EPITEL HUCRE KOKENLI SERPINB1'IN NOTROFIL
ELASTAZ iLiSKILi ANTi-APOPTOTIK VE PRO-
APOPTOTIK YOLAKLAR UZERINE ETKIiSI

THE EFFECT OF EPITHELIAL CELL-DERIVED SERPINB1 ON
NEUTROPHIL ELASTASE-ASSOCIATED ANTI-APOPTOTIC AND
PRO-APOPTOTIC PATHWAYS

BUSRA KILIC

Doc. Dr. IBRAHIM CAGATAY KARAASLAN

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Y6netmeliginin
Biyomiihendislik Anabilim Dal1 i¢in Ongérdiigii
YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2021



OZET

EPITEL HUCRE KOKENLI SERPINB1'IN NOTROFIL ELASTAZ
ILISKILI ANTI APOPTOTIK VE PRO APOPTOTIK YOLAKLAR
UZERINE ETKIiSi

Biisra Kili¢

Yiiksek Lisans, BITYOMUHENDISLIiK Boliimii
Tez Damismani: Doc. Dr. Ibrahim Cagatay KARAASLAN
Haziran 2021, 114 sayfa

Astim farkl yas gruplarindaki insanlarin yasam kalitesini etkileyen kronik inflamatuvar akciger
hastaliklarindan biridir. Duyarl kisilerin havayolunda siklikla nefes darligi, oksiirtik, gogiiste
sikigsma hissi gibi belirtilerle kendini gosterebilmektedir. Astim hastaliginda ortaya ¢ikan hava
yolu obstriiksiyonunda genetik faktorlerle birlikte maruz kalinan spesifik alerjenler, sigara
dumani, hava kirliligi gibi ¢evresel uyaranlar da etkili olmaktadir. N6trofil, eozinofil ve mast

hiicreleri gibi inflamatuvar hiicrelerin hastaligin patolojisine katki sagladig: da bilinmektedir.

Astim cevab1 heterojenik bir yapiya sahip oldugu igin eozinofilik ve nétrofilik (non-eozinofilik)
fenotiplere ayirmak miimkiindiir. Notrofilik astim patolojisinde nétrofillerin hastaligin seyrinde
onemli bir yer kapladig1 bilinmektedir. Notrofiller, kandan inflamasyon olan dokulara goc
ederek biyolojik ya da kimyasal madde kaynakli inflamasyonu ortadan kaldirmaya
caligmaktadirlar. Notrofiller bu fonksiyonu 6zellesmis graniillerinde depolanan proteazlar ve
iirettikleri reaktif oksijen tiirleri aracilifiyla gerceklestirirler. Hava yolu epitel hiicreleri ile
notrofil hiicrelerinin etkilesimi ve nétrofil sayisinin progresif bir sekilde artmasini takiben

proteaz-anti proteaz arasindaki dengenin bozulmasi sonucu epitelyal hasara neden olarak



konak¢iya zarar vermektedir. Notrofil elastaz ve MMP-9 da dahil olmak {izere bir takim

proteolitik enzim, hava yollarinda doku yeniden yapilanmasinda énemli rol oynar.

Notrofillerin azurofilik graniillerinde depolanan nétrofil elastaz, katepsin G, proteinaz 3 gibi
giiclii sitotoksik etkiye sahip olan antimikrobiyal proteinlerin kontrolsiiz salimi hiicresel
harabiyete sebebiyet vermektedir. Yapilan caligsmalarda noétrofil elastazin hiicre i¢i sinyal
yolaklarimi aktive ettigi ve doku harabiyetine sebebiyet verdigi goriilmektedir. Notrofillerin
0zellesmis kompartmanlarindaki proteazlarin kontrolsiiz saliminin etkilerine karsi sitoplazma
icerisinde anti-proteolitik aktivitesi olan c¢esitli proteinler bulunmaktadir. Bu proteaz
inhibitorleri arasinda serin proteaz inhibitorlerinden biri olan ve 16kosit elastaz inhibitorii olarak
da bilinen SERPINB1’in anti proteaz aktivitelerinin yani sira hiicre i¢i sinyal yolaklarimin
aktivasyonu veya inhibisyonu yoluyla kaspazlar gibi ¢esitli 6liim yolaklarinda bulunan
molekiilleri regiile ederek pro apoptotik ve anti apoptotik etkiler sergileyebildigi bilinmektedir.
SERPIN’lerin yar1 kararli molekiiller olmalar1 ve konformasyonel degisime acik ¢ok fazla
bolge igermeleri, diger molekiillerle etkileserek farkli aktivitelerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Hiicresel stres sirasinda SERPINB1’in P1-P1 bolgesine yapilan proteaz ataklar
sonucunda konformasyonel degisime ugrayarak anti-proteaz aktivitesini kaybettigi ve
endoniikleaz aktivitesi kazanarak niikleusa transloke oldugu gdsterilmistir. Aktivitesindeki
degisimle birlikte bu yeni molekiil L-DNase II (16kosit elastaz inhibitoriinden tiireyen DNase
II) adim1 almaktadir. Niikleusa transloke olan L-DNase II DNA’y1 oligoniikleozomlaria
parcalayarak hiicreyi apoptoza (programli hiicre o6liimii) gotiirmektedir. DNase’lar apoptoz
caligmalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle, L-DNase II molekiiliiniin NE 1iliskili
apoptotik yolaklardaki fonksiyonunun aydinlatilmasi gerekmektedir. Buna karsin, proteazlarla
baglayan bu yolagin nétrofil inflamasyonu ile epitel hiicreler arasindaki iligkisiyle ilgili bilgiler

literatiirde sinirhidir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda SERPINB1’in nétrofil elastazla iliskili olarak pro ve anti apoptotik
etkileri ALI-kiiltiir yontemiyle brons epitel hiicrelerinin (BEAS-2B) farklilagtirilmasi
araciliftyla RNA ve protein diizeyinde arastirllmistir. BEAS-2B hiicrelerinin  artan
konsantrasyonlarda nétrofil elastaz ile uyarilmasinin apoptoza sebebiyet verdigi bulunmustur.
LEI/L-DNase II yolagin spesifik olarak aktiflestirecek doza/dozlara karar verilmistir. Protein
ve gen diizeyinde Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 molekiillerinin seviyesinde anlamli bir
degisiklik olmadig1 ortaya konmustur. Protein seviyesindeki analizler sonucunda nétrofil

elastazin SERPINB1’in farkli molekiil agirliklarina sahip formlarmi ortaya c¢ikardigi tespit



edilmistir. Epitel hiicrelerde sitozolik ve niikleer olmak iizere SERPINB1 miktarinin nétrofil

elastaz ile birlikte degiskenlik gdsterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Astim, SERPINB1, L-DNase II, notrofil elastaz



ABSTRACT
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Asthma is a chronic inflammatory lung disease that significantly impacts the quality of life of
people of all ages. Shortness of breath, coughing, and chest tightness in the airway are common
symptoms in sensitive people. While hereditary factors may play a role in airway obstruction
in asthma, other stimuli such as particular allergens, cigarette smoke, and air pollution may also
be effective. Although airway obstruction occurs in different phases, inflammatory cells such

as neutrophils, eosinophils, and mast cells contribute to the disease's pathophysiology.

As the asthma response has heterogenic nature, it is also possible to divide them into
eosinophilic and neutrophilic (non-eosinophilic). It is known that neutrophils occupy an
essential place in the course of the disease in the pathology of neutrophilic asthma. By
transmigrating from the vascular area to the inflamed tissues, neutrophils attempt to eliminate
the response caused by the effects of biological or chemical substances. Proteases and reactive
oxygen species with cytotoxic effects that neutrophils store in their specialized granules are
critical molecules for neutrophils to perform this function. Although the interaction of airway
epithelial cells and neutrophils affects the existing pathogen or chemical, the progressive
increase in neutrophil numbers harms the host by disrupting the balance of proteases and anti-
proteases. Proteolytic enzymes, including NE and MMP-9, play essential roles in airway

remodeling and repair.

The uncontrolled release of antimicrobial proteins with strong cytotoxic effects such as

neutrophil elastase, cathepsin G, proteinase 3 stored in the azurophilic granules of neutrophils



causes cellular destruction. Studies have shown that neutrophil elastase activates intracellular
signaling pathways and causes tissue damage. Against the effects of uncontrolled release of
proteases in specialized compartments of neutrophils, there are various proteins with anti-
proteolytic activity in the cytoplasm. The leukocyte elastase inhibitor SERPINB1, which has
anti-protease properties in the cytoplasm and is responsible for the inhibition of these proteases,
protects against the effects of uncontrolled protease release in specific parts of neutrophils.
Furthermore, SERPINBL1 has been shown to have pro-apoptotic and anti-apoptotic effects by
regulating molecules involved in various death pathways, such as caspases, via the activation
or inhibition of intracellular signaling pathways as well as anti-protease activities. It is also seen
that SERPINB1 may have a direct or indirect decisive role in determining the fate of the cell.
The fact that SERPINs are metastable molecules and contain many regions open to
conformational change can encourage the emergence of different activities by interacting with
other molecules. It has been shown that during cellular stress, SERPINB1 loses its anti-protease
activity by undergoing conformational changes as a result of protease attacks on the P1-P1
region and translocates to the nucleus by gaining endonuclease activity. This new molecule is
called L-DNase Il (DNase Il derived from leukocyte elastase inhibitor) with the change in its
activity. L-DNase 11, translocated to the nucleus, cleaves DNA into oligonucleosomes and leads
the cell to apoptosis (programmed cell death). DNases have an essential place in apoptosis
studies. Therefore, the function of L-Dnase Il molecule in NE-related apoptotic pathways needs
to be clarified. However, information on the relationship between neutrophil inflammation and

epithelial cells of this pathway, which starts with proteases, is limited in the literature.

Within the scope of this thesis, the pro-and anti-apoptotic effects of SERPINBL1 in relation to
neutrophil elastase were investigated at the RNA and protein level by differentiation of
bronchial epithelial cells (BEAS-2B) by the ALI-culture method. It was shown that the
stimulation of BEAS-2B cells with increasing concentrations of neutrophil elastase-induced
apoptosis. The dose(s) to specifically activate the LEI/L-DNase Il pathway was decided.
Consistent with the literature, it was revealed that there was no significant change in Caspase-
3, Caspase-8, and Caspase-9 molecules at protein and gene levels. As a result of analyzes at the
protein level, it was determined that neutrophil elastase revealed forms of SERPINB1 with
different molecular weights. In addition, it was found that the amount of SERPINBL in the

cytosolic and nuclear sections of epithelial cells changes with neutrophil elastase stimulation.

Keywords: Asthma, SERPINB1, L-DNase Il, neutrophil elastase
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1. GIRIS

Astim havayolu inflamasyonu ve havayollariin agirt duyarlilig: ile karakterize olan kronik bir
akciger hastaligidir. Havayolu inflamasyonuna yapisal hiicreler (epitel hiicreler, fibroblastlar,
endotel hiicreler ve diiz kas hiicreleri) ve inflamatuvar hiicreler (nétrofiller, eozinofiller, T
hiicreleri, mast hiicreleri) olmak tlizere farkli hiicre tipleri aracilik etmektedir. Bu hiicreler ¢esitli
mediatorler aracilariyla birbirleriyle etkilesim halinde olmakla birlikte inflamasyonu

siddetlendirmekte gorev alirlar.

Epitel hiicreler vaskiiler alandan dokulara nétrofil ¢agirimini saglayan Kilit hiicrelerdir.
Sirkiilasyon halindeki nétrofiller, kandan ayrilarak dokulara girerek degraniilasyon, fagositozis,
gibi ¢esitli savunma stratejileri ile antijenleri etkisiz hale getirmektedirler. Fagosite
edilemeyecek kadar biiyiikk olan patojenleri inflamasyon bdlgesinde fiziksel olarak
sinirlandirmak igin ayrica notrofil hiicre disi tuzaklart (NETs: Neutrophil Extracellular Traps)
Olusturmaktadirlar. NETs’ler igerisinde histonlar, antimikrobiyal enzimler (elastaz,
miyeloperoksidaz, proteinaz 3) igeren yapilardir ve bunlar araciligiyla patojeni etkisiz hale

getirmeyi amaglamaktadirlar.

Notrofillerin aktivasyonu, ndtrofil graniillerinde yiiksek konsantrasyonda depolanan
proteazlarin salinimina yol agmaktadir. inflamasyonun asir1 derecede siddetlenmesi durumunda
notrofillerden salinan bu proteazlar ile inhibitorleri arasindaki denge bozulmaktadir.
Proteazlarin yikici etkilerine karsi hiicreler proteaz inhibitorleri salarak kendilerini korurlar
veproteazlara karsi serin, sistein, treonin, aspartik, glutamik, metalloproteaz inhibitérleri

sentezleyerek hiicre homeostasisin korunmasinda gorev alirlar.

Serin proteazlara karsi sentezlenen serin proteaz inhibitorleri (SERPINIer) tim okaryotik
organizmalarda bulunur. SERPINIer farkli hiicre ve dokularda farkli miktarlarda bulunurlar.
SERPIN’lerin proteaz inhibitdrii islevlerinin yaninda saperon ya da tiimor baskilayici rolleri de
vardir. Ayrica kaspazlari ya da papain benzeri proteazlari inhibe edebildikleri ¢aligmalarla
desteklenmistir. Anti-proteaz 6zellige sahip olan SERPIN’ler, 6zgiinliiklerini saglayan Reaktif
Merkez Halkas1 (RCL: Reactive Center Loop) bolgesinde meydana gelen konformasyonel
degisikliklerle hedef proteaza geri-doniisiimsiiz olarak baglanarak inhibe ederler. Ayrilabilir
bir hidrofobik sekans barindirmalari SERPIN’leri esas olarak sitozolde konumlandiklarini
ortaya koymustur ancak yapilan ¢aligmalarla alternatif bir yolakla hiicre disina da ¢ikabilecegi

tespit edilmistir.



In vivo deneyler SERPINB1 geni susturulmasinin konak savunmasini ve nétrofillerin sag
kalimin1 negatif yonde etkiledigi gostermistir. SERPINB1’in 6zellikle notrofillerin agirlikli
olarak bulundugu akciger inflamatuvar hastaliklarinda merkezi bir regiilator oldugu
goriilmektedir. SERPINB1’in temel olarak iki aktivesi gdze carpmaktadir. Ilki; RCL bdlgesinde
meydana gelen konformasyonel degisiklikler ile proteaza baglanarak antiporteaz aktivitesi
yoluyla proteazi inhibe etmesi, ikincisi ise RCL bolgesinden P1-P1 rezidularina yapilan proteaz
ataklar sonucunda kesime ugrayarak konformasyonel degisim gergeklestirmesi ve bunun

sonucunda bir endontiikleaz olan L-DNase II’ye donilismesidir.

Astim tedavisinde kullanilan kortikosteroidlerin ve immiinoterapi yaklagimlarinin yetersiz
kalmasi, astim alt tiplerinin tanimlanmasina, bu siirecte aktiflesen ¢esitli sinyal yolaklarinin ve
bu yolakta aktiflesen molekiillerin karakterizasyonun yapilmasti, dogru tan1 ve tedavi i¢in 6nem
arz etmektedir. SERPINB1’in pro apoptotik ve anti apoptotik 6zellikleri birlikte barindiriyor
olmasi, molekiilin ¢alismaya deger ve ilging yoniinii ortaya koymakla birlikte bu proteini

potansiyel bir hedef ve biyobelirte¢ aday1 yapmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Notrofil

Lokositler, sitoplazmalasinda graniil olup olmamasina gore graniilosit ve agraniilosit olarak
temelde 2 smifa ayrilirlar. 19.yy. sonlarina dogru Paul Ehrlich 16kosit alt popiilasyonlari
incelemek i¢in yeni gelistirilen hiicre boyama teknikleriyle bir dizi ¢calisma yapmustir. Ehrlich,
‘polimorf ¢ekirdek’ yapisi ve ndtr boyalar1 tutma egilimi ile karakterize olan yeni kesfedilen
hiicre tiplerinden birini, "ndtrofil" olarak adlandirmistir. Baglangicta, enfeksiyon esnasinda
notrofillerin artiginin, bu hiicrelerin enfeksiyona tesvik ettigi ve bakteriler i¢in hiicresel araci
islevi gdrmesi sonucuna gotiirmiistiir. Immiin cevaptaki asil rolleri olan antimikrobiyal islevleri
ve fagositik kapasiteleri, Elie Metchnikoff tarafindan kesin olarak kanitlanmistir. Metchnikoff
deniz yildiz1 embriyolartyla yaptig1 bir ¢alismada; yaralanmanin fagositik hiicrelerin bolgeye
alinmasina neden oldugunu gostermekle birlikte bu hiicrelerin mikroorganizma sindirimine
katildig1 kuramini ortaya atmistir. Metchnikoff 6zgiin ¢ekirdek yapilarindan dolay1 bu hiicrelere
polimorfoniikleer 10kositler (veya PMN'ler) admi vermistir [1, 2]. Notrofillerin, dogal
bagisiklik tepkisinin anahtar bilesenleri olduklari ve bagisiklik islevinde hayati 6nem
tasidiklarini bilinmesine ragmen adaptif immiin yanit ¢aligmalarina kiyasla bu hiicrelerin 6nemi
golgede kalmistir. Notrofillerin kisa Omiirlii olmalari, terminal olarak farklilasmis olmalari
doku kiiltlirlerinde biiytitiilmesini zorlastirmakta ve notrofil benzeri 6liimsiiz hiicre hatlar1 bu

hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerini kismen yansitabilmektedir [2].

2.1.1 Notrofillerin Genel Ozellikleri

Notrofiller (polimorfoniikleer hiicreler), periferik kandaki 16kositlerin %50-70’1n1 olusturan, 6-
8 saat gibi kisa bir yasam siiresine sahip hiicrelerdir. Cok sinirhi transkripsiyonel aktiviteye
sahip terminal olarak farklilagsmis hiicrelerdir. Dogal bagisiklik sisteminin efektor hiicreleri olan
notrofiller, ¢esitli immiinolojik ve inflamatuar siireglerde yer alirlar. Bu hiicreler, bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattin1 olustururlar ve istilac1 patojenleri ortadan
kaldirabilmek icin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hidrolitik enzimler gibi antimikrobiyal
ajanlara sahiptirler. Notrofiller ayrica genel immiin ve inflamatuar yanitin koordinasyonunda
onemli bir konuma sahiptir. Cesitli 6zel islevleri ve genomik DNA'larin1 hiicre dist notrofil
tuzaklar1 (NET'ler) biciminde disar1 salimi dahil olmak {izere biyolojik siireglere katilma
bi¢imleri, notrofillerin 6zgilin yonlerini ortaya koymaktadir [3]. Enfeksiy6z hastaliklar, sepsis,

cesitli akciger hastaliklari, kronik otoimmiin ve inflamatuar hastaliklar, kanser dahil olmak



iizere ¢ok cesitli insan hastaliklarinin patogenezinde nétrofiller rol oynamaktadir. Bununla
birlikte, nétrofillerin patogeneze katkisi hastaliga gore gesitlilik gostermektedir. Notrofil islevi
yetersiz oldugunda (Ornegin, asir1 bakteri veya mantar enfeksiyonlarinda), nétrofil
kompartmanlarinin genel aktivitesinin artirilmasi gerekmektedir. Diger yandan, bazi hastaliklar
asirt notrofil aktivasyonu ile karakterize edilir, bu durumda nétrofil kompartmalariin
zayiflatilmasi gerekmektedir. Kanser ve sepsis gibi diger durumlarda nétrofillerin normal islevi
anormal bir fenotipe kaymaktadir. Bu nedenle devam eden bir dizi ¢alisma, notrofil gelisimini
ve iretimini hedeflemek, inflamasyon bdlgesindeki nétrofil birikimine miidahale etmek ve
belirli patolojik kosullar sirasinda ortaya g¢ikan nétrofil fenotipinin zararli degisikliklerini
tersine c¢evirmek gibi terapoOtik yaklasimlarla bu hastaliklarin bazilarinin tedavisi igin
notrofilleri regiile etmeyi amaglamaktadir [4]. Diger bir temel strateji ise notrofil savunma
sistemlerinden olan hiicre dis1 tuzaklarin (NETs) zararli yonlerini hafifletmeye yoneliktir.
Notrofil kemotaksisinden ve adezyonundan sorumlu olan CXCR2’nin (Chemokine receptor 2)
antagonistleri ve notrofil elastaz inhibitorleri notrofil hedefli tedavi yaklasimlarinda
kullanilmaktadir. AZD5069'u bloke eden CXCR2, faz II asamada astimli hastalarda
arastirtlirken, notrofil elastaz inhibitorii AZD9668, bronsiyolitis obliterans hastalarinda

arastirtlmaktadir [3, 4].

2.1.2. Nétrofillerin Yasam Dongiisii

Her giin kemik iliginde 10**’den fazla nétrofil iiretilir. Inflamasyon durumunda bu say1 daha da
artmaktadir. Notrofiller dokulara transmigrasyon yapana kadar kanda sirkiilasyon halindedirler.
Dokulardaki islevlerinin ve dolayisiyla yasam siirelerinin sonuna geldiginde, cogunlukla
fagositoz araciligryla makrofajlar tarafindan temizlenirler. Bu liretim ve eliminasyon arasinda
gecen devridaim siirecindeki denge sayesinde dolasimdaki nétrofil sayisi nispeten sabit kalir.
Ayrica nétrofiller, farkli zamanlarda veya yerlerde 6zel islevleri yerine getirebilmek icin aktif

alt popiilasyonlara ayrilarak degisebilirler [5].

