAGTGTCCCAGACCCCAACGATACATCACTGAAGT

)

PROMOTOR
ve 5'UTR

} EKZON 1

EKZON 2

EKZON 3

_j EKZON 4
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ATGATATTGACCTTCAGTGACCTCTTTCTTGTGCCAGCCCACATTCCCCTTTTGCATTGC
CTACATGACACCTGTATAAAAATATCCATGGACAGGAGATACTGCATCTATTCAGGGTCT
GGATTCAGCTTACTGTTGTTACAAATAAGTAAGTTTGGTAATATATAGTTACATAAATTA
CTCCTAATTCCTACTTCTTCCTTCATATCTCARAAGGAATATTTAGATGCCATCAAGAAAT EKZON 5
TTTACCAGACCAGTGTGGAATCTACTGATTTTGCAAATGCTCCAGAAGAAAGTCGAAAGA
AGATTAACTCCTGGGTGGAAAGTCAAACGAATGGTAGGAGAGCCACCCATTATAGAAACA
CCTTTGAGAAACCTATGCCAGTGAGCCTTGTGCTTGACACTGCATGGGGGAACAGGTGTG
GGGATTGAGATGGGTTTGCAGGGAGGGCTGAAGAGGGCACTCCAGATGAAGGATTTGTCC
AAATGAATATGAAGAGAGCCTAGGGGAGCCAAGGAGGAAATCACAGGAAGCCAATTAGAT

INTRON BOLGESI

AAGAAGTGATGTCTCCATCAAGGGTAACTTTATACGACTGGAGCCTTGAAGAAAGCTGCA
TCTGGTGAACCACTGGTCAGTGAGTCTAACAATTCAAAGATCAAAGTCAGTGAGTCTCAA
GCAGGGATTTGGGTCAATAATTAACGATCAGTCACGAACATTTGCAAAGCATCTTCCAGA
CAAGCCATTTGTAGCTTGTGTAAAAGACTCTTTTATTCTTTCCCTTGCAGAAAAAATTAA
AAACCTATTTCCTGATGGGACTATTGGCAATGATACGACACTGGTTCTTGTGAACGCAAT EKZON 6
CTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAATAAATTTAAAAAAGAAAACACTAAAGAGGAAAAATT
TTGGCCAAACAAGGTATTGTCTATATTTTATTTATATAGTGTAATATGTTAATACATGGA
ATGTTAAACATTTCTGATGGAATGTAACATGATAAGTAAAAAATAAAAATTGTTCATGTC
TGTTATTTTGTTGTTTTACTCTTATAACTTTATTTAGTTAGGAATACCTGAAAAACTATT

INTRON BOLGESI

GTTTCTAACTCATGGAATTCCTGGGTTATTTCTTAGAAGAAGAAGGATGTGTTGCTATCT
CAATAATATTATCTTTTTTGTCTTGTGTTTCACGTGTTATTTGTTGGACACATTGATTTA
TTGCAGAATACATACAAATCTGTACAGATGATGAGGCAATACAATTCCTTTAATTTTGCC } EKZON 7
TTGCTGGAGGATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCAAAGATCTAAGC
ATGATTGTGCTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTGCAGAAGGTAAGAACTTGCATCTAC
AACTCTTCCTTCTACTGCCGGACATTTTTCCAAAGATACCAAGTTTAAACAAGGTAAAAG
CTTATGACCGAGTTGCCTCAAAATGATGAAAAATTCTAAATGAGGAATGATGACTCACCT
TCATATTACAAATATTTGAGCATAGGGCCTGACACAAACTGAAAGCTTAGTTTTTGTTTG

INTRON BOLGESI

CATACATATGTACACATATACATATACGTAAAAACATGATTCTGTTTTTACATACATGTA
TATACATATACACATATAACCCAATGTATTTATATATTCAGGACTCATATTTTACCTATT
AGAATAATAATGTCTATTAAAGTGAACCTTCTGTATTTCACATTTATTGCCAAAATAACG
AATCTCCACATAGTCAATTCATTGTTAAGGTGTATTAGAGATCGACAGTTAGTCATATC
GTTTCTTTTTTCCATTTGTATAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAAT
GGACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACATGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAA
TGGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGAATATCTTCA
ATGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCTGGAGCCACGGTCTCTCAGTATCTAAAGTCC
TACACAAGGCCTTTGTGGAGGTCACTGAGGAGGGAGTGGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTG
TAGTAGTAGTCGAATTATCATCTCCTTCAACTAATGAAGAGTTCTGTTGTAATCACCCTT
TCCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTTCTATGGCAGATTCTCAT >‘ EKZON 8
CCCCATAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTAGAAAATGTTCACCTAGAGGTGTTCTG
GTAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTATCTCATCT
TGATGATGATAGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTC
TCTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTCCTTCCAGAAAAATTTCCCTTGAGGAAAA
ATGTCCAAGATAAGATGAATCATTTAATACCGTGTCTTCTAAATTTGAAATATAATTCTG
TTTCTGACCTGTTTTAAATGAACCAAACCAAATCATACTTTCTCTTCAAATTTAGCAACC)
TAGAAACACACATTTCTTTGAATTTAGGTGATACCTAAATCCTTCTTATGTTTCTAAATT
TTGTGATTCTATAAAACACATCATCAATAAAATAATGACATAAAATCATTTTITGCTTTAC
CTGTTTTCTCTCTGGAAAGGGCAAGTGTCCAGTTACACATAGGAAAGATAATTTAGAGAT
ATATTAATCATATATAAAGGAAAATTAAAAACAGAGTAGTTCATGATGAGCCTGGAGTAG
AAGGCATATCCCAGAACAGGAGGAGCCTTGTAAACCACATAGGAACTTCCTATTTTATGC

3'UTR

Sekil 2.9. SCCA2 geninin promotor, 5'UTR (5' translasyona ugramayan bdlge), ekzon, intron
ve 3' UTR (3' translasyona ugramayan bdlge) bdlgelerinin DNA dizilimi sekil (zerinde
gosterilmigtir. Kirmizi ile betimlenmis kisimlar ekzon bolgelerini géstermektedir. Translasyonun

baslama kodonu mavi ile betimlenmistir (http.//www.ensembl.org).
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AAGAGGAGAGGCATAAATTTAGGATCTCACCCTTCATTCCACAGACACACACAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTT

CCTCTAGGAACACAGGAGTTCCAGATCACATCGAGTTCACCATGAATTCACTCAGTGAAGCCAACACCAAGTTCA
......................................... -M--N--S--L--S--E--A--N--T--K--F--

TGTTCGATCTGTTCCAACAGTTCAGAAAATCAAAAGAGAACAACATCTTCTATTCCCCTATCAGCATCACATCAG
M--F--D--T,—=F--Q--Q--F--R--K--S--K--E--N--N--T--F-=Y-=S—-P--T--S--T—--T--5-—

CATTAGGGATGGTCCTCTTAGGAGCCAAAGACAACACTGCACAACAAATTAGCAAGGTTCTTCACTTTGATCAAG
A--L--G--M--V--L--L--G--A--K--D--N--T--A--Q--Q--I--5--K--V--L--H--F--D--Q--

TCACAGAGAACACCACAGAAAAAGCTGCAACATATCATGT TGATAGGTCAGGAAATGTTCATCACCAGTTTCAAA
V=-T--E--N--T--T--E--K--A--A--T--Y--H--V--D--R--S-=G--N--V--H-~H--Q--F--Q-~

AGCTTCTGACTGAATTCAACAAATCCACTGATGCATATGAGCTGAAGATCGCCAACAAGCTCTTCGGAGAAAAGA
K--L--L--T--E--F--N--K--S--T--D--A--Y--E--L—-K--T--A--N--K--L--F--G--E--K--

CGTATCAATTTTTACAGGAATATTTAGATGCCATCAAGAAATTTTACCAGACCAGTGTGGAATCTACTGATTTTG
T--Y--Q--F--L--Q--E--Y--L--D--A--I--K--K--F--Y--Q--T--S--V--E--§--T--D--F--

CAAATGCTCCAGAAGAAAGTCGAAAGAAGATTAACTCCTGGGTGGAAAGTCAAACGAATGARARAATTAAAAACC
A--N--A--P--E--E--S--R--K--K--I--N--S--W--V--E--S--Q--T--N--E--K--T--K--N--

TATTTCCTGATGGGACTATTGGCAATGATACGACACTGGTTCTTGTGAACGCAATCTATTTCARAAGGGCAGTGGG
L--F--P--D--G--T--I--G--N--D--T--T--L--V--L=-V--N--A--I--Y--F--K--G--Q—-W--

AGAATAAATTTAAAAAAGAAAACACTAAAGAGGAAAAATTTTGGCCAAACAAGAATACATACAAATCTGTACAGA
E--N--K--F--K--K--E--N--T--K--E--E--K--F--W--P--N--K--N--T--Y--K--S--V--Q-~

TGATGAGGCAATACAATTCCTTTAATTTTGCCTTGCTGGAGGATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACA
M--M--R--Q--Y--N--S--F--N--F--A--L--L--E--D--V--Q--A--K--V--L--E--I--P--Y—-

AAGGCAAAGATCTAAGCATGATTGTGCTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTGCAGAAGCTTGAAGAGAAACTCA
K--G--K--D--T,—=8=-M--T--V-=T,—=L,==P--N--E--T--D--G--L--Q--K--L,—--E--E--K--T,—-

CTGCTGAGAAATTGATGGAATGGACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACATGTGTCGATTTACACTTACCTCGGT
T--A--E--K--L--M--E--W--T--S--L--Q--N--M--R--E--T--C--V--D--L--H--L--P--R--

TCAAAATGGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGAATATCTTCAATGGGGATG
F--K--M--E--E--S--Y=-D--L--K--D--T--L--R--T--M--G=-M--V--N--T--F--N--G--D--

CAGACCTCTCAGGCATGACCTGGAGCCACGGTCTCTCAGTATCTAAAGTCCTACACAAGGCCTTTGTGGAGGTCA
A--D--L--S--G--M--T--W--S—-H--G--L-=S--V-=8--K--V--L--H--K--A--F--V--E--V-~

CTGAGGAGGGAGTGGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGTAGTAGTAGTCGAATTATCATCTCCTTCAACTAATGAAG
T--E--E--G--V--E--A--A--A--A--T--A--V--V--V--V--E--L--S--S--P--5--T--N--E--

AGTTCTGTTGTAATCACCCTTTCCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTTCTATGGCAGAT
E--F--C--C--N--H--P--F--L—-F--F--I--R--Q--N--K--T--N--S--T--L--F--Y--G--R-~-

TCTCATCCCCATAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTAGAAAATGTTCACCTAGAGGTGTTCTGGTAAACTGA
S Bt e

TTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTATCTCATCTTGATGATGATAGTCATCATCAAGA

ATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCTCTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTCCTTCCAG

AAAAATTTCCCTTGAGGAAAAATGTCCAAGATAAGATGAATCATTTAATACCGTGTCTTCTAAATTTGAAATATA

ATTCTGTTTCTGACCTGTTTTAAATGAACCAAACCAAATCATACTTTCTCTTCAAATTTAGCAACCTAGAAACAC

ACATTTCTTTGAATTTAGGTGATACCTAAATCCTTCTTATGTTTCTAAATTTTGTGATTCTATAAAACACATCAT

CAATAAAATAATGACATAAAATCA

Sekil 2.10. SCCA2 geni cDNA ve aminoasit sifreleyen bdlgelerinin  dizilimi
(http://www.ensembl.org)
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SCCA yalnizca jinokolojik SCC’ler icin degil akciger, bas-boyun ve 6zafagus
SCC'leri iginde iyi bir timor belirtecidir.

Cataltepe ve arkadaslari SCCA1 ve SCCA2 proteinlerinin timor hicreleri disinda
normal hicrelerde de ifade olduklarini gostermiglerdir. SCCA proteinleri, deride,
timus, trake, brons, dil, tonsil, 6zefagus, anus, rahim agzi ve vajinada ifade
edilmektedir (Cataltepe et al., 2000).

SCCA miktar yalnizca kanserli hicrelerde degil ayni zamanda atopik dermatit,
psoriasis gibi deri hastaliklari ve bronsit, pndmoni gibi akciger hastaliklarinda da
artmaktadir (Campbell and De'Ambrosis, 1990; Molina et al., 1990).

Kawashima ve arkadaslarinin yaptiklari bir arastirmada astimli olmayan atopik
dermatitli (AD) c¢ocuklarin serumlarinda SCCA duzeylerinin yuksek oldugu, bu
duzeylerin hastahigin agirliginin derecesi ile iliski gosterdigi, fakat serum eozinofil

ve IgE duzeyleri ile iligkili olmadigi saptanmistir (Kawashima et al., 2000).

SCCA1 ve SCCAZ2 proteinlerinin AD ile iligkisinin arastirildigi baska bir ¢calismada;
AD’li hastalarin lezyonlu ve lezyonsuz bolgelerinden alinan deri orneklerinde
normal bireylerin derilerinden alinan 6rneklerden elde edilen cDNA kullanilarak,
ifade olan genler mikroaray teknigi ile arastiriimis ve SERPINB3’in (SCCA1) 10
kat, SERPINB4’Gn (SCCA2) ifadesinin normale goére 68 kat arttigi bulunmustur.
Genlerin ifadeleri gercek zamanl (kantitatify RT-PZR teknigi kullanilarak tekrar
kontrol edilmis ve AD’li hastalarin lezyon bulunan bolgelerinde SCCA1 ve SCCA2
genlerinin uyarildigi bulunmustur (Mitsuishi et al.,2005).

Mitsuishi ve arkadaslari g¢alismalarinda, immunohistokimya yontemi kullanilarak
SCCA proteinlerinin  ifadesinin  epidermisdeki  keratinositlerde  arttigini
goOstermiglerdir. Keratinosit hicrelerinde IL-4 ve IL-13'Un SCCA ifadesi Uzerine
etkilerini goérmek icin keratinosit kultirleri bu sitokinlerle uyariimis ve SCCA
miktarinin kuvvetli bigimde arttigi transkripsiyonal duzeyde gosterilmigtir. TNF ve
INF-y ile uyarilan keratinositlerde ise SCCA1 ve SCCAZ2 ifadesinde bir degisiklik
g6zlenmemigtir. SCCA serum duzeyi eozinofil sayisi, laktat dehidrogenaz (LDH)
duzeyi ve IgE seviyesi ile iligkili bulunmustur ve bunlara ilave olarak AD’nin klinik

siddeti ile orantili olarak serum SCCA duzeyi yuksek ¢ikmigtir. Tum sonuglar bir
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arada degerlendirildiginde SCCA’nin, AD igin iyi bir biyomarker olabilecegi
bildirilmistir (Mitsuishi et al., 2005).

Yuyama ve arkadaslarinin galismasindaki astimli hastalarin atopik dermatitleri
olmadigi icin serum SCCA duzeyindeki yuksekligin atopik dermatit ile iligkili
olmayip astima baglh olabilecedi yorumu yapiimigtir. Ayrica SCCA yuksekliginin
atopiye mi yoksa astima mi bagli oldugu tartismasina agiklik kazandirmak igin
atopik saglikli ve atopik astimli hastalarin brons biyopsileri ¢alisiimis ve SCCA
ifadesi sadece atopik astimlilarda yuksek bulunmustur. Boylelikle tek basina
atopinin SCCA ifadesinde artisa neden olamadigi, astim hastaliginin bu konuda

belirleyici oldugu 6ne sUrdlmustar.

Yaygin diger bir deri hastaligi olan ve keratinositlerin agiri miktarda gogaldigi
sedef hastiginda; hastalarin deri lezyonlarinda ve serumlarinda SCCA miktarinin
arttigi gosterilmistir (Takeda et al., 2002). AD’den farkli olarak sedef hastaliginda
Th1 tip sitokinler baskin olarak ifade olmaktadir. lyilesme déneminde Th2 tip
sitokinlerin psoriatik deriye sizdigi daha onceki c¢alismalarda rapor edilmigtir
(Gudjonsson et al., 2004) ve IL-4 veya IL-13 ya da bazi bilinmeyen uyarilar yoluyla
sedef hastalarinda SCCA ifadesinin tetiklenilebilecegi varsayilimigtir (Mitsuishi et
al., 2005).

Sedef hastalarinin deri lezyonlari Uzerine yapilan c¢alismalar, lizozomal asit
proteaz ve Katepsin L varhgini ortaya koymus ve buna ilave olarak
degranullasyonla Triptaz, Kimaz ve Katepsin G gibi ¢esitli proteazlari salan mast
hdcrelerinin bu lezyonlarda sayisinin arttigini gostermistir. Deri lezyonlarindaki
artan proteaz miktarina kargi hucrelerin koruyucu olarak SCCA proteinlerini

sentezledikleri dugtnulmektedir (Takeda et al., 2002).

Uemura ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada SCCA1 ve SCCA2’nin hicre
icinde sadece sitoplazmada bulundudu, hicrelerden aktif olarak sekrete edilmedigi
saptanmig, serumda bulunmasinin dolasima pasif olarak gecmesine bagli

olabilecegi yorumu yapilmistir (Uemura et al., 2000).

SCCA1 ve SCCA2 plazminojen aktivator inhibitdr tip 2, elastaz inhibitor ve
plasental trombin inhibitor gibi serpinlerle homoloji gosterir. SCCA1 katepsin K, L,
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S gibi sistin proteinazlari inhibe ederken SCCA2 katepsin G, mast hiicre kimazi

gibi serin proteinazlari inhibe etmektedir (Cataltepe et al., 2000).

SCCA proteinlerinin proteazlari inhibe etmesinin yani sira farkli metabolik
yollardaki etkileri de gdsterilmistir. in-vitro olarak SCCA1T’in aktive NK hiicreleri,
TNF-a ve antikanser ilaglar ile uyarilan apopitozu; SCCAZ2'nin ise, radyasyon ve
antikanser ilacglarla ortaya ¢ikan apopitozu engelledigi gosterilmistir (Suminami et
al., 2000). Buna ilave olarak, Skuamoz Hucre Kanser hucrelerinin, antisens SCCA
MRNA ifade eden retrovirUsler ile enfekte edilmesinin SCCA ifadesini baskiladigi
gosterilmistir (Suminami et al, 2001). Bu baskilanmanin apopitotik tumor
hucrelerindeki artigla ve morfolojik olarak NK hucreleri olabilecedi gorunimu veren

tek ¢ekirdekli hiicre infiltrasyonu (sizmasiyla) ile birlikte gittigi gdozlenmistir.

