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Giiniimiizde alerjik hastaliklarin prevelansi giderek artmakta ve yirmibirinci yiizyilin salgimi
olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle diinya ¢apinda 300 milyon insan1 etkileyen astim ve 400
milyon insanda goriilen alerjik rinit bu hastaliklarin basinda gelmektedir. Astim hastasi olan
bireylerin bir ¢ogunda alerjik rinit gézlemlenmekte olup bu iki hastalik birbiri ile iligkilidir.
Molekiiler mekanizmalarinin yani sira hastaligi tetikleyen cevresel etmenler de benzerlik
gostermektedir. Alt ve iist solunum yollarindaki ilk savunma hatti olan epitel hiicrelerinin en
sik maruz kaldig1 aeroalerjenler polenler ve ev tozu akarlaridir. Digsal aeroalerjenler sinifina
dahil olan polenler mevsimsel alerjiye sebep olmakla birlikte peyzaj amagli dogal habitat digina
ekilen bitkiler hastalarda alerjiyi tetikleyebilmektedir. Ozellikle Tiirkiye’de ve Akdeniz
iilkelerinde park, bahg¢e ve yol kenarlarina siis bitkisi olarak ekilen Arizona servisi 123 milyar
polen dretebilme Kapasitesine sahip olmaktadir ve major alerjeni Cup al olarak
tanimlanmaktadir. Evsel aeroalerjenlerden olan ev tozu akarma ise silirekli maruz kalinmakta
ve proteaz aktiviteye sahip alerjenleri ile epitel hiicrelerde hasara sebep olmaktadir. Yapilan
caligmalarda en sik rastlanilan ev tozu akari tiirtinden biri Dermatophagoides ptrenoysinuss
olarak belirlenmektir. Der p1 ve Der p2 bu akarin major alerjenleri olarak bilinmesine ragmen
bazi caligmalar ile serin proteaz aktiviteye sahip Der p6 alerjeninin de major olabilecegi

belirtilmektedir.



Cevresel alerjenlere maruz kalan nazal ve bronsiyal epitel hiicrelerde hem hiicre Sliimii
gorulebilmekte hem de hcreler epitel karakterlerini kaybederek mezenkimal karakter
kazanabilmektedir. Hem alerjik astim hem de alerjik rinit hastaliklarinin patofizyolojilerinde
onemli rol oynayan eozinofiller ise inflamasyon bolgesine go¢ edip aktiflestiklerinde hiicre

cevaplarini etkileyebilmektedir.

Yapilan tez caligmasi kapsaminda literatiirde kisith bilgi bulunan Cup al ve Der p6 alerjenleri
ile nazal ve brongiyal epitel hiicreleri uyarilmis ve hiicre cevaplari1 gen ifadesi diizeyinde kaspaz
bagimli & bagimsiz (apoptoz, anoikis, nekroptoz, partanatoz) hiicre 6liim yolaklar1 ve epitelyal
mezenkimal doniistim (EMT) sureci Uzerinden incelenmistir. Deneyleri ilk asamasi tek tabaka
kiiltiirtinde yapilmis ve uygun konsantrasyon&saat belirlenmistir. Daha sonrasinda epitel
hlcreler ALI-kiiltiir siireci ile biiyiitiilerek aktiflestirilen eozinofiller ile ko-kiiltiire alinmustir.
ALI-kultdr sireci sonunda olusturulan mono ve ko-kiiltiir gruplart uygun alerjen kosullari ile
uyarilmis ve hiicre cevaplari yeniden 61iim yolaklar1 ve EMT {izerinden arastirilmistir. Ayri ayri
ve birlikte alerjen uyarimlar1 yapilarak alerjenlerin hiicreler ilizerindeki sinerjik etkileri tespit

edilmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde brons epitel hiicrelerinde nazal epitel hiicrelere
kiyasla alerjen uyarimlari sonrasinda daha fazla 6liim gozlemlendigi ve brons epitel hiicrelerin
hiicre cevaplarini1 daha ge¢ olusturduklar: tespit edilmistir. Der p6 alerjeninin brons epitel
hiicrelerde programlanmis 6liim yolaklarini tetikledigi fakat yiiksek doz Cup al alerjeninin
hiicrede nekroza neden oldugu saptanmistir. Nazal epitel hiicrelerinde ise iki alerjene kars1 da
olusturulan hiicre cevabinin programlanmis 6liim yolaklar1 izerinden oldugu gézlemlenmistir.
Tek tabaka kiiltiir uyarimlarinda farkli kdkendeki epitel hiicrelerin alerjenlere farkli yanitlar
verdigi anlasilmistir. Mono ve ko-kiiltiirden elde edilen gen ifade sonuclari karsilastirildiginda
ise eozinofillerin hiicre cevabini etkiledigi tespit edilmistir. Cup al ve Der p6 alerjenleri ile elde
edilen sonuclar hem literature katki saglayacak hem de yapilacak diger ¢alismalar icin 6nctli

niteligi tagiyacaktir.
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Nowadays, the prevalence of allergic diseases is increasing and it is considered as the epidemic
of the twenty-first century. Especially asthma, which affects 300 million people worldwide, and
allergic rhinitis, which is seen in 400 million people, are among these diseases. Allergic rhinitis
is observed in most individuals with asthma, and these two diseases are related to each other.
In addition to its molecular mechanisms, it shows similarity in environmental factors that
trigger the disease. Pollens and house dust mites are the most common aeroallergens to which
epithelial cells, the first line of defense in the lower and upper respiratory tracts, are exposed.
Pollens, which are included in the class of exogenous aeroallergens, cause seasonal allergies,
but plants planted outside the natural habitat for landscaping can trigger allergies in patients.
Especially in Turkey and Mediterranean countries, the Arizona cypress planted as an
ornamental plant in parks, gardens and roadsides has the capacity to produce 123 billion pollen
and its major allergen is defined as Cup al. House dust mite, which is one of the household
aeroallergens, is constantly exposed to and causes damage to epithelial cells with its allergens
with protease activity. Dermatophagoides ptrenoysinuss is one of the most common house dust
mite species in studies. Although Der p1 and Der p2 are known as major allergens of this mite,
it has been reported that Der p6 allergen, which has serine protease activity, may be major in

some studies.



In nasal and bronchial epithelial cells exposed to environmental allergens, both cell death can
be observed, and cells can lose their epithelial character and gain mesenchymal character.
Eosinophils, which play an important role in the pathophysiology of both allergic asthma and
allergic rhinitis, can affect cell responses when they migrate to the inflammation area and
become activated.

Within the scope of the thesis study, nasal and bronchial epithelial cells were stimulated by Cup
al and Der p6 allergens, which have limited information in the literature, and cell responses
were determined by caspase-dependent & independent (apoptosis, anoikis, necroptosis,
parthanatos) cell death pathways and epithelial mesenchymal transformation (EMT) at the level
of gene expression. The first stage of the experiments was carried out in monolayer culture and
the appropriate concentration & time was determined. Afterwards, epithelial cells were grown
by the ALI-culture process and co-cultured with activated eosinophils. Mono and co-culture
groups formed at the end of the ALI-culture process were stimulated with appropriate allergen
conditions and cell responses were investigated again through death pathways and EMT. The
synergistic effects of allergens on cells were determined by performing allergen stimulations

separately and together.

When the results obtained were evaluated, it was determined that more death was observed in
bronchial epithelial cells compared to nasal epithelial cells after allergen stimulation and
bronchial epithelial cells formed cell responses later. It was determined that Der p6 allergen
triggered programmed death pathways in bronchial epithelial cells, but high dose Cup al
allergen caused necrosis in the cell. In nasal epithelial cells, it was observed that the cell
response to both allergens was through programmed death pathways. It was understood that
epithelial cells of different origins gave different responses to allergens in monolayer culture
stimulation. When the gene expression results obtained from mono and co-culture were
compared, it was determined that eosinophils affected the cell response. The results obtained
with Cup al and Der p6 allergens will contribute to the literature and will be a pioneer for

further studies.
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1. GIRIS

Gelismis iilkelerde niifusun yaklasik %25'ini etkisi altina alan alerjik hastaliklar, baz1 bilim
insanlar1 tarafindan “yirmi birinci yiizyilin salgimi” olarak adlandirilmaktadir. Ozellikle alerjik
rinit ve alerjik astim giiniimiizde en sik rastlanilan alerjik hastaliklardandir. iki hastalik
birbiriyle iliskidir ve hastaliklar1 tetikleyen faktorler de benzerlik gostermektedir. Bu nedenle
bu iki hastaligin patogenezinde hiicresel bazda benzerlikler bulunmaktadir. Epitel hiicreler iki
hastaligin patolojisinde de 6nemli rol oynayan yapisal hiicrelerdir ve ilk savunma hatt1 olarak
gorev almaktadirlar. Hasar goren epitel hiicreler, hastaligin ilerleyen sathalarinda epitel bariyer
biitiinliigliniin bozulmasina sebebiyet vermektedir. Bozulan bariyer biitlinliigii epitel
permeabilitenin artigini ve alerjenlerin epitel hiicre altina gegisini kolaylastirarak inflamasyonu
ve siddetini artirmaktadir. Yapilan ¢alismalar, alerjik rinit ve astimda inflamasyon durumunda
eozinofillerin sayisinin ortamda hizlica arttigin1 gostermektedir. Eozinofiller inflamatuar
bolgede aktiflesirken major bazik protein ve eozinofilik katyonik protein gibi birgok toksik
proteini salgilamaktadir. Bu proteinler epitel hiicreler ve epitel alti dokular {izerinde yikici
etkiye sahiptir. Alerjik astimda komorbidite ve agir semptomlarin gozlenmesinde baslica rol
oynayan bu immiin hiicreler, ayn1 zamanda alerjik rinitin ge¢ faz tepkilerinden sonra ortaya
¢ikan agir semptomlarda da baslica rol oynamaktadir. Iki hastalig1 da tetikleyebilen cesitli
faktorler ile eozinofillerin aktiflestigi ve degraniile olabildigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir.  Bunun yani sira, epitel-eozinofil ko-kiiltiir ¢aligmalarinin bazilarinda
eozinofillerin salgiladig1 proteinler nedeniyle epitel hiicrelerin epitelyal mezenkimal doniisiime

ugradig1 da gdzlemlenmistir.

Genetik faktorlerin yani sira ¢evresel faktorlerin de bu iki hastalik i¢in 6nemli tetikleyici
faktorler oldugu bilinmektedir. Cevresel faktorler icerisinde aeroalerjenlerin bu hastaliklarin
patofizyolojilerinde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Aeoroalerjenler i¢ ortam ve dis ortam
alerjenleri olarak smiflandirilabilmekte ve solunma sonucunda Th2 bagisiklik tepkilerine neden
olmaktadir. I¢ ortam aeroalerjenlerinden olan ev tozu akar1 ve dis ortam aeroalerjenlerinden
olan polenler alerjik rinit ve astimi tetikleyen en 6nemli alerjenlerdir. Ev tozu akarlar ile
yapilan c¢aligmalarda, akar igeriginde birden fazla alerjene rastlanmis ve bazi alerjenlerin
proteaz aktiviteleri oldugu gosterilmistir. D. pteronyssinus‘in digkist Der pl ve Der p2 gibi

major proteinlerden olusmasina karsin, yakin zamanli yaymlanan bir ¢alisma Der p6’nin da bu



diskidaki major alerjenlerden biri olabilecegini 6ne stirmektedir. Der p6 serin proteaz alerjeni
ile ilgili bilgiler son derece kisithdir ve bu alerjen proteazin epitel ve cozinofil hicreleri
tizerindeki etkileri neredeyse hi¢ bilinmemektedir. Cografyaya ve mevsime gore degiskenlik
gosteren polenler, yatkinligi olan bireyler i¢in 6nemli bir alerjen kaynagi sayilmaktadir. Bu
alerjen kaynaklarindan birisi lilkemizde de genis bir yayilima sahip olmakla birlikte parklarda,
bahgelerde ve yol kenarlarinda siklikla siis bitkisi olarak kullanilan Cupressus arizonica’dir.
Arizona servisi olarak da bilinen bu aga¢ yaklagik 123 milyar polen firetilebilmektedir.
Literatirde Cupressus arizonica ile ilgili alerjik potansiyeline dair klinik ¢alismalar
bulunmasina karsin Cupressus arizonica’nin baslica alerjeni Cup al alerjeninin etkilerinin hava

yolu epitel ve eozinofil hiicrelerindeki etkisi ile ilgili calisma bulunmamaktadir.

HDM ve polenlere maruz kalindiginda bagisiklik sisteminde ilk savunma hatti olarak gorev
yapan epitel hiicreler farkli alerjenlere karsi epitelyal hiicre dokiintiisii, hava yolu yeniden
yapilanmas1 ve apoptoz gibi farkli yanitlar verebilmektedir. Bu alerjenlerle karsilagsma, siki
baglant1 molekiilleri tizerinde yikici etki olusturmakla birlikte inflamatuvar siiregte rol oynayan
sitokin ve kemokinlerin de ifade profillerinde degisiklige yol agabilmektedir. Uyarim yapilan
alerjenlerin konsantrasyonu ve zamanina bagli olarak epitel hiicrelerde dokiintu/6lim rapor
edilmistir. Epitel hiicrede gerceklesen 6liim, apoptoz yolu ile kaspaz bagimli yolaklar izerinden
gerceklesebilirken bazi durumlarda ise kaspaz bagimsiz olan nekroz, partanatoz ve anoikis gibi
oliim yolaklar1 iizerinden de gergeklesebilmektedir. Hiicre 6liimiiniin yan1 sira epitel hiicreler
alerjen uyarimi sonrasinda epitel karakterlerini kaybederek mezenkimal karaktere
doniisebilmektedir. EMT olarak adlandirilan bu siireg alerjik rinit ve alerjik astim durumlarinda
epitel hiicrelerde gorilebilirken, 6zellikle astim durumunun karakteristik 6zelligi olan hava

yolu yeniden yapilandirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda, nazal ve bronsiyal epitel hiicrelerin Cup al ve Der
p6 alerjenlerine kars1 olusturduklar1 hiicre cevaplarinin kaspaz bagimli&bagimsiz hiicre 6liim
yolaklar1 ve EMT siireci iizerinden incelenmesi amaglanmistir. Ayni zamanda olusturulan ko-
kiiltiir sistemi ile eozinofillerin farkli kdkenli epitel hiicrelerin cevabina katkis1 aragtirilmistir.
Cup al ve Der p6 alerjenleri ile yapilan bu tez hem literatiire alerjik hastaliklarin molekiiler
patolojisi alaninda katki saglayacaktir hem de giinliik hayatta her iki alerjene de ayni anda
maruz kalma durumu goz 6niinde bulunduruldugunda alerjenlerin ayri1 ayr1 ve birlikte etkisinin

gosterilmesi ile alerjenlerin epitel hiicreler Gizerinde sinerjetik etkisi aydinlatilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Astim

Astim, kronik hava yolu inflamasyonu ile karakterize edilen heterojen bir hastaliktir.
Degisken ekspiratuar hava akimi simirlamasi ile zaman i¢inde yogunlugu degisen hirilti, nefes
darligi, gogiiste sikisma ve Oksiiriik gibi solunum semptomlart ile tanimlanmaktadir. Astim
farkli tilkelerde niifusun %1-18'ini etkilemektedir. Astim durumunda gbzlemlenen semptomlar
ve hava akimi sinirlamasi zamana ve farkli kosullara gore degisebilmektedir. Bu degisimler
genellikle egzersiz, alerjen veya tahris edici maddelere maruz kalma, viral solunum yolu
enfeksiyonlar1 gibi faktorler tarafindan tetiklenmektedir. Semptomlar ve hava akimi
kisitlamasi, kendiliginden veya ilaca bagli olarak iyilesebilmektedir. Bu iyilesme ile hastadaki
astim ataklar1 birkag hafta veya ay boyunca onlenebilmektedir [1]. Yetersiz tedavi sonucunda
ise astim hastalar1 uyku bozuklugu, giin i¢inde yorgunluk ve konsantrasyon giigligii
cekmektedir. Astim hastalar1 ve aileleri okulu ve isi kagirabilmekte, bu da aile ve daha genis
toplum iizerinde mali etki yaratabilmektedir. Semptomlar siddetliyse, astimli kisilerin acil
saglik hizmeti almasi ve tedavi ya da izleme amagli hastaneye yatigi gerekirken tedavinin

gecikmesi durumunda siddetli astim ataklar1 6lime yol agmaktadir [2].
2.1.1. Astim Patofizyolojisi, Fenotipleri ve Endotipleri

Astim diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Klinik olarak
tekrarlayan, degisken, epizodik nefes darhigi, Okstlirik ve hirltt ataklar1 ile kendini
gostermektedir. Klinik olarak, hastalik, yaygin ¢evresel alerjenlere karst immunoglobulin E
(IgE) antikorlarmin varlig1 veya yoklugu ile ayirt edilen, alerjik ve alerjik olmayan astim olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bununla birlikte, hastaligin her iki formunda da hava yolunda, agirlikl
olarak interlokin (IL)-4, IL-5 ve IL-13 gibi karakteristik sitokinleri salgilayan T-yardimci (Th)
hicreleri bulunmaktadir. Bu sitokinler mast htcrelerini uyarmakta, eozinofil sayisinin
artmasina neden olmakta ve lokositlerin goc¢lnl tesvik etmektedir. Sonrasinda B-hlcresinde
IgE Uretimi artmaktadir. Bununla birlikte, bir bireyin astimli bir fenotip gelistirmesi i¢in hem
uygun uyaranlara maruz kalmasi hem de genetik yatkinligmin biiyiik 6l¢iide bulunmasi

gerektigi gozlemlenmektedir.



Astim i¢in uzun siiredir devam eden bir yaklasim, hastalar1 klinik, biyolojik ve
fizyolojik  &zelliklerin  gbzlemlenebilir kombinasyonlarmma dayali olarak fenotipler
katogerisinde  gruplandirmaktir.  Fenotipler "kalitsal ve ¢evresel etkilerin  bir
kombinasyonundan kaynaklanan gézlemlenebilir 6zellikler" olarak tanimlanmaktadir. Astim
endotipleri ise, bu farkli patofizyolojik mekanizmalari hiicresel ve molekiiler diizeyde
tanimlamaktadir. Benzer klinik semptomlara ragmen, hastalar ayni terap6tik miidahalelere ¢ok

farkli tepkiler verebilmektedir.
Astim hastaliginda tanimlanmis en yaygin klinik fenotiplerden bazilar1 sunlardir:

Alerjik astim: Siklikla ¢ocuklukta baslayan ve egzama, alerjik rinit veya gida/ilag alerjisi gibi
ailede alerjik hastalik oykiisii ile iliskili olan ve kolay tespit edilebilen astim fenotipi olarak
tanimlanmaktadir. Bu fenotipine sahip hastalar genellikle inhale kortikosteroid (ICS) tedavisine

yanit vermektedirler [3].

Alerjik olmayan astim: Bazi hastalarda alerjik olmayan astim bulunmaktadir. Bu hastalarin
balgamlarindaki htcresel profil notrofilik veya eozinofilik olabilmektedir. Alerjik olmayan
astim fenotipine sahip olan hastalar genellikle inhale kortikosteroide daha kisa siirede yanit

gosterirler [4].

Eriskin baslangich (gec baslangich) astim: Bazi yetiskinler, erigskin yasamda ilk defa astim
hastalig1 ile karsilasmaktadir. Bu hastalar genelde alerjik olmama egilimindedir ve tedavileri
siklikla daha yiiksek dozlarda ICS gerektirmektedir [5].

2.2.2. Alerjik Astimin Molekiiler Mekanizmasi

Alerjik astim Th2 tip immiin yanit ile tanimlanmaktadir. Alerjik astimin molekiiler
mekanizmasi alerjen maruziyeti sonrasinda erken duyarlilagma fazi (early sensitization phase)
ve hastaligin etkisini gosterdigi efektor faz olmak tizere iki fazda incelenmektedir (Sekil 2.1)
[6]. Erken duyarlilasma fazindaki temel iki durum gergeklesmektedir;

1. Epitel hiicrelerin hasar almasi ve aktivasyonu sonucunda alarminlerin salinmasi,

2. Doku mikro gevresinde tip 2 bagisiklik tepkisinin geligmesi.

Hava yolu epitel bariyer biitiinliigii, epitel hiicre hasar1 ve 6limii ya da hiicreler arasi

baglanti komplekslerinin bozulmasi yoluyla kaybedilmektedir. Siki baglantilar (tight junction),



hiicreler arasinda giiclii bir baglant1 olusturan okludin, klaudin ve zonula okludens 1 (ZO-1)
gibi proteinlerden olusmaktadir. Bu molekiiller epitel bariyer biitiinliigiindeki hiicreler arasi
baglanmaya aracilik etmektedir. Proteolitik enzimler ile siki baglanti proteinleri
parcalanabilmekte ve bariyerin bozulmasina sebep olabilmektedir. Solunan bircok alerjenik
madde de proteaz aktivitesine sahip olmakta ve bu sayede bariyer biitiinliiglinii bozarak
alerjenlerin dokuya gegmesi saglamaktadir. Alerjen maruziyeti ile birlikte epitelyal hicre
kaynakli alarminler salinmakta ve tip 2 dogustan gelen lenfoid hiicrelerin (ILC2'ler) sitokin
uretimini induklemektedir. Antijen sunan hiicreler alerjeni alarak lenf diigiimlerine gé¢ etmekte
ve alerjenin antijenik bilesenlerini naif T hiicrelerine sunmaktadir. Bu durum naif T hticrelerinin
tip 2 T yardimct (Th2) veya folikiler yardimci T (TFH) hiicrelerine farklilasmasini
indiklemektedir. Farklilasan T hiicreleri, B hiicreleri ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesim
B hiicrelerinin plazma hiicrelerine doniiserek alerjene 6zgli IgE salimimimi saglamaktadir.
Interlékin-4 (IL-)4 ve interlokin-13 (1L-13) B hiicre farklilasmasi ve olgunlagmas siirecinde
onemli rol oynamaktadir. Vicutta uzun zaman araliginda canliligini sirdirebilen plazma

hiicreleri, alerjene 6zgii IgE salgisini on yillar boyunca koruyabilmektedir.

Efektor fazda ise, Tip 2 bagisikligin ana diizenleyicisi olan Th2 hicreleri, lenf
diigiimlerinden mukozaya geri go¢ etmekte ve iltihabi daha da giiclenmesine sebebiyet
vermektedir. Bu fazda, dokuda yerlesik olarak bulunan mast hiicrelerinin sayis1 artmakta ve
mast hicreleri yiiksek afiniteli IgE reseptorlerini (FceRI) kullanarak alerjene 6zgl Uretilen
spesifik IgE'ye baglanmaktadir. Bazofil granilositler ise akciger dokusuna alinarak spesifik IgE
ile kaplanmaktadir. Duyarli bir bireyde alerjenle tekrar karsilagsma, mast hilcrelerinin ve
bazofillerin hiicresel yiizeyinde IgE molekiillerinin ¢apraz baglanmasi yoluyla ani bir tepkiye
neden olmaktadir. Ani tepki sirasinda bazofillerden ve mast hiicrelerinde birgok mediyator
salinmaktadir. Mediyat6rlerin hizli salinimi vazodilatasyon, 6dem, mukus hipersekresyonu ve
bronkokonstriksiyona neden olmaktadir. Bir diger immiin hiicre olan eozinofiller bu fazda
alerjik iltihaplanma bdlgelerine cagirilmaktadir. 1L-5 gibi gesitli sitokinler ile inflamasyon
bolgesine ¢agirilan ve aktiflesen eozinofillerden major bazik protein (MBP) veya eozinofilik
katyonik protein (ECP) gibi bazi toksik proteinler salmaktadir. Salinan bu toksik proteinler ise

doku hasarina neden olmakta ya da var olan doku hasarmin siddetlenmesini saglamaktadir [6].
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Sekil 2.1: Alerjik astimin duyarlilagsma ve efektor fazlarinin molekiiler mekanizmasi [6]

2.2.3. Epitel Hiicrelerin Alerjik Astimdaki Rolii

Epitel hicreler baglanti proteinleri sayesinde olusturduklari bariyer ile, cevresel
tehditlere karsi ilk fiziksel ve immiinolojik savunma hattin1 saglamaktadir. Baglant:1 proteinleri,
apikalde yer alan sik1 baglantilardan (tight junction), bazolateralde yerlestirilmis olan yapisik
baglantilardan (adheren junction) ve hemidezmozomlardan olugsmaktadir (Sekil 2.2). Hava
yollarinda bulunan siliyer epitel hiicreler; mikroorganizmalar, partikil maddeler, dizel egzozu,
ozon, sigara dumani gibi hava kirleticilere stirekli olarak maruz kalmaktadirlar. Bu kirleticilere
maruz kalan epitel hiicrelerde hiicre 6liimii meydana geldigi ya da siki1 baglanti proteinleri zarar
gordiigii igin epitel bariyer biitiinliigli bozulmaktadir. Yapisik baglantilarin ana bileseni olarak
transmembran protein E-kaderin sayilmaktadir. Hiicre digi alani homotipik olarak komsu
hiicrelere baglanirken, hiicre i¢i alan, p120-katenin, -katenin ve o-katenin proteinlerinden
olusan bir mikrotiibiil ag1 ile aktin hiicre iskeletine baglanmaktadir. E-kaderin hiicreye hem
mekanik destek saglamakta hem de hicre ici sinyalizasyonda gorev almaktadir. E-kaderinin,

diger hicre baglantilarin olusumu i¢in 6nemli oldugu bilinmekte ve proteinde olusabilecek



bozukluk, diger sik1 baglanti proteinlerinin delokalizasyonu ile sonucglanabilmektedir. Siki
baglant1 proteinleri ise ZO-1, okludin, klaudin ve baglanti adezyon molekiilleri (JAM) gibi
transmembran proteinlerden olusmaktadir. Bu proteinler epitel gecirgenliginin ana
dizenleyicileri sayilmaktadir [7]. Yapilan ¢alismalarda, astim hastalarin hava yolu epitelinde
E-kaderin, B-katenin, ZO-1 ve okludin ekspresyonunda azalma gézlenmistir [8, 9]. Bu durumun
bariyer fonksiyonunda bozulmaya yol ac¢tigi da bilinmektedir. Ev tozu akar1 (HDM) ile
eozinofilik, nétrofilik ve karigik graniilosit astim murin modeli olusturulan bir ¢aligmada ise,
U¢ modelde de ZO-1, E-kaderin, okludin ve klaudin-5,-8,-18 ve -23 baglant1 proteinlerinin
azaldig1 gosterilmistir [10].

E-kaderinin ekspresyonu, yalnizca saglam bir epitel bariyer olusumu igin degil, ayni
zamanda E-kaderinin asagi regiilasyonu hiicrelerin epitelyal fenotiplerini kaybetmesine ve
mezenkimal Ozellikler kazanmasina neden oldugundan dolayi, epitelyal plastisite icin de
oldukca 6nem tasimaktadir. Epitel karakterin kaybedilmesi ile mezenkimal karaktere gecis,
epitelyal mezenkimal dontisim (EMT) olarak adlandirilmaktadir. Hiicreler arasindaki E-
kaderin baglantisinin  kopmasi, B-katenin proteininin sitoplazmaya salinmasina neden
olmaktadir. Sitoplazmaya salinarak aktif hale gecen B-katenin ise sinyal yolaklar1 araciligi ile
epitel karakter genlerin baskilanmasini ve mezenkimal karakter genlerinin indiiklenmesini
saglamaktadir. Astim hastaliginda sik¢a gézlemlenen hava yolu yeniden yapilandirilmasinda

EMT mekanizmasi etkili olmaktadir [7].

Epitel bariyerin acilmasi, mukus iiretimi, Okstiriik, siliyer hareket ve epitel hiicre
Olimuniin artmasi ile birlikte, immun hiicrelerin dokudan go¢ etmesine neden olmaktadir [6].
Astim hastaliginda ¢evre kirliliginin siddetlenmesine paralel olarak epitel bariyer biitiinliigiiniin

bozulmasinda artis gézlemlenmistir [8].
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Sekil 2.2: Epitel hiicreler arasindaki siki baglanti proteinleri [7]

Epitel hiicreler yiizeylerinde, eksojen patojenle iligkili molekiiler modeller (PAMP) ve
endojen tehlikeyle iliskili molekiiler modeller (DAMP) tarafindan tetiklenebilen, toll benzeri
reseptorler gibi ¢ok cesitli pattern tanima reseptorlerini (PRR) eksprese etmektedir. Epitel
hlcreler bu reseptorler araciligiyla aktive olup, alarminler, sitokinler, kemokinler ve lipid
aracili molekiillerin salgilanmasini indiiklemektedirler (Sekil 2.3) [6]. Alerjenler, sigara dumani
ya da cesitli patojen bakteriler bu reseptorlere baglanarak, epitel hiicrelerden TSLP, IL-33 ve
IL-25 gibi sitokinlerin salimini tetiklemektedir. Bu sitokinler araciligiyla immiin hiicreler

aktiflestirilebilmekte ya da inflamasyon bolgesine ¢agirilabilmektedir.
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Sekil 2.3: Epitel bariyer biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olan etkenler ve sonrasinda epitelden

salman molekiiller [6]
2.2.4. Eozinofillerin Alerjik Astimdaki Rolii

Eozinofiller astimin siddetlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan ¢alismalar, balgam
ve kandaki eozinofil sayilarinin astim alevlenmesini 6ngoérmede dnemli faktorler oldugunu ileri
surmektedir [11]. Eozinofiller; MBP, radikal oksijen turleri (ROS), granillosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF), IL-8, lipid mediyatorler ve sitokinler gibi spesifik granil proteinleri
dahil olmak ftizere bir dizi araciy1 inflamasyon bélgesinde serbest birakmaktadir. MBP gibi
eozinofil tiirevli graniil tirlinler epitel hiicre hasarina aracilik etmekte ve bdylece hava yolu asir1
duyarliligini indiiklemektedir. Eozinofiller alerjik astim kosullarinda toksik proteinler salarak
doku hasarina neden olmakla birlikte, epitel hiicreler ile etkilesime giren mediyatdrler salarak
hava yolu yeniden yapilandirilmasinda da rol oynamaktadirlar [12]. Eozinofiller, hava yolu
fibrozunun olugmasina katki saglayan ve EMT icin dnemli bir faktor olan TGF-p tiretmektedir
[13]. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, BEAS-2B (insan brons epitel) hiicre hatt1 ile EoL-1
(eozinofil) hiicre hatt1 ko-kiiltiire alinmis ve bu deney sonucunda eozinofillerin epitel hiicredeki

TGF-B protein seviyesinde artisa neden oldugu goézlemlenmistir [14]. Bunun yani sira,
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eozinofiller, mevsimsel alerjik astimi veya aspirinle alevlenen solunum hastaligi olan bireylerin
hava yollarinda cysLT'lerin ana hiicresel kaynagi olabilmekte ve bu da hava yolunun yeniden

sekillenmesine katkida bulunmaktadir [15].
2.2. Alerjik Rinit

Alerjik rinit (AR), hapsirma, burun tikanikligi, kasintisi ve akintisi ile karakterize edilen
ve solunan alerjenlere karsi IgE aracili immiin yanit olusturulan alerjik bir hastaliktir. AR
hastaliginin genetik yatkinlik ile birlikte ¢evresel uyaranlara maruziyet sonucunda olustugu
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu hastalik siklikla astim ya da konjonktivit hastaliklar ile
birlikte gorulmektedir. Yaygin olarak gozlemlenen alerjik hastaliklardan birisi olan AR
hastaliginin prevelansi bazi iilkelerde %50’ye ulasmaktadir. AR hastalarinda is ve okul
hayatlarinda aksamalar ve uyku sorunlar1 gibi ¢esitli giinliilk hayati etkileyen problemler
g6zlemlenmektedir [16]. Avrupa Birligi tarafindan yapilan bir arastirmada, bu hastaliktan
mustarip olan calisanlarin is verimliliginde azalma gozlemlendigi tespit edilmistir. Is
verimliligindeki bu azalmanin Avrupa Birligi'nde yilda 30 milyar ila 50 milyar avroya mal
oldugu tahmin edilmektedir [17]. Kiiresel bir saglik sorunu olan AR hem bireylere hem de

ulkelere maddi anlamda zorluklar yasatmaktadir.

AR hastaligin1 tetikleyen alerjenler arasinda polenler, ev tozu akarlari, hayvan
alerjenleri ve kiifler sayilmaktadir. Bu alerjenlerden bazilarinin dagilimi cografi olarak hem
ulke icinde hem de Ulkeler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bu hastaligin olugsmasi igin
siralanan risk faktorleri arasinda antibiyotik kullanimi, ¢iftlik hayvanlarina maruz kalma,
bireyin yasadig1 ortamdaki hava kirliligi, kedilere veya kopeklere maruz kalma, siddetli fiziksel
aktivite veya anne ve babanin sigara igmesi sayilmaktadir [16]. Yapilan arastirmalar 6zellikle
artan hava kirliligine maruziyetin AR siddeti ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir [18].
Benzer risk faktorlerinin astim ve atopik dermatit hastaliklarinda da yer almasi dikkat

cekmektedir.
2.2.1. Alerjik Rinit Patofizyolojisi ve Molekiiler Mekanizmasi

AR hastaliginin patofizyolojisi, immunolojik kaskadlarda birden fazla kimyasal
mediyatdr veya antikor icerdiginden oldukca karmasiktir. AR, bocekler, bazi kiifler, ev tozu
akarlar1 veya polenler gibi alerjenler ile tetiklenerek olusturulan tip 1 asir1 duyarlilik

reaksiyonudur [19]. Alerjik rinitin molekiiler mekanizmasi antijen sunumu/duyarlilagsma ve
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semptom olusumu/inflamasyon olmak iizere iki asamadan olusmaktadir. Alerjik immiin yanat,
hasta klinik semptomlar yasamadan once alerjene ilk kez maruz kaldiginda olusan duyarlilik
evresi ile baglamaktadir. Bu asamada, nazal mukozadaki dendritik hicreler alerjeni alarak
islemektedir. Daha sonrasinda dendritik hiicreler islenmis alerjeni lenf noduna tasimaktadir.
Burada alerjen naif CD4+ T huicrelerine sunulmakta ve boylelikle, naif CD4+ T hiicreleri aktive
olarak alerjene 6zgu Th2 hiicrelere farklilasmaktadir. Th2 htcreleri B hicrelerinin
aktivasyonunu ve IgE smif gecisini (class switching) indiiklemektedir. Sonrasinda IgE
dolasima katilmakta ve mast hicreleri ya da bazofil hicreleri gibi efektér hicrelerin
yizeyindeki yuksek afiniteli IgE reseptorine (FceRI) baglanmaktadir. Bu asama antijen
sunumu ve duyarlilasma olarak adlandirilmaktadir. Bu siiregte hafizada alerjene 6zgi Th2
hicreleri ve B hicreleri olusumu saglanmaktadir. Bu durum alerji gelisiminde ilk adimi1
olustursa da mukozanin kronik veya mevsimsel olarak cesitli alerjenlere maruz kalmasi

sebebiyle devam eden bir stire¢ olmaktadir.