2.1.3. Graniilopoez

Hematopoietik kok hiicrelerden kemik iliginde ¢ok sayida noétrofil iretilir. Bu hiicreler,
kendilerini yenileyemeyen multipotent progenitér (MPP) hiicrelere farklilagir. MPP'ler daha
sonra, graniilosit-monosit progenitorlerine (GMP'ler) farklilagir ve bunlar da lenfoid ile primer

edilmis multipotent progenitor hiicrelere (LMPP'ler) doniisiirler. Graniilosit koloni uyarici
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faktoriin  (G-CSF) kontrolii altindaki bu GMP'ler, miyeloblastlara doniiserek notrofil
olusumunu hazirlar. Bu hiicreler daha sonra promiyelosit, miyelosit, metamiyelosit, bant
hiicresi ve son olarak olgun bir ndtrofil agamalarini igceren bir olgunlagsma siirecini takip eder.
Farklilagma sirasinda gelisen nétrofil, ¢ekirdegini yuvarlak bir sekilden bantli ve daha sonra
loblu bir morfolojiye doniistiirir. Ayrica ¢esitli reseptorlerin ifadesinde diizenlenmeler
meydana gelir. Integrin a4pl (VLA4) ve CXC kemokin reseptdrii 4 (CXCR4) asag1 yonde
diizenlenirken CXCR2 ve Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) yukari yonde diizenlenir. Olgun
notrofiller ayrica, islevleriyle ilgili belirli proteinleri depolayan graniiller ve salg1 kesecikleri
icerir. Bu graniiller, belirli farklilasma asamalarinda olusturulur. Bu graniiller, istilaci
patojenleri yok etmek i¢in kullanilan elastaz, miyeloperoksidaz, katelisidinler, defensinler ve

matris metaloproteinazlar dahil olmak iizere antimikrobiyal enzim depolar [5].

Stroma Hiicreleri
g—xﬂ.{ygxwox-x — — —
LMPP Miyeloblast Miyelosit _ Bant Hiicresi

“ _ Nétrofil
OF 0-0-0-0-®-(9-®- D@
~ mMPP Promiyelosit ~—Metamiyelosit
T — — Y — — — Y — Y — Y — — — — —

=G Trm T X T mx

Sekil 2.1. Notrofillerin kemik iliginde farklilasmalarinin sematik gdsterimi [5]

2.1.4. Notrofil Graniilleri ve Stmiflandirilmasi

Notrofiller, graniiler igeriklerine gore azurofilik (primer), spesifik (sekonder), jelatinaz
(tersiyer), sekretuvar graniiller ve multivesikiiler cisimler (MVB'ler) olarak gruplara
ayrilmigtir. Graniil proteinleri adezyon, transmigrasyon, fagositoz ve notrofil hiicre dis1 tuzak
(NET) olusumunu diizenler. Salgilanan proteinler ayrica insan viicudu tarafindan iiretilen en
toksik faktorlerden bazilarin1 olusturmaktadir. Bu nedenle nétrofil degraniilasyonu,
enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in 6nemli olmasina ragmen, giiglii pro inflamatuar cevaplari da

indiikleyebilir [3].

Aktif notrofiller temelde patojeni yakalamak, elimine etmek, inflamasyon bdlgesinde
siirlandirmak ayni zamanda da konakg¢iya zarar vermemek gibi misyonlara sahiptir. Bu

antimikrobiyal faaliyetleri yerine getirirken graniillerinde yer alan icerik hem patojen hem de
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konak¢1 i¢in toksik olabilecegi i¢in etkili olduklar1 yerlerde miikemmel bir hassasiyet ve
zamanlama ile iglev gérmesi ve kontrolli mekanizmalarla denetlenmesi gerekmektedir.
Grantillerin igerigi Onemli Olgiide farklilik gosterir bu nedenle inflamasyon sirasinda
patojenlerin gosterebilecegi herhangi bir zayifliktan yararlanma egilimindedirler. Bu
grantillerin, faaliyetlerinin ve serbest birakilma yontemlerinin anlasilmasi, notrofil islevinin

anlasilmasi i¢in 6nem teskil etmektedir [3, 6].

Notrofiller, grantillerinde depoladiklar1 ¢ok miktarda igerigi kan dolasimi yoluyla giivenli bir
sekilde tagimali ve ardindan bunlar1 dogru zamanda dogru sekilde serbest birakmalidir. Bu
nedenle, noétrofillerde 6zel bir depolama organeli olan graniiller gelismistir. Bununla birlikte,
graniiller, toksik maddeler i¢in gizli depolama organellerinden ¢ok daha fazlasidir; inflamasyon

sirasinda hemen hemen tiim nétrofil faaliyetlerinde aktif ve katilimcilardir [6].

o Birincil ikincil Ugiinciil Salgi
Granil Tipi . - A Ty
(Azurofilik) (Spesifik) (Jelatinaz) Vezikiilleri
Olusum elobl ! ; . ) . . )
Asamasi Miyeloblast ~ Promiyeloblast Miyelosit Metamiyelosit Bant Hucreleri PMN
YT TRV R ——___
Egilimi
herk Lizozim Kompleman Reseptér 1
Karakteristik ; : :
Proteinler Miyeloperoksidaz Laktoferrin FcyRII
Elastaz Jelatinaz
Defensin
Diéer Katepsin G, PR3, Gp91phox/p22phox Gp91phox/p22phox Gp91phox/p22phox
Proteinler BPI, Azurosidin, CD11b, kollajenaz CD11b, MMP25, CD11b, MMP25, C1g-R
Siyalidaz, hCAP18, NGAL, B12BP, Argininaz-1, FRR, alkalin,
B-glukuronidaz SLPI, haptoglobin, B2-mikroglobulin, Fosfotaz, CD10,
Pentraksin 3, CRISP3 CD13, CD14,
Orosomukoid, Plazma proteinleri

B2-mikroglobulin
Heparanaz, CRISP3

Sekil 2.2. Notrofil graniillerinin siniflandirilmasinin sematik olarak gosterimi [2].

2.1.4.1. Azurofilik (Primer) Graniiller

Azurofilik graniiller (peroksidaz pozitif veya birincil graniiller olarak da bilinir) igerisinde en
biiyiik olanidir ve ¢ap1 yaklasik 0,3 um'dir ve ilk olarak nétrofil olgunlasmasi sirasinda olusur.
Bazik azure A boyasini alma ve oksidatif patlamada kritik bir enzim olan miyeloperoksidaz
(MPO) igermeleriyle tanimlanirlar. Bu graniil smifinin tasidiklar1 diger proteinler arasinda

defensinler, lizozim, bakterisidal / gegirgenligi artiran protein (BPI) ve nétrofil elastaz (NE),
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proteinaz 3 (PR3) ve katepsin G (CG) gibi bir dizi serin proteaz bulunur. Bu nedenle, bu
graniiller antimikrobiyal bilesiklerle doludur ve nétrofillerin molekiiler silahlari igin birincil

depo olarak islev goriir [6, 7].

2.1.4.2. Spesifik (Sekonder) Graniiller

Ikinci smif graniiller, spesifik (veya ikincil) graniiller daha kiiciiktiir (0,1 um), MPO
icermemekle birlikte laktoferrin igerigi ile karakterize edilir. Bu graniiller, azurofilik
graniillerden sonra olusur. Oksidatif patlamada 6nem teskil eden sitokrom b igermektedir.
Ayrica notrofil jelatinaz ile iligkili lipokalin (NGAL), katelisidin (hCAP-18) ve lizozim dahil
olmak {izere ¢ok ¢esitli antimikrobiyal bilesikler igerirler [6, 8].

2.1.4.3. Jelatinaz (Tersiyer) Graniiller

Ugiincii siif, jelatinaz (ligiinciil) graniiller MPO negatif olmakla birlikte spesifik graniillerden
daha kiigiiktiir ve birka¢ antimikrobiyal peptitler i¢erir, ancak bunlar, jelatinaz ve 16kolizin gibi
bir dizi metalloproteinaz i¢in bir depo islevi goriir. Bu graniiller ayn1 zamanda nétrofil

olgunlagmasi sirasinda olusan son graniil popiilasyonudur [6, 8, 9].

2.1.4.4. Sekretuvar Graniiller (Salg1 Vezikiilleri)

Son olarak, doérdiincii bir yap1 kiimesi, salg1 vezikiilleri de genellikle notrofil graniil ailesinin
bir parcasi olarak kabul edilir. Klasik graniillerin aksine, bunlar golgi‘den tomurcuklanmaz,
bunun yerine nétrofil olgunlagsmasinin son agamalarinda endositoz yoluyla olusur. Sonug

olarak, icerikleri agirlikli olarak albiimin gibi plazma tiirevli proteinlerden olusur [9].

Farkli graniil smiflari, inflamatuar sinyallere yanit olarak farkli mobilizasyon egilimleri
gosterir. Azurofilik graniiller tasinmasi en zor olanlardir, ardindan spesifik graniiller, jelatinaz
graniiller ve son olarak salg1 vezikiiller gelir. Bu tagima islemi sirasinda hiicre i¢i kalsiyum
miktarlarinin diizenlenmesi de rol oynar. Degisken mobilizasyon egilimi nedeniyle, her graniil

alt kiimesi nétrofil aktivasyonunun belirli bir agsamas ile iliskilendirilmistir [6, 9].



2.1.5. Notrofil Aktivasyonu ve Notrofil Migrasyonu (Adezyon, Kemotaksi, Yuvarlanma
ve Diyapedez)

Viicut bir patojenle karsilastiginda vaskiilerize dokularin bu zararli ajanlari ortadan kaldirmak
icin konak¢i savunma hiicrelerini ve onlarin molekiillerini dolasimdan ihtiyag bolgesine
tasimast gerekmektedir. Bunun i¢in ilk olarak patojenin taninmasi, buna uygun vaskiiler
degisiklikler (vazokonstriksiyon, vazodilatasyon ve vaskiiler permeabilite artisi) ve son olarak
16kosit migrasyonu (marjinasyon, yuvarlanma, adezyon, transmigrasyon) ger¢eklesmelidir.
Patojen iliskili molekiiler paternler (PAMPs) dokularda belli bir miktar bulunan makrofajlarin
hem hiicre zarinda hem de hiicre i¢inde bulunan toll benzeri reseptorler (TLRs) tarafindan
taninir ve pro inflamatuvar kemokin ve sitokinler araciligiyla immiin sisteme uyarici etki yapar
ve bdylece nétrofil aktivasyonunu baslatir. Inflamatuvar bolgelerde, bakteriden tiiretilen ve
konake¢r tarafindan iiretilen inflamatuvar sinyaller bol miktarda bulunur. Bu bilesikler,

inflamatuvar bdlgenin yakinindaki endotel hiicrelerini de uyarir [10].

» Kan Akis Yonu

Notrofil

o Yuvarlanma 9 Yavaslama 9 Adezyon
ipler/sapanlar araciligiyla

_ Endotel

interstitium

0 Ekzositoz/ROS 0 Transmigrasyon (Gog)
salinimi; proteaziar

77

Proteazlar Salgi aracilari / Sitokinler

Sekil 2.3. Notrofillerin inflamasyon bdlgesine transmigrasyonu [11]

Kemik iliginden ayrilip dolasima katilan nétrofiller, damar duvarm siirekli ve rastgele

denetlerler. Kemotaktik maddelerin gradiyantinin yiiksek oldugu bolgeye dogru damar
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duvarina yakinlasirlar. Notrofil marjinasyonuyla birlikte etkilenen bdélgeye yakin kan
damarlarinin endotel hiicreleri aktive olur ve E ve P selektinler gibi adezyon reseptdrlerini ifade
eder ve noétrofil adezyonu baslatilir. Bu reseptorler, nétrofiller iizerindeki glikoprotein
ligandlarima baglanarak bunlarin endotel lizerinde yuvarlanmasina neden olur. Daha sonra
notrofiller B2 integrinlerinde yiiksek afinite durumuna neden olan kemokinler tarafindan aktive
edilir. Integrinlerin, hiicreler aras1 yapisma molekiilii-1 (ICAM-1) ve ICAM-2 gibi ligandlarina
endotelyal hiicreler ilizerinde baglanmasi, nétrofilin siki yapigsmasina neden olur. Endotel
hiicrelerinin kontraksiyonu sonucu hiicreler arasi agiklik meydana gelir ve kemotaktik
maddelerin oldugu tarafa dogru damar duvarindan disar1 ¢ikarak periferik dokulara go¢ eder

[10, 12].

Notrofiller periferik dokulara girdikten sonra, islevlerini tamamlamak igin formil-metiyonil-
16sil-fenilalanin (fMLF) ve anafilotoksin C5a gibi kemoatraktanlarin gradyanlarini takip
ederler. Dolasimdaki sabit notrofil sayisi, sempatik sinir sistemi tarafindan iletilen merkezi
sinyaller tarafindan da kontrol edilir. Bu durumda adrenerjik sinirler, adezyon molekiillerinin
endotel hiicreleri iizerindeki gecici ifadesini indiikleyerek noétrofillerin endotelyuma
baglanmasina ve dolasimi terk etmesine izin verir. Dokulara nétrofil géciiniin diizenlemesi,
sirkadiyen bir modeli izler. Dokulara girdikten sonra nétrofiller apoptoza ugrar ve nihayet
yerlesik makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan fagositoz yoluyla temizlenir. Kandaki
yash notrofiller, CXCR4'lin ifadesini yukar1 dogru diizenler ve bu da, son temizlik i¢in kemik
iligine donmelerine izin verir. Apoptotik notrofillerin temizlenmesi, kemik iliginde nétrofil
dretimini kontrol etmek icin de Onemlidir. Apoptotik noétrofilin fagositozu, makrofajlar
tarafindan IL-23'te azalma ile karakterize edilen anti-inflamatuar tepkiyi tetikler. 1L-23
miktarindaki azalma, IL-17 seviyelerinin azalmasina daha az G-CSF {iiretimine ve son olarak

da graniilopoezin azalmasina yol agmaktadir [10, 12].

2.1.6. Notrofil Patojen Savunma Stratejileri
2.1.6.1. Degraniilasyon

Notrofiller aktive olmalariyla, graniilleri harekete gegirilir ve plazma membrani veya fagozom
ile kaynasarak iceriklerini ilgili ortama salmaktadirlar. Her iki durumda da graniiliin zar1 hedef
zarin kalic1 bir pargasi haline gelir ve boylece molekiiler kompozisyonun degisir. Farkli graniil
siiflar, inflamatuvar sinyallere yanit olarak farkli mobilizasyon egilimleri gosterir: Azurofilik

graniiller mobilize edilmesi en zor olanlardir, ardindan spesifik graniiller, jelatinaz graniiller ve



son olarak salgi vezikiiller gelir [13, 14].Bu tasima islemi sirasinda hiicre igi kalsiyum
miktarlarinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Bu degisken mobilizasyon egilimi
nedeniyle, her graniil alt kiimesi geleneksel olarak notrofil aktivasyonunun belirli bir asamasi

ile iliskilendirilmistir [2].

2.1.6.2. Fagositozis ile Hiicre I¢cine Alma

Fagositoz, patojenleri ve hiicre kalintilarin1 ortadan kaldirmak i¢in 6nemli mekanizmalardan
biridir. Bir partikiiliin hiicre zar1 tarafindan fagozom adi verilen bir vakuole alindig1 aktif,
reseptdr aracili bir siiregtir. Diger fagositlerde oldugu gibi bu yutma islemi nétrofil ve
mikroorganizma arasindaki etkilesimin tiiriine baglidir. Etkilesim, PAMP'larin Griintii tanima
reseptorleri (PAR) tarafindan taninmasi yoluyla veya opsonin araciligiyla dogrudan olabilir.
Ikinci mekanizma ise IgG opsonize pargaciklarin yutulmasiyla psédopod uzantilarmnimn
olusumuna dayanan FcyR aracili fagositozdir [15]. Hiicre igerisine alinan fagazom
mikroorganizmalara goreceli olarak zararsizdir ve sitotoksik ozelliklerini ancak olgunlasma
stirecinden sonra kazanir. Bu siirecin anlasilmasi biiyiik 6l¢iide makrofajlardaki ¢alismalara
dayanmaktadir ve bunlar aydilatici nitelikte olsalar da, nétrofillerde temel farkliliklar
mevcuttur. Makrofaj fagositozu, bir endositik olgunlasma siirecini izler: Notrofillerde,
fagozom olgunlasmasi, graniillerin fagozoma bosaltilmas1 ile gerceklesir ve bu sayede
antimikrobiyal molekiillerin fagozomal liimene iletilmesi gergeklesir. Eszamanli olarak,
NADPH oksidazin fagozomal membran iizerinde toplanmasi ROS iiretimine zemin hazirlar ve
birlikte bu iki mekanizma, ¢ogu patojen i¢in toksik bir ortam olusturur. Noétrofil fagozomal pH
regiilasyonu da makrofajlarda gozlenenden oOnemli Olclide farklhidir. Makrofaj fagozomu
kademeli olarak asitlesirken, notrofil fagozomu pH'1t baslangigta alkalindir [16] ve uzun siire

notr kalir [17].

Bu alkali pH'mn korunmasi, baslica serin proteazlar NE ve CG'nin aktivasyonu i¢in gereklidir
ve asidik graniillerin devam eden girisine ra§men NADPH oksidaz aktivitesi araciligiyla
stirdiiriiliir. Tiim patojenler, fagozomun toksik ortaminda elimine edilemez. Bazilar
ndtrofillerin i¢inde hayatta kalmak icin stratejiler gelistirmiglerdir. Bu stratejiler, yutulmay1
engellemeyi, fagozom olgunlagsmasini modiile etmeyi ve patojen i¢in daha elverisli bir
intrafagozomal ortam yaratmay igerir. Staphylococcus aureus’da bulunan polisakkarit kapstil,
antifagositik o6zellikler icerir [18]. Helicobacter pylori, NADPH oksidazin fagozoma
hedeflenmesini bozabilir, boylece siliperoksit anyonlar1 fagozomdan ziyade hiicre dis1 olarak
birikir [19]. Francisella tularensis oksidatif patlamanin tetiklenmesini onler ve ayrica diger
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uyaranlara yanit olarak ROS firetimini inhibe eder [20]. Son olarak, Salmonella typhimurium
ve Streptococcus pyogenes gibi diger patojenler, fagozom ile graniil birlesimini etkili bir sekilde
bloke edebilir [21, 22]. Konakge1 tarafindan elimine edilmesine direnen ve fagozom iginde
hayatta kalmay1 saglamak i¢in patojenler tarafindan gelistirilen ¢esitli mekanizmalar, dogustan

gelen bagisiklik savunmasinda fagositozun énemini daha da vurgulamaktadir.

2.1.6.3. Oksidatif Patlama ve ROS

Notrofillerin aktivasyonuyla solunum patlamasi adi verilen bir siireg ile ROS iiretimi
gergeklestirilir. [23]. ROS, diger molekiillerin sinyal iletimini ve antimikrobiyal etkilerini
degistirebilir ve konakg¢iya zararli olabilir. NADPH oksidaz kompleksi, fagozomal ve plazma
membranlari iizerinde birlesir ve molekiiler oksijeni siiperoksite indirgeyerek reaktif oksijen
kademesini baslatir. Siiperoksit, giiclii bir oksidan olmasada, hizla pargalanir ve hidrojen

peroksit olusturur [23].

Stiperoksit ayrica inflamasyon olan bolgelerde yiiksek seviyelerde iiretilen nitrik oksit ile
reaksiyona girererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti olusturabilir. ROS, nétrofillerin
antimikrobiyal aktivitesi i¢in olduk¢a 6nemlidir: Kronik graniilomatdz hastaligina (CGD) sahip
bireylerden izole edilen nétrofiller, patojenleri zayif bir sekilde 6ldiirerek bu hastalar1 birgok
enfeksiyona duyarl hale getirdigi goriilmektedir. Fagosit icinde reaktif oksijen ara iiriinlerinin
(ROI) ag1ga ¢ikmasini saglayan nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzim
kompleksinin herhangi bir komponentindeki mutasyon fagosite edilen mikrobun
oldiirilememesine ve granuloma olusumuna neden olur. NADPH oksidaz ayrica
inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynar, bu da CGD hastalarinin neden siklikla oto
inflamatuvar hastaliklardan muzdarip oldugunu agiklar [24]. Dogrudan antimikrobiyal etkiye
ek olarak, ROS konak¢1t molekiilleri modifiye edebilir. Ek olarak noétrofil graniillerinde
depolanan proteazlar, SLPI, SERPIN grubu gibi inhibitdrlerinin oksidatif inaktivasyonu veya
dogrudan oksidasyon yoluyla diizenlenebilir [25, 26].