Apopitoz, ¢ok hucreli canlilarda embriyo gelisimi, doku yapilanmasi, immun sistem
gelisimi ve enfeksiyona ve tiumor gelisimine karsi hicresel cevap gibi birgok
hidcresel olayr dizenleyen ve kontrolli hucre olumu olarak da adlandirilan
hicresel olaydir (Abbas et al., 2007c; Vidalino et al., 2009). TNF-a, Fas, Mitojen-
Aktive Protein Kinaz (MAPK) ve Stres-Aktive Protein Kinaz (SAPK) gibi birgok
hicre ici ve hicre disi faktorler apopitozu tetikleyebilir. Serpinlerin apopitoza karsi
koruyucu rol Ustlendigi daha onceki calismalarda gdsterilmistir. Serpin ailesinin
uyesi olan SCCA proteinlerinin apopitozun inhibisyonunda farkl hucresel yolaklar
kullandigi varsaylimaktadir (Vidalino et al., 2009).

Kaspaz 3 ve Kaspaz 9, apopitoz kaskatinin baslamasinda ve sinyalizasyonunda
onemli gorevleri olan proteazlardir. Kaspaz 3, kromatin kondensasyonu igeren
apopitozla iliskili cekirdek (nukleus) degisikliklerinin cogundan sorumludur. Kaspaz
9 ise Kaspaz 3’un aktivasyonunun onemli bir kismindan sorumludur. Radyasyonla
apapitozun uyarildigr 293T hucrelerinde, SCCA varliginda Kaspaz 9 ve Kaspaz

3’Un aktivitelerinin baskilandigi gosterilmistir (Murakami et al., 2001).

TNF-a iligkili hicre oliumunde; TNF-a ve reseptorinun Kaspaz 2, Kaspaz 8
ve/veya MAPK aktivasyonu ile apopitoz sinyalizasyon kaskadini baslattigi
gosterilmistir. Katepsin G (serin proteaz) ve katepsin B’nin de (sistein proteaz)
TNF-a tarafindan induklenen apopitotik yolakta yer almaktadir. Bunlara ilave
olarak Kaspaz 9 aktivasyonundan sorumlu olan mitokondrilerdeki sitokrom c’nin

salinimi Katepsin D ve Katepsin B tarafindan indiklenmektedir. SCCA1’in
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sitokrom c¢ vasitasiyla TNF-a tarafindan indiklenen hicre 6lumani engelledigi
gosterilmigtir (Hashimoto K et al., 2005) (Sekil 2.11).

FAS TMFw UVE

cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc
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|
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—— Inhibilsyon

Sekil 2.11. Apopitotik yolaklar Gzerine SCCA1'in  olasi etkilerini gdsteren

varsayimsal model (Vidalino et al., 2009’dan alinmistir).

Yakin zamanda SCCA1 proteininin keratinosit hucrelerinde UV ile uyariimig
apopitozu, c-JUN NH; - Terminal Kinazi (JNK1) baskilayarak engelledigi
g6sterilmistir. in situ hibridizasyon sonuglari, SCCA1 mRNA’sinin normal
epidermiste dusuk miktarda bulunmasina karsin, UV isininin epidermisin Ust

tabakasinda kuvvetli SCCA1 mRNA uyarimina yol agtigini gostermigtir.

UV ile uyarilma sonrasinda, sitoplazmik konumda yer alan SCCA1 proteininin
nikleusa tasindigr goézlenmistir. Bu tasinma isinde gorev alan molekuller
arastirildiginda yalnizca aktif formdaki JNK1’'in SCCA1 proteinine baglandidini ve
bu yolla hlcre igine transferinin gerceklestigi gosterilmistir. JNK1 proteinin farkh

hacre tiplerinde UV ile uyarilan apopitozdan sorumlu oldugu daha Oonceki
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calismalarda  gosterilmisti. SCCA1  proteinin  JNK1  (Uzerindeki  etkisi
arastirildiginda; proteinin kinaz aktivitesi Uzerine duzenleyici bir rol oynadigini ve

bu yolla apopitoz Uzerinde etkili oldugu gosterilmistir (Katagiri et al., 2006).

SCCA'nin ozellikle atopik astimdaki patogenetik rolu Uzerine 1sik tutacak bir
calisma yakin tarihte yayinlanmigtir (Sakata et al., 2004). Bu ¢alismada Sakata ve
arkadaslari Dermatofagoides pteronyssinusiin majoér antijeni olan Der p 7’in
katalitik aktivitesinin bronsial astimda onemli olmasindan yola ¢ikarak IL-4 ve IL-13
tarafindan induklenen SCCA proteinlerinin hedeflerinden birinin Der-p 1 olabilecegi
hipotezini dne surup test etmislerdir. Der-p 1 epitel hucreleri arasindaki siki
baglantilari kopararak brons epitel butinliguntd bozar (Wan et al.,, 1999);
inflamatuvar sitokinlerin ve RANTES’in ekspresyonunu artirir (Asokananthan et al.,
2002; Stacey et al., 1997; King et al., 1998) ve T hucreleri Gzerindeki CD25 ve
dentritik hdcreler Gzerindeki CD40 molekullerini hucre yuzeyinden ayirarak Th2

hicrelerinde indlksiyona yol agar (Schulz et al., 1998).

SCCA proteinlerinin hlcrede Ustlendikleri gorevleri yalnizca proteaz inhibisyon
mekanizmasi ile aciklamak oldukga guctur. Farkli metabolik yolaklarda
muhtemelen proteaz gorevlerinin disinda farkh gorevler de ustlenmektedirler.
SCCA proteinlerinin astimla iligkili olabilecedine dair g¢alismalar olmakla birlikte
bunlar son derece sinirlidir ve mekanizmayi aciklamak igin yetersizdir. Bu tez
calismasinda, SCCA proteinlerinin astim patolojisindeki yerini belirlemek amaciyla
oncelikli olarak astimla iligkili olabilecek genetik varyasyonlar DNA dizi analiz
yontemi kullanilarak arastirilmig ve astimda rol oynayan inflamatuvar hicrelerden
eozinofillerde SCCA1 ifadesine bakilmistir. Diger yandan patolojide 6nemli bir yeri
olan hicre Olimd ve mukus saliniminin metabolik yollari Gzerinde SCCA

proteinlerinin etkisi aragtiriimistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kan 6rnekleri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ihsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi, Pediatrik Astim ve Allerji Unitesine bagvuran hastalardan ve saglikli
bireylerden Prof. Dr. Can Omer Kalayci ve calisma grubu tarafindan alinmistir.
Hastalara astim tanisi GINA (The Global Initiative for Asthma: Astim icin Kiresel
Girisim) tarafindan hazirlanan yonergeler dogrultusunda, uzman allerji doktoru
tarafindan konulmustur (GINA, 2002). Astim hastalarinin ve sagliklh bireylerin
akciger kapasite olgumleri, total IgE degerleri ve 30 hava alerjeni ile 8 besin
alerjenini iceren deri testleri Prof. Dr. Can Omer Kalayci dnciiligiinde Hacettepe
Universitesi Pediatrik Astim ve Allerji Unitesi Laboratuvarlarinda yapilmistir. Deri
testi sonucu negatif kontrolden > 3 mm daha buyuk ¢ikan sonuglar pozitif olarak
degerlendirmeye alinmistir ve testlerden en az birinin pozitif ¢iktig1 bireyler atopik
olarak siniflandirimistir.  Hastalara ait klinik verilerin  elde edilmesi,
degerlendirimesi ve genotip sonuglarinin  hastalara ait klinik tablolarla
iliskilendirilme analizleri Prof. Dr. Can Omer Kalayci ve ekibi tarafindan yapilmistir.
Calisma icin gerekli etik kurul izini ve ¢alismaya dahil olan kigilerden birey onam

belgesi alinmigtir.

3.2. Kandan DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin Yen ve arkadaslari tarafindan gelistiriimis olan DNA
izolasyonu yontemi bazi degisikler uygulanarak kullanildi (Yen et al.,, 1992).
Bireylerden EDTA'll tuplere alinan yaklasik 3-4 mllik kan orneklerine asagida
belirtilen basamaklari iceren DNA izolasyon yontemi uygulandi.

1. EDTA’ll tiplere alinan 3-4 ml’lik kandan 400 ul, 1,5 ml'lik ependorf tipu igine
aktarildu.

2. Ependorf tup igindeki 400 ul kan o6rnegine Tris-EDTA (TE) tamponu ilave

edilerek hacim 1,5 ml'ye tamamlandi.

TE Tamponu: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=7,6
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3. Tupler 13000 rpm’de 1 dakika santriftij edildi.

4. Santriflj sonunda Ustte kalan sUpernatan kismi alttaki pelete dokunulmadan
atild1.

5. Yikama islemi 2., 3. ve 4. basamaklarin U¢ kez tekrarlanmasi ile tamamlandi.

6. Supernatan atildiktan sonra pelet Uzerine lizis tamponu ilave edildi ve son

hacim 500 ul’ ye TE tamponu ilave edilerek tamamlandi.

Lizis Tamponu:

%10 Sodyum Dodesil Stilfat (SDS) 80 pl
1 M NaCl 90 pl
10 mg/ml Proteinaz K 10 pl

7. Tupler 56 °C’ de 1,5-2 saat siireyle peletin durumuna gore inkibe edildi.

8. inkiibasyon sonunda tiiplerin (izerine 250°ser pl fenol-kloroform (1:1 oraninda)

ilave edildi.

9. Tupler 2500 rpm’de 2 dakika santrifdj edildi.

10. DNA iceren ust faz alinarak temiz bir ependorf tipe aktarildi.

11. Uzerine DNA’nIn ¢dkmesi igin soguk %100’lUk etil alkol ilave edildi.
12. %100’lUk etil alkol uzaklastirildi.

13. Tuplere soguk %70’lik etil alkol ilave edildi.

13. Tuplerdeki %70’lik etil alkol DNA'ya dokunulmadan uzaklastirildi.

14. Elde edilen DNA, miktarina gore, 400-800 ul arasinda steril distile suda

coziildi.

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu cgalismada saglikli bireyler ve astim hastalarindan alinan kanlardan genomik
DNA izole edilmis ve bu genomik DNA'lardan SCCA1 ve SCCA2 genlerine ait
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promotor, 8 ekzon (ekzon-intron baglanti bdlgeleri dahil) ve genlerin 3" UTR
bolgelerinin amplifikasyonlari, bazi degisikliklerle birlikte Saiki ve arkadaslarinin

gelistirdigi yonteme goére yapilmistir (Saiki et al., 1988) .

PZR Reaksiyon Karigimi

DNA 3ul

10 x Reaksiyon Tamponu 5ul

2,5mm dNTP Karigimi 1

lleri primer 1 ul (10 pmol)
Ters primer 1 ul (10 pmol)
H.O 38,5 ul

Taq DNA Polimeraz 0,5 ul (2,5 Unite)

10x Reaksiyon Tamponu: 10 mM Tris HCI pH=9,0, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCly,
%0,1 Triton X 100, 0,2 mg/ml BSA veya Jelatin.

Hazirlanan 6rnekler DNA c¢ift zincirinin agilmasi, olasi proteaz kontaminasyonunun
onlenmesi ve ekzonliikleaz aktivitesinin ortadan kaldiriimasi icin 94 °C’de 4 dakika
denatlire edildi. Polimerizasyon iglemi DNA 1si donguleyicide, asagidaki PZR

programi uygulanarak gerceklestirildi.

94 °C 45"
58 °C 45” 32 dongii
72°C 1’ 30”

En son ddngiiden sonra yarim kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi icin 72 °C’de 7

dakika polimerizasyon saglandi.

Amplifikasyon sonunda 6rnekler %1’lik agaroz jelde kontrol edildi.
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3.3.1 SCCA1 ve SCCA2 Genlerinin Promotor ve 5' UTR (5’ Translasyona
Ugramayan Bolge) Bolgelerinin Amplifikasyonu
20 astim ve 20 saglikh bireyde, SCCA1 ve SCCAZ2 genlerinin promotor, ve 5' UTR
bdlgeleri SCCA1F-SCCA1R ve SCCA2F-SCCAZ2R primerleri kullanilarak gogaltildi

(Sekil 3.1).

SCCA1 ve SCCA2 genlerinin gdstermis olduklari yiksek homoloji

nedeniyle amplifikasyon icin kullanilan primerler Ozellikle iki genin birbirinden en

fazla fark gosterdigi bolgeler secilerek yapildi.

SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAL
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAL
SCCAZ
SCCAL
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2
SCCAl
SCCA2

GAGACTCCAAACATATATATTGATACAGGAGACCTAAGAAGAGCATGTCTTGGGGGTTGAGGAAACAGGCAGGTGAGAAAC TTCCAGATTGGAAACACAGCTTCCTTTCTCCCGTCCAGC
A T A
CCCTACTT-CATCCTATCTGTTTCCGGAACCTTGTTGTAGATGAATCTCCCTTGACTICATGATGTGCTGAGAAAACAAACTCATGGCTGGTGTTAAAAAGGGCCCATGACAATACCAAG

TG 6 TC A 6 c
TGTTGGGGAGAATGTGGAGAAATCAGAACTCTATTCACAGTCGGTTGGAATGCACACTTGTGCAGAATTC TATGGAGAAGAGTCTGGCATTTCCTCAAAATGT TAACCTGGATTTACCAT
6
ATGACCCAGCGATTTCATTCATAGGTTTATACTCAAAAGAAATGAAGAAATATGCCATGCAAAAAAATGTACATGAAAAGTCAAAACATCATTATTCATAATAGTAAATGGATGGAAACA
6 ¢ A
ACACAAATGTCCATCAACTTATGAATAAAGARAATGTGGTCTATTCATAGAATGGAATATTATTCGACCACAAAAAGGAATGATGTACTGATCCATGCAATGACGTGGACAAACCTTGAA
T c T A

GATAATACTAGATGAAAGAAGCCAGTCACAAAAGGACTTACTGTATGATTCGATTTACGTGAAATGTTTAGAATAGGCAAATCCATAGAAACAGGAGGTAGATTACTGGTTTCCAGGGTC
A C T c c 4 c
TCGAGTAAGGGAAGAACGAGA-TACAAGTTTTCTTTTGGAGGTAGTGAAATTGT TG TGGAACGAGATCATGATGGTGATAGCACAACTTTGTGAATATAATAAAATCATTGAATTGTACA
ca T -6 A T A

GTTGAATTTGTGGCATATAAATTATATGTTAA -AAAA-GGEGGTCCACAAAACAAACAGCCCCCCACTCTGET TG TCAGGEAGATATTGEAT TAAATGGCC TTGGACAACAACCC-TCTC

AT T A SCCA1F c
CCTGGCCACAGACATTCTTCAGATTACAAGATATTCCAGAGGARACACTGGAATGAGTC TGAAGCCAGGTECTAAATGEAAGEACCACCAAGAAACGT TG TGATCCTGACABBTCAAGCA
SCCA1 spF1 ] SCCA CcA 116 T
ACTICTTTITCTGCTTAATTTT TAAATGAAAAATTAGAAAGC TGACATTCAAAATGGCCCGTC TG TTTCAATTGCICTTC TCAG TG TCAGCC TG TTAACTCAATG TG TTAGTC TG TTTIC
T A ] coLLALZspriT c T
ATGCTGCTGATAAAGACATACCTGAGATTAGG -AAGTAAAAGAGGTTTAAT TGGACTTAGAGT TCCACGTGATTGGEGAGGCCTCAGAATCACGGTAGGAGGCARRAGTTATTCTTACAT
A C-C & 6 A
GGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAAGAAGCARAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCATGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATT
6 G c 6
CAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCCAACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGCCAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCT
T
CACTGAGCCTATGCAACAGAAAACCATCTGGGATGET TG TAAGGGGCACAGGANGTGACTGG TAGGATCACTGCCAAAGCTGAGCATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATA
SCCA proF1 SCCA1spR c
GTATGCTATAAGATACTGAAGTACACTTCTTCACTATCTCTTTGGACT TAGAATTAGCAC TATATTCCTTGTTATACAGAAAAA TTAC TAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCA
L C
GAACTGAAARACAGGAAATGTAAGCTTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAATGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGT
<

TTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAGGGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGARATTGGAATTC TAAACTTATTC TCATTGGCATTAGAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTG

ACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTTTCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAATTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTT
CATA box A SCCAIR Exon I

Gmmmcm.'m'raarsww:!m'm:'ra.acmam&mmma&mfmmwmccwcnmmmmm
A T aL LA e
T T T TAGGAACACAGG TAAGAGC T TCAAGCC TCTCCAGC TTAATAACATGAA T TATTT TTGAGAA TAATAA TGA TAC TG TG TTC TATATCATGCATCTCC TGCATTC TGTCT

GATTATATTTTACTTATTCTGCCAGAGCAANATTAARATACCTATTTCATCTGATT TG TCCTT TATC TAAATTGC TTAGTTCCAAG TAAACCAAGGCACT TTTAGGAACACAGAGGGAGA

GTGCCTTGCAGCCAGAGAGTCTTGAAGGAGATGTCAGGGACGCATCTTAACAGCTGGTTGGATGTGATCCACAGAGGTCTCC TETTAGCATTCATTGTAAAGCCTTCCTACCTAGCCCTA

A T
GTGTAGCCAGCAATGAA-G-~-~GA-AA-GAGGGTCTATTACTTATTTACAGTAGTC TTTAAAAACAC TAATTT TG TGAGGCTTC TAATTAAGACATTAATATATT TAATATATGCACATT
A AMA T A G A G- G AC G

GTAGAAAGATTGAAACGTTAAAAATAAGATGAGGAAAACTTTAAATGTCAAAATCTCACAACACAGATATATAATTTC TTTAAGAAAATTGTACTACAAAATACCATTCCATTTATTAAR
¢ R Exon II c c

GTCATTCTGACAGGAATCTGATGCTTTTCCAGRAGT TCCAGATCACATCGAGT TCACCATGAAT TCACTCAGTGAAGCCAACACCAAGTTCATG TTCGACC TG TTCCAACAGTTCAGARA
T
ATCAAAAGAGAACAACATCTTCTATTCCCCTATCAGCATCACATCAGCATTAGGGATGGTCCTCTTAGGAGCCAAAGACAACACTGCACAACAGATTAAG-AAGG TAGC TATCAGCATCA

A -C
TTATGTTGTCCTETTGCAGTTTTTCTCTGGTTCCETCEGC TAGCACGCAGATGETAATAGATG TGG TG TC TCATCGGTAGCACAGGGGGCTGAGCAGGAATTCCCGTAACTGTGAGACT
c
T A
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=1284

=1174

-1054

=935

+265

+385

+499
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+858

+978

Sekil 3.1. SCCA1 ve SCCA2 genlerinin promotor ve 5 UTR bolgelerinin amplifikasyonu ve DNA

dizi analizi icin tasarlanan primerleri sekil Uzerinde gosterilmistir. Kirmizi ile betimlenmis olan

primerler SCCA1 6zgin, yesil ile betimlenmis olan primerler SCCA2 6zglin, mavi ile betimlenmis

primer her iki gen icin ortak primerdir (SCCA1 ve SCCA2 DNA dizilimi Hamada et al., 2001’den

alinmistir).