Ikinci asama ise semptom olusumu ve inflamasyonun baslangicini icermektedir. AR
semptomlarima, alerjik reaksiyon sirasinda burun dokusunda saliman biyokimyasal iiriinler
neden olmaktadir. Alerjene maruz kalarak ilk asamadaki duyarlilagsma siirecini tamamlayan bir
hasta, ayni alerjen ile tekrar karsilastiginda nazal mukozada bulunan mast hucrelerinin
iizerindeki alerjene 0zgii IgE'ye baglanmaktadir. Bu durum da IgE ve FceRI reseptoriiniin
capraz baglanmasimna ve ardindan mast hiicre aktivasyonu ve degraniilasyonu ile
sonuclanmaktadir. Mast hiicrelerin aktivasyonu ve degranilasyonu ise histamin, stlfidopeptid
l16kotrienler (16kotrien C4 ve lokotrien D4), prostaglandin D2 ve diger molekiiller dahil olmak
iizere hiicrede onceden depolanmis veya yeni sentezlenmis aracilarin salinmasina yol
acmaktadir. Bu aracilar, nazal duyu sinirleri, damar sistemi ve salgi bezleriyle etkilesime

girerek akut AR semptomlarma neden olmaktadir [16].
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Sekil 2.4: Alerjik rinitin molekiiler ve immiinolojik mekanizmasi [16]

Akut semptomlara ek olarak, bir alerjik rinit hastasinin nazal yollardan alerjene maruz
kalmasi, eozinofil, notrofil ve bazofil gibi immdin hiicrelerin bolgeye goclni ve boylelikle ani
inflamasyon belirteglerinin artmasini saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda, I1L-4, IL-5 ve IL-13
gibi Klasik tip 2 sitokinlerine, alerjene maruz kaldiktan birka¢ saat sonra burun salgilarinda
rastlanmistir. Alerjen maruziyeti sonrasinda alerjene 6zgii aktiflesmis olan Th2 hiicreleri fazla
miktarda IL-4, IL-5 ve IL-13 Ureterek;

e Vaskiiler gecirgenlige,

Eozinofillerin ve diger inflamatuar hiicrelerin burun mukozasina infiltrasyonuna,
e Lokal IgE Uretimine,

e Mukus Uretiminin artmasina,

e Damar sizintis1 ve genislemesine ve,

e Th2 hiicrelerinin farkli alt kiimelerinin aktivasyonu ve farklilasmasina

neden olmaktadir [16].
2.2.2. Epitel Hucrelerin Alerjik Rinitteki Rol

Nazal mukoza, solunum yolunun ilk basamagidir ve hava yoluyla bulasan alerjenlere
kars1 ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Bu sebep ile nazal epitel hucrelerin, epitel

biitiinliiglinii korumas1 veya hasara ugramis noktalarda epitel biitiinliigii yeniden saglamasi ve
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alerjen ile karsilagtigi durumlarda bagisiklik tepkilerini baglatmasi  gerekmektedir.
Mukozal/epitel biitiinliigii bozan kosullarin veya faktorlerin varhiginda, epitel hiicrelerden
alarminler (TSLP, IL-25 ve IL-33) ve diger hasarla iliskili molekiiler patternler salinmaktadir.
Salman molekiiller epitel biitiinliiglin korunmasi i¢in onarim mekanizmasin1 harekete
gecirmektedir. Alarminler, hizli bir sekilde tip 2 sitokinler (IL-5, IL-13 ve IL-4) Greten grup 2
dogal lenfoid hiicreleri (ILC2'ler) aktive edebilmektedir. Bu sebeple alarminler, IgE sinif gegisi
ve mukozal inflamasyon gibi tip 2 adaptif immiin yanitlarin baslatilmasinda ve

surdardlmesinde 6nemli rol oynamaktadir [16].
2.2.3. Eozinofillerin Alerjik Rinitteki Rolu

Nazal mukozadaki eozinofilik inflamasyon, alerjik rinitin karakteristik bir 6zelligidir.
Biiytik miktarlarda eozinofil, nétrofil, monontikleer hiicre ve bazofil, ge¢ fazli bir nazal alerjik
reaksiyon sirasinda nazal mukozaya gd¢ etmektedir. Immiin hiicrelerin inflamasyondaki
yanitlari, hastaligin kroniklesmesi icin 6nemli kabul edilmektedir. Eozinofiller, major bazik
protein (MBP), eozinofil katyon proteini (ECP), eozinofil kaynakli ndrotoksin (EDN) ve
eozinofil peroksidaz (EPO) dahil olmak Uzere gesitli oksijen radikalleri ve proteinleri,
inflamasyon kosullarinda serbest birakmaktadir. Bu proteinlerin nazal epitel hasari,

subepitelyal fibroz ve asir1 duyarlilik ile iligkili oldugu bilinmektedir [20].

Yang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ev tozu akarina hassasiyeti olan
alerjik rinit hastalarindan toplanan kan 6rnekleri incelenmis ve yiiksek seviyelerde aktiflesen
eozinofillerin orta ve siddetli alerjik rinitin bir ozelligi oldugu ve periferik kanda
eozinofillerden saliman ECP ve EPO gibi proteinlerin daha yiiksek seviyelerde bulundugu
saptanmistir [21]. Yapilan bu ¢aligma ile eozinofillerin alerjik rinitte 6nemli bir rolii oldugu
gosterilmektedir. Nazal eozinofil dizeyinin 6l¢imi, alerjik rinitli hastalarda eozinofilik
inflamasyonu ve hastaligin siddetini degerlendirmek i¢in yararli bir strateji olarak
onerilmektedir [20]. Alerjik rinit hastalarinda eozinofillerden salinan ECP toksik proteininin

epitel hiicrelerde hasara sebebiyet verdigi gosterilmistir [22].
2.3. Alerjenler

Alerjenler; kiif, gliiten, ev tozu akar1 veya polen gibi genellikle zararsiz maddelerdir.
Bazi durumlarda kiginin bagisiklik sistemi, alerjenleri yabanci veya tehlikeli maddeler olarak

tanimlamaktadir. Bagisiklik sistemi, alerjene karsi savasmak i¢in IgE olarak bilinen bir tiir
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antikor Ureterek tepki vermektedir. Bu eylem alerjik reaksiyona yol agmaktadir. Alerjenler canli
viicuduna giris yollarina gore 4 sinifa ayrilabilmektedir (Sekil 2.5). Cesitli ilaglar ve arilar gibi
baz1 bocekler enjeksiyon yolu ile alerjiye sebep olabilmektedir. Lateks eldivenler, kimyasal
temizlik malzemeleri ve bazi zehirli bitkiler deri temasi ile canlilarda alerjik reaksiyon
baslatirken, bal, siit ya da narenciye gibi bazi besin maddeleri sindirim yoluyla alerjiyi
baslatmaktadir. Bunlarin yaninda en sik karsilasilan alerjenler inhalasyon yolu ile maruz
kalinanlardir. Polenler, evcil hayvanlarin tiiyleri ya da ev tozu akarlar1 hava yolu ile maruz

kalinan alerjen tiirlerine 6rnektir.

inhalasyon

Enjeksiyon

=17
Polen Bocek Ism
Deri Temasi
Bitkiler Temizlik Lateks Bal Siit Narenciye
Malzemeleri

Sekil 2.5: Viicuda giris yollara gore simniflandirilan alerjenler

Bircok alerji tirt bulunmakla birlikte bunlardan bazi alerjiler mevsimsel olup bazilar ise yil
boyunca devam etmektedir. Hatta baz alerjiler dmiir boyu siirebilmektedir. ilag, besin, bocek,

lateks, kiif, hayvan, polen ve akar alerjenleri baz1 alerjen tiirlerindendir.

Tlac alerjisi yalnizca az sayida insanda goriilmektedir. Cogu ilag reaksiyonu alerjik
degildir, ancak ilacin ozelliklerinin yan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Ilaca verilen
reaksiyonun nedeninin teshisi genellikle hastanin ge¢misine ve semptomlarina dayanmaktadir.

Bazen ilag alerjisi i¢in deri testi de yapilmaktadir [23].
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Gida alerjisi glintimiizde siklikla karsilasilan alerji tiirlerindendir. Gidalara kars1 farkli
alerjik reaksiyon tiirleri vardir. IgE aracili reaksiyonlar, IgE aracili olmayan reaksiyonlar ve

gida intoleranslari arasinda farkliliklar bulunmaktadir [24].

Bocek alerjisinde arilar, esek arilar1 ve ates karincalart alerjik reaksiyona neden olan
en yaygin sokan bocek tiirlerindendir. Bunun yanisira, sokmayan bdcekler de alerjik
reaksiyonlara neden olabilmektedir. Bunlarin en yaygin olanlar1 hamambdcegi ve bdcek
benzeri toz akarlaridir. Bu iki canliya karsi olusan alerjiler, y1l boyunca alerji ve astimin en

yaygin nedeni olabilmektedir [25].

Lateks alerjisi, kisinin dogal kauguk latekse karsi gelistirdigi alerjik bir reaksiyon
sonucu olugsmaktadir. Eldivenler, prezervatifler ve balonlar gibi dogal kauguk lateks iceren

urdinler ciddi bir saglik riski olusturabilmektedir [26].

Mantar alerjisi, kisinin kiife karsi immiin sistemi ile alerjik bir yanit olusturmasi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Mantarlar hem i¢ hem de dis mekanlarda pek ¢ok yerde
bulunabildigi i¢in sadece mevsimlik olarak degil yil boyunca alerjik reaksiyonlar meydana

getirebilmektedir [27].

Polen, 6zellikle mevsimsel alerjilerin en yaygin tetikleyicilerinden biridir. Giiniimiizde
bir¢ok insan polen alerjisini “saman nezlesi” diye adlandirsa da, uzmanlar bu durumu genellikle

“mevsimsel alerjik rinit” olarak tanimlamaktadir [28].

2.3.1. Ev Tozu Akarlar1 (HDM)

Ev tozu akarlari, evdeki tozlar igerisinde bulunan ve Pyroglyphidae familyasina ait olan
cesitli akariform akar tiirlerinden olusmaktadir. Astim ve rinit gibi alerjik hastaliklarin, en
yaygin tetikleyicilerden biri ev tozu akarlaridir (HDM). Sicak ve nemli ev kosullarinda gelisen
HDM'ler, eklembacaklilar arasinda smiflandirilmakta ve hayvanlar aleminin ¢ok ¢esitli bir
smifin1 olusturmaktadirlar (Sekil 2.6). Akarlar, bitkilerde ve hayvanlarda ¢ok ¢esitli patolojik
ve parazitik kosullarla iliskilendirilirken, baz1 bireylerde ciddi alerjik belirtilere yol acabilen tip
I asirt duyarlilik reaksiyonunu tetikleyebildikleri i¢in olduk¢a ©Onemli alerjenlerden
sayllmaktadir. Ev tozu akarlar yaklasik 0,2 ve 0,4 mm boyutunda mikroskobik canlilardir.
HDM’ler cilt hiicreleri ya da kiiflerin ortamdaki varliklarinda ve nemli, rutubetli ortamlarda

kolayca cogalabilmektedir. Bu organizmalar cilt ve sa¢ ile beslenebildikleri igin yatak
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malzemelerinde yiiksek HDM igerigi tespit edilebilmektedir. Boylelikle insanlar uyurken bu

alerjeni buyuk hacimlerde solumaktadirlar [29].

Ihman bolgelerde, Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae ve
Euroglyphus maynei (Pyroglyphidae ailesine ait) en yaygin bulunan HDM turlerinden
sayilmaktadir. Tropikal ve subtropikal boélgelerde ise, Blomia tropikalis (Glycyphagidae
ailesine ait) ve D. pteronyssinus en sik goriilen tiirlerden iken, D. farinae bu bdlgelerde nadiren
bulunmaktadir. Acaridae (Acarus siro ve Tyrophagus putrescentiae) ve Glycyphagidae
(Lepidoglyphus destructor ve Blomia tropikalis) familyalarinda olan ve depolama akarlar1 olan
adlandirilan bu tiirler, genellikle bir miktar nem iceren (<%10) kuru gida maddelerinde
bulunmaktadir. Kuru gidalar bu tiirler i¢in optimum {ireme alani saglamaktadirlar. D.
pteronyssinus, D. farinae ve Euroglyphys maynei gibi HDM tirleri, esas olarak insan derisi
pullartyla beslenirken, depolama akarlar1 (en yaygin olarak A. siro, L. destructor, Glycyphagus
domesticus ve B. tropicalis) esas olarak bitki materyali, mantarlar ve organik bozunma

urtinleriyle beslenmektedir [30].

Ost Familya W,
Andigoidea —— Pyroghphidae Dermatophagoidinee o~ [
) . . | / i
///
Soohi - =1
—J\
Euroglyphus ——— mayne:

Sekil 2.6: Ev tozu akart tiirlerinin taksonomisi [31]

HDM alerjisi olan hastalarin gogunun, D. pteronyssinus veya D. farinae'ye karsi duyarl
olduklar1 gériilmektedir. Her iki tlrden alerjenler de normal olarak 1liman bolgelerin ¢ogundan
alinan herhangi bir ev tozu drneginde bulunmaktadir. Farkli metodolojiler kullanan birkag
arastirmaci, D. pteronyssinus ve D. farinae kiiltiirlerinden elde edilen yaygin alerjenik 0ziit
bilesenlerini tanimlamistir [30, 32]. Glinimuzdeki alerji aragtirmalarina hem molekiiler biyoloji

tekniginin hem de yiiksek verimli omik yaklagimlarinin dahil edilmesi, 30'dan fazla HDM
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alerjeninin tanimlanmasina izin vermistir [33]. HDM alerjenlerini, akarlarin bagirsaklarinda
bulunan sindirime yardimci enzimleri olusturmaktadir. Bu enzimler akarlarin digkilar ile
havaya karigmaktadir. Genellikle proteolitik aktiviteye sahip olan bu alerjenler, insanlar

tarafindan solunum yoluyla alinmakta ve alerjik reaksiyon baslatmaktadir [34].
2.3.1.1. Dermatophagoides pteronyssinus

1964 yilinda, Dermatophagoides pteronyssinus alerjeninin ana ev tozu alerjeni oldugu
kesfedilmistir [35]. Bu kesif akar biyolojisi-alerjik hastaliklar arasindaki iliski ve maruziyeti
azaltma yontemleri hakkinda kapsamli arastirmalarin baslangici olmustur. D. pteronyssinus
akarlar1 yaklasik 0,3 mm uzunlugundadir ve bu nedenle ¢iplak gozle goriilememektedir (Sekil
2.7). D. pteronyssinus turuniin sekiz bacag: vardir ve belirgin bir kafalar1 bulunmamaktadir.
Optimal laboratuvar kosullar1 altinda, yetiskinler yaklasik 6 hafta yasamakta ve bu siire zarfinda
bir disi 40-80 yumurta uretebilmektedir. Insan derisi pullar;, mantarlar, bakteriler ve ¢esitli
organik dokunttlerle beslenmektedirler. Peritrofik bir zarla ¢evrili kiiresel digki topaklari tireten
gelismis bir sindirim sistemine sahiptirler. Laboratuvar ¢alismalarinda yetiskin akarlarin giinde
ortalama 20 diski peleti biriktirdigi gézlemlenmis ancak bu, yabanil popilasyonlarda ne kadar
disk1 biriktigini tam olarak yansitmayabilmektedir. Bu diski topaklar1 genellikle 20-40 pm
capindadir ve ¢ok sayida alerjen icermektedir (Sekil 2.7). D. pteronyssinus solunumlari

kutandzdiir, cilt gaz ve su buhar1 degisimi i¢in bir bariyer gérevi gérmektedir [35].

— Jre— —
10 um 12.0 kV 1.05E3 3403/00 Zoology

Sekil 2.7: Dermatophagoides pteronyssinus ve diskisinin goriintiisii [35]

Dermatophagoides pteronyssinus diskisinda bulunan bir¢ok alerjen ve sahip olduklari

ozellikler tanimlanmigtir(Cizelge 2.1) [33]. Bazi alerjenler peptidaz, proteaz, transferaz ve
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glukozidaz gibi enzim aktivitelerine sahiptirler. Bu alerjenlerin solunmasi, solunum

mukozasindaki bagisiklik sistemini uyarmakta ve spesifik IgE'nin aracilik ettigi ilk alerjik

duyarlilasmaya neden olmaktadir. Alerjenlerle daha sonra temas eden hastalar, esas olarak mast

hiicrelerinden tiiretilen aracilar ile tepki gostererek bronsiyal mukozada vazodilatasyon, 6dem,

mukus sekresyonu ve bronkospazma neden olarak akut inflamatuar ataklara yol agmaktadir

[36].

Cizelge 2.1: Dermatophagoides pteronyssinus alerjenleri ve biyokimyasal isimleri

Alerjenin | Biyokimyasal Ismi Alerjenin | Biyokimyasal Ismi

Adi Adi

Der pl Sistein proteaz Der p21 | -------------

Der p2 NPC2 ailesi Der p23 | Peritrofin benzeri protein domaini
(PF01607)

Der p3 Tripsin Der p24 | Ubiquinol-sitokrom ¢  rediktaz
baglayici protein

Der p4 Alfa-amilaz Der p25 | Triozfosfat izomeraz

Derp5 | --—-------m--- Der p26 | Miyozin hafif zincir

Der p6 kimotripsin / serin proteaz Der p28 | Is1 Soku Proteini 70

Der p7 Bakterisidal gecirgenligi artiran protein | Der p29 | Siklofilin

Der p8 Glutatyon S-transferaz Der p30 | Ferritin

Der p9 Kollajenolitik serin proteaz Der p31 | Kofilin

Der p10 | Tropomiyozin Der p32 | inorganik Pirofosfotaz

Der p11 | Paramiyozin Der p33 | Alfa-tibulin

Der p13 | Sitozolik Yag Asidi Baglayici Protein | Der p36

Der p14 | Apolipoforin Der p37 | Peritrophin-A domaini iceren protein

Der p15 | Kitinaz benzeri protein Der p38 | Bakteriyolitik enzim

Der p18 | Kitin benzeri protein Der p39 | Troponin C

Der p20 | Arginin kinaz Der p40 | Tioredoksin benzeri protein

Dermatophagoides pteronyssinus 1/2 (Der pl/Der p2), HDM e¢kstraktlarinin ana

bilesenleridir ve en dnemli HDM alerjenleri olarak kabul edilmektedir. Der p1, 25 kDa'lik bir

proteindir ve bir sistein proteaz olarak enzimatik aktiviteye sahiptir. Der pl esas olarak
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akarlarin digkisinda bulundugundan sindirim sistemi enzimi olarak siniflandirilmaktadir [37].
Yapilan baz1 ¢alismalarda, Der pl'in proteaz aktivitesi yoluyla hava yolu epitel hiicrelerinin
gecirgenligini arttirdig1r gozlemlenmistir [38]. Ayn1 zamanda literatiirdeki yayinlar, Der pl
alerjeninin epitel hiicre dokiintiisii, sitokin salinimi ve epitel hiicre katmani boyunca alerjenlerin
tasinmasinin kolaylasmasina yol agtigini gostermistir [39-41]. Der p2 ise, diskidan ziyade
akarlarin viicudunda bulunan 14 kDa'lik bir proteindir [37]. Der p 2'nin lipopolisakkarit ile
aktive olan Toll benzeri reseptdr (TLR) 4 sinyalini ve Th2 polarizasyonunu destekledigi
gosterilmistir [42]. Wang ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir klinik ¢alismada, proteaz aktivitesi
olmayan Der p2’nin, ev tozu akarma alerjisi olan bireylerde IgE seviyesini arttirdig1 tespit

edilmis ve bu proteininde alerjiye sebep oldugu gosterilmistir [43].

D. pteronyssinus ‘in diskist Der pl ve Der p2 gibi major proteinlerden olugmasina
ragmen, yakin zamanli yayinlanan bir ¢calismada Der p6’nin da bu diskidaki major alerjenlerden
biri olabilecegi One siiriilmiistiir [44]. Der p6 serin proteaz aktivitesine sahip 25 kDa
biiyiikliigiinde bir proteindir. 2021 yilinda yayinlanan bir ¢alismada brons epitel hiicre hatti
kullanilmis ve Der p6 alerjeninin epitel gegirgenligi arttirdigi gosterilmistir. Yapilan bu
calismada ayni1 zamanda Der p6 uyariminin epitel hiicrelerdeki matriks metalloproteaz-9

(MMP-9) protein seviyesinde artisa neden oldugu bulunmustur [45].
2.3.2. Polenler

Polenler ¢icekli bitki yasam dongiisiiniin bir pargasidir ve ¢igekli bitkinin erkek
gametlerini barindiran 6zel bir yapiya sahiplerdir. Polenin biyolojik islevi disi gametofiti
dollemektir. Dogada polenler cogunlukla kiire sekilde olmakla birlikte farkli sekillerde de
olabilmektedir. 12 ila 300 mm arasinda farkli caplardaki polenlere rastlanilabilmektedir. Polen
taneleri genellikle ti¢ farkli boliimden olusmaktadir. Merkezi sitoplazmik kisim, déllenmeden
sorumlu cekirdeklerin bulundugu kisimdan olusmaktadir. Polenin duvarini olusturan diger
kisimlar ise, bir i¢ tabaka (intin) ve bir dis tabakadan (ekzin) olusmaktadir. Intin, seliiloz veya
hemiseliilozdan olusmaktadir. Dig ve en dayanikli katman olan ekzin, pargalanmaya karsi
oldukca direnclidir. Yogun 1s1, gii¢lii asitler veya gii¢lii bazlarla muamelenin polen Uzerindeki
etkisi ¢ok azdir. EKzinin bilesenleri sporopolleninler olarak adlandirilmistir. Polen tanesinin ig
kisimlar1 kolayca parcalanirken, ekzin tabakasi ve dolayisiyla polen tanesinin genel formu
cesitli tortu tiirlerinde kolayca korunabilmektedir ve polenin korunma siresi farkli ortamlara

gore degisebilmektedir [28].
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Sekil 2.8: Polenin elektron mikroskop goriintiisii ve yapisi

Polen alerjenleri, suda ¢cozinebilen proteinler veya glikoproteinlerden olusmaktadir. Bu
yapida onlar1 biyolojik olarak kolay erisilebilir kilmaktadir. Polen alerjenleri saniyeler iginde
bir IgE antikor aracili alerjik reaksiyonu baslatma yetenegine sahiptirler. Alerjenler, iki farkli
mekanizma ile polen sitoplazmasindan atilabilirler.

e Ilk mekanizmada, polen tanesi izotonik bir ortamda mukoza ile dogrudan temas halinde
oldugunda alerjenler hizla yayilir ve konjonktiva veya burun gibi erisilebilir mukoza
yuzeylerinde ani alerjik semptomlara yol acar.

e Ikinci mekanizmada ise, yagmur suyu gibi hipotonik bir ortam polen tanesinin hizl
hidrasyonuna izin verir. Sonrasinda ise kiigiik boyuttaki alerjenler alt solunum yollarina
ulagir ve alerjik reaksiyonu indikler. Bu nedenle polen tanelerinden alerjen salinimi,

duyarl bireylerde etkisini gostermesi igin bir 6n kosuldur.

Polen tanesinden alerjen salinimi iki ayr1 bolmede de meydana gelebilir; polen maruziyetini
takiben iist solunum yolu mukozasinin yilizeyinde ve organizmanin disindaki ortam havasinda.
Bu nedenle, ev tozu akari alerjenlerinden farkli olarak, polen alerjen duyarlilig: riski, bir dig

cevresel seviye sayimina dayali olarak tahmin edilemeyebilir [28].

Mevsimsel polenlerin sebep oldugu alerjik hastaliklarin prevalansi son on yilda artmis
olmakla birlikte giiniimiizde bu durum kiiresel saglik sorunlarindan biri haline gelmistir [46].
Japon ¢ami (Cryptomeria japonica), kiit yaprakli yalanci servi (Chamaecyparis obtusa) ve sar1
cam (Pinus sylvestris) gibi baz1 agaglarin polenlerinin proteaz aktivitesine sahip oldugu ve
alerjiye sebebiyet vermekle birlikte epitel hiicreler arasindaki siki baglanti molekiillerine zarar

verebildigi de yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir [47, 48]. Tlrkiye’de mevsimsel olarak
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maruz kalman polen tiirleri degismektedir. Fakat en fazla ¢gam (Pinus), servi (Cupressus) ve
mese (Quercus) agaglarmin polenlerine maruz kalinmaktadir [49]. Bu tiirler arasindan Arizona
servisi (Cupressus arizonica) Ozellikle Akdeniz iilkelerinde siklikla yol kenarlarinda ve
parklarda siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.9). Cupressus arizonica agaci yaklagik 123
milyar polen iiretebilmektedir. Servi agacinin polenleri alerjik rinit ve alerjik astim gibi
mevsimsel solunum alerjilerinin en 6nemli tetikleyicilerinden sayilmaktadir [50]. Arizona
servisinin polen ekstraktinin en az alt1 farkli alerjen icerdigi gosterilmis olup bugiine kadar
bunlardan dordii tanimlanarak karakterize edilmis ve bu alerjenler iginde Cup al major alerjen

olarak gosterilmistir [51].

Sekil 2.9: Arizona Servisi (Cupressus Arizonica)

Arizona servisine ait polenlerin alerjiye sebep oldugu ve Cup al alerjeninin bu bitkinin
baslica alerjenlerinden oldugu bilinmektedir [52, 53]. Cup al ile yapilan klinik ¢aligmalarda
alerjiyi tetikledigini tespit etmelerine ragmen, bu alerjenle uyarilan epitel hiicrenin verdikleri
yanit incelenmemistir [54]. Yapilan bazi ¢alismalarda Timothy otunun polen ekstraktina maruz
birakilmig bronsiyal epitel hiicrelerden 1L-6, CXCL-8, GM-CSF ve TGF-R gibi proteinlerin
salindig1 gozlenmistir [55]. TGF-R’nin epitel karakterin mezenkimale doniismesinde 6nemli bir
rol oynadig: bilinmekle birlikte epitelyal mezenkimal doniisiimiin (EMT) hava yolu yeniden

yapilandirilmasina neden oldugu da literatiirde gosterilmistir [56]. Bu sonuglar polen uyarimi
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sonucunda epitel hiicre iliskili yanitlarin hava yolu yeniden yapilandirilmasina katki

saglayabilecegini diisiindiirmektedir.
2.4. Oliim Yolaklar

Hiicre 6liimii, hiicresel biitiinliigiin kaybiyla sonuglanan hayati hiicresel fonksiyonlarin
geri doniisli olmayan dejenerasyonu olarak tanimlanabilir. Hiicre 6liimii canlilarin gelisiminde
onemli bir siirectir. Canli viicudundaki hiicreler viriis ile enfekte olmussa, radyasyon veya
cesitli toksinler tarafindan hasara ugratilmigsa ya da gelisimin belirli asamalarinda bazi
hiicrelere gereksinim kalmamigsa hiicrelerin 6lmesi gerekmektedir. Hiicre 6ltimleri nekroz gibi
programlanmamis 6liim yolaklari ile de apoptoz, partanatoz gibi programlanmis 6liim yolaklar
ile de gergeklesebilmektedir. Tarihi siirecte, morfolojik kriterlere dayali olarak ii¢ farkli hiicre
Olimi programi taninmistir;

e Tip I (nikleer dejenerasyon/apoptoz),
e Tip Il (sitoplazmik vakuolizasyon/otofajik hlicre 6lim) ve

e Tip III dejenerasyon (hiicre yirtilmasi/nekroz).

Hiicre 6liimii lizerine yapilan bilimsel ¢alismalar, hiicre kaybina aracilik edebilecek daha birgok
olim yolagi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yukarida listelenen {i¢ programa ek olarak, ferroptoz,
piroptoz, nekroptoz, partanatoz, entoz, mitokondriyal gegirgenlik gegisi kaynakli nekroz,
lizozom bagimli hiicre 6liimii, NETotik hiicre 6limii, oksitoz ve mitotik felaket (mitotic
catastrophe) gibi 6liim yolaklar1 giiniimiizde tanimlanmistir [57]. Hiicre 6liim yolaklar1 kaspaz

bagimli ve kaspaz bagimsiz olarak siiflandirilabilmektedir.
2.4.1. Kaspaz Bagimh Oliim Yolaklar

Kaspazlar, hiicre 6liimii ve inflamasyonunu diizenleyerek homeostazi siirdiirmek igin
onemli olan bir gen ailesidir. Kaspazlar, kaspaz aktif bolgesindeki katalitik sistein kalintilarina
bagl bir reaksiyonda peptit baglarini hidrolize eden endoproteazlardir. Spesifik sistein proteaz
aktivitesine sahip olmalar1 sebebiyle kaspaz olarak adlandirilmaktadirlar. Kaspaz aracili
surecler substrat inaktivasyonu ile sonuglanmasina ragmen, bazi durumlarda apoptoz ve
inflamasyon gibi duizenli suireclerde yer alan aktif sinyal molekulleri de tretebilmektedirler. Bu
sebeple kaspazlar, apoptozda (memelilerde kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9) ve inflamasyonda
(insanda kaspaz-1, -4, -5, -12, farede kaspaz -1, -11 ve -12) bilinen rollerine gbre genis bir

sekilde siniflandirilabilmektedir. Kaspaz-2, -10 ve -14"in islevleri daha az bilindigi i¢in onlar1
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smiflandirmak daha zordur. Apoptoza dahil olan kaspazlar, etki mekanizmalarina gore baglatici
kaspaz (initiator caspase/kaspaz -8 ve -9) ve efektor kaspaz (executioner caspase/kaspaz -3, -6
ve -7) olmak Uzere alt siniflara ayrilmaktadir (Sekil 2.10) [58].

B Kiigiik Altbirim
Biiyiik Altbirim
Apoptoz B Kaspaz Alim Alani (CARD)
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Sekil 2.10: insandaki kaspazlarm domain yapilari [59]

Tum kaspazlar hicrelerde katalitik olarak aktif olmayan zimojenler olarak
sentezlenmektedir ve proteaz 6zelliklerini kazanmak icin bir aktivasyon surecinden gecmeleri
gerekmektedir. Kaspaz-3 veya -7 gibi bir efektor kaspazin aktivasyonu, baslatici kaspazlardan
olan kaspaz-9 tarafindan gergeklestirilmektedir. Bunun yani sira, bir baslatici kaspaz, apoptotik
kosullar altinda uyaranlar ile otomatik olarak etkinlestirilebilmektedir [60]. Kaspaz aktivasyonu

ile gergeklesen 6liim yolaklar1 ise ‘kaspaz bagimh 6liim yolaklar1’ olarak adlandirilmaktadir.

2.4.1.1. Apoptoz

Apoptoz, hiicre 6liimiiniin en hizli sekilde gerceklestigi bir programlanmis hiicre 6liim
yolagidir. Kaspazlar tarafindan indiiklenen proteolitik kaskad, apoptozun temel biyokimyasal
ozelligi olmaktadir. Kaspazlar hiicre i¢inde aktif olmayan bir proenzim formunda eksprese
edilmektedir. Cesitli i¢sel ya da dissal sinyal molekiilleriyle aktive olduktan hemen sonra,
proteolitik aktivitelerine bagli olarak diger bazi pro-kaspazlar aktive edilir ve bir proteaz
kaskadi baglatilir. Bu proteolitik kaskad, apoptotik yolagi harekete gecirir ve bu durum hizli ve

geri doniisii olmayan hiicre 6liimiin meydana getirir [61]. Nematod Caenorhabditis elegans
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gibi model hayvanlar kullanilarak, 6lim yolaginin temel bilesenleri mutasyon analiz yoluyla
tanimlandig1 i¢in giinimizde en iyi anlasilan hiicre 6liim yolag1 apoptoz sayilmaktadir. Ayrica,
TUNEL (DNA fragmantasyonu) ve Annexin V boyamasi (fosfatidilserin eksternalizasyonu)
gibi oldukca hassas ve guvenilir testlerin mevcudiyeti, apoptotik hiicrelerin hem in vitro hem
de in vivo deneylerde kolayca tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir [57]. Apoptoza
ugrayan hiicrelerin belirgin morfolojik degisiklikleri sirayla; hicrenin buzilmesi, kromatinin
asir1 yogunlasmasi, kromozomlarin niikleozomal pargalara boliinmesi, plazma zarinin siddetli
kabarmas1 ve hiicre igeriginin "apoptotik cisimler" olarak adlandirilan zarla c¢evrili vezikiillere
paketlenmesi ile karakterize edilebilmektedir [60]. Bu apoptotik cisimler daha sonra gevreleyen
hiicreler tarafindan fagosite edilir. Apoptozun molekiiler mekanizmasi digsal apoptoz yolagi ve

i¢sel apoptoz yolagi olmak iizere iki ana yolaga ayrilmaktadir [61].
2.4.1.1.1. i¢sel (Intrinsic) Apoptoz Yolag

Stres, DNA hasar1 veya bazi gelisimsel sinyal molekiilleri igsel apoptoz yolagini
tetiklemektedir. I¢sel yolaktaki dnemli protein, mitokondriyal elektron tasima zincirinin suda
¢Oziinlir bir bileseni olan sitokrom c'dir. Bir apoptotik uyaran igsel yolu tetiklediginde,
proapoptotik efektor Bcl2 ailesinin proteinleri (Bcl-2 ile iliskili X proteini (Bax) ve Bcl-2
homolog antagonist 6ldirlct (Bak)) aktive olmakta ve mitokondriyal dis zarda oligomerler
olusturmak tizere toplanmaktadir. Mitokondri zarinda olusan bu oligomerden sitozole sitokrom
¢ ve diger zarlar arasi proteinlerin salinimi ger¢eklesmektedir. Memeli hicrelerinde Bax ve
Bak, Bcl2 ailesinin proteinleridir ve apoptozun i¢sel yolagmin aktiflesmesi i¢in bunlardan en
az biri gerekmektedir. Bak proteini, apoptotik bir sinyalin yoklugunda bile mitokondriyal dis
zara bagliyken, Bax proteini esas olarak sitozolde bulunur ve ancak bir apoptotik sinyal bu
proteini aktive ettikten sonra mitokondriye transloke olmaktadir. Bax/Bak oligomerinde
sitozole salinan sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF1) adaptor proteinine
baglanmaktadir. Bu baglanma sonrasinda APAF1 apoptozom adi verilen tekerlek benzeri bir
heptamer yapisi kazanmaktadir. Apoptozomdaki APAF1 proteinleri daha sonra baslatici
kaspaz-9 proteinlerini ¢agirmaktadir. Apoptozoma baglanarak aktive edilmis kaspaz-9
proteinleri ise apoptozu indiiklemek i¢in asag1 yolaktaki efektor kaspazlar1 aktive etmektedir
(Sekil 2.11). Efektor kaspazlarinin katalitik aktivitesi, hiicresel 6liimii hizlandirmakta ve DNA
pargalanmasina, fosfatidilserinlerin membran disina ¢ikarilmasina ve apoptotik cisimlerin

olusumuna sebep olmaktadir [62].
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2.4.1.1.2. Dissal (Extrinsic) Apoptoz Yolag:

Hiicre membranindaki 6liim reseptorlerine baglanan hiicre dis1 sinyal molekiilleri, digsal
apoptoz yolagm tetiklemektedir. Hiicre membranindaki bu 6liim reseptorleri hiicre dist bir
ligand baglama alani, tek bir transmembran alan1 ve hiicre i¢i liim alan1 igeren transmembran
proteinlerdir. Bu reseptorler homotrimerlerdir ve timor nekroz faktort (TNF) reseptor ailesine
aittirler. Oliim reseptdrlerini aktive eden ligandlar da homotrimerlerdir. Bunlar yapisal olarak
birbirleriyle iliskilidir ve bu sinyal molekulleri TNF ailesine aittir. Fas ligandinin baglanmasiyla
aktive edilen Fas 6lum reseptorlerinin, sitozolik kisimlarinda bulunan 6liim alanlari, hiicre igi
adaptor proteinlerini baglar ve sonrasinda sirayla baslatic1 kaspazlar1 (6ncelikle kaspaz-8)
baglayarak 6liimii indiikleyen bir sinyal kompleksi (DISC) olusturmaktadir. Dimerize ve aktive
olan DISC iizerindeki baslatict kaspazlardan olan kaspaz 8 aktive hale gelmektedir. Aktif
kaspaz 8 asag1 yolaktaki efektor kaspazlari keserek aktiflestirmekte ve digsal apoptoz yolagin
baslatmaktadir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Digsal apoptoz yolagi

2.4.1.2. Anoikis

Hucrelerin diger hicrelerle tutunmasi ve hiicre disi matriks (ECM) ile etkilesimleri,
biliylimesi ve hayatta kalmasi i¢in zorunludur. ECM; doku olusumu, biiylimesi, farklilagmas1 ve
homeostazi i¢in gerekli kritik biyokimyasal ve mekanik sinyalleri saglayan ii¢ boyutlu bir yap1
iskelesidir. Bu iskele ise glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve lifli proteinler gibi gesitli
biyomolekiillerden olusmaktadir. Integrin, kaderin ve selektin gibi hiicre membraninda bulunan
reseptorler, hiicrelerin ECM'ye baglanmasina aracilik etmektedir. ECM'de meydana gelen bazi
bozukluklar hem mikroskobik seviyede hem de organizma seviyesinde siklikla ciddi islev
bozukluguna ve hatta 6liime yol agabilmektedir [63].