2.1.6.4 NETs: Notrofil Hiicre Dis1 Tuzaklar:

Notrofiller stimiilasyon sonucunda, dekondanse kromatinlerinin hiicre dis1 bosluga salinmasina
yol agan aktif bir hiicre 6liimii formu olan NETozis gergeklestirebilirler [27, 28]. NET olarak
adlandirilan fibréz yapilar, histonlarin yani sira antimikrobiyal graniiler ve sitoplazmik

proteinler igerir [29]. NETS'lerin bir¢ok patojen tiiriinii ex vivo olarak hapsettikleri ¢esitli
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hastalik  modellerinde literatiirde  gosterilmistir.  NETlerin  lokal olarak  yiiksek
konsantrasyonlarda antimikrobiyal molekiillere maruz birakarak patojenleri elimine ettikleri
diistintilmektedir [30]. Kimyasal ve biyolojik uyaranlara yanit olarak NET olusumu igin
NADPH oksidaz ve MPO gerekli oldugundan reaktif oksijenlerin varlig1 s6z konusudur [28,
31, 32]. NET olusum aktivatorleri kullanilan ¢alismalarda genellikle ROS {iretiminin gerekliligi
ortaya konmustur. NADPH oksidazin yukar1 yonde regiilasyonunda, Raf-MEK-ERK yolu NET
olusumunda rol oynamaktadir [33] ancak siire¢ boyunca NE graniillerden ¢ekirdege yer
degistirir ve histonlar1 bozarak kromatin dekondensasyonuna yol a¢gmaktadir [34]. Ayrica,
NADPH oksidaz, MPO ve NE gibi NET olusumu i¢in 6énemli olan antimikrobiyal faktorler,
nétrofil fonksiyonlari icin kritiktir. Ote yandan, bagisiklik sistemi enfeksiyonla savasmak igin
birgok farkli mekanizmaya daha sahiptir ve NET'lerin, kolaylikla fagosite edilemeyen biiyiik
patojenlerlerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi belirli kosullar altinda 6zellikle Gnemli olmas1

miimkiin gibi gbziikmektedir.

NET'lerin konakg1 tizerinde de zararli etkileri olabilmektedir. NET'ler kendi molekiillerini
hiicre dis1 olarak aciga c¢ikardiklarindan, otoimmiiniteye yol agmaktadirlar ve NET'ler,
genellikle kromatin ve notrofil bilesenlerine [35, 36] karsi otoantikor olusumu ile karakterize
olan bir otoimmiin hastalik olan sistemik lupus eritematozus (SLE) ile iliskilendirilmistir.
Sepsis sirasinda olusan platelet kaynakli NET'ler doku hasarma bagli hepatotoksisite ile
iliskilidir. Kistik fibroz hastalarinin hava yolu sivilarinda da balgam viskozitesini
artirabilecekleri ve akciger fonksiyonunu azaltabilen NET'ler gozlenmistir [37]. Yapilan bir
caligmada ise eksojen NE inhibitorleri kullanilarak NET olusumunun baskilanabilecegi ortaya
konmustur. Bu da serin proteazlarin endojen inhibitorlerinin de NETosis't benzer sekilde
diizenleyebilecegi sonucuna isaret etmektedir. Ozellikle nétrofiller, coklu serin proteaz
inhibitorleri igerir [38, 39], ancak SERPINB1 ve sekretuvar 16kosit proteaz inhibitoriiniin

(SLPI) rolleri, ndtrofil fonksiyonu baglaminda en iyi bilinenlerdir [39, 40].

2.1.7. Nétrofilik Proteazlar ve Inhibitérlerinin Dengesi

Siddetli inflamatuvar yanit ile karakterize olan birgok solunum yolu hastaliginda proteazlar ve
bunlarin inhibitorleri arasindaki dengede bozulmalar olugmaktadir. Notrofil elastaz (NE) ve
benzeri proteazlarin asir1 aktivitesinin doku hasarina neden oldugu ve pndmoni, solunum

sikintist ve akut akciger hasar1 gibi birgok klinik durumda havayolu yeniden yapilanmasi
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stirecinin degistigi bildirilmistir. NE, notrofil fonksiyonu i¢in gerekli olan ve astim, sepsis, artrit
gibi doku yaralanmalarina kars1 inflamatuar yanitta yer alan fizyolojik proteolitik enzimlerden
(serin proteazlar) biridir. Bunun yani sira bir¢ok proteaz, hiicre i¢i ve hiicre dis1 antibakteriyel

veya antifungal aktiviteye sahiptir [41-43].

NE, hiicre dis1 matrise saldiran ve inflamasyonu ve doku yeniden sekillenmesini modiile eden
yikict bir elastazdir. Katilimi dogrudan (doku hasari), dolayli (proinflamatuar veya
proapoptotik) olabilir veya sadece 16kosit aktivasyonunun bir belirteci olabilir. Yaralanmadan
sonra olusan doku hasar1 ve yeniden sekillenme, proteazlar ve onlarin inhibitorleri arasindaki
dengesizligin bir sonucudur (Sekil 1) [44]. Cok sayida ¢alismada, farkli inflamatuar doku hasar1
modellerinde NE inhibitorlerinin (endojen veya sentetik) potansiyel terapotik roliinii

arastirilmistir. Bu bulgularin klinige aktarilmasi bir zorluk olmaya devam etmektedir.

2.2. Serin Proteaz inhibitor (SERPIN)

SERPIN ailesi proteaz inhibitdrlerinin en biiyiik ve en genis ¢apta dagilmis liyelerinden biridir.
Okaryotik ¢ok hiicreli canlilarin tamaminda serpinler mevcuttur [45]. Serpinlerin biiyiik
cogunlugu serin proteazlar1 inhibe etmesine karsin kaspazlari veya papain benzeri sistein
proteazlarii inhibe eden serpinler de tanimlanmustir [46, 47]. Inhibitdr serpinler, reaktif merkez
halkasinda meydana gelen konformasyonel degisim sonucunda hedef proteaza geri
doniistimsiiz baglanarak islevlerini yerine getirirler [48]. Proteazlar, hiicresel stres gibi gesitli
sebeplerle graniillerden sitoplazmaya sizabilir, bu durumda proteaz inhibitorleri ilgili
molekiiliin enzimatik aktivitesini baskilar ve istenmeyen hiicresel hasari onler. Serpinler
proteaz inhibitori islevinin yani sira saperon, hormon tasiyicilart veya tiimor baskilayicilar

olarak da islev gortirler [49, 50].

2.2.1. SERPINBI1: Lokosit Elastaz inhibitorii

SERPINBI1 (kokenine gore farkl isimler alir: insan MNEI; fare elastaz inhibitdri, at ve domuz
Lokosit elastaz inhibitorii), birgok hiicre tipinde ifade oldugu gosterilmis olmasina karsin,
ozellikle graniilosit ve makrofajlarda bulunan bir n6trofil elastaz inhibitoriidiir. SERPINB1 hem
elastaz benzeri hem de kimotripsin benzeri proteazlari iki farkli P1 (N terminal yoniindeki
parcalanmis amino asit) rezidusu yoluyla inhibe eder [47]. Bu serpin, plazminojen aktivator
inhibitori 2 ve skuamoz hiicreli karsinom antijenleri 1 ve 2 (SCCA1 ve SCCA2) ve maspin’leri

de igeren Ov-serpin ailesine iiyedir [51, 52].
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SERPINBI1 esas olarak intraselliiler bir proteindir ve dncelikli gorevi hiicreyi stres sirasinda
sitoplazmaya sizan proteazlardan korumaktir. Bu goriis, ndtrofil canliliginda azalmaya sahip
olan KO fareleri tarafindan desteklenmekle birlikte hiicrelerin kendi graniiler proteazlarindan
korumasi isleviyle tutarlidir [53]. Bu islev yakin zamanda gergeklestirilen bir ¢alismada
miyeloid kosullu nakavt ve transgenik fareler kullanilarak nétrofil sagkalimi ile SERPINB1

seviyesi (farelerde B1la) arasindaki korelasyonu acikca gostermektedir [54].

Boliinebilir bir hidrofobik sinyal sekansinin olmamasi, SERPINB1 esas olarak sitozolde
konumlanan bir protein olmasina karsin akciger inflamatuvar hastaliklarinda bronkoalveolar
lavaj stvisinda da saptanabilmektedir. SERPINB1'in kronik enfeksiyonlar sirasinda, 6zellikle
solunum yolu hastaliklarinda hiicre disina salinan notrofil elastazin kontrolii {izerindeki etkisini
arastiran pek ¢ok ¢alisma yapilmistir [55, 56]. Ayrica SERPINB1’in insan notrofil elastazin
yani sira Granzim H, Katepsin G ve D ve Proteinaz-3'in giiglii bir inhibitorii olarak
tanimlanmistir [57]. Kimaz ve kimotripsin gibi diger kimotripsin benzeri proteazlarin da

SERPINBI ile etkilesime girdigi bildirilmistir [47].

SERPINBL1 gen ifadesi baskilanan farelerin kullanildig1 ¢alismalarda, SERPINB1'in patojen
kaynakli enfeksiyon sirasinda akcigerde bulunan antimikrobiyal proteinlerinden konak
hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir rol oynadigimmi ve noétrofil rezervlerinin dengesini
stirdiirmesindeki diizenleyici roliinii ortaya koymustur [58]. Notrofil serin proteazlar (NSP'ler)
(elastaz, katepsin G ve proteinaz-3) istilac1 patojenleri etkisiz hale getirmektedir [59]. Ancak
bununla birlikte, akcigerlerdeki fazla sentezlenen NSP'ler, inflamatuar akciger hastaliginda
merkezi bir rol oynamaktadir. Enfeksiyon iizerinde, dogal fenotip (WT) ve SERPINBI-
susturulmus (KO) farelerde benzer erken cevaplarin, sitokin ve kemokin iiretimi, nétrofil alimi
ile iliskili olabilecegini gdstermektedir. Ancak, SERPINB1 ™" farelerde yapilan bir calismada,
akcigere notrofillerin yetersiz alimi nedeniyle bakterileri verimli bir sekilde temizleyemedikleri
goriilmektedir. Bunun sebebi ise bu hiicreler, hiicre dis1 alanda daha kisa bir hayatta kalma ve
stirekli pro-inflamatuar sitokin tiretimini tetikleyen notrofil kaynakli proteazlarin artan salinimi
ile iligkilendirilmektedir. Pro-inflamatuvar sitokinlerin asir1 tretiminin olumsuz etkisi,
influenza viriisii araciligiyla belirlenmistir [53, 60]. SERPIN KO farelerine rekombinant
SERPINBI1 proteininin uygulanmasi, bakteri klirensini normallestirdigi tespit edilmistir, bu
durum SERPINBI1 tarafindan pulmoner dogustan gelen bagisikligin diizenlenmesinin,
konakg¢inin patojene karsi yanitinda son derece 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu sonuglarla

paralel olarak, farkli ¢aligmalar da SERPINBI1'in aktif iilseratif kolitin yeni bir belirteci
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olabilecegini ve hastalarin bagirsak liimeninde ve bagirsak epitel hiicrelerinde birikmesi
nedeniyle inflamatuvar bagirsak hastaliginin patogenezinde énemli bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir [61]. Bu sonuglar birlikte ele alindiginda SERPINB1'in inflamatuvar

hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir.

2.2.2. Lokosit Elastaz inhibitor Tiirevi Endoniikleaz: L-DNAZz |1

Lens hiicre farklilagsmasinin incelendigi bir ¢alismada, bilinen endoniikleazlar disinda farkl bir
DNase II'nin varlig1 ortaya konmustur [62, 63]. Domuz dalagindan saflastirilmis DNase II'ye
yonelik gelistirilen poliklonal antikorlar1 kullanilarak, lens epitel hiicrelerinde sitoplazmik bir
lokalizasyona sahip molekiiliin lif hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde yogunlastigi tespit edilmistir
[64]. Veritabanlarindan elde edilen dizilerle benzerliklerinin arastirilmasi, bu molekiin serpin
ailesinin bir iiyesi olan, l6kosit elastaz inhibitorii (LEI), spesifik olarak ise SERPINBI olarak
adlandirilan protein ile %100 eslestigi gosterilmistir [65]. Ilging olarak 27 kDa'likk bir
endoniikleazin dizilemesi yapilmistir fakat 42 kDa'lik bir anti-proteaz sekansi elde edilmistir.
Bunun sebeplerini inceleyen (teknik bir hata olmadigini kanitlayan) literatiirde ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir [26]. Calisma sonuglari gozlenen farkin nedeni olarak post translasyonel
modifikasyonlar: isaret etmektedir. Yeni konformasyona sahip bu proteine LEI'den tiiretilen bir

DNase oldugu i¢in L-DNase II ad1 verilmistir.

2.2.2.1. LEI/L-DNase II'nin Molekiiler Karakterizasyonu

LET’nin elastaz ile etkisimi, goriinlir molekiiler agirliginda bir azalmaya neden olmaktadir. Bu
azalma, anti-proteaz aktivitesinin kaybi1 ve bir endoniikleaz aktivitesinin ortaya ¢ikmasiyla
iliskilidir. LEI, enzimatik aktivitesini degistirme konusunda genis bir kapasiteye sahiptir.
Serpin ailesinin ¢ogu iiyesi gibi LEI de yar1 kararli bir proteindir ve anti-proteaz aktivitesi
bununla iligkilidir. Boylece, iyi tanimlanmis intihar/tek kullanimlik mekanizmasi araciligiyla
elastazin inhibisyonu, kesilmis LEI formunu olusturur [48, 66]. Ilging bir sekilde, ata ait LEI'nin
iic boyutlu kristal yapisinin analizi degerlendirildiginde, RCL kutbunda daha yiiksek sayida
pozitif yiike sahip oldukg¢a polarize bir molekiil oldugu agiga ¢ikmistir. Bu, negatif yiiklii DNA
ile etkilesime girmek i¢in gerekli bir kosuldur [48].

Endoniikleaz aktivitesine 6zgii sekans i¢in herhangi bir fikir birligi ortaya konulmasa da LEI
ii¢ boyutlu yapisinin analizi sonucunda, daha pozitif yiiklii bolgede bulunan iki histidine (H287
ve H368) isaret edilmektedir [66]. Bu histidinler, tiim tiirlerde korundugu igin aktif bolgede
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onemli olmaya aday H368'e odaklanilmistir. Bir ¢calismada bu rezidue (H368A) iizerinde bir
nokta mutasyonunun eklenmesi ile anti-proteaz aktivitesinin korundugu ancak endoniikleaz
aktivitesinin kaybedildigi rapor edilmistir. Bu sonuglar, RCL'nin ana beta tabakasinin agiga
cikasiyla, H368 ile ilgili onceden var olan bir endoniikleaz aktif bolgesinin de bununla beraber
ortaya ciktigimi gostermektedir. Ayrica, aymi grup tarafindan gerceklestirilen bolge hedefli
mutagenez ¢aligmalari, RCL bolgesinin endoniikleaz aktif bolge ile ayn1 zamanda agiga ¢ikan
ve daha sonra kesilen molekiiliin niikleer translokasyonuna izin veren bir ¢ift tarafli niikleer
lokalizasyon sinyalini (NLS) gizledigini de gostermistir [66]. LEI'nin enzim aktivitesinde ve

hiicresel lokalizasyonundaki degisimin molekiiler bir modeli Sekil. 2.4 ‘te verilmistir.
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Sekil 2.4. LEI/L-DNase II’nin hiicresel lokasyon degisiminin sematik olarak gosterilmesi.

DNA'nim hiicre ¢ekirdeginde bulunmasi, genomik bilginin sitoplazmada bulunan siireclerden
ayrilmasina saglar. Cekirdek ve sitoplazma arasindaki protein aktarimini kontrol etmenin genel
yolu, bir NLS'nin (proteinin ¢ekirdege girisine izin veren) ve bazi proteinlerde bir Niikleer
Ekstriizyon Sinyalinin (NES) mevcudiyetidir. NES, tasiyicisini baglayan iic veya dort
hidrofobik rezidue igeren bir motiften olusur: Crml/exportinl. LEI'de Crml'i baglayan ve

molekiiliin niikleer translokasyonunu saglayan bir konsensus NES dizisi bulunmustur [67].

LEI/SERPINBI1, RCL’ye bagli bir anti-proteaz aktivitesi ve kesilme ile agiga ¢ikan bir

endoniikleaz aktivitesi olmak iizere 6zlinde iki enzimatik aktiviteye sahiptir [48]. Ek olarak,
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konformasyonel degisiklik, proteinin ¢ekirdege translokasyonuna izin veren cift tarafli bir

NLS'yi de ortaya ¢ikarir.

2.2.2.2. Apoptoz ve LEI/DNAz II iliskisi

Apoptozda goriilen diizenli hiicre pargalanmasi, proteolizi ve kromatin degredasyonunu igerir.
DNA’nin oligoniikleozomlarina ayrilmasi apoptozun karakteristik Ozelligi olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda DNazlarin arastirilmasi apoptoz calismalarinda énemli bir hedef
haline gelmistir [68]. Elde edilen sonuglar, farkli apoptotik hiicre O6liimlerinde kaspaz
aktivasyonu ve CAD (Kaspazla Aktive Edilmis DNaz) disinda kalpainler, katepsinler ve
granzimler dahil olmak iizere diger proteazlarin aktivasyonunun da rol oynayabilecegi
gosterilmistir [69]. Bu proteazlarin, dogrudan veya dolayli olarak CAD disindaki diger
endoniikleazlar1 aktive edebilecegi literatiirde gosterilmistir Bugiine kadar, sadece GAAD
(Granzyme A-Activated DNase) ve L-DNase II'nin aktivasyonu, proteazlarin aktivasyonu ile
iliskilendirilmistir [70, 71]. AIF'nin (Apoptosis Indiikleyici Faktor) salimi, DNA iizerindeki
etkisinin DNA'y1 pargalamak degil, kromatini yogunlastirmak olmasina ragmen, proteaz

aktiviteleri (kalpainler) ile de iliskili olmustur [72].

2.2.2.3. L-DNaz II'nin Pro Apoptotik Etkisi

L-DNase II kesfine giden yol lens hiicrelerin farklilagsmasi sirasinda ¢ekirdek bozulmasiyla
ortaya konmustur. Ilging bir sekilde, farklilasmis cekirdeklerin morfolojik degisiklikleri,
apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerine benzer oldugu goriilmistiir [62]. Bu nedenle, L-DNase
II'nin apoptoza katilimini arastirmak igin ¢ekirdekler saflastirilarak rekombinant L-DNase Il ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda DNA'nin oligoniikleozomlarina ayrildigi ve niikleer
piknozun indiiklendigi goriilmiistiir [65]. Metab olik strese yol agan indiiktorler kullanildiginda
enzimin niikleer translokasyonun gergeklestigi bulunmustur [73]. Bu kosullar altinda LEI'nin
asirt ifadesi hiicre 6liimiinii artirmaktadir. Genotoksik bilesiklerin ise L-DNase II'yi aktive
etmedigi ve bu kosullar altinda LEI'nin asir1 ekspresyonunun, LEI kesilmesi ve L-DNase |1

olusumundan kaynaklanan spesifik hiicre 6liimiinii artirmadigi belirtilmektedir [74].

L-DNase Il'nin aktivasyonu, retina gelisimi sirasinda gergeklesen noral apoptozda [75] veya
farkli hiicre gruplariyla yapilan ¢aligmalarda ve ayrica kornea greft rejeksiyonu ve 1s18a bagl
retinal dejenerasyon gibi patolojik durumlarda goriilmistiir [73, 76, 77]. Cogu durumda, bu

yolun aktivasyonu, daha dnce belirtildigi gibi, genotoksik hasarlarla degil, metabolik streslere
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bagl goriinmektedir. L-DNase II cogunlukla farklilagsmais hiicrelerde veya kaspaz yolunu aktive
edemeyen tiimor hiicrelerinde aktive edilmektir [78]. Farkli proteazlar (hiicre i¢i elastaz, notral
proteazlar, katepsin D, bazi asit proteazlar) LEI'yi L-DNase Il'ye doniistiirebilir [79-81].
Apoptoz benzeri hiicre 6liimii sirasinda aktive olan diger elastaz benzeri proteazlarin da L-
DNase II'yi aktive edebildigi gosterilmistir. Bu durum, AP-24 (apoptotik proteaz 24 kDa) veya

diger serin proteazlarda goriilmektedir [82, 83].

2.2.2.4. LEI Anti Apoptotik Etkisi

Ov-serpin ailesi ekseriyetle hiicresel koruyucu protein ailesi olarak kabul edilir. B grubu
serpinlerinin ¢ogu, hiicre dliimiiyle ilgili enzimleri diizenler. Bazilar lizozomal proteazlar
(skuamoz hiicreli karsinom antijeni) diizenlerken bu ilenin diger iiyelerinin kaspazlari inhibe
edebildigi bulunmustur Bu Fas veya TNF-a ile indiiklenen apoptozu inhibe eden viral serpin
Crm A'nin durumudur [84]. Benzer sekilde, PI-9'un asir1 ekspresyonu, hiicreleri granzim B
kaynakli apoptozdan korur [85]. B grubunun bir¢cok iiyesi proteaz salgilayan hiicrelerde
bulundugundan, yukarida belirtildigi gibi hiicreleri yanlis yonlendirilmis proteazlar tarafindan
kendi kendini yok etmekten koruduklari 6ne siiriilmiistiir. Ek olarak, eksojen ov-serpinler,
komsu hiicreleri ve dokular1 proteolitik hasardan koruyabilir. Buna paralel olarak, sicanlarin
hava yollarina verilen rekombinant LEI’nin nétrofil proteazlarin olusturdugu akciger hasarini
onlemesi, bu proteinin inflamatuar akciger hastaliklarinin tedavisinde aday molekiil olarak
diistiniilmesine yol agmustir [56]. Bu verilere 1siginda, LEI'nin kendi dogal bigiminde anti-

apoptotik 6zelliklere sahip olmasi sasirtict degildir.