3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uriinlerinin Saflagtiriimasi

DNA dizi analizine girecek urtnlerin temizlenmesi, reaksiyon sonunda olusacak
fondaki 6zgul olmayan bant kirliliginin énlenmesinde ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle
reaksiyon oncesi tum urunlerin saflastiriimasi gerekmektedir. Kullanilan tamponlar
ve yontem “Invisorb Spin PCRapid Kit” tretici firmasinin (invitek, Berlin, Germany)

tavsiye ettigi sekilde uygulandi.

1. PZR Grdnda Gzerine 130 pl tampon (PZR drindnd kolona baglamak igin)
eklenerek icerisinde kolon bulunan ependorf tipune aktarildi. Oda sicakhdinda 5
dakika inkube edildi.

2. 10.000 rpm’de 30 saniye santrifuj edildi.

3. Kolon temiz tuipe aktarildi. Uzerine 700 pl yikama tamponu eklendi.

4. 10.000 rpm’ de 30 saniye santrifuj edildi.

5. Kolon temiz ependorf tlplere aktarildi. 3 dakika 13.000 rpm’de santrifuj edildi.

6. Kolon 1,5 ml mikrosantrifijj tiiplerine aktarildi. Uzerine 30 yl PZR 6rneklerini

kolondan s6ken tampon eklendi. Oda sicakliginda 6 dakika inkibe edildi.

7. 10.000 rpm’de 1 dakika santriflij edildi ve altta toplanan sivi kisim DNA dizi

analizinde kullanildi.
3.5. Otomatik DNA Dizi Analizi (Sekans Analizi)
Dizi analiz reaksiyonu “ABI PRISM Big Dye Teminator V3.1 Cycle Sequencing

Kit” kullanilarak ve duretici firmanin (Applied Biosystems, CA/USA) oOnerileri

dogrultusunda bazi degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde yapildi.
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1. Reaksiyon karigimi:
PZR urdnu 3 ul
Big Dye Reaksiyon Karigimi 8 pl

Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
H,O 8,5
Toplam Hacim 20 ul
2. Reaksiyon tupleri karistirildi ve 1s1 donguleyiciye yerlestirilerek asagidaki

program uygulandi.

\

96 °C 10”
50 °C - | 25 dongu
60 °C 4 )
3. Doénguler tamamlandiktan sonra her bir tipe 2 yl 3M sodyum asetat ilave
edildi.

4 Taplere 50 ul soguk % 95- 100’luk etil alkol ilave edildi.

5 Karisim 1,5 ml’lik ependorf tiplere aktarildi.

6. 15 dakika -20 °C’de bekletildi.

7 20 dakika 13.000 rpm’de santriflij edildi ve stpernatan uzaklastirildi.

8 250 pl soguk %70’lik etil alkol ilave edildi.

9. 5 dakika 13.000 rpm’de santrifuj edildi.

10.  Sdpernatan uzaklastirildi ve pelet oda isisinda kurumaya birakildi.

11.  Pelet 20 pl formamid ilave edilerek ¢ozuldu ve vortekslendi.

12.  Ornek, kapiller elektroforez sisteminin tlplerine aktarildi ve 95 °C’de 5
dakika denature edildi.

13. 5 dakika -20 °C’de bekletildi.

14.  Kapiller elektroforez sisteminde yuruttlda.

3.6. SCCA1 Genotipleme Metodu

SCCA1 geninin promotor bolgesinde bulunan A/G tek nukleotit degisikliginin
(GAG[A/G]ICTT motifi) astimh ve saglikh bireylerde sikh@ini belirlemek igin PZR-
RFLP yontemi kullanildi. Birbirine bagh kalitilan dort polimorfizmden bir tanesinin
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genotip sonucu diger Uc¢ polimorfizmin de sonucunu verecedinden tek bir

polimorfizmin genotiplenmesi promotor bdlgedeki dort polimorfizmin sonucu igin

yeterlidir.

Astiml ve saglikli bireylere ait DNA ornekleri, SCCA1 genine 6zgu SCCA1spksF1

SCCA1spksR primerleri kullanilarak ¢ogaltildi ve Alw 26l

5. A(N)GAGAC....3

3'...A(N)CTCTG...5'

restriksiyon endonukleaz enzimi ile kesildi (Sekil 3.2).

SCCA1 Geni Promotor Bolgesi > Chromosome:GRCh37:18:61321931:61330697:-1

61330337
61330277
61330217
61330157

61330097
61330037

61329977
61329917
61329857
61329797
61329737
61329677

61329617
61329557
61329497
61329437
61329377
61329317
61329257
61329197
61329137

CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTTTTCTGCTTAATTTTTA
AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC
SCCA1 spksF1
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
Alw 26l Restriksiyon Endoniikleaz Tanima Bolgesi

TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCARAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
SCCA1 spksR
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT

61330278
61330218
61330158
61330098

61330038
61329978

61329918
61329858
61329798
61329738
61329678
61329618

61329558
61329498
61329438
61329378
61329318
61329258
61329198
61329138
61329078

} Ekzon1

Sekil 3.2. SCCA1 geninin promotor bolgesinin genotiplemesinde kullanilan ileri ve

ters primerler yesil ile betimlenmistir. Alw26!/ restriksiyon enziminin tanima golgesi

sarl ile betimlenmistir. SCCA1 geninin ekzon 1 bdlgesi kirmizi ile betimlenmistir

(http://www.ensembl.org).

3.6.1. SCCA1 Genotipleme i¢in PZR Kosullari

Astimli ve saglikli bireylerin SCCA1 geninin promotor bdlgesinin genotiplemesi igin
kullanilan PZR kosullari agagida verildigi gibidir.
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94°C 30"
50°C 30" 30 dongu
72°C 45”

En son déngiiden sonra yarim kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi igin 72 °C’de 7

dakika polimerizasyon saglandi.

3.6.2. Alw26I1 Restriksiyon Enzimi Kesim Kosullari

Amplifikasyon Urunleri asagida verilen kosullarda Alw26/ restriksiyon enzimi ile

kesilmigtir.
Amplifikasyon urinu 10 pl
10XTampon 2,5l

Alw261 (BsmAl) Restriksiyon Enzimi 0,5 ul
H,O 12 pl
Toplam Hacim 25 i

Reaksiyon karigimi 37°C’ye ayarli etiivde gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon
bitiminde 6X durdurma tamponundan (% 40 sukroz, % 0,25 brom fenol mavisi, %
60

10XTBE tamponu) her reaksiyon tlptne 2 ul eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve
Alw261 kesimi sonucunda elde edilen Urunler % 2’lik agaroz jele yuklenerek

elektroforezleri gerceklestirildi.

3.7. SCCA2 Genotipleme Metodu

SCCA2 geninde ver alan G/T tek niikleotit degisikliginin (TTG[G/TITTT motifi)

astiml ve saglikh bireylerde sikligini belirlemek igin PZR-RFLP yontemi kullaniidi.

. N . . o o 5'./5(N)GAGACC..3’'
Bu polimorfizmi taniyan bir enzim dogal olarak bulunmadigi icin Bsal [

3'.A (N)CTCTGG..5
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enzimi ile kesimi saglayacak SCCA2 BSA1R primeri tasarlandi. Birinci basamakta
SCCA2-F ve SCCA2-R primerleri kullanilarak SCCA2 genine 6zgul amplifikasyon
yapildi . Ikinci basamakta; genotiplendirme icin bu PZR uriinlerinden SCCA proF1-
SCCA2 BSA1R primerleri kullanilarak amplifikasyon yapildi (Sekil 3.3). SCCA2
BSA1R primerinin 3' ucunda yer alan son dort nukleotitden (3'AGAG................ 5"
GAG nukleotitleri (bu nUkleotitler kahp DNA ile eslesmezler), restriksiyon
endonukleaz enzimi i¢cin tanima bolgesini olusturmak igin primere konulmustur.
Son nukleotit (3" ugta A) primerin SCCA2 dizisine 6zgun olarak baglanmasini

saglamaktadir ve boylelikle amplifikasyon gerceklesebilmektedir .

SCCA2 Geni Promotor Bolgesi >chromosome: GRCh37:18:61303993:
61313060:-1

61312820 TATTGGATTAAATGGCCTTGGACAACAACCCCTCTCCCTGGCCACAGACATTCTTCAGAT 61312761
61312760 TACAAGATATTCCAGGGGAAACACTGGAATGAGTCTGAAGCCAGGIGCTARACAGAAGGA 61312701
61312700 ECATTGAGAAATGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAATTTATTTTTCGGCTTCATTTTTA 61312641
SCCA2-F
61312640 AATGTAAAATTAGAAAGCTGCCATTTAAAATGGCCCGTCTGTITTCAATTGCTCTTCTCAG 61312581
61312580 TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAAACATACCTG 61312521
61312520 AGACTGGCAAGAAAAAGAGGTTTAATTGGGCTTAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC 61312461
61312460 AGAATCACAGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAGATGAGGAA 61312401
61312400 GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTGATAAACCCATCGGATCTCCTGAGGCTTATTAACTATCA 61312341
61312340 TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC 61312281
61312280 AATAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC 61312221
61312220 CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC 61312161
61312160 ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC 61312101
61312100 ACTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA 61312041
SCCA proF1
61312040 CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTACATTCCTTGTTATACAGAAAAAT 61311981
61311980 TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC 61311921
61311920 TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA 61311861
61311860 TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGCIITTCITTTTCTTTTACAGCTCGGAGTAGAATACARAG 61311801
SCCA2BSA1TR 3 'AGAGCAAAAACAAAATGTCGACS'

61311800 GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA 61311741
61311740 GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT 61311681
61311680 TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA 61311621
61311620 TTTTCATATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC 61311561 Ekzon 1
61311560 AAATACTAACCACAGAGGGAAAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTTAGGATCTCACCC 61311501
61311500 TTCATTCCACAGACACACACAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT 61311441 }

SCCA2-R
61311440 AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC 61311381
61311380 TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG61311321

Sekil 3.3. SCCA2 geni promotor bolgesi genotiplemesinde kullanilan ileri ve ters primerler yesil ile
betimlenmigstir. Bsal enzimi i¢cin dogal kesim noktasi olmadigindan kismi yanlis-esleme (partial
mismatch) primer tasarlanarak enzim icin kesim noktasi olusturulmustur (bu bdlge sar ile

betimlenmigtir). SCCA2 geninin ekzon 1 bolgesi kirmizi ile betimlenmistir (http://www.ensembl.org).
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3.7.1. PZR Kosullar

Astimli ve saglikh bireylere ait DNA érnekleri kontrollerden alinan DNA o6rnekleri 1.
basamakta SCCA2- F, SCCA2- R; 2. basamakta SCCA proF1, SCCA2 BSATR
primerleri kullanilarak amplifiye edildi .

1. basamak PZR kosulu

95°C 45"
60,5°C 45" 35 dongii
72°C 60”

1. basamak PZR sonucu = 1295 baz cifti

2. basamak PCR kosulu

95°C 30"
58°C  30” 38 déngi
72°C 457

2. basamak PZR sonucu = 249 baz ciftidir.

3.7.2. Bsal Enzimi Kesim Kosullari

ikinci basamak sonunda elde edilen amplifikasyon drtinleri (249 bg) Bsa I enzimi

ile agagida verilen kogullarda kesildi.
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Amplifikasyon urinu 10 pl

10 X Tampon 2 ul

Bsa | Restriksiyon Enzimi 0,6 pl
H20 7,4 yl
Toplam Hacim 20 ul

Reaksiyon karisimi 37°C’ye ayarli etiivde gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda 6X durdurma tamponundan (% 40 sukroz, % 0,25 brom fenol mavisi, %
60

10XTBE tamponu) her reaksiyon tipune 2 ul eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve
Bsa | kesimi sonucunda elde edilen drunler % 4’lik agaroz jele yuklenerek

elektroforezleri gerceklestirildi.

3.8. Kandan Eozinofil izolasyonu ve Kiiltiirii

Proje ekibinde gorev alan gonullu kisilerden alinan kan orneklerinden Histopaque
1077 (H1077) ve 1119 (H1119) kullanilarak periferal kan mononukleer hucreler
(PBMC) ve polimorfonukleer hucreler (PMN) olarak ayrildi. Elde edilen PMN
hicreleri sayilarak uygun yogunlukta CD16 (Mouse monoclonal) antikoru ile
isaretlendi ve DYNAL biotech firmasinin Dynabead Pan Mouse IgG sistemi

kullanilarak negatif segilim ile eozinofil izolasyonu yapildi.

Periferik kandan izole edilen eozinofiller 750x10° /ml olacak sekilde %10 FBS (fetal
bovine serum) ve penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640 besiyeri igerisine

konuldu ve IL-4, IL-13, IL5 ve bunlarin kombinasyonu ile 24 saat slreyle uyarildi.

24 saat sonra RNeasy mini kiti kullanilarak (Qiagen GmbH.D-40724, Hilden) RNA
izolasyonu gercgeklestirildi. RNA’lar IMPromp |l Rivérs Trankriptaz kiti (Promega,
Madison, WI, USA) kullanilarak cDNA’ya cevrildi ve Sekil 3.4 Gzerinde gosterilen
ileri ve ters primerler kullanilarak eozinofillerde SCCA1 gen ifadesi arastirildi (Sekil
3.4).
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SCCA1 Geni Chromosome:GRCh37:18:61321931:61330697:-1

61324697 ACAAGCCATTTGTAGCTTGTGTAAAAGACTCTTTTATTCTTTCCCTTGCAGAAAAAATTA 61324638
61324637 AAAACCTAAT_AATACCACATTGGTTCTTGTGAACGCAA 61324578 Ekzon 6
SCCA1 1-6S
61324577 TCTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAAGAAATTTAATAAAGAAGATACTAAAGAGGAAAAAT 61324518
61324517 TTTGGCCAAACAAGGTATTGTCTATATTTTATTTATATAATGTAATATGTTAATAAATTT 61324458
61324457 AAACATTTCTGATGGAATGTACCATGACAAGTAAAAAATAAAATTGTTCATGTCTGTTTT 61324398
61324397 TTTGTTGTTTTAGTCTTATAACTTTATTTAGTTAGGAATTCCTGAAGAAGCTATTGTCTC 61324338
61324337 TAACTCATTACATTCTTGGATTATTTCTTAAAAGAAGGATGTGTTGATATCTCAATAATA 61324278
61324277 TTATCTTTTTGCCTTGTGTCTCACTTGGTATTTGTTGGACACATTGATTTATTGTAGAAT 61324218 Ekzon 7
61324217 ACATACAAGTCCATACAGATGATGAGGCAATACACATCTTTTCATTTTGCCTCGCTGGAG 61324158
61324157 GATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCAAAGATCTAAGCATGATTGTG 61324098
61324097 TTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTCCAGAAGGTAAGAACTTGCATCTACAACTCTTCC 61324038
61324037 TTCTACTGCCTGACATTTTTCCAAAGATACCAAGTTTAAACAAGGTAAAAGCTGGTGACC 61323978
61323977 GAGTTGCCTCAAAATAATGAAAAATTCTAAATGAGGAATGATGACTCACCTTCATATTAC 61323918

—————————————————————————————— INTRON BOLGESI---------------mmmmmmmm - ———

61323437 GAATAATAATATCTAATAAAGTGAACCTTCTGTATTTCACATTTGTTGCCAAAATAAGGA 61323378
61323377 TTCTCCACATAGTCAATTCATTGTTAAGGTGTATTAGAAATCAACAGTTAGTCATATCAG 61323318 \
61323317 TTTCTTTTTTCCATTTGTATAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAATG 61323258
61323257 GACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACACGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAGT 61323198
61323197 GGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGGATATCTTCAA 61323138
61323137 TGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCGGGAGCCGCGGTCTCGTGCTATCTGGAGTCCT 61323078
61323077 ACACAAGGCCTTTGTGGAGGTTACAGAGGAGGGAGCAGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGT 61323018 Ekzon 8
61323017 AGTAGGATTCGGATCATCACCTACTTCAACTAATGAAGAGTTCCATTGTAATCACCCTTT 61322958 >,

61322957 CCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTTECTATECCACATTCTCATE 1322898

SCCA "z ortak 8AS
61322897 BECGTAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTGGAAAATGTTCACCTGCAGATGTTCTGG 61322838
61322837 TAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTTTCTCATCTT 61322778
61322777 GATGATGATCGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCT 61322718
61322717 CTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTTCTTCCAGAAAAATTCTCCTTGAGGAAAAA 61322658 4/

Sekil 3.4. SCCA1 geni ekzon 6,7 ve 8 bdlgeleri kirmizi ile betimlenmis, kullanilan ileri

ve ters primerler yesil ile betimlenmistir (http.//www.ensembl.org).

PZR’de kullanilan baslangi¢ materyallerinin esit oldugunu gdstermek icin kontrol

gen olarak siklofilin (Cyclophillin) geni (house keeping gen) kullanildi.