Hucre-hiicre baglanmasi veya hiicre-ECM baglanmasindaki bozulma, “anoikis” olarak
adlandirilan bir tiir apoptotik hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Anoikis, fizyolojik veya patolojik
kosullar altinda yanlis konumlanmig veya ECM’den ayrilmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasini
saglayan bir hiicre 6lim yolagidir. Bu yolak doku homeostazinin korunmasinda goérev
almaktadir. Anoikis, apoptotik bir mekanizmadir ve bu programlanmis 6liim yolaginda hem
i¢csel hem de digsal yolaklar bulunmaktadir [63]. Anoikis yolaginin baglatilmasi, mitokondrinin

bozulmasi (igsel yolak) veya hicre yuzeyi 6lum reseptorlerinin tetiklenmesi (digsal yolak)
olmak iizere iki apoptotik yolun etkilesimi ile gergeklesmektedir.
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2.4.1.2.1. i¢sel (Intrinsic) Anoikis Oliim Yolag

Igsel yolak, DNA hasar1 ve endoplazmik retikulum stresi dahil olmak iizere ¢esitli hiicre
ici sinyallere yanit olarak tetiklenmektedir. Oliim sinyallerine yanit olarak, pro-apoptotik
protein Bax ve Bak, sitozolden dis mitokondriyal membrana (OMM) transloke olmakta ve
Bax/Bak oligomerizasyonu OMM’de por olusumuna sebep olmaktadir. Olusturulan bu por
mitokondriyal gecirgenlige ve sitokrom c¢ salinimma neden olmaktadir. Sitokrom c'nin
salinmasi, kaspaz-9, APAF1 ve sitokrom c'den olusan "apoptozom" adi verilen kompleksin
olusumuna yol agmaktadir. Bu kompleks efektor kaspazlardan olan kaspaz-3’iin aktivasyonuna
ve hiicre 6liim siirecinin baglamasia sebep olmaktadir. I¢sel yolagm bu kismi apoptoz yolag:
ile benzerlik gostermektedir fakat pro-apoptotik BH3-only proteinler, anoikis programiin i¢sel
yolag1 sirasinda kritik bir rol almaktadir. Pro-apoptotik BH3-only proteinler, aktivator ve
hassaslastirict  (sensitizer) olmak {izere iki sinifta incelemektedir. Aktivatdr olarak
smiflandirilan Bid ve Bim proteinleri, hiicrelerin ECM’den ayrilmas: sonucunda sitozole
salmarak mitokondri igerisinde birikmekte ve Bax/Bak oligomerizasyonunu direkt
aktiflestirmektedir. Hassaslastirici proteinler ise (Hrf, Puma, Noxa, Bad, Bmf ve Bik) direkt
olarak Bax/Bak oligomerizasyonunda gorev almamaktadir. Bu proteinler anti-apoptotik Bcl-2
proteinini inhibe ederek hiicre 6liim yolagina katki saglamaktadir (Sekil 2.13). Anoikis
yolaginda kullanilan hassaslastiric1 (sensitizer) proteinler hiicre histotipine gore farklilik
gostermektedir. Ornegin fibroblastlarda gergeklesen anoikis yolaginda Noxa ve Puma
proteinleri gorev alirken, epitel hiicrelerde gozlemlenen anoikis yolaginda Bmf proteini gérev

almaktadir [64].
2.4.1.2.2. Dissal (Extrinsic) Anoikis Oliim Yolag

Dissal yolak, timor nekroz faktor reseptori ailesindeki Fas reseptorii, TNFR1 ve TNF
ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) reseptor-1/-2 gibi 6lum reseptorlerine ligand
baglanmastyla baslamaktadir. Oliim sinyalinin reseptdre baglanmasiyla 6liime neden olan
sinyal kompleksi (DISC) olusmaktadir. DISC, Fas ile iliskili 61iim domain proteini (FADD) ve
pro-kaspaz 8’den olugmaktadir. DISC’in olusumu pro-kaspaz 8 enzimini ¢gagirmakta ve onlarin
kesilerek aktiflesmesine sebep olmaktadir. Aktif kaspaz-8 daha sonra sitoplazmaya salinmakta
ve burada kaspaz-6 ve -7 gibi efektor kaspazlari parcalayip aktive etmektedir. Aktif efektor
kaspazlar ise huicre 6limune sebep olmaktadir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13: Anoikis 6liim yolagmin molekiiler mekanizmasi (Cizimler Biorender uygulamasi

kullanilarak yapilmistir.)

Anoikis mekanizmasinda digsal ve igsel yolagin kesistigi bir basamak bulunmaktadir.
DISC olusumu ile aktiflesen kaspaz-8 enzimleri pro-apoptotik BH3-only proteinlerinden olan
Bid’in kesilmesini ve aktiflesmesini saglamaktadir. Aktiflesen Bid proteinleri t-Bid’e
doniiserek mitokondriden sitokrom c¢ salinimini indiiklemektedir. Bu sayede digsal yolak ile
baslayan anoikis mekanizmasi bu agsamadan itibaren apoptozom kompleksini olusturarak icsel

yolaktan hiicreyi 6liime gotiirmektedir (Sekil 2.13).

Yapilan yeni galismalar, ECM'den hiicre ayrilmasi tlizerine, Bcl2 transkripsiyon 1
inhibitord (Bit-1) adli bir mitokondriyal proteinin sitoplazmaya salindigini ve bunun sonucunda
kaspazdan bagimsiz bir 6liim yolaginin indiiklenebildigini ortaya koymaktadir. Ruoslahti ve
arkadaslar1 2004 yilinda, mitokondriyal Bit-1 proteininin aracilik ettigi yeni bir integrin bagimli
apoptotik yol tanimladilar [65]. Integrin aracil1 hiicre tutunmasinin bozulmasini takiben, Bit-1
proteini sitoplazmaya salinmakta ve transkripsiyonel ko-regulatér boliinmiis Amino-terminal
arttirict (AES) ile bir kompleks olusturmaktadir. Sonrasinda bu yolak kaspazdan bagimsiz bir
apoptoz modunu indiklemektedir. Bcl-2, Bel-xI, Akt gibi bilinen birkag anti-apoptotik faktor,
Bit-1 apoptozunu bloke etmede etkisiz olsa da integrin aracili hiicre tutunmasi, Bit-1 apoptoz

fonksiyonunu baskilayabilen tek anti-apoptotik yoldur [64].
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2.4.2. Kaspaz Bagimsiz Oliim Yolaklar1

Apoptoz olim yolag1 kesfedildiginden beri, yapilan sayisiz arastirma, apoptozun
ayrilmaz bir sekilde kaspaz aktivitesi ile baglantili oldugunu gostermistir. Apoptotik yolaklar,
bir hiicrenin diizenli 6liimiinii saglamak i¢in kaspaz fonksiyonunu indiiklemektedir. Kaspazdan
bagimsiz hiicre 6liim yolaklarini, normalde apoptozu indiikleyen bir sinyalin kaspazlar1 aktive
edememesi sonucu ortaya ¢ikan 6liim olarak tanimlanmaktadir. Buna ragmen, kaspaz bagimsiz

oliim yolaklari ile apoptotik hiicre 6liimii arasinda ortak 6zellikler vardir (Cizelge 2.2) [66].

Cizelge 2.2: Apoptoz ve Kaspaz Bagimsiz Oliim Yolaklar1 Arasindaki Benzerlik ve Farkliliklar

Apoptoz Kaspaz Bagimsiz Oliim Yolagi
Kaspaz tarafindan hedefinin bolinmesi Niikleer membran gevresinde kromatin marjinalizasyonu
. DNA kiriklari DNA kiriklarinin olusmamasi
Niikleus — - o
Nkleer fragmentasyon Fragmentasyon olmadan nikleer blzilme
Kromatin yogunlagmasi Kismi kromatin yogunlagmasi
Dis zar permeabilizasyonu Dis zar permeabilizasyonu
i X Kaspaz tarafindan hedefinin bolinmesi Siskin krista
Mitokondria - — -
Hizli membran potansiyel kaybi Membran potansiyelinin kademeli kaybi
Fisyon aktivasyonu/fiizyon inhibisyonu Fisyon aktivasyonu/fiizyon inhibisyonu
Kaspaz tarafindan hedefinin boélinmesi Bol otofagozomlar
Sitoplazma Kalsiyum konsantrasyonunda artis Ribozom Agregasyonu
Yogunlasma Vakuolll
Membran-fosfolipid asimetrisinin kaybi Diizensiz membran
Plazma Membrani - — - -
Annexin V-pozitif Annexin V-negatif
Proliferasyon kaybi Proliferasyon kaybi
Hiicre Matristen Ayrilma Genellikle matrise bagl kalma
Olen hiicrenin fagositozu Olii hiicrelerin uzaklastirilmasi

2.4.2.1. Partanatoz

Apoptotik olmayan hucre 6lumuniin bir baska tiirii olan poli (ADP-riboz) (PAR)
polimeraz 1 (PARP1) bagimli partanatoz, hastalik tedavileri i¢in yeni hedef 6liim yolagi olarak
tanimlanmistir. Partanatoz, beyin iskemisi veya miyokard enfarktiisii sonrasi iskemi-
reperfiizyon hasari, septik sok, parkinson hastaligi ve alzheimer hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklar da dahil olmak Uzere birgok kritik patolojik sturecte yer almaktadir. Partanatoz,
PARP1 enziminin aktivasyonuna baglidir ve kaspaz bagimsiz hiicre 6liim yolagi olarak
karakterize edilmektedir. Bir ADP-ribosil transferaz olarak da bilinen PARP proteinleri, ADP-
riboz birimlerini nikotinamid adenin dintkleotidden (NAD+), histonlar, DNA polimerazlar,

topoizomerazlar, DNA ligaz-2, transkripsiyon faktorleri ve PARP'!n kendisini igeren alici
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proteinlere aktarmaktadir [67]. PARP'lar ¢ok ¢esitli hiicresel siiregleri kontrol edebilmektedir.
Farkli uyaranlar ile tetiklenen partanatoz 6liim yolagi;

1) PARPL1'in aktivasyonu,

2) Apoptoz indikleyici faktorin (AIF) translokasyonu ve

3) DNA fragmantasyonu ve hiicre 6limi
olmak tizere esas olarak ii¢ sinyal transdiiksiyonu fazindan olusmaktadir. Genel olarak, insan
hlcrelerinde PARP ailesinden olan PARP1, ultraviyole 11k, reaktif oksijen tirleri (ROS) veya
Nmetil N’-nitrosoguanidin (MNNG) gibi alkilleyici ajanlar tarafindan indiiklenen DNA hasar1
ile aktive edilebilmektedir. Aktif hale gelen PARP1, alici proteinleri veya kendisini
PARilasyonlar ve boylelikle DNA onarimi igin gerekli efektor proteinlerin  alimini
kolaylastirmaya yardimci olarak DNA onarimma katkida bulunur. Fakat, PARP1
aktivasyonunun sonuglari aslinda DNA’ya zarar veren uyaranlarin yogunluguna baglidir. Hafif
DNA hasari, hasarli DNA’y1 onarmak i¢in PARPI1 aktivasyonunu indiiklerken, agir DNA
hasar1 sonucu, PARP1’in agir1 aktivasyonu ve yiliksek PARilasyon aktivitesi, partanatoz 6lim
yolagmi indiiklemektedir. Agir DNA hasar1 sonrasinda asir1 aktive olan PARPI1, ¢ekirdek
icerisinde PAR birikmesine ve biriken PAR’1n sitozole salinmasina neden olmaktadir. Sitozole
salman PAR mitokondriyi etkileyerek AIF mitokondriden sitozole salinmasini saglar. AlF,
PARP1 aracili hiicre 6liim yolaginda gorev alan 6nemli bir efektor proteindir. AIF, solunum
kompleksi I’in toplanmasi ve mitokondriyal enerji iireten siiregler igin hayati dnem tasiyan
mitokondriyal olarak lokalize bir flavoproteindir. Sitozole salinan AIF makrofaj gocii onleyici
faktor (MIF) ile baglanir ve sonug olarak AIF/MIF kompleksini olusturur. Sitoplazmada olusan
AIF/MIF kompleksi ¢ekirdege transloke olur. MIF proteini niikleaz aktiviteye sahiptir ve
cekirdek igerisinde DNA’nin pargalanmasini saglar. DNA pargalanmasi ve kromatin

yogunlagmasi sonucunda hiicre 6liimii meydana gelmektedir (Sekil 2.14) [67].
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Sekil 2.14: Partanatoz 6liim yolagi mekanizmasi (Cizimler Biorender uygulamasi kullanilarak

yapilmastir.)

Yapilan aragtirmalarda, MIF proteininin partanatozda 6nemli bir rol oynayan bir AIF
baglayic1 protein oldugunu ortaya konulmaktadir. AIF proteini DNA'y1 parcalamak igin
spesifik bir niikleaz aktivitesine sahip degildir, MIF ise DNA pargalanmasinda islev géren hem
3' eksoniikleaz hem de endoniikleaz aktivitelerine sahiptir. Bunun yan1 sira AlIF deplesyonu,
cekirdege MIF translokasyonunun azalmasiyla sonuglanirken, MIF deplesyonu, AIFnin
¢ekirdege translokasyonunu engellememektedir. Bu durum in vivo kosullarda MIF
translokasyonu i¢in AIF'nin gerekli oldugunu gostermektedir [68, 69]. Genel olarak
bakildiginda, partanatozun temel 6zellikleri arasinda hizli PARP-1 aktivasyonu, erken PAR
birikimi, hiicresel NAD+ ve ATP tlikenmesi, mitokondriyal depolarizasyon, mitokondriden
AIF salinimi, MIF alimi, AIF/MIF kompleksinin niikleer translokasyonu ve DNA hasarina
yanit olarak DNA pargalanmasi goriilmektedir.

2.4.2.2. Nekroptoz

Nekroptoz, oliim reseptorlerinin aracilik ettigi programlanmis bir nekroz olarak
tanimlanmaktadir. Nekroz ve apoptoz o6liim yolaklarina benzerligi sebebiyle bu iki 6lim
yolagimin hibriti olarak kabul edilmekte ve adini ikisinden almaktadir. Poksvirusler gibi bazi

viriisler, spesifik enzimler ile konak hiicre igerisindeki kaspazlari pargalayabilmekte ya da
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aktivitelerini inhibe edebilmektedir. Bu durumda konak hiicre 6lmek icin apoptoz

mekanizmasini kullanamamakta, nekroptoz ile hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir [70].

Bu 6liim yolag1 hiicrelerin morfolojisinde meydana gelen degisiklik agisindan nekroza
benzemektedir. Hicrenin sismesi, membran hasari ve niikleer yogunlagsma her iki o6liim
yolaginda da gézlemlenen ortak morfolojik 6zelliklerdendir. Nekroptozun nekrozdan farki ise
sinyal yolaklar1 aracilifiyla programlanmis bir hiicre 6liim tiiri olmasidir. Bu agidan apoptoz
ile benzerlige sahip olmasina ragmen sinyal yolaginda kaspazlarin yer almamasi iki 6liim
yolagini birbirinden ayirmaktadir. Mekanizmasinda kaspaz kullanilmadigi i¢in bu 6liim yolagi

kaspaz bagimsiz 6liim yolagi olarak siniflandirilmaktadir.

Nekroptozun sinyal yolagi apoptozun dissal yolagina benzemektedir. Nekroptoz, TNF
ailesi reseptorleri, toll benzeri reseptorler (TLR3 ve TLR4) ve interferon reseptorleri tarafindan
baslatilabilirken, timor nekroz faktort reseptér 1 (TNFR1) aracili nekroptoz mekanizmasi
ginimizde daha iyi karakterize edilmistir. Tetikleyici faktorlere gore, nekroptoz (¢ kategoride
smiflandirilabilmektedir:

(1) TNF-a tarafindan uyarilan ekstrinsik (digsal) nekroptoz,
(2) ROS tarafindan uyarilan i¢sel nekroptoz,
(3) Iskemi aracili i¢sel nekroptoz.

Sinyal molekiilleri ile tetiklenen bu yolakta, hiicre disindaki 6liim sinyalleri TNFR’a
baglanir. Daha sonrasinda TNFR, reseptor etkilesimli protein kinaz 3 (RIPK3) ve reseptor
etkilesimli protein kinaz 1 (RIPK1) enzimlerinden olusan kompleksin aktiflesmesini saglar ve
aktiflesen bu kompleksteki RIPK3, psddokinaz karisik-soy kinaz domain benzeri (MLKL)
proteinin fosforilasyonunu saglar. Fosforile MLKL proteini bir diger MLKL proteinleri ile
oligomer bir yap1 olusturur. Olusan bu oligomer yap1 hiicre membranina entegre olur. Oligomer
MLKL iki sekilde etki edebilir:

(1) Na* iyonu veya Ca** kanallarinin membrana alimi i¢in hiicre membraninda bir
platform gorevi gordr ya da,

(2) fosfotidil inositol fosfatin amino terminali ile etkileserek plazma zarinda por
olusumunu saglar. Bu sayede ¢esitli sitokinler veya kemokinler hiicre disina salinirken,
membrandaki iyon kanallarindan bazi iyonlar hiicre icerisine girer. Bu durum hiicre icinde ROS
miktarinin artmasina sebebiyet verir. Artan ROS, hem lipit peroksidasyonuna neden olarak

hiicre membraninda hasar yaratir hem de DNA hasarina sebep olur (Sekil 2.15) [71].
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Sekil 2.15: Nekroptoz 6liim yolaginin molekiiler mekanizmasi (Cizimler Biorender uygulamasi

I

kullanilarak yapilmistir.)
2.4.3. Alerjik Astim ve Alerjik Rinit Kosullarinda Hiicre Oliimii

Alerjik astim ve rinit kosullarinda immiin hiicrelerden salgilanan gesitli toksik
proteinlerle ya da alerjenlerin baslatmig oldugu ¢esitli sinyal yolaklari ile hiicrede farkli 6liim
tirleri tetiklenmektedir. Literatlirde, uyarim yapilan alerjenlerin konsantrasyonu ve zamanina
bagli olarak epitel hiicrelerde dokiintii/6liim rapor edilmistir[72]. Epitel hiicrede gerceklesen
oliim, apoptoz yolu ile kaspaz bagimli yolaklar iizerinden gergeklesebilirken bazi durumlarda
ise kaspaz bagimsiz olan nekroz, partanatoz ve anoikis gibi 6liim yolaklar1 iizerinden de
gerceklesebilmektedir. Alerjenlere maruz kalma sebebiyle epitel hiicrelerde 6lim g6zlenmesi,

epitel bariyer biitlinliigiine zarar verebilir. Bu durum alerjik yanitin artmasina ve inflamasyonun

siddetlenmesine neden olabilir.

2009 yilinda Chun-Yu ve arkadaslari tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, BEAS-2B
(brong epitel hiicre hatt1) eozinofiller ile ko-kiiltiire alinmis ve Der pl ile uyarilmistir. 0,5
pg/mL doz ile 24 saat boyu Der pl uyarimina maruz kalan epitel hiicrelerde akis sitometrisi

deneyi ile apoptoz gézlemlenmistir [73]. Sidra ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan
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bir bagka ¢alismada ise, primer brons ve nazal epiteller 25 ug/mL HDM ile 72 saat boyunca
uyarilmistir. Bu uyarim sonucunda her iki hiicrede kaspaz-3 protein seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlemlenmis ve HDM uyarimi sonrast epitel hiicrelerin apoptoza
ugrayabilecegi diistiniilmistiir [74]. Olea europaea polen ekstrakti ile 2007 yilinda yapilan bir

basgka ¢aligmada ise uyarilan BALB/c farelerin akciger dokusunda apoptoza rastlanmustir [75].

Florian ve arkadaslar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, Aspergillus
fumigatus’un virlilans faktori olan gliotoxin ile BEAS-2B hiicreleri uyarilmistir. Aspergillus
fumigatus, immiin yetmezligi olan ve genellikle astim hastasi olan bazi insanlarda alerjik
bronkopulmoner aspergillozis (ABPA) hastaligina sebep olmaktadir. Siddetli semptomlar ile
kendini gosteren bu hastaligin patofizyolojisinde epitel bariyer biitiinliigiinin bozuldugu
bilinmektedir. Caligma sonucunda viriilans faktor ile uyarimin brons epitel hiicreleri anoikis

oliim yolagina siiriikledigi gézlemlenmistir [72].

Partanatoz, poly(ADP-riboz) polimeraz 1’in (PARP-1) hizli aktivasyonu, PAR
polimerinin sentezi ve birikmesi, mitokondriyal depolarizasyon, niikleer AIF translokasyonu
gibi biyokimyasal olaylarla iligkilidir. Yapilan bazi ¢alismalar, insanlarda astim ve alerjik rinit
ile PARP'larin genetik bir korelasyonu oldugunu goéstermistir [76]. PARP izoenzimlerinden biri
(PARPL) ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, 122 Tiirk astim hastas1 ve ayni cografi bolgeden gelen
180 normal kontrol karsilastirilarak analiz edilmistir. Ek olarak polimeraz zincir reaksiyonu
bazli restriksiyon analizleri yapilarak bu iki grup arasindaki PARP1 polimorfizmi
tanimlanmistir. Yapilan caligmanin sonucunda ise, yabanil tip PARP1 762 V aleli ile astim
gelistirme riski arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir [77]. Baska bir ¢aligmada
ise, 110 alerjik rinit hastas1 ve 130 saglikli kontrol kullanilarak PARP1 gen promotdrinin tek
nukleotid polimorfizminin hastalik ile iliskili olup olmadig1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu
calismanin sonucunda, polimorfizm promotdérinin heterozigot genotipinin, alerjik rinite
duyarlilik ile 6nemli 6lgiide iligkili oldugu goriilmiistiir [78]. Zaffini ve arkadaslarinin 2016
yilinda yayinladiklar1 baska bir ¢calismada ise, HDM ile indiikledikleri kronik astim modelinde
PARP-1 enzimi inhibe edilmis ve bunun sonucunda hava yolu yeniden yapilandirilma siirecinin

etkilendigi gézlemlenmistir [79].

Epitelyal hiicre Oliimiinlin diizenlenmesi, bariyer yiizeylerinde immiin homeostazi
kontrol eden kilit bir mekanizmadir. Nekroptoz, farkli dokularda inflamatuar yanitlara neden

oldugu gosterilen RIPK3 tarafindan indiiklenen bir tiir diizenlenmis nekrotik hiicre 6liimiidiir.
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Nikos ve arkadaglarinin 2021 yilinda HDM kaynakli astimli fare modeli ile yaptiklar1 bir
calismada, hava yolu epitel hiicrelerinde gergeklesen nekroptozun hava yolu alerjik
inflamasyonunu siddetlendirdigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada arastirmacilar epitel hiicre
nekroptozunun, solunum yolu viriisii enfeksiyonlarinin neden oldugu astim alevlenmelerine de

katkida bulunabilecegini savunmuslardir [80].
2.5. Epitelyal Mezenkimal Doniisiim (EMT)

Epitel hcrelerinin epitelyal 6zelliklerini asagi regiile edebildigi ve mezenkimal
ozellikler kazanabildigi fikri, 1980'lerin basinda Elizabeth Hay tarafindan ortaya atilmistir.
Civciv embriyolarinda yapilan incelemeler sonucunda bazi epitel hiicrelerin mezenkimal
karaktere gecis yapabildigi goézlemlenmistir [81]. Epitel hicrelerin, epitelyal 6zelliklerinin
asagi regiilasyonunu takiben mezenkimal bir karakter kazandigi bu geri doniisiimli hiicresel
stirece epitelyal mezenkimal doniisim (EMT) adi verilmektedir. EMT, hicrelerin mikro-
ortamlarindan aldig1 sinyallere yanit olarak tetiklenmektedir. Bu siirecte gen ekspresyonu ve
translasyonu sonrasi regiilasyon mekanizmalarindaki degisiklikler, epitelyal ozelliklerin
baskilanmasina ve mezenkimal 6zelliklerin kazanilmasina yol agmaktadir. EMT’de hiicreler
fibroblast benzeri morfoloji kazanirken ayni zamanda hiicrelerin go¢ kapasitesinde artig
meydana gelmektedir. Ayrica, arttk go¢ eden bu hiicreler siklikla istilact o6zellikler
kazanmaktadir [82]. EMT'nin, c¢esitli morfogenetik olaylar1 miimkiin kilmak igin erken
embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskinlerde yara iyilesmesi sirasinda normal olarak meydana
geldigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Bunun yan1 sira, EMT'nin kanser patogenezi ve doku

fibrozu sirasinda aktive oldugu da bilinmektedir [83].
2.5.1. EMT’nin Molekiiler Mekanizmasi

Epitel hicreler apikal-bazal polarite gostermekle birlikte, hiicreler arasi baglantilar
sayesinde birbirlerine baglanmakta ve iletisim kurmaktadir. Bu hiicreler aras1 baglantilar epitel
hiicrelerin bazal bir membran iizerine konumlanmasimi saglamaktadir.  Hiicreler arasi
baglantilar; sik1 baglantilar, adheren baglantilar, desmozomlar ve oluklu baglantilardan (gap
junction) olugsmaktadir (Sekil 2.2). EMT siirecinin baglangicinda bu baglantilarin yapisi
bozulmaktadir ve yapisi bozulan baglanti proteinleri ise yeniden lokalize olabilmekte veya
proteinler tamamen kaybedilebilmektedir [84]. Genel olarak EMT siirecindeki dnemli olaylar;

e Epitelyal hiicre-hiicre baglantilarinin bozulmasi,
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e Apikal-bazal polaritenin kaybedilmesi,

e Hucre iskeleti yapisinin yeniden diizenlenmesi ve hiicre seklinde degisiklik meydana
gelmesi,

o Epitelyal belirteclerin asagi regiilasyonu ve mezenkimal fenotipin tanimlanmasina
yardimci1 olan genlerin aktivasyonu,

e Hiicre ¢ikintilarinin ve hareketliliginin artmasi,

e Hucrelerin istilac1 davranisi etkinlestirmek i¢in hiicre dis1 matris (ECM) proteinlerini

pargalama yetenegi kazanmasidir.

EMT'nin ayirt edici 6zelligi, adheren baglantilarin destabilizasyonunu saglamak i¢in E-
kadherinin gen ekspresyonunun azalmasidir. Bunu yani sira, klaudin, okludin, desmoplakin ve
plakofilin proteinlerini kodlayan genlerin baskilanmasi, apikal siki baglantilarin ve
desmozomlarin bozulmasin saglamaktadir. Gen ekspresyonundaki bu degisiklikler epitelyal
hlicre-hiicre baglantilarinin  de novo olusumunu engellemekte ve epitelyal bariyer
fonksiyonunun kaybiyla sonuglanmaktadir. Bu sirecte, epitel hiicre baglanti proteinlerini
kodlayan genlerin baskilanmas: ile birlikte mezenkimal fenotipe ait olan genlerin
ekspresyonlar1 artmaya baslamaktadir. Spesifik olarak, E-kaderinin asagi regiilasyonu N-
kaderinin ekspresyonunun artmasiyla dengelenir ve bu durum ‘kaderin doniisiimii’ (cadherin
switch) olarak adlandirilmaktadir. Bu doniisiim sayesinde, EMT siirecine girmis olan epitel
hiicreler diger epitel hiicreleriyle olan baglantilarini kaybetmekte ve N-kaderin etkilesimi
yoluyla mezenkimal hicreler icin bir afinite kazanmaktadir. N-kaderin etkilesimi, E-kaderin

etkilesimlerinden daha zayif oldugu igin hiicrenin gocii ve istilasi da kolaylagmis olur [84].

Hiicre iskeletini ve polaritesini saglayan proteinlerini kodlayan genlerin ifadesindeki
degisiklikler de EMT'ye katkida bulunmaktadir. Ara filament bilesimi, sitokeratinin
baskilanmas: ve vimentin ifadesinin aktivasyonu ile degismektedir. Keratin ve vimentin
filamentlerinin, ortak Ozellikleri organellerin ve =zarla iligkili proteinlerin tasimmasini
diizenlemek olsa da hiicre zarinda hedefledikleri proteinler farklilik gostermektedir. Bu sebeple
ara filament bilesimindeki degisiklikler, biiyiik olasilikla vimentinin motor proteinlerle

etkilesimi araciligiyla hiicre hareketliligini saglamaktadir [84].

EMT'yi indukleyen transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ve aktivasyonu,
dontstiiriicti biiyiime faktorii B (TGF-B), kemik morfogenetik proteini (BMP), epidermal
blytme faktorii (EGF), fibroblast biiyliime faktorii (FGF), trombosit kaynakli bliylime faktorii
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(PDGF), Wnt, Sonic Hedgehog, Notch ve intergin sinyali gibi ¢esitli sinyal yolaklarina yanit
olarak meydana gelmektedir [85]. Bu yolaklar, EMT ile iligkili genlerin ekspresyonunu aktive
eden transkripsiyon faktdrlerini indiiklemek i¢in hiicre i¢i kinaz basamaklar1 araciligiyla sinyal
vermektedir. Farkli alerjenlere maruz kalindiginda epitel hiicreler arasindaki siki baglanti
molekilleri parcalanabilir ve bu durumda 3-katenin sitozole salinarak sinyal yolaklarini aktive
eder (Sekil 2.16). Aktive olan yolaklar sonucunda Snail, Slug, Twist gibi transkripsiyon
faktorlerinin ifadesi artar ve bu faktérler mezenkimal hicrenin biyobelirteclerinin (N-kaderin,

vimentin, o-SMA) ifadesinin artmasini saglar [86].

Alerjenler
v Epitelyal Mezenkimal Donlsum (EMT)
Ekaderin N
B-Katenin
Epitel Hiicre Mezenkimal Hiicre Belirteci
Y E-kaderin {
Transkripsiyon Faktorler 4 Vimentin
2{:,“" t a-SMA
Twigt 4 N-kaderin

Sekil 2.16: Alerjen maruziyeti sonrasinda EMT mekanizmas1 ve biyobelirtecler (Cizimler

Biorender uygulamasi kullanilarak yapilmistir.)
2.5.2. EMT’nin Alerjik Astimdaki ve Alerjik Rinitteki Rolu

EMT'nin en Onemli uyaricist olan biiyiime faktorii TGF-B, astimli hastalarm
bronkoalveolar lavaj sivisinda yiiksek miktarda tespit edilmistir [87]. Elde edilen bu bilgiler
epitel hiicrelerin astim hastalig1 durumunda mezenkimal karaktere doniisebildigini gostermekle
birlikte, EMT’nin hastaligin ilerlemesinde rol oynayabilecegi de diisiiniilmektedir [88]. HBEC
(insan brons epitel hiicre hatti) kullanilarak yapilan bir ¢alismada, 72 saat HDM/TGF-3 uyarimi
sonucunda htcrelerde E-kaderin protein seviyesinin azaldig1 ve fibroblast spesifik protein 1
(FSP1) seviyesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonug¢ 72 saat sonunda hiicrelerin mezenkimal
karaktere sahip olmaya basladigini gostermektedir [89]. 2010 yilinda Irene ve arkadaslari

tarafindan yapilan bir baska calisma da yapilan bu ¢alismayi1 destekler sonuglar gostermektedir
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[90]. 2011 yilinda yapilan bir baska ¢alismada ise fareler HDM ile uyarilmis ve hava yolu epitel
hlicrelerinde TGF-B1 seviyesinin arttigi, E-kaderin ve okludin seviyesinin ise azaldig1 tespit
edilmistir. Uyarim sonucunda epitel biyobelirtecler azalirken ve mezenkimal proteinlerden
vimentin, o-SMA ve pro-kolajen ekspresyonunun arttigir gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda
HDM'ye maruz kalan farelerin solunum yolu epitel hiicrelerinde, E-kaderinin transkripsiyonel
bir baskilayicis1 ve giiclii bir EMT indiikleyicisi olan Snaill'in ekspresyonunun ve niikleer

translokasyonunun da arttigini bulunmustur [91].

Alerjik rinit hastalarinin, nazal mukoza dokularinda epitel hiicre biyobelirteci olan E-
kaderin ifadesinde azalmaya karsin, mezenkimal hiicre biyobelirteci vimentin ve a-SMA
ifadelerinde artis tespit edilmistir. Ayni ¢alismada alerjik rinit hastalarinda TGF-8
ekspresyonunun saglikli bireylere gore daha fazla oldugu gozlemlenmistir [92]. TGF-f ve
hipoksi indUklenebilir faktor-1o. (HIF-1a)’nin alerjik rinit patogenezinde 6nemli bir rol
oynadig1 diisiiniilmekte ve bunlarin bir EMT indiikleyicisi oldugu bilinmektedir [93]. Fakat
EMT’nin alerjik rinit patogenezindeki rolii astima gore daha az calisilmistir ve detayl bir

arastirmaya literatiirde rastlanmamistir [88].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Cahismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan BEAS-2B (insan saglikli brons epitel) hiicre
hatt1 (katalog numarasi: CRL-9609) ve RPMI-2650 (insan nazal epitel) hiicre hatt1 (katalog
numarast: CCL-30) American Type Cultural Collection (ABD) firmasindan ticari olarak satin
alinmistir. Ko-kiiltiir deneylerinde kullanilacan eozinofil hiicre hatti EoL-1 DSMZ (katalog
numarast: ACC386, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Rekombinant Cup al (katalog
numarasi: MBS1353993) ve Der p6 (katalog numarasi: MBS1061377) alerjenleri MyBiosource
(San Diego, ABD) firmasindan temin edilmistir. Kontaminasyon testleri i¢in kullanilan Qubit
dsDNA HS Assay Kiti (katalog numarasi: Q32851) ve Qubit RNA HS Assay Kiti (katalog
numarast: Q32852) ThermoFisher (Massachusetts, ABD) firmasindan satin alinmstir.
Alerjenlerin proteaz aktivite dlglimleri i¢in kullanilan Pierce Fluorescent Protease Assay Kiti

(katalog numarasi: 23267) Thermofisher (Massachusetts, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin bilgileri Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1: Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan malzemeler

Uriin Firma Katalog Numarasi

T |BEGM Lonza, Isvicre CC-3170

= | MEM Sigma, Almanya M4655

2 | DMEM Gibco, ABD 41965

@ | RPMI-1640 Sigma, Almanya R8758
BEGM Bullet Kit Lonza, Isvigre CC-4175

L |FBS Biowest, Fransa S181H-500

% Penisilin/Streptomisin Capricorn Scientific, Almanya PS-B

F | Retinoik asit Sigma, ABD R2625
Butirik asit Sigma, ABD B103500
Tripsin ThermoFisher, ABD 25200-056
TNS Gibco, ABD CC5002
Tripan Mavisi ThermoFisher, ABD 15250061
PBS AppliChem, Almanya A9162

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan 384, 96, 24 kuyucuklu ve 25 ve 75 cm?’lik
hiicre kiiltiir kaplar1 ile floresan dlgimler igin kullanilan siyah alt1 seffaf 96 kuyucuklu plakalar

ise Greiner (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Canlilik/sitotoksisite testleri icin
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kullanilan MTT (katalog numarasi: M2128) Sigma (Almanya) firmasindan, LDH test kiti
(katalog numarasi: 426401) BioLegend (Kaliforniya, ABD) firmasindan ve EtBr/Calcein
boyasi (katalog numarasi: 30002-T) Biotium (Kaliforniya, ABD) firmasindan satin alinmigtir.
Bu deneyler i¢in kullanilan DMSO (katalog numarasi: A3672) AppliChem (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Alerjen ile uyarilan hiicrelerde incelenen yanitlar i¢in kullanilan malzemeler Cizelge

3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2: Alerjen uyarimi sonrasinda yapilan deneylerde kullanilan malzemeler

Uriin Firma Katalog Numarasi
1 Anoikis Test Kiti BioVision, ABD K694
2 RNA izolasyon Kiti Thermofisher, ABD 12183018A
3 cDNA Sentez Kiti Thermofisher, ABD K1622
4 Power SYBR Green Thermofisher, ABD 4367659
5 Transwell insert Corning, ABD 3470
6 ECP ELISA Kiti BTLab, Cin E1391Hu
7 MMP9 ELISA Kiti R&D Systems, ABD | DY902
8 GM-CSF ELISA Kiti | R&D Systems, ABD | DY216-05
9 TNF-a ELISA Kiti R&D Systems, ABD | DY210-05
10 TGF-B ELISA Kiti R&D Systems, ABD | DY240-05
1 ELISA DuoSet R&D Systems, ABD | DY007B

DNA/RNA Fluorometrik él¢timler icin Qubit 3.0 Fluorometre cihazi kullanilmistir.
Spektrofotometrik ve floresan 6lgiimler i¢in Perkin Elmer firmasinin (ABD) Multimode Plate
Reader cihazi kullanilmistir. Floresan goriintiilerini elde etmek icin ise Thermo Fisher
firmasinin EVOS Floid floresan mikroskobu kullanilmigtir. CDNA sentezi i¢cin GeneAmp PCR
System 2700 (Applied Biosystem, Massachusetts, ABD) cihazi kullanilmistir. Ger¢ek zamanl
PZR, deneylerinin analizleri boyunca Applied Biosystems marka 7500 Fast RT-PCR cihazi

kullanilmistir.