Etoposid kaynakli apoptozda LEI'nin anti-apoptotik aktivitesinin temelinin arastirildigi bir
calismada, bunun dolayli olarak katepsin D'nin inhibisyonu araciligiyla gergeklestigi
gosterilmistir. Etoposid ile uyarimin ardindan katepsin D, lizozomal membran gegcirgenligi
(LMP) ile sitoplazmaya salinirken procaspaz-8'i parcalayarak bir kaspaz-8 aktivitesinin yiiksek
diizeyde artisina neden olur [81]. Bu yol, LEI asir1 ifadesi ile yavaslatilabilmektedir. RCL
bolgesinin ana beta tabakasinin katlanmasini yavaslatan ve katepsin D ile LEI arasindaki
kovalent kompleksin stabilitesinde bir azalmaya yol acan bir mutasyon tastyan AP10T-LEI
mutantinin hiicre koruyuculugunu ortadan kaldirdigi ortaya konmustur. Bu sonug, LEI'nin anti-

proteaz aktivitesinin katepsin D'ye baglanmasi igin gerekli oldugunu gostermektedir [81].

LEI'nin her yerde farkli hiicre ve dokularda ekspresyon seviyesi ¢ok degisken olan bir

proteindir. Yiksek seviyelerde LEI ifade eden dokular, bu proteini, [AP'ler (Apoptoz Proteini
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Inhibitdrleri) diger kaspaz inhibitorleri ile birlikte kaspaz aktivitesini kontrol etmek igin

kullanabilmektedirler [86].

LEI/L-DNase II’nin pro- veya anti-apoptotik etkilerinin hem LEI'nin L-DNase II'ye molekiiler
dontistimiine hem de bu molekiillerin diger pro ve anti apoptotik yolaklarla ve bunlarin
diizenleyici molekiilleri ile etkilesimine bagli olmas1 muhtemeldir. LEI ve apoptoza dahil olan
hiicresel proteinler arasindaki protein-protein etkilesimlerinin taramasinin gerceklestirildigi bir
calisgmada PARP-1, BCL-2 protein ailesi tiyesi, AIF, Protein kinaz C ¢ gibi molekiillerin LEI/L-
DNase II diizenlemesine yonelik birka¢ adaydan biri oldugu ortaya ¢ikmustir [74].

2.3. Astim

Astim, diinya ¢apinda her yastan 300 milyondan fazla insani etkileyen, kiiresel olarak ortaya
cikan en yaygin kronik hastaliklardan biridir. Aym1 zamanda, gelismekte olan birgok iilkede
artan hasta yayginlig1 ve artan tedavi maliyetleri, toplum icin agir bir yiik haline gelmekte ve
bu nedenle astim ciddi bir kiiresel saglik sorunu olmaktadir [87]. Siklikla nefes darlig1 ve
oOksiiriik belirtileriyle ortaya ¢ikan astim hastaligi, yasam kalitesini diisiirmekle birlikte bir¢ok
diger saglik sorununu da beraberinde getirmektedir. Astim hastaliginin ortaya ¢ikma siirecinde
genetik faktorler etkili olabildigi gibi alerjenler gibi spesifik veya sigara dumani, hava kirliligi
gibi uyaranlar da hastalik durumunu tetikleyebilmektedir [88]. Akcigerde olusan kronik
inflamasyon sonucu ortaya ¢ikan astim durumu basta havayolu epitel hiicreleri olmak {izere
fibroblastlar, endotel hiicreler, hava yolu diiz kas hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerini de

etkilemektedir [89].

2.3.1. Astim Patofizyolojisi

Astim durumunun siddetlenmesi, erken evre ve ge¢ evre olmak Tlizere iki asamada
gerceklesmektedir. Erken evre, plazma hiicreleri tarafindan duyarli hale getirilen ve salinan IgE
antikorlar1 tarafindan baglatilmaktadir. IgE antikorlar1 daha sonra yiiksek afiniteli mast
hiicrelerine ve bazofillere baglanir. Bir kirletici veya risk faktorii solundugunda, mast hiicreleri
sitokinleri serbest birakir ve sonunda bu hiicreler degraniile olur. Mast hiicrelerinden salinan
histamin, prostaglandin ve 16kotrienler diiz kas kasilmasi ve hava yolunun daralmasina neden
olur. Th2 lenfositler ise diger hiicrelerle iletisime yardime1 olan ve inflamasyonu siirdiiren farkli
sitokinlerin (IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF) iiretiminden sorumludur. IL-3 ve IL-5, eozinofillerin

ve bazofillerin hayatta kalmasina yardimci olurken, IL-13, havayolu yeniden yapilanmasina,
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fibroza ve goblet hiicrelerinde hiperplaziye yol agmaktadir. Geg evre ise inflamatuar yanitin
ilerlemesine bagli olarak ortamda immiin hiicre yogunlugunun artmasiyla baslamaktadir. Bu
evrede eozinofiller, bazofiller, nétrofiller ve T hiicreler (yardimci/hafiza) akcigerde lokalize
olmaktadir. Mast hiicreler ayrica sitokin/kemokin gibi faktorler araciligiyla gec evrede rol alan
diger immiin hiicrelerin, inflamasyon bolgesine gog¢ etmesinde énemli rol oynamaktadir [90].
Bu goc haraketine bagli olarak gec¢ evrede, bronkokonstriksiyon ve inflamasyonun artisi
gdzlemlenmektedir. inflamasyon ve bronkokonstriksiyonun bir sonucu olarak, hava yollarinda

meydana gelen tikaniklik; solunum giicliigiine sebep olmaktadir.

Hava yolu asir1 duyarliligi astimin en belirgin semptomlarindan bir tanesi olmakla beraber
genellikle bu durum farkli uyaranlara kars1 verilen kontrolsiiz bir yanitin sonucudur. Bu yanit
genellikle mast hiicrelerinden salinan histaminde ve hava yolu diiz kas kiitlesinde artis ile
iligkilendirilmektedir. Hava yolu yeniden yapilandirilmasi, epitel hiicrelerin mezenkimal hiicre
karakteri kazanarak, diiz kas hiicre kitlesini arttirmasiyla gergeklesmektedir. Epitel hiicreler,
hiicre yapismasini saglayan siki baglantilarini ve bunu takiben fonksiyonel polaritelerini
kaybederek mezenkimal hiicre fenotipi gostermeye baslamaktadir. Ek olarak, eozinofil-mast
hiicre etkilesimi sonucunda, eozinofillerden TGF-f ve pro-inflamatuar sitokin salimi hava yolu

yeniden yapilandirilmasinda etkilidir [90].

2.3.2. Astim Fenotipleri

Astim siddeti, dogal seyri ve tedaviye yanit verme acisindan heterojendir ve bu heterojenlik
astima sebep olan farkli molekiiler mekanizmalar1 yansitmaktadir. Bu nedenle astim i¢in uzun
stiredir devam eden bir yaklasim, hastalar1 klinik, biyolojik ve fizyolojik 6zelliklerin
gozlemlenebilir kombinasyonlarina dayali olarak fenotipler halinde gruplandirmak olmustur.
Fenotipler kalitsal ve cevresel etkilerin bir kombinasyonundan kaynaklanan gdzlemlenebilir
ozellikler olarak tanimlanmaktadir. Cocuklukta baslayan alerjik astim, ge¢ donem baslangich
eozinofilik astim, nétrofilik astim, egzersize bagl astim, obezite ile iligkili astim ve aspirin ile
siddetlendirilmis solunum hastalig1 gibi klinik olarak onerilen birka¢ farkli astim fenotipi
vardir. Fakat GINA 2021 raporunda, yaygin olarak goriilen astim fenotipleri *’ alerjik astim,
alerjik olmayan astim, ge¢ donem baslangich astim, obezite iligkili astim ve kalic1 hava akimi
sinirlanmast olan astim’” olarak belirtilmektedir [91]. Alerjik astim kolay teshis edilebilen bir
astim fenotipi olmakla birlikte bu fenotipte balgamda ya da kanda eozinofilik biyobelirteclere
rastlanmaktadir. Alerjik astimin tedavisi genellikle solunan kortikosteroidler ile yapilmaktadir.
Alerjik olmayan astim fenotipindeki hastalarin balgaminda notrofilik veya eozinofilik
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biyobelirtegler bulunabilirken, bu hastalarin kortikosteroide verdikleri yanmit diisiik seviyede
kalmaktadir. Geg baglangicli astim hastalar alerjik reaksiyon gostermeme egilimindedirler.
Baz1 obezite hastalarinda belirgin solunum semptomlar1 ve eozinofilik hava yolu
inflamasyonlar1 gozlemlenmektedir ve bu durum obezite iliskili astim fenotipini ortaya
cikarmaktadir. Kalic1 hava akimi sinirlamasi olan astim fenotipinde ise astimin neden oldugu

havayolu yeniden yapilandirilmasi kalict olarak hava akimi sinirlamasina neden olmaktadir
[91].

2.3.3. Notrofilik Astim

Astimli hastalarin yaklasik %50'sinde Th2'ye bagli eozinofilik astim bulunurken, kalan
%350'sinde notrofilik ve pausigraniilositik alt tiplere ayrilabilen eozinofilik olmayan astim
fenotipleri bulunmaktadir. Eozinofilik astim, astimin iyi karakterize edilmis klinik
fenotiplerinden biridir fakat, nétrofilik astim fenotipi heniiz eozinofilik astim fenotipi kadar 1yi
karakterize edilememektedir. Notrofilik astimi olan hastalarin balgaminda %40 ila %76
arasinda degisen yliksek notrofil sayisi goriillmektedir. Balgamda artan notrofiller siddetli kalici
astimin belirteci olabildigi gibi, saniyedeki diisiik ve zorlu ekspirasyon hacmi (FEV1), sabit
hava yolu obstriiksiyonu ve brokodilator sonrast FEV1 ile iliskilendirilmistir [90, 91].

Notrofilik astim eozinofilik astima gore daha zor teshis ve diisiik yasam kalitesine yol agan zor
bir endotiptir. Notrofilik astimi olan hastalarin bir kismi, yiiksek doz kortikosteroidlere ve yeni
tanitilan eozinofilik astim endotipi i¢in hedeflenen biyolojik ilaglara yeterli yanitt
verememektedir. Notrofilik astim profiline ait biyobelirtegler giiniimiizde hala net olarak
belirlenemedigi i¢in, hastalik teshisi ve kisisellestirilmis tedavi stratejileri bu alanda yetersiz
kalmaktadir. Genel olarak, noétrofilik hava yolu inflamasyonunun ortaya ¢ikmasinin
patobiyolojisi heniiz tam olarak anlagilmamis olmasina karsin Thl ve Thl7 hiicrelerinin
aktivasyonu bu tip astimla baglantili oldugu yapilan ¢aligmalarla gdsterilmektedir. Th17
sitokinlerinden olan ve artan diizeyde salgilanan IL-17A ve IL-17F nétrofilik astim fenotipinde
onemli rollere sahiptir. Ayrica Th17 hiicreleri tarafindan salgilanan CXCL1 ve CXCLS ortama
daha fazla notrofil ¢agrilmasina neden olur. Hava yollarinda artan nétrofiller ¢ok sayida
inflamatuar sitokinin salinmasina (TNF-a, IL-1 8, IL-6 ve IL-8 gibi), lokal doku hasarina, hava
yolunun yeniden sekillenmesine ve bronko-konstriksiyona yol agar. Notrofilik astimda hava
yolu asir1 duyarliligi, nétrofillerin aktivasyonu ile dogrudan iliskilidir. Bu siire¢, hava yolunun
yeniden sekillenmesi, subepitelyal fibrozis ve diiz kas kiitlesinde artis1 takiben daha da
siddetlenmektedir [90].
21



Alerjen maruziyeti sonrasinda, dentritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler alerjeni fagosite
ederek naif T hiicrelerinin Thl veya Thl7 hiicrelerine farklilasmasini uyarabilecek peptitler
haline getirir. Thl hiicrelerinden salinan IFN-y ve TNF-a gibi faktorler bronslarda havayolu
asir1 duyarliligi, bronko-konstriksiyon ve diiz kas hiicre hiperplazisini indiikleyebildikleri gibi,
notrofil fonksiyonuna da katkida bulunur. Bunun yani sira yine bu hiicrelerden tiretilen IFN-y
mast hiicrelerinden histamin, prostaglandin ve 16kotrien salimini uyararak hastalik profiline etki
eder. Inflamasyonun gerceklestigi bolgedeki epitel ve diger bazi immiin hiicreler tarafindan

tiretilen IL-8 ve TNF-a ise bolgeye notrofil gogiinii saglar [90].

2.3.4. Notrofiller ve Havayolu Epiteli Tliskisi

Notrofilik astim durumunda, noétrofiller NET ler sayesinde patojenleri elimine edebilecek
koruyucu bir rol oynamakla birlikte salgiladigi pro-inflamatuvar sitokinler (IL-8, TNF-a) ve
notrofil elastaz ve proteinaz-3 gibi bazi proteinlerle epitel hiicre hasarina neden olabilirler [92].
Genel olarak bakildiginda nétrofiller, pulmoner enfeksiyon sirasinda ilk savunma hattini
olusturur ve irettikleri bir dizi faktor patojenleri hedef alarak ortadan kaldirabilir [93]. Bunun
yant sira notrofiller, monositleri ve makrofajlar1 enfeksiyon bolgesine ¢eken kemotaktik
faktorleri ve onceden olusturulmus graniil proteinleri serbest birakarak inflamasyona katki

saglar [94].

Notrofiller, hava yollarinin yeniden yapilandirilmasina bagli hava yolu daralmasi, nétrofil
elastazin aracilik ettigi asir1 mukus salgilanmasi [95], hava yolu diiz kas kiitlesinde artig [96]
ve akciger fonksiyonunda diisiis [97] dahil olmak iizere hava yollari iizerinde olumsuz etkiler
gosterebilir. Hava yolu yeniden yapilandirilmasi genellikle astim hastalarinda artan hava yolu
inflamasyonu sonucunda meydana gelmektedir [98]. Hem yapisal hiicreler hem de inflamatuar
hiicreler tarafindan salinan faktorler, hava yolunun yeniden yapilandirilmasinda rol oynar.
Ornek olarak TGF-p, notrofiller de dahil olmak iizere astimli hava yolundaki goklu hiicre tipleri
tarafindan iiretilebilen bir faktordiir ve astimda hava yolu yeniden yapilandirilmas: ile en ¢ok
iliskilendirilen pro-fibrotik sitokindir [99]. Periferik kanda bulunan nétrofiller, hem astim
hastalarinda hem de saglikli kontrollerde yapisal olarak TGF-B eksprese ederken, astim
hastalarinda bu tiretim daha fazladir [100]. Hava yolunun yeniden yapilandirilmasi, nétrofiller
tarafindan olusturulan matriks metaloproteaz-9 (MMP-9) [101] ve elastaz [102] tarafindan da
desteklenebilir. Notrofil elastaz, hava yolu epitel hiicrelerinden IL-8 {iretimini artirarak, hava
yollarina noétrofil gociline katkida bulunur ve bu sayede mevcut inflamatuar yanit1 arttirici rol
oynar. Notrofil elastaz seviyesinin akciger fonksiyonu ile ters orantili oldugu gosterilmistir
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[103]. Notrofil elastaz enzimi ayrica MMP-9'u inhibe eden protein olan TIMP metallopeptidaz
inhibitori 1 (TIMP-1) inaktive etme yetenegine de sahiptir [104]. Proteaz (MMP-9)/antiproteaz
(TIMP-1, SLPI) seviyelerinde bir dengesizlik, MMP-9 ve nétrofil elastaz gibi proteazlarin
kalicilig1 ve diislik antiproteaz seviyeleri ile karakterize edilen astim patogenezinde rol oynar
[105, 106]. Epitel bariyer fonksiyonu, hava yollarinda artan nétrofil yiikiinden de etkilenebilir.
2017 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, notrofillerin siddetli astimi olan hastalarin hava
yollarindaki epitel bariyer fonksiyonunu etkileyen bazi sitokinlerin ana kaynagi oldugu

gosterilmistir [107].

2.3.5. Notrofillerin Astim Patolojisindeki Rolii

IL-8 ve TNF-a, astim durumunda akcigerdeki inflamasyon bolgesine nétrofil gogiinii
saglamakta gorevli sitokin ve kemokinlerdir. Notrofilik astimda, inflamasyon bolgesine gelen
notrofiller, akcigerlerdeki ilk antibakteriyel savunma hattidir. Notrofiller patojenleri ortadan
kaldirmak i¢in antimikrobiyal faktdr genlerinin ekspresyonunu arttirarak notrofil hiicre dist
tuzaklara (NET) antimikrobiyal peptitler yerlestirirler ve NET leri hiicre dis1 bosluga birakirlar.
NET'ler nétrofil DNA'sin1 igerir ve histonlar ve antimikrobiyal peptitler dahil olmak {iizere
antimikrobiyal faktorlerle kaplanirarak patojen yayilmasina karsi fiziksel ve biyolojik engeller
olarak iglev goriirler [108]. Noétrofillerden salinan bu NET ler sayesinde patojenlerin yayilmasi
Onlenebilir. Salinan antimikrobiyal peptitler astim durumunda akciger i¢in koruyucu bir rol
istlense dahi bolgeye gelerek aktiflesen nétrofillerden pro-inflamatuar sitokinler ve bazi
proteinlerin salinmasiyla akciger dokusu zarar gérebilmektedir. NET olusumu proinflamatuar
sitokinler tarafindan da kolaylastirilir ve NET'ler patojen eliminasyonuna katilirken astim ve
KOAH gibi hava yolu hastaliklarin1 da siddetlendirebilir. Yapilan ¢alismalar NET'leri hem
astimda hem de KOAH'ta hava yolu obstriiksiyonu ile iligkilendirmistir [109, 110].

Notrofilik astim durumunda Th17 ve Thl hiicreleri tarafindan iretilen IL-17A ve IL-17F,
notrofillerde ROS faktorii, MMP-9 proteaz, elastaz ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi genlerin
ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu faktorler astim hastalarindan alinan brons alveolar lavaj
orneklerinde ve biyopsilerinde fazla miktarda tespit edilmektedir ve akciger fonksiyonunun
kotiilesmesi, bronsiyal epitel bozulmalari ve amfizem benzeri durumun olusumu ile iligkilidir.
Proteaz iiretimine ek olarak, aktive edilmis noétrofiller proteaz inhibitdrleri olan TIMP-1 ve
SLPI'yi serbest birakabilir. Proteazlarin ve onlarin inhibitorlerinin bu sekilde diizensizligi,
solunum yollarinin yapisal bozukluklarina katkida bulunur ve sonu¢ olarak, ana astim
ozelliklerinden biri olan bronsiyal obstriiksiyona yol acar [92].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda kullanilan insan brons epitel hiicre hattit BEAS-2B (Katalog no.
CRL-9609) American Type Cultural Collection firmasindan ticari olarak satin alinmistir. Hiicre
biiylime ortami olarak BEBM brons epitel hiicre biiyiime ortami ve Tripsin Notralizasyon
Soliisyonu (Katalog no. CC-5002) Lonza (Isvicre), DMEM ortami1 Gibco (ABD) ve retinoik
asit ¢ozeltisi Sigma (ABD) firmalarindan temin edilmistir. FBS (S181H-500) Biowest (Fransa),
Tripsin/EDTA ¢6zeltisi (Katalog no. 25200-056) Thermo Fisher (ABD) firmasindan ve
penisilin/streptomisin (P/S) ¢ozeltisi (Katalog no. PS-B) Capricorn Scientific (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. PBS (Katalog no. A9162) ve DMSO (Katalog no. A3672)
Applichem (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Trypan Blue (Katalog no. 15250061)

Thermo Fisher (ABD) firmasindan satin alinmistir.

Hiicre kiiltiirii galismalarinda kullanilan 96, 24 kuyucuklu ve 75 cm?, 175 cm?’lik hiicre kiiltiir
kaplari ile floresan 6l¢iimler i¢in kullanilan siyah alt1 seffaf 96 kuyucuklu plakalar ise Greiner
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hiicrelerde apoptozun uyarilmasi i¢in kullanilan
Notrofil Elastaz (Katalog no. ab91099) Abcam firmasindan temin edilmistir. Notrofil elastaz
aktivite 6l¢timii i¢in kullanilan N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide subsrati (Katalog no.
S4760) Sigma (ABD) firmasindan temin edilmistir. Epitel hiicrelerinin farklilagtirilmasi i¢in
kullanilan 24 mm ve 6,5 mm 0,4 um capli pora sahip transwell malzemesi Corning (ABD)

firmasindan satin alinmistir.

Hiicre canliligi ve sitotoksisite tespiti i¢i kullanilan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)
difeniltetrazolyum bromiir) (Katalog no. M2128) Sigma (ABD) ve Propidyum iyodiir/akridin
oranj boyasi (Katalog no. 30002) Biotium (ABD) firmalarindan temin edilmistir. LDH 6l¢timii
icin kullanilan kit LDH-Cytox™ Assay Kit, Biolegend (Katalog n0.426401) firmasindan
tedarik edilmistir. Mitokondriyal transmembran potansiyeli JC-1 -Mitochondrial Membrane

Potential Assay Kit (Katalog no. ab113850) Abcam firmasindan temin edilmistir.