3.9. Hiicre Canlihg ve Kontrollii Hiicre Oliimiiniin Olgiimii

SCCA1 proteini hicre i¢i bir proteindir ve hiicrede bilinen bir reseptére sahip
degildir. Hlcre igerisine alinmasinda aktif bir mekanizma olmadigindan; SCCA1
proteininin A549 akciger epitel hucrelerinde hucre olumu Uzerine olan etkisini
goOsterebilmek amaciyla pcDNA ifade vektorine klonlanmis pcDNA- SCCA1
vektorl kullanildi (Bu vektér Dr. Sule Cataltepe, Brigham and Women Hospital

Boston, USA, tarafindan saglanmistir). Transfeksiyonun etkinligi ve SCCA1
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proteininin  A549 hdicrelerinde ifade oldugu Western blot yéntemi kullanarak

belirlendi.

3.9.1. Lipofektamin ile Transfeksiyon

pcDNA-SCCA1 ifade vektorl, insan alveolar epitel hucre hatti A549 igerisine
katyonik lipid bazl transfeksiyon ajani lipofektamin kullanilarak sokuldu. MTT [3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] yontemi ile hicre canliiginin
Olctlmesi i¢in 96 kuyucuklu, Anneksin V yontemiyle apopitoz dlgimu igin ise 24

kuyucuklu hicre plaklari kullanildi.

3.9.2. SCCA1 Proteininin Western Blot ile Olgiilmesi

1-Hucreler pargalandiktan sonra sitoplazmik protein 6zutlenmesi gergeklestirildi ve

Bradford protein miktar tayin yontemi ile protein miktari 6l¢uldu.

2 -Ornekler SDS- PAGE’de ydiritildi ve Polyvinylidene fluoride (PVDF)

membrana transferi gerceklestirildi.

3-Transfer sonunda membran 1 saat oda isisinda % 0.1 Tween 20 ve %5 yagsiz

sut iceren TBS tamponu icerisinde bloklandi.

4- 1/1000 sulandinimis insana karsi geligtiriimis birincil antikor (Mouse Anti-

Human) ile (AbCam, MA /USA) gece boyu 4 °C’de inkube edildi.

5- Membran yikandi ve 1/1000 kez sulandiriimis ikincil antikor (Vector Lab,

CA/USA) ile 1 saat sureyle inklibe edildi.

6- Membran yikandi ve Kodak marka membran goéruntileme cihaziyla bantlarin

goruntusu alindi.
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3.9.3. MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] Yontemi
Kullanarak H;0; ile Uyarilmig Hiicrelerde SCCA1’in Hiicre Canlihg: Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

A549 hucreleri 96 kuyucuklu hicre plakalarina her bir kosul igin 4’er tekrar olacak
sekilde yayildi. Plaklar %80-90 oraninda kaplandiginda, hicreler pcDNA- SCCA1
ifade vektoru ile transfekte edildi ve IL-4 ve IL-13 sitokinleriyle ile uyarildi.
Transfekte edilmis ve edilmemis A549 hucreleri farkli yogunlukta H,O, (125, 250,
500 pM) ile uyarildiktan sonra hucre canlihgr MTT indirgeme yontemi kullanilarak

belirlendi. Bunun i¢in asagida detaylari belirtilen basamaklar izlendi:

1- Hucre sUpernatanlari uzaklastirildi ve hiicreler 1XPBS ile yikandi.

2- Hucrelerin Uzerine 5 mg/ml yogunlikta 13 pyl MTT konuldu ve hicreler %5
CO.'li etlivde 2 saat bekletildi. Mikroskopta formazon kristallerinin varligi
kontrol edildi.

3- inkiibasyondan sonra plaka ters cevrilerek biitiin kuyucuklar bosaltildi.

4- Her bir kuyuya 100 pl izopropil alkol konuldu.

5- 570 nm ve 655 nm’de spektrofotometrede olgiim yapildi.

3.94. Ann_gksin (Annexin) V-FITC/ 7-AAD ile Kontrollii Hiicre Oliimiiniin
(Apopitoz) Olgumii

Kontrolli hicre dlimand dlgmek icin kullanilan yontemlerden biri de negatif yuklG
bir fosfolipit olan ve plazma membraninin i¢ ylzeyinde bulunan fosfotidil serinlerin
(PS) olgulmesidir. Apopitozun erken evrelerinde membranin batlunlagu
korunmaktadir ancak membran fosfolipitlerinin  asimetrisi  bozulmaktadir.

Hucrelerin apopitoza girmesiyle birlikte, fosfolipitler hucrenin dis yuzeyinde
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belirmeye basglarlar. Bu da makrofajlara apoptotik hucrelerin taninmasi ve
uzaklastiriimasi igin sinyal olusturur (Martin, et al., 1995). 7-amino aktinomisin D
(7-AAD) gibi canliigi belirleyen boyalar kullanilarak apopitozun erken - gec fazlari
ve nekrotik hicreler arasinda ayrim yapmak mumkin olabilmektedir (Schmid et

al., 1994)

Anneksin V, fosfolipitlere 6zellikle de fosfotidilserinlere baglanan Ca ?* bagimli bir
proteindir. Anneksin FITC (Floresin izotiyosiyanat) ile konjuge edilir. Bu anneksinin
PS’ye baglanmasini degistirmez (Tait et al., 1989; Andree et al., 1990; Raynal and

Pollard, 1994).
Asagida belirtilen yontem takip edilerek hiucrelerde apopitoz olguldu.

1- Hucre suspansiyonu santrufij edilip supernatant uzaklastirildiktan sonra pelet
1 X baglanma tamponu ile mI’'de 5-10 milyon hicre olacak sekilde ¢ézuldu. Tupler

buzda bekletildi.

2- Anneksin V-FITC solusyon ve canlilik tespiti igin kullanilan boya 7-AAD hucre

suspansiyonunun 100 ul’sine ilave edildi ve yavagcga karistirildi.
3- Buz Uzerinde ve karanlikta 15 dakika inkube edildi.
4- Uzerine 400pl 1X Baglanma Tamponu ilave edildi ve karigtirildi.

5-Ornekler 30 dakika icerisinde akim sitometri ile analiz edildi.
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3.10. MUC5AC (Musin 5 Alt tip AC) ifadesinin A549 Hiicrelerinde RT-PZR
Yéntemiyle Olgiimii

A549 hucreleri, 24 kuyucuklu hucre kultur plaklarina yayildi ve hucreler plak
tabanini % 90-95 oraninda Ortene kadar beklendi. SCCA1 vektorl ile transfekte
edilen ve IL4+IL13 ile uyarilan hicreler, 24 saat sonunda 200 yM nétrofil elastaz
ile uyarildi. 24 saat sonunda hucrelerden RNA izole edildi (RNeasy, Qiagen
GmbH.D-40724, Hilden, Almanya). Elde edilen RNA’lar cDNA'ya cevrildi
(ImPromp Il Reverse Transcriptase Kit, Promega, Madison, WI, USA) ve RT-PZR

deneyi gerceklestirildi.

Kalip RNA miktarlarini esitlemede kontrol gen (house keeping) olarak siklofilin
geni kullanildi. Orneklere agaroz jel izerinde elektoforez uygulandi ve goriintiiniin
analiz edici sistemde (Syngene Gene Genius) resimleri ¢ekilerek bant yogunluklari
Gene Tools Analaysis Software 3.02.00 (Synoptecs) programi kullanilarak analiz

edildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Genotip dagiliminin Hardy-Weinberg dengesine uygunlugu Ki kare yontemi ile
kontrol edildi. Sonuglar Ki-kare, Mann-Whitney U test ve tek yonli ANOVA

kullanilarak SPSS 16.0 programinda degerlendirildi.
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4. SONUCLAR

SCCA1 ve SCCAZ2 genlerine ait promotor, 5' UTR ve ekzon 1 bolgeleri PZR ile
cogaltildiktan sonra DNA dizi analizi yontemi ile arastiriimistir. Frekansi %10’un
uzerinde bulunan tek nulkleotit degisikliklerinin astimli ve saglikli bireylerden
olusan gruplardaki sikliklari PZR-Restriksiyon Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi (PZR-
Restriction Fragment Length Polymorphism) ve DNA dizi analizi yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

DNA dizi analizi sonucunda tanimlandigimiz polimorfizmlerin bir kismi daha 6nce
tanimlanmamistir. Sekans verilerine bakildiginda bu polimorfizmler igin verilmis
referans sekans (rs) numaralari bulunmamaktadir. Degdisik kaynaklarda (NCBI,
ENSEMBL gibi) ve yayinlarda SCCA genlerinin 5" UTR ve promotor bdlgelerinin
ndkleotit dizilimlerinin  farkli numaralandirilmasi s6z konusudur. Karisikhga
meydan vermemek amaciyla bulunan polimorfizmler DNA dizilimlerini gosteren

sekans motifleri seklinde gdsterilmistir.
Ornek olarak; SCCA1 promotor bélgesinde yer alan bir polimorfizm;

GTGGCTGCAAGAGAAJAJATGAGGAAGAAGCAA diziliminde A yerine G
ndkleotitinin yer almasi; GAA[A/GJATG motifi seklinde belirtiimistir. SCCA1 ve
SCCA2 genlerinin promotor bolgelerinde bulunan toplam 6 polimorfizm uzak
promotor bdlgesinden genlerin 3' UTR'ina dogru 1, 2, 3 (Pol 1, Pol 2, Pol 3)

seklinde numara verilerek siralanmislardir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Pol2  Pold
Pol1 Pol3 Pol 6

W) op wy weume

Prometr o Ekzon2 Ekzon3 Ekzond  Ekzon Ekzon6 Ekzon7  Ekzond

Sekil 4.1. SCCA1 geninde bulunan polimorfizmler SCCA1 haritasi Gzerinde uzak

promotordan genin 3' UTR kismina dogru numaralandirilarak siralanmigtir.
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Pol§

5' lDEI-III Hl

Promotor ygon Ekzon2 Ekzon3 Ekzon4  Ekzon5 Ekzon6 Ekzon7  Ekzond

Sekil 4.2. SCCA2 geninde bulunan polimorfizm SCCAZ2 haritasi Uzerinde uzak

promotordan genin 3' UTR kismina dogru numaralandirilarak siralanmigtir.

Bulunan tim polimorfizmler ve polimorfizmlerin baz degisimleri Cizelge 4.1'de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. SCCA1 ve SCCAZ2 genlerinin promotor ve ekzon bdlgelerinde

bulunan polimorfizmler.

Polimorfizmler ve

bulundugu gen bélgeleri Polimorfizmlerin Gizerinde yer aldigi dizilim

Pol-1 Promotor-SCCA1 GTGGCTGCAAGAGAAJA/GIATGAGGAAGAAGCAA

Pol-2 Promotor-SCCA1 AAAGAAGAAACCCCT[A/G]ATAAACCCATTGGATC

Pol-3 Promotor-SCCA1 CCCTAATAAACCCATI[T/C]GGATCTCCTGAGACT

Pol-4 Promotor-SCCA1 ATTGGATCTCCTGAGIA/G]CTTATTAACTATCAT

Pol-5 Promotor-SCCA2 GTTTTTGTTTGTTTG[G/TITTTTGTTTTTGTTTT

Pol-6 Ekzon 1-SCCA1 ATACTAACCACAGAG[G/A]JGAGAGGCAGCAAGAG
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41 SCCA1 Geni Promotor Bolgesinde DNA Dizi Analizi Sonucunda

Tanimlanmig Polimorfizmler

SCCA1 geninin promotor bolgesinde DNA dizi analizi sonucunda dort adet tek
nakleotit degisikligi bulunmustur. Bu dort polimorfizm %10’dan daha yuUksek
siklikta bulunmakta ve birlikte kaltiimaktadir. Bu polimorfizmlerin birbirine bagli
kahtildigini dogrulamak amaciyla 20 astimh, 20 saglikh bireyin dizi analizlerine
ilave olarak 50 astimli ve 50 saglikli bireyin DNA dizi analizleri yapilmis ve

polimorfizmin birbiri ile baglantilh oldugu yani birlikte kalitildigi belirlenmistir.

SCCA1 promotor bolgesinde bulunan birbirine bagl polimorfizmler sirasiyla motif
yapilariyla birlikte Pol 1- GAA[A/G]JATG (SCCA1- Sekil 4.3), Pol 2-CCT[A/G]ATA
(SCCA1-Sekil 4.4), Pol 3- CAT[T/IC]IGGA (SCCA1-Sekil 4.5), Pol 4-
GAGIA/G]CTT (SCCA1-Sekil 4.6) olarak verilmistir.
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Polimorfizm 1 (SCCA1- Promotor)

GTGGCTGCAAGAGAAJA/GIATGAGGAAGAAGCAA

CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTTTTCTGCTTAATTTPTA

AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTT

CAG

TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACAXACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGGEAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA
GTAAACCAAGGCACTTTTAGGAACACAGAGGGAGAGTGCCTTGCAGCCAGAGAGTCTTGA

Homozigot

} Ekzon 1

Heterozigot Normal
[ [
v v
210 280 290 270 280 230
TGCAAGAGAAATGAGGAAGAAGC CTECAAGAEAAATGABS G LG

Moo W e

Sekil 4.3. SCCA1 geni promotor bolgesinde bulunan Polimorfizm 1 (Pol1).
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Polimorfizm 2 (SCCA1- Promotor)

AAAGAAGAAACCCCT[A/GIATAAACCCATTGGATC

CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTT
AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTC TCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTT TGCTGCTGATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTG TAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAA TTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA
GTAAACCAAGGCACTTTTAGGAACACAGAGGGAGAGTGCCTTGCAGCCAGAGAGTCTTGA

GCTTAATTTTTA

Homozigot

A->G

} Ekzon 1

Heterozigot Normal

300
G R

AL AN

+ I

310 v
nnccocc TlelnTAnACC CoAT 300 310

6 AR AC C CC T[RAT AR RCCC

R

T

Sekil 4.4. SCCA1 geni promotor bolgesinde bulunan Polimorfizm 2 (Pol 2).
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Polimorfizm 3 (SCCA1- Promotor)

CCCTAATAAACCCATI[T/CIGGATCTCCTGAGACT

CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTTTTCT TAATTTTTA
AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCT GATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAG CACGTGATTGGGGAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATEGTGGCTGCAAGAGAAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATIGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA
GTAAACCAAGGCACTTTTAGGAACACAGAGGGAGAGTGCCTTGCAGCCAGAGAGTCTTGA

Homozigot

T->C

} Ekzon 1

CCTGATAAACCCATGGATCTCCTGA

Heterozigot Normal
: Il

! v
- o L 310 320

TAAACCCATGGATCTCCTG

Sekil 4.5. SCCA1 geni promotor bdlgesinde bulunan Polimorfizm 3 (Pol 3).




Polimorfizm 4 (SCCA1- Promotor)

ATTGGATCTCCTGAGIA/G]CTTATTAACTATCAT

AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTC
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACARPACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGGEAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGKAAATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTAATAAACCCATTGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCACTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCTATAAGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC Ekzon 1
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG

Homozigot

Heterpzigot Normal
v v
330 40 330 340
GSP.ICTCCTGAGECTTATTAACTAT ATCTCCTGAGCTTATTAACT

Sekil 4.6. SCCA1 geni promotor boélgesinde bulunan Polimorfizm 4 (Pol 4).

Dort polimorfizmin (Pol1, Pol 2, Pol 3, Pol 4) beraber kahtildigi Sekil 4.7 ve Sekil
4.8’de gosterilmektedir.
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CCACCAAGAAACGTTGTGATCCTGACAGGTCAAGCAACTTCTTTTTCTGCTTAATTTTTA
AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGGGAGGCCTC

AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAARATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTARTAAACCCATHGGATCTCCTGAGACTTATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATNCAATTACCTCTASCTGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTSGGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCRCTGAGCCTATGCANCAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACARGAAGTGACTGGRAGGATCACTGCCAANGCTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTAYTCTCCATAGTANGCTATAAGATACTGARGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGARTTAGCACTATANICCTTGTTATACAGANAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTARAAAAACAGGAAATGT
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGACTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAG
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTY TTTGTTTTACAGCYGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCOGGTGACTGCTGACTRGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGNCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGRTTGTGAAATCTGAAGYTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGKAACACAGGT

Ekzon1

AGAAR[GIRTGAGGARGAAGCARRAGAAGARACCCCT T[GJATARRACCCATC/6GATCTCCTGAG

L e et B

A->G HOM AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAAYAATGATAC A->G HOM
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTRATTATATTTTACTTATRCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCYTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA

280 2%0 300 310 \\ A>GHOM },, \ T->C HOM

Sekil 4.7. SCCA1 promotor bélgesinde homozigot olarak saptanan 4 polimorfizmin (Pol1, Pol2, Pol3, Pol4 ) birlikte kalitildigini gdsteren

DNA dizi analiz sonucu.
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AATGAAAAATTAGAAAGCTGACATTCAAAATGGCCCGTCTGTTTCAATTGCTCTTCTCAG
TGTCAGCCTGTTAACTCAATGTGTTAGTCTGTTTTCATGCTGCTGATAAAGACATACCTG
AGATTAGGAAGTAAAAGAGGTTTAATTGGACTTAGAGTTCCACGTGATTGGRGAGGCCTC
AGAATCACGGTAGGAGGCAAAAGTTATTCTTACATGGTGGCTGCAAGAGAAIATGAGGAA
GAAGCAAAAGAAGAAACCCCT AAACCCATI ATCTCCTGAGIC TATTAACTATCA
TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGOCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCLGGGTCCCTCC
AACAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGYTGAGATTTGGGTGCGAACACAGC
CAAACCATATCACTCAGCAAGGCAGATAACTTTCTCARTGAGCCTATGCAACAGAAAACC
ATCTGGGATGGTTGTAAGGGGCACAGGAAGTGACTGGTAGGATCACTGCCAAAGKTGAGC
ATTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATNICTCCATAGTATCCTATAAGATACTGAASTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTICCTTGTTATACAGAA
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGARAAACAGGAAATGTAA
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCYKTAAAAGACAATGCRAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTINTTGTTTTACAGCTRGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTAXTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCRGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA

TTTTCGTATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCG TGTGAAATCTGAAGINGAGTAACTTC }_ Ekzon
AAATACTAACCACAGAGGGAGAGGCAGCAAGAGBAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC A
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCAGCTCTGCTTCCTCTAGGRACACAGGT
A->G HET AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAAYTATTTTTGAGAATAAT TGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGRTTATATTTTACTTATTATGCCAG A>G HET
d A->G HET
290 200 210 \ 70 \ | T->CHET N0

ARG A AIIF&T GAGGAAGAAGCAARAAGARAGAARAACCCC TIIEXT‘AZXZ&C CCATIN|IGGATCTCCT & A(SIIC T T

MMJM Muk»h Wy U““MM

Sekil 4.8. SCCA1 promotor bdlgesinde heterozigot olarak saptanan 4 polimorfizmin (Pol1, Pol2, Pol3, Pol4 ) birlikte

kalitildigini gésteren DNA dizi analiz sonucu. 54



Polimorfizmlerin bulundugu noktadaki ntkleotit degisiklikleri iki genin birbirlerinden
farkhlik gosterdigi bolgelerde olmustur ve SCCA genlerinden birindeki nukleotit
diger gende bulunan nikleotide donusmustur. Bu nedenledir ki dizi analizi yapilan
ornegdin dogru gene ait oldugunu kanitlamak yani SNP’ler disinda iki gen arasinda
farkhlik gosteren dizileri gostermek ¢ok énemlidir. Yapilan dizi analizi sonuglarinin

O0zgunlugu Polimorifizm 1,2,3 ve 4 igin Sekil 4.9°da gosterilmigtir.