3.2. Alerjenlerin Saflik ve Proteaz Aktivite Tayini
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3.2.1. Qubit DNA ve RNA Test Kiti

Satin alinan rekombinant Cup al ve Der p6 alerjenlerinin icinde DNA veya RNA
kontaminasyonu olmadigina emin olmak i¢in alerjenler Qubit 3.0 Fluorometer ile dl¢iilmiistiir.
Qubit dsDNA HS (Yiiksek Duyarlilik) Test Kiti (Thermofisher, Q32851), Qubit Fluorometer
ile birlikte kullanildiginda, hassas DNA 6rneklerinin incelenmesi i¢in dogru ve segici bir
yontem saglamaktadir. Numune hacmine bagl olarak, test kiti 0,005 ila 120 ng/uL'lik baslangi¢
DNA numunesi konsantrasyonlar1 i¢in dogru olacak sekilde tasarlanmistir ve 0,1—120 ng'lik bir
saptama araligina sahiptir. Qubit RNA HS (Yiiksek Duyarlilik) Test Kiti (ThermoFisher,
Q32852), Qubit Fluorometer ile birlikte kullanildiginda, diisiik konsantrasyondaki RNA
orneklerinin incelenmesi i¢in dogru ve segici bir yontem saglamaktadir. Numune hacmine bagl
olarak, test kiti 0,2 ila 200 ng/uL'lik baglangi¢ RNA 6rnek konsantrasyonlari i¢in dogru olacak
sekilde tasarlanmustir ve 4—200 ng'lik bir saptama aralig1 saglamaktadir. Olgiimler Qubit
dsDNA HS Assay Kit ve Qubit RNA HS Assay Kit protokollerine uygun olarak asagida
belirtildigi sekilde yapilmistir [94, 95].

1. Ornek ve standartlar1 hazirlamadan once kit igeriginde bulunan ¢alisma soliisyonu
1/200 oraninda Qubit tampon ve ¢aligma reaktifi (working reagent) ile hazirlanmistir.

2. Kitin i¢indeki iki standart, 10 pl standart ve 190 ul ¢aligma soliisyonu igerecek sekilde
hazirlanmustir.

3. Der p6 ve Cup al alerjenleri ise, kitin protokoltine uygun olarak 2 pl alerjen ve 198 pl
calisma soliisyonu igerek sekilde hazirlanmistir.

4. Ornek ve standart iceren tupler baloncuk olusturulmadan yaklagik 3 saniye
vortekslenmistir.

5. Tipler 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis, sonrasinda sirasiyla standartlar ve

ornekler Qubit cihazinda dl¢tilmiistiir.
3.2.2. Pierce Floresan Proteaz Test Kiti

Satin alman rekombinant Cup al ve Der p6 alerjenleri i¢in proteaz aktivite testi yapilmistir.
Pierce Floresan Proteaz Test Kiti (ThermoFisher, 23267), proteaz aktivitesini degerlendirmek
i¢in substrat olarak floresan isaretli bir kazein igermektedir. Bu substratin floresan rezonans
enerji transferi (FRET) standart bir fluorometre ile tespit edilebilmektedir. FITC-Kazein,

floresan izotiyosiyanat (FITC) kullanilarak etiketlenmis dogal kazeindir. Bu agir etiketli,
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bozulmamis protein substratinin floresan 6zellikleri, proteazlar tarafindan sindirildikten sonra
onemli Olcude degisir ve Olgiilebilir bir proteoliz gostergesi ile sonuglanir. Bu sayede

alerjenlerin proteaz aktiviteleri tespit edilebilmektedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Pierce proteaz aktivite testinin ¢aligma prensibi [96]

Deney Pierce Fluorescent Protease Assay Kit (Thermofisher, 23267) protokoliine uygun olarak
asagida belirtildigi gibi gergeklestirilmistir [97].
1. Kitin icerisinde bulunan tripsin stok soliisyonu kullanilarak testte kullanilacak
standartlar (5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml, 0,312 pg/ml, 0,156 pg/mi,
0,078 pg/ml ve kor) PBS icerisinde hazirlanmustir.
2. 2 pg/ml konsantrasyonunda Der p6 ve Cup al alerjenleri PBS kullanilarak
hazirlanmustir.
FITC-Casein stok soliisyonu (5 mg/ml) 1/500 oraninda PBS ile seyreltilmistir.
4. Ornekler ve standartlar iki tekrarli olacak sekilde 384 kuyucuklu plaka igerisine 37,5 pl
eklenmistir.
5. Ornek ve standartlarin iizerine 37,5 pl FITC-Casein ¢alisma soliisyonu ilave edilmistir.
6. Plaka calkalayici lizerinde oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
7. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikroplaka okuyucu eksitasyon (Ex): 485 nm/Emisyon:

538 nm’ye ayarlanarak 6l¢iim alinmigtir.
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3.3. Hiicre Canlihigi ve Sitotoksisite Analizi
3.3.1. BEAS-2B ve RPMI-2650 Hiicre Hatlarimin Biiyiitiilmesi

BEAS-2B, brong epitel biiyiime besiyerine (BEGM), hidrokortizon (0,5 mg/mL), insiilin (5
mg/mL), transferrin (10 mg/mL), epinefrin (0,5 mg/mL), triiodotironin (6,5 mg/mL),
gentamisin (50 mg/mL), amfoterisin-B (50 mg/ mL), retinoik asit (0,1 ng/mL) ve EGF
(epidermal growth factor) ilave edilmis ve hiicre hatti bu besiyeri iginde T25 flaskta %5 CO2
atmosferinde 37°C'de inkiibatérde biiyiitiilmistir [98]. RPMI-2650, minimum temel ortam
besiyerine (MEM), %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin ilave edilmis ve hiicre hatt1 bu
besiyeri i¢inde T25 flaskta %5 CO2 atmosferinde 37°C'de inkiibatérde biiyiitiilmiistir [99].
Kullanilan hiicre hatlari ile yapilan deneyler 3. ve 8. pasajlar arasindaki hiicreler kullanilarak

yapilmistir.

Canlilik deneylerinde kullanilmak iizere %80 konfluente ulasan hiicrelerin iizerinden eski
besiyeri ¢ekilip uzaklastirilmis ve flask PBS ile bir kere yikandiktan sonra tripsin enzimi ile 5
dakika inklbatorde bekletililmistir. Sonrasinda tripsinin etkisi tripsin nétralize edici soliisyon
(TNS) kullanilarak durdurulmus ve 1500 rpmde 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti uygun besiyerleri ile ¢oziilmiistiir. Tripan mavisi boyama
yontemi kullanilarak hiicreler thoma laminda sayilmistir [99]. Sonrasinda yeterli sayida hiicre,
canlilik deneyleri ig¢in 96-kuyucuklu plakaya, immiinofloresan ve ger¢cek zamanli PZR

deneyleri icin ise 24-kuyucuklu plakaya ekilmistir.
3.3.2. MTT Hiicre Canhhk Testi

MTT testi, hiicre canliliginin, ¢ogalmasinin ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel
metabolik aktiviteyi 6l¢gmek i¢in kullanilmaktadir. Kolorimetrik sonug veren bu test, metabolik
olarak aktif hiicreler tarafindan sar1 bir tetrazolyum tuzunun (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir veya MTT) mor formazan kristallerine dontistiirtilmesi prensibine
dayanmaktadir. Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'a bagli mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri igerirler ve bu sayede canli hiicresi fazla olan kosullarda daha fazla
¢okmiis mor formazan kristaline rastlanir [100]. C6ztinmeyen formazan kristalleri, DMSO’da
¢oziilir ve elde edilen renkli soliisyon, spektrofotometre kullanilarak 570 nm absorbansta
oOlculdr (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: MTT testi ¢aligma prensibi [101]

RPMI-2650 (#4) ve BEAS-2B (#3) hiicre hatlar1 %80 konfluente ulastiktan sonra MTT hiicre
canlilik deneyi asagidaki protokolde belirtildigi gibi gergeklestirilmistir [102].
1. Kuyucuklardan eski besiyeri uzaklagtirilmistir.
Hucreler 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml ile 8, 24 ve 72 saat uyarilmistir.

. Uyarim siiresi bittiginde kuyucuklardan eski besiyeri uzaklagtirilmistir.

2

3

4. 100 pl yeni hazirlanan besiyeri kuyucuklara eklenmistir.

5. 13 ul MTT soliisyonu (5 mg/mL) kuyucuklara eklenmistir.

6. Plaka etlivde 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

7. Kuyucuklardan soliisyon uzaklastirilmis ve 150 pl DMSO eklenerek olusan ¢okelti
coziilmiistiir.

8. 570 nm’de plaka okuyucuda 6l¢tim alinmistir.
3.3.3. LDH Testi

LDH-Cytox Assay™ Kiti, hasarli hiicrelerden salinan laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesini
Olcerek sitotoksisiteyi belirleme prensibi ile ¢alisan bir kittir. Laktat dehidrogenaz normal
kosullarda sitoplazmada bulunan bir enzimdir ve hiicre hasar aldigi/nekroza gittigi durumlarda
disar1 salinir. LDH, laktatin piruvata dehidrogenazini katalize ederek NAD*™ molekiluni
NADH'ye indirger [103]. NADH, turuncu bir formazan boyas: iiretmek i¢in bir elektron
aracisinin varliginda suda ¢oziliniir tetrazolyum tuzunu indirger. Nekroza ugrayan hiicrelerde

turuncu formazan boyasi1 daha fazla olmakta ve hiicrenin sitotoksisitesi belirlenebilmektedir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: LDH testinin ¢alisma mekanizmasi [104]

RPMI-2650 (#4) ve BEAS-2B (#3) hiicre hatlar1 %80 kaplama oranina ulastiktan sonra deney
baslatilmistir. Deney Biolegend LDH Assay Kit (BioLegend, Katalog numarasi: 426401)
protokoliine uygun olarak asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir [105].
1. Kuyucuklardan eski besiyeri uzaklastirilmistir.
2. Hiicreler 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 ug/ml ile 8, 24 ve 72 saat uyarilmistir.
3. Uyarmm siiresi bitmeden hemen 6nce kontrol kuyucuklarindan birine lizis tamponu
eklenmis ve 20 dakika etlivde inklbe edilmistir.
4. Siipernatantlardan 50 ul alinip 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir.
5. Uzerine 50 ul calisma soliisyonu (working solution) eklenmis ve karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
6. Sire bitiminde kuyucuklarin iizerine 25 ul durdurma soliisyonu (stop solution)
eklenmistir.

7. Plaka 490 nm’de plaka okuyucuda okutulmustur.
3.3.4. Etidyum Bromiir / Kalsein (EtBr/Calcein) ikili Floresan Boyama

EtBr/Calcein ikili boyama testinde, canli hiicrelerde hiicre igi esteraz aktivitesini ve Oli
hicrelerde bozulan plazma zari biitinliigiinii saptayan iki prob kullanilmaktadir. Esteraz
substrati kalsein AM canli hiicreleri yesil boyarken, canli hiicrelerde zardan gegemeyen DNA
boyasi etidyum homodimer Il (EthD-III) 61 hiicreleri kirmizi boyamaktadir [106]. Canli yesil
renkli hiicreler ve Olii kirmizi renkli hiicreler floresan mikroskobu kullanilarak tespit

edilmektedir. RPMI-2650 (#4) ve BEAS-2B (#3) hiicre hatlar1 %80 konfluente ulastiktan sonra
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ikili boyama deneyi baslatilmigtir. Hucreler 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml ile 8, 24
ve 72 saat uyarilmis ve Etidyum Bromiir / Kalsein ikili Floresan Boyama asagidaki protokol
uygulanarak gerceklestirilmistir [107].
1. Uyarim siiresi bitmeden EtBr/Calcein boyasi hazirlanmistir. Bunun icin 500 pl PBS
icerisine 0,25 pl Calcein ve 1 pl EtBr eklenmistir.
2. Uyarim siiresi bittiginde hiicreler PBS ile 1 kere yikanmustir.
3. Kuyucuk bagina 50 pul boya karisimindan eklenmis ve plaka oda sicakliginda karanlikta
2 dakika inkube edilmistir.
4. Floresan mikroskop kullanilarak goriintileme yapilmistir. Her kuyucuktan butin

kuyucugu yansitacak sekilde en az 4 goriintii alinmastir.

3.4. Monokiiltirde Artan Doz ve Siirede Alerjen ile Hiicrelerin Uyarilmasi, Oliim

Yolaklar1 ve EMT Yolaginin incelenmesi
3.4.1. Hiicrelerin Belirlenen Doz ve Siirede Alerjenler ile Uyarilmasi

BEAS-2B ve RPMI-2650 hicreler %80 konfluente ulasincaya kadar T25 flaskta
biytitiilmiistiir. RPMI-2650 (#5) hiicresi kuyucuk basina 100.000 hiicre, BEAS-2B (#3) hiicresi
ise kuyucuk basmna 30.000 hiicre olacak sekilde 48-kuyucuklu plakaya ekim yapilmistir.
Hicreler %80 kaplama oranma ulastiklarinda canlilik/sitotoksisite testleri sonucunda
belirlenmis uygun doz ve saatlerde alerjen ile uyarilmistir. Uyarim siiresinde sonunda hiicre
siipernatanlar1 ELISA deneyi igin -80°C’de saklanmus, uyarilan hiicrelerden ise gen ifadesinin

tespiti igcin RNA izolasyonu yapilmistir.
3.4.2. RNA izolasyonu

RPMI-2650 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 %80 konfluente ulastiktan sonra deney baslatilmistir.
Hiicreler belirlenen doz ve siirelerde alerjen ile uyarilmistir. RNA izolasyonu PureLink RNA
Mini (12183018A) kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir [108].
1. Kuyucuklardan siipernatant uzaklastirilmis ve bir kere PBS ile yikanmistir.
2. Kuyucuk basma 200 pl lizis tamponu eklenmis ve pipetaj yapilip eppendorfa
aktarilmistir.
3. Eppendorflara 200 ul soguk etanol eklenmistir. Pipetaj ile karismalar1 saglanip soliisyon
kolona aktarilmistir.

4. Kolon santrifiijlenmis ve altta kalan soliiyon uzaklastirilmistir.
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5. 500 pl yikama soliisyonu 1 (wash buffer I) kolona eklenmis, kolon santrifiijlenmis ve
altta kalan soliiyon uzaklastirilmistir.

6. 500 pl yikama soliisyonu 2 (wash buffer II) kolona eklenmis, kolon santrifiijlenmis ve
altta kalan soliiyon uzaklastirilmistir.

7. Altinct asama tekrarlanmis ve sonrasinda kolon steril bir eppendorfun i¢ine alinarak 50
ul eliisyon soliisyonu (elution buffer) eklenmis ve santrifiijlenmistir.

8. 1zole edilen RNA &rnekleri nanodrop kullanilarak &lciilmiistiir.
3.4.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA, enzim reverse transkriptaz (RTase) tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda, RNA
sablonundan sentezlenir. ¢cDNA sentezi, gercek zamanli PCR metodu kullanilan gen
ekspresyon ¢alismalar1 gibi birgok molekiiler biyoloji tekniginin ilk adimidir. cDNA sentezi
icin Thermo Fisher-RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kiti (K1622) kullanilmistir [109].
Izole edilen RNA 6rnekleri gercek zamanli PZR’de kullanilmak icin cDNA’ye gevrilmistir.
1. Izole edilen RNA’larmn konsantrasyonlarma gore hesaplama yapilmis ve belirlenen
miktar PZR tiiplerine eklenmistir.
2. RNA orneklerinin konuldugu PZR tiiplerine hesaplanan miktarda distile su ve 1 pl
OligodT ilave edilmistir.
3. PZR cihaz1 65°C 5 dakikaya ayarlanmis ve 6rnekler 5 dakika boyunca PZR cihazinda
tutulmustur.
4. Silre bitiminde PZR tlplerine reaksiyon tamponu, dNTP, reverse transkriptaz ve
ribolock RI eklenmistir.
5. PZR cihaz1 42°C 60 dakika, 70°C’de 5 dakikaya ayarlanmis ve 1 dongiide tutulmustur.

6. Sentezlenen cDNA 6rnekleri nanodrop kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
3.4.4. Ger¢ek Zamanh PZR

Gergek zamanli PZR i¢in Power SYBR Green PCR (4367659) kiti kullanilmis ve ABI 7500
fast cihaz1 ile deney gergeklestirilmistir [110]. Sentezlenen cDNA  &rnekleri
konsantrasyonlarina gére hesaplanmig ve steril su ile seyreltilerek deneyde kullanilmistir.
Kaspaz bagimli/bagimsiz 6liim yolaklarma ait Cas3, Cas8, Cas9, Bcl-2, Bmf, Bit-1, AlF,
PARP1, RIPK3, MLKL, EMT vyolagmma ait E-kaderin, Vimentin, a-SMA ve kontrol olarak
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kullanilacak peptidylprolyl izomeraz A (PPIA) ve B2-mikroglobulin (B2M) genlerine gercek
zamanli PZR kullanilarak bakilmustir.
1. Uygun oranda seyreltilen cDNA o6rneklerinden 3 pl 96 kuyucuklu ger¢ek zamanli PZR
plakasina eklenmistir.
2. SYBR Green, ileri primer (forward), geri primer (reverse) ve steril su i¢eren karigimdan
kuyucuk basima 7 ul eklenmistir.
3. Gergek zamanli PZR cihazi denatiirasyon ve primer baglanma/uzama asamalart 40
donguye Cizelge 3.3’teki kosullar ile ayarlanmis ve sonuclar delta-delta Ct metodu (2~
AACY) jle analiz edilmistir.

4. Deneyde ifadesi incelenen genler icin tasarlanan primerler Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3: Gergek zamanli PZR dongii kosullar

Asama Sicaklik Zaman
Is1 Aktivasyonu 95°C 10 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Primer Baglanmasi/Uzama | 60°C 1 dakika

Cizelge 3.4: Gergek zamanli PZR ile gen ifadesine bakilacak genlerin primer sekanslar1

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

CAS3 CCTCAGAGAGACATTCATG GCAGTAGTCGCCTCTCTGA
CAS8 AGAGTCTGTGCCCAAATCAC GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA
CAS9 AGCCAGATGCTGTCCCATAC CAGGAGACAAAACCTGGGAA
BCL2 GTGGTGGAGGAACTCTTCAG GTTCCACAAAGGCATCCCAG
BMF TGCCTTGTGGGGTGACTGA TGGGCAAGACTGCTGGGAA
PTRH2 ATGCCCTCCAAATCCTTGGT CATGCCACAAGCAACTCCAA
AlF AAGCACGCTCTAACATCTGG TTCTCCAGCCAATCTTCCAC
PARP1 AGAGTATGCCAAGTCCAACAG | TCAATCATGCCTAGCTGTGG
RIPK3 GCTACTTGGCCCCAGAACT CAGCAAGCACTGCCCACAT
MLKL AGATTGGACGCACACCCCT CCGTTTGTGGATGACCTGG
PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC
B2M GGCATTCCTGAAGCTGACAG TGGATGACGTGAGTAAACCTG
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CDH1 ACCGCTCGAGCCCAGGAGTT CCGCAAGCTTACAGGTGGT
CDH2 AGTGGCGGAGATCCTACTG ACAGTAAGGACAAACATCCTAT
SNAI1 GCGAGCTGCAGGACTCTAA GAGGATCTCCGGAGGTGG

3.4.5. Anoikis Olgumii

Anoikis, hiicrelerin hiicre dis1 matris (ECM) ile olan baglantilarinin kopmasindan kaynaklanan
bir hiicresel apoptoz seklidir. Hicrelerin yanlis ECM baglanmasi veya ECM’den kopmasi,
normal huicrelerde hiicre blytimesini ve farklilasmasini etkileyebilmektedir [111]. Anoikis test
kiti (Katalog numarasi: K694), fluorometrik (Calcein AM) reaktifleri iceren ve anoikis
kosullarin1 taklit eden bir Kittir. 96 kuyucuklu plakanin tabanini kaplayarak, uyarim sonrasi
ECM baglantis1 kopan hiicrelerin belirlenmesini saglamaktadir. Anoikis testi icin Anoikis
Assay Kiti (BioVision, K694) kullanilmistir [112]. RPMI-2650 ve BEAS-2B hiicre hatt1 T25
flaskta %80 kaplama oranina ulasana kadar biiyiitiilmiis ve hiicre kiiltiir yonteminde belirtildigi
gibi hiicreler kaldirip sayilmis, kitin 6nerdigi hiicre sayisi ile hiicreler anoikis chamber
ekilmistir. Deney kitin protokoliine uygun olarak asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

1. Belirlenen doz ve zamanlarda hiicreler alerjenler ile uyarilmistir.

2. Uyarim siiresi bittiginde kuyucuk basina 2 ul Calcein AM boyasi ilave edilmistir.

3. Plaka etiivde 30-60 dakika araliginda inkiibe edilmistir.

4. Siire bitiminde floresan mikroskopta goriintii alinmig ve plaka, plaka okuyucuda

okutulmustur.

3.5. Air Liquid Interface (ALI) Kiiltiirii Yontemiyle Akciger Brons Epitel Hiicre Hattinin
(BEAS-2B) ve Nazal Epitel Hiicre Hattinin (RPMI-2650) Buyutulmesi

Hava-sivi arayiiz (ALI) kultir yontemi in vitro solunum yolu epiteli hiicrelerini taklit etmek
icin kullanilmakta olan bir yontemdir [113]. ALI kiiltiirii olusturmak i¢in epitel hiicreler,
gozenekli membranlarin (izerine ekilir. ilk cogalma periyodundan sonra, kiiltiir ortami,
hiicreleri ¢evreleyen havaya maruz birakarak epitelin apikal tarafindan uzaklastirilir.
Sonrasinda, hiicrelere besin tedarigi yalnizca hicrelerin bazolateral tarafindan yapilir. Bu
kosullar, epitel hiicreler farklilagsmasini ve bazo-apikal polariteyi yeniden kazanmasini
saglamaktadir. Baz1 epitel hicre tlrleri air liquid interface (ALI) kultirde, apikal sivi veya
mukus Uretebilmektedir [113]. ALI kulttr yontemi icin T25 flasklarda biyitulen BEAS-2B ve
RPMI-2650 hiicreleri %80 konfluente ulastiktan sonra hiicre kiiltiir yontemindeki protokole
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uygun olarak kaldirilmig, sayilmis ve her bir insert igin 1x10° hiicre transwell insertlere
ekilmistir. 2-4 giin boyunca hiicreler mikroskopta goézlemlenmis ve transwelli tlimiiyle
kaplayan hiicrelerin {ist kismindaki besiyeri uzaklastirilmistir. Bu asamadan sonra ALI-kultlr

yontemi i¢in farkli besiyerleri kullanilmistir.

e BEAS-2B hiicre hatt1 i¢in 50 nM retinoik asit iceren 1:1 oraninda BEGM:DMEM
besiyeri hazirlanmig ve 21 gilin boyunca hiicreler bazolateral kistmdan bu besiyeri ile

beslenmistir. 2 giinde bir besiyeri degistirilmistir [114].

e RPMI-2650 hiicre hatti icin MEM besiyeri %10 FBS ve %1 penisilin besiyeri
hazirlanmis ve 21 gilin boyunca hiicreler bazolateral kisimdan bu besiyeri ile

beslenmistir. 2 giinde bir besiyeri degistirilmistir [115].

Uygulanan olan bu protokol Sekil 3.4’te gésterilmistir.

Hiicrelerinin Cogaltilmas: f P TR
" C g beklenmesi ile kiiltiirlenme
5-7 Giin B A s
2-4 Giin 21 Giin

2 x Hiicrelerin inserte ekilmesi & Apikalden besiyerinin
|: SEAS2E v M -2 J |: %100 kaplama oranina kadar ] [uzaklagunlmaﬂ & ALI yémem}

Sekil 3.4: Hava-sivi arayiiz yontemi ile epitel hiicrelerin kiiltiirlenmesi (Cizimle Biorender

programi kullanilarak ¢izilmistir.)

3.5.1. Transepitelyal Elektriksel Direng Olguimii (TEER)

Transepitelyal/transendotelyal elektrik direnci (TEER), endotelyal ve epitelyal tek tabakalarin
hiicre kiiltiirii modellerinde sik1 baglanti dinamiklerinin biitiinliiglinti 6l¢gmek i¢in yaygin olarak
kabul edilen nicel bir tekniktir. TEER degerleri, hiicresel bariyer biitiinligiiniin
olusturuldugunun gugcli bir gostergesidir. TEER o&lglimleri, hiicre hasar1 olmadan gergek
zamanl olarak gerceklestirilebilir ve genellikle omik direncin veya empedansin dlgiilmesine

dayanir [116]. Hiicre tabakasmm biitiinligiinii degerlendirmek icin transepitelyal elektriksel
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diren¢ 6l¢limii kullanilmistir. Transepitelyal elektrik direnci (TEER) degeri, Millicell ERS-2
volt-ohmmetre kullanilarak kiiltiiriin 0, 7, 14 ve 21 giinlerinde 6l¢iilmiistiir. TEER 6l¢iimii i¢in

uygulanan olan protokol Sekil 3.5’te gosterilmistir ve asagidaki protokol takip edilmistir [117].

1. Olg¢iim yapilmadan once hiicrelerin besiyerleri ve PBS, su banyosunda 37 °C’ye
1sitilmastir.

2. Transwell insert icerisine ekilmis hiicrelerin iizerine 200 ul 1stnmig PBS eklenmistir.

3. Transwellin alt kismima 500 pl besiyeri eklenmistir. Plaka etlive kaldirilarak 5 dakika
boyunca inkiibe edilmistir.

4. Inkiibe siiresi bittiginde sekil 3.6’da gosterildigi gibi 6l¢iim cihazinin kisa ucu insert
icerisindeki PBS’in i¢ine yerlestirilmistir.

5. Olgiim cihazinin uzun ucu ise transwellin alt kismindaki besiyerinin igine
yerlestirilmistir.

6. Cihazda gorilen 6lgim sonucu not edilmis ve insert kismindan PBS, alt kisimdan
besiyeri uzaklastirilmstir.

7. Alt kisma yeni besiyeri konulup uyarim i¢in plaka etiive kaldirilmistir.

200 pl PBS

500 pl besiyeri

Sekil 3.5: Transepitelyal elektriksel rezistans dlgum protokoll (Cizimler Biorender programi

kullanilarak ¢izilmistir.)

3.6. Eozinofil Hiicre Hattimin (EoL-1) Bulyutulmesi, Farkhlastirilmasi ve

Karakterizasyonu

Insan eozinofil hiicre hatt1 (EoL-1) kiltiirlemek icin RPMI-1640 besiyerine %10 FBS ve %1
penisilin-streptomisin ilave edilmistir. EOL-1 hiicre hatt1 T25 flaskta hazirlanan besiyeri
icerisinde %5 CO2 atmosferinde 37°C'de inkiibatorde biiyiitiilmistiir [118]. Stspanse halde
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bulunan bu hiicre hatt1 4x10° hiicre sayisina ulastiginda T25 flasktaki besiyeri toplanmis ve 800
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 slipernatant uzaklastirilmis ve hiicre
pelleti uygun besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Tripan mavisi kullanilarak hiicreler thoma laminda
sayilmistir. Her kuyucukta 5x10° EoL-1 hiicresi olacak sekilde 24 kuyucuklu plaka
hazirlanmigtir. Farklilagma ve olgunlasma siireci i¢in 0,1 mM ve 0,5 mM sodyum n-butirat
(BA) kuyucuklara eklenmis ve 2, 5 ve 7 gin boyunca %5 CO2 atmosferinde 37°C'de etiivde
inkiibe edilmistir [119].

3.6.1. Eozinofilik Katyonik Protein (ECP) ELISA Kiti ile EoL-1 Karakterizasyonu

Literatlirde EoL-1 hiicre hattinin farklilasmasini kontrol etmek amaciyla aktif eozinofillerden
salinan ya da iiretimi artan eozinofilik katyonik protein (ECP), major bazik protein (MBP) ya
da eozinofil kaynakli nérotoksin (EDN) gibi proteinlerin ger¢ek zamanli PZR yontemiyle gen
ifadeleri ya da ELISA yontemi ile protein miktarlart tespit edilmistir [119, 120].
Gergeklestirilen tez kapsaminda EoL-1 farkilasmasini gdstermek igin uyarim siirelerinin
sonunda hiicrelerden siipernatan toplanmis ve ECP miktar1 Insan ECP ELISA Kiti (BTLab,
E1391Hu-96T) kullanilarak oOl¢iilmistiir. ELISA deneyi kitin protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. 37,5 ng/ml - 600 ng/ml konsantrasyon araligindaki ECP standartlar
hazirlanmistir. Her bir standart ii¢ tekrarli olacak sekilde kuyucuk basina 50 ul eklenmistir.
Orneklerden ise kuyucuk basma 40 ul eklenmis ve iizerine 10 pl insan ECP antikoru
konulmustur. Sonrasinda 50 pl streptavidin-HRP soliisyonu 6rnek ve standartlarin {izerine
eklemis ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plaka 5
kere yikanmistir. Kuyucuklarin tizerine 100 pl Soliisyon A ve Soliisyon B karigimindan
eklenmis ve 10 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda kuyucuk bagna 50 pl

durdurma soliisyonu eklenmis ve mikroplaka okuyucuda 450 nm’de 6l¢lim alinmistir.

3.7. Epitel Hucreler ile Eozinofillerin Ko-kiiltiire Ahinmasi, Alerjen Uyarimlarimn

Yapilmasi ve Hiicre Cevabinin Incelenmesi

Epitel hiicre kiiltiir stiresi tamamlandiginda, epitel hiicreleri igeren transwell-insertler EoL-1
hiicre hatlarinin tizerine Sekil 3.6’daki gibi yerlestirilmis ve uygun doz ve zamanda uyarim

yapilmistir.
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ALl Yantemi ile Epitel Eozinofillerin Farklilagtinimas:
Hiicrelerin Kiiltiirlenmesi

L T D

1. BEAS-2B ve RPMI-2650 - = o 1. EoL-1 flaskta
flaskta gogaltilmigtir 2, le?_nswell insert igine ekilmis, codaltimigtir
2-4 giin kaplamasi beklenmistir 2. 24 kuyucuklu plakaya ekim
vapilmigtir

/ ~

3. Ust kisimdaki besiyeri uzaklagunlmig ve 21 giin boyunca 3. Farklilagma ve olgunlagma siireci igin 0,5 mM sodyum n-
\ bazal kisimdan farklilagma besiyeri ile beslenmigtir A butirat (BA) kuyucuklara eklenmis ve 5 gin bekletilmigtir )

Uygun dozdaki
alerjenler ile
hicreler
apikalden
uyanimigtir

Eozinofil

Sekil 3.6: Epitel-Eozinofil ko-kiiltiir asamasi ve uyarmmi (Cizimler Biorender programi

kullanilarak ¢izilmistir.)

Uyarim siiresinin sonunda alt ve iist siipernatanlar ELISA ile inflamatuar proteinlerin seviyesini
tespit etmek icin toplanmig ve -80°C’de saklanmustir. Epitel hlcrelerden RNA izolasyonu

yapilarak ger¢ek zamanli PZR ile gen diizeyinde 6liim yolaklar1 ve EMT yolag1 incelenmistir.
3.7.1. ELISA (Enzim Bagh immunosorbent Analiz) Yontemi

Enzim bagli immiinosorbent analiz (ELISA), karisik bir sollisyondaki belirli bir proteini tespit
etmek ve 6lgmek icin kullanilan yaygin ve dogru sonug veren bir yontemdir. i1k olarak Engvall
ve Perlmann (1971) tarafindan agiklanan bu ydntem, spesifik antikorlar kullanilarak
mikroplaka kuyularinda immobilize edilmis protein 6rneklerinin analizini saglamaktadir [121].
Inflamatuvar kosullarda salinan epitel kaynakli TNF-a (R&D Systems, DY?210-05), MMP9
(R&D Systems, DY902), TGF-B (R&D Systems, DY240-05) ve GM-CSF (R&D Systems,
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DY?215-05) proteinlerin seviyeleri toplanan siipernatantlardan ELISA yontemi kullanilarak

tespit edilmistir [122]. ELISA y6ntemi i¢in asagidaki protokol uygulanmistir [123].

1.

10.

11.

12.

Bir gece Onceden yakalama antikoru 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basina 100 pl
olacak sekilde dagitilmistir. Plaka bir gece boyunca bekletilmistir.

Sonrasinda yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmis ve kuyucuk basina 300 pl
bloklama soliisyonu eklenmistir. 1,5 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmistir.

Ornekler oOnerilen oranda seyreltilerek kuyucuk basma 100 pl olacak sekilde
dagitilmistir ve plaka 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmistir.

Her kuyucuga 100 pl belirleme soliisyonu eklenmis ve plaka oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edilmistir.

Yikama soliisyonu ile plaka {i¢ kere yikanmstir.

Streptavidin-HRP soliisyonundan her kuyucuga 100 ul konulmustur. Plaka 20 dakika
inklbe edilmistir.

Yikama soliisyonu ile plaka ii¢ kere yikanmistir.

Renk reaktifi A ve renk reaktifi B, 1:1 oraninda karistirilmis ve her kuyucuga 100 pl
eklenmistir.

Yaklagik 10-20 dakika arasi beklenmis ve sonrasinda 50 pl durdurma soliisyonu
kuyucuklara konulmustur.

Plakalar 450 nm ve 540 nm degerlerine ayarlanan mikroplaka okuyucu kullanilarak

Olctilmiistiir.

3.8. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler iiclii tekrarlar seklinde gerceklestirilmistir. Veriler ortalama olarak standart

sapma ile birlikte verilmis ve her deney grubundan elde edilen sonuglar uygun istatistiksel

analiz metodu ile GraphPad Prism 9 kullanilarak degerlendirilmistir. Veri dagilimma bagl

olarak,

ikili gruplarin karsilastirilmasinda Student t-testi veya Mann-Whitney U testi (normal

dagilima uymayan veriler igin); ti¢ grubun karsilastirilmasinda ise One-way ANOVA veya

Kruskal-Wallis (normal dagilima uymayan veriler i¢in) testi kullanilarak karsilagtirilmistir.

Zaman ve dozun birlikte etkisinin degerlendirilecegi deneylerde Two-way ANOVA

kullanilnugtir. Istatistiksel testlerden elde edilen p <0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez ¢alismasi kapsaminda, BEAS-2B ve RPMI-2650 hiicrelerinin Cup al ve Der p6 alerjenleri
ile uyarilmasi sonrasinda hiicre yanitlarinin 6liim yolaklar1 (apoptoz, anoikis, partanatoz ve
nekroptoz) ve EMT yolag iizerinden incelenmesi amaglanmistir. Tezin ilk asamasinda ticari
olarak satin alinan alerjenlerin saflig1 ve proteaz aktivitesi test edilmistir. Sonrasinda BEAS-
2B ve RPMI-2650 hiicre hatlar1 artan doz ve zamanlarda Cup al ve Der p6 alerjenleri ile
uyarilmig, ardindan iki farkli alerjenin, hucrelerin canliligi ve sitotoksisitesi iizerine olan
etkileri tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin istatiksel analizleri yapilmis ve hiicreler igin
uygun alerjen konsantrasyonu ve uygulama siresi belirlenmistir. Monokdltir deneylerinde
kullanilmak iizere secilmis olan uygun dozlar Cizelge 4.1°de gosterilmistir. HUcreler bu
dozlarda 8, 24 ve 72 saat boyunca 48-kuyucuklu plaka icerisinde uyarilmis ve sonrasinda gen

ifadeleri tespit edilmistir.