Spektrofotometrik ve floresan dlgiimler i¢in Perkin Elmer firmasimin (ABD) Multimode Plate
Reader cihaz1 kullanilmistir. Floresan goriintii ¢gekmek icin Thermo Fisher firmasinin (ABD)
EVOS FLoid floresan mikroskobu kullanilmistir. Hiicrelerden gen ifadesi analizi i¢in kullanilan

RNA izolasyon kiti ve Revertaid cDNA Sentez Kit, Thermo Fisher (ABD) firmasindan temin
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edilmistir. Ger¢ek zamanli PZR deneyleri i¢cin Thermo Fisher marka Power SYBR Green PZR
kiti Applied Biosystems 7500 Fast RT-PCR cihazi kullanilmistir. Sitozol ve niikleer
fraksiyonlama uygulamasi i¢in Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured Cells
(Katalog no. 78840) Thermo Fisher (ABD) firmasindan temin edilmistir. DNA Fragmantasyon
analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan topoizomeraz inhibitoriic Kamptotesin (Katalog
n0.1100) Tocris firmasindan tedarik edilmistir. Kaspaz 6l¢limii igin Caspase-3, Caspase-8 and
Caspase-9 Multiplex Activity Assay Kit (Fluorometric) (Katalog no. ab219915) Abcam
firmasindan satin almmustir. Immiinofloresan analiz i¢in kullanilan primer antikorlar:
Recombinant Anti-SERPINB1/PI2 antibody (Katalog no. ab181084) Abcam firmasindan ve
SerpinB1 Antibody (4D7) (Katalog no. sc-293462) Santra Cruz Biotechnology satin alinmistir.
Sekonder antikorlar: m-IgGk BP-CFL 488 (Katalog no. sc-516176) Santa Cruz Biotechnology
firmasindan; Goat Anti-Rabbit [gG H&L (Alexa Fluor® 594) (Katalog no. ab150080) ise
Abcam firmasindan tedarik edilmistir. Protein 6l¢iimleri i¢in kullanilan Human IL-6 DuoSet
ELISA (Katalog no: DY206-05) Human IL-8 DuoSet ELISA (Katalog no: DY208-05), Human
GM-CSF DuoSet ELISA (Katalog no: DY215-05), Human TNF-o ELISA (Katalog no: 3512-
1H-6) sirasiyla R&D ve Mabtechfirmalarindan temin edilmistir.

3.2. Notrofil Elastaz (NE) Aktivite Olciimii

Hava yolu epitel hiicrelerinin uyariminda kullanila NE enziminin aktivitesini 6lgmek i¢in
susbrat1 olan Succinyl-alanyl-alanyl-alanyl-p-nitroanilide (SLAPN) kullanilmistir. SLAPN;
serin endopeptidaz, pankreatik elastaz ve kimotripsin benzeri serin proteazlarin aktivite
ol¢timiinde rutin olarak kullanilan kromojenik bir substrattir. Bir iinite eleastaz dakikada 1 pmol
Succinyl-alanyl-alanyl-alanyl-p-nitroanilide’ni hidroliz edebilmektedir. Bu analiz yiiksek
oranda tekrarlanabilir ve bir¢ok kolorimetrik analiz gibi, 30 dakika ve daha kisa siirede sonug

alinabilen etkili bir yontemdir [111].

Ticari olarak satin alinan substrat 0,05 M Tris HCI soliisyonunda 2,5 mg / ml olacak sekilde

¢OzUnmustir.

e Temiz bir ependorf tiipiine 1,25 pl Nétrofil Elastaz (0.05 iinite) ve 150 ul hazirlanan
substrat soliisyonundan eklenmistir.

e 96 kuyucuklu plaka igerisine 200 pl (150 pl substrat soliisyonu/ 50 ul Notrofil Elastaz)
substrat ve enzim karisimi konulmustur.

e 410 nm’de 5’er dakikalik periyotlarla 7 6l¢lim yapilmistir.
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Stirekli spektrofotometrik analiz asagidaki reaksiyona dayanir:

Elastase
SucAla;-pNA + H;O ————> SucAla; + pNA

SucAla3-pNA = N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide
SucAla3 = N-Succinyl-Ala-Ala-Ala

pPNA = p-Nitroanilide

3.3. BEAS-2B (Bronsiyal Epitel Hiicre Hatti) Hiicrelerinin Cogaltilmasi

BEAS-2B hiicreleri 75 cm? flaskta %80 konfluent (yiizey kaplama orani) olana kadar 0,5
mg/mL hidrokortizon , 5 mg/mL insiilin , transferrin (10 mg/mL), epinefrin (0,5 mg/mL),
triiodotironin (6,5 mg/mL), gentamisin (50 mg/mL), amfoterisin-B (50 mg/ mL), retinoik asit
(0,1 ng/mL), EGF (epidermal growth factor, 0,5 ng/mL human recombinant), BEGM (Lonza,
Clonetics) besiyeri igerisinde cogaltilmistir. Cogaltilan hiicreler tripsinize edilip thoma laminda
sayildiktan sonra hiicre canlilifi ve sitotoksisite deneyleri igin plakalara alinmistir. 96
kuyucuklu plaka iizerine 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimi yapilmistir. Hiicreler 37
°C ‘de %5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir.

3.4. Hiicre Canlihg ve Sitotoksisite Analizi
3.4.1. MTT Testi

Metabolik aktivite ol¢iimiine dayali yontem, mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin MTT
[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] adi verilen bir tetrazolium
tuzunu substrat olarak kullanarak formazan kristallerine donistiirmesi prensibine
dayanmaktadir. Olusan kristaller dimetil siilfoksit (DMSO) veya asitli i1zopropanolle
¢oziildiigiinde mor renkli ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometre kullanilarak, 570 nm dalga
boyunda olgiilir. MTT metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki (enzimler ile
parcalanacagindan elde edilen absorbans degerleri canli hiicre oranlaryla ilgili bilgi

vermektedir [112].
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3.1. Mitokondriyal dehidrogenaz enzimiyle MTT tetrozolium halkasinin parcalanmasi ve mor

renkli formazan kristalinin olusumu.

e 96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 1x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir.

e Bir sonraki giin hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilmis ve belirlenmis doz/zamanlarda NE
ile uyarilmstir.

e inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 pl besiyeri
konulmustur.

e Hiicrelerin iistiine 10 pl MTT (5 mg/ml) soliisyonundan eklenmistir.

e Hiicreler 37°C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmis, besiyeri uzaklastirilmis ve 100 pl
DMSO eklenerek formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir.

e Plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans okunmus ve yiizde canlilik hesaplanmistir [113].

3.4.2. Propidyum Iyodiir /Akridin Oranj (PI/AO) ikili Floresan Boyama

Akridin oranj ve propidyum iyodiir boyama yontemi floresan 6zellikteki iki boya vasitasiyla
canli, erken-gec apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ayirt edilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Akridin oranj (AO) ve Propidyum lIyodiir (PI) DNA’ya interkale olarak sirasiyla turuncu ve
yesil floresan 151ma yayan niikleik asite 6zgii florokrom boyalardir. Bu boyalardan AO sadece
canli ve erken apoptotik hiicrelerin plazma zarindan gecebilirken, PI membran biitiinligii
bozulmus ge¢ apoptotik ve/veya sekonder nekrotik hiicrelerin membranindan gecebilmektedir

[114].
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Sekil 3.2. AO/PI ikili floresan boyamasinin sematik olarak ¢aligma prensibinin gdsterilmesi.

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 100 ul’de 4x10* olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.
%70 konfluent olan hiicreler 6, 3 ve 1 saat boyunca 5, 10, 25, 50, 100, 200 ve 400 nM
NE ile muamele edilmistir.

Hiicreler %5 COz2 ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Uyarim sonunda hiicreler PBS soliisyonu ile yikanmustir.

Hiicreler PBS igerisinde 1:6 oraninda seyreltilen 1 pg/mL AO ve 6 pg/ml PI karisimi ile
oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda boya uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 pl PBS eklenmistir.

Floresan mikroskop altinda goriintiilleme yapilmastir.
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3.4.3. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Olciilmesi

Mitokondriyal Membran Potansiyeli 6l¢iimii igin JC-1- Mitochondrial Membrane Potential
Assay Kit (Abcam) kullanilmistir. Programlanmig hiicre 6liimii erken evrelerinin ayirt edici
0zelligi mitokondrinin bozulmasidir. Reaktif oksijen tiirleri gibi faktorlerin zamanla artmasiyla
membran potansiyeli degigsmektedir. Bu degisim sitokrom ¢ ve AIF gibi apoptotik yolaktaki
molekiillerin sitozele salinmasi saglamaktadir. Membran gecirgen olan floresan JC-1 boyasi,
mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikleri izlemek i¢in apoptoz caligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. JC-1 boyasi, mitokondride potansiyele bagli farkli yapilarda
(monomer ve agregat) birikim sergilemektedir. Yiiksek membran potansiyelinde JC-1 boyasi
dimerik/agregat yap1 gosterirken diisiilk membran potansiyelinde monomerik yapisi gosterir. Bu
nedenle, agregat sayisinda azalma depolarizasyonun (hasarli hiicrede) gostergesi iken, artis

hiperpolarizasyonun (saglikli hiicrede) gostergesidir [115].

Diisiik Membran Potansiyeli

Yiiksek Membran Potansiyeli

o Depolarizasyon

Hiperpolarizasyon

JC-1 polimer/dimer/agregat JC-1 monomer

Sekil 3.3. Mitokondriyal membran potansiyeli 6l¢iimiinde kullanilan JC-1 boyasinin monomerik ve

dimerik yapilarinin floresan mikroskop goriintiileri.

e Hiicreler siyah 96 kuyucuklu plakaya 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. {lave olarak
boyanmayan kontrol hiicre grubu da ekilmistir.

e Her bir kuyucuk 100 pl 1x PBS ile yikanmuistir.
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3.4.4.

LDH

Hiicrelerin {izerine 100 ul PBS igerisinde 1 uM JC-1 boyas1 olacak sekilde hazirlanan
karisim eklenir ve 10 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.

Hiicreler 100 pl 1x PBS ile 2 kere yikanmustir.

Farkl1 konsantrasyonlarda nétrofil elastaz ile muamele edilmistir. (Pozitif kontrol olarak
kullanilan FCCP uyarimin son 1 saati ilave ekilen kuyucuklara uygulanmistir)

Plaka okuyucuda 475 + 20 nm ve 530 + 15 nm’de 6l¢iim yapilmistir.

Laktat dehidrogenaz (LDH) testi

Ol¢iimiinde LDH-Cytox™ Assay Kit (Biolegend) kullanilmistir. LDH (laktat

dehidrogenaz) tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir proteindir. Hiicreler sitotoksik ajanlara

veya hiicresel strese sebep olan diger faktorlere maruz kaldiginda plazma membrani zarar

gorerek LDH disar1 salinmaktadir. LDH, laktatin piruvata dontisiimiinii katalize ederek NAD+"

NADH'ye indirger. NADH, bir elektron alicis1 varliginda suda ¢dziinerek tetrazolyum tuzunu,

turuncu renkte formazan kristaline doniistiirmektedir. Bu analiz sonucunda supernatana salinan

LDH’m aktivitesi 6l¢iilerek canlilik tayini yapilmistir [116].

/s \\ Piruvat NADH

\ '-----> LDH

t_// Laktat NADH+ Formazan

Hasarli hiicre membrani
Sekil 3.4. LDH yonteminin ¢aligma prensibinin sematik olarak gosterilmesi.

96 kuyucuklu plakalara 100 pl’de 2x10*hiicre olacak sekilde uyarim ve pozitif kontrol
icin ekim yapilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hiicreler notrofil elastaz ile uyarilmistir. (Uyarimin son 30
dakikasinda 10 pul LDH Kontrolii/Lizis Buffer bos bir kuyucuga eklenmistir)
Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuktan 50 ul besiyeri almarak yeni bir plakaya
konulmustur.

Ay bir plakaya alinan besiyeri tizerine 100 pl calisma soliisyonu eklenerek 30 dakika

inkiibe edilmistir.
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e Inkiibasyonun sonunda 50 ul durdurma soliisyonu eklenmistir.

e Plaka okuyucuda 490 nm’de 6l¢iim yapilmustir.

3.4.5. Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 Aktivite Ol¢iimii

Hiicrelerde, apoptozda rol oynayan ana kaspazlarin aktivasyonunu belirlemek i¢in kaspaz-3,

kaspaz-8 ve kaspaz-9 Multipleks Aktivite 6l¢iim kiti (Abcam) kullanilmistir.

Florojenik indikator olarak Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kapsaz 9 i¢in sirasiyla DEVD-ProRed™,
IETD-R110 ve LEHD-AMC kullanilir. Kaspazlarin kesilmesi ile ProRed ™ (kirmiz1 floresan),
R110 (yesil floresan) ve AMC (mavi floresans) olmak iizere {i¢ ayr1 florofor serbest birakilir.

Bu spektral ayrisim sayesinde 3 farkli kaspazin aktivitesinin ayn1 anda dl¢timii saglanir.

e Siyah alt1 seffaf 96 kuyucuklu plakalarda tutunan hiicreler i¢in kuyucuk basina 100 pL
olacak sekilde 2x10% hiicre ekilmistir. 24 saat sonra belirtilen doz ve siirelerde uyarim
yapilmistir.

e Her bir kuyucuga 100 uL olacak sekilde kaspaz analiz soliisyonu eklenmistir. (Kaspaz
substratlar1 1:200 oraninda analiz tamponu ile sulandirilmistir)

e Plaka 30 dakika 37°C’de karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda asagida belirtilen dalga boylarinda floresan okuma yapilmustir.

Kirmizi: Eksitasyon / Emisyon = 535/620 nm (Kaspaz-3)
Yesil: Eksitasyon / Emisyon = 490/525 nm (Kaspaz-8)
Mavi: Eksitasyon / Emisyon = 370/450 nm (Kaspaz-9)

3.5. Air Liquid Interface (ALI) Kiiltiirii Yontemiyle BEAS-2B Hiicrelerinin
Farkhlastirilmasi

BEAS-2B hiicreleri ALI kiiltiirii i¢in 75 cm? flaskta %80 konfluent (yiizey kaplama oran1) olana
kadar BEGM (Lonza, Clonetics) besiyeri igerisinde ¢ogaltilir; tripsinize edilip thoma laminda
sayildiktan sonra 0,7 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde hydrocortisone (0,5 mg/mL), insiilin
(5 mg/mL), transferrin (10 mg/mL), epinephrine (0,5 mg/mL), triiodothyronine (6,5 mg/mL),
gentamycin (50 mg/mL) ve amphotericin (50 mg/ mL), retinoic acid (0,1 ng/mL), EFG
(epidermal growth factor, 0,5 ng/mL) iceren B-ALI growth besiyeri igerisinde 0,4 um porlara

sahip 6,5 mm ve 24 mm olmak iizere iki farkli boyuttaki transwell insert {izerine yayilir.
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Hiicreler baglangigta bu besiyeri igerisinde her 2 giinde bir besiyeri degistirilerek 3-4 giin
inkiibe edildikten sonra hiicrelerin tizerindeki ve alt cemberdeki besiyeri uzaklastirilir. Alta 25
UM retinoik asit iceren 1:1 oraninda BEGM:DMEM besiyeri konulduktan sonra iiste besiyeri
koymadan hiicrelerin hava ile temasi saglanarak ve 37 °C ‘de %5 CO: ortaminda alt gemberdeki

besi yeri 2 gilinde bir degistirilerek hiicreler inkiibe edilir.

BEAS-2B Hiicrelerin Cogaltilmast ~ ALI (Air-Liquid Interface) Kiiltiir Yontemi Ile Hiicrelerin Farklhilastiriimast

5-7 Giin 2-4 Giin 21 Giin
o @ ®

0,4 um Por Membran

Sekil 3.5. BEAS-2B hiicreleri i¢in ALI kiiltiir yontemi.

3.6. Hiicrelerin Belirlenen Doz ve Siirede Notrofil Elastaz ile Uyarilmasi

Notrofiller epitel hiicrelerin hem apikal hem de basolateral ylizeyinde bulunmaktadir. Bu
nedenle 21 giin boyunca farklilastirilan BEAS-2B hiicreleri hem bazal hem de apikal yiizeyden
10 ve 25 nM notrofil elastazla uyarilmistir. Daha sonra hiicre lizatlar1 toplanarak RNA ve
protein izolasyonlar1 yapilmistir. Pozitif kontrol olarak topoizomeraz inhibitorii olan

kamptotesin kullanilmigtir (20 uM -1 saat).
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Notrofil Elastaz

Sekil 3.6. Farklilagtirilan BEAS-2B hiicrelerinin nétrofil elastaz ile uyarilmasi.

3.7. RNA izolasyonu

Hiicreler %1 B-Merkaptoetanol ilave edilmis 350 pul RLT tamponu ile pipetle c¢ekip
birakmak suretiyle par¢alanmigtir.

Uzerine DEPC su ile sulandirilmis 350 pl %70 etanol ilave edilmistir. Daha sonra 2
ml’lik toplama tiipii izerine yerlestirilmis olan kolon {izerine pipetlenmistir.

Tiipler 13000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiindeki siv1 bosaltilmistir ve kolon iizerine 700 ul RW1 yikama tamponu
ilave edilmistir.

Tiipler 13000 rpm’ del$5 saniye santrifiij edilmistir.

Kolon yeni bir toplama tiipli igerisine yerlestirlmis ve lizerine 500 pl RPE soliisyonu
ilave edilirek, 13000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

Toplama tiiptindeki s1v1 bosaltilmistir. Kolon iizerine tekrar 500 pl RPE soliisyonu ilave
edilmistir.

Tiipler 13 000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltilmistir. Uzerine hicbir sey ilave edilmeden tektar 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon steril 1,5 ml ependorf tiip iizerine alinmis ve iizerine 50 ul RNaz icermeyen su
ilave edilerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri
kullanilincaya kadar -80°C” de saklanmustir.
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3.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA’dan c¢cDNA eldesi i¢in Thermo Fisher-RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(K1622) kullanilmastir.

e izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonu Nanodrop cihazi kullanilarak 6l¢iilmiis
ve biitiin 6rneklerin konsantrasyonlar1 250 ng olacak sekilde hesaplanmustir.

e Hesaplanan RNA o6rneklerinin {izerine totalde 11 pl olacak sekilde distile su PZR
tiiplerine eklenmistir.

¢ Kitin igerisinde bulunan Oligo dT soliisyonundan 1 pl ilave edilmis ve 65°C’de 5 dakika
boyunca thermal cycler’da bekletilmistir.

e Bu sirada her bir 6rnek i¢in 4 ul reaksiyon tamponu, 2 ul ANTP, 1 ul Reverse
Transcriptase ve 1 pl Ribolock Rl igeren reaksiyon karisimi buz tizerinde hazirlanmastir.

e 5 dakika bitiminde reaksiyon karisimindan 6rnek basma 8 pl alinarak PZR tiiplerine
eklenmistir.

e Hazirlanan PZR tiipleri tekrar termal dongiileyiciye konulmustur ve 42°C’de 60 dakika,
70°C’de 5 dakika bekletilmistir.

e Sonrasinda cDNA’ye ¢evrilen 6rnekler, Nanodrop kullanilarak dl¢tilmiistiir.

3.9. Gercek Zamanh PZR (RNA diizeyinde)

Gergek zamanli PZR ile gen ifadelerinin belirlenmesi icin hiicre lizatlarindan elde edilen
RNA’lar cDNA’ya cevrilmistir. Ger¢cek zamanli PZR i¢in Power SYBR Green PCR kiti ABI
7500 fast cihazinda kullanilmistir. SERPINB1, CASP3, CASP8, CASP9, BAX ve BCL2 gen
ifadelerine gercek-zamanli PZR ile bakilmistir. Kontrol olarak Peptidylprolyl Isomerase A
(PPIA) geni kullanilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ve PZR kosullar1 Cizelge
3.2°de verilmistir. Ger¢ek zamanli PZR i¢in kullanilacak primer dizileri asagida belirtilmistir.
Cizelge 3.1.” de gosterilen genlerin ifadesi reaksiyon sonunda esik dongiisii (CT) degerlerinden

2°ACT degerleri hesaplanmustir.

Cizelge 3. 1. Ger¢ek Zamanli PZR reaksiyonunda kullanilan primerlerin gosterilmesi.

Gen Ileri Primer (3°-5) Geri Primer (5°-3)

PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC |CATCCTAAAGCATACGGGTCC
CASP3 CCTCAGAGAGACATTCATG GCAGTAGTCGCCTCTCTGA
CASP8 AGAGTCTGTGCCCAAATCAC |GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA
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CASP9 AGCCAGATGCTGTCCCATAC |CAGGAGACAAAACCTGGGAA
BAX CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG |CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
BCL2 GTGGTGGAGGAACTCTTCAG |GTTCCACAAAGGCATCCCAG
SERPINB1 TCCTTCCTGAGTTCTTGGTTTC | ACCCACTGGTTTATGGTCTTC
PARP1 AGAGTATGCCAAGTCCAACAG | TCAATCATGCCTAGCTGTGG
AlF AAGCACGCTCTAACATCTGG |TTCTCCAGCCAATCTTCCAC

Istyla Aktivasyon Denatiirasyon

95°C 95°C
10:00 00:15 ‘ Primer Yapisma/Uzama
60°C
01:00
I ‘
40 Dongii

Sekil 3.7. Ger¢ek zamanli PZR dongii kosullart

e Nanodrop kullanilarak konsantrasyonlar1 dl¢iilen cDNA Grnekleri, en yiiksek degere
oranlanarak hesaplanmigtir.

e Hesaplanan cDNA 06rnekleri distile su kullanilarak uygun oranlarda seyreltilmistir.

e Bir 0rnek i¢in gerekli reaksiyon karisimi; 5 pl 2X SYBR Green, 0,1 pl ileri primer, 0,1
ul geri primer ve 1,8 pl distile su ile hazirlanmugtir.

e Ornekler belirlenen 96-kuyucuklu plaka dizaynindaki yerlerine kuyucuk basina 3 pl
olacak sekilde konulmustur.

e Orneklerin iizerine her kuyucuk i¢in 7 pl hazirlanan reaksiyon karisimi eklenmistir.

e Sekil 3.7 ‘deki PZR kosullarina gore gercek zamanli PZR gerceklestirilmistir.