Iled BC1.5.1.0 Basecaller-310POPShep
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Sekil 4.9. SCCA1 promotor boélgesinde bulunan 4 polimorfizmin (Pol1, Pol2, Pol3, Pol4 ) beraber

kahtildigini ve SCCA1genine 6zglin oldugunu gosteren DNA dizi analiz sonucu. 55



4.2 SCCA2 Geni Promotor Bolgesinde DNA Dizi Analizi Sonucunda
Tanimlanan Polimorfizm

SCCAZ2 geninin promotor bdlgesinde sikligi %10’un Uzerinde bir adet tek nukleotit
polimorfizmi gosterildi (Sekil 4.10). Pol 5 olarak adlandirilan ve G/T polimorfizmi
TTG[G/T]TTT motifine sahiptir.

Polimorfizm 5 (SCCA2-Promotor)

GTTTTTGTTTGTTTG[G/TITTTTGTTTTTGTTTT

GAAGCAAAAGAAGAAACCCCTGATAAACCCATCGGATCTCCTGAGGCTTATTAACTATCA

TGAGAATAGCACAAGAAAGACCGGCCCCCATGATTCAATTACCTCTACCTGGGTCCCTCC G->T

AATAACATGTGGAAATTCTGGTAGATACAATTCAAGTTGAGATTTGGGTGGGAACACA

ACTCAGGAGAAGGCAATAGAATCCTATTCTCCATAGTATGCT AGATACTGAAGTACA
CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACT TCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAAC AGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGT CTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGGTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATACAAAG
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTATTCTCATTGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACTGCTGACTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATGGTAGAACTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCATATTCATAAAGGTGAGTGTTAGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
AAATACTAACCACAGAGGGAAAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTTAGGATCTCACCC} Ekzon 1
TTCATTCCACAGACACACACAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG

Homozigot

A ‘

Heterozigot Normal

40 * 50 40

GTTTGTTI‘GTTTTGTTTTT G T T T T T T G

ﬂ{__
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Sekil 4.10. SCCA2 geni promotor bolgesinde bulunan Polimorfizm § (Pol 5). 56



4.3. SCCA1 Geni 1. Ekzonunun DNA Dizi Analiz Sonucu

DNA dizi analizi sonucunda, 1 astimli hastanin SCCA1 geni ekzon 1 bdlgesinde
daha 6nce tanimlanmamig bir SNP bulundu (Sekil 4.11). Pol 6 olarak adlandirilan
G/A polimorfizmi GAG[G/A]GAG motifine sahiptir. Bu bdlge Ensembl verilerinde
(www.ensembl.org) ekzon 1 icerisinde gosterilirken; Hamada ve arkadaslarinin

calismasinda promotor bolge igerisinde gosterilmistir (Hamada et al., 2001).

Polimorfizm 6 (SCCA1-Ekzon 1)

ATACTAACCACAGAGIG/A]JGAGAGGCAGCAAGAG

CTTCTTCACTATCTCTTTGGACTTAGAATTAGCACTATATTCCTTGTTATACAGAAAAAT
TACTAAGGAAATTCATAGGATGACAAAAACTTTCAGAACTGAAAAACAGGAAATGTAAGC
TTTTTAGTTCTTTGGTATTCGAAGTATGCCTAAAAGACAATGCAAAATCCAAGAAAAGAA
TGGTGGGGTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTACAGCTGGAGTAGAATA
GGATGGAGTTGAAACAAATGAGAGGAAATTGGAATTCTAAACTTAT TGGCATTA
GAAAGGCACCTACATGTATTTCACATGAGCCGGTGACT CTTGCATTCTTATTTTT
TCCCTATAGATTAAAAAGGAGGTACAATG CTGTAATCCTGTCCTTTGTCATAAA
TTTTCGTATTCATAAAGGTG
AAATACTAACCACAGAGEBGAGAGGCAGCAAGAGGAGAGGCATAAATTCAGGATCTCACCC
TTCATTCCACAGACACACATAGCCTCTCTGCCCACCTCTGCTTCCTCTAGGAACACAGGT
AAGAGCTTCAAGCCTCTCCAGCTTAATAACATGAATTATTTTTGAGAATAATAATGATAC
TGTGTTCTATATCATGCATCTCCTGCATTCTGTCTGATTATATTTTACTTATTCTGCCAG
AGCAAAATTAAAATACCTATTTCATCTGATTTGTCCTTTATCTAAATTGCTTAGTTCCAA
GTAAACCAAGGCACTTTTAGGAACACAGAGGGAGAGTGCCTTGCAGCCAGAGAGTCTTGA

Heterozigot

G->A

AGCCCGCTTGTGAAATCTGAAGTTGAGTAACTTC
} Ekzon 1

330 340 350

Normal

330 340 350
rn C T A A C c A C A G R G G AG LG G C A G c A R G A G

Sekil 4.11. SCCA1 geni ekzon 1’de bulunan Polimorfizm 6 (Pol 6).
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4.4 SCCA1 Promotor Bolgesinde yer alan Pol 1, Pol 2, Pol 3 ve Pol 4
Polimorfizmlerinin Genotipleme Sonuglari

DNA dizi analiz sonuglari Pol 1, Pol 2, Pol 3 ve Pol 4 polimorfizmlerinin birlikte
kalitildigini  gostermigtir. Bu nedenlerdir ki polimorfizmlerden bir tanesinin
genotiplenmesi diger u¢ polimorfizmin de genotip sonucunu verecektir.
Amplifikasyon primerleri, enzim kesim noktasi, enzimin 6zelligi ve kesim sonrasi

agaroz jel gorunttsu Sekil 4.12 Gzerinde verilmistir.
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Sekil 4.12. SCCA1 geni promotor dizisi Gzerinde ileri ve ters amplikasyon primerleri yesil, Alw 26 | kesim noktasi sari ve Pol 4 (A/G) nikleotit
degisiklik noktasi kirmizi ile betimlenmistir. PZR Grintn biyukliga 549 b¢'dir. Alw 26 | enzimi normal DNA'y1 keser ve 380 ve 169 b¢'lik iki
parcaya ayirir. Restriksiyon endonukleaz ile kesim sonucunda olusan gorinti DNA dizisinin sag kisminda yer alan agaroz jel elektroforezi
resminde gosterilmektedir.
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Astimli ve saglikli bireylerin SCCA1 promotor genotiplemesi sonucunda saptanan
polimorfizmler agisindan iki grup arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir.
Astimli grup kendi icerisinde atopik ve atopik olmayan seklinde ayrildiginda, atopik
astimlilarda sadece homozigot polimorfizmin gorilme sikli§i daha yuksek olarak
bulunmustur (Astimh ve saglikh bireyler arasinda genotip sikliklarinda fark

bulunamamistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Saglikh, astimli, atopik astimli ve atopik olmayan astimli bireylerde
SCCA1 genotip dagilimi

Saghkh Astim p
SCCA1 genotipi
Normal (%) 89 (0,509) 206 (0,479)
Heterozigot (%) 69 (0,394) 180 (0,419 >0,05
Homozigot (%) 17 (0,097) 44 (0,102)
Atopik (Astimh) Atopik

olmayan(Astimh)

SCCA1 genotipi
Normal (%)

i 112 (0,441) 93 (0,534) =0,038
(o)
oot 60 109 (0.429) 70 (0,402)
33 (0,130) 11 (0,063)

*

Atopi yonunden degerlendirimemis bazi astim hastalarinin sonuglari
istatistiksel degerlendirmeye alinmamistir.

4.5. SCCA2 Promotor Bodlgesinde yer alan Pol 5 Polimorfizminin
Genotipleme Sonucu
SCCA2 geninin

genotiplenmesinde kullanilan primerler ciftleri, enzim kesim noktasi, enzimin

promotor bdlgesinde yer alan Pol 5 polimorfizminin

Ozelligi ve enzim kesim goruntusu Sekil 4.13'de verilmistir.
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Astimli ve saglikli bireylerin SCCA2 genotip sikliklari arasinda bir fark
bulunamamistir. Astimh grup kendi igerisinde atopik ve atopik olmayan seklinde
ayrildiginda da SCCA2 genotipleri arasinda bir fark bulunamamistir (Cizelge 4.3 ).

Cizelge 4.3. Saglikl, astimli, atopik astimli ve atopik olmayan astimli bireylerde
SCCAZ2 genotip dagilimi

Saghkh Astim p
N 145 177
SCCA2 genotipi
Normal (%) 9 (0,062) 12 (0,068) 5005
Heterozigot (%) 55 (0,379) 78 (0,441) P=%,
Homozigot (%) 81 (0,559) 87 (0,492)
SCCA2 genotipi Atopik (Astimh) Atopik

olmayan(Astimli) p>0,05

Normal (%) 10 (0,082) 2 (0,036)
Heterozigot (%) 53 (0,434) 25 (0,455)
Homozigot (%) 59 (0,484) 28 (0,509)

4.6. Eozinofillerde SCCA1 ifadesi

Daha once yapilan calismalarda Dr. Sule Cataltepe ve ekibi tarafindan lenfoid
dokularda SCCA geninin ifade edilmedigi gosterilmistir (Cataltepe et al., 2000).
Ancak allerjik inflamasyona 6zgu Th2 sitokin uyarilari ile kargilasildiginda astimin

anahtar hicresi olan eozinofillerdeki SCCA1 ifadesi bilinmemektedir.

Uyarilmamis eozinofillerden elde edilen RNA’dan RT-PZR teknidi ile cDNA sentezi
yapildi. SCCA1 1-6S ve SCCA . ortak 8AS primer ciftleri kullanilarak PZR
reaksiyonu gercgeklestirildi (Sekil 4.14).
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61324697
61324637

61324577
61324517
61324457
61324397
61324337
61324277
61324217
61324157
61324097
61324037
61323977
61323917
61323857
61323797
61323737
61323677
61323617
61323557
61323497
61323437
61323377
61323317
61323257
61323197
61323137
61323077
61323017
61322957

61322897
61322837
61322777
61322717
61322657

SCCAl Geni Chromosome:GRCh37:18:61321931:61330697:-

ACAAGCCATTTGTAGCTTGTGTAAAAGACTCTTTTATTCTTTCCCTTGCAGAAAAAATTA
AAAACCTAATT_AATACCACATTGGTTCTTGTGAACGCAA
SCCAl1 1-6S
TCTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAAGAAATTTAATAAAGAAGATACTAAAGAGGAAAAAT
TTTGGCCAAACAAGGTATTGTCTATATTTTATTTATATAATGTAATATGTTAATAAATTT
AAACATTTCTGATGGAATGTACCATGACAAGTAAAAAATAAAATTGTTCATGTCTGTTTT
TTTGTTGTTTTAGTCTTATAACTTTATTTAGTTAGGAATTCCTGAAGAAGCTATTGTCTC
TAACTCATTACATTCTTGGATTATTTCTTAAAAGAAGGATGTGTTGATATCTCAATAATA
TTATCTTTTTGCCTTGTGTCTCACTTGGTATTTGTTGGACACATTGATTTATTGTAGAAT
ACATACAAGTCCATACAGATGATGAGGCAATACACATCTTTTCATTTTGCCTCGCTGGAG
GATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCAAAGATCTAAGCATGATTGTG
TTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTCCAGAAGGTAAGAACTTGCATCTACAACTCTTCC
TTCTACTGCCTGACATTTTTCCAAAGATACCAAGTTTAAACAAGGTAAAAGCTGGTGACC
GAGTTGCCTCAAAATAATGAAAAATTCTAAATGAGGAATGATGACTCACCTTCATATTAC
AAAGATTTAAGCATAGGGCCTGACACAAACTGAAGGCATAGTTAATGATTAATTTATTAG
AGTTACATGCATTGGATATCAATTTAATGATATTATTATGCAGCAATTTAAACTTGACTG
GGAGAAATATATAGCAATGTGAGGAAAGTTTACGAATACACCAAGTAAAAAAGGGAATAG
AAATTTAGGAATTTGGGGAATTGCAATTTAATAATTGCAATGTGTACTAAATAATGTATA
CAGAAAAATAAGATGAGCCTATTAAAAATTGACACATGTAGTAGGCTGTTGGCACAAGAA
ATAGTGATATATATAGTTCATTGTGTACAAAATAATGTAATCATATTTTTACATGTGTAT
CATACAGTTGTATACATACATATGTACACATTACATATACATAAAAACTTGATTCTGTTT
ATACACATACACATATAACCCAATGTATTTATATATCCAGGACTCATATTTTGCCTATTA
GAATAATAATATCTAATAAAGTGAACCTTCTGTATTTCACATTTGTTGCCAAAATAAGGA
TTCTCCACATAGTCAATTCATTGTTAAGGTGTATTAGAAATCAACAGTTAGTCATATCAG
TTTCTTTTTTCCATTTGTATAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAATG
GACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACACGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAGT
GGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGGATATCTTCAA
TGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCGGGAGCCGCGGTCTCGTGCTATCTGGAGTCCT
ACACAAGGCCTTTGTGGAGGTTACAGAGGAGGGAGCAGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGT
AGTAGGATTCGGATCATCACCTACTTCAACTAATGAAGAGTTCCATTGTAATCACCCTTT
CCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTT
SCCA % ortak 8AS

.CGTAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTGGAAAATGTTCACCTGCAGATGTTCTGG
TAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTTTCTCATCTT
GATGATGATCGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCT
CTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTTCTTCCAGAAAAATTCTCCTTGAGGAAAAA
TGTCCAAAATAAGATGAATCACTTAATACCGTATCTTCTAAATTTGAAATATAATTCTGT

1

61324638
61324578

61324518
61324458
61324398
61324338
61324278
61324218
61324158
61324098 }
61324038
61323978
61323918
61323858
61323798
61323738
61323678
61323618
61323558
61323498
61323438
61323378
61323318
61323258
61323198 )
61323138
61323078
61323018
61322958
61322898

61322838
61322778

61322718
61322658 ~
61322598

Sekil 4.14. SCCA1 geni 6,7 ve 8. ekzon bdlgeleri ve RT-PZR’de kullanilan ileri ve ters

primerler sekil Gzerinde gosterilmistir. Kirmizi ile betimlenmis diziler ekzon bdlgelerini

gOstermektedir. Yesil ile betimlenmis bdlgeler primer ciftlerini, renksiz olan DNA dizileri

ekzon bolgelerinin arasinda kalan intron bolgelerini gostermektedir.

Hem uyariimamis hem de IL-4 ve IL-13 ile uyariimis eozinofillerde uyariimis

ezozinofillerde SCCA1 ifadesi saptanmadi. Pozitif kontrol olarak SCCA1 vektoru

ile transfekte edilmis ve IL-4 ve IL-13 ile uyariimig A549 hicreleri kullanildi (Sekil
4.15).
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A)

61324697
61324637

61324577
61324517
61324457
61324397
61324337
61324277
61324217
61324157
61324097
61324037
61323977
61323917
61323857
61323797
61323737
61323677
61323617
61323557
61323497
61323437
61323377
61323317
61323257
61323197
61323137
61323077
61323017
61322957

61322897
61322837
61322777
61322717
61322657
61322597
61322537
61322477

SCCA1 Geni Chromosome:GRCh37:18:61321931:61330697:-1

ACAAGCCATTTGTAGCTTGTGTAAAAGACTCTTTTATTCTTTCCCTTGCAGAAAAAATTA
AAAACCTAATTCCTCAACCTAATATTCCCACCAATACCACATTGGTTCTTGTGAACGCAA
SCCA1 1-6S

TCTATTTCAAAGGGCAGTGGGAGAAGAAATTTAATAAAGAAGATACTAAAGAGGAAAAAT
TTTGGCCAAACAAGGTATTGTCTATATTTTATTTATATAATGTAATATGTTAATAAATTT
AAACATTTCTGATGGAATGTACCATGACAAGTAAAAAATAAAATTGTTCATGTCTGTTTT
TTTGTTGTTTTAGTCTTATAACTTTATTTAGTTAGGAATTCCTGAAGAAGCTATTGTCTC
TAACTCATTACATTCTTGGATTATTTCTTAAAAGAAGGATGTGTTGATATCTCAATAATA
TTATCTTTTTGCCTTGTGTCTCACTTGGTATTTGTTGGACACATTGATTTATTGTAGAAT
ACATACAAGTCCATACAGATGATGAGGCAATACACATCTTTTCATTTTGCCTCGCTGGAG
GATGTACAGGCCAAGGTCCTGGAAATACCATACAAAGGCAAAGATCTAAGCATGATTGTG
TTGCTGCCAAATGAAATCGATGGTCTCCAGAAGGTAAGAACTTGCATCTACAACTCTTCC
TTCTACTGCCTGACATTTTTCCAAAGATACCAAGTTTAAACAAGGTAAAAGCTGGTGACC
GAGTTGCCTCAAAATAATGAAAAATTCTAAATGAGGAATGATGACTCACCTTCATATTAC
AAAGATTTAAGCATAGGGCCTGACACAAACTGAAGGCATAGTTAATGATTAATTTATTAG
AGTTACATGCATTGGATATCAATTTAATGATATTATTATGCAGCAATTTAAACTTGACTG
GGAGAAATATATAGCAATGTGAGGAAAGTTTACGAATACACCAAGTAAAAAAGGGAATAG
AAATTTAGGAATTTGGGGAATTGCAATTTAATAATTGCAATGTGTACTAAATAATGTATA
CAGAAAAATAAGATGAGCCTATTAAAAATTGACACATGTAGTAGGCTGTTGGCACAAGAA
ATAGTGATATATATAGTTCATTGTGTACAAAATAATGTAATCATATTTTTACATGTGTAT
CATACAGTTGTATACATACATATGTACACATTACATATACATAAAAACTTGATTCTGTTT
ATACACATACACATATAACCCAATGTATTTATATATCCAGGACTCATATTTTGCCTATTA
GAATAATAATATCTAATAAAGTGAACCTTCTGTATTTCACATTTGTTGCCAAAATAAGGA
TTCTCCACATAGTCAATTCATTGTTAAGGTGTATTAGAAATCAACAGTTAGTCATATCAG
TTTCTTTTTTCCATTTGTATAGCTTGAAGAGAAACTCACTGCTGAGAAATTGATGGAATG
GACAAGTTTGCAGAATATGAGAGAGACACGTGTCGATTTACACTTACCTCGGTTCAAAGT
GGAAGAGAGCTATGACCTCAAGGACACGTTGAGAACCATGGGAATGGTGGATATCTTCAA
TGGGGATGCAGACCTCTCAGGCATGACCGGGAGCCGCGGTCTCGTGCTATCTGGAGTCCT
ACACAAGGCCTTTGTGGAGGTTACAGAGGAGGGAGCAGAAGCTGCAGCTGCCACCGCTGT
AGTAGGATTCGGATCATCACCTACTTCAACTAATGAAGAGTTCCATTGTAATCACCCTTT
CCTATTCTTCATAAGGCAAAATAAGACCAACAGCATCCTCTT!