Gergek zamanli PZR sonucuna gore gen ifadesinde degisim goriilen uygun doz ve sure ko-
kiiltiir deneylerinde kullanilmak i¢in belirlenmistir. Brons ve nazal epitel hiicrelerin alerjenlere
verdikleri yanit farkli olmasi sebebiyle hiicre hatlari i¢in farkli doz ve zamanlar belirlenmistir.
BEAS-2B hiicre hatt1 i¢in 72 saat uyarimin gen ifadesinde degisikliklere sebebiyet verdigi
gbzlemlenirken, Der p6 alerjeni i¢in uygun doz 10 pug/ml ve 20 pg/ml olarak segilmis, Cup al
alerjeni icin ise 2 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinin uygulanmasina karar verilmistir.
RPMI-2650 hiicre hattinda ise gen ifadesindeki degisimlere neden olan uygulama suresinin 8
ve 24 saat oldugu gozlemlenmis, Der p6 ve Cup al alerjen konsantrasyonlarinin ise 10 pg/ml

uygulanmasina karar verilmistir.

Ko-kiiltiir sistemini kurabilmek igin nazal ve brons epitel hiicreler 21 giin boyunca ALI-kultir
yontemi kullanilarak biiyiitiilmiis ve bariyer yapisi olusumunun kontrolii igin 0, 7, 14 ve 21.
giinlerde TEER degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu siire¢ igerisinde ko-kultlir sisteminin diger bileseni
olan EoL-1 hiicre hattinin aktiflesmesi i¢in 2, 5 ve 7 giin boyunca 100 uM ve 500 pM butirik
asit uyarimlar1 denenmistir. EOL-1 hiicre hattinin aktiflesmesinin kontrolii ECP ELISA kiti
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen deney sonucunda 2 giin 500 uM uyarimin EoL-1
aktiflesmesi i¢in uygun oldugu tespit edilmistir. Epitel hiicrelerin ALI-kUltlr surelerinin
tamamlanmasindan 2 giin dnce EoL-1 hiicrelerinin aktiflestirilme siireci baslatilmis ve
sonrasinda epitel hiicreler ile EoL-1 ko-kiltire alinmistir. Hucreler belirlenen doz ve surede

Cup al ve Der p6 alerjenleri ile uyarilmigtir. Uyarim siiresi tamamlandiginda 6liim yolaklar1 ve
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EMT iliskili genlerin ifadelerindeki degisimi gézlemlemek i¢in hiicrelerden RNA izole edilmis
ve sonrasinda gercek zamanli PZR deneyi yapilmistir. Uyarimdan sonra hiicrelerin iist ve alt

stipernatanlar1 degisen sitokin ifadelerinin ELISA ile tespiti i¢in toplanmustir.

4.1 Ticari Olarak Satin Alinan Der p6 ve Cup al Alerjenlerinin Saflik ve Proteaz Aktivite

Testlerinin Yapilmasi

4.1.1. Qubit ile Alerjenlerin Saflik Tayininin Yapilmasi

Der p6 ve Cup al alerjenlerinin saflik analizleri i¢in Qubit cihazi kullanilarak alerjenlerin
icerigindeki RNA ve DNA seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Hassas DNA kitinin tespit araliginin grafigi
Sekil 4.1°de, hassas RNA kitinin tespit araliginin grafigi ise Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

RFU values

Standard 1 Standard 2
64.86 22252.60

St1 i T
0 100 200 300 400 500

Qubit® tube concentration (ng/mL)

Sekil 4.1. Qubit DNA standartlarinin tespit aralik grafigi
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RFU values

Standard 1 Standard 2
98.69 1503.95

St W
0 100 200 300 400 500

Qubit® tube concentration (ng/mL]

Sekil 4.2. Qubit RNA standartlarinin tespit aralik grafigi

Hassas DNA Kkitinin tespit araliginin 64,86 ng/ml ile 22252,60 ng/ml arasinda (Sekil 4.1); RNA
kiti i¢cin ise bu degerlerin 98,69 ng/ml ile 1503,95 ng/ml araliginda (Sekil 4.2) oldugu
saptanmistir. Deney sonucunda iki alerjenin de icerisindeki DNA ve RNA miktarinin tespit

araliginin disinda kaldig1 gézlemlenmistir.
4.1.2. Alerjenlerin Proteaz Aktivitelerinin Tespiti

Der p6 alerjeninin serin proteaz aktivitesine sahip oldugu literatiirde bilinmektedir [98]. Cup al
alerjeninin ise pektat liyaz aktivitesine sahip oldugu bilinirken [124], proteaz aktivitesi ile ilgili
literatiirde bir bulguya rastlanmamistir. Bu nedenle kullanilacak olan alerjenlerin proteaz
aktivetelerinin tespit edilebilmesi amaciyla Pierce floresan proteaz test kiti kullanilmistir. Bu
Kit, substrat olarak floresan isaretli kazein kullanarak orneklerin standart grafige gore proteaz
aktivitelerini 0Olcen bir prensip ile calismaktadir. Standart grafigin olusturulmasi igin
kullanilacak olan tripsin, kitin tespit aralig1 5 pg/ml ile 0,078 pg/ml arasinda olacak sekilde
seyreltilmistir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen standart grafik, R? degeri ve grafigin

denklemi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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. y=0,2515x + 6,0641
Standart Grafik e = 0,9902

6,3
6,25
6,2
6,15

6057l

5,9

5,8

Sekil 4.3. Proteaz aktivite test kitinin standartlarindan elde edilen standart grafik

Standart grafik, tripsin standart konsantrasyonlarinin ve karsiligindaki floresan okumalarin
logaritmas1 baz alinarak ¢izilmistir. Cup al ve Der p6 alerjenleri distile su igerisinde
konsantrasyonlar1 2 ng/ml olacak sekilde stoktan (100 pg/ml) seyreltilmistir. Ol¢iim sonucunda
alerjenler icin bulunan floresan okuma degerlerinin logaritmasi alinarak denkleme
yerlestirilmis ve sonrasinda bulunan sonucun anti-logaritmasi alinmistir. Yapilan islemler
sonucunda 2 pg/ml konsantrasyondaki Der p6’nin proteaz aktivitesi 0,293 pg/ml olarak
bulunmustur. Serin proteaz aktivitesine sahip oldugu bilinen bu alerjenin proteaz aktivite test
sonucu literatlr ile uyumludur [44]. Hesaplamalar sonucunda 2 pg/ml konsantrasyondaki Cup
al’in proteaz aktivitesi 0,358 pg/ml olarak bulunmustur. Pektat liyaz aktivitesine sahip oldugu

bilinen Cup al alerjeninin yapilan testte proteaz aktivitesine de sahip oldugu tespit edilmistir.

4.2. BEAS-2B Hiicre Hattinda Artan Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der p6 Alerjen

Uyarimimin Hiicre Canlhihigina ve Sitotoksisitesine Etkisi

Alerjenler i¢in uygun doz ve zamani belirleyebilmek ig¢in, BEAS-2B hiicre hatt1 8, 24 ve 72
saatlerde 2 pg/ml, 5 pg/mi, 10 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonlarindaki Cup al ve Der p6
alerjenleri ile uyarilmigtir. Hiicre canliliginin tespiti i¢in kantitatif bir yontem olan MTT testi
ve kalitatif bir yontem olan etidyum bromiir/kalsein canli/6lii hiicre boyamas1 yapilmistir.
Sitotoksisite analizi icin ise nekrotik 6liim sonrasinda hiicre digina salinan laktat dehidrogenaz

enziminin substrat1 par¢alamasi prensibi ile ¢alisan LDH testi gergeklestirilmistir.
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4.2.1. Alerjenler ile Uyarilan BEAS-2B Hiicrelerinin Canlihiginin MTT ile Tespiti

Gergeklestirilen tez kapsaminda Der p6 ve Cup al alerjenlerinin toksik etkiye sahip oldugu doz
ve calisgmanin devaminda kullanilacak uygun dozun belirlenebilmesi icin BEAS-2B hiicreleri
belirlenen konsantrasyon ve saatlerde uyarilmistir. Uyarim sonunda hiicre canliligini
belirlemek icin MTT testi yapilmistir. Der p6 alerjeni ile uyarim sonrasinda elde edilen MTT

sonuglar1 Sekil 4.4°te, Cup al alerjeni ile uyarim sonrasinda elde edilen sonuclar ise Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
200~
[ 8 saat
= 24 saat
2 1501 72 saat
5
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Sekil 4.4. BEAS-2B hucrelerinin artan konsantrasyonda ve farkli zamanlarda Der p6 alerjeni
ile uyarilmasi sonucunda elde edilen MTT sonuglart; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005
****p<0,0001

Der p6 uyariminin hiicre canlilig1 ilizerine olan etkisini degerlendirmek igin *’Two-way
ANOVA”’ istatistik testi kullanilmis ve sonuclar uyarilmamis (US) kosul ile karsilastirilmistir.
8 saatlik Der p6 uyarimi sonrasi diisiik dozlarda (2 pg/ml ve 5 pg/ml) hiicre canliliginda diisiis
gozlemlenmezken, 10 pg/ml uyarimda hiicre canliligmin %89’a, 20 pg/ml uyarimda ise
%92 ye diistligii tespit edilmistir. 24 saat 20 pg/ml alerjen uyarimi sonrasinda ise hiicre canliligi
%82’ye diigmiistlir. Bu saatler arasinda en diisiik hiicre canlilig1r 72 saat uyarimin 20 pg/ml
dozunda gozlemlenmistir.10 pg/ml Der p6 alerjeni ile uyarim sonrasinda %90’a diisen canlilik

degerinin, 20 ng/ml Der p6 uyarimu ile birlikte %77’ ye diistiigii goriilmiistiir. Hiicre canliliginin
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20 pg/ml Der p6 uyarim dozunda azalmasi istatiksel analizler sonucunda da anlamli
bulunmustur. Laboratuvarimizda gergeklestirilen bir baska ¢alismada; BEAS-2B hiicre hatti,
Der p6 ile 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml ve 40 pg/ml dozlarda 24 saat boyunca
uyarilmis ve hiicre canliliginin, 20 pg/ml uyarimda yaklasik %80, en yiiksek dozda ise yaklasik
%60 degerlerinde oldugu goriilmiistiir [98].
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Sekil 4.5. BEAS-2B hiicrelerinin artan konsantrasyonda ve farkli zamanlarda Cup al alerjeni
ile uyarilmasi sonucunda elde edilen MTT sonuglar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005
****p<0,0001

BEAS-2B hiicresinin Cup al ile uyarimi sonrasi hiicre canliliginin degerlendirilmesi igin
“Two-way ANOVA” istatistik testi kullanilmis ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile
karsilastirilmigtir. 8 saatlik Cup al uyariminda 2 ug/ml alerjen dozunun hiicre canliligin1 US
kosuluna gore arttirdig1 gozlemlenirken, diger dozlarda artan konsantrasyon ile dogru orantili
olarak hiicre canliliginda diisiis tespit edilmistir. 5 ug/ml Cup al ile uyarim sonucunda hiicre
canliliginin %85 oldugu, 10 pg/ml uyarim sonucunda canliligin %71 oldugu ve en yliksek
dozun canlilig1 yaklasik %1’e diislirdiigli gbzlemlenmistir. Doz artisina bagli azalan hiicre
canliliginin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmugtur. 24 saatlik Cup al uyariminda ise
BEAS-2B hiicrelerinin canlilig1 2 pg/ml dozunda %90 olarak belirlenmistir. 10 pg/ml ve 20
pg/ml alerjen ile uyarim sonucunda ise sirasiyla hiicre canlilifinin %80 ve %5’e diistiigl

gozlenmistir. Bu dozlardaki hiicre canlilig1 diisiisii yapilan istatistik testi sonucunda anlamli
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bulunmustur. 72 saatlik uyarim sonrasinda anlamli bir sekilde doza bagli olarak hiicre canlilig1
degerinde azalis gbzlemlenmistir. 2 pg/ml Cup al ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin canliligi
%387 iken, 5 pg/ml doz ile uyarilan hiicrelerin canliligi %46 olarak bulunmustur. Bu sonuglarin
yani sira, 10 pg/ml alerjen uyariminin hiicre canliligmi %1’e diislirdiigii, en yiikse dozda ise
hlcre canliligin yaklasik %0,6’ya diistiigii tespit edilmistir. Yapilan istatistik testi sonucunda
artan doza bagli olarak azalan hiicre canliligi degerlerinin anlamli oldugu goézlemlenmistir.
Literattirde farkli agaclarin polenlerindeki major alerjenler ile yapilan MTT testi bulunmasina
ragmen [55], Arizona servisi (Cupressus arizonica) poleninin major alerjeni olan Cup al ile

yapilan ve hiicre canliligin1 arastiran bir caligmaya literatiirde rastlanmamustir.

Iki farkli alerjen ile uyarim sonrasinda elde edilen MTT sonuglart Cup al ve Der p6
alerjenlerinin ayni doz uyarimlarmin hiicre canliligini farkl etkileyebildigini gostermektedir.
20 pg/ml Cup al uyarimi biitiin saatlerde hiicre canliligini yaklasik %1°e diislrlrken, 72 saat
20 pg/ml Der p6 uyarimmin hiicre canliligini sadece %77’ye kadar dislirebildigi
g6zlemlenmektedir. Elde edilen bu sonuclar Cupressus arizonica bitkisinin major alerjeni olan
Cup al’in BEAS-2B hiicreleri tizerinde diger alerjene kiyasla daha fazla hasara neden oldugunu

gostermektedir.

4.2.2. Alerjenler ile Uyarilan BEAS-2B Hiicrelerinin Sitotoksisite Olctimlerinin LDH testi
ile Tespiti

Tez kapsaminda belirlenen doz ve zamanlarda Cup al ve Der p6 ile uyarilan BEAS-2B
hiicrelerinde, sitotoksisite 6l¢iimii LDH testi ile yapilmistir. Der p6 uyarimi sonrasinda yapilan
sitotoksisite testinin sonuglar1 Sekil 4.6’da Cup al uyarimi sonrasinda yapilan sitotoksisite

testinin sonuglar1 ise Sekil 4.7’de verilmistir.

61



150+
[] 8 saat

24 saat
EA 72 saat

% Sitotoksisite

Sekil 4.6. BEAS-2B hiicrelerinin artan konsantrasyonda ve farkli zamanlarda Der p6 alerjeni
ile uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH sonuglar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005
****p<0,0001

Der p6 uyarimlarmin LDH sonuglar1 i¢in “’Dunnet Coklu Karsilagtirma’’ istatistik testi
kullanilmis ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile karsilastirilmistir. 8 saatlik Der p6 uyarimi
sonrasinda gergeklestirilmis olan LDH testinde sitotoksisite yiizdesinin US, 2 pg/ml, 5 pg/ml
ve 10 pg/ml kosullarinda yaklasik %25 degerinde oldugu gozlemlenmistir. En yiiksek 20 pg/ml
dozunda ise sitotoksisite degeri %27 olarak bulunmustur. Uyarimlar sonrasinda hesaplanan
ylizde sitotoksisite degerlerinin US ile benzer oldugu ve bu sebeple ger¢eklesmis olan yaklasik
%25 nekrozun alerjenlerden kaynaklanmadigi tespit edilmistir. Benzer sekilde, 24 saatlik Der
p6 uyarimindaki bazi dozlarin (2 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) yiizde sitotoksisite degerinin
yaklasik %23 oldugu ve US degeri ile benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir. 5 pg/ml alerjen
uyariminin ise 24 saatlik siirede en yiiksek sitotoksisite degerine ulastigi (%29) hesaplanmis
olmasina ragmen bu degerin de US yiizde sitotoksisite degerine yakin oldugu goriilmiistiir. 8
saatlik uyarimda oldugu gibi 24 saatlik uyarim sonrasinda tespit edilmis olan yaklasik %23’liik
sitotoksisite degerinin alerjen kaynakli olmadigi diistintilmiistiir. 72 saat Der p6 alerjen uyarimi
sonrasinda ise yiizde sitotoksisite degerleri; US kosulunda %43,2 ug/ml dozunda %42,5 pg/mi
dozunda %41,10 pg/ml dozunda %37 ve 20 pg/ml dozunda %40 olarak hesaplanmistir.
Literatiir taramas1 sonucunda ise Der p6 alerjeni ile LDH testi yapan bir calismaya

rastlanamamuistir.
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Sekil 4.7. BEAS-2B hiicrelerinin artan konsantrasyonda ve farkli zamanlarda Cup al alerjeni
ile uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH sonuglar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005
****p<0,0001

Cup al uyarimim takiben gergeklestirilen LDH testi sonuglari i¢in “’Dunnet Coklu
Karsilagtirma’® istatistik testi kullanilmis ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile
karsilagtirilmistir. Cup al alerjeni ile 8 saat boyunca uyarilan BEAS-2B hiicre hattinda US
kosulundaki sitotoksisite degeri %24, 2 ng/ml dozunda %23, 5 pg/ml dozundaki deger %22 ve
10 pg/ml dozundaki deger ise %29 olarak hesaplanmistir. 8 saat boyunca yapilmis olan en
yliksek doz uyarimda ise sitotoksisite degeri %98’dir. 8 saatlik 20 pg/ml Cup al uyarim
sonrasinda hiicre canliliginin %1 oldugu da g6z onlinde bulunduruldugunda yapilmis olan
sitotoksisite sonucu ile MTT sonucunun benzer oldugu saptanmustir (Sekil 4.5). 8 saatlik
uyarim siiresince 2 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml doz kosullarinin sitotoksisite degerlerinin US
ile benzer oldugu ve bu doz/saatte gozlemlenen LDH saliniminin uyarima bagli olmadigi
gorlilmiistiir. 20 pg/ml uyarimindaki sitotoksisite yiizdesi ile US kosulu kiyaslandiginda
nekrotik 6liimiin benzer olmadig1 ve bu sebeple bu doz/zamanda gerceklesen hiicre 6liimiiniin
nekroz kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. 24 saatlik Cup al uyarimindaki sitotoksisite
degerleri ile 8 saatlik uyarim benzerlik gostermektedir. US kosulunda ve 2 pug/ml dozunda
sitotoksisite degeri %21,5 pg/ml dozunda %19 ve 10 pg/ml dozunda %28 olarak

hesaplanmistir. Alerjen uyarimindaki sitotoksisite degerleri US kosulundaki degere yakin
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oldugu icin uyarima bagli bir nekroz gorildiigii disiiniilmemektedir. Fakat 20 pg/ml
uyarimdaki yiizde sitotoksisite degeri %85 tir ve bu deger US ile kiyaslandiginda uyarima bagh
olarak daha fazla LDH’1n hiicre disina salindig1 ve hiire 6liimiiniin nekroz kaynakli olabilecegi
tespit edilmistir. Benzer sekilde, 10 pg/ml uyarimda hesaplanan %95 sitotoksisite degeri ve 20
pug/ml uyarimda herhangi bir hiicre canliliginin tespit edilmemesi, 72 saat ve bu dozlardaki
hlicre 6lumanan nekroz sebebiyle oldugunu diisiindiirmektedir. Tiim saatlerdeki 20 pg/ml Cup
al uyariminin BEAS-2B hiicreleri i¢in toksik oldugu, yapilan LDH ve MTT testleri ile
gosterilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.7). Literatiir taramasi sonucunda ise Cup al alerjeni ile LDH

testi yapan bir ¢alismaya rastlanamamastir.

4.2.3. Alerjenler ile Uyarilan BEAS-2B Hiicrelerinde Canly/Olii Hiicrelerin EtBr/Kalsein

Boyamasi ile Floresan Mikroskopta Goriintiilenmesi

2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlar ile 8, 24 ve 72 saat uyarilan BEAS-2B
hiicrelerinde hiicre canliliginin tespiti i¢in EtBr/Kalsein boyalar1 kullanilarak floresan boyama
yapilmig ve sonuglar EVOS Floid floresan mikroskobu ile gozlemlenmistir. Bu deney
sonucunda canli olan hiicreler yesil renkte, olii hiicreler ise kirmizi renkte gozlemlenmesi
gerekmektedir. 3. pasaj BEAS-2B hiicre hatti kullanilarak yapilan bu deneyde, floresan
mikroskopta goriintii alinirken kuyucugun tamamini kapsayacak sekilde 4 goriintii ¢ekilmistir.
8, 24 ve 72 saatlik Der p6 uyarimi sonucunda elde edilen goriintiiler Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10°da gosterilmistir. 8, 24 ve 72 saatlik Cup al uyarimi sonucunda elde edilen
goriintiiler ise Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.8. BEAS-2B hiicrelerinin 8 saatte artan konsantrasyonda Der p6 alerjeni ile uyarilmasi

.

sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 um) (yesil:canli;

kirmiz1:61i)

BEAS-2B hicrelerinin 8 saatlik artan konsantrasyonlarda Der p6 uyarimi sonrasinda
EtBr/Kalsein boyama sonuglar1 incelendiginde, 8 saat uyarimin hiicre morfolojisinde de 6nemli
bir degisiklige sebep olmadigi gézlemlenmistir. Literatlirde 8 saatte Der p6 alerjeni ile epitel
hiicreyi uyaran bagka bir ¢alisma bulunamamistir. Elde edilen bu sonuglarin, LDH ve MTT

deney sonuglari ile uyumlu olduklar1 da gézlemlenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.9. BEAS-2B hiicrelerinin 24 saatte artan konsantrasyonda Der p6 alerjeni ile uyarilmasi
sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 um) (yesil:canli;

kirmiz1:61i)

24 saat Der p6 (2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) alerjeni ile uyarilan BEAS-2B
hiicrelerinin EtBr/Kalsein boyama sonuglarinda US ve 2 pg/ml kosullarinin goriintiileri benzer
gorlinlirken, 5 pg/ml ve sonraki dozlarda uyarima bagli olarak hiicre Oliimiinde artis
gozlemlenmistir. 5 pg/ml alerjen uyariminda 6lii hiicreler US kosuluna kiyasla artmis fakat
hiicre morfolojilerinde degisiklik gozlemlenmemistir. 10 pg/ml ve 20 pg/ml uyarimlar
incelendiginde ise hem US ve diisilk dozda uyarimlara kiyasla 6lii hiicre sayisinda artig
gozlemlenmis hem de bazi hiicrelerin epitel hiicre morfolojilerini kaybederek biiziismeye
basladiklar tespit edilmistir. Laboratuvarimiz tarafindan BEAS-2B ile yapilmis baska bir
deneyde, hiicreler Der p6 alerjeninin farkli konsantrasyonlar1 (2, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml) ile 24
saat uyarilmistir. EtBr/Kalsein boyamasi sonucunda 5 pg/ml dozundan itibaren artan dozlar ile

orantil1 bir sekilde hiicre 6liimiiniin de arttig1 gosterilmistir. Yapilan diger canlilik/sitotoksisite
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analizleri ile birlikte 40 pug/ml Der p6 dozunun BEAS-2B hiicre hattinda toksik etki gostermeye

basladig tespit edilmistir [98].

i |

Sekil 4.10. BEAS-2B hiicrelerinin 72 saatte artan konsantrasyonda Der p6 alerjeni ile

uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

(yesil:canl; kirmiz1:61ii)

72 saatlik artan konsantrasyonlarda Der p6 uyarimi sonrasinda BEAS-2B hucrelerinin
EtBr/Kalsein boyama sonuglari incelendiginde, doza bagimli olarak o6lii hiicre sayisinin
artmaya bagladig1 tespit edilmistir. 2 pg/ml dozu ile US kosulu kiyaslandiginda hem 6lii hiicre
sayisinda artis meydana geldigi hem de bazi hiicrelerin epitel hiicre morfolojisini kaybettigi
gozlemlenmistir. Benzer sekilde 5 pg/ml Der p6 uyarimi1 US kosulu ile karsilastirildiginda 6li
hiicre sayisinin arttigt ve epitel hiicre seklini kaybederek biiziisen hiicrelerin oldugu
gortilmiistiir. 10 pg/ml ve 20 pg/ml Der p6 alerjeni ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin epitel
hiicre morfolojisinden tamamen uzaklastigi ve hiicre 6liimiindeki artig ile birlikte hiicrelerin

tutunduklar1 yiizeyden ayrildigi ve hiicre yogunlugunun da azaldig1 boyama goriintiilerinde
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gorlilmektedir. Epitel hiicre lizerinde, 72 saatlik uyarimin 8 ve 24 saatlik uyarimlardan daha
fazla hasara sebep oldugu yapilan EtBr/Kalsein boyama deneyi ile gézlemlenmistir. 72 saat
uyarim sonrasinda yapilan MTT testinde, hiicre canliliginin 20 pg/ml dozunda US kosuluna
kiyasla azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.4). Elde edilen ikili canli/6lii hiicre boyama sonuglari
ile MTT sonucu uyumluluk géstermektedir.

Sekil 4.11. BEAS-2B hiicrelerinin 8 saatte artan konsantrasyonda Cup al alerjeni ile uyarilmasi
sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 um) (yesil:canli;

kirmiz1:61i)

8 saat stiresince Cup al (2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) alerjen dozlari ile uyarilan
BEAS-2B hiicrelerinin EtBr/Kalsein boyama sonuglaria bakildiginda doz artisina bagl olarak
hiicre 6limiinde artis oldugu goézlemlenmistir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml Cup al ile uyarilan
hiicrelerde US kosuluna kiyasla 6lii hiicre sayisinda artig, canli hiicre sayisinda ise azalma tespit

edilmisgtir. Ayn1 zamanda bu dozlarda hiicrelerin epitel morfolojilerini kaybettikleri de
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gozlemlenmistir. LDH ve MTT sonucu ile uyumlu olarak 20 pg/ml Cup al dozunun brons

epitel hiicre hatt1 i¢in toksik oldugu ve hiicrelerin 6ldiigii goriilmiistiir.

Sekil 4.12. BEAS-2B hiicrelerinin 24 saatte artan konsantrasyonda Cup al alerjeni ile
uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

(yesil:canl; kirmiz1:61ii)

8 saatlik uyarim sonucundaki boyama goriintiileri ile benzer sekilde, 24 saatte de doz artigina
bagli olarak hiicre Oliimlerinde artis goriilmiistir. 2 pg/ml Cup al uyarimi sonrasinda
gbzlemlenen 6lii hiicre sayisiin US kosulundan fazla oldugu tespit edilmistir. 5 pg/ml alerjen
ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde canli hiicre sayisi azalirken, yasayan hiicrelerin
morfolojilerinde de degisim saptanmustir. 24 saat 10 pg/ml Cup al uyariminda canli hiicre
sayisinin, 8 saat 10 pg/ml uyarimindan fazla oldugu goriilmiistiir. Bu uyarim dozunda da hiicre
Oliimiiniin fazla oldugu ve hiicre morfolojilerinin degistigi tespit edilmistir. 20 pg/ml uyarimi

ise 8 saatteki uyarima benzer olarak toksik etki gostermis ve kuyucuk igerisinde canli hiicreye
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rastlanmamuistir. Elde edilen ikili canli/6lii hiicre boyama sonuglar1 LDH ve MTT test sonuglari

ile uyumludur (Sekil 4.5 ve Sekil 4.7).

Sekil 4.13. BEAS-2B hiicrelerinin 72 saatte artan konsantrasyonda Cup al alerjeni ile
uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

(yesil:canl; kirmiz1:61ii)

72 saat uyarim sonucunda artan konsantrasyona bagli olarak canli hiicre sayisinin azaldigi ve 5
pg/ml dozda hiicre morfolojisinin belirgin bir sekilde degistigi gozlemlenmistir. 72 saatlik
uyarmmlarda 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlarinin BEAS-2B hcreleri igin toksik oldugu MTT,
LDH ve EtBr/Kalsein boyamalar1 ile tespit edilmistir. 2 pg/ml doz uyarimi US ile
karsilastirildiginda hiicre canliliginda azalma goriilmistiir. MTT deneyinde de 72 saatlik 2
pg/ml uyarimim US kosuluna kiyasla %87 canlilik tespit edilmis olup floresan canlilik
goriintiileri MTT sonuglart ile uyumluluk gostermektedir. 5 pg/ml Cup al uyariminda hiicre

morfolojilerinin degistigi gorilmektedir. Epitel hiicre morfolojisini kaybeden BEAS-2B
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hiicrelerinin bu doz ve siirede hiicre canlilig1 da azalmigtir. Boyama sonucunda elde edilen bu

gorilintiiler MTT sonuglari (%46 canlilik) ile de uyumludur.

4.3. RPMI-2650 Hiicre Hattinda Artan Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der p6 Alerjen

Uyarimimin Hiicre Canlhihigina ve Sitotoksisitesine Etkisi

Alerjenler icin uygun doz ve zaman belirleyebilmek i¢in, RPMI-2650 hiicre hatt1 8, 24 ve 72
saat boyunca 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda Cup al ve Der p6
alerjenleri ile uyarilmistir. Hiicre canliliginin tespiti icin kantitatif bir yontem olan MTT testi
ve Kkalitatif bir yontem olan etidyum bromiir/kalsein canli/6lii hiicre boyamas1 yapilmistir.
Sitotoksisite analizi i¢in ise nekrotik 6liim sonrasinda hiicre disina salinan laktat dehidrogenaz

enziminin substrati par¢alamasi prensibi ile ¢alisan LDH testi gergeklestirilmistir.

4.3.1. Alerjenler ile Uyarilan RPMI-2650 Hiicrelerinin Canhlhiginin MTT ile Tespiti
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Sekil 4.14. RPMI-2650 hiicrelerinin artan konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda Der p6

alerjeni ile uyarilmasi sonucunda elde edilen MTT sonuglari; n=3; *p<0,01 **p<0,005

Der p6 uyarimlarinin MTT sonuglari i¢in > Two-Way ANOVA”’ istatistik testi kullanilmis ve
sonuclar uyarilmamig (US) kosul ile karsilastirilmistir. Karsilagtirmalarin her biri saatler
icindeki kendi uyarilmamis kosullar1 ile yapilmistir. 8, 24 ve 72 saatlik Der p6 uyarimlari
sonucunda yapilan MTT testinde RPMI-2650 hiicrelerinde canliligin azaldigi tespit
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edilmemistir. 3 farkli saatte Der p6 ile uyarilan RPMI-2650 hiicrelerinde yapilan MTT testi

sonucunda, mitokondriyal aktivitelerde uyarima bagli anlamli bir degisim gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.15. RPMI-2650 hiicrelerinin artan konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda Cup al

alerjeni ile uyarilmasi sonucunda elde edilen MTT sonuglari; n=3; **p<0,005 ***p<0,0005

****p<0,0001

Cup al uyarmminin hiicre canlilif1 {izerine etkisini degerlendirmek i¢in *’Two-way ANOVA”’
istatistik testi kullanilmis ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile karsilastirilmistir. 8 saatlik
uyarim sonucunda 2 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml dozlarin hiicre canliliginda azalmaya sebep
olmadig1 goriilmiistiir. 20 pg/ml Cup al uyariminda ise 8 saat sonunda canliligm %90 oldugu
bulunmustur. 24 saatlik uyarim sonucunda ise 2 pg/ml uyarimin hiicre canliligini azaltarak %75
degerine diislirdiigii ancak diger uyarimlarin kontrol grubu diizeyinde oldugu gézlemlenmistir.
8 ve 24 saatlik uyarimlar ile karsilastirildiginda,72 saat sonunda uyarima bagli olarak hiicre
canliliginda azalma saptanmustir. 2 pg/ml uyarimda hiicre canliligr %80 degerinde, 5 pg/ml
uyarimda %84 degerinde, 10 pg/ml uyarimda %73 degerinde ve 20 pg/ml Cup al uyarimda ise
%64 degerinde tespit edilmistir. Istatistik testine gdre hiicre canliligindaki bu azalmalarda 10

pg/ml ve 20 pg/ml 72 saat uyarimi anlamli bulunmustur.

Iki farkli hiicre hatt1 igin elde edilen sonuclar karsilastirildiginda, brons epitel hiicrelerinde
nazal hiicrelere kiyasla alerjen uyarimlarindan sonra hiicre 6liimiiniin daha fazla oldugu tespit

edilmigtir. 2012 yilinda David ve arkadaslarinin yayinladiklar1 bir ¢alismada brons ve nazal
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epitel hiicrelerin LPS ve akroleine karsi sitokin ve gen profillerinde farkli cevaplar verdigi
gozlemlenmistir [125]. Mark Thomas ve arkadaslar1 tarafindan 2016 yilinda yapilan bir
arastirmada ise %50 sigara dumani ekstrakti (CSE) konsantrasyonu ile 4 saatlik uyarimin brons
epitel hiicrelerde canliligi yaklasik %65 azalttigi tespit edilirken, nazal epitel hicrelerde
canliligin sadece %30 azaldig1 saptanmistir [126]. Tez kapsaminda gergeklestirilen MTT testi
sonucunda elde edilen veriler literatiir sonuglari ile uyumlu bir sekilde; brons epitel hiicrelerin
alerjen uyarimi sonrasinda canliliginin nazal epitel hiicrelere gore daha fazla diigmesine neden

oldugu bulunmustur.

4.3.2. Alerjenler ile Uyarilan RPMI-2650 Hiicrelerinin Sitotoksisite Olciimlerinin LDH
Testi ile Tespiti
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Sekil 4.16. RPMI-2650 hiicrelerinin artan konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda Der p6

alerjeni ile uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH sonuglar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005

Der p6 uyarimlariin LDH sonuglari i¢in “’Dunnet Coklu Karsilagtirma’ istatistik testi
kullanilmig ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile karsilastirilmistir. Karsilastirmalarin her
biri saatler i¢indeki kendi uyarilmamis kosullar1 ile yapilmistir. 8 saatlik farkli dozlarda Der p6
uyariminin  sitotoksisite degerlerinin yaklasik %20 civarinda oldugu ve US ile
karsilastirildiginda uyarimlarin sitotoksisite degerlerinin benzer oldugu goriilmiistiir. 24 saatlik
uyarimda sitotoksisite 8 saate gore biitiin kosullarda artmis fakat kosullarin sitotoksisite
degerleri arasinda bir farklilik gézlemlenmemistir. Bu saatteki farkli doz uyarimlarm yiizde
sitotoksisite degerleri yaklasik %25 olarak hesaplanmistir. 72 saat uyarim sonucunda da Der p6

uyarimina bagli olarak artan bir sitotoksisite degerine rastlanmamaktadir. 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10

73



pHg/ml ve 20 pg/ml uyarimlar1 sonucundaki yiizde sitotoksisite degerleri US ile benzer bir
sekilde %15 olarak tespit edilmistir. LDH testi sonucunda farkli dozlardaki ve saatlerdeki

uyarimlarin hiicreyi nekroza gotiirmedigi saptanmaistir.
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Sekil 4.17. RPMI-2650 hiicrelerinin artan konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda Cup al

alerjeni ile uyarilmasi sonucunda elde edilen LDH sonuglari; n=3; **p<0,005, ****p<0,0001

Cup al uyarimlarinin LDH sonuglar1 i¢in “’Dunnet Coklu Karsilagtirma’’ istatistik testi
kullanilmis ve sonuglar uyarilmamis (US) kosul ile karsilastirilmistir. 8 ve 72 saatlik Cup al
uyarimi sonucunda ylizde sitotoksisite degerleri benzer ve yaklasik %25 olarak hesaplanmustir.
24 saat uyarimda ise sitotoksisite degerleri ise yaklasik %15 olarak hesaplanmistir. Alerjen ile
uyarilan kosullarin yiizde sitotoksisite degerlerinin US kosulundaki degere benzer oldugu
saptanmistir. Der p6 uyarimindaki LDH sonuclarina benzer bir sekilde Cup al uyarimi
sonrasindaki LDH sonuglarinda da uyarima bagli olarak artan bir sitotoksisite degeri tespit
edilmemistir. Bu sonuglar Cup al ile uyarilan RPMI-2650 hucrelerinin bu doz ve zamanlarda

nekroza gitmedigini gostermektedir.