3.10. immunofloresan Analiz

Sitoplazmik ve niikleer SERPINB1 miktarin1 goriintiilemek i¢in immunofloresan analiz
yapilmistir. Analiz i¢in SERPINB1 proteninin farkli aminoasit bolgelerini tantyan (201-300 aa
ve 250-350 aa) iki ayr1 SERPINBI1 antikoru kullanilmistir.
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Sekil 3.8. Immiinositokimya deneyinin sematik olarak gdsterilmesi.

Hiicreler 24 kuyucuklu plaka i¢inde yuvarlak lamel (cover) lizerinde ¢cogaltilmistir.
%60 kaplama oranina ulasan hiicreler 10 nM ve 25 nM nétrofil elastaz ile muamele
edilmistir.

Lamellerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmistir ve 3 kere PBS ile yikanmustir.
Lameller, hidrofobik kalem ile isaretlenmis lamlar iizerine i8ne yardimiyla
yerlestirilmigtir.

Fiksasyon icin Hiicrelere 200 pl %10 NBF eklenerek +4°C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir.

%NBF lamellerden uzaklastirilmistir ve 3 kez PBS ile yikanmustir.

Gegirgenlik artirimi i¢in i¢in 200 pl %0,2 Triton X-100 + PBS lamellerin {izerine
eklenmistir ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Triton x-100 lamellerden uzaklastirilmigtir ve 3 kere PBS ile yikanmustir.

Primer anitkorlar 1:50 oraninda %1 BSA igerisinde seyreltilmis ve 150 pl lamellere
eklenerek oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

Primer antikor uzaklastirilmistir ve lamellerin etrafindaki hidrofobik ¢izgi
yenilenmistir.

Lameller 4 kere PBS + % 0,2 Triton X-100 ile yikanmustir.
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Sekonder antikorlar 1:50 oraninda olacak sekilde %1 BSA igerisinde seyreltilmistir ve
150 ul lamellere eklenerek 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.
Sekonder antikor uzaklagtirilirmistir ve lameller 4 kere PBS + %0,2 Triton X-100 ile

yikanmustir.
Cekirdek boyamasi i¢in 1 damla mounting medium lamellere damlatilmigtir.

Lamellerin iizeri kapatilarak floresan mikroskopta goriintii alinmistir.

3.11. Sitozol/Niikleer Fraksiyonlama

Sitoplazmik ve niikleer komponentleri asamali olarak ayirmak igin Subcellular Protein

Fractionation Kit for Cultured Cells (Thermo Fisher) kullanilmistir.

a) Hiicre Kiiltiirii Hazirhgr:

6 kuyucuklu transwell aparatina 1,5 x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilmistir.

Farklilagtirilan hiicreler tanimlanan doz ve stirelerde notrofil elastaz ile uyarilmistir.
Hiicreler tripsin/EDTA soliisyonu ile kaldirilmistir ve 500 x g’ de 5 dakika santrifiij
edilmisgtir.

Hiicre peleti soguk PBS’de siispanse hale getirilerek yikanmistir.

Hiicreler 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir ve 500 x g’de 3 dakika
santrifiij edilmistir.

Stipernatan dikkatlice atilmis ve hiicre peletinin olabildigince kuru kalmasi
saglanmstir.

Hiicre peletine, miktarina uygun hacimde proteaz inhibitérleri soliisyonu eklenmistir.

b) Hiicre i¢i Proteinlerin Fraksiyonlanmasi

Sitoplazmik Ekstraksiyon

e Hiicre peletine sitoplazmik ekstraksiyon soliisyonu eklenmis ve 10 dakika 4°C'de
inkiibe edilmistir. Hiicreler 500 x g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant

(sitoplazmik ekstrakt) buz iizerinde yeni bir tiipe alinmistir.

Membran Ekstraksiyonu

e Pelete proteaz inhibitorleri iceren soguk Membran Ekstrasyon Soliisyonu

eklenmistir. Hiicreler en yiiksek devirde 5 saniye boyunca vortekslenmistir. Tiip
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4°C'de 10 dakika inkiibasyon sonras1 3000 x g'de 5 dakika santrifiijedilmistir.
Siipernatant (membran ekstrakt1) buz iizerinde yeni bir tiipe aktarilmistir.
Niikleer Ekstraksiyon
e Pelete proteaz inhibitorleri igeren soguk Niikleer Ekstrasyon Soliisyonu eklenmistir.
En yiiksek devirde 15 saniye vortekslenmistir. Tiip 4°C'de 30 dakika karistirilarak
inkiibasyon sonras1 5000 x g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan (¢oziiniir

niikleer 6ziit), buz iizerinde dnceden sogutulmus temiz bir tiipe aktarilmistir.

3.12. Western Blot
A) Tek Tabaka Hiicre Kiiltiiriinden Protein Tayini

BEAS-2B hiicreleri kuyucuk igerisinde 5 x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. Uygun kaplama oranina ulastifinda hiicreler farkli konsantrasyonlarda notrofil
elastaz ile uyarilmigtir. Uyarim sonucunda hiicrelerden protein izolasyonu yapilarak Western

blot yontemiyle miktarlari tayin edilmistir.
B) ALI-Kiiltiir Yontemiyle Farklilagtirilan Hiicrelerden Protein Tayini

BEAS-2B hiicreleri her bir transwellde 1 x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. 21 giin
farklilagtirlmanin sonunda hiicreler 10 ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarilmistir. Uyarim
sonunda hiicreden fraksiyonlama yapilarak sitozolik ve niikleer ekstraktlar elde edilmistir. Bu

ekstraktlardaki protein miktar1 western blot yontemiyle tespit edilmistir.

SDS-Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi:

Cizelge 3.2. Ayirici jel igerisindeki kimyasal miktarlari.

AYIRICI JEL

icerik Miktar

%30 Akrilamid / %8 Bisakrilamid Karigimi 5mil
1,5 M Tris-HCI pH:8.8 3,75 ml

%10 Sodyum Dodesil Siilfat 150 pl

%10 Amonyum Persiilfat 150 pl

Tetrametiletilendiamin (TEMED) 15 pl
Distile Su 6,25 ml
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Cizelge 3.3. Istifleme jel icerisindeki kimyasal miktarlari

ISTIFLEME JELI

icerik Miktar

%30 Akrilamid / %8 Bisakrilamid Karigimi1 1ml
0,5 M Tris-HCI pH:8.8 1,25 ml

%10 Sodyum Dodesil Siilfat 50 pul

%10 Amonyum Persiilfat 75 ul

Tetrametiletilendiamin (TEMED) 15 ul
Distile Su 3,05 ml

Ayiricr jel Cizelge 3.2°de verilen miktarlara gore hazirlanip western camlari arasina
belirli bir hizaya kadar dokiildiikten sonra {izeri izopropanol ile kapatilmistir.

Jelin polimerlesme oranina gore yaklasik 25-30 dakika bekledikten sonra jelin
iizerindeki izopraponal kurutma kagidi ile ¢ekilmistir.

Ayirict jelin polimerlesmesi beklenirken istefleme jeli Cizelge 3.3°de belirtilen
miktarlara gére hazirlanmistir. Izopropanol kurutma kagidi ile uzaklastirildiktan sonra
istifleme jeli ayirict jelin tizerine dokiiliir.

Istifleme jeli dokiildiigii anda polimerlesme baslamadan kuyucuklari olusturacak olan
tarak sisteme yerlestirilmistir.

Yaklasik 35-40 dakika boyunca jelin polimerlesmesi beklenmistir.

Ornek Hazirlama:

Bradford analiziyle protein miktarlar: tespit edildikten sonra 6rneklerin protein miktari
birbirlerine esitlenecek sekilde hesaplama yapilmistir.

Yapilan hesaplamaya gore, uygun miktarlarda protein, yiikleme boyas1 (1:9 oraninda B-
merkaptoetanol ve 4X Laemmli Tamponu) ve PBS igeren yiikleme Ornekleri
hazirlanmistir.

Proteinlerin zincirlerini kirmak i¢in yiikleme 6rnekleri termal dongiileyicide 95°C de 5

dakika bekletilmistir.

Orneklerin SDS-Poliakrilamid Jele Yiiklenmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi:

Hazirlanan jel yiiriitme tankina yerlestirilmistir. Tarak seviyesine gelinceye kadar
yliriitme tamponu eklendikten sonra tarak cekilerek yiiklemenin yapilacagi kuyucuklar
acilmistir. Bu islemin ardindan yiikleme sirasinda sorun yagsamamak adina kuyucuklarin
ici ylriitme tamponu ile yikanarak temizlenmistir.
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Hazirlanan 6rneklerden her kuyucuga 20 pl yiikleme yapilirken protein markerdan
(PinkPlus Prestained Protein Ladder, SP005-0500) ise 5 uL jele yiiklenmistir.
Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra yiirlitme tanki giic kaynagina baglanarak
ylriitme islemi baglatilmistir.

15 dakika boyunca 70V’da yiiriitiilen 6rnekler siire sonunda jelin en asagisina inene

kadar 100V da yiriitiilmustiir.

Jelde Yiiriitiilen Proteinlerin Membrana Aktarilmasi:

Ilk asamada aktarimin yapilacagi membran transfer tamponu kullanilarak
aktiflestirilmistir.

Bu islemle birlikte aktarim sirasinda kullanilacak olan siingerler metanol igerisinde
bekletilmistir. Bu siingerler sisteme yerlestirilmeden Once iyice sikilarak nemli
kalmalar1 saglanmistir.

Aktarim sirasinda kullanilacak membran ve siingerler hazirlandiktan sonra yiiriitmenin
yapildigi jel dikkatli bir sekilde hazirlanan transfer sistemine aktarilir. Transfer sistemin

dizayn1 Sekil 3.9°da gosterilmistir.

e ' +Elektrot =-=-=-=ssscececcocasanen e

, Siinger

’ 2 adet
' kurutrna kagidi

Membran

| SDS-Poliakrilamid
' Jel

2 adet
kurutma kagidi

\ Singer

-Elektrot ===sssccsscmccm e

Sekil 3.9. Western Blot transfer kaset diizenin sematik olarak gosterilmesi.
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150 ml transfer tamponu transfer sistemine eklenmistir. Hazirlanan sistem 20 voltta
yaklagik 2 saat yiiriitiilmiistiir.

Membrana aktarma islemi bittikten sonra membran sistemden ¢ikarilip kaba alinmis ve
20 ml TBS-T ile 160 rpm ¢alkalayicida 5 dakika boyunca 3 tekrarli olarak yikanmustir.
Sonrasinda 20 ml bloklama soliisyonu (%5 BSA) membranin iizerine dokiilmiis ve 160
rpm ¢alkaliyicida 1,5 saat bekletilmistir.

Bloklama bittikten sonra soliisyon kaptan uzaklastirilmis ve membran 20 ml TBS-T ile
160 rpm calkalayicida 5 dakika boyunca 3 tekrarli olarak yikanmaistir.

Bu islem sirasinda Abcam SERPINBI1 (ab181084) antikoru, %0,5 BSA iceren 5 ml
TBS-T igerisinde 1/1000 seyreltilerek hazirlanmistir.

Yikama islemi bittikten sonra membran gece boyunca +4°C, 160 rpm calkalayicida
primer antikor ile bekletilmistir.

Sonrasinda primer antikor membrandan uzaklastirilmis ve membran 20 ml TBS-T ile
160 rpm ¢alkalayicida 5 dakika boyunca 3 tekrarli olarak yikanmaistir.

Sekonder antikor, %0,5 BSA iceren 5 ml TBS-T igerisinde 1/1000 seyreltilerek
hazirlanmis ve membran iizerine sekonder antikor konularak oda sicakliginda 160 rpm
calkalayicida 1,5 saat bekletilmistir.

Sekonder antikor membrandan uzaklastirilmis ve 20 ml 1X TBS-T ile 5 dakika boyunca
240 rpm ¢alkalayicida yikanmistir. Bu yikama islemi toplamda 3 kere tekrar edilmistir.
Yikama islemi esnasinda 2 ml substrat soliisyonu (1:1 oraninda Peroksit soliisyonu ve
Luminal Enhancer Soliisyonu) hazirlanmigtir.

Membran, ChemiDoc™  (Bio-Rad Laboratories)  gorlintileme  sistemine
yerlestirilmistir.

Substrat soliisyonu membran iizerine dokiiliip 5 dakika boyunca bekletildikten sonra,

goriintii alinmugtir.

3.13. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Yontemi

RNA izolasyonu oncesi her bir 6rnekten siipernatanlar toplanmis ve hiicre disina salinmis olan

IL-8, IL-6, TNF-0o ve GM-CSF’in 6l¢liimii ELISA yontemi ile belirlenmistir. Kitlerin hassasiyet
araliklart Human IL-8 (R&D Systems, DY208-05) i¢in 31,2 - 2000 pg/mL, Human IL-6 (R&D
Systems, DY206-05) i¢in 9,38 — 600 pg/ml ve Human GM-CSF (R&D Systems, DY 215-05)
icin 15,6 — 1000 pg/mL Human TNF-o (MabTech, 3512-1H-6) i¢in 4 - 400 pg/ml olarak
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belirtilmistir. Deneylerin optimizasyonu sirasinda elde edilen standart grafiklere gore gerekli

sulandirmalar yapilmistir.

Plaka Hazirlanmasa:

Sitokinlerin her biri i¢in farkli kitler satin alinmistir. Bu kitlerin igindeki yakalama
antikorlar1 (capture antibody), kit igerisinde bulunan plaka kaplama tamponu (plate
coating buffer) ile Onerilen konsantrasyonda hazirlanmistir. Hazirlanan yakalama
antikorlar1 96-kuyucuklu plakalara kuyucuk bagina 100 pl olacak sekilde dagitilmis ve
plakalar gece boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Kuyucuklarin i¢inden yakalama antikoru uzaklagtirilmis ve kuyucuklar 400 pl yikama
tamponu ile 3 kez yikanmistir. Yikamalarin bitiminde kuyucuk i¢indeki biitlin sivinin
tamamen uzaklasmis olmasina dikkat edilmistir.

Yikama tamponu ile temizlenen kuyucuklara, 300 pl ayirag seyreltme tamponu (reagent
diluent) eklenmis ve plakalar oda sicakliginda 1,5 saat inkiibe edilerek bloklanmustir.
Daha 6nce yapilmis olan yikama islemi bu agsamada da yine 3 kere tekrarlanmistir.
Kitlerin 6nerdigi konsantrasyonlara gore hazirlanan standartlar ve uygun seyreltme
orani ile hazirlanan o6rnekler kuyucuk basma 100 pl olacak sekilde dagiltilmistir.
Hazirlanan plakalar oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Daha 6nce yapilmis olan yikama islemi bu asamada da yine 3 kere tekrarlanmustir.
Kitlerin 6nerdigi konsantrasyonlarda her bir protein i¢in ayira¢ seyreltme tamponu ile
hazirlanmis olan belirleyici antikor (detection antibody), kuyucuk bagina 100 pl olacak
sekilde paylastirilmistir. Plakalar oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Daha 6nce yapilmis olan yikama islemi bu asamada da yine 3 kere tekrarlanmigtir.

Kit igeriginde bulunan Streptavidin-HRP, onerilen konsantrasyonda ayira¢ seyreltme
tamponu ile seyreltilmis ve kuyucuk bagina 100 pl olacak sekilde paylastiriimistir. Bu
asamada plakalar oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Daha once yapilmis olan yikama islemi bu asamada da yine 3 kere tekrarlanmugtir.

Kit iceriginde tedarik edilmis olan renk reaktifi A (Color Reagent A) ve renk reaktifi B
(Color Reagent B) 1:1 oraninda taze olarak hazirlanmis ve kuyucuk basina 100 pul olacak
sekilde dagitilmistir. Bu asamada oda sicakliginda karanlikta yaklasik 20 dakika
boyunca plaka kontrol edilerek, plakada olusacak olan mavi renk gézlemlenmistir.

Kit igeriginde bulunan durdurma soliisyonu (stop solution) seyreltme yapilmadan
kuyucuk basina 50 pl olacak sekilde paylastirilmistir. Plaka hafifce sallanarak durdurma

sollisyonunun iyice karigmasi saglanmistir.
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e Kuyucuklarda sar1 renk goézlemlenmesi durdurma soliisyonunun iyice karistigini
gosterdiginden, bu asamada plakalar 450 nm ve 540 nm degerlerine ayarlanan
mikroplaka okuyucu kullanilarak optik yogunluklar1 6l¢iilmiistiir.

e Hesaplama yapilirken spesifik olmayan okuma degeri veren 540 nm degerleri, spesifik
okuma veren 450 nm degerlerinden ¢ikarilmistir. Elde edilen standart grafik

kullanilarak 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplanmaistir.

3.14. Istatistiksel Analiz

Tez calismasinda tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism 7 programi kullanilarak
yapilmigtir. Veriler tekrarli 6l¢lim yapilan analizler i¢in ortalama + standart sapma degerleri ile
belirtilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ikiden fazla grup
karsilastirmasi i¢in iki yonlii ve tek yonlii ANOVA ve Dunnette’s post hoc testi kullanilmas, iki
grup karsilastirmalarda normal dagilan veriler i¢in Student’s t test, normal dagilmayan veriler
icin Mann-Whitney U testi kullanilmis ve p-degerinin 0,05’ten az oldugu durumlar anlamli

kabul edilmistir. Anlamlilik derecesi her bir analizin sonucu altinda belirtilmistir

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinin ilk asamasinda notrofil elastazin aktivitesinin Olc¢lilmesi deneylerin
giivenilirligi acisindan Oncelikli bir 6neme sahiptir. Notrofil elastazin aktivitesi Succinyl-
alanyl-alanyl-alanyl-p-nitroanilide (SLAPN) substrati ile Ol¢iilmiistiir. BEAS-2B hiicreleri
cogaltilarak farkli konsantrasyonlarda ve stirelerde notrofil elastaz ile uyarilmistir. Notrofil
elastazin hiicre canlilig1 ve sitotoksisite iizerine etkisi arastirilmistir. Apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin tespiti icin AO/PI ikili boyama teknigi kullanilmistir. Apoptotik indikator
molekiillerden olan Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 aktiviteleri tek tabaka hiicre kiiltiiriinde
test edilmistir. Mitokondriyal transmembran potansiyeli JC-1 boyasi araciligiyla incelenmistir.
Farkli konsantrasyonlarda notrofil elastazla uyarim sonucunda, epitel hiicrede bulunan ve
konformasyonel doniisiim gostermesi beklenen SERPINBI ve SERPINBI1’den tiireyen L-

DNase II molekiiliiniin protein seviyeleri western blot yontemiyle tayin edilmistir.

ALI-kiiltiir yontemiyle 21 giin siireyle farklilagtirilan BEAS-2B hiicreleri elde edilen sonuglar
dogrultusunda belirlenen doz/dozlar ve siirede NE ile uyarilmistir. Gergek zamanli PZR

yontemiyle SERPINB1, CASP3, CASP8, CASP9, BCL2, BAX, AIF ve PARPL1 gen ifadeleri
belirlenmistir. L-DNase II ve SERPINB1’in hiicresel komponentlerdeki lokalizasyonu
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immunofloresan analiz yontemiyle goriintii diizeyinde analiz edilirken, hiicrelerin niikleer ve
sitozolik alt birimleri fraksiyonlanarak western blot yontemiyle ise protein seviyeleri tayin
edilmistir. Ek olarak farklilagtirilmis hiicrelerin alt ve {ist slipernatantlarindan IL-6, IL-8, TNF-

o, GM-CSF proteinlerinin miktar1 ELISA yontemiyle 6l¢tilmiistiir.

4.1. Notrofil Elastaz aktivite ol¢iimii
Tez deneylerinde kullanilan nétrofil elastaz enziminin aktivitesi kromojenik substrati olan
Succinyl-alanyl-alanyl-alanyl-p-nitroanilide (SLAPN) vasitasiyla oOlgiilmiistiir. Bir {nite
elastazin birim zamanda hidroliz ettigi substrat miktar1 araciligiyla elastazin aktivesi tayin
edilmistir. Elastaz aktivitesinin test edilmesi deneylerin giivenilirligi agisindan 6ncelik teskil

etmektedir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.1° de verilmistir.

Elastaz Aktivitesi
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Sekil 4.1. Substrati ile etkilestirilen notrofil elastazin aktivite 6l¢tim sonuglart.

Enzim aktivitesi ile doniistiirlilen substrat miktar1 arasinda dogrudan bir korelasyon oldugu ve
birim zamanda harcanan substrat miktar1 g6z oniinde bulunduruldugunda enzim aktivitesinin

deneyleri gergeklestirmeye uygun oldugu belirlenmistir.