SCCA 'z ortak 8AS
CCCGTAGATGCAATTAGTCTGTCACTCCATTTGGAAAATGTTCACCTGCAGATGTTCTGG
TAAACTGATTGCTGGCAACAACAGATTCTCTTGGCTCATATTTCTTTTCTTTCTCATCTT
GATGATGATCGTCATCATCAAGAATTTAATGATTAAAATAGCATGCCTTTCTCTCTTTCT
CTTAATAAGCCCACATATAAATGTACTTTTTCTTCCAGAAAAATTCTCCTTGAGGAAAAA
TGTCCAAAATAAGATGAATCACTTAATACCGTATCTTCTAAATTTGAAATATAATTCTGT
TTGTGACCTGTTTTAAATGAACCAAACCAAATCATACTTTTTCTTTGAATTTAGCAACCT
AGAAACACACATTTCTTTGAATTTAGGTGATACCTAAATCCTTCTTATGTTTCTAAATTT
TGTGATTCTATAAAACACATCATCAATAAAATAGTGACATAAAATCATTTTTGCTTTACA

61324638
61324578

61324518
61324458
61324398
61324338
61324278
61324218
61324158
61324098
61324038
61323978
61323918
61323858
61323798
61323738
61323678
61323618
61323558
61323498
61323438
61323378
61323318
61323258
61323198
61323138
61323078
61323018
61322958
61322898

61322838
61322778
61322718
61322658
61322598
61322538
61322478
61322418

J

Ekzon 6

Ekzon 7

B) 1

SCCA1

Siklofilin

Ekzon 8

Sekil 4.15. SCCA1 geni ekzon 6,7 ve 8 bolgeleri kirmizi kullanilan ileri ve ters primerler yesil ile betimlenmistir (A). Eozinofil
kaltirlerinde SCCA1 RT-PCR sonucu, bos su 6rnegi (1), uyariimamig eozinofil kultura (2) IL4+IL13 ile uyariimis eozinofil kalturd (3), ILS
ile uyariimis eozinofil kultirt (4), IL4+IL5 ile uyariimis eozinofil kultart (5), IL13+IL5 ile uyariimis eozinofil kiltart (6), IL4+IL13+IL5 ile
uyariimig eozinofil kultard (7) ve SCCA1 ile transfekte edilmis ve IL4+IL13 ile uyariimis A549 hucreleri (8), (B)
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4.7. SCCA1 pcDNA Ekspresyon Vektoru ile Transfekte Edilmis A549 Hiicre
Lizatlarinin Western Blot Sonucu

SCCA1 ifade vektoru ile transfekte edilmis A549 hucrelerinde SCCA1 proteinin
sentezlendigi Western blot yontemi kullanilarak dogrulanmistir (Sekil 4.16). izole
edilen SCCA1 proteinin, rekombinant protein ve serviks kanserinden elde edilen
dogal proteine gore daha agir olmasinin sebebi, transfeksiyonda kullanilan
vektorun SCCA1 genine ilave olarak Glutatyon S transferaz genini icermesidir.
Transfeksiyonda kullanilan vektér Harvard Universitesi Brigham and Women’s

Hospital’dan Dr. Sule Cataltepe tarafindan temin edilmistir.

: 72 kDA

~40 kDA

—— # f— 0 ~45 kDA

Sekil 4.16. insana kars! farede (retilen monoklonal antikoru kullanilarak SCCA1
proteinin Western Blot teknigiyle gosterilmesi: Rekombinant SCCA1 proteini (1),
serviks kanser doku ornegi (2) ve GST-SCCA1 vektoru ile transfekte edilmis A549

hicrelerinden elde edilen protein (3), A549 hicresi (4).
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4.8. SCCA1’in, Hidrojen Peroksit (H,0,) Tarafindan indiiklenen Hiicre Oliimii
(Olasi Apopitoz) Uzerine Etkisi

Artan HyO, kosullarinda SCCA1 ifade vektoru ile transfekte edilmis A549
hicrelerinde hicre canhliginin transfekte edilmemis hucrelere gére daha yuksek
oldugu; diger bir ifadeyle SCCA1’in hucreleri hicre 6limine (olasi apopitoza)
karsi korudugu hem MTT hem de Anneksin V/Pl boyama yontemiyle gosterilmistir
(Sekil 4.17 A-D).

3 3q
= E
£, ] el T = F
E 4 2 1
% — o e 14
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o 1 °
o 1]
us Ab549 125 250 500
0 ! ! ! ! SCCA1 transfeksiyon - + * +
US AB49 125 250 500 H,0, WM
H;O0; puM
C) D)
150+
150
3 i —
£ 100 == < 1004
2 = T 2 =1 T
: = g 1
HE 8 50-
o ®
.0 o
£ E
0 1 L] 1 1 0 T T L] L]
Us Asqg 125 250 500 US A549 125 250 500
H,0, UM SCCA1 transfeksiyon . + + +
H;05 uM

Sekil 4.17. SCCA1 proteininin hiicre 6limii (apopitoz) tizerine olan etkisi A) Artan H,O, kosullarinda
A549 hicrelerinde MTT yodntemi ile hlcre canlihginin belirlenmesi B) SCCA1 ile transfekte A549
hicrelerinde artan H,O, kosullarinda SCCA1’in hiicre canlihgi Uzerine etkisinin MTT yontemi ile
gosterilmesi C) Artan H,O, kosullarinda A549 hicrelerinde Anneksin V/PI ydntemi ile hiicre canlihginin
belirlenmesi D) SCCA1 ile transfekte A549 hicrelerinde artan H,O, kosullarinda SCCA1’in hiicre

canlihgi Gzerine etkisinin Anneksin V/Pl yontemi ile gosterilmesi (Tek yonli ANOVA, p<0,05)

66



4.9. Notrofil Elastaz ile Muamele Edilmig Alveolar Epitel Hucre Kiiltiirinde
SCCA1’ in MUC5AC ifadesi Uzerine Etkisi

RT-PZR sonucunda transfeksiyon ile ortaya ¢ikarilan ve IL-4 ve IL-13 ile artirilan
SCCA1 ifadesinin, hem bazal dizeyde olusan hem de nétrofil elastaz tarafindan
uyarilan MUCS5AC Uretimini 6nemli odlgide azalttigi transkripsiyonel dizeyde
gosterilmistir (Sekil 4.18).
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Bagil ifade Diizeyi
MUCS5ACISiklofilin

A549 hucreleri

SCCA1 ile transfekte edilmis

A549 hicreleri

NE ile uyariimig A549 hicreleri

NE ile uyariimig, SCCA1 ile
transfekte edilmis A549

hilcreleri

IL-4 ve IL-13 ile uyariimis
A549 hucreleri

IL-4 ve IL-13 ile uyariimis,
SCCA1 ile transfekte edilmis
A549 hucreleri

NE ve IL-4 ve IL-13 ile
uyariimis A549 hucreleri

IL-4 ve IL-13 ile uyariimis,
SCCA1 ile transfekte edilmis
A549 hucreleri —

Sekil 4.18. SCCA1’in A549 hucrelerinde, uyariimamig, NE ile uyariimig ve IL-4, IL-13 ile

uyariimis kosullarda Muc5AC geni ifadesi Uzerine etkisi.
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5. TARTISMA

Astim hava yollarinin asiri duyarhligi ve daralmasi ile karakterize edilen kronik bir
solunum sistemi hastaligidir. Astim hastaliginin daha iyi anlasilabilmesi igin
oncelikli olarak astimli bir hastada hava yollarinda meydana gelen patolojik
olaylarin bilinmesi gereklidir. Inflamatuvar hiicrelerin gérev aldigi inflamasyon,
epitel hicre hasari ve hava yolu daralmasina yol agan asiri mukus dretimi astim
hastalarinda goézlenen genel patolojik bulgulardir. Astim hastaliginin, bireyin
genetik yapisi ve c¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu meydana geldigi

dusunulmektedir.

immiinolojik olarak astimda Th2 hiicrelerinin aktif oldugu ve bu hiicrelerden
salinan IL-4 ve IL-13’Gn astim patolojisinde oOnemli gorevler Ustlendigi
bilinmektedir. Yakin zamanda, brong epitel hicreleri ile yapilan bir calismada IL-4
ve IL-13 ile uyarilan hucrelerde, Skuamoz Hulcre Karsinoma Antijenlerinin (SCCA1
ve SCCAZ2) ifadesinin yaklasik 20 kat arttigi bildirilmistir (Yuyama et al., 2002).

SCCA1 ve SCCA2 proteinleri, kan pihtilagsmasi, fibrinlerin pargalanmasi,
anjiogenez, apopitoz, mikrobiyal enfeksiyon ve inflamasyon gibi birgok biyolojik
olayda rol oynayan serpin protein ailesinin Gyeleridir (Van Gent et al.,2003). ilk
defa Serviks Skuamoz Kanser hucrelerinden izole edilen bu proteinlerin timor
hicrelerinde apopitoz ve NK hicre gogunu engelledigine dair bulgular

bulunmaktadir (Suminami et al., 2001).

SCCA1 ve SCCA2 proteinlerinin astim patolojisi ile ilgili olabilecegine dair
calismalar bulunmasina karsin eldeki bilgiler son derece sinirli ve mekanizmayi
aciklamak igin yetersizdir. Bu tez calismasinin amaci, SCCA proteinlerinin
astimdaki fizyolojik yerini tanimlamak ve henlz tam olarak anlasilamamis olan

astim patogenezinin agiklanmasina katkida bulunmaktir.

Bu calismada SCCA1 ve SCCA2 genlerinin astimla iligkili genetik varyantlarini
belirlemek amaciyla SCCA1 ve SCCAZ2 genlerine ait promotor, 5' UTR ve ekzon 1

bdlgelerinin DNA dizi analizi yapilmistir.

DNA dizi analizi sonucunda, SCCA1 geninin promotor bolgesinde dort adet tek

nakleotit degisikligi bulunmustur. Bu dort polimorfizmin %10’dan daha yuksek
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siklikta bulundugu ve birlikte kalitildigi belirlenmistir. Bulunan polimorfizmler
promotor bolgede genin transkripsiyon baslama noktasina olan uzakligina goére
uzak promotordan yakin promotor bdlgesine dogru Pol 1, Pol 2, Pol 3 ve Pol 4
seklinde numaralandirilarak gdsterilmistir ve bu polimorfizmlerin motif yapilari Pol
1- GAA[A/G]JATG, Pol 2-CCT[A/G]ATA, Pol 3- CAT[T/IC]GGA, Pol 4-
GAG[A/G]CTT seklindedir.

SCCA2 geninin promotor bdlgesinin DNA dizi analizi sonucunda; sikligi %10’un
uzerinde oldugu saptanan bir adet tek nukleotit polimorfizmi gosterilmistir.
Promotor bolgenin transkripsiyon baslama noktasina olan uzakligina bagl olarak
goreceli olarak daha yakin promotor bdlgede Pol 5 olarak adlandirilan bu
polimorfizm TTG[G/T]TTT motifine sahiptir.

Ayrica SCCA1 geninin translasyona ugramayan 1. ekzonunda bir astimh hastada
tek nikleotit polimorfizmi (Pol 6- GAG[G/A]JGAG) bulunmustur. Onemli bir nokta
olarak; Ensembl'da (www.ensembl.org) Ekzon 1 olarak adlandirilan bu bdlge
Hamada ve arkadaslarinin ¢alismasinda promotor bdlgesi olarak belirtiimektedir
(Hamada et al., 2001).

SCCA1 ve SCCA2 genlerinin gosterdikleri yiksek homoloji (nukleotit dizeyinde %
92) nedeniyle bu g¢alismada , PZR ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler her
iki genin birbirinden fakhlik gosterdigi bolgeler goz 6nune alinarak secilmigtir. Dizi
analiz sonuclarinin SCCA1 ya da SCCA2 genine 6zgul olup olmadig! bu iki gen
arasindaki farkh nukleotit dizilerinin karsilastiriimasi ile kontrol edilmistir. SCCA1
geninin promotor bolgesinde yer alan Pol 1, Pol 3 ve Pol 4 polimorfizmlerinin

varhgi ilk defa bu ¢galismada gosterilmistir.

SCCA1 ve SCCAZ2 geni promotor bdlgesinde yer alan polimorfizmlerin frekanslari
incelendiginde; SCCA1 geninin promotor bodlgesinde yer alan birbirine bagh dort
polimorfizmin gorilme sikligi astimhi ve saglkh bireyler arasinda farkh
bulunmamistir. Ancak astimli bireyler kendi igerisinde atopik ve atopik olmayan
seklinde ayrildiginda atopik astimli bireylerde atopik olmayan astimli bireylere
gbre daha yuksek siklikta homozigot polimorfizmin varligi saptanmistir. SCCA2
geninin promotor bdlgesinin genotiplemesi sonucunda ise saglikli, atopik astimli
ve atopik olmayan astiml bireylerde polimorfizm goértulme sikliklari arasinda fark

bulunamamisgtir.
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Astimda etkili inflamatuvar hulcrelerden eozinofillerde SCCA1 protein ifadesi
uyarilmamis ve sitokinlerle uyariimis duzeylerde incelenmis ancak SCCA1 protein
ifadesi eozinofillerde bulunamamigtir. SCCA1 proteininin hucredeki biyolojik
gorevlerini ortaya koymak amaciyla hidcre o6limu (apopitoz) Uzerine etkisi
arastinimis ve pcDNA SCCA1 ifade vektéri ile transfekte edilmis A549
hacrelerinde oksidan bir uyarici olan hidrojen peroksit ile uyariimig hicre olumu
(olasi apopitoz) uzerine SCCA1 proteininin koruyucu etkisine dair bulgular elde
edilmigtir. Diger yandan astim patolojisinde 6nemli yeri olan musin salinimi Uzerine
SCCA1 proteininin etkisi A549 hlicre kultur sisteminde incelenmis ve SCCA1
proteininin MUCS5AC geninin ifadesini transkripsiyon dizeyinde baskilayici etkisi

oldugu saptanmisgtir.

SCCA1 geninin promotor bolgesinde bulunan dort nukleotit degdisikligi astimh ve
saglikli bireylerde PZR-RFLP teknigi kullanarak genotiplendirildiginde iki grup
arasinda bir fark bulanamamasina karsin; astimh grup kendi igerisinde atopik ve
atopik olmayan seklinde ayirildiginda atopik grupta homozigot polimorfizm tasima
sikhginin daha yuksek oranda oldugu gorulmustur (p=0,038). Astimhi ve saglikl
bireylerden elde edilen genotiplendirme sonuglari tek basina degerlendirildiginde
hastalik-genetik varyant iliskilendiriimesinin yapilamayacagi gorilmektedir. Ancak
astim hastalari kendi icerisinde gruplandirildiginda atopik bireylerde belirtilen
homozigot polimorfizmlerin varliklari bakimindan hastalik-genetik varyant iligkisinin
olabilece@i dusunulmektedir. Bununla birlikte, bu iligskinin yalnizca genetik ve
cevresel riskler nedeniyle sadece astimli atopik bireyler icin mi gecerli oldugu,
yoksa saglikli (atopik saglikli, atopik olmayan saglikli) bireyler icinde gecerli olup
olmadigi ortaya konulamamistir. Saglikli bireyler icerisinde yer alan atopik grup ve
atopiye sahip olmayan grubun bu polimorfizmler i¢in degerlendiriimeleri gereklidir.
Nishi ve arkadaglari caligmalarinda akut astimli ve saglhkh c¢ocuklarin
serumlarinda SCCA protein seviyelerini karsilastirmig, saglikli ve astimh bireyler
arasinda bir fark tespit edememiglerdir. Ancak, hastaligin akut ve iyilesme
doneminde astimli  ¢ocuklarin  serumlarindaki SCCA protein duzeyleri
olculdugunde iyilesme donemindeki protein duzeyinin anlamh olarak daha dusuk
oldugu bulunmustur. SCCA proteinlerinin astimin siddeti ile iligkili olabilecegi bu
calismada gosterilmesine karsin ¢alisma grubunda yer alan astiml bireylerin atopi

yonunden bilgileri bulunmamaktadir (Nishi et al., 2005). SCCA proteinlerinin atopi
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ile iliskilendirildigi Mitsuishi ve arkadaslarinin ¢alismasinda; serum SCCA duizeyi
Th2 tip inflamasyon ve AD hastalarinin klinik siddetleri ile iligskilendirilmistir. Ancak
bu ¢alisma grubunda da AD’li hastalar astim yoninden arastirilmamistir (Mitsuishi
et al., 2005). Bugune kadar yapilan calismalar incelendiginde, SCCA protein
duzeyleri atopi ve astim ile ayri ayr iligkilendiriimesine kargin astimli hastalarda
atopinin SCCA diizeyi ile olan iligkisini gdsteren bir calismaya rastlanamamistir. ilk
defa bu galigmada, astim ile iligkili olabilecek genetik varyasyonlar tanimlanmis ve

bunun atopik astimla iligkili olabilecegi 6ngoérulmustar.