BEAS-2B ve RPMI-2650 hiicrelerinin Cup al uyarimi sonrasinda elde edilen sitotoksisite
degerleri karsilastirildiginda, Cup al alerjeninin brons epitel hiicre hatt1 i¢in daha toksik bir
etkiye sebep oldugu gozlemlenmektedir. MTT ve LDH sonuglarina bakildiginda, brons epitel
hiicre hatti olan BEAS-2B ile kiyaslandiginda nazal epitel hiicre hatti olan RPMI-2650
hiicrelerinin Cup al aracili hiicre 6liimiine kars1 daha direngli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4,

4.7,4.15 ve 4.17).
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4.3.3. Alerjenler ile Uyarillan RPMI-2650 Hiicrelerinde Canl/Olii Hiicrelerin

EtBr/Kalsein Boyamasi ile Floresan Mikroskopta Goruntulenmesi

2 ug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlar ile 8, 24 ve 72 saat uyarilan RPMI-2650
hiicrelerinde hiicre canliliginin tespiti i¢in EtBr/Kalsein boyalar1 kullanilarak floresan boyama
yapilmig ve sonuglar EVOS Floid floresan mikroskobu ile gézlemlenmistir. Bu deney
sonucunda canli olan hiicreler yesil renkte, 6lii hiicreler ise kirmizi renkte gozlemlenmesi
gerekmektedir. 4. pasaj RPMI-2650 hiicre hatti kullanilarak yapilan bu deneyde, floresan
mikroskopta goriintli alinirken kuyucugun tamamini kapsayacak sekilde 4 goriintii ¢cekilmistir.
8, 24 ve 72 saatlik Der p6 uyarimi sonucunda elde edilen gortintiiler Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20’de gosterilmistir. Benzer doz/zaman Cup al uyarim sonuglari ise Sekil 4.21, Sekil
4.22 ve Sekil 4.23’te verilmistir.

Sekil 4.18. RPMI-2650 hicrelerinin 8 saatte artan konsantrasyonlarda Der p6 alerjeni ile
uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama gorintiileri (20X, bar 100 pm)

(yesil:canli; kirmizi:61i)
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8 saatlik artan konsantrasyonlarda Der p6 uyarimi sonrasinda RPMI-2650 hucrelerinin
EtBr/Kalsein boyama sonuglar1 incelendiginde, uyarim dozlarinda goézlemlenen hiicre
Olimiiniin US kosulundakinden ¢ok fazla olmadigi ve goriintiilerin benzerlik gdsterdigi
gbzlemlenmistir. 8 saat uyarimin hiicre morfolojisinde de bir degisiklige sebep olmadigi tespit
edilmistir. Der p6 alerjeninin serin proteaz aktvitesinin kullanilan dozlarda ve 8 saatte toksik
bir etkiye sebebiyet vermedigi diisliniilmektedir. EtBr/Kalsein boyama sonuglart MTT ve LDH
testlerinin sonuglari ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.17). Literatiirde 8 saatte

Der p6 alerjeni ile nazal epitel hiicreyi uyaran baska bir ¢alisma bulunamamustir.

2 ug/mli

5 ug/ml

10 pg/ml

Sekil 4.19. RPMI-2650 hicrelerinin 24 saatte artan konsantrasyonlarda Der p6 alerjeni ile

uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/61ii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

24 saatlik artan konsantrasyonlarda Der p6 uyarimi sonrasinda RPMI-2650 hicrelerinin
EtBr/Kalsein boyama sonuglar1 incelendiginde, 2 pg/ml ve 5 pg/ml uyarimlarinin anlamli bir
Olime yol agmadigi ve uyarilmamis US kosulu ile benzer bir boyama sonucu tespit edilmigtir.

10 pg/ml ve 20 pg/ml Der p6 uyariminda ise uyarilmamis kosula kiyasla hiicre canliliginin
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onemli bir sekilde azaldig1 azaldig1 gézlemlenmistir. 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlarindaki Der
p6 ile 24 saat boyunca uyarilan RPMI-2650 hiicrelerinin alerjen uyarimindan etkilendigi
gozlenmektedir. MTT testinde 24 saat ve dozlardaki uyarimlarda hiicre canliliginda azalma
tespit edilememesine karsin, goriintii sonuglar1 incelendiginde 10 pg/ml ve 20 pg/ml Der p6

uyariminin hiicre dliimiine sebep oldugu gézlemlenmektedir.

Sekil 4.20. RPMI-2650 hiicrelerinin 72 saatte artan konsantrasyonlarda Der p6 alerjeni ile

uyarilmast sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

72 saatlik artan konsantrasyonlarda Der p6 uyarimi sonrasinda RPMI-2650 hucrelerinin
EtBr/Kalsein boyama sonuglari incelendiginde, artan dozlarda alerjen uyarimimin US kosulu ile
karsilastirildiginda canli hiicre sayisinda azalma gozlemlenmistir. 10 pg/ml ve 20 pg/ml Der
p6 uyarimi sonucunda goriintiilerde 6lii hiicre sayisinda artig, canli hiicre sayisinda ise azalig
tespit edilmistir. Elde edilen boyama sonuglarinda MTT ve LDH sonuglarinin aksine, nazal
epitel hicrelerde alerjen dozundaki artis ile orantili bir sekilde canli hiicre sayisinda diisiis

gOrilmiistiir.
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Sekil 4.21. RPMI-2650 hiicrelerinin 8 saatte artan konsantrasyonlarda Cup al alerjeni ile

E
:

uyarilmast sonucunda elde edilen canli/6li hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pum)

(yesil:canli; kirmizi:61i)

8 saatlik artan konsantrasyonlarda Cup al uyarimi sonrasinda RPMI-2650 hucrelerinin
EtBr/Kalsein boyama sonuglar1 incelendiginde, 2 pg/ml ve 5 pg/ml uyarimlarinda US ile
kiyaslandiginda canli hiicre yogunlugunun benzer oldugu goriilmiistiir. 10 pg/ml uyariminda
canlilik uyarilmamis kosula kiyasla kiiglik bir miktarda azalmasina karsin, anlamli bir 6liim
gozlenmemistir. 20 pg/ml Cup al ile uyarilan canli nazal epitel sayisinda belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. MTT deneyi sonucunda 20 pg/ml uyarimm US kosuluna kiyasla hiicre

canliligini %90 degerine diistirdiigii tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.22. RPMI-2650 hiicrelerinin 24 saatte artan konsantrasyonlarda Cup al alerjeni ile
uyarilmast sonucunda elde edilen canli/6li hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pum)

(yesil:canlt; kirmiz1:6li)

24 saat Cup al ile uyarilan RPMI-2650 hucrelerinin ikili boyama sonuglari incelendiginde, 2
pg/ml uyarim ve US kosulu arasinda canli hiicre sayisinin benzer oldugu gézlemlenmistir. 10
pg/ml ve 20 pg/ml uyarimlarda ise 6lii hiicre sayilarinda artis tespit edilmistir. Elde edilen ikili
canli/6lii hiicre boyama sonuglarinda, yiiksek dozlarda o©lii hiicre sayisinda artis
gozlemlemesine ragmen MTT ve LDH deneylerinin sonuglarinda hiicre canlilifinda diisiise ya

da sitotoksisite degerinde artisa rastlanmamaktadir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.23. RPMI-2650 hiicrelerinin 72 saatte artan konsantrasyonlarda Cup al alerjeni ile
uyarilmasi sonucunda elde edilen canli/6lii hiicre boyama goriintiileri (20X, bar 100 pm)

(yesil:canl; kirmizi:61i)

RPMI-2650 hicreleri 72 saat 2 pg/ml ve 5 pg/ml Cup al alerjeni ile uyarildiktan sonra yapilan
EtBr/Kalsein ikili boyamada goriintii sonuglarina bakildiginda US kosuluna kiyasla anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. Fakat doz artisina bagl olarak 10 pg/ml ve 20 pg/ml kosullarinda
canli hiicre sayilarinda azalma tespit edilmistir. MTT sonucunda canlilik, 10 pg/ml Cup al
uyarimda %73, 20 pg/ml Cup al uyarimda ise %64 degerinde tespit edilmistir. Bu sonuclar
degerlendirildiginde, elde edilen boyama goriintiileri ile MTT sonuglarinin uyumlu oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.15).

Canlilik ve sitotoksisite deney sonuglar1 incelendiginde yapilan 3 testin sonuglarinin brons
epitel hiicre uyarimlarinda birbirleri ile uyumlu oldugu goézlemlenirken, nazal epitel
hiicrelerdeki 24 ve 72 saat Der p6 ve 24 saat Cup al uyarimlarinin test sonuglar1 arasinda ¢eliski

gozlemlenmektedir. Alerjen dozunu belirleyebilmek amaciyla gergeklestirilmis olan 3 testin
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calisma prensibi birbirinden farklidir. MTT testi, farkli uyaranlara maruz kalma sonucunda
hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini 6l¢erek canlilik hakkinda bilgi verirken; LDH testi ise
membran hasar1 nedeniyle ortama salinan laktat dehidrojenaz enziminin miktar1 tizerinden
sitotoksisiteyi 6lgmektedir. Ikili boyama deneyinde ise membran gecirgenligi prensibine dayali
olarak canli ve 6lii hiicreleri boyamaktadir. Boyama sonucunda gézlemlenen hiicre 6liimlerinin
MTT test sonuclarinda goézlemlenmemesinin sebebi alerjen uyarimlarinin kaspaz bagimli
yolaklar1 tetiklemesi ile mitokondriyal aktivitenin artmasindan kaynakli olabilecegi
diistintilmektedir. LDH testi ile belirlenen sitotoksisite sonuglarinin goriintii sonuglari ile korele
olmama sebebi ise alerjen uyarimi sonrasinda hiicrelerin nekroz ile degil de programli 6liim

yolaklari ile 6liime gitmesinden kaynaklanabilir diye diisiiniilmektedir.

Canlilik ve sitotoksisite deneyleri kapsaminda uygun doz ve zamana karar verebilmek igin 3
farkli test (MTT, LDH ve EtBr/Kalsein ikili boyama) RPMI-2650 ve BEAS-2B hucreleri ile
yapilmistir. Yapilan bu deneyler sonucunda sonraki is paketleri i¢in hem hiicre canliliginin
azaldig1 hem de LDH miktarinin kontrol kosuluna gére artmadigi saat ve dozlar se¢ilmistir.
Elde edilen tiim sonuglarda hiicre canliliginin 2 farkli alerjen ve hiicre hattinda 72 saatte net bir
sekilde azaldig1 gozlemlenmistir. Analizler sonucunda BEAS-2B hiicre hatt1 i¢in Cup al
alerjeninde 2 ug/ml ve 5 ng/ml dozlar segilirken, Der p6 alerjen uyarimi i¢in 10 pg/ml ve 20
pg/ml dozlan ilerleyen ¢aligmalar i¢in se¢ilmistir. RPMI-2650 hiicre hatt1 icin ise Cup al
alerjeninde 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlar segilirken, Der p6 alerjen uyariminda kullanilmak
iizere 10 pg/ml ve 20 pg/ml dozlar1 secilmistir. Alerjenlere karsi hiicre cevabinin incelenecegi
diger deneylerde bu dozlarm 8, 24 ve 72 saat uyariminin yapilmasina karar verilmistir. Segilen

konstrasyonlar Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Canlilik ve sitotoksisite testleri sonucunda belirlenen dozlar

Cupal Der p6
BEAS-2B 2 ug/ml ve 5 pg/ml 10 pg/ml ve 20 pg/ml
RPMI-2650 10 pg/ml ve 20 pg/ml | 10 pg/ml ve 20 pg/ml

Ek olarak, ilerleyen deneyler icin kullanilan dozun insan viicudunda maruz kalinan alerjen
miktarlar1 ile uyumlu olmasi hedeflenmis olup, bu dogrultuda uygun dozlar belirlenmistir.
Literatiirde giinliik solunum yolu ile maruz kaldigimiz Der p6 ve Cup al miktari

bilinmemektedir. Fakat 1994 yilinda yapilan bir arastirma HDM ’nin major alerjenleri olan Der
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pl ve Der p2 miktarlar1 6 farklit HDM igeriginde analiz edilmis ve HDM’de 12-30 pg/ml Der
pl alerjeni ve 3-15 pg/ml Der p2 alerjini tespit edilmistir [127]. 2020 yilinda yiiriitiilen bir
baska calismada ise astimli ¢ocuklarin odasindan ev tozu toplanmis ve igeriginde sadece
yaklasik 291,56 ng/g Der p1 bulundugu gosterilmistir [128]. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak Der
p6 alerjen dozunu arttirmanin giinliik kosullar1 taklit edemeyecegi diisliniilmiistiir. Cup al ile
ilgili literatiirde bdyle bir caligmaya rastlanmamistir. Fakat 2011 yilinda Phelum pratense
bitkisinin alerjeni olan ve Cup al gibi IgE’ye baglanabilen karbonhidrat bélgesi bulunan Phli
p5 ile yapilan bir ¢alismada, alerji semptomu gostermek i¢in giinliik 15-25 pg alerjene maruz
kalinmasinin yeterli oldugu gézlemlenmistir [129]. Literatlirde bu sonuglardan yola gikarak ve

deney sonuglar1 degerlendirilerek dozlara karar verilmistir.

4.4. BEAS-2B ve RPMI-2650 Hiicre Hatlarinda Artan Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der

p6 Alerjen Uyariminin Anoikis Yolagi Uzerine Etkisi

Gergeklestirilen deney sonucunda elde edilen kontrol ve anoikis plakasindaki RFU degerleri
oranlanmistir. Kontrol/Anoikis oran1 1’den biiylik ise uyarim anoikis dliim yolagina sebep
olmus, oran 1’den kiiciik ya da esit ise uyarim anoikis 6liim yolagini tetiklememis seklinde
yorum yapilmistir. Uyarim sonrasinda BEAS-2B ve RPMI-2650 hiicrelerinde gergeklestirilen

anoikis testlerinin sonuclar1 Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’te verilmistir.
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8 Saat BEAS-2B 24 Saat BEAS-2B

2.5+ 2.5+

ENT

Kontrol/Anoikis (RFU)
= n
T 1
Kontrol/Anoikis (RFU)
= b

72 Saat BEAS-2B EI

Kontrol Plakass I Anoikis Plakasi

Kontrol/Anoikis (RFU)

Sekil 4.24. Uygun konsantrasyondaki alerjenler ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin 8 saat (A),
24 saat (B) ve 72 saat (C) RFU oranlar1 ve kontrol kosullarinin floresan mikroskop (D)
gorintileri (20X, bar 100 pm)

8 saat uyarimlar1 incelendiginde kontrol/anoikis oranlar1 2 pg/ml Cup al uyarimi igin 1,26
olarak; 20 pg/ml Der p6 uyarimi i¢in ise 1,18 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.24-A). Bu kosullar
alerjen ile uyarilmamis kontrol kosulunun oram ile karsilastirildiginda ise anlamli bir artis
gozlemlenmemistir. 24 saat uyarimimda ise 10 pg/ml Der p6 uyarmminda oran 1,29
hesaplanirken, 20 ug/ml Der p6 uyariminda oran 1,85 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.24-B). 72
saat uyarim kosullart incelendiginde ise en yliksek oraninin 10 pg/ml Der p6 dozunda 1,48
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.24-C). 8 saat uyarimlar1 ile benzer sekilde 24 ve 72 saat
uyarimlarinda da kontrol kosuluna kiyasla anlamli bir artis gézlemlenmemistir. Floresan
mikroskop ile uyarilmamis kosullar kontrol edilmistir (Sekil 4.24-D). Literatir ile uyumlu bir
sekilde kontrol plakasina ekilen brons epitel hiicreler yiizeye tutunmusken PolyHema kapl
anoikis plakasina ekilen brons epitel hiicreler yiizeye tutunmamustir [130]. Elde edilen sonuglar

karsilastirildiginda 20 pg/ml Der p6 uyariminin 24 saatteki oraninin 8 ve 72 saate kiyasla daha
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yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum 24 saatlik uyarimin hiicrelerde anoikis yolagini
tetikleyebilecegi ve diger uyarimlarda gozlemlenen hiicre 6liimlerinin farkli yolaklar iizerinden

gerceklesmis olabilecegini diislindiirmektedir.

8 Saat RPMI-2650 24 Saat RPMI-2650

6 6

24

Kontrol/Anoikis (RFU)
Kontrol/Anoikis (RFU)

72 Saat RPMI-2650

Kontrol/Anoikis (RFU)

Sekil 4.25. Uygun konsantrasyondaki alerjenler ile uyarilan RPMI-2650 hiicrelerinin 8 saat (A),
24 saat (B) ve 72 saat (C) RFU oranlar1 ve kontrol kosullarinin floresan mikroskop (D)
goruntdleri (20X, bar 100 um)

8 saat 10 pg/ml Cup al uyarmminda kontrol/anoikis oran1 1,5 olarak, 20 pg/ml Der p6
uyariminda ise oran 1,46 olarak bulunmustur (Sekil 4.25-A). Bu oranlarin higbiri uyarilmamig
kosula kiyasla anlamli bir artis géstermemistir. 24 saat uyariminda ise alerjen ile uyarilmis
kosullarinda hepsinde oran birden yuksektir (Sekil 4.25-B). Fakat 24 saat uyariminda da benzer
bir sekilde kontrol kosuluna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmemistir. 72
saat uyarimda en yiiksek oran 3,5 ile 20 pg/ml Cup al kosulunda tespit edilmesine ragmen bu
oran kontrol kosuluna kiyasla istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.25-C). BEAS-2B

anoikis test sonuclarma benzer sekilde RPMI-2650 hiicrelerinde de kontrol kosullarinin

84



goriintiileri alinmig ve literatiir ile uyumlu bulunmustur (Sekil 4.25-D) [130]. Nazal epitel hiicre
uyarim sonuglar1 brons epitel hiicreler ile kiyaslandiginda 8 saatte benzer sekilde bir anoikis
icin belirli bir degisiklik olmadig1 gézlemlenmistir. Fakat 24 saat uyariminda brons epitel
hiicrelerden farkli olarak nazal epitel hiicrelerde diisiik doz alerjenlerin anoikis yolagini

tetikleyebilecegi diistiniilmektedir.

4.5. BEAS-2B Hiicre Hattinda Artan Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der p6 Alerjen
Uyarmminin Oliim Yolaklar1 ve EMT Siireci Uzerine Etkisi

Hiicre cevabmi 6liim yolaklart ve EMT siireci {lizerinden incelemek igin gen ifadesi gercek
zamanli PZR yontemi kullanilarak incelenmistir. Apoptoz yolagini incelemek i¢in CAS3,
CAS8, CAS9 ve BCL2 (Sekil 4.26), Anoikis yolagini incelemek icin BMF, PTRH2 (Sekil 4.27),
Nekroptoz yolagini incelemek i¢in RIPK3, MLKL (Sekil 4.28), Partanatoz yolagini incelemek
icin AIF, PARPL1 (Sekil 4.29) ve EMT surecini incelemek i¢cin CDH1, CDH2 ve SNAI1 (Sekil
4.30) genleri qPZR yontemi ile tespit edilmistir.

4.5.1. Alerjen Uyarimi Sonrasinda Apoptoz Yolaginin Gen Ifadesi Diizeyinde incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitini apoptoz yolagi iizerinden incelemek igin igsel
yolakta gorev alan kaspaz-3 ve kaspaz-9, dissal yolakta gorev alan kaspaz-8 ve anti-apoptotik
gorevde olan Bcl-2 proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonlarindaki degisimin

incelenmesine karar verilmistir [131].
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Sekil 4.26. CAS3 (A), CAS9 (B), CAS8 (C) ve BCL2 (D) gen ekspresyonlarinin gergek zamanli
PZR analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (duz cizgiler: kontrol
grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli

saatlerin istatistigi)

Brong epitel hiicrelerin 10 ug/ml Der p6 alerjeni ile 72 saat uyarimi sonrasinda i¢sel apoptoz
yolaginda efektor kapsaz olarak gorev alan CAS3 gen ifadesinde kontrol grubuna goére anlamli
bir artis gdzlemlenmistir. 10 ug/ml Der p6 uyariminin 72 saatinde CAS3 gen ifadesinde yaklasik
4 katlik bir artig gozlemlenirken, 24 saatlik uyarimda yaklasik 2 katlik bir artis tespit edilmis
ve 8 saat uyarimindaki gen ifadesi kontrol grubuyla benzer bulunmustur. 72 saatlik 10 pg/ml

ve 20 pg/ml Derp6 uyarimlarin 8 saatlik uyarimlarina kiyasla CAS3 gen ifadesinde artis oldugu
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saptanmustir (Sekil 4.26-A). Cup al uyarimlar1 CAS3 geninde artisa sebep olmazken Der p6
alerjeninin 72 saat uyariminin gen ekspresyonunda artisa sebep oldugu gosterilmistir. Benzer
sekilde 72 saat Der p6 uyarimlarinin igsel apoptoz yolaginda baslatic1 kaspaz olarak gorev alan
kaspaz-9 gen ifadesinde artisa sebep oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.26-B). CAS3 sonuglarinin
aksine yiiksek doz Cup al uyariminin CAS9 ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. Elde edilen
sonuglarda, 72 saatlik uyarimlarin 8 ve 24 saate kiyasla CAS9 ifadesinde artisa sebep oldugu da
gosterilmistir. Digsal apoptoz yolaginda baslatici kaspaz olarak gorev alan CAS8 gen ifadesinde
ise hichir doz ve zaman uyariminda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmezken,
yliksek doz Der p6 uyariminin CAS8 geninde 4 katlik artisa sebebiyet verdigi tespit edilmistir
(Sekil 4.26-C). Anti-apoptotik gorev ustlenen BCL2 gen ifadesinde ise 20 pg/ml Der p6 uyarimi
kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3 katlik bir artisa sebep olmustur. 10 pug/ml Der p6 alerjeninin
hem 24 hem de 72 saatlik uyarimi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda BCL2 geninde
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur. 24 saat 2 ng/ml Cup al uyarimi 8 saatlik
uyarima gore artig gostermis olmasina ragmen kontrol grubuna kiyasla Cup al uyarimlar1 BCL2
gen ekspresyonunda anlamli bir artisa sebep olmamistir (Sekil 4.26-D). Cup al uyarimi CAS9
gen ifadesini aritirken CAS3 gen ifadesi lizerinde anlamli bir etkisi yoktur. Bu durum, Cup al’in
baslatici kaspaz olan CAS9’un ifadesini artirarak igsel apoptozu tetikleyebilecegini ancak
sonlandirici/cellat kaspaz olan CAS3 genini artirmak icin yeterli olmadigi ve hiicrelerdeki

apoptoz slirecinin tamamlanmasi i¢in yeterli sinyal génderemedigini diisiindiirmektedir.

2015 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, BEAS-2B hiicreleri HDM nin bir diger major alerjeni
olan Der p2 ile uyarilmis ve bunun sonuncunda hiicrelerde igsel ve digsal apoptoz yolaginin
tetiklendigi gozlemlenmistir. Calisma kapsaminda apoptozu arastirmak igin TUNEL ve
Annexin V akis sitometri teknikleri kullanilmig olup doz artisina (10, 20 ve 40 pg/ml) bagli
olarak apoptozun da arttig1 tespit edilmistir [132]. HDM nin baska bir major alerjeni ve sistein
proteaz aktivitesine sahip olan Der p1 alerjeninin brons epitel hiicrelerde apoptoza sebep oldugu
Annexin V boyamasi ile 2003 yilinda yapilan bir ¢calisma ile gosterilmistir [133]. Tze Khee ve
arkadaglarinin yayimladig1 bir bagka calismada da BEAS-2B hiicreleri HDM ile uyarilmis ve
Annexin V akis sitometrisi ile HDM nin hiicreleri apoptoza gotiirdiigii saptanmustir [134].
Benzer calisma grubunun 2017 yilindaki bir ¢alismasinda ise BEAS-2B hiicrelerine yapilan
HDM uyariminin siiresi arttik¢a apoptoza ugrayan hiicre sayisininda arttigi gézlemlenmistir
[135]. Olea europaea polen ekstrakti ile 2007 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada ise uyarilan
BALB/c farelerin akciger dokusunda apoptoza rastlanmigtir [136]. Der p6 ve Cup al ile ilgili
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literatiirde kisitli ¢galigma olmasina ve bu ¢aligmalarin apoptoz ile iligkili olmamasina ragmen
literatiirdeki diger polen ve HDM c¢alismalar1 maruziyetin apoptoza sebebiyet verebilecegini

goOstermektedir.
4.5.2. Alerjen Uyarmm Sonrasinda Anoikis Yolaginin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitini anoikis yolagi iizerinden arastirmak i¢in kaspaz
bagimli yolakta gorev alan BMF ve kaspaz bagimsiz yolakta gorev alan Bit-1 proteinini

kodlayan PTRH2 gen ifadelerindeki degisim incelenmistir [65, 137].

BMF 7] BIT-1
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Sekil 4.27. BMF (A) ve PTRH2 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
*p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (dlz gizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim

kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli saatlerin istatistigi)

Epitel hiicrelerde BMF anoikisin kaspaz bagimli yolaginda Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinleri
inhibe ederek yolaga katki saglamaktadir. BEAS-2B hiicrelerinin 72 saat Der p6 ile uyarilmasi
sonucunda kontrol grubuna kiyasla BMF gen ifadelerinde artis gézlemlenmektedir. 10 pg/ml
Der p6 uyarimi BMF geninin ekspresyonunu 37 kat arttirirken, 20 pg/ml Der p6 uyarimi bu
genin ifadesini 75 kat arttirmistir. 72 saat Der p6 uyarimlarinin BMF gen ifadesini 8 ve 24
saatlik uyarimlara gore de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig: tespit edilmistir. Der

p6 uyariminin aksine Cup al alerjeni ile uyarmak BMF gen ekspresyonunda istatistiksel olarak
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anlamli bir degisime sebep olmamuistir (Sekil 4.27-A). Anoikisin kaspaz bagimsiz yolaginda
gorev alan PTRH2 ekspresyonunda ise iki alerjen uyariminda da BMF gen ekspresyonunda
oldugu gibi dramatik bir artis gézlemlenmemektedir. Fakat 72 saat 2 pg/ml Cup al uyariminin
kontrol kosuluna kiyasla PTRH2 geninde yaklasik 2 kathik bir artisa neden oldugu
g6zlemlenmektedir. 8 saatlik 5 pg/ml Cup al alerjen uyariminda da benzer sekilde 2 katlik
anlamh bir artis gézlemlenmekle birlikte BMF geninin ifadesindeki gibi dramatik bir artis
hi¢cbir uyarimda tespit edilmemistir (Sekil 4.27-B). Der p6 uyarimi sonrasinda CAS3 ve CAS9
gen ifadesindeki artis ile birlikte BMF geninde gbézlemlenen artis 72 saat Der p6 alerjeni ile

uyarmmin anoikis yolagini tetikleyebilecegini diisiindlirmektedir.

Alerjen uyariminin hiicrelerde anoikise sebep olma durumu ile ilgili literatiirde sinirlt bilgi
bulunmaktadir. 2018 yilinda mantar virlilans faktori olan gliotoksin ile uyarilan BEAS-2B
hiicrelerinde anoikis 6liim yolagininin tetiklendigini tespit eden bir calisma yayinlanmistir. Bu
caligmada gliotoksinin hiicreler ile ekstraselliiler matriks arasindaki integrin baglantisina zarar
vererek hiicreleri anoikise siiriikledigi belirtilmistir [111]. Proteaz aktivitesine sahip alerjenlerin
de reseptorler araciligiyla MMP9 gibi proteazlarin salinmasina neden olabilecegi ve bu sekilde
hlicre-hiicre ve hiicre-ECM baglantilarindaki hasara bagli olarak anoikise goriilebilecegi

literatlirde belirtilmistir [138].

45.3. Alerjen Uyarini Sonrasinda Nekroptoz Yolagimin Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitin1 nekroptoz yolagi tizerinden arastirmak igin

RIPKS3 ve MLKL ifadelerindeki degisim incelenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. RIPK3 (A) ve MLKL (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
*p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (dlz gizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim

kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli saatlerin istatistigi)

Kaspaz 8 enziminin inhibe oldugu durumlarda, dis faktérlere maruziyet RIPK3 enziminin
aktive olarak MLKL proteinini fosforlamasina ve hiicrenin nekroptoz 6liim yolagina gitmesine
sebebiyet verdigi bilinmektedir [71]. Cup al uyarimi kontrol kosuluna goére anlamli bir artisa
neden olmazken, 24 saat 10 pg/ml Der p6 ve 72 saat 20 pg/ml Der p6 uyarimlart kontrol
kosuluna gore RIPK3 gen ifadesinde anlamli bir artisa sebep olmustur. Kontrol kosuluna
kiyasla RIPK3 gen ifadesindeki en yiiksek artis 20 ug/ml Der p6 alerjeni ile 72 saat uyarimda
yaklagik 2 kat olarak saptanmuistir. Yiiksek doz Der p6 uyariminin gen ifadesinde neden oldugu
degisim incelendiginde, 72 saat uyarimin 8 saat uyarima gore de gen ifadesini arttirdigi
gozlemlenmektedir (Sekil 4.28-A). MLKL gen ifadesinde ise sadece 8 saat 5 pg/ml Cup al
uyariminin  kontrol kosuluna gore artisa sebep oldugu gozlemlenmektedir. Iki farkli
konsantrasyondaki Der p6 uyarimi sonucunda MLKL gen ifadesinde anlamli bir degisim
saptanmamigtir. RIPK3 gen ifadesindeki anlamli artis Der p6 uyariminda gdzlemlenirken,
MLKL seviyesindeki istatistiksel olarak anlamli artis Cup al uyariminda tespit edilmistir (Sekil
4.28-B). Nikos ve arkadaslarmin 2021 yilinda HDM ile indiklenen astim fare modeli ile
yaptiklart bir ¢alismada, hava yolu epitel hiicrelerinde gergeklesen nekroptozun hava yolu
alerjik inflamasyonunu siddetlendirdigi tespit edilmistir [80]. Tez kapsaminda Cup al ve Der
p6 uyarimlar1 sonrasinda yapilan gen ifadesi analizlerinde nekroptoz yolag: ile iliskili

genlerdeki anlamli artis cok yiiksek olmasa da alerjen uyariminin nekroptoz 6liim yolunu diisiik
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bir diizeyde tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. 24 ve 72 saat uyarimlarinda RIPK3 gen
ifadesinde artisa sebep olan Der p6 kosullarinin, MLKL proteinin fosforilasyonunu saglayarak

nekroptoz yolagini indiiklemis olabilecegi tahmin edilmektedir.

45.4. Alerjen Uyarim Sonrasinda Partanatoz Yolaginin Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi

Alerjen uyarmmi sonrasinda epitel hiicre yanitin1 partanatoz yolagi lizerinden arastirmak i¢in
AlF ve PARP1 ifadelerindeki degisim incelenmistir. Epitel hiicrelerde gerceklesen bu 6liim
yolaginda, uyarana bagli hizla aktive olan PARP-1 enzimi mitokondriden AIF salinmasina
neden olmaktadir. Sonrasinda ise ¢ekirdege transloke olan AIF, DNA fragmantasyonuna sebep

olarak huicreyi 6lime gotirmektedir [69].
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Sekil 4.29. AIF (A) ve PARP1 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
*p<0,01 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (dlz gizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun

istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkl saatlerin istatistigi)

Gen ifade sonuglart incelendiginde, hi¢bir uyarimm kontrol kosuluna goére AIF geninin
seviyesinde anlamli bir artisa neden olmamistir (Sekil 4.29-A). Cup al alerjen uyarimimnin iki
dozunda da PARPL1 seviyesinde artis gézlemlenmemistir. Fakat 72 saat Der p6 uyarimlarinin
kontrol kosuluna kiyasla PARP1 gen seviyesini arttirmistir. Konsantrasyonlar kendi

aralarindaki saatler ile kargilagtirildiginda da 72 saat uyarimin 8 ve 24 saatlik uyarimlara gore
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PARP1 gen ekspresyonunu arttirdigi goriillmiistiir. PAPR1 gen ifadesindeki en ytiksek artig 72
saat 20 pg/ml Der p6 uyariminda yaklasik 2 kat olarak saptanmustir (Sekil 4.29-B). Sigara
dumani uyarmminin insan brong epitel hiicrelerinde partanatoz 6lim yolagmi tetikledigi
bilgisine AIF proteininin ¢ekirdege transloke edilen miktar1 6l¢iilerek tespit edilmis [139] ve
epitel hiicrelerde gozlemlenen 6liim yolaklarindan birinin de partanatoz oldugu gosterilmistir.
Zaffini ve arkadaslarmin 2016 yilinda yayinladiklar1i baska bir ¢alismada ise, HDM ile
indiikledikleri kronik astim modelinde PARP-1 enzimi inhibe edilmis ve bunun sonucunda
hava yolu yeniden yapilandirilma siirecinin etkilendigi gézlemlenmistir [79]. Bu bulgular,
ozellikle Der p6 alerjeni ile uyarimim PARP-1 gen ifadesindeki artisa neden olarak partanatoz
olim yolunu tetikleme potansiyelinin oldugunu, ancak kullanilan konsantrasyon ve uyarim

stresinin AIF gen ifadesini artiracak siddette olmadigini1 gostermektedir.
4.5.5. Alerjen Uyarmm Sonrasinda EMT Siirecinin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitin1t EMT yolagi tizerinden arastirmak igin epitel
hiicre biyobelirteci olan E-kaderin, mezenkimal hiicre biyobelirteci olan N-kaderin ve EMT
strecinde transkripsiyon faktoéri olan SNAIL proteinleri kodlayan gen ifadelerindeki degisim
incelenmistir. E-kaderin proteinini kodlayan gen CDH1, N-kaderini kodlayan gen CDH2 ve
SNAIL proteinini kodlayan gen SNAI1 olarak isimlendirilmektedir.
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Sekil 4.30. CDH1 (A), CDH2 (B) ve SNAI1 (C) gen ekspresyonlarinin ger¢cek zamanlt PZR
analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (diiz cizgiler: kontrol grubuna
kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; centikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli saatlerin

istatistigi)

CDH1, CDH2 ve SNAI1 gen ifadelerindeki uyarima bagh degisim Sekil 4.30°de gosterilmistir.
E-kaderin gen ifadesindeki degisim incelendiginde, 8 ve 24 saatlik alerjen uyarimlar1 kontrol
kosuluna kiyasla anlamli bir degisime neden olmazken, 72 saatlik 5 ug/ml Cup al, 10 pg/ml
Der p6 ve 20 pg/ml Der p6 uyarimlarmin gen ifadesinde dramatik bir artisa sebep oldugu
gozlemlenmektedir. 5 pg/ml Cup al ile 72 saat uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde ise E-kaderin
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seviyesi 10 kat artig gdstermistir. 72 saat boyunca 10 pg/ml Der p6 ile uyarildiginda gen
ifadesinde 102 kat, 20 ug/ml Der p6 ile uyarildiginda ise 144 kat artis saptanmustir (Sekil 4.30-
A). N-kaderin gen ekspresyonundaki degisim incelendiginde ise Der p6 uyarimlarinin artisa
sebep oldugu, Cup al uyarimlarinin gen ifadesini etkilemedigi gortilmiistiir. 10 pug/ml Der p6
ile 24 ve 72 saatlik uyarimlar yaklagik 6 katlik bir anlamli artisa neden olmustur. 72 saat 20
ug/ml Der p6 uyarimi ise BEAS-2B hiicrelerinde N-kaderin gen ifadesinin 5 kat artmasini
saglamistir (Sekil 4.30-B). SNAIL gen ifadesinde ise 72 saatlik biitiin uyarimlarda kontrole
kiyasla anlamli bir artig tespit edilmistir. 72 saatte 2 pg/ml Cup al uyarimi gen ifadesini 3,5
kat, 5 pg/ml uyarim ise 4,6 kat arttirmistir. Der p6 uyarimi ise epitel hiicrede SNAIL
ekspresyonunun yaklasik 13 kat artmasina neden olmustur (Sekil 4.30-C). Literatiirde HDM
uyarimlar1 sonrasinda brons epitel hiicrelerde epitel belirteclerin azaldigi ve mezenkimal
belirteglerin arttigina dair yaymlar bulunmaktadir [90, 140]. Tez kapsaminda yapilan
caligmalarda alerjen uyarimi sonrasindaki en yiiksek ifade artisinin E-kaderinde oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sonug literatiirdeki bu yayinlar ile ¢elisirken, E-kaderinin kanser
hiicrelerindeki anoikis direng mekanizmasini baskilayabildigini ve bu sayede hiicrelerde 6lim

yolagini tetiklendigini gosteren galismalar ile uyumlu bulunmustur [141].