4.2. Notrofil Elastaz ile Uyarllan BEAS-2B hiicrelerinde Canlihk ve Sitotoksisitenin

Olciilmesi

Tez calismas1 kapsaminda hiicrelere verilen nétrofil elastazin dogru siire/konsantrasyonda

uygulanmasi apoptotik ya da nekrotik yolaklarin ayrimi i¢in 6nemlidir. NE’nin optimum
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konsantrasyon ve uyarim siiresini bulmak i¢in hiicre canliligi ve sitotoksisite deneyleri
yapilmistir. Bu amagla MTT Testi, LDH testi, Propidyum Iyodiir/Akridin Oranj ikili boyama,
Mitokondriyal Membran Potansiyeli Olgiimii, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 fluorometrik

Olclimii ve Western Blot yontemiyle SERPINB1 proteininin analizi yapilmaistir.

4.2.1. Farkh dozlarda notrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde MTT testi
BEAS-2B hiicreleri 3 tekrarli olacak sekilde 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM ve 400
nM konsantrasyonlarda nétrofil elastaz ile 1,3 ve 6 saat uyarima maruz birakilmistir. Uyarim

sonunda ilgili dozlarin sitotoksik etkisi MTT testi ile analiz edilmistir (Sekil 4.2.)

MTT
1507
Bl 1 Saat
1 3 Saat
%1001 L | Bl 6 Saat
=
g * *
U * *
® 50
* Kk kK

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda (10 nM, 25nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM) 1 saat,

3 saat ve 6 saat notrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde MTT sonuglari.

Notrofil elastaz ile uyarim sonucunda ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda, doza ve zamana
bagli olarak hiicre canliliginda azalma oldugu tespit edilmistir. 1 saatlik uyarimin higbir
dozunda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli1 bir azalma tespit edilememistir. 3 saat ve
6 saat siireyle 200 nM {izeri notrofil elastaz uyariminin hiicre canliligini anlaml bir sekilde
diistirdiigii gortilmektedir. 3 saat ve 6 saat 200 NnM NE elastaz uyarimi hiicre canliligini kontrol
grubuna kiyasla sirasiyla %72 ve %48’ e diislirmiistiir. 3 saat ve 6 saat 400 nM NE elastaz
uyarimi ise yaklagik %30 canlilik tespit edilmistir. BHK hiicreleriyle yapilan bir caligmada
insan notrofil elastazinin (HNE) 40 uM HNE ile farkl siirelerde (1,2,3,4 ve 24 saat) uyarim
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sonucunda siireye bagli olarak hiicre canliliginda azalma oldugu gosterilmistir. Sonuglar
literatiirle uyumludur [73].

4.2.2. Farkh dozlarda nétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde Propidyum
Iyodiir (PT)/ Akridin Orange (AO) Floresan Boyama ile apoptotik/nekrotik hiicre tespiti

Florokromatik boyalar aracilifiyla hiicrelerin apoptotik ve nekrotik durum tespiti floresan
boyama ile analiz edilmistir. Yesil renkteki 1simalar saglikli hiicreleri gosterirken, sari/turuncu
is1malar erken/gec apoptotik evreleri, koyu turuncu/kirmizi renkteki isimalar ise nekrotik

hiicreleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda noétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin
apoptotik ve nekrotik ayrimi igin yapilan ikili boyama sonuglari. Us: Uyarilmamis. Beyaz ok
ile isaretlenmis hiicre gruplar1 erken/gec apoptotik evreyi temsil etmektedir. (A:1 Saat B: 3 Saat
C: 6 Saat)

Hiicreler i¢in sitotoksik bir proteaz olan nétrofil elastazin uygulanan konsantrasyon ve hiicre
canlilig1 arasinda dogrudan bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bir ¢alismada Suzuki ve
arkadaslar1 akciger epitel hiicrelerini ve bagka bir calismada ise Ginzberg ve arkadaslari
intestinal epitel hiicrelerini nétrofil elastazin 0,1 ve 0,3 U/ml konsantrasyonu ile uyarmis ve

hiicre 6liimiiniin indiiklendigi gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki bu bilgilerle

benzerlik gostermektedir [117, 118].

Yiiksek dozlarda (50 nM, 100 nM, 200 nM ve 400 nM) noétrofil elastazin hiicreler arasi siki
baglantilar1 ve ylizey baglanti proteinlerini bozarak, hiicrelerin birbirlerinden ve plaka
ylizeyinden ayrilmasina sebebiyet verdigi yapilan ikili boyamalar sonucunda goriilmektedir.
Brons epitel hiicreleriyle yapilan bir calismada nétrofil elastaz ile uyarim sonucunda siki

baglanti proteinlerinden olan e-kaderinin yapisint bozdugu gosterilmistir [119].

Ayrica doz ve siire artisi ile birlikte hiicre morfolojilerinde degisiklik tespit edilmistir. Artan
dozlardaki kirmizi renkteki isimalar nekrotik hiicre profiline kaymalarin olduguna isaret
etmektedir. Ozellikle 1 saat 10 nM ve 3 saat 10 nM ve 25 nM konsantrasyonlarda nétrofil
elastaz uyariminin hiicreleri erken/gec apoptoza gegirdigi goriilmektedir. Litereatiirde LEI/L-

DNase II yolagi erken/geg apoptoz evrelerinde aktiflestigine dair bilgiler mevcuttur [76, 120].

4.2.3. Farkh dozlarda nétrofil elastaz ile uyarilan hiicrelerde SERPINB1 proteinin

western blot yontemiyle tayin edilmesi

24 kuyucuklu plakalara ekilen BEAS-2B hiicreleri farkli konsantrasyonlarda néotrofil elastaz ile
uyartlmistir. NE uyarimi sonunda protein izolasyonu yapilmis ve elde edilen proteinlerdeki

SERPINB1 miktar1 Western Blot yontemi ile analiz edilmistir.
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Sekil 4.4. 5 nM, 10 nM, 25 nM nétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde SERPINBI1

ve Beta-aktin proteinlerinin Western Blot sonuglari. US: Uyarilmamis

Kontrol olarak kullanilan Beta-aktin proteinine goére SERPINB1 protein bantlari
degerlendirilmistir. Canlilik sitotoksitite deneyleri (MTT, AO/Pl ikili boyama)
degerlendirildiginde 50 nM ve iizeri dozlarin hiicre i¢in radikal bir Sitotoksisite gdstermesi
nedeniyle daha diisiik dozlar {izerinden protein tayini yapilmasinin uygun bulunmustur. Bu

nedenle yalnizca 5, 10 ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarim sonucu protein analizi yapilmistir.

Sonuglar incelendiginde 3 saat ve 6 saat, 5 nM ve 10 nM NE uyarimi sonrasinda bant
profillerinde kontrole kiyasla belirgin bir farklilik gézlemlenmemistir. Ancak elde edilen
sonuglar dogrultusunda 3 ve 6 saatlik 25 nM nétrofil elastaz uyarimi sonucunda protein markeri
ile karsilastiriliginda yaklasik olarak 50-60 kDa aras1 ikinci bir bant olustugu tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda bu bantin yogunlugunun, hiicrelerin 25 nM nétrofil elastaza maruziyet siiresi
uzadik¢a arttig1 gdzlemlenmistir. Ikinci bant yogunlugunun uyarim siiresi ile artmasi ndtrofil

elastazin bu bantin olugsumunda etkili olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.

Olusan ikinci bantlarin uyarim sonrasinda proteinde meydana gelebilecek degisikliklerle
birlikte farkli bir molekiil ile kompleks yap1 olusturmasi ya da proteinin 3 boyutlu yapisinda
meydana gelebilecek konformasyonel degisiklikler sonucunda ara bir molekiil formu
olabilecegi olasi ¢ikarimlar arasindadir. Rekombinant SERPINB1 mutant proteinleri ile nétrofil
elastaz, proteinaz 3 ve katepsin G proteazlarinin birlikte inkiibasyonlarinin gerceklestirildigi bir
calismada, western blot analizi sonucunda 6zellikle notrofil elastaz ile muamele edilen farkl
mutant SERPINB1 proteinlerinin 42 kDa’lik dogal formu disinda ayr1 bant profilleri gosterdigi

goriilmiistiir. SERPINB1’in konformasyonel degisime agik bolgelerinin fazla olmasi, stimiilana
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kars1 post translasyonel modifikasyonlar araciligiyla farkli formlara gegebilecegi ihtimalini

ortaya koymaktadir [74].

Tez kapsaminda yapilan sitotoksisite ve canlilik testleri sonucunda farkli konsantrasyonlar ve
uyarim siiresi ile gergeklestirilen MTT testinde 3 ve 6 saat arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir degisim gorilmemistir. AO/PI ikili boyama analizleri sonucunda ise erken/gec apoptotik
evreler degerlendirildiginde 3 saatlik notrofil elastaz uyariminin 6 saatlik uyarima gore daha
uygun oldugu tespit edilmistir. Western blot analizinde nétrofil elastazin 3 ve 6 saat 25 nM
uygulanmasiin ikinci bir bant olusumuna neden olmasina ragmen tiim sonuglar birlikte
degerlendirildiginde 3 saatlik uyarimin daha uygun bir siire olabilecegi sonucuna varilmistir ve
bundan sonraki deneylerin 3 saatlik noétrofil elastaz uyarimi ile gerceklestirilmesi uygun

bulunmustur.

4.2.4. Farkh dozlarda notrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde LDH testi

BEAS-2B hiicreleri 3 tekrarli olacak sekilde 5nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM
konsantrasyonlarinda 3 saat siireyle notrofil elastazla uyarilmistir. Uyarim sonunda
stipernatanlardan LDH (Laktat dehidrogenaz) analizi yapilarak nekroz degerlendirilmesi
yapilmustir. Iki énemli hiicre 6liim yolaklarindan olan apoptoz ve nekroz ayriminda kullanilan
dozlarin nekroza sebebiyet durumu ortaya konarak hiicrelerin nekroz disinda farkli bir 6liim

yolagi araciligiyla uyarana yanit verdigi test edilmistir.

LDH Aktivitesi
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda 3 saat siireyle notrofil elastaz (5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50
nM) ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde LDH testi sonuglari.
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Farkli konsantrasyonlarda nétrofil elastaz ile wuyarilan hiicrelerin LDH sonucu
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etkiye rastlanmamigtir. Bu
sonuclar dogrultusunda 5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda notrofil elastazin
hiicrelerde nekrotik bir hasara sebep olmadig1 bunun disinda bir hiicre 6liim yolagi araciligiyla

hiicre canliina etki etmesi olas1 ¢ikarimlar arasindadir.

4.2.5. Farkh dozlarda noétrofil elastaz ile uyarilan hiicrelerde Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve

Kaspaz-9 aktivitesinin ol¢iilmesi

BEAS-2B hiicreleri 96 kuyucuklu siyah plakaya ekilerek 3 saat siireyle artan
konsantrasyonlarda notrofil elastaz ile uyarilmistir. Uyarim sonucunda Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-9 aktivitesi Olcililmiistiir. Pozitif kontrol olarak topoizomeraz inhibitorii olan
kamptotesin 20 uM konsantrasyonda kullanilmistir. Kamptotesin ile uyarim sonucunda
Kaspaz-9 aktivitesinde 4,8 kat artis goriilmektedir. Elde edilen sonuglarla uyumlu olarak
intestinal epitel hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada kamptotesin ile uyarim sonucunda Kaspaz-
9 aktivitesinde anlamli derecede artis oldugu tespit edilmistir [121]. 5 nM, 10 nM ve 25 nM, 50
NM nétrofil elastaz uyarimi sonucunda Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9’da anlamli derecede

bir artis tespit edilememistir.

K -
110000 aspaz-3
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L 1loooo=
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda (5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM) nétrofil elastaz ve 20 uM
kamptotesin ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 aktivite

Ol¢iimiiniin sonuglar1. US: Uyarilmamas.

BHK ve HeLa hiicreleriyle yapilan bir calismada ise, apoptotik ve anti apoptotik kosullar

altinda kaspaz bagimli ve bagimsiz yolaklarin birbiriyle etkilesim halinde olabilecegi gibi
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LEI/L-DNase II yolaginin kaspaz bagimsiz bir mekanizmayla da ger¢eklesebilecegi ortaya
koyulmaktadir [122].

4.2.6. Farkh dozlarda nétrofil elastaz ile uyarilan hiicrelerin mitokondriyal membran

potansiyellerinin olciilmesi

BEAS-2B hiicreleri siyah plakada c¢ogaltilarak 3 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
notrofil elastaz ile uyarilmasi sonucu mitokondriyal transmembran potansiyelindeki (AYM)

degisimler JC-1 floresan boyasi araciligiyla tespit edilmistir.

Mitokondriyal Transmembran
Potansiyeli
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda (5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) nétrofil elastaz ile uyarilan
BEAS-2B hiicrelerinde JC-1 floresan probu araciligiyla mitokondriyal transmembran

potansiyelinin (AYM) analiz sonucu. FCCP: Pozitif Kontrol, US: Uyarilmamas.

US 10 nM
FCCP
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda (5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) nétrofil elastaz ile uyarilan
BEAS-2B hiicrelerin JC-1 agregat/dimer (kirmizi) ve JC-1 monomer (yesil) formlarinin

floresan mikroskopta goriintiilenmesi. FCCP: Pozitif kontrol, US: Uyarilmamus.

Mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma, apoptozun erken evrelerinin karakteristik
ozelliklerinden biridir. Bu azalma/bozulma membran gegirgenligini arttirarak mitokondri i¢
zarinda bulunan AIF, sitokrom c gibi pro apoptotik molekiillerin salimina ve apoptozun
indiiklenmesini saglar [123]. BEAS-2B hiicrelerinin nétrofil elastazla uyarilmasi sonucunda
gorintii diizeyinde doza bagli olarak mitokondriyal gegirgenlikte artis oldugu gézlemlenmistir.
Uyarim sonucunda 5 nM, 10 nM ve 25 nM konsantrasyonlardaki agregat l¢limiinde anlamli
bir degisim gbézlenmezken 50 nM uyarim sonucunda %20 oraninda istatistiksel olarak anlaml
bir azalma tespit edilmistir. Bu sonug¢ JC-1 agregat ve monomerlerinin floresan mikroskop
goriintlileri ile uyumludur. Agregat ve monomer yogunlugu goriintii diizeyinde
karsilastirildiginda, 5 nM, 10 nM ve 25 nM nétrofil elastaz uyarimi sonucunda elde edilen

goriintiiler hiicrelerin erken/ge¢ apoptotik evrelerde olabileceginin gostergesidir.

Yapilan sitotoksisite/ canlilik ve western blot deneyleri sonucunda 3 saat/ 10 nM ve 25 nM
konsantrasyonlardaki hiicresel cevabin erken/ge¢ apoptoz evresinde aktiflesen LEI/L-DNase Il
yolagina benzerlik gosterdigi sonucuna varilarak ALI-kiiltlir deneylerinin bu doz ve siirelerde

gergeklestirilmesine karar verilmistir [66, 76].

4.3. Uygun dozda nétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin apoptotik
SERPINB1/L-DNase II yolaginda yer alan genlerin ifadesinin belirlenmesi

ALI-kiiltiir yontemiyle 21 giin siireyle farklilagtirilan BEAS-2B hiicrelerinin 25 nM nétrofil

elastaz uyarimi sonucunda SERPINBI1, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9, BCL-2, BAX, AlF,
PARP1 genlerinin ifadesine bakilmistir.
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Sekil 4.9. ALI-kiiltiir yontemiyle BEAS-2B hiicrelerinin 3 saat notrofil elastaz (25 nM) ve 1
saat kamptotesin (20 uM) ile uyarimi sonucu SERPINB1 (A), BCL2 (B), BAX (C), Cas3 (D),
Cas8 (E), Cas9 (F), PARPI (G), AIF (H) genlerinin ger¢cek zamanli PZR sonuglari. US:
Uyarilmamis. (n: 3; p: 0,1234 (ns) 0.0332(*), 0.0021(**), 0.0002(***), <0.0001(****))

SERPINB1 gen ifadesinde, apikal ve bazal uyarimi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edilmistir. SERPINB1’in nétrofil elastaz uyarimi sonucunda mRNA seviyesinde
azalis gostermesi SERPINB1’in cekirdege translokasyonu iizerine transkripsiyon faktorleri
iizerine etkisinin bir sonucu ile agiklanabilmektedir. Apikal ve bazal uyarimda anti apoptotik
molekiillerden BCL2 gen ifadesinde azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamli bir sonuca
ulagilamamigtir. CAS8 ve CAS9’un ifadelerinde apikal ve apikal/bazal nétrofil elastaz kaynakli
uyarimlarda ortalama 1,5 kata yakin artis olmasina karsgin bu artis istatistiksel olarak anlaml

degildir. PARP1 gen ifadesinde bazal uyarim sonucunda anlamli bir azalma tespit edilirken
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apikal ve apikal/bazal uyarimlarda degisim gozlenmemistir. CAS3, BAX ve AIF genlerinde ise

hicbir kosulda anlamli bir degisim goriilmemistir.
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Sekil 4.10. ALI-kiiltiir yontemiyle BEAS-2B hiicrelerinin 3 saat notrofil elastaz (10 nM) ve 1
saat kamptotesin (20 uM) ile uyarimi sonucu SERPINB1 (A), BCL-2 (B), CAS3 (C), CAS8 (D)
CAS9 (E), BAX (F), AIF (G), PARP1 (H) genlerinin ger¢cek zamanli PZR sonuglari. US:
Uyartlmamuis. (n: 3; p: 0,1234 (ns) 0.0332(*), 0.0021(**), 0.0002(***), <0.0001(****))

Farklilastirilmis BEAS-2B hiicreleri apikal, bazal ve hem apikal hem bazal olmak tizere 10 nM
notrofil elastazla uyarilarak SERPINB1, CAS3, CAS8, CAS9, BCL-2, BAX, AlF, PARP1’in gen
ifadelerine bakilmistir. Kaspaz-9 ifadesinde higbir kosulda anlamli bir degisim gézlenmezken,

bazal olarak uygulanan notrofil elastaz kosulunda Kaspaz-3 gen ifadesinde yaklasik 2,5 kat artis
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gorilmiistiir. Apikal, bazal ve apikal/bazal tiim nétrofil elastaz uyarimlari neticesinde
SERPINB1 gen ifadesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. SERPINB1 gen
ifadesindeki bu azalma, 25 nM apikal ve bazal NE uyarimda da goriilmektedir. NE uyarimi
sonrasinda BCL-2 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlemlenmemistir.

CAS8 gen ifadesinde apikal uyarim sonucunda azalma tespit edilmistir.

4.4. SERPINBL1 ve L-DNase II protein miktarlarinin Western Blot ile belirlenmesi

ALI-Kiiltlir yontemiyle 21 giin siireyle farklilagtirilan BEAS-2B hiicreleri apikal, bazal ve hem
apikal hem bazal olmak iizere 10 nM ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarilmistir. Uyarim
sonucunda hiicrelerden sitozolik ve niikleer kompartmanlar fraksiyonlanarak, hiicre alt

birimlerindeki SERPINB1 proteinin seviyeleri western blot yontemiyle tayin edilmistir.

Apikal
US Apikal  Bazal Bazal

Niikleer | |
- s "
SERPINB1
- - - 70 kDa
Sitozolik
-— e - 55 kDa
42 kDa

Beta-aktin

= —— 45kDa

-— .,

Sekil 4.11. Notrofil elastaz (10 nM) ile 3 saat siireyle apikal, bazal ve apikal/bazal olmak iizere
uyarilan farklilastirllmis BEAS-2B hiicrelerinin sitozolik ve niikleer ekstraktlarindaki

SERPINBL1 ve Beta-aktin proteinlerinin Western Blot sonuglari. US: Uyarilmamis
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Apikal
US Apikal Bazal Bazal

Niikleer
SERPINB1
w— wee s ewss —— 70 kDa
Sitozolik
" S=e e wews | S55kDa
- e e . 42kDa

Beta-aktin

e e — —— 45 kDa

Sekil 4.12. Notrofil elastaz (25 nM) ile 3 saat siireyle apikal, bazal ve apikal/bazal olmak tizere
uyartlan farklilagtirllmis BEAS-2B hiicrelerinin sitozolik ve niikleer ekstraktlarindaki

SERPINBL1 ve Beta-aktin proteinlerinin Western Blot sonuglari. US: Uyarilmamis.

Elde edilen bant goriintiileri incelendiginde sitozolik ekstraktlarda daha yogun olmak iizere
dogal formun disinda 2 ayr1 bant gézlemlenmistir. Goriintiilenen bantlar igerisinde yaklagik 70
kDa’da bir bant goriilmesi, uyarim i¢in kullanilan 30 kDa’lik nétrofil elastaz ile SERPINB1’in
kompleks bir yap1 olusturdugu fikrini ortaya koymaktadir. Rekombinant SERPINBI ile yapilan
bir ¢aligmada, serin proteaz ailesine liye olan Proteinaz 3 ile birlikte inkiibe edilmesi sonucu
Proteinaz-3/SERPINB1 kompleksini temsil eden yaklasik 70 kDa’lik ayr1 bir bant ortaya ¢giktigi
tespit edilmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada da notrofil elastazin inhibitorii ve yari kararl bir
molekiil olan SERPINBI ile etkilesimi sonucu RCL bolgesinde meydana gelen degisikliklerle
birlikte kompleks bir form olusturabilegi kanisini ortaya konmaktadir [124]. SERPINB1’in esas
olarak sitozolde konumlanan bir protein oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda daha yogun
olarak sitozolik kompartmandaki bantlarin ¢ikmasi literatiir bilgileriyle uyumludur [125]. Bant
degerlendirilmesi protein marker1 ve Sitozolik beta-aktin proteinine gore yapilmigtir. Chan ve
arkadaglarinin yaptig1 bir c¢alismada sitozolik ve niikleer beta-aktin bant profilleri
incelendiginde niikleer kompartmanlarda tespit edilememistir [126]. Bunun sonucunda beta-

aktinin niikleer protein bant analizine uygun bir kontrol olmadig: belirlenmistir.