Bu calismada SCCA1 genine ait promotor bdlgede saptanan polimorfizmler
goreceli olarak uzak promotor dizisi igerisinde yer almaktadir. Literatirden elde
edilen veriler, genellikle gen yapilarina ait promotor dizilerinin ' UTR bolgesinden
itibaren uzak promotor bolgesine dogru ortalama 500 bazlik kismin transkripsiyon
aktivitesini etkileme agisindan daha aktif konsensus diziler igerdigini gostermesine
karsin bu vyapilanmanin bir genden digerine degiskenlik gosterdigi de

bilinmektedir.

Promotorlar, transkripsiyon iglemi igin tanima noktasi olarak gorev yapan dizilerdir
ve transkripsiyonun bazal seviyede baslamasi igin gerekli bolgeyi temsil ederler.
Okaryotik genlerin promotor dizileri genellikle ylzlerce niikleotit uzunlugundadir ve
yerlesimi, organizasyonu degisebilen birimlerdir. Promotor dizilerindeki
mutasyonlar gen ifadesinin baglamasina ve etkinligini azaltmaya ya da
yukseltmeye neden olabilir. Genler, promotor elementlerinin c¢esidi, sayisi,
yerlesimi agisindan farklhidir. Diger yandan silensir ya da enhensir (sessizlestirici
ya da artirici) olarak adlandirilan DNA dizileride genlerin transkripsiyonlarinin

kontrolinde en az promotor dizileri kadar dnemlidir.

Bu calismada SCCA1 geninin promotor bdlgesine ait yaklasik 1000 bazlik
nukleotit dizisinin analizi gergeklegtiriimistir. Literaturde bu gene ait promotor
dizilerinin hangi konsensus dizilerini igerdigi ve bunlarin yerlesimlerinin nerelerde
olduguna dair bulgular son derece yetersizdir. Bu calismada saptanan
polimorfizmler herhangi bir genin promotor bdlgesinde genellikle rastlanabilen
TATA, CAAT ve GC kutularn gibi ¢ok dnemli cis-akting (cis- acting) elementlerin
yer alabildigi proksimal promotor bdlgeye gore goreceli olarak distal ugta yer

almaktadir. Bu agidan bakildiginda saptanan polimorfik degisimlerin herhangi bir
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konsensus dizinin bir elementinin olup olmadigi ya da SCCA1 genine 6zgu ve
transkripsiyonu etkileyen fakat yerlesim olarak distal yapilanma gosteren trans-
akting (trans-acting) elementlerin baglanma dizilerinin icerisinde yer alip

almadiklari arastirma konusu olmalidir.

SCCA2 geninin promotor bdlgesinde bulunan Pol 5 olarak adlandirilan ve
TTG[GI/T]TTT) motifine sahip tek nukleotit degisikligi, PZR-RFLP ydntemi
kullanilarak astimli ve saglikli bireylerde arastiriimis ve genotip sikliklari arasinda
bir fark bulunamamistir. Astimli grup kendi igerisinde atopik ve atopik olmayan
seklinde ayrildiginda da bu iki grubun polimorfizmi tagsima sikliklari arasinda bir
fark bulunamamigtir. SCCA2 promotor bdlgesinde bulunan Pol 5 tek nulkleotit
degisikliginin promotor aktivitesi Uzerine etkisi in-vitro hucre kultur kosullarinda
Suminami ve arkadaslarn tarafindan calisiimistir (Suminami et al.,2005).
Suminami ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada G/T tek nukleotit
degisikliginin yeri promotor bodlgede -337. pozisyon olarak gdsterilmistir.
Normal ve homozigot degisikligi tasiyan IUsiferaz vektorlerinin promotor
aktivitelerinin kargilastiriimasi sonucunda, homozigot polimorfizm tasiyan lUsiferaz
vektor klonlarinda aktivitenin normale gore dusuk oldugunu bulunmustur. Promotor
aktiviteleri arasinda goézlenen farkin transkripsiyon baglanma faktorlerinden
kaynaklanabilecegini ve tek nukleotit degisikliginin bulundugu bdlgenin
transkripsiyon faktorlerinden CCAAT/enhensir baglama proteini igin konsensus
baglanma dizisi igerdigi gosterilmistir. Promotor aktivitesinde goértlen azalmanin,
tek ndkleotit degisikligi nedeniyle CCAAT ya da baska bir transkripsiyon
faktorinin baglanma etkiniliginin azalmasi sonucunda olabilecedi dngorilmustir
(Suminami et al.,2005).

Atopik astimli, atopik olmayan astimli ve saglikli bireylerin SCCA2 genotip
sikliklari arasinda bir fark bulanamadigindan astimla iligkili hicresel
mekanizmalarin agiklanmasina yonelik calismalar SCCA1 proteini ile devam

edilmistir.

SCCA1 proteinin insan Skuamoz Hulcre Kanserlerinde (SCC) ylksek miktarda
arttigi; anti-kanser ilaglari ve TNF-a ile induklenen apopitozu baskiladigi
gosterilmistir. Bu etkinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 uzerinden gercgeklestigi

ongorulmektedir (Suminami et al., 2000). Radyasyon uygulamasi sonucunda
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indUklenen apopitoz Gzerinde de SCCA1 proteinin baskilayici etkisi gdsterilmistir.
Bir diger calismada keratinosit hucrelerinde UV ile induklenen apopitozu SCCA1
proteininin c-JunNH, — terminal kinaz-1 (JNK1) baskilanmasi yoluyla engellendigi
bulunmustur (Katagiri et al., 2006). Bu tez ¢alismasinda, SCCA1 proteininin A549
hicrelerinde hidrojen peroksit (H20O;) ile indiklenen hiicre o6limine (olasi
apopitoza) kargi koruyucu etki gosterdigi bulunmustur. Astimli bireylerin akciger
epitel hdcrelerinde hucre dlumunun baskilanmasi sonucu artan hicre omrd, bu
hucreler tarafindan salinan sitokin ve kemokinlerin daha uzun sureyle
salinmalarina yol acgabilecek ve bdoylelikle patolojinin siddeti ve devamhligi
etkilenebilecektir. SCCA1 proteinin akciger epitel htcrelerinde hicre o6lUmu
uzerine olan etkisi gosteriimesine kargin bu etkinin hangi yol Uzerinden

gerceklestigine dair elimizde kesin bir sonu¢ bulunmamaktadir.

Akciger patolojisinde dnemli bir diger faktor de mukus Uretimidir. Saglikli bireylerde
mukus epitel hicrelerinin Uzerini kaplamakta ve epitel hicrelerini dis etkilere karsi
korumaktadir. Ancak astim hastalarinda mukus uretimindeki dengenin bozulmasi
sonucunda artan mukus dretimi hava yolunda daralmaya ve akciger
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agmaktadir (Rogers et al., 2007). Notrofiller kronik
bronsit, kistik fibroz ve astiminda dahil edilebilecegi birgok inflamatuvar akciger
hastaliinda yer almaktadir. Notrofiller salgiladiklari ¢esitli araci (mediator)
molekullerle astim patolojisinde rol almaktadirlar. Notrofillerin salgiladiklari notrofil
elastaz (NE), Katepsin G gibi proteazlar mukus uretimi Uzerine artirici bir etkiye
sahiptir (Park et.al 2005). Hava vyollarinda salgilanan mukus, lipidlerin,
glukokonjugantlarin ve proteinlerin bir araya gelmesiyle olusmustur. Saglikli bir
kiside mukusun %2’lik kismint musin (MUC) proteinleri olugturmaktadir. Bugline
kadar tanimlanmis 17 musin geni vardir ve bunlarin igerisinde MUCS5AC yuzey
epitelindeki goblet hlcrelerinde yluksek miktarda ifade olmaktadir (Thornton et al.,
2008). Bir serin proteaz olan nétrofil elastazin A549 akciger epitel hicrelerinde
MUCSAC ifadesi ve salinimini transkripsiyonal ve protein duzeyinde artirdigi daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Voynow et al., 1999; Fisher and Voynow,
2000). Serin proteaz inhibitori olan SCCA1 proteinin akcigerdeki mukus uretimi
Uzerine olan etkisi ile ilgili bir calisma literatur bilgilerinde bulunamamistir. Bu tez
calismasi kapsaminda SCCATin akcigerde ifade olan musinlerin en

onemlilerinden MUCS5AC proteini uzerine olan etkisi transkripsiyonel duzeyde

74



incelenmis; bazal ve nétrofil elastaz ile uyariimis dizeydeki MUCS5AC uretimini
baskiladigi gosterilmistir. Musin ifadesini artirdigi gosterilmis olan IL-4 ve IL-13
sitokinlerinin (Dabbagh et al., 1999; Thai et al., 2005) varliginda notrofil elastazli
ve notrofil elastazsiz kosullarda SCCA1 proteinin etkisine bakilmis ve MUC5AC
transkripsiyonunun azaldigi  bulunmustur. Ancak hem bazal duzeyde hem de
uyariimis duzeyde MUCS5AC ifadesinde gozlenen azalmanin SCCA1’in proteaz
inhibisyon mekanizmasi yoluyla mi yoksa farkli bir mekanizma yoluyla mi
gerceklestigini soyleyebilecek veriler elimizde bulunmamaktadir. Ancak 6zellikle
epitel hudcrelerinde dogal olarak koruyucu bir roli olan, astimli bireylerde ise
patolojiyi siddetlendirici 6zelligi bulunan mukus uretim fizyolojisi Uzerinde SCCA1

proteinin yerinin ortaya g¢ikartilmasi son derece 6nemli olacaktir.

Tez galismasi kapsaminda diger bir galismada, astim patolojisinde dnemli bir yeri
olan eozinofillerde SCCA1 geninin arastinimistir. SCCA1 geninin ifadesi
uyariilmamis ve sitokinlerle (IL-4, IL-5 ve IL-13) uyarimis dizeyde eozinofil
hicrelerinde transkripsiyonel duzeyde incelenmisg ve kullanilan hucre kultru
kosullarinda SCCA1 ifadesi saptanamamistir. Buna karsin inflamasyonla birlikte
serumda SCCA1 dlzeyindeki artisa neden olabilecek diger inflamatuvar
hicrelerdeki SCCA1 varhigi bu tez kapsaminda incelenmemistir. Mast hucreleri,
noétrofiller gibi astim patolojisinde dnemli yere sahip hiicrelerde SCCA1 geninin
ifadesinin arastirlmasi inflamasyonda artan SCCA1 seviyesini agiklamada

yardimci olabilecektir.

Elde ettigimiz veriler gostermektedir ki SCCA1 proteini farkli metabolik yollar
uzerinde etkili olmaktadir. SCCA1 proteinin oynadigi rolu yalnizca proteazlarin
inhibisyonu ile aciklamak olduk¢a zor goérinmektedir. Keratinosit hlcrelerinde
JUNK1 proteinine baglanarak apopitozu engelledigini gésteren yayinlar SCCA1
proteinin proteaz inhibitor mekanizmasi diginda da iglevsel role sahip oldugu
ongorusunu desteklemektedir. Astim patolojisinde farkli hdcresel yollar Gzerine
olan olasi etkileri disunuldiginde; SCCA1 proteininin astimda daha iyi ¢aligiimasi

ve anlasiimasi gereken yeni bir oyuncu oldugu fikrini dogurmaktadir.

75



6. KAYNAKLAR

Abbas, A.K., Lichtman, A.H., Pillai S., 2007a, Cellular and Molecular
Immunology, 283-284.

Abbas, A.K., Lichtman, A.H., Pillai S., 2007b, Cellular and Molecular
Immunology, 293-294 p.

Abbas, A.K., Lichtman, A.H., Pillai S., 2007c, Cellular and Molecular
Immunology, 491 p.

Akimoto, T., Numata, F., Tamura, M., Takata, Y., Higashida, N., Takashi, T.,
Takeda, K., Akira, S., 1998, Abrogation of bronchial eosinophilic
inflammation and airway hyperreactivity in signal transducers and
activators of transcription (STAT)6-deficient mice, J. Exp. Med.,187, 1537-
42.

American Lung Association web sitesi, http://www.lungusa.org/

Andree, H.A.M., Reutelingsperger, C.P.M., Hauptmann, R., Hemker, H.C,,
Hermens, W.T., Willems, G.M., 1990, Binding of vascular anticoagulant c~
(VACc~) to planar phospholipidbilayers, J. Biol. Chem., 265:4923-4928.

Arnaldo, C., 2008, Pediatric Allergy, Asthma and Immunology, Springer Press,
732p.

Asokananthan, N., Graham, P.T., Stewart, D.J., Bakker, A.J., Eidne, K.A,,
Thompson, P.J., Stewart, G,A., 2002, House dust mite allergens induce
proinflammatory cytokines from respiratory epithelial cells: the cysteine
protease allergen, Der p 1, activates protease-activated receptor (PAR)-2
and inactivates PAR-1, J. Immunol., 169:4572-8.

Beuther, D.A., Weiss S.T., Sutherland, E.R., 2006, Obesity and asthma. Am J
Respir. Crit. Care. Med. , Jul 15;174(2):112-9. Epub 2006 Apr 20.

Bochner, B. S., Undem, B. J., & Lichtenstein, L. M. ,1994, Immunological
aspects of allergic asthma. Annu Rev Immunol, 12: 295-335.

Bolli J.A., Doering D.L., Bosscher J.R., Day T.G. Jr, Rao C.V., Owens K., Kelly
B., Goldsmith J., 1994, Squamous cell carcinoma antigen: clinical utility in
squamous cell carcinoma of the uterine cervix, Gynecol Oncol.,
Nov;55(2):169-73.

76



Calhoun, W.J., Murphy, K., Stevens, C.A., Jarjour, N.N., Busse, W.W., 1992,
Increased interferon-y and tumor necrosis factor-a in bronchoalveolar
lavage (BAL) fluid after antigen challenge in allergic subjects, Am. Rev.
Respir. Dis., 145: A638 .

Campbell B., De'Ambrosis B., 1990, Squamous cell carcinoma antigen in
patients with cutaneous disorders, J. Am. Acad. Dermatol., 22:639-42.
Cataltepe, S., Gornstein, E.R., Schick, C., Kamachi, Y., Chatson, K., Fries, J.,
Silverman, G.A., Upton, M.P., 2000, Co-expression of the squamous cell
carcinoma antigens 1 and 2 in normal adult human tissues and squamous

cell carcinomas, J. Histochem. Cytochem., 48:113-22.

Coffman, R.L., Ohara, J., Bond, M.W., Carty, J., Zlotnik, A., Paul, W.E., 1986, B
cell stimulatory factor-1 enhances the IgE response of lipopolysaccharide-
activated B cells, J. Immunol ., 136:4538-4541.

Corrigan, C.J, Kay, A.B., 1990, CD4 T-lymphocyte activation in acute severe
asthma: relationship to disease severity and atopic status, Am. Rev.
Respir. Dis., 141:970-7.

Celik, G.E. , 2004, Astim epidemiyolojisi ve risk faktorleri. Astim Tani ve
Tedavi. Guncel Akciger Hastaliklari Serisi: 10. Ankara: Bilimsel Tip
Yayinevi, 9-37.

Dabbagh, K., Takeyama, K., Lee, H.M., Ueki, I.F., Lausier, J.A., Nadel, J.A,,
1999, IL-4 induces mucin gene expression and goblet cell metaplasia in
vitro and in vivo, J Immunol., May 15;162(10):6233-7.

Duk, J.M., de Bruijn, H.W., Groenier, K.H., Hollema, H., ten Hoor, K.A., Krans
M., Aalders J.G., 1990, Cancer of the uterine cervix: sensitivity and
specificity of serum squamous cell carcinoma antigen determinations,
Gynecol Oncol. Nov;39(2):186-94.

Enelow, R.,Baramki, D.F., Borish L.C., 2004, Inhibition of effector T
lymphocytes mediated through antagonism of IL-4. J. Allergy Clin.
Immunol. , 113:560-562.

Fischer B, Voynow J., 2000, Neutrophil elastase induces MUC5AC messenger

RNA expression by an oxidant-dependent mechanism. Chest. May;117(5
Suppl 1):317S-20S.

7



Foster, P.S., Webb, D.C., Yang M., Herbert, C., Kumar, R.K., 2003,
Dissociation of T helper type 2 cytokine-dependent airway lesions from
signal transducer and activator of transcription 6 signalling in experimental
chronic asthma, Clin Exp Allergy, 33: 688-95.

GINA, Global Initiative for Asthma, 2002.

GINA, Global Initiative for Asthma, 2009.

Gudjonsson, J.E., Johnston, A., Sigmundsdottir, H., Valdimarsson, H., 2004,
Immunopathogenic mechanisms in psoriasis, Clin. Exp. Immunol., 135:1-—
8.

Hahn, C., Teufel, M., Herz, U., Renz, H., Erb, K.J., Wohlleben, G., Brocker,
E.B., Duschl, A., Sebald, W., Grunewald, S.M., 2003, Inhibition of the IL-
4/IL-13 receptor system prevents allergic sensitization without affecting
established allergy in a mouse model for allergic asthma, J. Allergy Clin.
Immunol., 111: 1361-9.

Hamada, K., Shinomiya, H., Asano, Y., Kihana, T., Iwamoto, M., Hanakawa, Y,
Hashimoto, K., Hirose, S., Kyo, S., Ito, M., 2001, Molecular cloning of
human squamous cell carcinoma antigen 1 gene and characterization of
its promoter., Biochim. Biophys. Acta., Mar 19;1518(1-2):124-31.

Hamid, Q., Tulic, M., 2009, Immunobiology of Asthma, Annu. Rev. Physiol.,
71:489-507.

Hashimoto, K., Kiyoshima, T., Matsuo, K., Ozeki, S., Sakai, H., 2005, Effect of
SCCA1 and SCCAZ2 on the suppression of TNF-alpha-induced cell death
by impeding the release of mitochondrial cytochrome c in an oral
squamous cell carcinoma cell line, Tumour Biol., 26:165-72.