BEAS-2B hiicrelerinde Der p6 ve Cup al uyarimlar1 yapildiktan sonra elde edilen gen sonuglar1
dikkate alindiginda, brons epitel hiicre hattinda 6liim yolagini tetikleyebilecek uyarimlarin 72
saat sonucunda ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Bu sebeple, tez kapsaminda yapilacak ko-kultir
calismalari i¢in Cup al alerjeni i¢in 2 pg/ml ve 5 ng/ml konsantrasyonlari, Der p6 alerjeni i¢in
isel0 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonlar1 se¢ilmis olup uyarim siiresinin 72 saat olmasina

karar verilmistir.

4.6. RPMI-2650 Hiicre Hattinda Artan Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der p6 Alerjen

Uyariminin Oliim Yolaklar1 ve EMT Mekanizmasi Uzerine EtKisi

Hiicre cevabini 6liim yolaklar1 ve EMT siireci lizerinden incelemek icin gen ifadesi gercek
zamanli PZR yontemi kullanilarak incelenmistir. Apoptoz yolagini incelemek i¢in CAS3,
CAS8, CAS9 ve BCL2 (Sekil 4.31), Anoikis yolagini incelemek igin BMF, PTRH2 (Sekil 4.32),
Nekroptoz yolagini incelemek i¢in RIPK3, MLKL (Sekil 4.33), Partanatoz yolagini incelemek
icin AIF, PARP1 (Sekil 4.34) ve EMT surecini incelemek icin CDH1, CDH2 ve SNAI1 (Sekil
4.35) genleri qPZR yontemi ile tespit edilmistir.

94



4.6.1. Alerjen Uyarimi Sonrasinda Apoptoz Yolagimin Gen ifadesi Diizeyinde Incelenmesi
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Sekil 4.31. CAS3 (A), CAS8 (B), CAS9 (C) ve BCL2 (D) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli
PZR analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (duz cizgiler: kontrol
grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli

saatlerin istatistigi)

Nazal epitel hiicrelerde uyarima bagli gerceklesen apoptoz gen ifadelerindeki degisim Sekil

4.31’de gosterilmistir. CAS3 gen ifadesindeki degisim incelendiginde, kontrol kosuluna kiyasla
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10 pg/ml Cup al ile 24 saatlik uyarimin CAS3 seviyesinde yaklasik 6 katlik bir artisa sebep
oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek doz Cup al uyarimi gen ifadesinde degisime neden olmazken,
8 saat 10 pg/ml Der p6 uyarimi gen seviyesini yaklasik 6 kat, 8 saat 20 pg/ml Der p6 uyarimi
ise 2,6 kat arttirmistir (Sekil 4.31-A). 72 saatlik Der p6 uyarimlar1 CAS8 gen ifadesinde yaklasik
10 katlik bir artisa sebep olmasina ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Cup al uyarimlari1 da kontrol kosuluna kiyasla CAS8 ekspresyonunda anlamli bir artigsa neden
olmamistir (Sekil 4.31-B). CAS9 gen ifadesindeki degisim incelendiginde ise CAS3 gen
ifadesindeki degisime benzer bir grafik gozlemlenmistir. Benzer sekilde 24 saat 10 pug/ml Cup
al uyarimi CAS9 ekspresyonunu 4 kat arttirmistir. 8 saatlik Der p6 uyarimlarinda ise diisiik
konsantrasyon gen ifadesinde 4,3 kat, yiiksek doz ise 2,8 kat artisa sebep olmustur (Sekil 4.31-
C). Apoptoz yolaginda anti-apoptotik gorevde olan BCL2 genindeki degisim de CAS3 ve CAS9
sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Kontrol kosulu ile karsilastirildiginda, 24 saat 10 pg/ml
Cup al uyarimi gen ifadesini yaklasik 3 kat, 8 saat 10 pg/ml Der p6 uyarimi 4,8 kat ve 8 saat
20 pg/ml Der p6 uyarimi 2,8 kat arttirmigtir. Gen ifadesinde artisa sebep olan bu 3 kosul diger
saatler ile karsilagtirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmistir (Sekil
4.31-D). Genel olarak bakildiginda kaspaz 3 ve kaspaz 9 uyarimlarina benzer sekilde, alerjen
uyarimlart BCL2 gen ifadesini ilk 8 saatte artis trendi gostermis, ancak 24 ve 72 saatlik
uyarimlar sonrasi bu artis trendi baskilanmistir. Bu bulgular, alerjen aracili kaspaz ifadesindeki

artisa cevap olarak, hiicrelerin anti-apoptotik BCL2 ifadesini artirdigini diisiindiirmektedir.

Alerjik rinit hastaliginda epitel hiicrelerdeki hasarin anlatildig1 2022 yayminda AR kosulunda
bazen epitel hiicrelerin apoptoza ugradig1 bazen ise epitel hiicrelerde gozlemlenen apoptozun
azaldig1 tespit edilmistir. Epitel hiicrelerde apoptozun azalmasinin nazal mukoza hipertropisine
sebebiyet verdigi belirtilirken bu azalmanin kaspazlar iizerinden de incelenmesi gerektigi ifade

edilmistir [142].
4.6.2. Alerjen Uyarmm Sonrasinda Anoikis Yolaginin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitin1 anoikis yolagi iizerinden arastirmak i¢in kaspaz
bagimli yolakta gorev alan BMF ve kaspaz bagimsiz yolakta gorev alan PTRH2 gen
ifadelerindeki degisim incelenmistir. Sekil 4.32°de uyarimlara bagli anoikis yolaginda goérev

alan gen seviyelerinin degigimi gosterilmistir.
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Sekil 4.32. BMF (A) ve PTRH2 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
*p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (diiz gizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim

kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayn1 alerjen dozundaki farkli saatlerin istatistigi)

Elde edilen sonuglar incelendiginde, kontrol kosuluna kiyasla 8 saatlik Cup al ve Der p6
uyarimi sonrast BMF gen seviyesinde konsantrasyona bagli olarak bir artig trendi gosterdigi
tespit edilmis olup yalnizca yiliksek konsantrasyon Cup al ve Der p6 uyarimindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 8 ve 24 saat 20 pg/ml Der p6 uyarirmi BMF
ekspresyonunu yaklasik 3 kat arttirmustir. Yiiksek konsantrasyon Der p6 alerjen uyariminin
72.saatinde ise 8 ve 24 saatte goriilen artis bazal seviyeye donmiistiir (Sekil 4.32-A). Anoikisin
kaspaz bagimsiz yolaginda gorev alan PTRH2 gen ifadesinde ise Bmf geninin aksine hicbir
kosulda anlamli artig tespit edilmemistir (Sekil 4.32-B). Literatiirde nazal epitel hiicrelerin
herhangi bir aeroalerjen ile uyarildigi ve anoikis cevabinin incelendigi bir calisma
bulunmamaktadir. Elde ettigimiz bulgular ise erken saat alerjen uyarimmlarinin nazal epitel
hiicrelerinde kaspaz bagimli anoikis yolagini tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Fakat nazal
epitel hiicrelerdeki BMF gen ifadesi sonuglari brong epitel hiicreler ile kiyaslandiginda, Der p6
uyariminin gen ifadesini brong epitel hiicre cevabindaki kadar dramatik bir sekilde arttirmadigi

gbzlemlenmektedir.
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4.6.3. Alerjen Uyarinm Sonrasinda Nekroptoz Yolaginin Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitin1 nekroptoz yolagi tizerinden arastirmak icin
RIPK3 ve MLKL ifadelerindeki degisim incelenmistir. Nekroptoz 6liim yolaginda goérev alan
RIPK3 ve MLKL gen ifadelerindeki degisim Sekil 4.33’te gosterilmistir.
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Sekil 4.33. RIPK3 (A) ve MLKL (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
***p<0,0005 ****p<0,0001 (duz cizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun

istatistigi; ¢entikli gizgiler: ayni alerjen dozundaki farkli saatlerin istatistigi)

RIPK3 gen ekspresyonundaki degisim incelendiginde, nazal epitel hiicrelerde sadece 72 saat 20
pg/ml Cup al uyariminin gen ifadesinde 2,6 katlik anlamli bir artisa sebep oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.33-A). Diger uyarim kosullarinda kontrol grubuna kiyasla gen ifadesinde
anlamli bir artig saptanmamistir. MLKL gen ifadesinde de kontrol grubu ile karsilastirildiginda
uyarim kosullar1 anlamli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.33-B). Yoo-Jin Lee ve
arkadaglarinin 2020 yilindaki ¢alismalarinda Arctium lappa Linnaeu'nun tohumlarindan elde
edilen Arctigenin molekull ile RPMI-2650 hiicreleri uyarilmis ve bu uyarim sonucunda
hiicrelerdeki apoptoz ve nekroptoz yolaklarinin tetiklendigi saptanmistir [143]. Fakat
literatiirde HDM ya da polen alerjeni ile uyarilmis ve nekroptoz 6liim yolagi incelenmis bir

yayina rastlanmamistir. Elde ettigimiz bulgular, nazal epitel hiicrelerdeki Cup al- veya Der p6-
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aracili hiicre Oliimlerinin nekroproz disindaki bagka yolaklar iizerinden gergeklesiyor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

4.6.4. Alerjen Uyarim Sonrasinda Partanatoz Yolagmin Gen ifadesi Diizeyinde

incelenmesi

Alerjen uyarimi sonrasinda epitel hiicre yanitin1 partanatoz yolagi iizerinden arastirmak igin

AlIF ve PARP1 ifadelerindeki degisim incelenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. AIF (A) ve PARP1 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3;
*p<0,01 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (dlz gizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun

istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkl saatlerin istatistigi)

AIF ve PARP1 gen ifadeleri incelendiginde, 20 pg/ml Der p6 alerjeni ile nazal epitel hiicreleri
8 saat uyarmak gen ifadelerinde anlamli bir degisiklige sebebiyet vermistir. Kontrol kosuluna
kiyasla 8 saatlik yiiksek doz Der p6 uyarimi AIF genini 2,2 kat, PARP1 gen ifadesini ise
yaklagik 2 kat arttirmistir. 8 saatlik uyarimda gozlemlenen bu artis 24 ve 72 saat sonuglari ile
kiyaslandiginda da anlamli bir artis tespit edilmistir. Fakat diger uyarim kosullar1 kontrol
kosulu ile karsilastirildiginda, AIF ve PARP1 ekspresyon seviyesinde anlamli bir artisa sebep
olmamustir. Literatirde nazal epitel hiicrelerin herhangi bir uyarim sonrasinda partanatoz 6lim
yolaginin incelendigi bir yayina rastlanmamistir. Elde ettigimiz bulgular, nazal epitel

hiicrelerdeki yalnizca yliksek konsantrasyondaki Der p6-aracili hiicre 6liimlerinin partanatozu
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tetikleyebilecegini, Cup al alerjeni aracili hiicre dliimlerinin ise partanatoz disindaki baska

yolaklar lizerinden gergeklesiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.
4.6.5. Alerjen Uyarin Sonrasinda EMT Siirecinin Gen ifadesi Diizeyinde Incelenmesi

CDH1 ve CDH2 gen ifadeleri degerlendirildiginde benzer sekilde 8 saatlik yiiksek doz alerjen
uyarimlarinin kontrol kosuluna gore ekspresyonu arttirmis oldugu gézlemlenmektedir (Sekil
4.35-A ve Sekil 4.35-B). 20 pg/ml Cup al uyarimi CDH1 gen ifadesini 4,4 kat, CDH2 gen
ifadesini ise 2,7 kat arttirmustir. 20 pg/ml Der p6 uyarimi ise kontrole kiyasla E-kaderin gen
seviyesini 5 kat, N-kaderin ekspresyonunu ise 4,3 kat arttirmistir ve 8 saatlik uyarimda
gozlemlenen bu artis 24 ve 72 saat uyarimlarina gore de istatistiksel olarak anlamli tespit
edilmistir. Nazal epitel hiicreleri 24 saat 20 ug/ml Der p6 ile uyarildiginda da CDH1 gen
ifadesinde yaklasik 5 katlik anlamli bir artisa sebep olmustur. SNAI1 gen ifadesinde ise kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir artiga sebep olan kosul tespit edilmemistir (Sekil 4.35-C). Alerjik
rinit hastalarin nasal poliplerinde TGF-B seviyesi saglikli bireylere kiyasla daha yiiksek
bulunmustur [144]. Ayni zamanda yayinlanan bazi caligmalar mezenkimal hiicre belirteglerinin
de hastalik durumda arttigin1 gostermesine ragmen alerjik rinit hastaliginda EMT siireci ile ilgili
kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir [88]. Tez kapsaminda elde edilen sonuglarda yiiksek
konsantrasyondaki alerjen uyarimlarinda hem E-kaderin hem de N-kaderin ekspresyonunun

kontrol kosuluna gore artis gdsterdigi bulunmustur.
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Sekil 4.35. CDH1 (A), CDH2 (B) ve SNAI1 (C) gen ekspresyonlarinin ger¢cek zamanlt PZR
analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (diiz cizgiler: kontrol grubuna
kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli c¢izgiler: ayni alerjen dozundaki farkli saatlerin

istatistigi)

Cup al ve Der p6 uyarimi sonrasinda RPMI-2650 hucrelerinden elde edilen gen ifadesi
sonuclar1 dikkate alindiginda, kaspaz degisimlerinde en etkili konsantrasyonun her iki alerjen
icin de diisiik doz oldugu tespit edilmistir. Diger gen ifadeleri incelendiginde uyarimlarin gen
ifadesine etkisi noktasinda asir1 bir farklilik gézlemlenmemistir. BEAS-2B hiicre cevabindan

farkli olarak nazal epitel hiicrelerin daha erken cevap verdigi goriilmiistiir ve brons epitel
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hiicrelerinde nazal epitel hiicrelerine kiyasla gen ifadelerinde daha dramatik degisimler tespit
edilmistir. Bu sebeple ko-kultlr deneylerinde nazal hucrelerin 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml

Cup al dozlar1 ile 8 ve 24 saat uyarilmasina karar verilmistir.

4.7. BEAS-2B veya RPMI-2650 Hiicre Hatlarimin EoL-1 Hducreleriyle Ko-kultur

Sistemine Alinmasi

Hiicre cevabini 6liim yolaklar1 ve EMT siireci iizerinden incelemek i¢in BEAS-2B ve RPMI-
2650 hucreleri 21 gin boyunca ALI-kiiltiir yontemi ile kiiltiirlenmistir. Kiltirlenme sireci
boyunca 0, 7, 14 ve 21. gunlerde TEER ol¢limii yapilmistir (Sekil 4.34). Epitel hiicreler
aktiflestirilmis EoL-1 hiicre hatlar1 ile kiiltiire alinacag: i¢cin ALI-kdltlr stresi sona ermeden
BA ile aktiflestirme deneyleri yapilmis ve ECP ELISA kiti ile karakterize edilmistir (Sekil
4.35). Ardindan bir deney grubu aktiflestirilen EoL-1 hicreleri ile ko-kiiltiire alinmustir.

4.7.1. BEAS-2B ve RPMI-2650 Hiicrelerinin TEER Sonuclari

RPMI-2650 ve BEAS-2B hicrelerin transwell insert igerisine ekilerek, hicreler konfluente
ulastiktan sonra apikal kisimdan havaya bazal kisimdan ise besiyerine maruz birakildigi bu
sistem ALI-kiiltiir olarak adlandirilmaktadir. ALI-kiltur hava yolu epitel hicrelerinin
Ozelliklerini taklit eder ve hayvan calismalarina en uygun alternatif olarak belirtilmektedir.
Literatiirde ve laboratuvarimizda yiiriitiilen diger ¢aligmalar referans alindiginda, BEAS-2B ve
RPMI-2650 hicrelerinin 21 gun boyunca ALI-kiltir sisteminde kdltirlenmesine karar

verilmistir. Bu siireg icerisinde 0, 7, 14 ve 21. giinlerde TEER 06l¢limleri yapilmistir.
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Sekil 4.36. ALI-kdltur sureci boyunca BEAS-2B (A) ve RPMI-2650 (B) hiicrelerinin TEER
degerleri; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ****p<0,0001

BEAS-2B hiicre hatt1 insert igerisinde %100 konfluente ulastiktan sonra apikal kisimdaki
besiyeri uzaklagtirilarak 0. giin TEER degeri 6lgiilmiis ve 94 Q.cm? bulunmustur (Sekil 4.36.).
7. Giinde bu deger 111 Q.cm® ye istatiktiksel olarak anlamli bir sekilde artmis fakat daha
sonraki giinlerde bu deger azalmaya baslamistir. 14. Giin 104 Q.cm?’ye azalan deger 0. Gln
TEER degeri ile karsilagtirildiginda anlamli kabul edilir iken 21. giinde elde edilen 101 Q.cm?
degerine azalma istatistiksel olarak anlamsiz tespit edilmistir. 2012 ve 2020 yillarinda
yaymlanan 2 farkli makalede BEAS-2B ALI-kiltur yontemi ile kiltirlenmis ve farkli
zamanlarda TEER degerlerinin Olgiilmiistiir. Bu yayinlarda 21. giline yaklastikca TEER
degerlerinde artis goriilmesine ragmen bu artiglar 0. giinden asir1 yiiksek bulunmamustir [145,
146]. Literatiire benzer sekilde 0. giine gore 21. giinde 6l¢iilen TEER degerindeki artis sinirlidir.
RPMI-2650 hiicre hattinda ise 21. giine kadar elde edilen biitiin TEER degerleri 0. gunden
ylksektir. 0. giin TEER degeri 90 Q.cm? iken 21. giin TEER degeri 157 Q.cm?’ye yiikselmistir.
7 ve 14. giinler de TEER degeri yaklagik 103 Q.cm? olarak hesaplanmustir. 21. giinde tespit
edilen bu artis 0. giin ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 21. giinde
artan TEER degeri literatiir ile uyumlu bulunmustur [147]. Tez kapsaminda yapilan deneyler,
literatiir ve laboratuvarda gergeklestirilen onceki ¢aligmalar dikkate alindiginda ALI-kiltir

stiresinin 21 gilin olmasina karar verilmistir.
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4.7.2. BA ile Aktiflestirilen EoL-1 Hiicre Hattinin Karakterizasyonu

Literatiirde eozinofiller aktiflestirmek icin biitirik asit (BA) veya dibutiril siklik AMP
(dbcAMP) gibi farkli uyaranlar kullanilmaktadir. Aktiflestirme siirecinde genellikle BA
kullanilmak ile birlikte uygulanan konsantrasyonlar ve siireler degiskenlik gostermektedir
[148-150]. Literatiirde kullanilan konsantrasyonlar ve siireler baz alindiginda, EoL-1 hicre
hattin1 aktiflestirmek i¢in 100 uM ve 500 uM BA konsantrasyonlarinin 2, 5 ve 7 giin boyunca
denenmesine karar verilmistir. Bu konsantrasyon ve siirelerde BA ile uyarilan EoL-1 hiicre
hatlarinin uyarim siirelerinin sonunda siipernatanlar1 toplanmis ve ELISA deneyinde ECP

miktarin1 analiz etmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 4.37. EoL-1 hiicre hattindan 2, 5 ve 7 giin boyunca siipernatana salinan ECP miktar1; n=3;
**p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001

Analiz sonuglar1 incelendiginde uyarilmamis EoL-1 hiicrelerinden salinan ECP miktar1
yaklasik 17 ng/ml iken BA uyarimi ile salinan ECP miktar1 artig géstermistir. 2 giin boyunca
500 uM BA ile uyarilan kosulda 21,64 ng/ml ECP salinirken 100 pM uyarimda 18,66 ng/ml
konsantrasyonda protein salinmistir. Fakat bu artislarda 500 uM kosulu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. 5 giin uyarim siiresinde ise her iki dozda da salinan ECP miktar1 benzer
ve yaklasik 20,5 ng/ml konsantrasyonunda tespit edilmistir. 7 giin uyarim incelendiginde ise
istatistiksel olarak anlamli tek artisin 500 uM dozunda oldugu goriilmiistiir. Bu dozda
hiicrelerden yaklasik 25 ng/ml ECP salinmistir. Fakat hiicre kiiltliriinde yapilan gozlemlerde 7.
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ginde EoL-1 hiicrelerinin 6lmeye basladigi tespit edilmistir. Bu sebeple aktiflestirme protokoli
icin istatistiksel olarak kontrol kosuluna gore anlamli olan ve yiiksek ECP konsantrasyonu

tespit edilen kosulun segilmesine ve 2 giin 500 UM uyarim yapilmasina karar verilmistir.

4.8. BEAS-2B/EoL-1 Ko-kulttr Sisteminde Belirlenen Doz ve Zamanlarda Cup al ve Der
p6 Alerjen Uyarmmmn Oliim Yolaklar1 ve EMT Mekanizmasi1 Uzerine Etkisi

48 kuyucuklu plakada yapilan uyarimlar sonucunda elde edilen gen verilerine gore 2 ve 5 pug/ml
Cup al alerjeni ve 10 ve 20 pg/ml Der p6 alerjeni ile 72 saat uyarim kosullar1 segilmistir.
Alerjenlerin sinerjik etkisini gdzlemlemek igin 2 pg/ml Cup al ve 10 pg/ml Der p6 dozu ile 72
saat uyarim kosulu secilmistir. Hiicre cevabini 6liim yolaklari ve EMT siireci iizerinden

incelemek icin gergek zamanli PZR yontemi kullanilmistir.

4.8.1. Alerjen Uyarimi Sonrasinda Apoptoz Yolagimin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi
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Sekil 4.38. 72 saat uyarim sonrasinda mono-Kkultir ve ko-kdltir sisteminde CAS3 (A), CAS8
(B) ve CAS9 (C) ve BCL2 (D) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3; *p<0,01
**p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (diz ¢izgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim
kosulunun istatistigi; centikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki mono&Kko-kiiltiir kosullarinin

istatistigi)

CAS3 gen ifadesi sonuglar1 incelendiginde, Der p6 ve Cup al & Der p6 uyarimlarinin gen
ifadesinde anlaml1 bir artisa sebep oldugu gézlemlenmistir. 10 pg/ml Der p6 uyarimi kaspaz 3
ekspresyonunu kontrol kosuluna kiyasla 7,6 kat arttirirken, 20 pg/ml Der p6 uyarmu 11,8 kat
arttirmistir. Cup al ve Der p6 alerjenlerinin sinerjik etkisini incelemek istedigimiz uyarim
kosulunda ise kaspaz 3 seviyesi 31,4 kat artis gostermistir. CAS3 gen ifadesinde artisa sebep
olan bu uyarim kosullar1 incelendiginde artisin ko-kiltiir sisteminde meydana geldigi
gorlilmiistiir. Der p6 ve Cup al & Der p6 uyarimlarinda sadece epitel hiicre ekilmis olan
kosullara kiyasla ko-kiiltiir sisteminde gen artis1 anlamli tespit edilmistir. Benzer sekilde iKi
alerjen ile ayn1 anda uyarilan kosulda kaspaz 8 gen ifadesi yaklasik 95 kat artmistir. 20 pg/ml
Der p6 uyariminda ise kontrol kosuluna kiyasla kaspaz 8 ekspresyonu 21 kat artmistir. 10 pg/ml
Der p6 uyarimi gen ifadesini 14 kat arttirmis olmasina ragmen bu artig anlamli bulunmamastir.
Benzer sekilde Cup al uyarimlari iki genin seviyesinde de anlamli bir artisa sebebiyet
vermemistir. CAS9 gen ifadesinde ko-kultlr sistemindeki Der p6 ve Cup al &Der p6 uyarimlari
kontrol kosuluna kiyasla anlamli bir artisa neden olmustur. iki alerjen ile ayn1 anda uyarilan
kosulda ise ko-kiltir sisteminde kaspaz 9 gen ifadesinde yaklasik 4 katlik bir artis
gozlemlenirken mono-kiiltiir sisteminde artis gozlemlenmemistir. Apoptoz yolaginda anti-
apoptotik roli olan BCL2 geninde ise sadece mono-kiiltiirde 20 pg/ml Der p6 uyariminda
kontrol kosuluna goére anlamli bir artis tespit edilmistir. Kaspaz gen ifadeleri incelendiginde
ekspresyon seviyelerinde artisa neden olan kosullarin ko-kiiltiir sisteminde oldugu saptanmistir.
Literatlirde eozinofil/brons epitel ko-kiiltiir sisteminde apoptozun arastirildigi bir ¢alismaya

rastlanmamistir.
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4.8.2. Alerjen Uyarmm Sonrasinda Anoikis Yolaginin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi
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Sekil 4.39. 72 saat uyarim sonrasinda mono-kultiir ve ko-kdltir sisteminde BMF (A) ve PTRH2
(B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005
****p<0,0001 (dlUz cizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli

cizgiler: ayn1 alerjen dozundaki mono&Kko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Kaspaz bagimli anoikis yolaginda gorev alan Bmf gen ifadesindeki anlamli artis ko-kultlr
sisteminde Cup al & Der p6 uyarim kosulunda gézlemlenmistir. 2 pg/ml Cup al ve 10 pg/ml
Der p6 ile ayni1 anda uyarilan BEAS-2B&EoL-1 hiicreleri kontrol kosuluna kiyasla BMF genini
19 kat arttirmustir. Ko-kiiltiirdeki uyarim sonucu artan gen ifadesi mono-kultir ile
karsilastirildiginda da anlamli bulunmustur. Diger uyarim kosullar1 ise ekspresyon seviyesini
anlamli bir sekilde arttirmamistir. Anoikisin kaspaz bagimsiz yolaginda gorev alan PTRH2
geninin ifadesinde ise BMF gen ekspresyonunun aksine Cup al ve Der p6 alerjenleri ile ayn1
anda uyarmak PTRH2 gen seviyesinde anlamli bir degisime sebep olmamistir. BMF gen
seviyesindeki degisimlerin aksine PTRHZ2 gen ifadesindeki artiglar sadece epitel hiicrelerin yer
aldig1 grupta gozlemlenmistir. Mono-kiiltiirde gergeklestirilen Cup al uyarimlart Bit-1
ekspresyonunu yaklasik 4 kat arttirmistir. Mono-kiiltiirde yapilan 10 pg/ml Der p6 uyarimi gen
ifadesinde 3,7 kat artisina, 20 ug/ml Der p6 uyarimi ise 4,6 kat artisa sebep olmustur. 20 pg/ml

Der p6 uyariminda ve Cup al uyarimlarinda mono-kiiltiirde gozlemlenen artiglar ko-kultdr ile
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karsilastirildiginda da anlamli bulunmustur. Literatiirde eozinofil/brons epitel ko-kultlr

sisteminde anoikis 6liim yolaginin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

4.8.3. Alerjen Uyarimnm Sonrasinda Nekroptoz Yolagmim Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi
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Sekil 4.40. 72 saat uyarim sonrasinda mono-Kultir ve ko-kultur sisteminde MLKL (A) ve
RIPK3 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005
***p<0,0005 ****p<0,0001 (diz cizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun

istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayn1 alerjen dozundaki mono&Kko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Uyarimlara bagli MLKL gen ifadesindeki degisimler kontrol kosula gore karsilastirildiginda
anlamli bulunmamistir. Benzer sekilde mono-klltlr ve ko-kiiltiir sisteminde yapilan
uyarimlarin MLKL gen ifadesindeki degisimleri kiyaslandiginda da anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. RIPK3 gen ifadesinde ise ko-kiiltiire kiyasla mono-kiiltiirde gergeklestirilen
Cup al uyarmmlarinin gen ifadesine artisa neden oldugu goézlemlenmistir. Mono-kultlrdeki 5
pg/ml Cup al uyarimi kontrol grubuna kiyasla gen ifadesini yaklasik 4 kat, 10 pg/ml Der p6
uyarimi 3,6 kat ve 20 pg/ml Der p6 uyarimi 4,6 kat arttirmistir. Cup al ve Der p6 alerjenleri ile
ayni anda uyarmak ise iki gen ifadesinde de anlamli bir degisime neden olmamustir. Literatiirde
eozinofil/brons epitel ko-kiiltiir sisteminde nekroptoz 6liim yolaginin arastirildigi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.
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4.8.4. Alerjen Uyarnm Sonrasinda Partanatoz Yolagmn Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi
PARPI1 AIF
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Sekil 4.41. 72 saat uyarim sonrasinda mono-kultlr ve ko-kiltlr sisteminde PARP1 (A) ve AIF
(B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi; n=3; *p<0,01 ****p<0,0001 (diz
cizgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen

dozundaki mono&ko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Partanatoz 6liim yolaginda gorev alan PARP1 enziminin ekspresyonunda uyarim kosullarina
bagli anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Apoptoz indiikleyici faktdr olan ve ayni zamanda
partanatoz 6liim yolaginda ¢ekirdege transloke olan AlF proteininin gen ifadesinde ise anlamli
bir artig Cup al & Der p6 uyarimda ko-kiiltiir sisteminde gozlemlenmistir. Saptanan bu artis
hem kontrol grubu ile hem de mono-kiiltiir sonucu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.
Kontrol grubuna kiyasla diger uyarimlar gen ifadesinde anlamli bir degisime neden olmamastir.
Literatiirde eozinofil/brons epitel ko-kiiltiir sisteminde partanatoz 6liim yolagi iizerinde calisan

bir yayina rastlanmamagtir.

4.8.5. Alerjen Uyarimi Sonrasinda EMT Yolagimin Gen ifadesi Diizeyinde Incelenmesi
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Sekil 4.42. 72 saat uyarim sonrasinda mono-Kkultlr ve ko-kiltur sisteminde CDH1 (A), CDH2
(B) ve SNAIL1 (C) gen ekspresyonlarinin ger¢cek zamanli PZR analizi; n=3; ***p<0,0005
****p<0,0001 (diz ¢izgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢centikli

cizgiler: ayn1 alerjen dozundaki mono&Kko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Epitel hiicre belirteci olan E-kaderin gen ifadesi incelendiginde 6zellikle ko-kultlr sisteminde
yapilan uyarimlarin gen ifadesini dramatik bir sekilde arttirdigi gézlemlenmistir. Ko-kultlr
sisteminde 10 pg/ml Der p6 uyarimi gen seviyesini 5 kat, 20 pg/ml Der p6 uyarimi ise 29 kat
artirmistir. Gen ifadesinde tespit edilen bu artislar kontrol kosulu ile karsilastirildiginda
anlamli bulunmamistir. Cup al&Der p6 uyariminda ise CDH1 gen ifadesinde istatistiksel
olarak anlaml1 556 Katlik artis tespit edilmistir. Bu artis mono-kiiltiir ile karsilastirildiginda da
anlamli bulunmus ve benzer sekilde mezenkimal hiicre belirteci olan N-kaderin gen ifadesinde
Cup al-Der p6 uyariminda yaklasik 320 katlik bir artis goriilmiistiir. Gen ifadesinde

gozlemlenen bu artis hem kontrol kosuluna hem de mono-kiiltiire kiyasla anlamlidir. CDH2
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gen seviyesinde kontrol grubuna kiyasla 10 pg/ml Der p6 uyarm 42 katlik, 20 pg/ml Der p6
uyarimi ise 66 katlik bir artisa neden olmasina ragmen yapilan istatistik testi sonucunda bu
artiglar anlamli bulunmamistir. EMT surecinde transkripsiyon faktoru olarak rol alan SNAI1
geninin ifadesinde ise ko-kultlr sisteminde yuksek doz Der p6 ve Cup al&Der p6 kosullari
anlamli artiga neden olmustur. 20 pg/ml Der p6 uyarimi SNAIL gen ifadesini 47 kat, Cup
al&Der p6 uyarimi ise 61 kat arttirmigtir. Ko-kiiltiir uyarim kosullarinda kontrole kiyasla
anlamli olan bu artiglarin mono-kiiltiir sonucu ile karsilastirildiginda da anlamli oldugu
gbzlemlenmistir. Cup al uyarimlarinda ise hem ko-kultlr & mono-kiiltiir karsilastirmasinda
hem de kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisim tespit edilmemistir. 2013 yilinda Atsushi
ve arkadaslarinin yayinladigi bir ¢calismada Eol-1 ve BEAS-2B hicreleri ko-kiiltiire alinmis ve
caligma kapsaminda eozinofillerin havayolu yeniden yapilandirilmasinda epitel hiicrelerdeki
EMT siirecini nasil etkiledigi arastirilmistir [14]. Bu ¢alismada herhangi bir uyarim yapilmadan
EoL-1 ve BEAS-2B hiicreleri ko-kiiltiire alindiginda, mono-kiiltiir kosuluna gére E-kaderin gen
ifadesi azaldigi, vimentin gen ifadesinin ise arttigi tespit edilmistir. Tez kapsaminda yapilan
deneylerde ise ko-kiiltiirde uyarim yapildiginda hem epitel hiicre belirteci E-kaderinin hem de

mezenkimal hicre belirteci N-kaderinin arttig1 tespit edilmistir.

4.9. RPMI-2650/EoL-1 Ko-kultur Sisteminde Belirlenen Doz ve Zamanlarda Cup al ve
Der p6 Alerjen Uyarimmin Oliim Yolaklar1 ve EMT Mekanizmasi Uzerine EtKkisi

48 kuyucuklu plakada yapilan uyarimlar sonucunda elde edilen gen verilerine gore 10 pg/ml
Cup al alerjeni ve 10 pg/ml Der p6 alerjeni ile 8 ve 24 saat uyarim kosullar1 se¢ilmistir.
Alerjenlerin sinerjik etkisini gozlemlemek igin 10 pg/ml Cup al ve 10 pg/ml Der p6 dozu ile
24 saat uyarim kosulu secilmistir. Hiicre cevabini 6liim yolaklar1 ve EMT siireci lizerinden

incelemek i¢in gergek zamanli PZR yontemi kullanilmustir.
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4.9.1. Alerjen Uyarimi Sonrasinda Apoptoz Yolaginin Gen ifadesi Diizeyinde incelenmesi
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Sekil 4.43. 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml Cup al uyarimlart sonrasinda mono-kultlr ve ko-
kiltar sisteminde CAS3 (A), CAS8 (B), CAS9 (C) ve BCL2 (D) gen ekspresyonlarinin gergek
zamanli PZR analizi; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (diuz cizgiler:
kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki

mono&ko-kiiltiir kosullarmin istatistigi)

Apoptoz igsel yolaginda gorev alan CAS3 gen ifadesindeki degisim incelendiginde ko-kiltiirde
Cup al-Der p6 ile 24 saat yapilan uyarimin gen seviyesini kontrole kiyasla 19 kat arttirdigi

gbzlemlenmistir. Ayn1 anda iki alerjen ile uyarilan ko-kiiltiir sisteminde gézlemlenen bu artis
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hem kontrol grubuna hem de mono-kiiltiir uyarimina kiyasla anlamli bulunmustur. Mono-kdltir
ve ko-kiiltiir sistemlerindeki diger uyarim kosullarinda anlamli bir degisim tespit edilmemistir.
Benzer sekilde dissal apoptoz yolaginda gorev alan Kaspaz 8 gen ifadesinde de anlamli artisa
sebep olan tek kosul 24 saat Cup al&Der p6 uyarmmudir. Ko-kiltirde Cup al&Der p6 ile
uyarilan nazal epitel hiicreler kontrol grubuna kiyasla kaspaz 8 gen ekspresyonunu 3,5 kat
arttirmistir. Ayn1 zamanda bu artis mono-kiltiir uyarimi ile karsilastirildiginda da anlamli
bulunmustur. I¢sel yolakta gorevli bir diger enzim olan Kaspaz 9 geninin seviyesinde ise diger
kaspaz genlerindeki kadar dramatik bir artig gozlemlenmemistir. Kontrol grubuna kiyasla CAS9
gen seviyesindeki anlamli tek artiy Cup al&Der p6 uyariminda yaklasik 2 kat olarak
saptanmistir. Kaspaz enzimlerinin genlerindeki anlaml artiglar ko-kiiltiir uyarimlarinda tespit
edilirken anti-apoptotik BCL2 genindeki anlamli degisimler mono-kiiltiir uyarimlarinda tespit
edilmistir. 8 saat 10 pg/ml Cup al uyarimi1 BCL2 gen ifadesini 4 kat, 24 saat Der p6 uyarimi ise
6 kat arttirmistir. 24 saat Der p6 mono-kiiltiir uyariminda tespit edilen artis ko-kiiltiir uyarimina
kiyasla da anlaml1 bulunurken 8 saat Cup al mono-kiiltiir uyarimi ko-kiiltiire gére anlamli tespit
edilmemistir. Literatirde EoL-1&BEAS-2B ko-kiiltiiriinde gergeklesen bir apoptoz arastirmasi

ile karsilasilmamastir.