Farklilastirilmig brong epitel hiicrelerinin 10 nM nétrofil elastaz ile uyarimi sonucunda ise hiicre

alt birimlerinden fraksiyonlanan niikleer ve sitozolik SERPINBI protein diizeyi western blot
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yontemiyle tayin edilerek bant analizleri yapilmustir. 25 nM’lik n6trofil elastaz uyariminin bant
sayist 10 nM noétrofil elastaz uyarimiyla benzerlik gosterirken bantlarin yogunluklar1 10 nM

uyarimda daha az ¢ikmustir.

Bant yogunlugunda, konsantrasyonla iligkili olarak meydana gelen degisim, ortamdaki notrofil
elastaz konsantrasyonunun SERPINB1’in konformasyonel degisikliginde etkili olabilecegi
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle doza bagl olarak sitozolik ve niikleer fraksiyon
orneklerinde degisen bant yogunlugu, uyarim sonucunda SERPINB1’in farkh
kompartmanlarda farkli seviyelerde bulunabilecegi sonucunu desteklemektedir. Bu sonug
literatiirde var olan, farkli uyarana maruziyet sonucunda SERPINB1’in hiicre icerisindeki

konumunu degistirebilecegine dair verilerle de ortiismektedir [125].

10 nM nétrofil elastazin apikal, bazal, apikal/bazal uyarimu ile birlikte sitozolde konumlanan 3
ayr1 bantta da uyarilmamis kosula gore azalma oldugu goriilmektedir. Niikleer kompartmanda
bulunan SERPINBI seviyeleri incelediginde apikal uyarimdaki bant yogunlugunun bazal ve
apikal/bazal uyarimin gergeklestigi kosullara gore daha yiliksek miktarda oldugu goriilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada yeni izole edilmis ve olgun (24 saat) nétrofillerden fraksiyonlanan
sitozolik alt birimlerin ve tiim hiicre lizatindaki SERPINB1 protein seviyelerinde farkliliklar

oldugu ortaya konmustur [125].

Ek olarak literatiirde 27kDa biiyiikliigiinde oldugu belirtilen L-DNase II molekiiliine yapilan
protein analizlerinde rastlanamamustir. Bunun sebebini agiklamaya yonelik yeni hiicre kiiltiir

ve goriintiileme deneylerinin yapilmasi planlanmistir.
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4.5. Notrofil Elastaz ile uyarilan hiicrelerde immiinofloresan analiz yapilarak SERPINB1

ve L-DNAz II molekiillerinin hiicresel konumunun goriintiilenmesi

SERPINBI (201-300 aa) SERPINBI (250-350 aa)

SERPINBI (201-300 aa) SERPINBI (250-350 aa)

SERPINBI (201-300 aa) SERPINBI (250-350 aa)

Sekil 4.13. 3 saat 10 nM nétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde SERPINBI ve L-
DNase II diizeylerinin floresan mikroskop goriintii sonuglari (Kirmizi SERPINBI proteinini,

mavi renk (DAPI) ¢ekirdegi gostermektedir) US: Uyarilmamus.

SERPINB1 protein miktarlarini goriintiilemek i¢in 24 kuyucuklu plakalar igerisindeki
lamellerde ¢ogaltilan BEAS-2B hiicrelerinin 10 ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarimi sonunda
iki ayr1 aminoasit dizisine 6zgii olan SERPINB1 antikorlar1 kullanilarak immunofloresan analiz
yapilmustir.

RCL CBM
Reactive Center Loop CARD BAGLANMA BOLGESI

GTEAAAATAGIATFCMLPEE

201 250 300 330 349 351 379

Sekil 4.14. SERPINBI antikorlarinin tanima bdlgelerinin ve RCL, CARD domeinlerinin

protein lizerindeki konumlarinin sematik olarak gosterilmesi.
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Uyarilmamis kosula gére, 10 nM ve 25 nM noétrofil elastaz uyariminin 250-350 amino asit
araligini taniyan kirmizi floresan 1s1ma veren SERPINB1 antikorunu tanidigi protein miktarinin
daha fazla oldugu goriilmektedir. Doza bagli olarak ilgili antikorun tanidig1 protein seviyesinde
artis tespit edilmistir. 201-300 aa arasin1 tantyan SERPINB1 antikorun ise uyarilmamis kosula

gore hiicre icerisindeki miktarinin degiskenlik gostermedigi goriilmektedir.

SERPINBI (250-350 aa)/DAPI SERPINBI (201-300 aa)/DAPI SERPINBI (201-300 aa)/(250-350 aa) MERGE

10 nM NE

/|
Z
=

c
v
I

Sekil 4.15. 3 saat 10 nM nétrofil elastaz ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde SERPINBI ve L-
DNase II diizeylerinin floresan mikrokop goriintii sonuglar1 (Kirmizi SERPINB1 proteinini,
mavi renk (DAPI boyasi) ¢ekirdegi gostermektedir) SERPINBI antikoru 1:50 diliiye edilerek

kullanilmustir.

Boyama sirasinda kullanilan iki ayr diziye 6zgli SERPINB1 antikorunun baglanma spesifiteleri
incelendiginde 250-350 aa dizisini taniyan antikorun ¢ogunlukla ¢ekirdegin etrafinda ya da
icinde konumlandigi, 201-300 aa dizisini taniyan antikorun ise hiicrenin tiim alt birimlerinde
konumlanabildigi tespit edilmistir. Yesil floresan 1simaya sebep olan antikorun cekirdek
icerisine girmedigi elde edilen goriintiilerde gozlemlenmis olsa da kirmizi floresan 1s1masina
sebep olan antikorun uyarim sonucunda g¢ekirdekte konumlandigi belirlenmistir. Notrofil
elastaz uyarimi sonucunda niikleer kompartmana geg¢is yapan SERPINB1 formunda artig
olabilecegi, kirmiz1 floresan 1simaya sebep olan antikorun g¢ekirdekteki miktarinin artisi ile

aciklanabilecegi olas1 ¢ikarimlar arasindadir.
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4.6. Notrofil Elastaz ile uyarilan hiicrelerden toplanan supernatanlardan ELISA

yontemiyle IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF proteinlerinin miktarinin tayin edilmesi

Farklilagtirilmis BEAS-2B hiicrelerinin apikal, bazal ve hem apikal hem bazal olmak tizere 10

nM ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarimi sonucunda iist ve alt supernatanlardaki IL-6 protein

seviyeleri ELISA yontemiyle tayin edilmistir.
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Sekil 4.16. IL-6 proteinin standart grafigi.
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Sekil 4.17. 3D ALI-kiiltiir yontemiyle farklilagtirilan BEAS-2B hiicrelerinin 3 saat (10 nM, 25
nM) nétrofil elastaz ve 1 saat kamptotesin (20 uM) ile uyarimi sonucu iist (A, C) ve alt (B, D)
slipernatanlarinda IL-6 proteinin ELISA sonuglari. US: Uyarilmamis. (n: 3; p: 0,1234 (ns)
0.0332(*), 0.0021(**), 0.0002(***), <0.0001(****))

10 nM ve 25 nM apikal nétrofil elastaz varliginda IL-6 seviyesi seviyesi anlamli olarak
degisirken, bazaldaki fark yalnizca 25 nM konsatrasyon NE varliginda ortaya ¢ikmistir. 10 nM
apikal ve bazal NE uyarimi IL-6 ifadesini anlamli olarak arttirmistir. 2012 yilinda yapilan in
vivo bir ¢alismada, nétrofil elastaz ifadesi baskilanmis fare modeli kullanilarak, kontrol farenin
ve NE 7~ farenin brons alveolar lavaj sivilarindaki IL-6 protein diizeyinde arastirilmistir. Bu
arastirma sonucunda da NE”" farelerin IL-6 protein seviyesi kontrol farelere oranla daha diisiik
miktarda tespit edilmistir [127]. Tomas ve arkadaslarinin, insan brons epitel hiicre hatt1 ile
yaptiklar1 bir ¢aligmada, hiicreler 100 nM nétrofil elastaz ile 4 saat boyunca uyarilmis ve bu
uyarim sonrasinda IL-6 protein seviyesinde anlamli bir artis tespit etmislerdir [128].
Literatiirdeki bu sonuglar, 10 nM ve 25 nM apikal nétrofil elastaz uyarimi sonucu artis gosteren

IL-6 seviyesiyle benzerlik gostermektedir.

Farkilastirilan BEAS-2B hiicrelerinin 10 ve 25 nM nétrofil elastaz ile apikal, bazal ve hem
apikal hem bazal olarak uyarimi sonucunda alt ve iist supernatanlardan TNF-o proteinin

seviyesine bakilmistir.
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Sekil 4.18. TNF-a proteinin standart grafigi
Kistik fibroz hastalarindan izole edilen nétrofiller ile yapilan bir caligmada, IL-8 ve TNF-o "nin
notrofil aktivasyonu ve nétrofil elastaz saliminda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir [129].
2012 yilinda Julien ve arkadaslar tarafindan yapilan bir baska calismada ise nétrofil elastaz

ifadesi baskilanmis fare modelleriyle ¢alisilmis ve NE *~ fare modellerinin brons alveolar lavaj
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stvilarinda kontrol fare grubuna gére TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalig
tespit edilmistir [130]. Tez kapsaminda yapilan analiz sonucunda ise alt ve iist supernatanlarda
TNF-a protein miktarinin kitin tespit araliginin altinda kaldig1 belirlenmistir. (Kitin hassasiyet:
4 — 400 pg/mL)

Farklilastirilmis hiicrelerin apikal, bazal ve hem apikal hem bazal olmak {izere 10 nM ve 25 nM
notrofil elastaz ile uyarilmasi sonucunda iist ve alt supernatanlarindaki IL-8 protein seviyeleri

ELISA yontemiyle bakilmistir.
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Sekil 4.19. IL-8 proteinin standart grafigi
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Sekil 4.20. 3D ALI-kiiltlir yontemiyle farklilastirilan BEAS-2B hiicrelerinin 3 saat (10 nM, 25
nM) nétrofil elastaz ve 1 saat kamptotesin (20 uM) ile uyarimi sonucu iist (A, C) ve alt (B, D)
stipernatanlarinda IL-8 proteinin ELISA sonuglari. US: Uyarilmamis. (n: 3; p: 0,1234 (ns)
0.0332(*), 0.0021(**), 0.0002(***), <0.0001(****))

Yapilan ELISA analizlerinde apikal ve bazal 10 nM NE uyariminin IL-8 protein seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi gdzlemlenmistir. Insan brons epitel hiicre
hattinin 4 saatlik 100 nM nétrofil elastaz uyarimi sonrasinda IL-8’in protein seviyesindeki
degisiminin istatiksel olarak anlamli olmadigi Tomas ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calisma ile gosterilmistir [128]. Fakat literatiirdeki bir baska makalede, primer nazal epitel
hiicrelerinin ve nazal epitel hiicre hattinin 24 saat boyunca 1 nM nétrofil elastaz uyarimi sonucu
IL-8 seviyesinde artig oldugu gozlemlenmis [131] ve bunun sonucunda nétrofil elastazin hem
primer epitel hiicreler icin hem de epitel hiicre hatlar i¢in 1L-8 salinimini tetikleyici bir molekiil

olabilecegi goriisii benimsenmistir. Catherine ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir baska
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caligmada da insan brons epitel hiicre hatti, 10 nM noétrofil elastaz ile 4 saat inkiibe edilmis ve
IL-8’in protein seviyesinde bir artig oldugu tespit edilmistir [132]. Literatiirdeki bu bilgilerde,
NE uyariminin epitel hiicrelerden IL-8 sitokin cevabinin geliskili oldugu bulunmus olup, elde
ettigimiz ELISA sonuglarinda da 25 nM NE uyariminin IL-8 protein seviyesinde istatistiksel

olarak anlamli degisime neden olmadig1 goriilmektedir.

Farklilastirilan BEAS-2B hiicrelerinin apikal, bazal ve hem apikal hem bazal olmak iizere 10
nM ve 25 nM nétrofil elastaz ile uyarilmasi sonucunda iist ve alt supernatanlarindaki GM-CSF

protein seviyeleri ELISA yontemiyle bakilmistir.
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Sekil 4.21. GM-CSF proteinin standart grafigi.
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Sekil 4.22. 3D ALI-kiiltlir yontemiyle farklilastirilan BEAS-2B hiicrelerinin 3 saat (10 nM, 25
nM) nétrofil elastaz ve 1 saat kamptotesin (20 uM) ile uyarimi sonucu iist (A, C) ve alt (B, D)
stipernatanlarinda GM-CSF proteinin ELISA sonuglart. US: Uyarilmamas. (n: 3; p: 0,1234 (ns)
0.0332(*), 0.0021(**), 0.0002(***), <0.0001(****))

Notrofil elastaz uyarimi sonucunda epitel hiicrelerde GM-CSF’in protein diizeyinde tespitine
iliskin sinirli sayida ¢alisma yapilmis olmakla birlikte, 2005 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada,
100 nM nétrofil elastaz ile brons epitel hiicreleri 4 saat uyarilmis ve bu uyarim sonucunda
supernatanttaki GM-CSF seviyesinin kontrole kiyasla anlamli bir sekilde arttigi gozlemlenmis
[133]. Marie ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada da, 24 saat boyunca 1 nM ve 10
nM NE ile uyarilmis nazal epitel hiicrelerin, GM-CSF saliminda artis oldugu tespit edilmis ve
elde edilen bu sonuglar dogrultusunda noétrofil elastazin, epitel hiicreler icin GM-CSF
indiikleyicisi olabilecegini ¢ikariminda bulunulmustur [131]. Fakat ELISA deneylerinde elde
edilen sonuglar literatiir ile benzerlik gostermemektedir. 10 nM NE uyarimimn alt

supernatanlari incelendiginde ekseriyetle biitiin kosullarda azalma tespit edilmekle birlikte,
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apikal olarak verilen uyarim sonucunda GM-CSF protein seviyesi kitin tespit araliginin altinda
bir sonug gosterdigi i¢in deger sifir olarak kabul edilerek grafige yansitilmistir. Ayni sekilde 25
nM NE uyarimmin alt supernatanlarindaki hiicre disina salinan GM-CSF seviyesi

incelendiginde uyarilmamis kosula gore azalma goriilmektedir.

66



5. YORUM

Notrofillerin graniillerinden salinan bir proteaz olan nétrofil elastazin bir¢ok kronik
inflamatuvar akciger hastaliginda arttifi ve hastaligin patogenezine katkida bulundugu
bilinmektedir. Notrofil elastazin progresif sekilde artmasi, epitel hiicre hasarina neden olmakla
birlikte hiicrelerde cesitli sinyal yolaklarini aktive etmektedir. Notrofil elastazin en etkili
inhibitorlerinden birisi notrofil serin proteaz inhibitorii olan SERPINB1 dir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda brons epitel hiicreleri, notrofil elastaz ile stimiile edilerek bu hiicrelerdeki
SERPINB1 ve SERPINBI1’den tiireyen L-DNase II molekiilii aracili anti apoptotik ve pro
apoptotik cevaplar RNA ve protein diizeyinde incelenmistir. Canlilik ve sitotoksisite deneyleri
yapilarak uygun doz ve siire belirlenmigtir. ALI-kiiltiir yontemiyle BEAS-2B hiicreleri

farklilastirilarak belirlenen doz ve siirelerde uyarim gergeklestirilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida belirtildigi gibidir.

e Literatiirle uyumlu olarak hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda nétrofil elastaz ile
uyarilmast hiicre canliligini etkiledigi goriilmiistiir. Yapilan MTT testi sonucunda 50
NM ve ilizeri dozlarin hiicreler i¢in radikal bir sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. 3 saat ve 6 saat NE uyarimi hiicre canliligini sirasiyla %28 ile %52
oraninda azaltmistir. Ayrica 400 nM NE uyarimi sonucunda ise %70 oraninda
azalmistir.

e AO/PI ikili boya analizi sonucunda nétrofil elastazin 50 nM ve iizeri dozlarinin
hiicrelerin morfolojilerinde degisikliklere sebep oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 1 saat 10
nM ve 3 saat 10 nM, 25 nM nétrofil elastaz uyarimi sonucunda hiicrelerde goriintii
diizeyinde erken/ge¢ apoptoz evresi gozlemlenmistir.

e Hiicrelerin farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde notrofil elastaz ile
uyarilmasinin SERPINB1’in molekiil agirhiginda degisikliklere yol agabilecegi ve bu
degisimlerin, uyaranin konsantrasyonuna bagl olarak ara formlar olusabilecegi ihtimali
protein analizleri sonucu ortaya konmustur. Hiicrelerin 3 ve 6 saat 25 nM nétrofil elastaz
ile uyarilmastyla 50-60 kDa aras1 ikinci bir bant olusumu goézlemlenmistir. ikinci bantin
yogunlugu maruziyet siiresine bagli olarak artmistir.

e 5nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda NE uyariminin LDH salimina yol

acmadig1 ve nekroza sebebiyet vermedigi ortaya konmustur.
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5nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda notrofil elastaz uyariminin Kaspaz-
3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 aktivitelerini etkilemedigi goriillmektedir.

5 nM, 10 nM, 25 nM NE uyarimiyla mitokondriyal transmembran potansiyelinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemis, 50 nM NE uyariminda ise %20
oraninda membran potansiyelinde azalmaya yol agmistir. Goriintii diizeyinde JC-1
boyasi araciligiyla agregat ve monomer seviyeleri incelendigi artana dozlarda membran
gecirgenliginin arttig1 goriilmektedir.

Yapilan sitotoksisite ve canlilik deneyleri sonucunda 3 saat 10 ve 25 nM NE elastaz
uyariminin uygun olduguna karar verilmistir.

ALI-kiltlir yontemiyle farklilastirilan hiicreler 10 ve 25 nM NE ile uyarimi1 sonucu
CAS3, CAS8, CAS9 ifadelerinde anlamli bir degisim gozlenmemistir. Bu sonug
literatiirde kaspaz bagimsiz 6lim yolagi olarak belirtilen LEI/L-DNase II yolagiyla
benzerlik gostermektedir.

10 ve 25 nM nétrofil elastaz uyarimi sonucunda SERPINBI gen ifadesi azalmistir.
Notrofil elastaz uyarimi ile goriilen bu diisiisiin hiicrenin uyarana kars1 farkli bir anti-
apoptotik molekiil lizerinden cevap olusturma ihtimalini ya da LEI/L-DNase Il
yolaginda gen diizeyinde miidahalesi olasi ¢ikarimlar arasindadir.

10 ve 25 nM noétrofil elastaz ile uyarilan hiicrelerden fraksiyonlanan niikleer ve sitozolik
kompartmanlardaki SERPINB1 miktarinin farklilik gosterdigi goriilmektedir.
SERPINBI1’in RCL bélgesini igeren (250-350 aa) antikorunun ekseriyetle ¢ekirdekte
konumlanan SERPINBI proteinini tanidig1 goriilmiistiir. RCL disinda bir bolgeye 6zgii
secilen (201-300 aa) antikor ise hiicrenin ¢ekirdek haricinde farkli alt birimlerinde
lokalize olabildigi goriilmektedir.

SERPINBI1’in NE gibi proteazlar ile ataga ugramasi sonucu kesilerek RCL bolgesindeki
endoniikleaz ve NLS (niikleer lokalizasyon sinyali) kisimlarinin agiga c¢iktig
bilinmektedir. Bu nedenle NE ile uyarilan hiicrelerde SERPINBI molekiiliiniin
konformasyonel degisiklige ugrayarak cekirdege goc ettigi ve antikor baglanma
bolgesinin agiga ¢ikmis olabilecegi ¢ikarimlar arasindadir.

Hiicrelerin apikal ve bazal 10 nM NE uyarimi sonucu IL-6 ifadesini anlamli olarak
arttirdigl, IL-8 seviyesini ise digiirdigi gorilmistir. 10 ve 25 nM her iki

konsantrsayonda da GM-CSF seviyesinin azaldigi goriilmiistiir.

TNF-a i¢in yapilan ELISA deneylerinde kitin tespit araliginin altinda kaldig1 i¢in sonug

alinamamustir.
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e ALl-kiiltir yontemiyle farklilastirilan BEAS-2B  hiicrelerinin apikal, bazal ve
apikal/bazal olmak lizere nétrofil elastaz ile uyarilmasi sonucu SERPINB1 molekiiliinde
ara form olusumuna ve hiicre alt birimleri arasinda uyaranin konsantrasyonuna bagli
olarak miktarinda degiskenlik yaratmasinda aracilik edebileceginin gosterilmesi bu

calismanin 6zgiin yonlerinden birisidir.
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