Horwood, L.J., Fergusson, D.M., Shannon, F.T., 1985, Social and familial
factors in the development of early childhood asthma , Pediatrics.,
May;75(5):859-68.

http://motif.genome.jp/

http://www.ensembl.org

ISAAC. ,1998, Worldwide variations in the prevalence of asthma symptoms: the
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC), Eur.
Respir. J., 12:315-35.

78



Jenmalm, M.C., Van Snick J., Cormont, F., Salman, B., 2001, Allergen-induced
Th1 and Th2 cytokine secretion in relation to specific allergen sensitization
and atopic symptoms in children, Clin. Exp. Allergy, 31: 1528-35.

Katagiri, C., Nakanishi, J., Kadoya, K., Hibino, T., 2006, Serpin squamous cell
carcinoma antigen inhibits UV-induced apoptosis via suppression of c-JUN
NH2-terminal kinase, J. Cell Biol.,172:983-90.

Kato H., Suehiro, Y., Morioka, H., Torigoe, T., Myoga, A, Sekiguchi K, Ikeda I,
1987, Heterogeneous distribution of acidic TA-4 in cervical squamous cell
carcinoma: immunohistochemical demonstration with monoclonal
antibodies, Jpn. J. Cancer Res., 78:1246-50.

Kato, H., Nagaya, T., Torigoe, T., 1984, Heterogeneity of a tumor antigen TA-4
of squamous cell carcinoma in relation to its appearance in the circulation,
Jpn. J. Cancer, 75: 433-5.

Kato, H., Torigoe, T., 1977, Radioimmunoassay for tumor antigen of human
cervical squamous cell carcinoma, Cancer, 40(4):1621-8.

Kawashima, H., Nishimata, S., Kashiwagi, Y., Numabe, H., Sasamoto, M.,
Iwatsubo, H., Takekuma, K., Hoshika, A., 2000, Squamous cell
carcinoma-related antigen in children with atopic dermatitis, Pediatr Int,
42:448-50.

King C, Brennan S, Thompson PJ, Stewart GA., 1998, Dust mite proteolytic
allergens induce cytokine release from cultured airway epithelium, J.
Immunol., 161:3645-51.

Krug, N., Madden, J., Redington, A.E., Lackie, P., Djukanovic, R., Schauer, U.,
1996, T-cell cytokine profile evaluated at the single cell level in BAL and
blood in allergic asthma, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 14:319-26.

Kumar, A., Ghosh, B., 2009, Genetics of asthma: a molecular biologist
perspective, Clinical and Molecular Allergy, 7:7:10.1186/1476-7961-7-7.

Kuperman, D., Schofield, B., Wills-Karp, M., Grusby, M.J., 1998, Signal
transducer and activator of transcription factor 6 (Stat6)-deficient mice are
protected from antigen-induced airway hyperresponsiveness and mucus
production, J. Exp. Med., 187: 939-48.

Kuperman, D.A., Huang, X., Koth, L.L., Chang, G.H., Dolganov, G.M., Zhu, Z.,
Elias, J.A., Sheppard, D., Erle, D.J., 2002, Direct effects of interleukin-13

79



on epithelial cells cause airway hyperreactivity and mucus overproduction
in asthma, Nat. Med., 8: 885-9.

London, S.J., Gauderman, W.J., Avol, E., Rappaport, E.B., Peters, J.M., 2001,
Family history and the risk of early-onset persistent, early-onset transient,
and late-onset asthma, Epidemiology, 12:577-83.

Lordan, J.L., Bucchieri, F., Richter, A., Konstantinidis, A., Holloway, J.W.,
Thornber, M., Puddicombe, S.M., Buchanan, D., Wilson, S.J., Djukanovic,
R., Holgate, S.T., Davies, D.E., 2002, Cooperative effects of Th2 cytokines
and allergen on normal and asthmatic bronchial epithelial cells, J.
Immunol., 169: 407-14.

Martin, S.J., O'Brien, G.A., Nishioka, W.K., McGahon, A.J., Saido, T., Green,
D.R., 1995, Proteolysis of Fodrin (nonerythroid spectrin) during
apoptosis.J. Biol. Chem. 270:6425-6428.

Martinez, F.D., Wright, A.L., Taussig, L.M., Holberg, C.J., Halonen. M., Morgan,
W.J., 1995, Asthma and wheezing in the first six years of life, The Group
Health Medical Associates, N. Engl. J. Med. , Jan 19;332(3):133-8.

Mino, N., lio A., Hamamoto, K. ,1988, Availability of tumor-antigen 4 as a

marker of squamous cell carcinoma of the lung and other organs, Cancer,
Aug 15;62(4):730-4.

Mitsuishi, K., Nakamura, T., Sakata, Y., Yuyama, N., Arima, K., Sugita, Y., Suto,
H., lzuhara, K., Ogawa, H., 2005, The squamous cell carcinoma antigens
as relevant biomarkers of atopic dermatitis, Clin. Exp. Allergy.,
Oct;35(10):1327-33.

Moffatt, M.F., Kabesch, M., Liang, L., Dixon, A.L., Strachan, D., Heath, S.et al.,
2007, Genetic variants regulating ORMDL3 expression contribute to the
risk of childhood asthma, Nature, 448:470-3.

Molina, R., Filella, X., Torres, M.D., Ballesta, A.M., Mengual, P., Cases, A,
Balaque, A., 1990, SCC antigen measured in malignant and nonmalignant
diseases, Clin. Chem., 36:251-4.

Mosmann, T.R., Cherwinski, H., Bond, M.W., Giedlin, M.A., Coffman, R.L.,
1986, Two types of murine helper T cell clone. |. Definition according to
profiles of lymphokine activities and secreted proteins, J. Immunol., 136:
2348-57.

80



Mould, A.W., Ramsay, A.J., Matthaei, K.l., Young, I.G., Rothenberg, M.E.,
Foster, P.S., 2000, The effect of IL-5 and eotaxin expression in the lung on
eosinophil trafficking and degranulation and the induction of bronchial
hyperreactivity. J. Immunol., 164:2142-50.

Mullings, R.E., Wilson, S.J., Puddicombe, S.M., Lordan, J.L., Bucchieri, F.,
Djukanovic, R., Howarth, P.H., Harper, S., Holgate, S.T., Davies, D,E.,
2001, Signal transducer and activator of transcription 6 (STAT-6)
expression and function in asthmatic bronchial epithelium, J. Allergy Clin.
Immunol., 108: 832-8.

Murakami, A., Suminami, Y., Hirakawa, H., Nawata, S., Numa, F, Kato H.,
2001, Squamous cell carcinoma antigen suppresses radiation-induced cell
death, Br J Cancer. 23;84(6):851-8.

Mutius, V.E., 2009, Gene-environment interactions in asthma, Allergy. Clin.
Immunol., 123(1):3-11.

Nishi, N., Miyazaki, M., Tsuji, K., Hitomi, T., Muro, E., Zaitsu, M., Yamamoto, S.,
Inada, S., Kobayashi, I., Ichimaru, T., lzuhara, K., Nagumo, F., Yuyama,
N., Hamasaki, Y., 2005, Squamous cell carcinoma-related antigen in
children with acute asthma, Ann. Allergy Asthma Immunol.,
Mar;94(3):391-7.

Ober, C., Hoffjan S., 2006, Asthma genetics 2006: the long and winding road to
gene discovery.Genes Immun., 7:95-100.

Park, J.A., He, F., Martin, L.D,, Li, Y., Chorley, B.N., Adler, K.B., 2005, Human
neutrophil elastase induces hypersecretion of mucin from well-
differentiated human bronchial epithelial cells in vitro via a protein kinase
C{delta}-mediated mechanism, Am J Pathol. Sep;167(3):651-61.

Postma, D.S., Koppelman, G.H., 2009, Genetics of Asthma:Where Are We and
Where Do We Go?, Proc. Am. Thorac. Soc., 1;6(3):283-7.

Raynal, P., Pollard, H.B., 1994, Annexins: the problem of assessing the
biological role for a gene family of multifunctional calcium and
phospholipid-binding proteins, Biochim. Biophys. Acta., 1197: 63-93.

Robinson, D.S., Hamid, Q., Ying, S., Tsicopoulos, A., Barkans, J., Bentley, A.M.
et al., 1992, Predominant TH2-like bronchoalveolar T-lymphocyte
population in atopic asthma, N. Engl. J. Med. 326:298-304.

81



Rogers, F.D., 2007, Physiology of Airway Mucus Secretion and
Pathophysiology of Hypersecretion, Respir Care. 2007 Sep;52(9):1134-46;
discussion 1146-9.

Romagnani, S., 1990, Regulation and deregulation of human IgE synthesis.
Immunol Today, 11:316-321.

Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stoffel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T.,
Mullis, K.B., Erlich, H.A., 1988, primer directed enzymatic amplification of
DNA with a thermostable DNA polymerase. Science 239, 487-491.

Sakata, Y., Arima, K., Takai, T., Sakurai, W., Masumoto, K., Yuyama, N.,
Suminami, Y., Kishi F., Yamashita, T., Kato,T., Ogawa, H., Fujimoto, K.,
Matsuo, Y., Sugita, Y., lzuhara, K., 2004, The squamous cell carcinoma
antigen 2 inhibits the cysteine proteinase activity of a major mite allergen,
Der p 1, J. Biol. Chem., 279: 5081-5087.

Schmid, I., Uittenbogaart, C.H., Keld, B., Giorgi, J.V., 1994, A rapid method for
measuring apoptosis and dual-color immunofluorescence by single laser
flow cytometry, J. Immunol. Meth., 170:145-157.

Schneider, S.S., Schick, C., Fish, K.E., Miller, E., Pena, J.C., Treter, S.D., Hui
,S.M., Silverman, G.A., 1995, A serine proteinase inhibitor locus at
18921.3 contains a tandem duplication of the human squamous cell
carcinoma antigen gene, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 92:3147-51.

Schulz, O., Sewell, H.F., Shakib, F., 1998, Proteolytic cleavage of CD25, the
alpha subunit of the human T cell interleukin 2 receptor, by Der p 1, a
major mite allergen with cysteine protease activity, J. Exp. Med., 187: 271-
5.

Sporik, R., Holgate, S.T., Platts-Mills, T.A., Cogswell, J.J., 1990, Exposure to
house-dust mite allergen (Der p I) and the development of asthma in
childhood. A prospective study, N. Engl. J. Med., Aug 23;323(8):502-7.

Stacey, M.A., Sun, G., Vassalli, G., Marini, M., Bellini, A., Mattoli, S., 1997, The
allergen Der p1 induces NF-kappaB activation through interference with
IkappaB alpha function in asthmatic bronchial epithelial cell, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 236:522-6.

82



Suminami, Y., Kishi, F., Sekiguchi, K., Kato. H.,1991, Squamous cell carcinoma
antigen is a new member of the serine protease inhibitors, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 181:51-8.

Suminami, Y., Nagashima, S., Murakami, A., Nawata, S., Gondo, T., Hirakawa,
H., Numa, F., Silverman, G.A., Kato, H., 2001, Suppression of a
squamous cell carcinoma (SCC)-related serpin, SCC antigen, inhibits
tumor growth with increased intratumor infiltration of natural killer cells,
Cancer Res., 61:1776-80.

Suminami, Y., Nagashima, S., Vujanovic, N.L., Hirabayashi, K., Kato, H.,
Whiteside, T,L., 2000, Inhibition of apoptosis in human tumour cells by the
tumour-associated serpin, SCC antigen-1, Br. J. Cancer, 82:981-9.

Tait, J.F., Gibson, D., Fujikawa, K., 1989, Phospholipid binding properties of
human placental anticoagulant protein- I, a member of the lipocortin
family, J. Biol. Chem., 264: 7944--7949.

Takeda, A., Higuchi, D., Takahashi, T., Ogo, M., Baciu, P., Goetinck ,P.F.,
Hibino, T., 2002, Overexpression of serpin squamous cell carcinoma

antigens in psoriatic skin. J Invest Dermatol, Jan;118(1):147-54.

Thai, P., Chen, Y., Dolganov, G., Wu, R., 2005, Differential regulation of
MUCS5AC/Mucb5ac and hCLCA-1/mGob-5 expression in airway epithelium,
Am J Respir Cell Mol Biol. 2005 Dec;33(6):523-30. Epub 2005 Sep 8.

Thornton, D.J., Rousseau, K., McGuckin, M.A.,2008, Structure and function of
the polymeric mucins in airways mucus., Annu Rev Physiol., 70:459-86.

Uemura,Y., Pak, S.C., Luke, C., Cataltepe, S., Tsu, C., Schick, C., Kamachi, Y.,
Pomeroy, S.L., Perlmutter, D.H., Silverman, G.A., 2000, Circulating serpin
tumor markers SCCA1 and SCCAZ2 are not actively secreted but reside in
the cytosol of squamous carcinoma cells, Int .J. Cancer, 89:368-77.

Van Gent, D., Sharp, P., Morgan, K., Kalsheker, N., 2003, Serpins: structure,
function and molecular evolution., Int. J. Biochem. Cell Biol.,
Nov;35(11):1536-47.

Vella, A., Teague, T.K., Ihle, J., et al, 1997, Interleukin 4 (IL-4) or IL-7 prevents
death of resting T cells: Stat-6 is probably not required for the effect of IL-
4, J. Exp. Med., 186:325-330.

83



Vercelli, D., 2008, Discovering susceptibility genes for asthma and allergy, Nat.
Rev.Immunol.,8:169-82.

Vidalino, L., Doria, A., Quarta, S., Zen, M., Gatta, A., Pontisso, P., 2009,
SERPINB3, apoptosis and autoimmunity, Autoimmun. Rev., Dec;9(2):108-
12. Epub 2009 Mar 27.

Vignola, A.M., Chanez, P., Campbell, A.M., Souques, F., Lebel, B., Enander,
l,et al. 1998, Airway inflammation in mild intermittent and in persistent
asthma, Am. J. Respir. Crit. Care Med.,157:403-9.

Voynow, J.A., Young, L.R., Wang, Y., Horger, T., Rose, M.C., Fischer, B.M,,
Neutrophil elastase increases MUC5AC mRNA and protein expression in
respiratory epithelial cells., Am. J. Physiol., May;276(5 Pt 1):L835-43.

Wahn, U., Lau, S., Bergmann, R., Kulig, M., Forster, J., Bergmann, K., Bauer,
C.P., Guggenmoos-Holzmann, I., 1997, Indoor allergen exposure is a risk
factor for sensitization during the first three years of life, J. Allergy. Clin.
Immunol., Jun;99(6 Pt 1):763-9.

Walker, C., Kaegi, M.K., Braun, P., Blaser, K., 1991, Activated T cells and
eosinophils in bronchoalveolar lavages from subjects with asthma
correlated with disease severity, J. Allergy. Clin. Immunol., 88:935-42.

Walter, D.M., Mclntire, J.J., Berry, G., McKenzie, A.N., Donaldson, D.D.,
DeKruyff, R.H., Umetsu, D.T., 2001, Critical role for IL-13 in the
development of allergen-induced airway hyperreactivity, J. Immunol.,
167:4668-75.

Wan, H., Winton, H.L., Soeller, C., Tovey, E.R., Gruenert, D.C., Thompson,
P.J., Stewart, G.A., Taylor, G.W., Garrod, D.R., Cannell, M.B., Robinson,
C.. 1999, Der p 1 facilitates transepithelial allergen delivery by disruption
of tight junctions, J. Clin. Invest., 104:123-33.

Weiss, S.T., Raby, B.A., Rogers, A., 2009, Asthma genetics and genomics
2009, Curr. Opin. Genet. Dev., 19(3):279-82.

Woisetschlaeger, M., Stuetz, AM., Ettmayer, P., 2002, Prevention of
immunoglobulin  E production as a therapeutic target, Drug News
Perspect., 2002, 15(2): 78.

Wong, C.K., Ho, C.Y., Ko, F.W., Chan, C.H., Ho, A.S., Hui, D.S., Lam, C.W.,
2001, Proinflammatory cytokines (IL-17, IL-6, IL-18 and IL-12) and Th

84



cytokines (IFN-gamma, IL-4, IL-10 and IL-13) in patients with allergic
asthma, Clin. Exp. Immunol., 125: 177-83.

Yamamura, M., Uyemura, K., Deans, R.J., Weinberg, K., Rea, T.H., Bloom,
B.R. et al, 1991, Defining protective responses to pathogens: cytokine
profiles in leprosy lesions, Science, 254:277-9.

Yen, M.Y., Yen, T.C., Panc, C., Liu, J., Wei, Y., 1992, Mitochondrial DNA
mutation in Leber’s Hereditary Optic Neuropathy, Invest. Opht. Visual Sci.,
33,2561 -2566

Yuyama, N., Davies, D.E., Akaiwa, M., Matsui, K., Hamasaki. Y., Suminami, Y.,
Yoshida, N.L., Maeda, M., Pandit, A., Lordan, J.L., Kamogawa, Y., Arima,
K., Nagumo, F., Sugimachi, M., Berger, A., Richards, |., Roberds, S.L.,
Yamashita, T., Kishi, F., Kato, H., Arai, K., Ohshima, K., Tadano, J.,
Hamasaki, N., Miyatake, S., Sugita, Y., Holgate, S.T., lzuhara, K., 2002,
Analysis of novel disease-related genes in bronchial asthma, Cytokin, 19:
287-96.

Zurawski, G., de Vries, J.E., 1994, Interleukin 13, an interleukin 4-like cytokine
that acts on monocytes and B cells, but not on T cells, Immunol.
Today, 15:19-26.

85



OZGEGMiS

Adi Soyadt:
Dogum Yeri:
Dogum Yili:
Medeni Hali:

Egitim ve Akademik Durum

Lise:

Lisans:

Yiksek Lisans:

Doktora:

Yabanci Dil :

Is Deneyimi:

ibrahim Cagatay KARAASLAN
Ankara
1978

Bekar

1991-1994 Yahya Kemal Beyatli Lisesi
1995-1999 Hacettepe Universitesi Fen
Fakultesi Biyoloji Bolumu
1999-2002 Hacettepe Univeristesi Fen
Fakultesi Biyoloji Bolumu, Molekuler
Biyoloji A.B.D
2002-2010 Hacettepe Univeristesi Fen
Fakultesi Biyoloji Bolumu, Molekuler
Biyoloji A.B.D
ingilizce
2002- Hacettepe Universitesi Fen

Bilimleri Enstitisu

86



	Dotora Tez kapak.pdf
	I Cagatay Karaaslan_ Biyoloji.pdf