4.9.2. Alerjen Uyarmm Sonrasinda Anoikis Yolagmin Gen ifadesi Diizeyinde Incelenmesi
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Sekil 4.44. 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml Cup al uyarimlart sonrasinda mono-kultlr ve ko-
kiltar sisteminde BMF (A) ve PTRH2 (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi;
n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (duz ¢izgiler: kontrol grubuna kiyasla
uyarim kosulunun istatistigi; centikli ¢izgiler: ayni alerjen dozundaki mono&Kko-kultir

kosullarinin istatistigi)

Bmf gen ifadesindeki degisimlere bakildiginda 24 saat Der p6 uyariminda mono-Kultlirde
kontrol grubuna kiyasla 4,2 katlik anlamli bir artis gézlemlenmistir. Tespit edilen bu artis ko-
kiiltiirdeki uyarim ile kiyaslandiginda da anlamlidir. Ko-kiiltiirde gerceklestirilen uyarimlarin
sonucunda BMF gen ifadeleri kontrole yakin bir seviyede tespit edilirken mono-kiiltiirdeki
uyarimlarin gen seviyesinde artisa sebep oldugu gozlemlenmistir. PTRH2 gen ifadesi
incelendiginde ise hem mono-kultiirdeki hem ko-kiiltiirdeki uyarimlarin higbiri anlamli bir

artisa sebep olmamustir.

4.9.3. Alerjen Uyarimnm Sonrasinda Nekroptoz Yolagimn Gen Ifadesi Diizeyinde
Incelenmesi
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Sekil 4.45. 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml Cup al uyarimlari sonrasinda mono-kultlr ve ko-
kaltr sisteminde MLKL (A) ve RIPK3 (B) gen ekspresyonlarmin ger¢ek zamanli PZR analizi;
n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 ****p<0,0001 (duz ¢izgiler: kontrol grubuna kiyasla
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uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli cizgiler: ayni alerjen dozundaki mono&ko-kultir

kosullarmnin istatistigi)

Nekroptoz yolaginda gorev alan MLKL proteininin gen ifadesi incelendiginde, 24 saat Cup al
uyarmminin mono-kultirdeki gen ifadesinde 16 katlik bir artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Ko-kiiltiirde gerceklestirilen Cup al&Der p6 uyarimi ise MLKL ekspresyon seviyesini yaklasik
14 kat arttirmistir. RIPK3 enziminin gen ifadesinde ise hi¢bir kosulda anlamli bir artis tespit

edilememistir.

4.9.4. Alerjen Uyarnm Sonrasinda Partanatoz Yolagmin Gen Ifadesi Diizeyinde

Incelenmesi
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Sekil 4.46. 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml Cup al uyarimlart sonrasinda mono-kultlr ve ko-
kaltir sisteminde PARP1 (A) ve AIF (B) gen ekspresyonlarinin ger¢ek zamanli PZR analizi;
n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 (diiz ¢izgiler: kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun

istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayn1 alerjen dozundaki mono&Kko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Sitoplazmada PAR birikmesinden sorumlu enzim PARP1 gen seviyesinde hicbir kosulda
anlamli bir degisim tespit edilememistir. Apoptoz indiikleyici faktor olarak hem apoptozda hem
de partanatozda gorev alan AIF geninde ise ko-kiiltiirde 8 saat Cup al uyariminda ve mono-
kiiltiirde 24 saat Der p6 uyariminda kontrole kiyasla anlamli bir artig gézlemlenmistir. Ko-

kiiltiirde 8 saat Cup al uyarimi AlIF geninde 1,8 katlik, mono-kiiltiirde 24 saat Der p6 uyarimi
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ise 1,9 katlik bir artisa neden olmustur. Tespit edilen bu artislar ko-kiltir & mono-kulttr

sistemleri arasinda karsilastirildiginda da anlamli bulunmustur.

RPMI-2650 hiicre hatt1 ile gergeklestirilen mono-kultir ve ko-kiltir deneylerinde CDH1,
CDH2 ve SNAI1 gen ifadeleri ise qPZR yontemi ile tespit edilememistir.

Tek tabaka (48 kuyucuklu plaka) uyarimlar1 sonucunda nazal ve bronsiyal epitel hiicrelerdeki

gen ifadesi degisimleri Sekil 4.47°de 6zetlenmistir.

BEAS-2B RPMI-2650
[ ]
50 100

us us
2 pg/mL Cupat-8 saat] 10 ugimL Cupa1-8 saat
2 pg/mL Cupat-24 saat B 10 pg/mL Cupa1-24 saat
2 pg/mL Cupa1-72 saat| 77[ 10 pg/mL Cupa1-72 saat
5 pgimL Cupa1-8 saat [ ‘ 20 pg/mL Cupa1-8 saat
5 pg/mL Cupat-24 saat | 20 ug/mL Cupa1-24 saat

5 pg/mL Cupa1-72 saat} 20 pg/mL Cupat-72 saat |
10 pg/mL Derp6-8 saat] 10 pg/mL Derp6-8 saat
10 pg/mL Derp6-24 saat 10 g/mL Derp6-24 saat
10 pg/mL Derp6-72 saat| 10 pg/mL Derp6-72 saat
20 pg/mL Derp6-8 saat| 20 pg/mL Derp6-8 saat
20 pg/mL Derp6-24 saat] | 20 pg/mL Derp6-24 saat
20 pg/mL Derp6-72 - .‘ 20 pg/mL Derp6-72 saat

CAS3 CAS8 CAS9 BCL2 BMF PTRH2 AIF PARP1RIPK3 MLKL CDH1 CDH2 SNAI CAS3 CAS8 CAS9 BCL2 BMF PTRH2 AIF PARP1RIPK3 MLKL CDH1 CDH2 SNAH

Sekil 4.47. Tek tabaka kiiltiirde tespit edilen gen ifadesi degisiklikleri

Mono-kiltiir ve Kko-kiiltiir uyarimlar1 sonucunda nazal ve bronsiyal epitel hiicrelerde

gozlemlenen gen ifadesi degisimleri ise Sekil 4.48’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.48. Mono-kiltir ve ko-kultirde tespit edilen gen ifadesi degisiklikleri

4.10. Alerjen Uyarimi Sonrasinda Siipernatana Salinan Sitokin Seviyesinin ELISA ile

Incelenmesi

Eozinofillerin alerjen uyarimi ile birlikte epitel hiicrelerin cevaplarina katkisinin incelenmesi
amaclanan bu tez kapsaminda transwell insertler yardimiyla mono-kultlr ve ko-kiltir
sistemleri kurulmustur. Epitel hiicrelerin Cup al ve Der p6 alerjenleri ile uygun uyarim siireleri
tamamlandiginda {ist siipernatan ve alt siipernatanlar toplanmis ve alerjenlerin sitokin salinmina
etkisinin incelenecegi ELISA deneylerinde kullanilmak i¢in -80°C’de saklanmistir. Tez
kapsaminda epitel hiicrelerden salinan TNF- o, TGF- B, MMP9 ve GM-CSF sitokin seviyeleri

incelenmistir.

4.10.1. BEAS-2B Hiicre Hattinin Alerjen Uyarimi Sonrasi Siipernatana Salinan Sitokin
Profili

BEAS-2B hiicrelerinde sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak yapilan deneylerde, hiicrelerden
salinan TNF-a seviyesi kitin standart araligimnin (15.6 pg/mL - 1,000 pg/mL) altinda kaldig1 i¢in

tespit edilememistir.
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Sekil 4.49. 72 saat alerjen uyarimlari sonrasinda BEAS-2B hiicre hattindan iist (A) ve alt (B)
stpernatanlara salinan MMP9 miktar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005 ***p<0,0005 (dlz ¢izgiler:
kontrol grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; ¢entikli ¢izgiler: ayn1 alerjen dozundaki

mono&Kko-kiiltiir kosullarinin istatistigi)

Mono-kiiltiir kontrol kosulunda {ist siipernatana salinan MMP9 konsantrasyonu 467 pg/ml iken
ko-kiiltiir kontrol kosulunda {ist stipernatana salinan MMP9 konsantrasyonu ise 325 pg/ml
olarak tespit edilmistir. Mono-kultur ve ko-kultlrde tespit edilen bu fark istatistiksel analizde
anlamli bulunmustur. Mono-kiiltiirde kontrol kosuluna kiyasla 5 pg/ml Cup al, 10 pg/ml Der
p6 ve Cup al&Der p6 kosullarinda iist siipernatana salinan MMP-9 miktarlarinda anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Ko-kiiltiirde ise Cup al&Der p6 kosulunda {ist siipernatana salinan
MMP 9 konsantrasyonu 498 pg/ml olarak hesaplanmis ve kontrol kosuluna gére bu artis anlaml
bulunmustur. Alt siipernatana salinan MMP9 konsantrasyonu incelendiginde ise kontrol
kosulunda mono-kdltir ve ko-kiiltiir arasinda anlamli bir degisim tespit edilmemistir. Mono-
kiiltiirtin kontrol kosulunda alt siipernatana salinan MMP9 9 pg/ml konsantrasyonunda iken 20
pg/ml Der p6 uyarimimda konsantrasyon 26 pg/ml ve Cup al&Der p6 uyariminda
konsantrasyon 19,5 pg/ml tespit edilmistir. Kontrol kosuluna gore gézlemlenen bu artislar
istatistiksel analize gore anlamhidir. Ko-kiiltir kontrol kosulunda saliman MMP9
konsantrasyonu 10 pg/ml iken Cup al& Der p6 uyariminda yaklasik 30 pg/ml MMP9 alt

supernatana salmmaktadir. Bu uyarimda gozlemlenen artis hem kontrol kosuluna hem de
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mono-kiiltiir kosuluna kiyasla anlamli bulunmustur. 2021 yilinda ekibimizin yayinladigt bir
baska ¢alismada BEAS-2B hucreleri 10 pg/ml Der p6 ile uyarilmis ve kontrol kosuluna goére
MMP9 salinmasinda azalma gézlemlenmistir. Fakat tespit edilen bu azalma istatistiksel olarak
anlamli degildir [98]. Tez kapsaminda yapilan ¢alismada ise mono-kultirde 10 pg/ml Der p6

uyariminda iist siipernatana salinan MMP9 miktarindaki azalma anlamli bulunmustur.

Ust Siipernatan Alt Siipernatan
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Sekil 4.50. 72 saat alerjen uyarimlar1 sonrasinda BEAS-2B hiicre hattindan iist (A) ve alt (B)
stpernatanlara salinan GM-CSF miktar1; n=3; *p<0,01 **p<0,005 (diz cizgiler: kontrol
grubuna kiyasla uyarim kosulunun istatistigi; centikli ¢izgiler: aymi alerjen dozundaki

mono&ko-kiiltiir kosullarnin istatistigi)

Ust siipernatana salman GM-CSF miktar1 mono-kiltir kontrol kosulunda 274 pg/ml
konsantrasyonunda tespit edilirken, ko-kiiltiir kontrol kosulunda 126 pg/ml konsantrasyonunda
tespit edilmigtir. Ko-kiiltiir sisteminde {ist siipernatana saliman GM-CSF miktar1 mono-kultlr
sistemine gore anlamli azalmistir. Benzer bir azalma alt slipernatanda da gozlemlenmesine
ragmen bu azalma istatistiksel analize gore anlamli degildir. Mono-kdiltiirde Der p6 uyarimlari
iist siipernatana salinan GM-CSF miktarinda anlamli bir azalmaya neden olmustur. Ko-kulttrde
ise Cup al uyarimlari {ist slipernatana saliman GM-CSF miktarinda anlamli bir artisa sebep
olmustur. Alt siipernatanda benzer sekilde ko-kiiltiirdeki Cup al uyarimlarit GM-CSF protein
seviyesini arttirken, mono-kiiltiirde gergeklestirilen 5 pg/ml Cup al uyarimi da protein

miktarint anlaml bir sekilde arttirmistir. Cup al &Der p6 uyarimi ko-kultlirde alt stipernatana

119



42 pg/ml konsantrasyonunda GM-CSF salinmasina neden olmustur. Bu artis kontrol kosuluna
kiyasla anlamlidir. Laboratuvar ekibimiz tarafindan yaymlanan c¢alismada ALI-kilturde
buyutilen BEAS-2B hicreleri 10 pug/ml Der p6 ile uyarildiktan sonra apikal boliime salinan
GM-CSF miktarinda kontrol grubuna gore azalma gozlemlenmistir [98]. Gergeklestirilen
deneyde benzer sekilde mono-kiiltiirde 10 pg/ml ve 20 pg/ml Der p6 uyarimlarinda apikale

saliman GM-CSF miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.51. 72 saat alerjen uyarimlar1 sonrasinda BEAS-2B hiicre hattindan iist (A) ve alt (B)

supernatanlara salman TGF-f miktari; n=3

Ust siipernatana kontrol ve uyarim kosullarnda yaklasik 200-350 pg/ml araliginda TGF-B
salindig1 gozlemlenmistir. Alt siipernatana kontrol ve uyarim kosullarinda yaklasik 40-50 pg/ml
araliginda TGF-B salindig1 saptanmistir. Uyarim kosullari ile {ist ve alt siipernatana salinan
TGF-B miktarmin arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir. 2017 yilinda BEAS-
2B&EoL-1 ko-kiiltiir olusturularak yapilan bir deney sisteminde ko-kiiltiir kosulunda salinan
TGF-B miktarinda mono-kiiltiire gére anlamli bir artis tespit edilmistir [118]. Tez kapsaminda

yiiriitiilen deney sonucunda elde edilen sonuglar literatiir ile uyumlu degildir.

4.10.2. RPMI-2650 Hiicre Hattinin Alerjen Uyarimi Sonrasi Siipernatana Salinan Sitokin
Profili
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RPMI-2650 hicrelerinde sandvig ELISA yontemi kullanilarak yapilan deneylerde, hiicrelerden
salinan TNF-a seviyesi kitin standart araliginin (15.6 pg/mL - 1,000 pg/mL) altinda kaldig1 i¢in
tespit edilememistir. GM-CSF Kkitinin standartlar1 15.6 pg/mL - 1,000 pg/mL araliginda ve
MMP9 Kkitinin standartlar1 0,625 ng/ml — 20 ng/ml arahigindadir. Uygun kosullardaki
uyarimlardan sonra toplanan alt ve st supernatanlardaki GM-CSF ve MMP9 miktarlari kitin

tespit araliginin altinda kalmistir.
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Sekil 4.52. 10 pg/ml Der p6 ve 10 pg/ml Cup al alerjen uyarimlar: sonrasinda RPMI-2650

hiicre hattindan iist (A) ve alt (B) sUpernatanlara salinan TGF-B miktari; n=3

Ust siipernatana kontrol ve uyarim kosullarinda yaklasik 200-350 pg/ml araliginda TGF-B
salindig1 gozlemlenmistir. Alt siipernatana kontrol ve uyarim kosullarinda yaklasik 40-50 pg/ml
araliginda TGF-B salindig1 saptanmistir. 2005 yilinda RPMI-2650 hiicre hatti artan dozda
HDM ile uyarilmis ve siipernatana salian TGF-B seviyeleri tespit edilmistir. Gergeklestirilen
bu deneyde uyarimin dozundaki ve saatindeki artisina bagli saliman TGF-B seviyesinin arttig1
gozlemlenmistir [151]. Tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerde ise uyarim kosullart ile st

ve alt slipernatana salinan TGF-B miktarinin arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir.
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5. YORUM

Tez kapsaminda nazal ve bronsiyal epitel hiicrelerin Der p6 ve Cup al alerjenlerine verdikleri
hiicre yanitlarinin hiicre 6liim yolaklar1 (apoptoz, anoikis, partanatoz ve nekroptoz) ve EMT
siireci lizerinden incelenmesi ve eozinofil hiicrelerinin hiicre cevabina katkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda RPMI-2650 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 farkli doz ve
strelerde Cup al ve Der p6 alerjenleri ile uyarilmis ve uygun doza-zamana karar verebilmek
icin MTT, LDH ve EtBr/Kalsein floresan boyama canlilik ve sitotoksisite testleri yapilmistr.
Bu testlerin sonucu g6z oniine alinarak hiicrelerde %50’ye yakin 6liime neden olan uygun doza
karar verilmistir. Nazal ve bronsiyal epitel hiicre hatlar1 igin farkli dozlar seg¢ilmistir. Tezin
ilerleyen asamasinda alerjenler ile uyarilan hiicrelerde anoikis testi yapilmis ve hiicre cevabi
gen ifadesi tizerinden gergek zamanli PZR yontemi ile incelenmistir. Gen ifadelerinde anlamli
degisime sebep olan uygun alerjen dozu ve sureler sonraki deneylerde kullanilmak {izere
secilmistir. Eozinofillerin alerjen uyarimmda hiicre cevabina olan katkisini arastirmak igin
mono Ve Ko-kiiltiir hiicre sistemleri olusturulmustur. Alerjen uyarimlari tamamlandiktan sonra
hiicrelerde 4 farkli 6lim yolaginda (apoptoz, anoikis, nekroptoz ve partanatoz) ve EMT
yolaginda degisen gen ifadelerini incelemek i¢in gercek zamanli PZR yontemi kullanilmistir.
Alerjen uyarimi ile degisen sitokin seviyelerini incelemek i¢in ise ELISA deneyi yapilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen deney semasi Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Deney akis semast

Gergeklestirilen tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir;

e Cup al ve Der p6 alerjenleri ticari olarak satin alinmig ve deneylere baslamadan 6nce
Qubit cihazinda yapilan DNA ve RNA saflik tayini analizinde beklenildigi gibi DNA
ve RNA kontaminasyonu tespit edilmemistir.

e Serin proteaz aktivitesine sahip Der p6 ve pektat liyaz aktivitesine sahip Cup al icin
yapilan proteaz aktivite testinde alerjenlerin proteaz o6zelligine sahip oldugu tespit
edilmistir. Der p6 alerjeninin proteaz aktivitesi oldugu bilindiginden elde edilen sonug
literatiir ile uyumludur. Fakat Cup al alerjeninin proteaz aktiviteye sahip oldugu
literatiirde ilk defa gosterilmistir.

e Farkli dozlarda Der p6 ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde yiizde hiicre canliligindaki
anlaml diisiis 72 saat 20 pg/ml konsantrasyonunda gézlemlenmis ve hiicre canlilig1
kontrol kosuluna kiyasla %77’ ye gerilemistir. Literatiirde Der p6 alerjeni ile 72 saat
uyarim gerceklestirilmemis olup 24 saat uyarim sonuclar1 laboratuvarin yaymlanmig
diger bir ¢aligmasi ile uyumlu bulunmustur.

e BEAS-2B hiicrelerinde gerceklestirilen Cup al uyarimlari incelendiginde 20 pg/ml
dozunun her saatte hiicre canliligini %10’un altina disiirdiigii tespit edilmistir. 72
saatlik uyarimda doz ile korele bir sekilde hiicre canliliginda azalma gozlemlenmis ve
5 pg/ml Cup al uyariminda hiicre canliligi kontrol kosuluna kiyasla %46’ya diismiistiir.

e Iki farkli alerjen ile uyarim sonrasinda elde edilen MTT sonuglari Cup al ve Der p6
alerjenlerinin ayni doz wuyarimlarmin hiicre canlihigmm farkh etkileyebildigini
gostermektedir. 20 pg/ml Cup al uyarim biitlin saatlerde hiicre canliligini yaklasik
%1’e diisiiriirken, 72 saat 20 pg/ml Der p6 uyariminin hiicre canliligini sadece %77’ye
kadar diistirebildigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar Cupressus arizonica
bitkisinin major alerjeni olan Cup al’in BEAS-2B hiicreleri iizerinde diger alerjene
kiyasla daha fazla hasara neden oldugunu gostermektedir.

e MTT test sonucu ile uyumlu bir sekilde Der p6 uyarimlarmin LDH salimini kontrol
kosuluna kiyasla agir1 miktarda arttirmadigi gézlemlenmis ve uygulanan Der p6 alerjen
dozlarmin higbirinin nekroza sebep olmadigi diistinilmiistiir. Literatirde Der p6
uyarimi sonrasinda LDH testi gerceklestirilen bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, bu tez

kapsaminda ilk defa gergeklestirilmistir.
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Cup al uyarmm sonrasinda gerceklestirilen LDH testinin sonuglart da MTT testi ile
uyumlu bulunmustur. Tiim saatlerdeki 20 pg/ml Cup al uyariminin BEAS-2B hucreleri
icin toksik oldugu, yapilan LDH ve MTT testleri ile gosterilmistir. Literatiirde Cup al
alerjeni ile hiicresel diizeyde yapilan bir ¢alismaya rastlanmamis olup yapilan bu
deneyin literatiire katki saglayacagina inanmaktay1z.

EtBr/Kalsein ikili floresan boyama sonuglart incelendiginde Der p6 uyariminin epitel
hlcre lzerinde, 72 saatlik uyariminin 8 ve 24 saatlik uyarimlardan daha fazla hasara
sebep oldugu tespit edilmistir.

Cup al uyarimlarinin EtBr/Kalsein ikili floresan boyama sonuglar incelendiginde ise
MTT ve LDH sonuglart ile uyumlu oldugu saptanmistir. 20 pg/ml Cup al doz ile 8, 24
ve 72 saat uyarmmlarmin brons epitel hiicre hatti i¢in toksik oldugu ve hucrelerin
Olimune sebebiyet verdigi gozlemlenmistir.

RPMI-2650 hcrelerindeki farkli doz ve saatlerdeki Der p6 uyarimlari hicre
canliliginda azalmaya neden olmamistir. LDH sonuglarinda da benzer sekilde
uyarimlarin hiicrelerden yiiksek miktarda LDH salinmasina sebebiyet vermedigi tespit
edilmistir. Bu durum uygulanan doz ve saatteki Der p6 uyarimlarmin hiicrelerde
nekroza neden olmadigini diisiindiirmektedir.

RPMI-2650 hiicre hattinda gerceklestirilen 72 saat Cup al uyarimlarinda Der p6
uyariminin aksine hiicre canliliginin azaldig1 gézlemlenmistir. MTT testinde 72 saatlik
10 pg/ml uyarimin hiicre canliligini %73 degerinde ve 20 ng/ml Cup al uyariminin ise
%64 degerine distirdiigii tespit edilmistir. Der p6 uyarimindaki LDH sonuglarina
benzer bir sekilde Cup al uyarimi sonrasindaki LDH sonuglarinda da uyarima baglh
olarak artan bir sitotoksisite degeri tespit edilmemistir.

RPMI-2650 hucrelerinin goriintii sonuglarinda MTT ve LDH sonuglarinin aksine, 24 ve
72 saat uyariminda nazal epitel hiicrelerde Der p6 alerjen dozundaki artis ile orantili bir
sekilde canli hiicre sayisinda diisiis gézlemlenmistir. Cup al uyariminda ise MTT ve
LDH sonuglar ile uyumlu olarak 8 ve 24 saat uyarimlarda hiicre canliliginda diisiis
gozlemlenmemisken 72 saat uyarimda doz artigina baglh olarak 10 pg/ml ve 20 pg/ml
kosullarinda canli hiicre sayilarinda azalma tespit edilmistir.

Canlilik & sitotoksisite test sonuglari géz Oniinde bulunduruldugunda, ilerleyen
deneyler igin 8, 24 ve 72 saatlik uyarimlar yapilmasi, BEAS-2B i¢in 2 pg/ml Cup al, 5
pug/ml Cup al, 10 pg/ml Der p6 ve 20 pg/ml Der p6 dozlari, RPMI-2650 igin ise 10
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pg/ml Cup al, 20 pg/ml Cup al, 10 pg/ml Der p6 ve 20 ug/ml Der p6 dozlarinin
secilmesine karar verilmistir.

Secilen doz ve zamanlarda alerjenler ile yapilan anoikis testinde BEAS-2B ve RPMI-
2650 hucrelerinin kontrol kosuluna kiyasla kontrol/anoikis RFU oraninda anlamli bir
artig tespit edilmemistir. Bu durum uygulanan doz ve zamanlarda alerjenlerin anoikise
sebep olmadigini diistindliirmektedir.

BEAS-2B hiicrelerinin gen ifadesi analizinde, Der p6 uyarimlarinin 72 saat sonunda
CAS3, CAS9 ve BCL2 genlerinde artiga neden oldugu gozlemlenmistir. Benzer sekilde
Der p6 uyarimlart BMF geninde de dramatik bir artisa sebep olmustur. Diger 6liim
yolaklar1 iligkili genlerin ekspresyon seviyesinde yiiksek bir artis saptanmamistir. EMT
iliskili genler incelendiginde ise Der p6 uyariminin CDH1, CDH2 ve SNAI1 gen
ifadelerinde artiga sebep oldugu goriilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde hiicrelerde
uyarim sonucunda apoptoz ve anoikis 0liim yolag: iligkili genlerin ve EMT iligkili
genlerin arttig1 tespit edilmistir.

Cup al uyarimlarinin BEAS-2B hiicrelerinde sebep oldugu gen ifadesi degisikligi
incelendiginde ise, yliksek doz alerjen uyariminin 72 saatte CAS9, CDH1 ve SNAI1 gen
ifadelerini arttirdig1 saptanmustir.

Sonuglar incelendiginde 72 saat uyarimin gen ifadelerinde degisiklige sebep olduguna
ve alerjenlerin brons epitel hiicresinde farkli cevaplara neden oldugu sonucuna
ulasgilmistir. Mono-kdltiir ve ko-kiiltiir deneyleri i¢in 72 saat uyarimin yapilmasina karar
verilmistir.

RPMI-2650 hiicrelerinde 24 saatlik 10 pg/ml Cup al uyariminda CAS3, CAS9 ve BCL2
genlerinde artis tespit edilmistir. E-kaderin ve N-kaderin ifadelerindeki artis ise 8 saat
20 pg/ml Cup al uyarimlarinda saptanmistir. 8 saat 10 pg/ml Der p6 uyarimi CAS3,
CAS9, BCL2, BMF, PARP1, AlF, CDH1 ve CDH2 genlerini arttirmistir.

Sonuglar incelendiginde diisiik doz alerjen ile 8 ve 24 saat uyarimlarin gen ifadelerinde
degisime sebep oldugu gbzlemlenmistir. Mono-kiltir ve ko-kultir deneyleri icin Cup
al ve Der p6 alerjenleri ile 8 ve 24 saat 10 pg/ml uyarimin yapilmasina karar verilmistir.
BEAS-2B ve RPMI-2650 hiicrelerinin ALI-kultur yéntemi ile kiltirlenmesinin kontrol
edildigi TEER degerlerinde; nazal epitel hiicrelerin 21. giinde en yiiksek TEER degerine
ulastig1 tespit edilmis ve 21 giin ALI-kiiltiirde biiyiitilmesine karar verilmigtir. BEAS-
2B hucrelerinin TEER degerlerinde sinirhi bir artis gézlemlenmesine ragmen bu

sonucun literatiir ile uyumlu olmasindan ve laboratuvarimizda BEAS-2B ile rutin olarak
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yapilan ALI-kiiltir deneylerinde 21 giin kullanilmasindan dolay1 21 giin ALI-kulttrde
biiyiitiilmesine karar verilmistir.

EoL-1 hiicrelerinin farklilastirma protokolii ECP ELISA kiti ile karakterize edilmistir.
Gergeklestirilen deney sonucunda 2 giin 500 uM BA ile EoL-1 hicrelerinin
farklilastirilmasina karar verilmistir.

Alerjenlerin sinerjik etkilerini incelemek icin BEAS-2B hiicrelerinin 72 saat 2 pg/mi
Cup al & 10 pg/ml Der p6, RPMI-2650 hiicrelerinin ise 24 saat 10 pg/ml Cup al & 10
pg/ml Der p6 ile uyarilmasina karar verilmistir.

Apoptoz iligkili genler incelendiginde BEAS-2B ko-kultir sisteminde Der p6 ve Cup
al&Der p6 uyarimlarinin CAS3, CAS8 ve CAS9 genlerinde artisa neden oldugu, mono-
kiiltiirde ise 20 pg/ml Der p6 uyarimmin BCL2 gen ifadesini arttirdigi tespit edilmistir.
Anoikis iligkili genlerde ise BEAS-2B ko-kiiltiir sisteminde Cup al&Der p6 uyariminin
BMF genini arttirdigi, mono-kultiirde ise Cup al&Der p6 hari¢ diger uyarimlarin
PTRH2 genini arttirdig1 gozlemlenmistir.

Nekroptoz iligkili genlerde BEAS-2B mono-kiiltiiriinde yiiksek doz Cup al uyariminin
ve her iki dozdaki Der p6 uyariminin RIPK3 geninde artiga sebep oldugu saptanmuistir.
Ko-kdltirde uyarima bagh nekroptoz iliskili genlerde artis gézlemlenmemistir.
Partanatoz iligkili genlerde ise sadece brons epitel hiicrelerinin ko-kultur sisteminde
Cup al&Der p6 uyarimi sonucunda AlF gen ifadesinin arttig1 goriilmiistiir.

EMT iliskili CDH1, CDH2 ve SNAIL1 genindeki artis Cup al&Der p6 uyariminda
gbzlemlenmistir. Cup al uyarimlar1 gen ifadelerinde degisime sebep olmamistir. Fakat
20 pg/ml Der p6 uyariminin SNAI1 gen ekspresyonunu arttirdigi goriilmiistir.

Nazal epitel hiicre hattinda yapilan uyarimlar incelendiginde apoptoz iliskili CAS3,
CAS8 ve CAS9 gen ifadelerindeki artisin ko-kiiltiirdeki Cup al&Der p6 uyarimindan
kaynaklandigi tespit edilmistir. Anti-apoptotik BCL2 gen ifadesindeki artisa ise mono-
kiiltiirdeki 8 saat Cup al ve 24 saat Der p6 uyarimlari sebep olmustur.

Anoikis iligkili genler incelendiginde nazal epitel hiicrenin mono-kultir sisteminde 24
saat Der p6 uyarimi BMF gen ekspresyonunu arttirmigtir. PTRH2 gen ifadesinde ise
anlamli bir degisim gézlemlenmemistir.

Nazal epitel hiicrede nekroptoz iliskili genlerden MLKL gen ifadesi mono-kultiirde 24
saat Cup al uyariminda ve Cup al&Der p6 uyariminda artmistir. RIPK3 gen ifadesinde

ise anlaml1 bir artis tespit edilmemistir.
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e Partanatoz iliskili genlerden AIF gen ekspresyonunun ise ko-kiltirde 8 saat Cup al
uyariminda ve 24 saat mono-kiiltiir Der p6 uyariminda arttig1 goriilmiistiir.

e BEAS-2B hicrelerinden siipernatana saliman MMP9 miktar1 incelendiginde; iist
siipernatana salman protein miktar1 mono-kiiltiirde uyarimlar ile birlikte azalirken ko-
kiiltiirde Cup al&Der p6 uyarimi ile birlikte artis gostermektedir. Alt siipernatanda ise
hem mono-kiltirde hem de Kko-kiiltiirde salinan protein miktarinda artis tespit
edilmistir.

e BEAS-2B hiicrelerinden siipernatana salinan GM-CSF miktar1 incelendiginde; Ust
siipernatana salinan protein miktart Cup al uyarimi ile hem mono-kiltirde hem de ko-
kiiltiirde artis gostermistir. Benzer sekilde alt siipernatana salinan GM-CSF miktarinin
Cup al uyarimi ile hem mono-kultiirde hem de ko-kiiltiirde arttig1 gézlemlenmistir.

e RPMI-2650 ve BEAS-2B hicrelerinden siipernatana salinan TGF-f miktar1 ile uyarim
kosullar1 arasinda bir iliski bulunamamustir.

e Tez caligmasinda nazal ve brongiyal epitel hiicre hatlarmin kullanilmis olmasi bu
calismanin kisitlayici faktoriidiir. RPMI-2650 hiicre hattinin alerjik rinit gibi birgok
alerjik hastalik ve yolak ¢aligmalarinda tercih edilen bir hiicre olmast ve BEAS-2B
hiicre hattinin saglikli bireylerden alinan brons epitel hiicrelerden elde edilmis olmasi
tez caligmasi kapsaminda bu hiicreleri tercih etmemizin nedenidir. Fakat ¢alismanin
bulgularinin giiglenmesi i¢in deneyler nazal ve bronsiyal primer hiicreler kullanilarak
tekrarlanmalidir.

e Alerjik akciger hastaliklarinda ataklarin en yaygin tetikleyicilerinden HDM ve polen
alerjenlerinin hiicre cevabia etkisinin hiicre 6liim yolaklar1 ve EMT siireci lizerinden
incelendigi bu calismada deneyler yolak ile iligkili gen ifadeleri iizerinden
yirtitilmistiir. Calismanin bir diger kisitlayict yOniinii ise hiicre cevabinin protein
diizeyinde incelenmemesi olusturmaktadir. Gen ifadeleri ile elde edilen sonuglarin daha
iyi yorumlanabilmesi i¢in deneyler protein diizeyinde tekrarlanmalidir.

e Literatlirde Cup al ile ilgili hicbir hlcresel diizeyde yayin olmamasi ve Der p6 ile ilgili
sinirhi sayida calisma bulunmasi sebebiyle tez kapsaminda yapilan deneyler hem
literatiire katki saglayacak hem de yapilacak diger deneyler i¢in Oncli niteligi

tastyacaktir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneyler sonucunda Cup al ve Der p6 alerjenlerinin hiicreler

iizerindeki etkilerinin farkli oldugu ve benzer sekilde farkli kokenden gelen epitel hiicrelerin
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ayni alerjene farkli yanitlar verdigi tespit edilmistir. Cup al alerjeninin yiiksek dozlar1 brong
epitel hiicrelerde nekroza sebep olurken nazal epitel hiicreleri benzer sekilde etkilememektedir.
Der p6 alerjen uyarimi sonrasinda brong epitel hiicrelerde kaspaz genleri ile birlikte BMF gen
ekspresyonunun artmasit hiicre cevabinin anoikis yolagr ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ko-kiiltlir ¢aligmalarinda ise aktiflesen eozinofillerin epitel hiicre cevabini
etkiledigi gbzlemlenmistir. Der p6 uyarimlarinin BEAS-2B&EoL-1 ko-kultlr sisteminde
kaspaz gen fadelerini arttirdig: tespit edilirken sinerjik etkiyi gozlemlemek icin iki alerjen ile
ayn1 anda uyarilan kosullarda kaspaz genlerinde daha ytiksek bir artis tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda elde edilen sonuglar literatiire katk1 saglayacak ve polen ve HDM alerjenlerinin
oliim yolaklar iizerine etkilerini arastirmak icin ncii olacaktir. Ozellikle Tiirkiye’nin dogal
ikliminde bulunmayan fakat sis bitkisi olarak park ve bahcelere ekilen Cupressus arizonica
bitkisinin poleninin major alerjeninin etkileri gbzlemlendiginde; peyzaj icin ekimi yapilacak

bitkilerin daha dikkatli aragtirmasi gerekliligi goz onlinde bulundurulmalidir.
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